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1. UVOD

Period od tri nedelje pre do tri nedelje posle teljenja se smatra tranzicionim periodom.
Tokom ovog perioda, krave napustaju period partusa i ulaze u laktacioni period, prolazeci kroz
brojna fizioloska prilagodavanja, odnosno endokrine promene usled teljenja i metabolicke
promene usled naglog povecanja energetskih potreba koje su neophodne za produkciju mleka
(Drackley, 1999; Ingvartsen, 2006; Mulligan i Dhoerty, 2008). Poznato je da krave u ranoj
laktaciji uzimaju manje hrane nego $to im je potrebno za proizvodnju mleka, Sto znacajno utice
na promenu enegetskog i metabolickog statusa (Cincovi¢ i sar., 2011; Cincovi¢ i sar., 2012).
Navedene nagle, a Cesto i drasticne promene u periodu rane laktacije, mogu dovesti do pojave
metabolickih 1 infektivnih oboljenja koja Stetno uti¢u na zdravlje i produktivnost krava.

Vecina ovih oboljenja u svojoj osnovi ima poremecaj metabolizma, kao $to su sindrom
debelih krava (ketoza, masna jetra) ili naglaSeni inflamatorni odgovor (mastitis, metritis i ostale
upale koje mogu dovesti do pojave sepse ili septicnog Soka). Pojacani inflamatorni odgovor
moze potencirati nastajanje metabolickih promena ili obrnuto. S obzirom da su metabolicke 1
mogucnost regulisanja ovih promena pomocu odredenih farmakoloski aktivnih supstanci.

U veterinarskoj medicini postoji Siroka primena nesteroidnih antiinflamatornih lekova
(NSAIL) u terapijske svrhe, jer je poznato da oni pored antiinflamatornog, imaju i antipireticki,
analgeti¢ki 1 antiagregacijski efekat. U klinickim uslovima je dokazano da su krave nakon
teljenja podloZzne razvoju metabolickih 1 inflamatornih promena, a da su NSAIL farmakoloska
grupa lekova koja podjednako uti¢u na oba procesa. Jedan od predstavnika NSAIL je ketoprofen
i u Sirokoj je upotrebi u veterinarskoj medicini.

Prema podacima iz literature, dosadasSnja istraZivanja o primeni ketoprofena kod krava se
odnose na bezbednost primene (Pyorala i sar. 1999; Singh i sar., 2009; Paresh i sar., 2012)
farmakokineti¢ka 1 farmakodinamska svojstva (Landoni i sar., 1995; Landoni i Less, 1995;
Igarza 1 sar., 2004; Rehman 1 sar., 2013; Singh i sar., 2014) 1 uticaj na prinos mleka 1 plodnost
(Richards i sar., 2009; Carpenter i sar., 2016). Takode, ispitan je uticaj ovog leka na bol (Newby

i sar.,, 2013) i procese inflamacije (Donalisio i sar., 2013; Banting i sar., 2008). Druga
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istrazivanja kod krava, kao §to su kontrola akutnog inflamatornog bola i metaboli¢kog stresa
nedostaju sa ketoprofenom.

Prema navedenim podacima, postoji pretpostavka da primena ketoprofena u periodu rane
laktacije kod krava moze znacajno da ublazi inflamatorne procese i metabolicki stres, a samim

tim i da smanji rizik od za nastanak oboljenja karakteristi¢nih za peripartalni period.
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2. PREGLED LITERATURE
2.1. Metabolicke promene u peripartalnom periodu kod krava

Tokom peripartalnog perioda dominiraju procesi homeoreze koji se ogledaju u povecanoj
lipidnoj mobilizaciji i ketogenezi, uz povecanu koncentraciju neesterifikovanih masnih kiselina
(NEFA) i beta-hidroksibutirata (BHB) u krvi. Tome doprinosi i deponovanje viska energije u
vidu masnog tkiva, posebno u periodu kasne laktacije i1 zasuSenja, Sto moze dovesti organizam u
stanje metabolickog prestrojavanja, oksidativnog stresa, imunosupresije i inflamacije (Cincovi¢,
2013). Tokom ovog perioda, organizam mlecnih krava je podlozan nastanku infektivnih bolesti,
delimicno i zbog depresije imunoloskog sistema (Goff i Horst, 1997).

Nakon partusa, zbog pocetka laktacije, krave imaju povecane potrebe za energijom i
Cesto, organizam krava nije u stanju da zadovolji ove energetske potrebe putem ishrane, te one
ulaze u stanje poznato kao negativni energetski bilans. Pored toga, u tranzicionom periodu se
nastali u ovom periodu, su masna jetra (masna infiltracija i degeneracija Celija jetre), ketoza,
mlecna groznica, acidoza rumena, dislokacija siriSta, metritis i mastitis (Ingvartsen, 2006;
Mulligan 1 Doerti, 2008). Ovi poremecaji su medusobno povezani, tako da krave koje pate od
jednog oboljenja imaju veci rizik za nastanak drugog zdravstvenog poremecaja (Bobe 1 sar.,
2004).

Negativan energetski bilans delimi¢no nastaje i smanjenim unosom suve materije u
vreme teljenja kao posledica stresa (Grummer i1 sar., 2004), Sto dovodi do poremecaja
nutritivnog, metabolickog 1 energetskog stanja i povecanja predispozicija krava za nastanak
metabolickih poremecaja (Goff i Horst, 1997; Rukkwamsuk i sar., 1999). Takode, nastalo stanje
se moZe pogorsati pove¢anim potrebama za proizvodnjom mleka u ranoj laktaciji, $to dovodi do
promena u homeostazi svih organskih i neorganskih materija u organizmu, a koje predstavljaju
potencijalni izvor energije (Bell, 1995; Leroy i sar., 2008). Pre svega, dolazi do pada
koncentracije glukoze, posto se oko 85% glukoze prisutne u organizmu koristi za stvaranje 1

sekreciju mleka u mle¢noj zlezdi (Bell, 1995; Sordillo i sar., 2009).
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Fizioloska koncentracija glukoze u krvi prezivara je niza nego kod mladih prezivara i
neprezivara i iznosi od 2,4 do 4,2 mmol/L (Radostits i sar., 2000; Kaneko i sar., 2008). Kod
zdravih krava u razli¢itim fazama proizvodno reproduktivnog ciklusa, tokom visokog graviditeta,
teljenja, u puerperijumu i tokom perioda laktacije postoje znacajne razlike u glikemiji. Kod
zdravih krava, glikemija je tokom visokog graviditeta u fizioloskim granicama i odlika je
uravnotezenog energetskog metabolizma sa normalnim odvijanjem procesa glukoneogeneze
(Nafikov i Beitz, 2007) i iznosi 2,81 mmol/L (Samanc i sar., 1993). Za vreme teljenja dolazi do
naglog porasta glukoze u krvi, $§to je najverovatnije posledica stresa koji se deSava usled
hormonalnih promena, odnosno povecanja koncentracije glukokortikoida i drugih hormona
stresa, a koji podsti€u glukoneogenezu 1 glikogenolizu (Vazguezanon i sar., 1994). Prema
Samanc i sar. (1993), proseéna glikemija posle teljenja iznosi 2,41 mmol/L. Naime, nakon
teljenja 1 u ranoj fazi laktacije koncentracija glukoze je niza kod mle¢nih krava u odnosu na
period pre teljenja (Samanc i sar., 2011).

Tokom negativnog energetskog bilansa, kako bi se nadoknadio nedostatak energije, u
organizmu krava se viSe mobiliSu masne kiseline iz masnog tkiva i one se u plazmi oslobadaju
kao NEFA. Koncentracija NEFA se poveéava pre teljenja, a najvisa je tokom prve do trece
nedelje posle partusa (Cavestany 1 sar., 2005). Ustanovljeno je da je koncentracija NEFA
znacajno veca u ranoj laktaciji u odnosu na period zasuSenja, a posledica je intenzivirane lipolize
nastale neposredno posle teljenja (Ospina i sar., 2010). Iako je povecanje koncentracije NEFA
deo fizioloSkog odgovora neophodnog za nadoknadu vec¢ih energetskih potreba na pocetku
laktacije, ovo povecanje i njihovo nakupljanje u parenhimatoznim organima u obliku triglicerida
moze biti Stetno ili toksi¢no za periferna tkiva i moZe negativno da uti¢e na zdravlje i na plodnost
(Adewuyi 1 sar., 2005). U jetri, NEFA podlezu procesu oksidacije do ugljen dioksida i vode,
nepotpune oksidacije i stvaranja ketonskih tela ili esterifikacije do triglicerida.

Delimi¢na oksidacija NEFA dovodi do stvaranja ketonskih tela kao Sto su PB-hidroksi
buterna kiselina (BHB), acetoacetat i acetat, u koncentracijama vis§im od fizioloskih, koja se
oslobadaju iz jetre i sluze perifernim tkivima kao izvor energije. Drugi izvor BHB u krvi je
buterna kiselina u buragu koja se prilikom apsorpcije kroz zid rumena transformiSe u BHB.
Prema podacima iz literature (Ospina i sar., 2010), kretanje fizioloskih vrednosti koncentracija
BHB u krvi kod krava na pocetku laktacije iznosi od 0,6 mmol/L do 1 mmol/L. Ove vrednosti

ukazuju na umerenu mobilizaciju masti iz telesnih rezervi. Kod krava u poslednjem mesecu
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graviditeta, kada se rezerve masti odrzavaju ili ¢ak povecavaju, koncentracija BHB je niza od 0,6
mmol/L i smatra se takode fizioloSkom (Ospina i sar. 2010). Medutim, ukoliko je koncentracija
glukoze niska, smanjuje se koli¢ina oksalacetata i u jetri se proizvodi vise ketonskih tela, kako bi
se zadovoljile energetske potrebe organizma. Naime, dokazano je da se koncentracija BHB u
krvi povecava posle teljenja i da maksimalan nivo dostize u periodu od 2 do 4 nedelje posle
teljenja (Cavestany i sar., 2005). PoviSena koncentracija ketonskih tela u kombinaciji sa niskom
koncentracijom glukoze u cirkulaciji kod krava tokom peripartalnog perioda moze dovesti do
nastanka ketoze (Ingvartsen, 2006). Krave sa subklinickom ketozom imaju vrednosti BHB vise
od 1,2 mol/L (Oetzel, 2004), dok krave sa klinickim znacima ketoze imaju koncentracije BHB
koje su vise od 2,6 mmol/L (Duffield, 2000; Oetzel, 2004).

In vitro je utrvrdeno da peroksizomi jetre imaju znaCajan kapacitet za B-oksidaciju
(Grum i sar., 1996; Drackley i sar., 2001). Preuzimanje NEFA od strane jetre raste pred teljenje,
Sto je prema nekim podacima iz literature verovatno posledica povecanog protoka krvi (Emery i
sar., 1992; Ingvartsen, 2006). Deo masnih kiselina koje preuzima jetra podlezu procesu
oksidacije u mitohondrijama ili u peroksizomima. Trigliceridi se potom ili skladiste u jetri ili
bivaju inkorporirani u lipoproteine vrlo male gustine (VLDL) i na taj nacin dospevaju iz
hepatocita u cirkulaciju. Kada je vezivanje masnih kiselina u jetri vece od sposobnosti jetre da ih
oksidiSe ili transpotuje iz jetre putem VLDL frakcije lipoproteina, trigliceridi se kumuliraju u
njoj i razvija se masna jetra. Sinteza VLDL u jetri prezivara je veoma ogranic¢ena u poredenju sa
drugim Zivotinjskim vrstama, Sto za posledicu ima brZe nakupljanje triglicerida u hepatocitima,
posebno tokom prve tri nedelje od teljenja. U tom periodu je priliv masnih kiselina u jetri
povec¢an 1 krave sa najveCom koncentracijom lipida u jetri imaju najnizu koncentraciju
lipoproteina u plazmi (Marcos 1 sar., 1990). Samim tim, koncentracije triglicerida i holesterola u
serumu krava tokom peripartalnog perioda se smanjuju zbog kumulacije, odnosno smanjene
produkcije VLDL. Prema literaturnim podacima, niska koncentracija holesterola moZe biti
povezana sa metabolickim poremecajima (Itoh i sar., 1998), masnom jetrom (Bobe i sar., 2004;
Grum i sar., 1996), kao i unosom hrane (Janovick Guretzki i sar., 2006). Naime, dokazano je da
je koncentracija holesterola niska tokom teljenja 1 povecava se sporo tokom prvih nedelja od
teljenja (Van Knegsel i sar., 2007).

Kod krava sa visokim stepenom lipidne mobilizacije utvrdena je niZza koncentracija

metabolita u serumu, kao S$to su glukoza, ukupni proteini, albumini i1 urea u odnosu na krave sa
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niskim stepenom lipomobilizacije (Gonzalez i sar., 2011). Smanjenje koncentracije navedenih
metabolita je pokazatelj sekretorne sposobnosti celija jetre 1 mogu biti znacajni prilikom
postavljanja dijagnoze masne infiltracije jetre i ketoze kod krava (West 1990; Adewuyi i sar.,
2005). Prema rezultatima Hilary (1990), usled masne infiltracije jetre dolazi do smanjene sinteze
uree putem ornitinskog Krebsovog ciklusa i koncentracija ovog metabolita u krvi posle teljenja
je zabelezena u vrednosti od 3,4+0,36 mmol/L i niza je u odnosu na period zasuSenja
(5,1£0,47mmol/L). Do sli¢nih rezultata su dosli i Celeska i sar. (2015) koji su ustanovili da je 5
dana pre teljenja prosecna koncentracija uree 4,78+1,83 mmol/L, 5 dana posle teljenja
koncentracija je bila niza i iznosila je 3,90+1,02 mmol/L, odnosno 10 i 30 dana posle teljenja te
vrednosti su bile poviSene i iznosile su 4,09+2,06 mmol/L i 4,73+1,95 mmol/L.

U ispitivanju funkcionalnog stanja ¢elija jetre, veliku vaznost imaju intracelularni enzimi
kao S$to su aspartat aminotransferaza (AST), gama-glutamil transferaza (GGT), laktat
dehidrogenaza (LDH) i drugi, ¢ije se aktivnosti u krvnom serumu obi¢no povecavaju usled
oSte¢enja Celiskih membrana hepatocita. lako se pracenje aktivnosti AST koristi za detekciju
patoloskih stanja, aktivnost transaminaza moze da zavisi i od fizioloskog stanja Zivotinja
(graviditeta, partusa i puerperijuma). Naime, Peterson i Waldern (1981) su uocili da aktivnost
AST kod krava zavisi od fizioloskog stanja organizma i njegove interakcije sa ishranom, te da
tokom graviditeta i zasuSenja nastaje pad aktivnosti ovog enzima. Neki autori su uocili da je
doslo do povecanja aktivnosti AST (Tainturier i sar., 1984; Jacob i sar., 2001), dok su drugi
(Sevinc 1 sar., 1999) uocili pad aktivnosti ovog enzima tokom postpartalnog perioda kod krava.
Prema Kaneko i sar. (1997), aktivnost AST u plazmi mle¢nih krava krece se od 80 do 130 LJ/L.

Alanin aminotransferaza (ALT), iako nije enzim specifi¢an za jetru, koristi se u cilju
otkrivanja oStec¢enja hepatocita kod goveda (Komatsu i sar., 2002; Bobe i sar., 2004). Aktivnost
ovog enzima raste u krvi krava tokom peripartalnog perioda, dok je u drugim produkcionim
periodima zivotinja zabeleZena neznatna aktivnost (Geishauser i sar., 1999; Cavestany i sar.,
2005). Prema Tainturier i sar. (1984), aktivnost ALT se znacajno smanjuje u sedmom i osmom
mesecu graviditeta 1 na pocetku laktacije. U istrazivanju Stojevi¢ 1 sar. (2005), najniza aktivnost
ALT je izmerena tokom perioda rane laktacije, dok je aktivnost ovog enzima povecana u drugom
1 tre¢em periodu laktacije. Aktivnost ALT u periodu zasuSenja je smanjena, ali je i dalje

statisticki znacajno viSa nego u prvom periodu laktacije i kretala se od 5,24 do 29,68 1J/L.
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Takode, u istrazivanju ovih autora zabelezena srednja vrednost AST je bila 14,89+5,88 1J/L, dok
u istrazivanju Kaneko 1 sar. (1997) je bila 27+14 1J/L.

Pored promene u aktivnosti enzima, tokom peripartalnog perioda kod mle¢nih krava
dolazi i do promena u metabolizmu mineralnih materija, pre svega kalcijuma i fosfora. Prema
podacima iz literature, hipokalcemija je posledica povecane aktivnosti mle¢ne Zlezde i smanjene
apsorpcije kalcijuma iz digestivnog trakta (Radoj¢i¢ 1 sar., 2009). Fizioloske vrednosti
koncentracija kalcijuma u krvi krava tokom peripartalnog perioda iznose 2,1 do 2,5 mmol/L
(Quiroz-Rocha i sar., 2009; Cincovi¢ i sar., 2011). Nastala hipokalcijemija dovodi do povecanja
koncentracije paratireoidnog hormona (PTH), koji povecava ekskreciju fosfora sa posledicnom
hipofosfatemijom. Peterson i Waldern (1981) su pratili uticaj fizioloSkog stanja na koncentraciju
fosfora u krvnom serumu i ustanovili da je koncentracija fosfora najniza u puerperijumu (1,62
mmol/L), da se sredinom laktacije (1,79 mmol/L) postepeno povecava, da bi maksimalni nivo
dostigla u periodu zasuSenja (2,0 mmol/L). Prema drugim literaturnim podacima, tokom
peripartalnog perioda zabelezene koncentracije fosfora u krvi su se kretale od 1,3 do 2,6 mmol/L.

(Goff, 2006a).
2.2. Inflamatorne promene u peripartalnom periodu kod krava

Krave tokom laktirajueg perioda imaju veoma aktivan imunoloski sistem koji ih Stiti od
raznih mikroorganizama 1 Stetnih stimulusa. Poznato je da imunoloski sistem ¢ine urodeni i
steceni imunoloski odgovor. Komponente urodenog imunoloSkog odgovora su leukociti, citokini,
eikosanoidi, kao 1 neimunoloSke celije (epitelne i endotelne) i one obezbeduju pocetni,
nespecificni odgovor na dejstvo patogena (Sordillo i sar., 2009). Postoji mnogo nacina na koje
razliCiti poremecaji tokom peripartalnog perioda kod krava mogu da pokrenu inflamatorni
odgovor. Metritis 1 mastitis pokrecu neposredno akutni inflamatorni odgovor u borbi protiv
patogena, S$to ima za posledicu promene u metabolizmu lipida i glukoze (Hardardottir i sar.,
1994). Pokretanje akutnog inflamatornog odgovora dovodi do povecanja koncentracije glukoze,
a potom sledi hipoglikemija (Kushibiki i sar., 2000), dok pojacana lipoliza u masnom tkivu
dovodi do povecanja koncentracije NEFA u plazmi. Visoki nivoi ovih masnih kiselina mogu da
pokrenu inflamatorni put nukleranog faktora-kB (NF-kB), aktiviraju receptore slicne Toll-u

(Toll-like receptors, TLR) i ciklooksigenazne puteve S$to ima za posledicu oslobadanje
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proinflamatornih citokina. Prema podacima iz literature, inflamatorni put NF-kB predstavlja
vezu izmedu inflamacije 1 metabolickih bolesti (Baker 1 sar., 2011) i direktno je ukljucen u
nastanak insulinske rezinstencije (Arkan i sar., 2005). Utvrdeno je da masne kiseline i faktor
nekroze tumora-o. (TNF-a)) aktiviraju kinazu koja fosforiliSe inhibitorni protein kB-f (IKK-p),
smanjuju fosforilaciju tirozina putem supstrata receptora za insulin-1 (IRS-1) i utiCu na
povecanje koncentracije ceramida. Navedene promene dovode do inhibicije aktivacije protein
kinaze B i uti¢u na smanjenje translokacije transportnog molekula za glukozu (GLUT-4), a time
dovode i do smanjenja insulinske rezistencije (Shulman, 2000).

Pored TNF-a, u proinflamatorne citokine koji su esencijalni za pokretanje sistemskog
inflamatornog odgovora spadaju i interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) i interferon-y (IFN-y)
(Koj, 1996; Kushibiki i sar., 2000). Jedan od efekata citokina je da pokrecu sintezu pozitivnih
proteina akutne faze (haptoglobin, fibrinogen, C-reaktivni protein i serum amiloid A) (Slika 1), a
smanjuju sintezu negativnih proteina akutne faze (albumin, prealbumin, retinol vezujuéi protein 1

transferin) (Petersen i sar., 2004; Eckersall i Bell, 2010).

ZAPALJENJE
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Slika 1. Stimulacija i sinteza proteina akutne faze tokom inflamacije (Hengst J.M., 2003)
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Haptoglobin, kao jedan od predstavnika proteina akutne faze ¢ija se koncentracija
povecava tokom infekcije (Burtis i Ashwood, 1999), ispoljava bakteriostatski efekat
sprecavanjem gubitka gvozda putem formiranja kompleksa sa hemoglobinom (Wassell, 2000).
Kod goveda, povecana koncentracija haptoglobina u plazmi je utvrdena posle traume (Fisher i
sar., 2001; Earley i Crowe, 2002), eksperimentalne, lokalne, asepticke inflamacije (Heegaard i
sar., 2000) 1 posle razli¢itih inflamatornih oboljenja (pneumonija, peritonitis i apces)
(Alsemgeest i sar., 1994). Naime, u istrazivanju koje su sproveli Nazifi i sar. (2008)
koncentracija haptoglobina je bila znacajno visa kod krava obolelih od razli¢itih inflamatornih
oboljenja (0,94+0,1 mg/L), u odnosu na klini¢ki zdrave zivotinje (0,2+0,3 mg/L). Dokazano je i
da je koncentracija ovog proteina bila povecana u serumu krava obolelih od mastitisa razli¢ite
etiologije u odnosu na klinicki zdrave zivotinje (Heegaard i sar., 2000; Ohtsuka i sar., 2001).
Prema Gronlund 1 sar. (2003), koncentracija ovog proteina tokom akutnog mastitisa iznosi 0,965
mg/mL, a tokom hroni¢nog 0,07 mg/mL.

Proucavanje koncentracije proteina akutne faze tokom graviditeta, partusa i perioda
laktacije predstavlja sve veci predmet interesovanaja istrazivaca. Jo§ su Uchida i sar. (1993)
ustanovili da se kod krava tokom partusa povecavaju koncentracije haptoglobina koje su veée od
onih zabeleZenih pre i1 posle partusa. Takode, 1 drugi autori (Ameta;j i sar., 2005; Kovac i sar.,
2009) su ustanovili da su koncentracije haptoglobina i serum amiloida A znafajno povecane
tokom ranog postpartalnog perioda (do 10 nedelja posle partusa), u poredenju sa kasnijim
postpartalnim periodom kod klini¢ki zdravih zivotinja. Kod krava koje su dobijale
intramuskularno (i.m.) lizin acetil-salicilata (LAS) u prvih 5 dana laktacije zabeleZena je
znacajno niZa koncentracija proteina akutne faze, haptoglobina i ceruloplazmina, u odnosu na
kontrolnu grupu (Bertoni i sar., 2004). Trevisi i sar. (2005) su zabelezili znatno manje povecanje
koncentracije haptoglobina u grupi krava koje su tretirane sa 25 g acetil salicilne
kiseline/zivotinja/dan, tokom 5 dana posle partusa, u odnosu na kontrolnu grupu krava.

Fibrinogen, kao i haptoglobin, predstavlja jedan od pozitivnih proteina akutne faze
(Hayes, 1994). Pored dobro poznate uloge u procesu hemostaze, dokazano je i njegovo ucesce u
regulaciji inflamatornog odgovora (McSherry i sar., 1970). Fibrinogen je prekursor fibrina,
proteina za koji je dokazano da aktivira neutrofile aktivacijom TLR, dok na funkciju leukocita

najverovatnije uti¢e preko integrin CD11b/CD18 (aMp2) receptora. Smatra se da aktivacijom
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ovih receptora indukuje intracelularnu mobilizaciju kalcijuma, uti¢e na fosforilaciju, aktivaciju
NF-kB, kao i1 na oba ¢elijska procesa, adheziju i migraciju (Flick 1 sar., 2004). Ve¢ dugi niz
godina, zbog svega navedenog, fibrinogen se koristi kod krava za procenu traumatskih i
inflamatornih stanja (Hirvonen i sar., 1998). Povecanje koncentracije ovog proteina, pre svega je
zabelezeno kod inflamatornih oboljenja, kao S$to su peritonitis, endokarditis, perikarditis,
pneumonija i nefritis (McSherry i sar., 1970).

McSherry i sar. (1970) su ispituju¢i koncentraciju fibrinogena u plazmi 160 obolelih
krava uocili da su mnoge bolesti povezane sa poviSenim nivoom, ali i da su kod krava sa
perikarditisom 1 peritonitisom zabelezene priblizno iste koncentracije fibrinogena. Kod osam
krava sa perikarditisom zabeleZena koncentracija fibrinogena se kretala u vrednosti od 9,25 do
16,75 g/L, a kod 33 krave (od ukupno 44 obolelih od peritonitisa) utvrdena koncentracija
fibrinogena je bila iznad 8,0 g/L (u opsegu 8,4 do 31,25 g/L), odnosno kod 70% Zzivotinja
koncentracija ovog proteina je bila iznad 10 g/L. Jeremejeva i1 sar. (2015) su utvrdili da
koncentracija fibrinogena kod klini¢ki zdravih krava u prvoj nedelji posle teljenja iznosi 5,8 g/L,
dok u drugoj nedelji iznosi 5,6 g/L., odnosno da je koncentracija ovog proteina signifikantno visa
kod krava sa akutnim puerperalnim metritisom.

Kao $to je ve¢ napomenuto, u mnogim istrazivanjima je dokazano da su citokini
odgovorni za inflamatorne promene i za aktivaciju imunoloskih ¢elija (Ishikawa i sar., 2004).
Kao i ostali citokini, TNF-a nastaje kao odgovor na jake stimuluse, kao Sto su bakterijski,
virusni, gljiviéni, parazitski ili neoplasti¢ni agensi (Underhill i Ozinsky, 2002). U istraZivanju
koje su sproveli Kim 1 sar. (2005), koncentracija TNF-o u kontrolnoj grupi krava je linearno
opadala od prve do Cetvrte nedelje posle partusa, dok u grupi krava sa endometritisom nije.
Prema istrazivanju Kasimanickam i sar. (2013), prosecna koncentracija TNF-a u serumu krava
sa dijagnostikovanim metritisom je zabeleZena u vrednosti od 2,21+0,11 ng/mL, sa klinickim
endometritisom 1,99+0,10 ng/mL, subklinickim endometritisom 1,63+0,08 ng/mL, dok je
vrednost TNF-a u serumu klini¢ki zdravih krava iznosila 0,68%0,03 ng/mL. Prema istraZzivanjima
drugih autora (Sacchini i sar., 2012), zabelezene su signifikantno viSe koncentracije TNF-o kod
krava tezom klinickom slikom eksperimentalno izazvane pleuropneumonije, u odnosu na krave
kod kojih su bili izrazeni blazi klini¢ki simptomi. Takode, poviSene koncentracije TNF-a su
zabeleZene u plazmi krava sa koliformnim matistisom, u odnosu na plazmu klinicki zdravih

zivotinja (Hisaeda 1 sar., 2001).
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In vitro, kod krava je ispitivan aniinflamatorni efekat ketoprofena i fluniksin-meglumina
merenjem koncentracije TNF-a, IFN-y i interleukina-8 (IL-8), posle dodavanja 10 pg/mL
lipopolisaharida. U navedenim ispitivanjima, zabeleZzeno je da testirani lekovi reverzibilno
inhibiSu oba izooblika enzima ciklooksigenaze (COX), ali znacajno vise COX-1 (Donalisio i
sar., 2013). Takode, Fischer i sar. (2014) su utvrdili da je ekspresija iRNK za IL-18 i TNF-a
znatno visa kod krava sa subklini¢kim ili klini¢kim endometritisom u poredenju kontrolnom
grupom. Isti autori predlazu da IL-1B i TNF-a mogu predstavljati potencijalne markere za
otkrivanje subklini¢kog endometritisa kod krava. Takode, Ghasemi i sar. (2012) su utvrdili da je
kod krava sa subklinickim endometritisom 20, 30 i viSe od 50 puta viSa ekspresija iRNK za
TNF-a, IL-6 1 IL-8. U in vivo ispitivanjima Heiser 1 sar. (2015), kod krava u peripartalnom
periodu, tokom akutnog inflamatornog odgovora je dokazana ekspresija gena za IFN-y, TNF-q,
IL-17 1 IL-10.

Prema podacima iz literature, pored TNF-a, IFN-y je takode odgovoran za aktivaciju
makrofaga (Schroder 1 sar., 2004). Dokazano je da je koncentracija IFN-y u plazmi krava kod
kojih je eksperimentalno izazvana pleuropneumonija znacajno visa u grupi sa tezom klini¢kom
slikom, u odnosu na grupu kod koje su utvrdeni blazi klini¢ki simptomi ovog oboljenja (Sacchini
1 sar., 2012). Prema drugim literaturnim podacima (Hisaeda 1 sar., 2001), sedam dana posle
partusa, koncentracija IFN-y u plazmi krava koje su se oporavile od mastitisa je zabeleZena u
vrednosti od 48,8 ng/mL, dok je kod eutanaziranih krava obolelih od mastitisa ta vrednost bila
121,9 ng/mL.

Pored TNF-a i IL-1p, dokazano je da IL-6 ima zna€ajnu ulogu u sintezi proteina akutne
faze (Richards i sar., 1991). Prema istraZivanju Ishikawa i sar. (2004), povecanje koncentracije
ovog citokina kod krava je zabeleZzeno neposredno pred teljenje, da bi osam dana posle teljenja
koncentracije IL-6 bile u okviru fizioloSkih vrednosti. Kasimanickam i sar. (2013) su zabelezili
povecanje koncentracije IL-6 u prvoj nedelji posle teljenja. Isti autori su utvrdili da su
koncentracije IL-1P bile viSe kod krava koje su imale metritis (2,83%0,14 ng/mL), klinicki
(3,01+0,10 ng/mL) i subklini¢ki endometritis (3,42+0,17 ng/mL), u poredenju sa kontrolnom
grupom kravama (1,51+0,08 ng/mL). U sli¢nim isptivanjima (Herath i sar., 2009), kod krava u
prvoj nedelji posle partusa je takode utvrden jaci proinflamatorni odgovor na bakterijsku

infekciju. Naime, kod krava sa endometritisom koje su bile neplodne je zabeleZena veca
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ekspresiju gena iRNK za proinflamatorni citokin IL-1 (IL-1a i IL-1pB), kao i za antiinflamatorni
citokin IL-10 u odnosu na grupu krava koje su bile plodne.

S druge strane, povecana koncentracija proinflamatornih citokina moze u znacajnoj meri
da uti¢e na metabolicko prestrojavanje u ranoj laktaciji, potenciraju¢i nastanak metabolickog
stresa i lipidne mobilizacije i ketogeneze (Sordillo i sar., 2009). Na laboratorijskim modelima
sepse u strogo kontrolisanim uslovima je takode pokazano da postoje brojne metabolicke i
inflamatorne promene, §to pored povecanja koncentracija proinflamatornih citokina ukljucuje i
povecanje broja leukocita sa promenom u diferencijalnoj beloj lozi, uz promene u koncentraciji i
drugih parametara. Ove promene ukazuju na funkcionalni status jetre 1 bubrega (Stojanovi¢ i sar.,
2012; Stojanovic¢ i sar., 2013). Takode, prema istrazivanju Contreras i sar., (2010), kod krava u
peripartalnom periodu je dokazano da je promena koncentracije lipida u plazmi povezana sa
lipidnom mobilizacijom i moZe uticati na aktivnost leukocita i povecenje incidence bolesti. U
sliénim ispitivanjima je dokazano smanjenje ukupnog broja leukocita u peripartalnom periodu
ima za posledicu smanjenje odbrambenih sposobnosti organizma (Klinkon 1 Zadnik, 1999).

Dokazano je da period rane laktacije pored povecanja koncentracije proinflamatornih
citokina i proteina akutne faze, karakteriSe i smanjenje koncentracije albumina, hemoglobina 1
holesterola (Ametaj i sar., 2005). Kao §to je ve¢ spomenuto, koncentracija proteina akutne faze je
Cesto poviSena tokom ovog perioda i ukazuje na promenjeno zdravlje krava. Medutim, proteini
akutne faze i njthove frakcije imaju minimalno uces¢e u ukupnoj koncentraciji proteina, dok
albumini ¢ine vecinski deo ukupnih proteina, pa njihovo smanjenje koncentracije ukazuje na
smanjenje koncentracije ukupnih proteina. S obzirom da se albumini proizvode u jetri, optereceni
funkcionalni kapacitet jetre moZe se dovesti u vezu sa snizenom albuminemijom u peripartalnom
periodu (Kaneko i sar., 2008; Téthova i sar., 2008). Naime, sekrecija albumina je smanjena
tokom patofizioloSkih promena koje se razvijaju za vreme inflamatornih ili infektivnih oboljenja
(Evans, 2002). Ovaj mehanizam smanjenja sekrecije albumina se objaSnjava delovanjem
proinflamatornih citokina, kao §to su interleukini IL-1 i IL-6, kao i TNF-a. Zbog poznate
Cinjenice da je jetra mesto sinteze albumina, smanjenje koncentracije ukupnih proteina i
koncentracije albumina moglo bi biti u vezi sa smanjenom sintezom albumina u jetri tokom
inflamacije (Zentella i sar., 2002). U literaturi su opisane razli¢ite vrednosti koncentracija
albumina kod prezivara u zavisnosti od fizioloskog stanja. Pokovi¢ i sar. (2007) su ustanovili

vrednost albumina kod krava HolStajn frizijske rase u prvoj nedelji posle partusa iznosi
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34,39+2.70 g/L. Prema drugim istraZivanjima istog autora (Pokovi¢ i sar., 2013a; Pokovic i sar.,
2013b) prosecna vrednost koncentracije albumina tokom perioda rane laktacije je zabeleZzena u
vrednosti 34,61£3,56 g/L, a tokom perioda srednje laktacije ta vrednost je bila 37,57%3,15 g/L.
(Pokovi¢ 1 sar., 2013a). Otto i1 sar. (2000) su zabelezili da prose¢na vrednost koncentracije
albumina kod gravidnih krava iznosi 42,3+2.2 g/L, dok je kod krava u laktaciji ova vrednost
iznosi 39,4428 ¢/L.. U ispitivanjima koja su sprovedena kod krava u zasuSenju, a kod kojih je
utvrdena smanjena koncentracija proteina, zabelezene su i smanjene koncentracije uree (<10
mg/dl, odnosno 7,1 mmol/L), dok su koncentracije albumina bile u granicama fizioloskih
vrednosti (>35 g/L). Isto tako, kod tek oteljenih krava su utvrdene niske vrednosti uree, ali i
niske vrednosti albumina (<25 g/L) (Van Saun, 2004a; Van Saun, 2004b).

Odredivanje koncentracije ukupnih proteina u krvi se koristi u dijagnostici i terapiji
razli¢itih oboljenja jetre, bubrega, kostne srzi, kao i drugih metabolickih poremecaja. Naime,
nize koncentracije ukupnih proteina mogu da ukazuju na postojanje malapsorpcije,
neuhranjenosti, hipogamaglobulinemije, glomerulonefritisa, kao 1 bolesti jetre. U nekim
istrazivanjima su zabelezene nize koncentracije ukupnih proteina kod krava u periodu posle
partusa (Pokovi¢ i sar. 2009; Gonzalez i sar., 2011). Pomenuto smanjenje je verovatno posledica
prelaska albumina i gama globulina iz krvi u mle¢nu Zlezdu (Kupczynski i Chudoba-
Drozdowska, 2002). Dokazano je i da koncentrcija ukupnih proteina ispod 60 g/L povecava rizik

za nastanak peripartalnih bolesti (Van Saun, 2004a; Van Saun, 2004b).
2.3. Korelacija metabolickih i inflamatornih promena u peripartalnom periodu kod krava

Novija istrazivanja su potvrdila postojanje veze izmedu inflamatornih medijatora 1
metabolickih poremecaja. U ispitivanjima kod ljudi je utvrdeno da visoke koncentracije NEFA u
krvi dovode do pojave niZzeg stepena inflamacije, a mogu uticati i na smanjeno funkcionisanje
imunoloskog sistema (Harford i sar., 2011; Linegaard i sar., 2013). Do sli¢nih rezultata se doslo 1
u ispitivanjima kod mle¢nih krava (Sordillo i sar., 2009; Mirzadeh i sar., 2010; Contreras i sar.,
2010; Belic i sar., 2011). Naime, dokazano je da povecana koncentracija NEFA u cirkulaciji
moze da uti¢e na smanjenje funkcije limfocita (Lacetera i sar., 2004; Contreras i sar., 2010).
Pored navedenog, povecana koncentracija NEFA u krvi kod mle¢nih krava predstavlja pozitivan

faktor rizika i za nastanak mnogih inflamatornih bolesti (Hotamisligil, 2006; Calder, 2008;
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Bernabucci i sar., 2009; Sordillo i sar. 2009). Naime, masne kiseline mogu da se koriste kao
prekursori inflamatornih eikosanoida i to je jedan od razloga zaSto povecana koncentracija
NEFA u ranoj laktaciji moze dovesti do nastanka inflamacije i imati uticaja na njen intezitet i
trajanje.

U istrazivanju Ametaj i sar. (2005) je uoceno povecanje koncentracije indikatora
inflamacije (haptoglobina i serum amiloida A) u plazmi krava kod kojih se razvila masna jetra.
Takode, Ohtuska i sar. (2001) su primetili poveéanu aktivnost TNF-o u serumu krava sa
umerenim do teskim sindromom masne jetre. U nekim istraZivanjima je pracen uticaj primene
inflamatornih medijatora na nastanak metabolickih promena. Trevisi i sar. (2009) su potvrdili da
oralna primena niskih doza interferona-a (citokin), tokom poslednje 2 nedelje gestacije, dovodi
do inflamatornih promena u jetri, uklju¢ujuc¢i i pojacano oslobadanje proteina akutne faze. U
sli¢énim istrazivanjima, Bradford i sar. (2009) su potvrdili da inflamatorne promene dovode do
metabolickih poremecaja. Naime, parenteralna primena TNF-a, tokom 7 dana, kravama u
periodu kasne laktacije je dovela do pojave dvostruko visih koncentracija triglicerida i smanjene
ekspresije gena odgovornih za sintezu glukoze.

Jedan od kompenzatornih mehanizama jetre na povecanu sintezu NEFA u periodu rane
laktacije je povecana oksidacija masnih kiselina u peroksizomima (Grum i sar., 1996), $to ima za
posledicu povecanu sintezu reaktivnih kiseonikovih jedinjenja (ROS) (Drackley, 1999).
Povecana proizvodnja ROS i koncentracija NEFA dovode do stvaranja lipidnih peroksida koji su
odgovorni za kaskadnu zapaljensku reakciju, ukljucujuéi i1 inteziviranje metaboli¢kih promena.
Pored toga, dokazano je da ROS prouzrokuje oSte¢enje ¢elija imunoloskog sistema i na taj nacin
smanjuje imunoloski odgovor (Spears i Weiss, 2008).

U pomenutim istraZzivanjima je istaknuta uloga inflamacije kod zaraznih bolesti, kao i
Cinjenica da je inflamacija usko povezana sa metabolickim poremecajima. Pored toga,
inflamatorni putevi igraju vaznu ulogu u funkcionisanju imuniteta, metabolizma i reprodukcije,
te omogucavaju razumevanje patoloskih aspekata ovih puteva kod krava tokom tranzicionog
perioda. Bolje sagledavanje 1 rezumevanje navedenih procesa mozZe imati uticaj na sposobnost

predvidanja i sprecavanja nastanka tranzicionih poremecaja.
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2.4. Faktori koji uticu na inflamatorni odgovor

Kao S$to je ve¢ pomenuto, pokretanje inflamatornog odgovora moze imati uticaja na
smanjenje funkcionisanja imunoloskog sistema. Klju¢nu ulogu imaju lipidi i oksidativni stres.
Iako mehanizam delovanja putem kojeg lipidi pokre¢u inflamatorni odgovor nije sasvim
razjaSnjen, u istrazivanju na ljudima i razliitim Zivotinjskim modelima je potvrdeno da masne
kiseline predstavljaju modulatore inflamatorne reakcije (Calder, 2008; Serhan 1 sar., 2008).

Poznato je da NEFA regulisu lipidni receptor aktiviran peroksizomalnim proliferatorom
(PPAR) koji utice na pokretanje inflamatornog odgovora u mnogim ¢elijama, kao §to su adipociti
(Contreras i Sordillo, 2011). U monocitima, PPAR aktivira odredene polinezasi¢ene masne
kiseline, kao §to su alfa-linoleinska kiselina (ALA) i dokozaheksaenoinska kiselina (DHA) koje
mogu izazvati supresiju inflamatornog odgovora (Lee i sar., 2003). JoS§ jedan od nacina kako
lipidi uti¢u na receptore je i aktivacija TLR, posebno TLR4 koji je odgovoran za pokretanje
inflamatornog odgovora 1 sintezu proinflamatornih citokina (Sordillo 1 sar., 2009; Contreras 1
Sordillo, 2011; Baker i sar., 2011). Dokazano je da se TLR4 vezuje lipopolisaharide u membrani
Gram negativnih bakterija (Bannerman i Goldblum, 2003). Serhan i sar. (2008) su dokazali da
masne kiseline mogu da pokrenu imunoloski i inflamatorni odgovori putem biosinteze
medijatora lipida, ukljucujuéi eikosanoide, lizofosfolipide, sfingolipide, diacilglicerole,
fosfatidnu kiselinu i ceramid (Serhan 1 sar., 2008). Smatra se da eikonasoidi imaju klju¢nu ulogu
u regulaciji akutne 1 hroni¢ne inflamatorne reakcije. Ovi prekursori nastaju iz polinezasi¢enih
masnih kiselina koje se metaboliSu ili putem ciklooksigenaznog (COX) ili lipooksigenaznog puta
(Sordillo i sar., 2009).

U ispitivanjima kod krava u peripartalnom periodu je dokazano da ubrzani procesi lipidne
peroksidacije mogu dovesti do pojave oksidativnog stresa, Sto posledi¢no dovodi do smanjenja
funkcije imunoloskog i inflamatornog odgovora (Bernabucci i sar., 2005; Sordillo i sar., 2007).
Isto tako, oksidativni stres moze da dovede do povecane osetljivosti krava na razliite infektivne
agense (Sordillo i Aitken, 2009).

Na osnovu svega navedenog, postaje jasno da kontrola i smanjivanje inflamatornog

odgovora, a samim tim i metabolickog stresa predstavlja imperativ u savremenoj govedarskoj
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proizvodnji, jer mogu imati pozitivne efekte, kako na zdravlje Zivotinja, tako i na povecanje

produktivnosti krava tokom laktacije.
2.5. Kontrola inflamatornog i metabolickog procesa kod krava u ranoj laktaciji

U kontroli inflamatornog i metaboli¢kog procesa u ranoj laktaciji kod krava, kako bi se
prevenirale moguée promene, potencijalna terapija pored NSAIL moze da obuhvati
antioksidanse, omega-3 masne kiseline, a u novije vreme i imunomodulatorne peptide.

Antioksidansi, kao faktori ishrane imaju ulogu u odrzavanju dobrog zdravlja Zivotinja, s
obzirom da ishrana igra jednu od glavnih uloga u ocuvanju zdravlja i poboljSanju proizvodnih 1
reproduktivnih karakteristika. Naime, poznato je da ova jedinjenja imaju ulogu u neutralizaciji
delovanja slobodnih radikala. Dokazano je da je slabljenje antioksidativnog sistema kod mle¢nih
krava povezano sa poremecajima tokom peripartalnog perioda (Mudron i sar. 1997, LeBlanc 1
sar., 2004). NajviSe proucavani antioksidansi sa aspekta zdravlja mle¢nih krava su vitamin E i
selen. Oni su vazni zbog svoje sposobnosti da doprinesu neutralizaciji slobodnih radikala, ¢ime
spreCavaju progresiju inflamacije. Tokom peripartalnog perioda, kod mle¢nih krava je zabelezen
pad koncentracije vitamina E (Weiss 1 sar., 1990), a i selena u krvi (Miller 1 sar., 1995). Prema
istrazivanju Jukola i sar., (1996), dokazano je da pareneteralna aplikacija vitamina E i selena
dovodi do smanjenja broja somatskih ¢elija, povecanja produktivnosti i smanjenja ucestalosti
pojave mastitisa kod mle¢nih krava.

Pored antioksidanasa, u kontroli inflamatornog i metaboli¢kog procesa kod krava u ranoj
laktaciji se korise 1 omega-3 masne kiseline. Tu spadaju ALA, DHD 1 eikozapentaenoinska
kiselina (EPA). Smatra se da antiinflamatorni efekat ovih masnih kiselina nastaje usled ¢injenice
da povecano snabdevanje omega-3 masnim kiselina smanjuje proizvodnju inflamatornih
jedinjenja poreklom iz omega-6 masnih kiselina. U istraZivanju Simopoulos (2008) je utvrdeno
da oralna primena omega-3 masnih kiselina kod sisara, moZe uticati na sintezu i metabolizam
prostaglandina, uglavnom zbog uticaja na smanjenje koncentracije arahidonske kiseline u
fosfolipidima. U istrazivanjima sprovedenim na ljudima je dokazano da primena omega-3
masnih kiselina uti¢e na poboljSanje inflamatornog statusa (Mori i Beilin, 2004; Claria i sar.,
2011). Naime, ove masne kiseline predstavljaju vazne molekule u metabolizmu eikosanoida koji

iniciraju kaskadnu reakciju pretvaranja arahidonske kiseline (omega-6 masne kiseline) u veliki
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broj molekula ukljucenih u inflamatorni proces. Dokazano je da G protein vezujuci receptor 120
(GPR 120) igra vaznu ulogu u metabolizmu omega-3 masnih kiselina (Oh i sar., 2010). Takode,
dokazano je EPA i DHA omega-3-masne kiseline inhibisu efekte lipopolisaharida i TNF-a (Lee i
sar., 2003; Solinas i sar., 2007).

Imunomodulatorni peptidi predstavljaju noviju generaciju imunomodulatora na bazi
peptida. Ovi lekovi su dizajnirani kako bi oponaSali endogene peptide u okviru odbrane
domacina, kako bi se poboljSao imunoloski odgovor na neke patogene. Imaju prednosti nad
antibioticima zbog toga $§to ne ostavljaju rezidue u prehrambenim proizvodima.
Imunomodulatorni peptidi, kao nova klasa katjonskih peptida, su nastali kako bi se unapredila
imunoloska funkcija organizma bez inflamatornih efekata na peptide domacina koji u€estvuju u
odbrani organizma. Augustyniak i sar. (2012) su zakljucili da neuropeptidi mogu da imaju
proinflamatorna i antiinflamatorna dejstva, odnosno proinfektivne i antiinfektivni efekte.
Dokazano je da neuropeptidi zahvaljuju¢i svojoj imunomodulatornoj ulozi mogu da utiu na
veliki broj odbrambenih mehanizama, kao $to su privlacenje fagocitnih ¢elija na mesto infekcije,
aktiviranje proinflamatornih medijatora i regulacija funkcije T ili B celija posle antigene
stimulacije (Hokfelt i sar., 2000).

Izucavajuéi ulogu vazoaktivnog intestinalnog peptida (VIP), Smalley i sar. (2009) su
dokazali mnoge inhibitorne efekte ovog peptida na funkcijionisanje urodenih imunoloskih ¢elija,
utvrdiv$i zna€ajan antiinflamatorni potencijal ovog leka. Takode, dokazano je da jedan takav
peptid poboljSava prezivljavanje miseva izlozenih bilo Gram negativnim ili Gram pozitivnim

patogenima, prvenstveno povec¢anjem efikasnosti makrofaga (Scott i sar., 2007).

2.6. Tretman inflamatornog i metabolickog procesa kod krava u ranoj laktaciji razlicitim

grupama NSAIL

Upotreba NSAIL u humanoj i veterinarskoj medicini datira jo§ od druge polovine 19.
veka. Dugi niz godina koriS¢eni u terapiji bola, poznato je da ovi lekovi pored antiinflamatornog,
imaju antipireticki 1 analgeticki efekat (Green, 2001). Medutim, znatno interesovanje istraZivaca
u novije vreme izaziva uloga ovih lekova u procesu inflamacije. In vitro ispitivanjem na
izolovanim govedim neutrofilima (poreklom iz mleka) je utvrdeno da NSAIL mogu imati

razliCite efekte na proces fagocitoze. Tako, u ispitivanju Paape i sar. (1991) je zabelezeno da
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acetilsalicilna kiselina ubrzava fagocitozu govedih neutrofila, dok ibuprofen, paracetamol,
benzidamin, indometacin i fenilbutazon dovode do supresije. Do sli¢nih rezultata se doslo i u
drugim ispitivanjima (Bas i sar., 1998), kada je utvrdeno da aspirin u in vitro uslovima u veoma
malim dozama ubrzava proces fagocitoze izolovanih govedih neutrofila.

Prema podacima iz literature, sintezom derivata salicilne kiseline, pre svega acetilslicilne
kiseline, zapocinja era primene NSAIL, kako u humanoj, tako 1 u veterinarskoj medicini,
odnosno upotrebom salicilata u vidu dekokta ili drugih farmaceutskih oblika (Vane 1 Botting,
2003). Jos je Diskorides u prvoj poznatoj Farmakopeji u 1. veku pre nove ere opisao lekovita
svojstva vrbe preporucujuc¢i mesanje listova ovog drveta sa dodatkom bibera i vina u terapiji
kolika, kao 1 pravljenje dekokta od listova 1 kore za terapiju gihta (Lees i sar., 2004).

Godine 1874., Maclagan je uspesno koristio salicilin, gorki sastojak bele vrbe u
snizavanju temperature, ublazavanju bola i zapaljenja kod reumatske groznice. Iste godine,
Kolbe 1 njegovi sar. su sintetisali organsku salicilnu kiselinu za komercijalnu upotrebu.
Dvadestak godina kasnije, 1897. godine, Felix Hoffman je rade¢i u kompaniji Bayer u Nemackoj
sintetisao acetilovani oblik salicilne kiseline. Ovaj lek, kasnije nazvan Aspirin®, predstavlja
najvise koris¢en lek svih vremena, imajuc¢i u vidu da je Siroko rasprostranjena njegova upotreba
u humanoj medicini (Vane i1 Botting, 2003).

Iako je klini¢ka efikasnost NSAIL bila dobro poznata u 19. veku, mehanizam delovanja
je bio nepoznanica za nau¢nike sve do 1971. godine kada je Sir John Vane dokazao da sinteza
prostaglandina moZe biti smanjena pomocu acetilsalicilne kiseline i indometacina. Ovaj nau¢nik
je 1982. godine dobio Nobelovu nagradu za medicinu potvrdivsi da je inhibicija ciklooksigenaze
putem acetilsalicilne kiseline odgovorna za mehanizam delovanja ovog leka (Green, 2001;
Ricciotti 1 FitzGerald, 2011). Smatra se da se glavni proboj otkrica mehanizma delovanja desio
1960-ih godina sa otkri¢em prostaglandina i njthovom karakterizacijom. U isto vreme je otkriven
1 tromboksan A, (TXA,) (Little, 2007).

Ciklooksigenaza je enzim otkriven 1976. godine 1 odgovoran za proizvodnju

prostaglandina H (PGH) iz arahidonske kiseline koja predstavlja ciljno mesto delovanja

NSAIL. Poznato je da acetilsalicilna kiselina (ukljucujuéi i druge NSAIL) inhibira proizvodnju
prostaglandina i tromboksana, ireverzibilnom inhibicijom enzima ciklooksigenaze koji ucestvuje
u proizvodnji navedenih medijatora. Postoje dva izooblika ciklooksigenaze i to konstitutivna

ciklooksigenaza-1 (COX-1) 1 inducibilna ciklooksigenaza-2 (COX-2) koja je odgovorna za
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biosintezu prostaglandina u tkivima zahvaéenim inflamacijom, a moze da se aktivira pod
dejstvom citokina i drugih medijatora (Smith i Dewitt, 1996; Amann i Peskar 2002). S druge
strane, vazno je ista¢i da prostaglandini imaju vaznu ulogu u odrzavanju reproduktivnih
performansi, Sto ukljucuje period estrusa, graviditeta i samog partusa (Parent i sar., 2003).
Prostaglandini kao lokalni hormoni proizvedeni u krvi imaju i druge efekte u organizmu,
kao S§to je prenos informacija o bolu u mozak, modulaciju hipotalamickog centra za
termoregulaciju, zapaljenjske reakcije, agregaciju i dezagregaciju trombocita. Pored toga,
prostaglandini oblazu sluznicu, ukljucujuéi i1 sluznicu zeluca, sa ¢ime je povezano i oStecenje
zeludacne sluznice prilikom primene acetilsalicilne kiseline (i drugih NSAIL) (Straus i sar.,
2000; Ghisletti 1 sar., 2007). Prostaglandini zajedno sa tromboksanima, leukotrienima 1

lipoksinima pripadaju klasi eikosanoida.

Tabela 1. Pregled prostaglandina i njihovih fizioloSkih uloga u najvaznijim organskim sistemima

(Miller, 2006)

Organski sistemi Medijatori Mesto sinteze Primarni efekat(i)
Kardiovaskularni ~ Prostaciklin Endotelne ¢elije Vazodilatacija
Tromboksan Trombociti Vazokonstrikcija
Renalni Prostaciklin SrZ bubrega Vazodilatacija
PGE; Kora bubrega Izlu¢ivanje soli i vode
Gastrointestinalni ~ PGE; Zeludaéna sluznica Citoprotekcija
Hematoloski Prostaciklin Endotelne celije Deagregacija trombocita
Tromboksan Trombociti Agregacija trombocita
Respiratorni Prostaciklin Endotelne Celije Vazodilatacija
Kostano-misiéni PGE, Osteoblasti Resorpcija i formiranje
kosti
Reproduktivni PGE, Semene kese Erekcija, ejakulacija,
transport sperme
PGE.,, PGF, Plodove ovojnice Partus/estrusni ciklus,
Materica (decidua) oplodnja, ovulacija
Nervni PGE, ? Groznica, hiperalgezija
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Eikosanoidi su fizioloski aktivni metaboliti arahidonske kiseline, masne kiseline sa 20
ugljenikovih atoma koja se nalazi u ¢elijama svih tkiva 1 sastavni je deo fosfolipida ¢elijskih
membrana, a oslobada se po aktivaciji ¢elija mehanickim ili hemijskim stimulusima. Do sada su
poznata dva glavna puta metabolizma arahidonske kiseline: ciklooksigenazni put i
lipooksigenazni put. U ciklooksigenaznom putu, uz pomo¢ enzima ciklooksigenaze se stvaraju

prostaglandini (PGDz, PGF20L i PGEZ), tromboksani (TXA2 1 TxB 2) i prostaciklini (PGIZP 1 PG la)’

dok se u lipooksigenaznom putu pod dejstvom lipooksigenaza stvaraju leukotrieni (Amann i
Peskar, 2002; Miller, 2006; Ricciotti i FitzGerald, 2011). Medutim, farmakoloski efekti
prostaglandina su brojniji i razli¢iti od ostalih produkata koji nastaju u metabolizmu arahidonske
kiseline (Tabela 1). Postoje Cetiri glavna bioaktivna prostaglandina koji se stvaraju in vivo, a to

su prostaglandin E ) (PGEZ), prostaglandin D s (PGD 2), prostaglandin F (PGFZQ) 1 prostaciklin I,
(PGIZ) (Ricciotti 1 FitzGerald, 2011). Od navedenih prostoglandina antiinflamatorno delovanje
ispoljavaju prostaglandini PGF20L 1 PGE . prostaglandin PGD 5 kao 1 njegov aktivni metabolit 15d-
PGJ s (Miller, 2006; Ricciotti i FitzGerald, 2011).

Inhibicija COX-2 od strane NSAIL je odgovorna za mehanizam delovanja ovih lekova,
odnosno odgovorna je za vecinu njihovih terapijskih delovanja, kao §to su periferna i centralna
analgezija, antiinflamatorni efekat, antipireticki efekat i anti-endotoksi¢ni efekat, dok inhibicija
COX-1 izaziva nezeljena delovanja kao §to su ulceracija gastrointestinalne mukoze 1 nefropatija
(Fitzpatrick 1 sar., 2004; Laven i sar., 2011). Manji broj NSAIL, kao na primer diklofenak i
indometacina, deluju na lipooksigenazu 1 sintezu leukotrijena (Brody 1 sar., 1998).

Antipireticki efekat, NSAIL ispoljavaju inhibicijom sinteze prostaglandina E (PGEy),

koji deluju¢i na hipotalamus dovode do povecanja telesne temperature tokom inflamacije
(Dugowson 1 Gnanashanmugam, 2006). Iako su klasifikovani kao slabi analgetici, NSAIL imaju
znacajniji efekat na bol koji proizilazi iz povecane periferne senzibilizaciju koja se javlja tokom
inflamacije i dovodi do toga da nociceptori reaguju na nadraZaje koji su obi¢no bezbolni
(Fitzgerald, 2003; Dugowson i Gnanashanmugam, 2006).

Vec¢ina NSAIL deluje neselektivno kako na COX-1, tako i na COX-2. Savremena
istrazivanja, kao 1 uvodenje novih NSAIL, imaju za cilj da pronadu supstance koja ¢e pokazati
vecu selektivnost prema COX-2, u odnosu na COX-1. Salicilati kao NSAIL inhibiSu oba

izooblika COX, ali mogu da inhibiSu i NF-kB, S§to ima za posledicu smanjenu sintezu
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proinflamatornih citokina, kao §to su TNF-a i IL-1 (Kutuk i Basaga, 2004, Kim i sar. 2005,
Mortaz i sar., 2005). Iako je inhibicija NF-kB delovanjem salicilata najviSe proucavana, utvrdeno
je da fluniksin meglumin, ibuprofen i flurbiprofen takode imaju isti efekat. Suprotno, ketoprofen,
indometacin i ketorolak nemaju uticaja na inhibiciju NF-kB (Tegeder i sar., 2001; Ahn i
Aggarwal, 2005).

Utvrdeno je da upotreba razli¢itih NSAIL (aspirina, naproksena, nimesulida i
piroksikama) moze dovesti do smanjene lipidne mobilizacije i ketogeneze u jetri inhibicijom
delovanja adrenalina (Zentella i sar., 2002), kao i potenciranjem delovanja insulina (Vazquez-
Meza i sar., 2013). Takode, upotreba razlicitth NSAIL dovodi smanjenja lipidne mobilizacije i
ketogeneze usled smanjenja koncentracije proinflamatornih citokina (Ohtsuka 1 sar., 2001;
Kushibiki i sar., 2001; Bertoni i sar., 2004; Medzhitov, 2008).

Kod krava koje su tretirane lizin acetil-salicilatom (LAS) u prvih 5 dana laktacije
zabeleZena je znacajno niza koncentracija proteina akutne faze, ali 1 povecana produkcija mleka
u odnosu na kontrolnu grupu (Bertoni i sar., 2004). Takode, zabelezeni su i drugi pozitivni
efekti: poviSena koncentracija cinka u krvi tretiranih zivotinja, a smanjena vrednost
haptoglobina, ceruloplazmina, ukupnih proteina i globulina. Negativni efekti primene LAS kod
krava u periodu rane laktacije manifestovali su se produzenim i smanjenim skorom telesne
kondicije, a Sto je ukljucivalo i povecanu koncentraciju NEFA, smanjenu koncentraciju glukoze
treceg dana od aplikacije leka i pove¢anu incidencu metritisa (Bertoni 1 sar., 2004).

U ispitivanjima drugih autora (Trevisi i Bertoni, 2008) kod krava u ranom puerperijumu
je utvrdeno da petodnevna primena aspirina povecava koli¢inu mleka u prva 2 meseca laktacije i
poboljSava procenat zace¢a kod prvog postpartalnog osemenjavanja. Na osnovu izvrSenih
ispitivanja, autori zakljuuju da parenteralna primena asprina u ranom puerperijumu moze da
ima pozitivne efekte na inflamatorne procese nastale tokom partusa. U prilog ovoj €injenici da
aspirin suprimira inflamaciju idu i rezultati drugih autora (Farney 1 sar., 2013a; Farney 1 sar.,
2013b) koji su dokazali da oralna primena aspirina u dozi od 1,95 g/L, tokom sedam dana nakon
teljenja, dovodi do smanjenja koncentracije TNF-a. Takode, u plazmi tretiranih Zivotinja je
zabelezen porast NEFA i BHB, kao i povecanje negativnog energetskog bilansa u odnosu na
kontrolnu grupu.

Rezultati skorasnjih istraZivanja pokazuju pozitivan uticaj, starog predstavnika NSAIL,

natrijum salicilata na produktivnost krava kada se primeni oralno u periodu rane laktacije
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(Carpenter i sar., 2016). U ovom istrazivanju je zabelezeno povecanje ukupnog prinosa mleka sa
7 na 9% i to posle trodnevne primene natrijum-salicilata i meloksikama. U drugim istrazivanjima
(Newby i sar., 2014), primena meloksikama neposredno posle partusa nije prouzrokovala vecu
incidencu nastanka retencije placente. Naime, nije bilo razlike u pojavi peripartalnih bolesti
izmedu grupe krava tretiranih sa meloksikamom i kontrolne grupe.

Prema podacima iz literature, jedan od najcesce testiranih NSAIL u klinickim uslovima
peripartalnog perioda je fluniksin-meglumin, sa razli¢itim rezultatima. Jedno istrazivanje
pokazuje da je involucija materice ubrzana nakon leenja puerperalnog metritisa sa fluniksin-
megluminom (Amiridis, 2001), dok u drugim ispitivanjima nije pokazao pozitivne sistemske i
efekte na reproduktivni sistem (Drillich, 2007). U ispitivanju Shwartz i sar. (2009) je zabelezeno
da primena fluniksin-meglumina u prva 3 dana laktacije ima za posledicu smanjen unos hrane 1
prinos mleka tokom prve nedelje laktacije. Duffield i sar. (2009) su utvrdili da parenteralna
primena fluniksin-meglumina prva 2 dana posle teljenja znacajno povecava rizik od retencije
placente i pojave metritisa. Prema miS$ljenju autora nastale promene su verovatno posledica
inhibicije enzima ciklooksigenaze, odnosno smanjene sinteze prostaglandina koji ucestvuju u
kontrakciji materice. Suprotno, u ispitivanju Amiridis i sar. (2001) je utvrdeno da fluniksin-
meglumin skracuje interval teljenja i povecava procenat krava sa kompletnom involucijom
materice kod akutnog i subakutnog metritisa, nastalih od petog do osmog dana od pocetka
laktacije. Akutni metritis je dijagnostikovan kod krava koje su imale poviSenu telesnu
temperaturu (40,5-41,5°C), gubitak apetita, smanjene pokrete buraga i produkciju mleka, dok je
subakutni metritis dijagnostikovan ustanovljavanjem umereno poviSene telesne temperature,
smanjenim apetitom, pokretima buraga i proizvodnjom mleka.

Pored pomenutih derivata salicilne kiseline (aspirina), odnosno derivata nikotinske
kiseline (fluniksin-meglumin), kao i oksikama (meloksikam) u terapiji inflamatornih oboljenja
kod domacih Zivotinja svoju primenu su nasli i derivati propionske kiseline (ketoprofen 1
karprofen). Prema istrazivanju Vangroenweghe i sar. (2005), kod krava u ranom puerperijumu,
karprofen u uslovima vesStake infekcije vimena sa E. soli pokazuje ograni¢enu sposobnost u
procesu smanjenja inflamacije, ali je utvrden neznatno bolji efekat na pojacanje kontrakcija
buraga. Primena karprofena 14 do 16 dana posle osemenjavanja (Krueger 1 Heuwieser, 2010) ili
pre 1 posle osemenjavanja (Heuwieser 1 sar., 2011) nije dovela ni do kakvog efekta na

reptoduktivne performanse.
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U svojim ispitivanjima Banting i sar. (2008) su zabelezili znacajno bolji efekat na
inflamatorne procese i kontrakcije buraga nakon oralno primenjene doze od 4 mg/kg t.m. i i.m.
primene ketoprofena u dozi od 3 mg/kg t.m. Landoni i sar. (1995), na osnovu izvrSenih
ispitivanja zakljucuju da intravenska (i.v.) primena ketoprofena u dozi od 3mg/kg t.m. dovodi do
inhibicije sinteze eikosanoida, odnosno tromboksana B, (TxB;) i prostoglandina (PGE,). Do
sliénih rezultata su dosli Singh 1 sar. (2009). Naime, na osnovu smanjene koncentracije TxB; 1
PGE; u serumu tretiranih goveda, autori zakljucuju da ketoprofen dovodi do inhibicije oba
izooblika COX enzima. U istrazivanju koju su sproveli Donalisio i sar. (2013) je utvrdeno da
ketoprofen u poredenju sa fluniksin-megluminom ima slicne aniinflamatorne efekte kod krava,
odnosno in vitro je zabeleZzeno da testirani lekovi reverzibilno inhibiSu oba izooblika COX
enzima, ali znatno viSe COX-1. Sinteza citokina je takode procenjena in vitro merenjem
koncentracije TNF-a, IFN-y 1 IL-8.

Richards i sar. (2009) su u svojim ispitivanjima procenjivali znacaj parenteralne primene
ketoprofena posle partusa, na prinos mleka i plodnost. Kravama je ketoprofen aplikovan u dozi
od 3 mg/kg t.m., neposredno i 24 sata posle telenja. Na osnovu izvrSenih ispitivanja, autori
zakljuCuju da ketoprofen smanjuje rizik od zadrzavanja posteljice posle partusa, kao i da nije
uticao na povecanje prinosa mleka. Takode, fokus ispitivanja koje su sproveli Newby i sar.
(2013) nakon parenteralne primene 3 mg/kg t.m. ketoprofena u tranzicionom periodu kod krava
je bio na ublaZavanje bola koji nastaje kod distocije i uticaj na prinos mleka i plodnost. Ovi
autori su zabeleZili brzi opravak kod Zivotinja kojima je aplikovan ketoprofen.

U ispitivanju bezbednosti primene ketoprofena kod goveda, Singh i sar. (2009) su
zakljucili da i.v. primena ketoprofena u predloZenoj terapijskoj dozi od 3 mg/kg t.m., tokom 5
dana, ne dovodi do pojave neZeljenih reakcija. Isto tako, na osnovu izvrSenih ispitivanja autori
zakljucuju da se ispitivana aktivna supstanca (ketoprofen) moze bezbedno primenjivati u leCenju
inflamatornih procesa, kao antipiretik i analgetik. U svjim istraZivanjima Paresh 1 sar. (2012) su
potvrdili bezbednost primene ketoprofena, nakon i.v. primene 3 mg/kg t.m. ovog leka, tokom 5
dana, u terapiji inflamatornih bolesti, kao antipiretik i analgetik. Bezbednost primene je
procenjena na osnovu prac¢enja hematoloskih 1 biohemijskih parametara krvi.

Na osnovu dostupne literature, moZe se zakljuciti da ketoprofen ima prednost u odnosu

na ostale lekove iz grupe NSAIL, a koja se odnosi pre svega na bezbednost primene leka kod
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krava u ranom puerperijumu, Sto ¢e biti predmet daljih istrazivanja u okviru ove doktorske

disertacije.

2.7. Ketoprofen i njegova farmakoloSka svojstva

2.7.1. Ketoprofen

Ketoprofen je u Sirokoj upotrebi u veterinarskoj medicini, jer su poznata njegova snazna
analgeticka, antipireticka i antiinflamatorna svojstva (Lees, 2009), a dokazano je i da ovaj lek
izaziva inhibiciju agregacije trombocita (Katzung, 1995).

Ketoprofen, 2-(3-benzoilfenil)-propionska kiselina (Slika 2), kao NSAIL pripada grupi
derivata propionske kiseline. Hemijska formula mu je C;6H;403. Molekul ketoprofena je prvi put
sintetisan 1967. godine, dok je 1973. prvi put primenjen u humanoj klini¢koj praksi u Francuskoj
i Velikoj Britaniji (EMEA, 1995). Sadrzi jedan asimetri¢an atom ugljenika, dakle postoje dva
enantiomera ovog hemijskog jedinjenja, a to su R (-) ketoprofen i1 S (+) ketoprofen (Landoni 1

sar., 1997; Arifah i sar., 2001; Igarza i sar., 2002).

H\\\‘" O
0 CHs

Slika 2. Hemijska struktura ketoprofena

U veterinarskoj medicini dostupni komercijalni oblik je racemska (50:50) smeSa, R (-) 1 S
(+) enantiomera (Igarza 1 sar., 2002). Prema podacima EMEA (1995), ketoprofen se u

veterinarskoj medicini primenjuje u terapiji inflamatornih 1 bolnih stanja kostiju i zglobova i
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misi¢no-zglobnog sistema kod krava, konja, pasa i macaka, kao 1 za simptomatsko lecenje kolika
kod konja i krava.

U nasoj zemlji, za veterinarsku upotrebu su registrovana dva injekciona preparata pod
zaSti¢enim imenima (Kelaprofen® i Mediprofen®) za goveda, svinje i konje, kao ciljne vrste
zivotinja, a njihova indikacija kod goveda je tretman akutnih i bolnih inflamatornih stanja
(Nacionalni registar veterinarskih lekova, 2015). Preporuc¢ena doza ketoprofena za primenu kod
goveda je 3mg/kg t.m., a primenjuje se i.v. ili i.m., jednom dnevno, do tri dana, dok se kod svinja

primenjuje u istoj dozi, samo i.m. (Bishop, 2005).
2.7.2. Farmakodinamika ketoprofena

Kao i kod ostalih NSAIL, primarni mehanizam delovanja ketoprofena je reverzibilna
inhibicija aktivnosti COX enzima ¢ime ovaj lek uti¢e na smanjenu biosintezu prostaglandina

(PGE,, PGan) 1 tromboksana A; iz arahidonske kiseline (EMEA, 1995; Katzung, 1995; Garcia 1

sar., 1998). Ketoprofen inihiSe obe izooforme COX enzima, iako se smatra selektivnim COX-1
blokatorom (Brideau 1 sar., 2001; Streppa i sar., 2002). Medutim, ovaj lek je uglavnom
neselektivan i inhibira COX-1 nes$to jae u odnosu na COX-2 kod nekih Zivotinjskih vrsta, dok
kod drugih Zivotinjskih vrsta viSe inhibira COX-2 (Kay-Mugford i sar., 2000; Arifah i sar.,
2001). Takode, ovaj lek inhibira agregaciju trombocita (Katzung, 1995) i antikoagulantnu
aktivnost ispoljava inhibiSu¢i proizvodnju tromboksana B, (promotora agregacije trombocita)
(Arifah, 2001). Utvrdeno je da kod krava ketoprofen inhibira aktivnosti faktora agregacije
trombocita (PAF-platelet activating factor), koji je odgovoran za iriverzibilnu agregaciju
trombocita (da Silva i sar., 1997; da Silva i sar., 1998). Isto tako, dokazano je da ketoprofen
inhibira enzim lipooksigenazu, ¢ime je blokirano stvaranje bradikinina (Katzung, 1995; Lees i
sar., 2004).

Ketoprofen redukuje inflamaciju smanjuju¢i oslobadanje medijatora inflamacije iz
granulocita, bazofila i mastocita, smanjujuci osetljivost krvnih sudova na bradikin i histamin,
koji uticu na proizvodnju limfokina iz T-limfocita 1 posledi¢no vazodilataciju (Katzung, 1995).
Prostaglandini deluju sinergisticki sa medijatorima inflamacije kao $to su: histamin i bradikinin,
Sto povecava propustljivost. Ketoprofen antipiretiCku aktivnost ispoljava inhibicijom

prostaglandina u hipotalamusu. Prostaglandini ne stimuliSu nociceptore direktno, ali
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poboljsavaju nociceptivne stimuluse proizvedene od strane drugih medijatora inflamacije
(serotonin, bradikinin i histamin), ¢emu se moze pripisati analgetsko delovanje ketoprofena
(Lees 1 sar., 2004). Takode, ketoprofen prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru zbog ¢ega ima
centralno analgeticko dejstvo (Herrero i sar., 1997; Diaz-Reval i sar., 2004).

Nakon upotrebe racemske smese ketoprofena, kod nekih zivotinjskih vrsta je dominantna
koncentracija R (-) enantiomera u plazmi, dok kod drugih dominiraju koncentracije S (+)
enantiomera. U nekim sluc¢ajevima koncentracija oba enantiomera u plazmi je ista, Sto je slucaj i
kod krava (Landoni i sar., 1995; Landoni i Lees., 1995). Enantiomer S (+) ketoprofena je
potentniji COX inhibitor, ima ve¢i antiinflamatorni potencijal od R (-) enantiomera (Cabre i sar.,
1998) 1 smatra se odgovornim za blokiranje aktivnosti COX enzima i nastanak analgetskog 1
antiinflamatornog efekta (Arifah i sar., 2001). Odnosno, za inhibiciju izoforme COX-2 je skoro
isklju¢ivo odgovoran S (+) enantiomer ketoprofena (Suesa i sar., 1993). Medutim, dokazano je
da R (-) enantiomer ketoprofena ima potentniji analgetski efekat nego S (+) enantiomer (Ossipov
1 sar., 2000; Pinardi 1 sar., 2001).

Hiralna inverzija ovog leka od R (-) ka S (+) enantiomeru se javlja u razli¢itoj meri u
zavisnosti od zivotinjske vrste, npr. u 49% slucajeva kod konja, a u 41 % slucajeva kod krava
(Landoni i sar., 1997). Kod mle¢nih krava, u istraZivanju koje su sproveli Igarza i sar. (2002)
procenat inverzije R (-) enantiomera u S (+) enantiomer se razlikuje u odnosu na fizioloSko
stanje 1 bio je veci u ranoj laktaciji nego tokom perioda zasuSenja. Odnosno, u ovom istrazivanju
je utrvdeno da je ovaj procenat inverzije 51% kod teladi, 33% kod krava u ranoj laktaciji i 26%
kod krava u graviditetu. Takode, prilikom inverzije, nije zabeleZen uticaj doze na obim ove

inverzije (Menzel 1 sar., 1994; Geisslinger i sar., 1995).
2.7.3. Farmakokinetika ketoprofena

Iako se NSAIL dobro absorbuju u organizmu dati na razli¢ite nacine, zbog specifi¢nih
fizioloSkih osobenosti prezivara, ketoprofen se kod krava aplikuje parenteralno (Fitzpatrick 1 sar.,
2004). Medutim, veza izmedu farmakokinetike leka i njegove aktivnosti je veoma slozena, jer se
NSAIL u visokom procentu vezuju za proteine plazme, ¢ak vise od 99% u nekim sluc¢ajevima
(Galbraith i McKellar, 1996). Ovo vazi i za ketoprofen, jer se i on sa visokim afinitetom vezuje

za proteine plazme kod krava, ¢ak 97% (EMEA, 1995). Sve to moze ograniciti prolazak leka iz
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plazme u intestinalnu te¢nost, ali takode zna¢i da NSAIL ostaju duze vremena u tkivu koje je
zahvaceno inflamacijom 1 imaju duze delovanje nego S$to bi se moglo ocekivati na osnovu
njihove farmakokinetike u plazmi (Landoni i sar., 1996). S obzirom da se ketoprofen u visokom
procentu vezuje za proteine plazme, ocekuje se da njegova distribucija bude primarno u
ekstracelularnim tecnostima. Nakon oralne i i.m. primene ketoprofena postize se manji prolazak
ovog leka u ekstracelularnu tecnost u odnosu na i.v. primenu, $to obezbeduje visoke pocetne
koncentracije u plazmi (Lees i sar., 2004).

Posle i.m. primene, ketoprofen se brzo apsorbuje, a poluvreme eliminacije (t;) krece se
od 0,15- 0,25 h. Biotransformacija ovog leka se odvija uglavnom u jetri, mada metaboliti mogu
da se izlucuju 1 preko urina (Boothe, 1995). Proces biotransformacije ketoprofena odvija se u tri
faze: a) konjugacija do acilglukuronida, b) hidroksilacija aromati¢nog prstena benzoeve grupe i
c¢) inverzija R (+) enantiomera u S (+) enantiomer (Maule6n i sar., 1996). Singh i sar. (2014) su
ispitivali farmakokinetiku ketoprofena kod krava posle i.v. 1 i.m. aplikacije u terapijskoj dozi 1
ustanovili znacaj njegove primene u lecenju inflamatornih stanja kod krava. U ovom istraZzivanju
utvrdene vrednosti za prose¢no poluvreme eliminacije su bile 1,55+0,05 i 3,40+0,05 h, za
volumen distribucije 0,35+0,02 i 0,72+0,02 ml/kg, a za ukupni klirens 289,28+9,31 i
169,75+3,51 ml/h/kg. Bioloska rasplozivost ketoprofena posle i.m. primene kod krava iznosila je
77,31%. U ovom ispitivanju je uoCeno duze poluvreme eliminacije, viSa vrednost volumena
distribucije 1 manji intezitet klirensa nakon i.m. aplikacije ketoprofena, u odnosu na i.v., §to je
definisalo izbor i.m. aplikacije ketoprofena kod krava. Do sli¢nih rezultata za ispitivanje
vrednosti volumena distribucije kod krava nakon i.m. aplikacije ketoprofena su dosli i Igarza i
sar. (2004). Naime, ispitujuci farmakokineticke osobine i terapijski reZim doziranja ketoprofena
kod teladi i krava ovi autori su ustanovili da na reZim doziranja uticu uzrast 1 razlicita fizioloSka
stanja (laktacija, gestacija). Prema istrazivanju drugih autora (Landoni 1 sar., 1995), kod teladi
nakon i.v. aplikacije 3 mg/kg racemske smeSe ketoprofena, zabelezano poluvreme eliminacije je
bilo 0,03 h, dok je vrednost volumena distribucije bila niska (0,20+0,06 1/kg za R (-) 1 0,22+0,06
I’kg za S (+) ketoprofen). Takode, prema drugim literaturnim podacima, volumen distribucije je
nizak za oba eneatiomera ketoprofena, bez znacajnijih razlika izmedu njih (Landoni i sar., 1995;
EMEA, 1996).

Nakon aplikacije, ketoprofen se u organizmu konvertuje u metabolit RP 69400 (2-(fenil

3-alfa-hidroksibenzoil) propionsku kiselinu). Metabolit RP 69400 je pronaden u znacajnom
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stepenu u plazmi svih zivotinjskih vrsta, izuzev kod pacova gde je uoCen samo u tragu. Posle
jednokratne i.m. aplikacije ketoprofena u dozi od 3 mg /kg t.m. sa dodatkom 14C ketoprofena,
merenjem koncentracije prisutnih materija u plazmi uocen je dobar odnos izmedu ukupne
radioaktivnosti i zbira ketoprofena i metabolita RP 69400 (EMEA, 1995).

Ketoprofen se brzo eliminiSe putem bubrega nakon i.v. i i.m. aplikacije (EMEA, 1995).
Posle parenteralne primene, manje od 1% ketoprofena se izlucuje u neizmenjenom obliku, a
utvrdeno je da se tokom 24 sata izlucuje, uglavnom kao konjugovani metabolit (Katzung, 1995).
Posle ponovljene i.m. primene radioobeleZzenog ketoprofena u istoj dozi tokom tri dana,
radioaktivnost moze da se meri samo u bubrezima, odnosno 24 sata posle trec¢e injekcije je
izmerena koncentracija od 0,19 + 0,14 pg/g za ketoprofen 1 0,24 = 0,17 pg/g za njegov aktivni
metabolit RP 69400. U drugim tkivima, koncentracije nisu mogle da se detektuju (<0,025 pg/g
za ketoprofen i 0,05 pg/g za metabolit RP 69400) ili su bile nize od granice kvantifikacije (0,05
ng/g za ketoprofen 1 0,1 pg/g za RP 69400) (EMEA, 1995).

Tabela 2. Preporucena karenca za neke predstavnike NSAIL (Smith 1 sar., 2008)

- o e Meso Mleko
Lek Natin aplikacije Karenca (dana) Karenca (dana)
Aspirin oralno 1 1
Karprofen Lv.ili s.c. 21 0
Fluniksin meglumin im. 30 3
Ketoprofen L. ili im. 7 1
Fenilbutazon 1.m. 55 (samo za goveda) N/P
Fenilbutazon oralno 50 (samo za goveda) N/P
Tolfenaminska kiselina 1.Vv. 7 1
(pojedinacna doza)

N/P = Nije primenljiv

Nakon jednokratne i.m. primene radioaktivno obeleZenog ketoprofena u dozi od 3 mg/kg
t.m. kod krava, najveci procenat ukupnih rezidua ketoprofena u vrednosti od 56% je utvrden u
misi¢ima i bubrezima, zatim u masnom tkivu (35%), a najnize vrednosti su zabelezene u jetri
(2%). Na mestu aplikacije leka je utvrdeno 85% od aplikovane doze ketoprofena (EMEA, 1995).
Smith 1 sar. (2008) su utvrdili nakon primene ketoprofena u dozi od 3,3 mg/kg, tokom 3 dana,

karenca za meso iznosi 7 dana, a za mleko 24 ¢asa. Prema istim podacima, ketoprofen aplikovan

28



Zorana Kovacevié¢ Doktorska disertacija

i.m. ili i.v. ima manju karencu za mleko u odnosu na i.m. aplikovan fluniksin-meglumin (Tabela
2) (Smith i sar., 2008).

Suprotno navedenim podacima, dokazano je da se posle primene u terapijskim dozama,
ketoprofen 1 njegov metabolit RP 69400 u mleku nalaze ispod limita detekcije (<0,025 pg/ml)
(EMEA, 1995). Do sli¢nih rezultata su dosli 1 drugi autori (De Graves 1 sar., 1996). Naime,
nakon i.v. aplikacije 3,31 mg/kg ketoprofena kravama, iako je ketoprofen bio detektovan
(detekcioni limit >27 ng/mL) u uzorcima 10-120 minuta posle aplikacije, nije bilo moguce

njegovo odredivanje, jer je koli¢ina ovog leka bila ispod limita kvantifikacije (90 ng/ml).
2.7.4. NeZeljena dejstva ketoprofena

Kao $to je ve¢ spomenuto, vecina tipicnih nezeljenih efekata NSAIL nastaju kao
posledica COX inhibicije, iako se neki od neZeljenih efekata ne mogu objasniti ovim
mehanizmom (Little 1 sar., 2007). Najce$¢i neZeljeni efekat NSAIL je oStecenje
gastrointestinalne sluznice, koja je uglavnom izazvana COX-1 inhibicijom i ne zavisi od nacina
primene leka (Wallace, 1997; Lascelles i sar., 2005). Klinicka slika prouzrokovana
gastrointestinalnom iritacijom i ulceracijom ukljuc¢uje depresiju, anoreksiju, smanjen apetit,
proliv, povrac¢anje i melenu (Stanton i Bright, 1989; Hinton i sar., 2002). Dokazano je da su obe
izoforme COX enzima prisutne u bubrezima (Miller, 2006). Naime, inhibicija bilo koje od
izoformi moZe dovesti do otkazivanja funkcije bubrega (Lascelles i sar., 2005). U ispitivanjima
Khan 1 sar. (1998), dokazano je da dehidracija, hipovolemija 1 starost predstavljaju
predisponirajuce faktore za nastanak nezeljnih efekata bubrega.

Prema podacima iz literature, izoforma COX-1 inhibira proizvodnju tromboksana, Sto
moze dovesti do produzenog krvarenja, dok selektivna COX-2 inhibicija moZe dovesti do
povecanja rizika od nastanka trombogeneze, smanjujuci antiegregacijski efekat i vazodilataciju
izazvanu prostaglandimima (Miller, 2006).

U istrazivanjima kod ljudi, nakon primene NSAIL su utvrdeni i kardiovaskularni
nezeljeni efekti (srcana insuficijencija, infarkt miokarda 1 moZzdani udar). Ovi efekti u velikoj
meri zavise od COX-2 inhibicije (Grosser i sar., 2010). Prema drugim literaturnim podacima
(Carrillo-Jimenez i Nurnberger, 2000; Chitturi i George, 2002) je dokazano da hepatotoksi¢nost

moze biti povezana sa inhibicijom enzima COX. Prijavljena nezeljena dejstva kod ljudi nastala
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prilikom primene terapijskih doza ketoprofena su gastrointestinalna iritacija i ulceracije,
produzeno krvarenje i vreme zgruSavanja, kao 1 oSte¢enje funkcije bubrega i pojava alergijskih
reakcija (Jerussi i sar., 1998).

U istrazivanju koje su sproveli Singh i sar. (2009), terapijska doza od 3 mg/kg racemskog
ketoprofen primenjena i.v. u toku 5 uzastopnih dana se dobro toleriSe kod teladi. U odnosu na
i.m. primenu fluniksin meglumina i fenilbutazona kod krava, primena ketoprofena izaziva blazu
lokalnu reakciju (Pyorala, 1999). Prilikom ispitivanja toksi¢nosti je utvrdeno da se ketoprofen
dobro toleriSe, primenjen kod krava i.m. ili i.v. u pet puta ve¢oj dozi od preporucene terapijske
dnevne doze primenjivane u dvostruko do trostruko duzem vremenskom periodu od
preporucenog uputstvom za primenu. Takode, ketoprofen ne ispoljava teratogenost, mutagenost i

kancerogenost u istrazivanjima koja su do sada sprovedena (EMEA, 1995).
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3. CILJ I ZADACI ISTRAZIVANJA

metabolic¢kih 1 inflamatornih procesa koji predstavljaju najces¢i okidaci za nastanak bolesti, te je

neophodno ispitati da li postoji moguénost da se pravovremenom primenom NSAIL, odnosno

ketoprofena utice na nastanak navedenih poremecaja. Na osnovu ¢injenica u dostupnoj literaturi

definisani su sledeci ciljevi istrazivanja:

a) Dokazati da parenteralna primena ketoprofena moze povoljno uticati na metabolicki status
krava posle teljenja.

b) Dokazati da parenteralna primena ketoprofena moze imati uticaja na inflamatorne procese u
periodu kod krava posle teljenja.

c) Dokazati da parenteralna primena ketoprofena moze imati uticaja na odnos izmedu
metabolic¢kih 1 inflamatornih promena kod krava posle teljenja.

d) Dokazati da parenteralna primena ketoprofena moze imati pozitivan uticaj na proizvodnju
mleka.

Rezultati istrazivanja ukazace na neophodnu potrebu primene ketoprofena u kontroli akutnog
inflamatornog odgovora i metaboli¢kog stresa, dok na su osnovu €injenica navedenih u pregledu
literature definisani slede¢i zadaci:

a) Ispitati da li ¢e ketoprofen primenjen parenteralno kod krava u periodu posle teljenja
redukovati znake metabolickog stresa, tj. smanyjiti lipidnu mobilizaciju, ketogenezu, kumulaciju
lipida u jetri, Sto se dokazuje metabli¢kim profilom za jetru koji ukljucuje pracenje koncentracije
NEFA, BHB, glukoze, ukupnih proteina, uree, albumina, AST, ALT, bilirubina, holesterola,
triglicerida, kalcijuma i fosfora.

b) Ispitati da li ¢e ketoprofen primenjen parenteralno smanjiti akutni inflamatorni odgovor kod
krava u periodu posle teljenja, tj. smanjiti koncentracije proteina akutne faze (haptoglobina i
fibrinogena) i proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-1a i IFN-y), uz promene u krvnoj slici.

c) Ispitati da 1i postoji korelacija izmedu inflamatornog odgovora 1 metabolickog statusa kod
krava nakon primene ketoprofena u periodu posle teljenja, odnosno da li ¢e primena navedenog
leka smanjiti medusobnu povezanost ova dva procesa u organizmu, a samim tim i rizik za

nastanak razliCitih oboljenja.
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d) Ispitati da li u periodu posle teljenja parenteralna primena ketoprofena u ranoj laktaciji, osim

smanjenja inflamacije 1 metabolickog stresa, imati pozitivan uticaj na proizvodnju mleka.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Odabir krava, uslovi drianja i nege i eticka dozvola

Ogled je izveden na farmi visoko mlec¢nih krava HolStajn-frizijske rase lociranih na
teritoriji Banata (Banatska Topola). Krave su gajene u slobodnom sistemu, na dubokoj prostirci,
ali su tokom tranzicionog perioda u porodiliStu bile na vezu. Za ogled je odabrano 30 krava u
postpartalnoj fazi, bez klinickih promena zdravstvenog stanja Sto je utvrdeno klinickim
pregledom i uvidom u evidenciju podataka o zdravstvenom stanju zivotinja. Odabrane su krave
normalne telesne kondicije (ocena 3,25-3,50), bez blizanackog graviditeta i mrtvorodenog ploda.
Potom je formirana ogledna grupa od 15 krava kojoj je aplikovan ketoprofen i kontrolna grupa
od 15 krava koja nije tretirana lekom (negativna kontrola). Krave su imale slobodan pristup vodi
za pice (pojilica za goveda), a hranjene su sa potpuno umesanim obrokom (TMR, total mixed
ration), koji je baziran na silazi (raz, kukuruz) koncentratu i senu lucerke. Ukupna masa obroka
po kravi je bila 47,65 kg.

Eticka komisija za zastitu dobrobiti oglednih zivotinja Univerziteta u Novom Sadu je dala
saglasnost za sve eksperimentalne protokole na oglednim Zivotinjama. Odnosno, ova istraZivanja
su odobrena odlukom Eticke komisije broj 01-90/11-4. Svi eksperimenti su izvedeni i
rukovodeni u saglasnosti sa evropskom legislativom koja pokriva zaStitu zivotinja u
istrazivanjima, posebno Direktivom 2010/63/EU od 22.09.2010. godine o zastiti Zivotinja koje se
koriste u naucne svrhe, kao i Zakonom o dobrobiti Zivotinja Republike Srbije od 10.06.2009.

godine.

4.2. Aplikacija ketoprofena

Oglednoj grupi krava, ketoprofen (Mediprofen®) je aplikovan i.m. u terapijskoj dozi
(3mg/kg t.m.) u prvih par sati nakon teljenja, posle prve jutarnje muze, tokom tri uzastopna dana.
Lek je aplikovan u predelu vratne muskulature, u zoni trougla koji je omeden sa ligamentum

nuche, jugularni zljebom 1 kranijalnim delom muskulature lopatice.
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4.2. Uzimanje uzoraka Kkrvi

Uzorci krvi za analizu su uzimani iz repne vene (vena coccygea) na dan teljenja (3 sata
posle teljenja), u prvoj i drugoj nedelji posle teljenja (3 sata posle prvog jutarnjeg hranjenja, oko
12 h). Pre uzimanja uzoraka krvi uradena je dezinfekcija mesta uboda, tako Sto je koza repa
oprana teku¢om vodom, obrisana suvom c¢istom gazom i na kraju ociS¢ena alkoholom, po
principu asepse i antisepse. Na ovaj nacin je sprec¢ena infekcija mesta prilikom uboda, ali se je
sprecan i prodor fekalnih bakterija u uzorak krvi, koje bi dovele do razvoja brze hemolize i
odbacivanja uzorka.

Uzorci krvi za ispitivanje hematoloskih parametara su sakupljani u desetomililitarske
vakutajner epruvete (BD Vacutainer® EDTA, BD Plymoth, UK) sa 3,6 ml antikoagulansa K2E (
kalijumova so EDTA (etilen diamin tetra siretna kiseline)). Uzorci krvi za ispitivanje
biohemijskih parametara su sakupljani u desetomililitarske epruvete sa gel separatorom (BD
Vacutainer® SST II Advance, BD Plymoth, UK) koji u sebi sadrzi silikon koji je aktivator
koagulacije 1 gel koji predstavlja barijeru izmedu koaguluma i seruma nakon centrifugiranja.
Vakutajner epruvete sa gel separatorom su centrifugirane na 4000 obrtaja u trajanju od 10
minuta, kako bi se u potpunosti izdvojio serum. Svaka vakutajner epruveta sa uzorcima krvi je
obelezena zbog sledljivosti uzoraka, a potom i zaSticena od direktnog delovanja sunceve
svetlosti, postavljeni na suvi led i transportovani u laboratoriju Departmana za veterinarsku

medicinu, Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Novom Sadu.

4.4. Odredivanje koncentracije proteina akutne faze i citokina

Proteini akutne faze (haptoglobina i fibrinogena) i proinflamatoni citokini (TNF-a, IL-1a
i IFN-y) su odredene pomoc¢u ELISA metode, prema standardnim instrukcijama proizvodaca.

Prilikom odredivanja koncentracije haptoglobina, fibrinogena i IL-la. standardne krive
su odredene merenjem absorbance standarda i njenim poredenjem sa poznatom koncentracijom
standarda. Za ocitavanje absorbance je koriS¢en cita¢ za mikrotitarske ploCe. Svi reagensi su

prazljivo pripremljeni po uputstvu proizovodaca. Posle dodavanja enzima formirala se
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kolorimetrijska reakcija koja daje plavu boju, a koja se menja u zutu posle dodavanja stop
rastvora. Kontrolisanje boje u mikrotitar plo¢ama je znacajno pre ocCitavanja koncenentracije
ovih parametara. Ispiranje i inkubiranje mikrotitar plo¢a je vrSeno prema preporuci proizvodaca.
Ocitavanje je vrSeno pomocu mikrotitar Citaca (Rayto RT-2100C).

Haptoglobin — Odredivanje koncentracije haptoglobina je vrSeno pomocu sendvic¢
ELISA metode. Mikrotitarska ploca je prethodno oblozena sa antitelom specificnim za
haptoglobin. Standardi ili uzorci su zatim dodati u odgovarajuce bazenc¢i¢e mikrotitarske ploce sa
biotin-konjugovanim antitelom (specificnim za haptoglobin) i avidinom (konjugovan sa HRP
enzimom). Plo¢e su zatim inkubirane 2 h na 37°C. Preostala te¢nost iz bazen¢i¢a je aspirirana i
dodat je detekcioni reagens A i plo¢a je zatim inkubirana 1 h na 37°C. Posle toga je sadrZaj iz
ploc¢a aspiriran i one su isprane 3 puta sa puferom za ispiranje. Nakon toga je dodat detekcioni
reagens B i ploca je inkubirana 30 minuta na 37°C. Sadrzaj iz plo¢a je aspiriran i one su isprane
5 puta sa puferom za ispiranje. Zatim je dodat rastvor TMB supstrata u svaki bazenc¢i¢. Samo u
onim bazenCi¢ima koji su sadrzali haptoglobin, biotin-konjugovano antitelo i enzimski
konjugovani avidin je do$lo do promene u boji. Zatim su plo¢e inkubirane 15-25 minuta na 37°C.
Reakcija enzim-supstrat je prestala dodavanjem stop rastvora (rastvora sumporne kiseline) i
promena boje je odmah merena spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 450 nm+10 nm na
Citacu za mikrotitarske ploCe. Koncentracija haptoglobina u uzorcima je zatim odredena
uporedivanjem opticke gustine uzoraka sa standardnom krivom. Standardna koncentracija koja
se detektuje u opsegu od 15,6-1000 ng/mL. Proizvoda¢ kita je Cloud-Clone Corp (N°
SEA817Bo).

Fibrinogen — Odredivanje koncentracije fibrinogena je vrSeno pomocu sendvi¢c ELISA
metode. Mikrotitarska plo€a je prethodno oblozena sa antitelom specificnim za fibrinogen.
Standardi ili uzorci su zatim dodati u odgovaraju¢e bazenci¢e mikrotitarske ploCe sa biotin-
konjugovanim antitelom (specificnim za fibrinogen) i avidin (konjugovan sa HRP enzimom).
Plo¢e su inkubirane 2 h na 37°C. Zatim je preostala te¢nost iz bazenli¢a aspirirana, dodat je
detekcioni reagens A i ploca je inkubirana 1 h na 37°C. Posle toga je sadrzaj iz ploca aspiriran i
one su isprane 3 puta sa puferom za ispiranje. Nakon toga je dodat detekcioni reagens B 1 ploca
je inkubirana 30 minuta na 37°C. SadrZaj iz ploca je aspiriran i one su isprane 5 puta sa puferom
za ispiranje. Zatim je dodat rastvor TMB supstrata u svaki bazenci¢. Samo u onim bazenci¢ima

koji su sadrzali fibrinogen, biotin-konjugovano antitelo i1 enzimski konjugovani avidin je doslo
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do promene u boji. Zatim su plo¢e inkubirane 15-25 minuta na 37°C. Reakcija enzim - supstrat je
prestala dodavanjem stop rastvora i promena boje je odmah merena spektrofotometrijski na
talasnoj duzini od 450 nm+10 nm na c¢itacu za mikrotitarske ploce. Koncentracija fibrinogena u
uzorcima je zatim odredena uporedivanjem opticke gustine uzoraka sa standardnom krivom.
Standardna koncentracija koja se detektuje u opsegu od 15,6-1000 ng/mL. Proizvodac kita je
Cloud-Clone Corp (N° SEA193Bo).

Interleukina-l1a (IL-1a) - Odredivanje koncentracije IL-1a je vrSeno pomocu sendvic¢
ELISA metode. Mikrotitarska ploca je prethodno obloZena sa antitelom specificnim za IL-1.
Standardi ili uzorci su zatim dodati u odgovaraju¢e bazenci¢e mikrotitarske ploce sa biotin -
konjugovanim antitelom specifi¢nim za IL-1a i avidin (konjugovanim sa HRP enzimom). Ploce
su inkubirane 2 h na 37°C. Zatim je preostala te¢nost iz bazen¢ica aspirirana i dodat je detekcioni
reagens A i ploca je inkubirana 1 h na 37°C. Posle toga je sadrZaj iz ploCa aspiriran i one su
isprane 3 puta sa puferom za ispiranje. Nakon toga je dodat detekcioni reagens B i ploca je
inkubirana 30 minuta na 37°C. SadrZaj iz plo¢a je aspiriran i one su isprane 5 puta sa puferom za
ispiranje. Zatim je dodat rastvor TMB supstrata u svaki bazenci¢. Samo u onim bazenci¢ima koji
su sadrzali IL-la, biotin-konjugovano antitelo i enzimski konjugovani avidin je doslo do
promene u boji. Reakcija enzim-supstrat prestaje dodavanjem rastvora sumporne kiseline i
promena boje se meri spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 450 nm+10 nm. Zatim su ploce
inkubirane 10-20 minuta na 37°C. Reakcija enzim-supstrat je prestala dodavanjem stop rastvora i
promena boje je odmah merena spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 450 nm#+10 nm na
¢itacu za mikrotitarske ploCe. Koncentracija IL-1a u uzorcima je zatim odredena uporedivanjem
opticke gustine uzoraka sa standardnom krivom. Standardna koncentracija koja se detektuje je u
opsegu od 15,6-1000 pg/mL. Proizvodac kita je Cloud-Clone Corp (N° SEA071Bo).

Za odredivanje koncentracije TNF-a i IFN-y standardne krive su odredene merenjem
vrednosti relativne svetlosne jedinice (RLU) standarda i njenim poredenjem sa poznatom
koncentracijom standarda. Za o€itavanje RLU vrednosti je koriS¢en na aparat Fluoroscan Ascent
FL (Thermo Scientific, USA). Svi reagensi su prazljivo pripremljeni po uputstvu proizovodaca, a
ispiranje i inkubiranje mikrotitar ploca je vrSeno takode prema preporuci proizvodaca.

Faktora nekroze tumora-alfa (TNF-a) — Odredivanje koncentracije TNF-a je vrSeno
pomocu hemilumiscentne imunotest ELISA metode. Mikrotitarska ploca je prethodno obloZena

sa antitelom specificnim za TNF-a. Standardi ili uzorci su zatim dodati u odgovarajuce
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mikrotitarske ploce bazenci¢e sa biotin-konjugovanim poliklonalnim antitelom specificnim za
TNF-a i avidin (konjugovan sa HRP enzimom) dodat u svaki bazenci¢ mikrotitar ploce. Ploce
inkubirane 2 h na 37°C. Zatim je preostala te¢nost iz bazenci¢a aspirirana i dodat je detekcioni
reagens A i ploca je inkubirana 1 h na 37°C. Posle toga je sadrZaj iz ploca aspiriran i one su
isprane 3 puta sa puferom za ispiranje. Nakon toga je dodat detekcioni reagens B i ploca je
inkubirana 30 minuta na 37°C. SadrZaj iz ploca je aspiriran i one su isprane 5 puta sa puferom za
ispiranje. Zatim je dodata smesSa supstrata A i B za generisanje kinetike emisije svetlosti. Nakon
dodatka ove smeSe plo¢a je inkubirana 10 minuta na 37°C, a zatim je izmeren RLU.
Koncentracija TNF-a u uzorcima je zatim odredena uporedivanjem opticke gustine uzoraka sa
standardnom krivom. Nakon razvijanja ploCe, izmeren je intenzitet emitovane svetlosti koji je
proporcionalna nivou TNF-a u uzorku ili standardu. Standardna koncentracija koja se detektuje
je uopsegu od 1,37-1000 pg/mL. Proizvodac kita je Cloud-Clone Corp (N° SCA133Bo).

Interferona gama (IFN-y) - Odredivanje koncentracije IFN-y je vrSeno pomocu
hemilumiscentne imunotest ELISA metode. Mikroploca je obloZena sa antitelom specificnim za
IFN-y. Standardi ili uzorci su dodati u odgovarajuée bazenci¢e mikroploce sa biotin
konjugovanim antitelom (specifi¢nim za IFN-y) i inkubirani 2 h na 37 °C. Preostala tecnost iz
bazencica je aspirirana i dodat je detekcioni reagens A i plo¢a je inkubirana 1 h na 37°C. Posle
toga, sadrzaj ploca je aspiriran i one su isprane 3 puta sa puferom za ispiranje, a zatim je dodat
detekcioni reagens B. Plo¢a je inkubirana 30 minuta na 37°C, sadrZaj iz ploca je aspiriran i one
su isprane 5 puta sa puferom za ispiranje. Zatim je dodata smeSa supstrata A 1 B za generisanje
kinetike emisije svetlosti. Nakon dodatka ove smeSe, plo¢a je inkubirana 10 minuta na 37°C, a
zatim je izmeren RLU. Koncentracija IFN-y u uzorcima je zatim odredena uporedivanjem
opticke gustine uzoraka sa standardnom krivom. Nakon razvoja ploCe, izmeren je intenzitet
emitovane svetlosti koji je proporcionalna nivou IFN-y u uzorku ili standardu. Standardna
koncentracija koja se detektuje je u opsegu od 1,37-1000 pg/mL. Proizvodac kita je Cloud-Clone
Corp (N° SCA049Bo).

4.5. Odredivanje koncentracije metabolickih i hematolosSkih parametara

Hematoloski parametri (broj leukocita, uklju¢ujué¢i 1 diferencijalnu krvnu sliku,

koncentracija hemoglobina, broja eritrocita, trombocita, ukljuujuéi 1 zapreminu trombocita) su
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odredeni pomoc¢u hematoloskog analizatora sa softverom za goveda (Hemavet 950, Drew
Scientific Group, Nemacka). Metabolicki parametri (NEFA, BHB, glukoza, ukupni proteini,
urea, albumini, AST, ALT, bilirubin, holesterol, trigliceridi, kalcijum i fosfor) su odredeni
pomocu standardnih fotometrijskih metoda, upotrebom biohemijskih kitova. Koris¢en je
spektrofotometar Rayto RT1904c. Fotometriranje je vrSeno na talasnoj duzini 1 u vremenskom
intervalu prema specifikaciji proizvodaca. Pre upotrebe svakog novog kita formirana je
kalibraciona kriva, takode prema specifikacijama proizvodaca. Koris¢eni su standardni kitovi
porizvodaca Randox (UK) i/ili Pointe scientific (USA). U kitovima su obezbedene preciséene i
standardizovane hemikalije znacajne za odvijanje reakcija, koje su opisane u pasusima koji slede.
Ostale hemikalije koje su bile potrebne, a nisu ukljuc¢ene u kitove su bile od proizovdaca Sigma
Aldrich.

NEFA — Koncentracija NEFA je odredena kolorimetrijskom reakcijom koja se zasniva
na acilaciji koenzima A od strane masnih kiselina u prisustvu dodate acil-CoA sintetaze, kao
katalizatora. Acil-CoA se oksidiSe pod dejstvom dodate acil-CoA oksidaze uz proizvodnju
vodonik perioksida. Vodonik peroksid u prisustvu peroksidaze omogucava oksidativnu
kondenzaciju 3-methi-N-etil-N(B-hidroksietil)-anilina (MEFA) sa 4-aminoantipirinom, $to
dovodi do nastanka ljubicaste boje.

BHB — Odredivanje BHB se bazira na njegovoj oksidaciji do acetoacetata pomocu
enzima 3-hidroksibutirat dehidrogenaze. Istovremeno, kofaktor NAD+ se redukuje do NADH,
Sto dovodi do razvijanja boje.

Glukoza — Odredivanje glukoze vrsi se posle njene enzimske oksidacije, u prisustvu
glukoza-oksidaze. Dobijeni vodonik-peroksid u ovoj reakciji dalje reaguje sa 4-aminofenazonom
i fenolom u prisustvu peroksidaze, kao katalizatora. Dobija se crvenoljubicasta boja Ciji se
intenzitet meri.

Ukupni proteini - Proteini u serumu reaguju sa bakarnim jonom 1 u alkalnom rastvoru
daju ljubicasti bojeni kompleks. Intenzitet ljubiaste boje je proporcionalan koncentraciji
proteina.

Albumini - Albumini vezani za bromkrezol zeleno daju intenzivno zeleno obojenje

proporcionalno koncentraciji albumina.
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AST - AST je enzim koji katalizuje transfer amino-grupe sa L-aspartata na o-
ketoglutarat, kada se dobija L-glutamat i oksalacetat. Oksalacetat sa NADH i H pod dejstvom
malat-dehidrogenaze, kao katalizatora, daje obojeni L-malat i NAD+.

Ukupni bilirubin — Bilirubin vezan za proteine se najpre odvaja delovanjem
deterdZenata. Ukupni bilirubin reaguje sa 2,4-dihloroanilinom u prisustvu hidrohlorne kiseline,
daju¢i obojeni azobilirubin.

Holesterol — Holesterol se odreduje posle enzimske hidrolize holesterol estera pod
dejstvom holesterol esteraze, kada se dobija holesterol i masne kiseline. Izdvojeni holesterol se
oksidiSe pod dejstvom dodate holesterol-oksidaze, kada se formira vodonik-peroksid. Vodonik
peroksid reaguje sa fenolom i 4-aminoantipirinom pod dejstvom peroksidaze dajuéi obojeni
kvinoneimin.

Kalcijum — Odredivanje kalcijumovog jona se zasniva na hemijskoj reakciji u kojoj ovaj
jon daje ljubicasti kompleks sa O-krezolftalein kompleksom u alkalnoj sredini.

Urea - Urea u vodi pod dejstvom ureaze daje amonijum jon i ugljenik-Cetiri oksid.
Amonijum jon reaguje sa salicilatom i hipohloritom dajuci kompleks zelene boje.

ALT - ALT je enzim koji katalizuje transfer amino-grupe sa L-alanina na o-
oksoglutarat, kada se dobija L-glutamat i piruvat. Piruvat sa NADH 1 H pod dejstvom
laktatdehidrogenaze, kao katalizatora daje obojeni L-laktat i NAD+.

Trigliceridi - Trigiliceridi se odreduju enzimskom reakcijom. Trigliceridi pod dejstvom
lipaza daju glicerol i masne kiseline. Dobijeni glicerol sa ATP-om pod uticajem glicerol kinaze
daje glicerol-3-fosfat, koji dalje oksidiSe pod dejstvom dodatog glicerol-3-fosfata.

Fosfor - Neorganski fosfor reaguje sa amonijum molibdatom u prisustvu sulfuri¢ne
kiseline 1 formira obojeni fosfomolibdat kompleks, pri ¢emu koncentracija ovog metabolita

odreduje kolorimetrijsom reakcijom.
4.6. Pracenje proizvodnje mleka

Proizvodnja mleka je prac¢ena kod ogledne i kontrolne grupe krava tokom standardnog
laktacionog perioda (305 dana) pomoc¢u kompijuterskog softvera na farmi. Muza se odvijala dva
puta dnevno. Postojao je sistem za izmuzanje tipa riblja kost. Izmedu Stale 1 objekta za muzu je

postojao hodnik sa obezbedenim podom za prolaz krava i dezbarijerom za dezinfekciju papaka.
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Vime se pravilno pralo, dezinfikovalo i pripremalo za muzu. Muza se vrSila u zatvorenom
vakumskom sistemu, a mleko je zatvorenim vodovima odlazilo u sabirnu cisternu, gde se

temperiralo i cuvalo do transporta.
4.7. Statisticka obrada podataka

Uticaj ketoprofena na inflamatorni i metabolicki status krava u ranoj laktaciji je odreden
ispitivanjem statisticki znacajnih razlika pre¢enih inflamatornih, metaboli¢kih i hematoloskih
parametara, izmedu ogledne 1 kontrolne grupe u svakoj nedelji ogleda. Takode je ispitana razlika
u dinamici promena vrednosti indikatora metabolickog i inflamatornog stanja za oglednu i
kontrolnu grupu posebno. Koris¢ena je dvofaktorska ANOVA analiza sa naknadnim LSD
testom. U narednom koraku je ispitano da li aplikacija ketoprofena smanjuje proporciju krava
koje pokazuju povecanu lipidnu mobilizaciju 1 ketogenezu kao znake metabolickog stresa, Sto je
ucinjeno upotrebom 2x2 tabela i Hi-kvadrat testom. Utvrdeno je koliko je puta vec¢i rizik da se
desi povecana lipidna mobilizacija i ketogeneza u kontrolnoj grupi, u odnosu na oglednu grupu
krava. Prema podacima iz literature (Ospina i sar., 2010; Chapinal i sar., 2012) kao grani¢na
vrednost za povecanu lipolizu uzeta je vrednost NEFA preko 0,6 mmol/L, dok je za povecanu
ketogenezu uzeta vrednost BHB preko 1,2 mmol/L.

Linernost veze izmedu inflamacije, stepena lipidne mobilizacije 1 ketogeneze je ispitana
odredivanjem koeficijenta korelacije i regresionog parametra b u formuli Y=a+bXi izmedu: a)
inflamatonih parametara, NEFA 1 BHB b) metabolickih parametara, NEFA 1 BHB 1 c)
inflamatornih 1 metaboliCkih parametara, kako u kontrolnoj tako 1 u oglednoj grupi krava.
Ispitana je i razlika u koeficijentu korelacije i regresionom parametru b u kontrolnoj i oglednoj
grupi krava, kako bi se utvrdilo da li aplikacija ketoprofena uti¢e na jaCinu i tip veze izmedu
inflamatornih 1 metabolic¢kih parametara.

Ispitana je ukupna proizvodnja mleka kod krava u standardnoj laktaciji (305 dana), kao 1
celokupna proizvodnja mleka do sledeceg zasuSenja. StatistiCka znacajnost razlike u proizvodnji
mleka u kontrolnoj i oglednoj grupi krava je ispitana Studentovim t-testom.

Za potrebe statisticke analize koriS¢en je statisticki softver Statgraphic Centurion kao 1

Microsoft Excel program.
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5. REZULTATI
5.1. Uticaj ketoprofena na metabolicke parametre kod krava u ranoj laktaciji

Rezultati ovih istrazivanja su pokazali da primena ketoprofena ima zna€ajan uticaj na
vrednost metaboliCkih parametara kod krava u ranoj laktaciji. Slike od 3 do 15 prikazuju
koncentracije ispitivanih parametara (NEFA, BHB, glukoze, ukupnih proteina, albumina, AST,
holesterola, ukupnog bilirubina, kalcijuma, uree, ALT, triglicerida i fosfora) u funkciji vremena i
aplikacije ketoprofena. U odnosu na kontrolnu grupu krava, u oglednoj grupi su zabeleZene
signifikantno nize vrednosti (p<0,01) NEFA, BHB, ukupnog bilirubina, kao i AST (p<0,05),
odnosno znacajno vise vrednosti (p<0,05) glukoze, ukupnih proteina, holesterola, kao i albumina
(p<0,01) (Tabela 3). Stastisticki znacajne razlike u koncentraciji kalcijuma, fosfora, uree,
triglicerida i ALT nisu zabeleZene nakon primene ketoprofena (Tabela 3). Isto tako, nakon
teljenja (3h) signifikantne promene u koncentraciji izmedu ogledne i kontrolne grupe krava nisu
utvrdene za NEFA, BHB, glukoza, ukupni ptoteine, albumine i AST. U odnosu na posmatrane
parametre kontrolne i ogledne grupe, za holesterol i ukupni bilirubin je utvrden inverzan odnos
(Slika 91 10).

Tabela3. Rezultati dvofaktorske ANOVA analize sa ponavljanjem—statisticka znacajnost uticaja
nedelje, davanja ketoprofena i njihove interakcije na vrednost metabolickih parametara

Uticaj ketoprofena Uticaj nedelje Interakcija
ketoprofenxnedelja
NEFA <0,01 <0,01 <0,01
BHB <0,01 <0,01 <0,01
Glukoza <0,05 <0,05 <0,01
UKkupni proteini <0,05 <0,05 <0,05
Albumin <0,01 <0,05 <0,05
AST <0,05 <0,05 <0,05
Holesterol <0,05 <0,01 <0,01
Ukupni bilirubin <0,01 <0,01 <0,01
Kalcijum NS* NS* NS*
Urea NS* <0,05 NS*
ALT NS* NS* NS*
Trigliceridi NS* NS* NS*
Fosfor NS* <0,05 NS*

* relacija nije statisticki znacajna
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Slika 9. Uticaj ketoprofena na koncentraciju holesterola u krvi
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Slika 12. Uticaj ketoprofena na koncentraciju uree u krvi
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Slika 15. Uticaj ketoprofena na koncentraciju fosfora u krvi

5.2. Uticaj ketoprofena na inflamatorne i hematoloSke parametre kod krava u ranoj laktaciji

Rezultati ovih istrazivanja su pokazali da primena ketoprofena ima znacajan uticaj na
vrednost hematoloskih parametara kod krava u ranoj laktaciji. Slike od 16 do 22 prikazuju
koncentracije ispitivanih parametara (hemoglobin, broj eritrocita, leukocita, limfocita, neutrofila
1 trombocita, kao 1 srednju zapreminu trombocita) u funkciji vremena 1 primene ketoprofena. U
odnosu na kontrolnu grupu krava, u oglednoj grupi su zabeleZene signifikantno nize vrednosti
(p<0,01) broja neutrofila i limfocita, odnosno znacajno vise vrednosti broja eritrocita (p<0,05) i
koncentracije hemoglobina (p<0,01) (Tabela 4). Stastisti¢ki znacajne razlike u broju leukocita 1
trombocita nisu zabeleZene nakon primene ketoprofena (Tabela 4).

Rezultati ovih istraZivanja su pokazali i da primena ketoprofena ima znacajan uticaj na
vrednost inflamatornih parametara kod krava u ranoj laktaciji. Slike od 23 do 27 prikazuju
vrednosti inflamatornih parametara (haptoglobin, fibrinogen, IL-1a, IFN-y i TNF-a ) u funkciji
vremena 1 primene ketoprofena. U oglednoj grupi krava, u odnosu na kontrolnu grupu su
zabeleZene signifikantno niZe vrednosti (p<0,01) haptoglobina (prva i druga nedelja), IL-1a
(prva i druga nedelja), TNF-a (prva i druga nedelja) i IFN-y (prva i druga nedelja), kao i
znacajno nize (p<0,05) vrednosti fibrinogena (druga nedelja).

Tri sata nakon teljenja, signifikantne promene u koncentraciji izmedu ogledne 1 kontrolne
grupe krava nisu utvrdene za hemoglobin, limfocite, srednju zapreminu trombocita, haptoglobin

i TNF-a. U odnosu na posmatrane parametre kontrolne i ogledne grupe, za broj eritrocita,
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neutrofila i trombocita, kao i za koncentraciju IFN-y je utvrden inverzan odnos (Slika 16, 20, 21 i

27), dok je divergentan odnos zabeleZen kod koncentracija fibrinogena i IL-1a (Slika 24 i 25).

Tabela 4. Rezultati dvofaktorske ANOVA analize sa ponavljanjem—statisticka zna¢ajnost uticaja
nedelje, davanja ketoprofena i njihove interakcije na vrednost hematoloskih i inflamatornih
parametara

Uticaj ketoprofena Uticaj nedelje Interakcija
ketoprofenxnedelja
Eritrociti <0,01 <0,05 <0,01
Hemoglobin <0,01 <0,05 <0,01
Lekociti NS* <0,01 NS*
Neutrofili <0,01 <0,01 <0,01
Limfociti <0,01 <0,01 <0,01
Trombociti NS* NS* NS*
Sr. zap. trombocita <0,01 NS <0,01
Haptoglobin <0,01 <0,01 <0,01
Fibrinogen <0,05 NS* <0,05
IL-1a <0,01 <0,01 <0,01
TNF-a <0,01 <0,01 <0,01
IFN-y <0,01 <0,01 <0,01

* relacija nije statisticki znacajna
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Slika 16. Uticaj ketoprofena na broj eritrocita u krvi
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Slika 17. Uticaj ketoprofena na koncentraciju hemoglobina u krvi

Leuhocitix10"9 f1

7.85 -

78 -

7.75

7.7 -

7,65 -

m— K etoprofen

Kontrola

7.6

Medelja 0

Medelja 1

MNedelja 2

Slika 18. Uticaj ketoprofena na ukupan broj leukocita u krvi

Limfociti x10"9f1

39 -
38 -

37 -

MWW
E=Y wn [=4]
I I I

w

=
1

=
P
1

=
[
1

=2
1

— K etoprofen

Kontrola

[
[¥ =]

MNedelja 0

MNedelja 1

MNedelja 2

Slika 19. Uticaj ketoprofena na broj limfocita u krvi

48



Zorana Kovacevic¢ Doktorska disertacija

L L e e
Lo N« T
1 1 1 1 1

Ketoprofen

\ s K 00tr0la
T

Neutrofilix10*9/I
w R
=
1 1

W
[
1

MW
[l [
1 1

w

Medelja 0 Medelja 1 Medelja 2

Slika 20. Uticaj ketoprofena na broj neutrofila u krvi
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Slika 21. Uticaj ketoprofena na broj trombocita u krvi
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Slika 23. Uticaj ketoprofena na koncentraciju haptoglobina u krvi
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Slika 24. Uticaj ketoprofena na koncentraciju fibrinogena u krvi
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Slika 26. Uticaj aplikacije ketoprofena na koncentraciju TNF-a u krvi
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Slika 27. Uticaj aplikacije ketoprofena na koncentraciju IFN-y u krvi

5.3. Ispitivanje relacije metabolickih i inflamatonih parametara u funkciji upotrebe

ketoprofena

Rezultati ovih istrazivanja su pokazali da je primena ketoprofena kravama tokom perioda

rane laktacije signifikantno uticala (p<0,01) na wucestalost nastanka intenzivne lipidne

mobilizacije i ketogeneze. Kod tretiranih krava, pojava intenzivne lipidne mobilizacije je bila 2,4

puta manja, a ketogeneze 2 puta manja, u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja. Naime, u

kontrolnoj grupi Zivotinja intenzivna lipidna mobilizacija 1 ketogeneza je nastala u 66,7%

slucajeva (Tabela 5). Na osnovu izvrSenih ispitivanja, u oglednoj grupi krava, u odnosu na

kontrolnu su utvrdene signifikantno niZze (p<0,01) korelacije koncentracija NEFA sa BHB,
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glukozom, ukupnim bilirubinom, ukljucujué¢i 1 znacajno nize (p<0,05) korelacije sa AST,
kalcijumom 1 trigliceridima (Tabela 6). Medutim, primena ketoprofena nije dovela do
signifikantnih promena korelacije NEFA sa ukupnim proteinima, albuminom, ureeom, ALT i

fosforom (Tabela 6).

Tabela 5. Povezanost primene ketoprofena i intenziteta lipidne mobilizacije i ketogeneze

Aplikacija ketoprofena Pozitivna Odnos
Da Ne 2 prediktivna verovatnoca
(Ketoprofen) (Kontrola) ) vrednost (LR)
(PPV)
Intenzitet Visok
lipidne NEFA 11 21
mobilizacije >0,6mmol/L 16,2 o
Fizioloski (p<0,01) 66,7% 24
NEFA 34 14
<0,6mmol/L
Intenzitet  Visok
ketogeneze @ BHB 15 18
>1,1mmol/L 10,0 0 2,0
Fizioloski (p<0,01) 66,7%
BHB 30 17
<1,1lmmol/L

Primena ketoprofena nije signifikantno uticala na modelovanje regresije koncentracija
NEFA sa ukupnim proteinima, ureeom, ALT, kalcijumom, fosforom i trgliceridima.
Interesantno, u oglednoj grupi krava postoji statisticki znacajna (p<0,01) pozitivna korelacaija
koncentracije NEFA i holesterola, dok je ta korelacija negativna u kontrolnoj grupi. Identic¢an
rezultat je zabeleZen u regresionoj analizi (Tabela 6).

Rezultati ovih istraZivanja pokazuju da je u oglednoj grupi krava u odnosu na kontrolnu
je zabelezena statisticki zna€ajno (p<0,01) niZa korelacija koncentracija BHB sa glukozom,
ukupnim bilirubinom, AST, holesterolom i trigliceridima, kao §to je bila i signifikantno (p>0,05)

niza u odnosu na albumin i ALT.
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Tabela 6. Uticaj ketoprofena na intenzitet korelacije i regresiju izmedu NEFA ili BHB sa
metabolickim parametrima

Korelacija Regresija
NEFA BHB NEFA BHB
BHB Ketoprofen 0,62 / 0,33+0,11 /
Kontrola 0,86 / 1,03+0,42 /
p <0,01 / <0,01 /
Glukoza Ketoprofen -0,52 -0,59 -0,49+0,18 -2,2+0,29
Kontrola -0,81 -0,84 -2,01+0,63 -1,9+0,35
p <0,01 <0,01 <0,01 NS
UKkupni Ketoprofen 0,19* 0,27* -22,5+6,2 -30,4+5,1
proteini Kontrola 0,25%* 0,29* -25,1+4.8 -32,2+5.2
p NS NS NS NS
Albumini Ketoprofen 0,26* 0,43 -5,9+2.2 -8,5+2.4
Kontrola 0,22* 0,64 -13,5+3,7 -11,5+2.6
p NS <0,05 <0,01 <0,05
AST Ketoprofen 0,49 0,51 12,3432 41,1£2.9
Kontrola 0,76 0,81 40,1+7.8 432442
p <0,05 <0,01 <0,01 NS
Holesterol Ketoprofen 0,37 0,51 0,93+0,24 1,2+0,3
Kontrola -0,56 -0,74 -0,53+0,21 -0,9+0,4
p <0,05 <0,01 <0,01 <0,01
Ukupni Ketoprofen 0,32 0,49 0,36+0,22* 3,9+0,89
bilirubin Kontrola 0,65 0,82 8,21%1,14 8,7+1,02
p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Ca Ketoprofen -0,26* -0,26* -0,3620,1 -0,29+0,09
Kontrola -0,48 -0,33 -0,32+0,1 -0,34+0,11
p <0,05 NS NS NS
Urea Ketoprofen 0,30* 0,26* 1,25+0,3 1,9+0,5
Kontrola 0,28* 0,24* 1,45+0.4 1,8+0,4
p NS NS NS NS
ALT Ketoprofen 0,32* 0,31 7,724 -1,1£0,9*
Kontrola 0,41 0,55 8,1+2.3 -1,12+0,9
p NS <0,05 NS NS
P Ketoprofen 0,30* 0,22* -0,92+0,11 -0,78+0,1
Kontrola 0,29* 0,19* -0,88+0,09 -0,81+0,1
p NS NS NS NS
Trigliceridi Ketoprofen -0,53 -0,77 -0,03%0,005 -
Kontrola -0,35 -0,52 -0,03+£0,006 0,04+0,005
p <0,05 <0,01 NS -
0,05+0,006
<0,05

*korelacija/regresija nije statisticki znacajna

53



Zorana Kovacevié¢ Doktorska disertacija

Primena ketoprofena nije stastisticki znacajno uticala na korelaciju koncentracija BHB sa
ukupnim proteinima, albuminom, ureeom, kalcijumom i fosforom. Isto tako, primena
ketoprofena nije statisticki znacajno uticala na modelovanje regresije koncentracija BHB sa
glukozom, ukupnim proteinima, ureeom, AST, ALT, kalcijumom i fosforom. Medutim, u
regresionoj analizi je zabelezeno da je sa porastom koncentracije BHB intenzitet porasta
koncentracije ukupnog bilirubina znacajno nizi (p>0,01) u oglednoj grupi krava, u odnosu na
kontrolnu. U oglednoj grupi krava je utvrdeno signifikantno nize (p>0,05) smanjenje vrednosti
albumina i triglicerida u funkciji porasta BHB, u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 6).

Rezultati ovih istrazivanja pokazuju da postoji pozitivna Kkorelacija (p>0,01)
koncentracija NEFA sa haptoglobinom, TNF-a, brojem neutrofila i limfocita i ta korelacija je
znacajno niza u oglednoj, u odnosu na kontrolnu grupu krava. Medutim, u kontrolnoj grupi krava
je zabelezena pozitivna korelacija (p>0,05) koncentracije NEFA i srednje zapremine trombocita,
dok je u oglednoj grupi krava ova korelacija negativna. (Tabela 7). Nije zabeleZena statisticki
znacajna korelacija koncentracija NEFA 1 fibrinogena, IL-1a i hemoglobina, dok je korelacija
koncentracija NEFA sa IFN-y neznatno pozitivna, ali nema razlike u oglednoj i kontrolnoj grupi
krava.

Pozitivna korelacija (p>0,01) je zabeleZena izmedu koncentracije BHB sa haptoglobinom
i TNF-a, kao i sa sa brojem neutrofila (p>0,05), dok je sa koncentracijom hemoglobina utvrdena
negativna korelacija (p>0,01). Ove medusobne korelacije su bile mnogo slabije u oglednoj grupi,
¢ak 1 obrnuto proporcionalne, kao $to je slucaj sa koncentracijom TNF-a. Poredenjem ogledne 1
kontrolne grupe krava, nije zabeleZena statisticki znacajna korelacija koncentracija BHB sa
koncentracijama fibrinogena, IL-1a 1 IFN-y, kao 1 sa brojem eritrocita 1 limfocita, a 1 sa srednjom
zapreminom trombocita.

Kod tretirane grupe krava je zabelezen signifikantno (p>0,01) slabiji rast koncentracije
haptoglobina 1 slabiji pad hemoglobina u funkciji koncentracije BHB, u odnosu na krave
kontrolne grupe. U kontrolnoj grupi krava, utvrdeno je signifikantno smanjenje (p>0,01)
koncentracije TNF-a sa porastom BHB, dok u oglednoj grupi krava ova veza bila direktno
proporcionalna (pozitivna korelacija; p>0,01). Regresiona analiza za veze izmedu ostalih
parametara nije dovela do statisticki znacajnih promena (Tabela 7). ZabeleZena je negativna
korelacija (p>0,01) koncentracije albumina sa haptoglobinom i IL-la, kao Sto je negativna

korelacija (p>0,05) zabeleZena 1 sa TNF-a. Naime, ova korealcija je manje izraZena u grupi
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krava kojima je aplikovan ketoprofen. Regresiona analiza pokazuje intenzivniji pad vrednosti

koncentracije albumina u funkciji koncentracija haptoglobina, IL-1a 1 TNF-a u oglednoj grupi

krava (Tabela 7).

Tabela 7. Uticaj ketoprofena na intenzitet korelacije i regresiju izmedu NEFA ili BHB sa
inflamatornim i hematoloSkim parametrima

Haptoglobin

Fibrinogen

IL-1a

TNF-a

IFN-y

Eritrociti

Hemoglobin

Neutrofili

Limfociti

Srednja
zapremina
trombocita

Ketoprofen
Kontrola

p
Ketoprofen
Kontrola

p
Ketoprofen
Kontrola

p
Ketoprofen
Kontrola

p
Ketoprofen
Kontrola

p
Ketoprofen
Kontrola

P
Ketoprofen
Kontrola

p
Ketoprofen
Kontrola

P
Ketoprofen
Kontrola

p
Ketoprofen
Kontrola

1Y

Korelacija Regresija
NEFA BHB NEFA BHB
0,37 0,45 0,49+0,15 0,53%0,11
0,69 0,71 1,38+0,27 1,44+0,3
<0,01 <0,01 <0,01 <0,01
0,41 0,22* 0,48+0,15 0,52+0,13
0,52 0,25% 0,45%0,14 0,51+0,13
NS NS NS NS
0,33 0,28%* 0,28+0,16  0,33%0,35%*
0,35 0,30%* 0,42+0,14  0,43+0,52%*
NS NS NS NS
0,74 -0,81 0,05%0,01 -0,05+0,01
0,55 0,62 0,25%0,02 0,07+0,01
<0,01 <0,01 <0,01 <0,01
0,36 0,21*  0,015+0,01* 0,017+0,01*
0,35 0,27*  0,021£0,01* 0,019£0,01*
NS NS NS NS
-0,26* 0,30%* 1,1+1,25% 1,2+1,3%*
-0,29* 0,26%* 0,9+1,1%* 1,1+1,5%
NS NS NS NS
0,21* -0,52  12,14%14,3*%  -25,5+5,6
0,22%* -0,31  13,12+12.4% -7,7£5.4
NS <0,01 NS <0,01
0,24* 0,32 0,4+0,32 0,6+0,32
0,54 0,49 1,3+0,3 0,8+0,29
<0,01 <0,05 <0,01 NS
0,31%* 0,29%* 1,1+0,9* 1,3+1%*
0,49 0,23%* 0,9+0,27 1,1£1,2%
<0,01 NS NS NS
-0,42 0,29%* -3,08+1,2 2,442 5%
0,32 0,22% 3,02+1,9 2,4+2,6%
<0,05 NS <0,01 NS

*korelacija/regresija nije statisticki znacajna

Tabela 8 prikazuje da su ukupni bilirubina 1 AST bili u pozitivnoj korelaciji (p>0,05) sa

haptoglobinom 1 TNF-o0, dok je korelacija aktivnosti AST sa koncentracijom TNF-a bila
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statistiCki znaCajna (p>0,01), samo u oglednoj grupi krava. Regresiona analiza pokazuje znacajno
slabiji porast nabrojanih zavisnih promenljivih sa porastom vrednosti koncentracija haptoglobina
1 TNF-a kod krava kojima je aplikovan ketoprofen, odnosno promene su intenzivnije kod krava u
kontrolnoj grupi. Takode, zabelezena je negativna korelacija (p>0,01) koncentracije holesterola i
triglicerida sa TNF-a. U odnosu na kontrolnu grupu krava, regresiona analiza tretiranih Zivotinja
je pokazala signifikantno nize (p>0,01) opadanje vrednosti holesterola i triglicerida u funkciji
koncentracije TNF-a.

Negativna korelacija (p>0,05) koncentracije glukoze sa koncentracijom IL-1a 1 TNF-a je
bila manje izrazena u oglednoj grupi krava, u odnosu na kontrolnu grupu. Takode, u odnosu na
kontrolnu grupu, regresiona analiza opadanja koncentracije glukoze u funkciji koncentracije
TNF-a je bila signifikantno niza (p>0,01), kao i u funkciji koncentracije IL-1a (p>0,05) (Tabela
8).

Pozitivna korelacija (p>0,05) koncentracije uree je utvrdena sa TNF-0, a promena
koncentracije uree u funkciji TNF-a je manje izraZzena u oglednoj grupi, u odnosu na kontrolnu
grupu krava. Takode, postoji pozitivna korelacija (p>0,01) koncentracije kalcijuma sa IL-1a 1
IFN-y. Regresiona analiza pokazuje da sa porastom koncentracije kalcijuma statisticki znacajno

raste IL-1a (p>0,01), ali 1 TNF-a (p>0,05) (Tabela 8).
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5.4. Uticaj ketoprofena na proizvodnju mleka kod krava

Primena ketoprofena kod krava tokom rane laktacije je dovela do zna¢ajanog povecanja
proizvodnje mleka. Krave kojima je aplikovan ketoprofen, tokom tri dana posle teljenja, u
laktiraju¢em periodu od 305 dana su dale prosecno 7960470 L mleka, Sto je znacajno viSe u
odnosu na kontrolnu grupu (7350£480 L) (Slika 28). Poredenjem ukupne proizvodnje mleka
ogledne i kontrolne grupe krava ustanovljeno je da je ovaj parametar ve¢i kod krava tretiranih
ketoprofenom (93004495 L mleka) u odnosu na netretirane krave (8550490 L mleka).

Odnosno, ketoprofen povecava koli¢inu mleka za 8,3% u poredenju sa kolicinom dobijenom

tokom standardne laktacije kod tretiranih krava (Slika 28).
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6. DISKUSIJA
6.1. Uticaj ketoprofena na metabolicke promene kod krava u ranoj laktaciji

U nedelji posle partusa dolazi do povecanja koncentracije NEFA 1 BHB u krvi kao
rezultat energetskog deficita 1 promena u hormonskom statusu kod krava (Bertoni i sar., 1998;
Drackley i sar., 2005). Ove promene dovode do poveéanja lipogeneze i ketogenze u jetri, dok
visoke koncentracije BHB u krvi smanjuju stopu B-oksidacije i glukoneogeneze (Bobe, 2004).
Povecana lipidna mobilizacija i1 ketogeneza tokom perioda rane laktacije dovode do brojnih
promena u metaboli¢koj adaptaciji kod krava i do nastanka razlicitih peripartalnih bolesti.
Kljucni parametri su grani¢ne vrednosti koncentracije NEFA (0,5-0,7 mmol/L) i BHB (0,9-1,2
mmol/L), iznad kojih zna€ajno raste rizik za smanjenu metaboli¢ku adaptaciju i nastanak bolesti
(Ospina i sar., 2010; Chapinal 1 sar., 2012).

U nasim istrazivanjima je naden znacajan porast koncentracije NEFA i BHB kod krava u
prvoj i drugoj nedelji posle partusa, ali su zanacajno nize vrednosti zabelezene kod krava kojima
je aplikovan ketoprofen. U prvoj nedelji posle partusa, koncentracije NEFA ogledne i kontrolne
grupe su utvrdene u vrednosti od 0,58+0,08 mmol/L i 0,76+0,1 mmol/L, a u drugoj nedelji te
vrednosti su bile 0,49+0,09 mmol/L i 0,6+0,12 mmol/L (Slika 3). Zabelezene vrednosti BHB
ogledne i kontrolne grupe u prvoj nedelji posle teljenja su 0,63+0,15 mmol/L i 0,88+0,12
mmol/L), a u drugoj nedelji te vrednosti su 0,86+0,14 mmol/L i 1,05+0,13 mmol/L (Slika 4).
Poznato je da je lipidna mobilizacija najintenzivnija u prvoj nedelji posle partusa, a ketogeneza u
drugoj nedelji, Sto je saglasno rezultatima nasih istrazivanja (Herdt, 2000; Contreras i Sordillo,
2011; Nowroozi i sar., 2011) (Slika 3 i 4). Nastale promene potvrduju nizu mobilizaciju masnog
tkiva kod krava tretiranih sa NSAIL 1 u skladu su sa rezultatima drugih autora (Trevisi 1 sar.,
2005). U istrazivanju Zentella i sar. (2002) je dokazano da NSAIL u izolovanim adipocitima
pacova inhibiSu stimulisanu lipolizu, smanjenim oslobadanjem masnih kiselina iz adipoznog
tkiva. Isti autori zakljucuju da su nastale promene posledica inhibicije lipolize koja je stimulisana
epinefrinom, ¢ime se objaSnjava uticaj NSAIL na koncentracije NEFA i BHB.

Kod visoko mle¢nih krava tokom prve faze laktacije, kao posledica lipidne mobilizacije,

moze do¢i do oStecenja jetre (Bobe i sar, 2004), praeno smanjenjem koncentracije pojedinih
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parametara u krvi, kao $to su ukupni proteini, albumini, glukoza i urea (West, 1990; DPokovi¢ i
sar., 2011). Bertoni i sar. (2008) zakljucuju da su kod krava u peripartalnom periodu, nize
koncentracije negativnih proteina akutne faze, ukljucujuéi i albumina, povezane sa smanjenom
funkcijom jetre. Prema istrazivanjima drugih autora (Sevinc i sar., 2003), uoc¢eno je da je nivo
albumina povezan sa oSteCenjem funkcije jetre, odnosno da je znacajno smanjen kod krava sa
umerenim 1 teSkim stepenom zamascenja jetre, u odnosu na zivotinje sa blagim stepenom
zamascenja, kao i u odnosu na kontrolnu grupu krava. Téthova i sar. (2008) su ispitujuci
koncentracije albumina u krvi krava u periodu od cetiri nedelje pre do Cetiri nedelje posle
partusa, zakljucili da su koncentracije ovog proteina bile nize u periodu posle partusa, u odnosu
na period pre partusa. Nasuprot ovim istrazivanjima, Pechova i sar. (2002) su ispitivali
koncentracije albumina u krvi krava u periodu dve nedelje pre do pet nedelja nakon partusa. U
ispitivanom periodu, zabeleZzene koncentracije albumina su bile ujednacene i u granicama
fizioloskih vrednosti.

Singh 1 sar. (2009) su i.v. aplikovali ketoprofen kravama u dozi od 3mg/kg, tokom pet
dana, posle partusa u cilju pracanja bezbednosti primene ketoprefena. Koncentracije
biohemijskih parametara su pracene na sam dan partusa i u narednih pet dana. U ispitivanom
periodu nisu zabeleZene signifikantne promene u koncentraciji albumina, nakon primene
ketoprofena. U istim eksperimentalnim uslovima, do sli¢nih rezultata su doSli Paresh i sar.
(2012), kada nisu utvrdene signifikantne promene u koncentraciji albumina ogledne i kontrolne
grupe krava. U naSim eksperimentima, zabeleZene poviSene koncentracije albumina u krvi krava
tretiranih sa ketoprofenom, takode tokom prve nedelje posle partusa nisu dostizale stepen
statistiCke znacCajnosti (Slika 7). Tokom druge nedelje posle partusa, u oglednoj grupi krava je
doslo do signifikantnog smanjenja koncentracije albumina (32+1,8 g/L), u odnosu na kontrolnu
grupu (31+1,7 g/L) (Slika 7). Nalazi koncentracije albumina u krvi kontrolne grupe krava su u
skladu sa nalazima drugih autora (Otto i sar., 2000; Dokovi¢ i sar., 2013a; Pokovi¢ i sar.,
2013b). Shodno navedenom, smanjenje koncentracije ukupnih proteina 1 koncentracije albumina
bi se moglo povezati sa smanjenom sintezom albumina u jetri tokom inflamacije (Zentella i sar.
2002). Nasuprot rezultatima navedenih autora, u ovom istrazivanju je doslo do povecanja nivoa
albumina u krvi krava tretiranih ketoprofenom, §to bi se moglo potencijalno povezati sa

antiinflamatornim efektom ketoprofena.
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Rezultati naSih istrazivanja pokazuju da koncentracija ukupnih proteina nije znacajno
odstupala u grupi krava koja je primala ketoprofen u odnosu na kontrolu grupu. Ipak, primecuje
se da kod krava koje su primale ketoprofen postoji visa koncentracija ukupnih proteina (Slika 6).
Tumacenje koncentracije ukupnih proteina u funckiji inflamacije je veoma slozeno, jer se u obzir
mora uzeti odnos pojedinih frakcija i koncentracija proteina akutne faze, $to ¢e biti diskutovano
u narednim poglavljima.

Prema podacima iz literature, u peripartalnom periodu se belezi povecana koncentracija
bilirubina (Djokovic i sar., 2014) i smanjena koncentracija holesterola (Itoh 1 sar., 1998). Naime,
poviSena koncentracija bilirubina se moze pripisati ketozi nastaloj tokom puerperijuma
(Moshage i sar., 1987), dok je smanjena koncentracija holesterola nastaje kao posledica
metaboli¢kih poremecaja (Djokovic i sar., 2014) i hepaticke lipidoze (Bobe i sar., 2004). U
ispitivanju kod pacova je utvrdeno da NSAIL mogu imati uticaj na eksperimentalno indukovanu
hiperlipidemiju, odnosno ovi lekovi znaajno smanjuju koncentraciju ukupnog holesterola,
triglicerida 1 lipoproteina male gustine (LDL) u plazmi (Kourounakis 1 sar., 2002). Rezultati
nasih istrazivanja pokazuju da ketoprofen prouzrokuje poveéanje koncentracije holesterola (Slika
9) i smanjenje koncentracije bilirubina (Slika 10) u drugoj nedelji posle partusa, u poredenju sa
kontrolom. Ovi rezultati su verovatno posledica manjeg dotoka NEFA i BHB u jetru, kao rezultat
nizeg stepena zamasScenja jetre, Sto se verovatno moze pripisati uticaju ketoprofena. U naSiim
istrazivanjima, aplikacija ketoprofena nije imala uticaj na koncentraciju triglicerida (Slika 14).

Prema podacima iz literature, niska aktivnost AST i ALT se belezi u krvi zdravih
zivotinja, dok je u periodu oko teljenja znacajno viSa (Geishauser i sar., 1999; Cavestany i sar.,
2005). Prema drugim literaturnim podacima (Tainturier i sar., 1984; Jacob i sar., 2001) takode je
uoceno povecanje aktivnosti AST tokom postpartalnog perioda kod krava, saglasno rezultatima
naSih istrazivanja (Slika 8). Nastale promene aktivnosti AST u oglednoj grupi krava ukazuju da
usled manjeg dotoka NEFA i BHB u jetri, kao rezultat niZzeg stepena zamasc¢enja jetre, dolazi do
smanjenja aktivnosti AST u prvoj i drugoj nedelji posle partusa, u odnosu na kontrolnu grupu
krava. Dobijene vrednosti za oglednu i kontrolnu grupu krava su u okviru referentnih vrednosti,
koje se prema Kaneko i sar. (1997) u plazmi mle¢nih krava za AST krec¢u u intervalu od 80-130
1J/L, odnosno za ALT 27+14 1J/L §to je u skldu sa rezultatima ovog istraZivanja (Slika 8 i 13).
Utvrdeno je da aplikacija ketoprofena nije uticala na promenu koncentracije ALT kod krava

(Slika 13).

61


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moshage%20HJ%5Bauth%5D
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014480002924494

Zorana Kovacevié¢ Doktorska disertacija

Kod krava sa visokim stepenom mobilizacije masti je utvrdena niza koncentracija
metabolita u serumu, kao Sto su glukoza, ukupni proteini, albumini i urea u odnosu na krave sa
niskim stepenom lipomobilizacije (Gonzalez i sar., 2011). Promene navedenih parametara su
pokazatelj funkcionalnog stanja jetre, a mogu biti i indikator masne infiltracije kod Zivotinja sa
visokim stepenom lipomobilizacije (West 1990; Adewuyi i sar., 2005). Naime, usled masne
infiltracije dolazi do smanjene sinteze uree, Sto Sto ima za posledicu smanjenu koncentraciju uree
u krvi krava posle teljenja (Hilary, 1990). Shodno navedenom, rezultati naSih istrazivanja su u
saglasnosti sa rezultatima drugih autora (Hilary, 1990; Celeska i sar., 2015) (Slika 12).

U naSim istrazivanjima, u svim ispitivanim terminima, kod tretiranih krava su zabelezene
viSe vrednosti glukoze, signifikantno viSe u prvoj nedelji posle partusa (2,65+0,49 mmol/L), u
odnosu na kontrolnu grupu (2,15+0,43 mmol/L) (Slika 5). Prema Samanc i sar. (1993) proseéna
glikemija posle teljenja iznosi 2,41 mmol/L. Bertoni i sar. (2004) su utvrdili da aplikacija lizin
acetil-salicilata tokom prvih 5 dana laktacije dovodi do smanjenja koncentracije glukoze, §to je
prema istim autorima verovatno posledica iskoriS¢avanja glukoze od strane tkiva, pogotovo
mlecne zlezde. Do sli¢nih rezultata su dosli i Farney i sar. (2013a), kada je primena salicilata
dovela do smanjenja koncentracije glukoze u krvi tretiranih zivotinja. Nastale promene autori
pripisuju smanjenju insulinske rezinstencije i pove¢anom iskori§¢avanju glukoze od strane ¢elija.

Rezultati naSih istrazivanja pokazuju da ne postoji statisticki znacajna razlika u

koncentraciji jona kalcijuma i fosfora izmedu ogledne i kontrolne grupe krava (Slika 11 1 15).

6.2. Uticaj ketoprofena na inflamatorne i hematoloSke parametre kod krava u ranoj laktaciji

U dosadasnjoj literaturi, ispitivanje antiinflamatornog delovanja ketoprofena je vrSeno
kod krava u razli€itim uslovima. Dokazano je da primena ketoprofena prilikom hirurSkog
zahvata fistule kod krava olakSava postoperativni tok (Nathalie i sar., 2014). U istrazivanju
drugih autora (Banting i sar., 2008) je potvrden antiinflamatorni efekat posle oralne i i.m.
primene ketoprofena kod krava sa mastitisom izazvanog endotoksinom. U sli¢nim istraZivanjima
(Shpigel i sar., 1994; Drackley, 1999), kod mle¢nih krava je utvrden znafajno poboljSan
oporavak kod klini¢kog mastitisa nakon primene ketoprofena, ukazuju¢i da ovaj lek suzbija

zapaljenske procese.
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Dokazano je da se koncentracija haptoglobina, kao inflamatornog indikatora kod goveda
(Skinner i sar., 1991) povecava tokom akutne infekcije (Burtis i Ashwood, 1999) ili posle traume
(Fisher 1 sar., 2001; Earley i Crowe, 2002), tokom mastitisa (Heegaard 1 sar., 2000; Ohtsuka i
sar., 2001; Gronlund i sar., 2003), kao i posle razlicitih inflamatornih oboljenja (pneumonija,
peritonitis i apces) (Alsemgeest i sar., 1994; Heegaard i sar., 2000). Takode, utvrdeno je da su
koncentracije haptoglobina znacajno povecane tokom ranog postpartalnog perioda (do 10 nedelja
posle partusa) u poredenju sa kravama u kasnijem postpartalnom periodu (Ametaj i sar., 2005;
Kovac i sar., 2009). Do sli¢nih rezultata su dosli i drugi autori (Uchida i sar., 1993; Ametaj i sar.,
2005; Kovac i sar., 2009), koji su zabelezili povecanje koncentracije haptoglobina i serum
amiloida A tokom perioda rane laktacije. Takode, Uchida 1 sar. (1993) uocili da se kod krava na
samom partusu javljaju viSe koncentracije haptoglobina, nego pre i posle partusa.

S obzirom da je u tranzicionom periodu Cesta pojava inflamacije, upotreba NSAIL u cilju
suprimiranja ovog procesa je ispitana od strane mnogih autora (Bertoni i sar., 2004; Trevisi 1
Bertoni, 2008; Farney i sar., 2013a; Farney i sar., 2013b; Priest i sar., 2013). U naSim
istrazivanjima je zabelezeno da aplikacija ketoprofena kravama tokom tri dana posle partusa
dovodi do signifikantnog smanjenja koncentracije haptoglobina u oglednoj grupi krava u odnosu
na kontrolnu, u prvoj i drugoj nedelji posle partusa (Slika 23). Naime, rezultati nasih istrazivanja
su u skladu sa rezultatima drugih autora (Bertoni i sar., 2004; Trevisi i1 sar., 2005). U
istrazivanjima navedenih autora je utvrdeno smanjenje koncentracije haptoglobina nakon i.m.
primene lizin acetil-salicilata (LAS), odnosno acetilsalicilne kiseline, 5 dana posle partusa.

Fibrinogen, kao i haptoglobin, predstavlja jedan od pozitivnih proteina akutne faze.
Koncentracija ovog proteina se povecava tokom odgovora u akutnoj fazi (Hayes, 1994), odnosno
tokom inflamacije (McSherry i sar., 1970). Jeremejeva i sar. (2015), tokom prve i druge nedelje
posle partusa kod krava sa akutnim puerperalnim metritisom su zabeleZili povecanje
koncentracije fibrinogena, u odnosu na klini¢ki zdrave Zivotinje. Aplikacija ketoprofena u naSim
istrazivanjima je dovela do znacajnog smanjenja koncentracije fibrinogena u drugoj nedelji posle
partusa, Sto se moze pripisati antiinflamatornom efektu leka (Slika 24).

Povecana koncentracija proinflamatornih citokina karakteristi¢na za period rane laktacije
moze u znaajnoj meri da utiCe na metaboli¢ko prestrojavanje, potenciraju¢i nastanak

metaboli¢kog stresa, lipidne mobilizacije i ketogeneze (Sordillo i sar., 2009). U mnogim
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istrazivanjima je dokazano da su citokini odgovorni za aktivaciju imunoloskih ¢elija, kao i da
predstavljaju indikatore inflamatornih promena u organizmu (Ishikawa i sar., 2004).

Kao i ostali citokini i TNF-o nastaje kao odgovor na invazivne stimuluse (Underhill i
Ozinsky, 2002). Dokazano je povecanje koncentracije TNF-o u serumu tokom mnogih
inflamatornih oboljenja dijagnostikovanih kod krava u postpartalnom periodu (Hisaeda i sar.,
2001; Kim 1 sar., 2005; Sacchini i sar., 2012; Kasimanickam i sar., 2013). Ghasemi i sar. (2012)
su utvrdili vecu ekspresiju iRNK za TNF-a kod krava sa inflamatornim oboljenjima. Do sli¢nih
rezultata su dosli Fischer i sar. (2014), kada je zabelezena ekspresija gena za IL-1 i TNF-a bila
znacajno visa kod krava sa inflamatornim oboljenjem. U istraZivanju Franey i sar., (2013a;
2013Db) je zabeleZeno da oralna aplikacija aspirina u dozi od 1,95 g/L, sedam dana posle partusa,
dovodi do smanjenje koncentracije TNF-a. Do sli¢nih rezultata se doslo i u naSim istrazivanjima,
kada je utvrdeno da je aplikacija ketoprofena dovela do znac¢ajnog smanjenja koncentracije TNF-
o u prvoj 1 drugoj nedelji posle partusa (Slika 26).

Prema podacima iz literature, osim povecanja koncentracije TNF-a, kod krava sa
razli¢itim inflamatornim oboljenjima je utvrdeno povecanje koncentracije IL-1p (Kasimanickam
i sar. 2013). Do sli¢nih rezultata su dosli Herath i sar. (2009), kada su tokom pocetne faze
inflamacije zabeleZene poviSene koncentracije proinflamatornih citokina (IL-la ili IL-1B).
Takode, u nasim istraZivanjima se beleZe signifikantno viSe vrednosti IL-1f u kontrolnoj grupi
krava u prvoj i drugoj nedelji posle partusa, u odnosu na tretiranu grupu krava, §to potvrduje
antiniflamatorni efekat ispitivanog leka (Slika 25).

U ranoj fazi inflamatornog odgovora, pored povecane koncentracije TNF-a 1 IL-1,
(Herath i sar., 2009), beleZe se 1 povec¢ane koncentracije IFN-y (Hisaeda i sar., 2001; Sacchini i
sar., 2012), a §to ukljucuje 1 period rane laktacije kod krava (Schroder i sar., 2004). Heiser i sar.
(2015) su utvrdili da tokom perioda rane laktacije postoji povecana ekspresija gena za TNF-a i
IFN-y. U naSim istraZivanjima, antiinflamatorni efekat ketoprofena je potvrden smanjenom
koncentracijom IFN-y u prvoj i1 drugoj nedelji posle partusa (Slika 27).

Pored uticaja aplikacije ketoprofena na prethodno navedene parametre, u nasim
istrazivanjima, pracen je i uticaj na hematoloSke parametre. Prema podacima iz literature
(Klinkon i Zadnik, 1999; Sattar i Mirza 2009; Mirzadeh 1 sar., 2010; Belic i sar., 2010; Belic i
sar., 2011), kod krava kao odgovor na inflamaciju tokom peripartalnog perioda je smanjen broj

eritrocita i koncentracija hemoglobina (Morceau i sar., 2009). Shodno rezultatima naSih
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istrazivanja, vrednosti navedenih parametara su nakon primene NSAIL signifikantno viSe u prvoj
i drugoj nedelji posle partusa (Slika 16 i 17) (Trevisi i sar., 2005).

Dokazano je da trombociti imaju viSestruku ulogu u procesu hemostaze i tromboze, kao i
u drugim fizioloskim ili patoloskim procesima ukljucujuéi inflamaciju, malignitet i imunoloski
odgovor (McNicol i Israels, 2008). Povecane vrednosti srednje zapremine trombocita su
utvrdene kod Zivotinja sa akutnim peritonitisom (Kamal, 2011). U naSim istrazivanjima je
zableZen pad u koncentraciji srednje zapremine trombocita kod tretiranih krava, Sto se moze
povezati sa antiinflamatornim efektom ketoprofena (Slika 22).

Prema podacima iz literature, krave sa povecanom lipidnom mobilizacijom i
ketogenezom, kao i smanjenjenom koncentracijom glukoze, imaju znatno viSe vrednosti
inflamatornih medijatora, poput neutrofila i limfocita (Mirzadeh i sar., 2010; Belic i sar., 2011).
In vitro je dokazano da acetilsalicilna kiselina ima stimulativno delovanje na imunoloski sistem,
odnosno ¢ak 1 u veoma niskim koncentracijama ubrzava procese fagocitoze govedih neutrofila
(Paape i sar. 1991; Bas i sar., 1998). U naSim eksperimentima, antiinflamatorni efekat
ketoprofena u prvoj i drugoj nedelji posle partusa je potvrden smanjenjem broja neutrofila (Slika
20) i limfocita (Slika 19).

Poznato je da tokom procesa inflamacije, na mesto infekcije prvi dospevaju neutrofilni
granulociti (Girard, 2003). Apoptoza neutrofila ima vaznu ulogu u eliminaciji neutrofila sa mesta
inflamacije (Kam i Ferch, 2000). Nemogu¢nost neutrofila da se podvrgnu ovom obliku Celijske
smrti dovodi do poveCanog oStecenja tkiva i smanjenog inflamatornog odgovora. In vitro,
dokazano je da primena aspirina dovodi do smanjenja broja neutrofila i inhibicije apoptoze
(Vasilev 1 sar., 2006). U naSem istrazivanju, primena ketoprofena je dovela do pada broja
neutrofilnih granulocita u drugoj nedelji posle partusa, §to se moze pripisati antiinflamatornom

efektu ovog leka, kao i inhibiciji apoptoze (Slika 20).
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6.3. Ispitivanje relacije metabolic¢kih i inflamatonih parametara u funkciji upotrebe

ketoprofena

Prema podacima iz literature (Goff, 2006b; Calder, 2008; T6thova i sar., 2014a) poviSene
koncentracije NEFA predstavljaju rizik za nastanak mnogih inflamatornih oboljenja u
peripartalnom periodu kod mle¢nih krava. Prema nekima autorima (Bernabucci i sar., 2005;
Sordillo i sar., 2009), povisene koncentracije NEFA su u direktnoj vezi sa povisenom
incidencom sistemskih inflamatornih stanja, odnosno sa nastankom zdravstvenih poremecaja
tokom tranzicionog perioda. Usled povecanja akumulacije masti u jetri kod krava tokom
postpartalnog perioda javlja se odgovor proteina akutne faze (Ametaj i sar., 2005). Dokazano je
da je visa koncentracija NEFA, koja ukazuje na vi$i stepen mobilizacije lipida, povezana sa
povecanom koncentracijom haptoglobina kod krava tokom ovog perioda (Katoh and Nakagawa,
1999; Stengirde i sar., 2008; Kovac i sar., 2009; Téthova i sar., 2014a). U nasim istraZivanjima,
aplikacija ketoprofena kravama utiCe na slabljenje veze izmedu lipidne mobilizacije
(koncentracija NEFA) i procesa inflamacije (koncentracija haptoglobina) (Tabela 7).

Pored NEFA, utvrdeno je i da postoji snazna veza izmedu koncentracije BHB i proteina
akutne faze, kod krava posle teljenja (Tothova i1 sar., 2014a). Kovac i sar. (2009) su uocili da
postoji pozitivna korelacija izmedu koncentracija BHB i haptoglobina, kod krava tokom perioda
rane laktacije. Rezultati ovih autora idu u prilog ¢injenici da se kod krava tokom ovog perioda
postoji odgovor proteina akutne faze, odnosno da postoji veza izmedu medijatora inflamatornog
odgovora i indikatora energetskog metabolizma. Rezulati naSih istraZivanja su potvrdili
pozitivnu korelaciju izmedu pokazatelja ketogeneze (koncentracija BHB) i procesa inflamacije
(koncentracija haptoglobina). Medutim, korelacija izmedu ovih parametara je znacajno slabija u
oglednoj u odnosu na kontrolnu grupu krava (Tabela 7).

Contreras 1 sar. (2010) ukazuju da promene u koncentraciji i sastavu plazme direktno
uti¢u na funkciju leukocita zbog promene sastava c¢elijske membrane krvnih ¢elija. Prema tome,
nize koncentracije leukocita kod krava sa viSim koncentracijama NEFA u istraZivanju ovih
autora, mogu biti uzrokovane promenama u sadrzaju lipida u krvi tokom perioda lipidne
mobilizacije. Promene u funkciji leukocita tokom peripartalnog perioda su povezane sa istim

metabolickim 1 endokrinim peripartalnim dogadajima, kao Sto su promena koncentracije NEFA 1
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holesterola u serumu (Gilbert i sar., 1993; Kaneene i sar., 1997). Ovi autori su zakljucili da
stepen peripartalnih promena u koncentraciji NEFA direktno ili indirektno zavisi od stepena
smanjenja funkcije leukocita. Naime, utrvdeno je da krave sa prekomernom lipidnom
mobilizacijom i ketogenezom (NEFA i BHB) imaju znatno veéu vrednost inflamatornih
medijatora, poput neutrofila i limfocita (Mirzadeh i sar., 2010; Belic i sar., 2011). Suprotno,
Hoeben i sar. (2000) su kod krava u peripartalnom periodu, utvrdili negativnu korelaciju izmedu
leukocita i koncentracije BHB i NEFA. U naSim istrazivanjiam je utvrdena pozitivna korelacija
koncentracije NEFA 1 broja leukocita u oglednoj i kontrolnoj grupi krava. Intezitet ove veze
opada usled primene ketoprofena (Tabela 7). Isto tako, rezultati naSih istrazivanja ukazuju na
postojanje pozitivne korelacije izmedu koncentracije BHB i broja leukocita. Intezitet ove relacije
signifikantno opada u oglednoj grupi krava, u odnosu na kontrolnu. Dobijeni rezultati ukazuju na
¢injenicu da sa aplikacijom ketoprofena smanjuje intezitet lipidne mobilizacije, kao i ketogeneze,
Sto ima za posledicu i smanjenje inteziteta inflamacije.

Sattar 1 Mirza (2009) su utvrdili da krave tokom peripartalnog perioda imaju smanjenje
koncentracije hemoglobina i smanjen broj eritrocita. Prema drugim literaturnim podacim
znacajno nize koncentracija hemoglobina su utvrdene i u krvi ketoznih krava (Belic i sar, 2010).
Saglasno rezultatima naSih istraZivanja, utvrdeno je da postoji negativna korelacija izmedu
koncentracije BHB 1 hemoglobina u oglednoj i1 kontrolnoj grupi krava (Tabela 7).

Kushibiki i sar. (2002) navode da primena TNF-o kod eksperimentalnih Zivotinjama,
dovodi do povecane proizvodnje proteina akutne faze, ali 1 povecanog oslobadanjem NEFA iz
masnog tkiva u cirkulaciju. Prema tome, viSe koncentracije NEFA u krvi se mogu povezati sa
aktivacijom imunoloskog sistema, $to je u saglasnosti sa rezultatima nasih istrazivanja. Shodno
navedenom, u nasim ispitivanjima je zabelezena pozitivna korelacija izmedu koncentracije TNF-
a i NEFA u oglednoj i kontrolnoj grupi krava. Naime, intezitet ove korelacije je jace izraZen u
grupi krava kojoj je aplikovan ketoprofen u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 7).

Seifi 1 sar. (2007) su ustanovili da kod krava posle teljenja postoji pozitivna korelacija
izmedu koncentracije NEFA 1 BHB, odnosno da sa povecanjem inteziteta lipidne mobilizacije
dolazi do povecanja inteziteta procesa ketegoneze. Medutim, u naSim istraZivanjima je sa
porastom koncentracije NEFA doSlo do manjeg porasta koncentracije BHB usled aplikacije
ketoprofena, odnosno povecanjem inteziteta lipomobilizacije je doslo do smanjenja inteziteta

procesa ketogeneze (Tabela 6). Rezultati naSih istraZivanja su pokazali da je primena
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ketoprofena kravama tokom perioda rane laktacije signifikantno uticala na ucestalost nastanka
intenzivne lipidne mobilizacije i ketogeneze. Kod tretiranih krava, pojava intenzivne lipidne
mobilizacije je bila 2,4 puta manja, a ketogeneze 2 puta, u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja.
Naime, u kontrolnoj grupi Zivotinja intenzivna lipidna mobilizacija i ketogeneza je nastala u
66,7% slucajeva (Tabela 5).

Prema podacima iz literature, kod krava sa intezivnom mobilizacijom masti je dokazana
smanjena sinteza IFN-y (Szuster-Ciesielska i sar., 1995). Do sli¢nih rezultata su dosli i drugi
autori (Lacetera i sar., 2005), kada je u peripartalnom periodu kod krava utvrdeno da povisene
koncentracije NEFA mogu imati uticaja na funkciju limfocita, odnosno smanjenu sintezu IgM i
IFN-y. U naSim istrazivanjima je utvrdeno da u oglednoj grupi krava izmedu koncentracija
NEFA i IFN-y postoji neznatno pozitivna korelacija. Takode, signifikantne korelacije pomenutih
parametara nisu utvrdene izmedu ogledne i kontrolne grupe krava (Tabela 7).

Seifi 1 sar. (2007) su ustanovili da kod krava posle teljenja postoji pozitivna korelacija
izmedu koncentracija NEFA 1 triglicerida. Medutim, u nasim istrazivanjima je dokazano da
intezitet ove veze slabi usled primene ketoprofena (Tabela 6). Prema rezultatima istrazivanja
Khovidhunkit i sar. (2004), dokazano je da TNF-a moze dovesti do smanjenja koncentracije
BHB u postpartalnom periodu kod krava. U naSim istrazivanjima je u oglednoj grupi krava
izmedu pomenutih parametara utvrdena negativna korelacija, ¢cime se potvrduje antiinflamatorni
efekat leka (Tabela 7).

U istrazivanju Gonzalez i sar. (2011) je dokazano da krave sa viSom lipidnom
mobilizacijom imaju niZe vrednosti ukupnih proteina, albumina, kao i uree u odnosu na krave sa
nizom lipidnom mobilizacijom. Do sli¢nih rezultata su dosli i drugi autori (T6thova i sar.; 2014b)
koji su ustanovili da promene u metabolizmu proteina karakteriSu snizene vrednosti ukupnih
proteina i albumina kod krava sa viSom koncentracijom NEFA. Nastale promene autori pripisuju
metaboli¢kim adaptacijama jetre u periodu rane laktacije. Naime, i drugi autori (Bertoni i sar.,
2008) su ustanovili da su nize koncentracije negativnih proteina akutne faze, ukljucujuéi i
albumin, povezane sa smanjenom funkcijom jetre. U na§im istrazivanjima nije utvrden znacajan
uticaj aplikacije ketoprofena na korelaciju izmedu koncentracije NEFA sa koncentracijama
ukupnih proteina 1 albumina (Tabela 6).

West (1990) u svom radu navodi da masna infiltracija u jetri moze da uti¢e na

koncentracije pojedinih komponenti krvi, uklju¢uju¢i smanjenje koncentracije glukoze, ukupnih
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proteina, albumina i uree. Medutim, korelacija koncentracije NEFA i glukoze u nasim
istrazivanjima znacajno slabi prilikom aplikacije ketoprofena. Naime, sa porastom koncentracije
NEFA intenzitet opadanja vrednosti glukoze i albumina znacajno je nizi kod krava ogledne
grupe (Tabela 6).

Adewuyi i sar. (2005) su utvrdili da pored konentracije proteina akutne faze, glukoze i
uree, u indikatore hepati¢ne funkcije su uklju€eni i enzimi. Utvrdeno je postoji negativna
korelacija izmedu aktivnosti AST i koncentracije NEFA (stepena lipomobilizacije) (Gonzales i
sar., 2011), dok drugi autori isti¢u postojanje pozitivne korelacije izmedu pomenuta dva
parametra (Pokovi¢ i sar., 2013b). U naSim istrazivanjima je utvrdena pozitivna korelacija
NEFA i AST. Naime, ova korelacija zna€ajno slabi prilikom aplikacije ketoprofena §to govori o
povezanosti izmedu stepena lipidne mobilizacije 1 indikatora hepati¢ne funkcije (Tabela 6).

U cilju odredivana incidence postapartalnih bolesti, kako bi se odredila povezanost
izmedu koncentracija NEFA, BHB, holesterola, kalcijuma i postpartalnih bolesti, utvrdeno je
postojanje negativne korelacije izmedu NEFA 1 kalcijuma tokom prve i druge nedelje posle
partusa (Sepulveda-Varas i sar., 2015). U naSim istrazivanjima korelacija izmedu navedenih
parametara je takode negativna, odnosno znacajno slabi prilikom aplikacije ketoprofena §to je
prikazano u Tabeli 6.

U istrazivanju koje su sproveli T6thova i sar. (2014b) je dokazano je da su metabolicke
promene povezane sa energetskim disbalansom i mobilizacijom masti, odnosno povezane sa
promenama u metabolizmu proteina i funkcionalnim statusom imunoloSkog sistema. Rezultati
ovih istrazivanja govore o jakoj vezi izmedu koncentracije NEFA, odnosno BHB i ukupnih
proteina i albumina tokom perioda rane laktacije. Takode, utvrdeno je postojanje negativne
korelacije izmedu koncentracije BHB 1 glukoze kod krava tokom perioda rane laktacije
(Gonzales 1 sar., 2011; DPokovi¢ 1 sar., 2013b). U naSim istraZivanjima sa povecanjem
koncentracije BHB intezitet veze sa koncentracijom glukoze je znacajno manji prilikom
aplikacije ketoprofena (Tabela 6).

U istrazivanju Pokovic 1 sar. (2013b) je utvrdeno postojanje negativne korelacije izmedu
BHB i triglicerida. Koncentracija triglicerida u serumu je znacajno niza kod ketoznih krava.
Naime, usled akumulacije triglicerida u jetri dolazi do sniZavanja njihove koncentracije u krvi.
Prema drugim istraZivanjima BPokovi¢ i sar. (2012), koncentracija triglicerida, ukupnog

holesterola i albumina je u negativnoj korelaciji sa koncentracijama NEFA i BHB. Prema nekim
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autorima se povecana kumulacija triglicerida i holesterola u hepatocitima ketoznih krava moze
pripisati smanjenoj sintezi VLDL (Holtenius, 1989; Sevinc i sar., 2003). U nasim istrazivanjima
je zabelezena pozitivna korelacija izmedu koncentracija NEFA i BHB sa koncentracijima
ukupnog holesterola u grupi krava kojima je aplikovan ketoprofen, dok su ove korelacije bile
negativne u kontrolnoj grupi (Tabela 6). Takode, rezultati nasih istrazivanja potvrduju negativnu
korelaciju izmedu triglicerida i BHB. Naime, opadanje vrednosti koncentracije triglicerida je
znac¢ajno manje u funkciji porasta BHB kod krava ogledne grupe (Tabela 6).

Prema podacima iz literature, u tranzicionom periodu je koncentracija albumina niza kod
ketoznih krava u odnosu na zdrave zivotinje. Nastale promene autori pripisuju smanjenoj sintezi
albumina usled masne infiltracije jetre (Jorritsma i sar., 2001; Lubojacka i sar., 2005). Do sli¢nih
rezultata su dosli 1 drugi autori, kada je zabelezena negativna korelacija izmedu koncentracije
BHB i albumina (Pokovi¢ i sar., 2012). Suprotno, u nasim istrazivanjima je zabeleZena pozitivna
korelacija kako u oglednoj, tako 1 u kontrolnoj grupi krava. Naime, aplikacija ketoprofena je
uticala da je opadanje vrednosti koncentracije albumina u funkciji porasta BHB znacajno manje
kod krava ogledne u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 6).

U istrazivanju West-a (1990) je utvrdena pozitivna korelacija izmedu koli¢ine lipida u
jetri i koncentracije ukupnog bilirubina u serumu. Pokovi¢ 1 sar. (2012) su potvrdili pozitivnu
korelaciju koncentracija ukupnog bilirubina ne samo sa hepaticnom steatozom, ve¢ i sa
koncentracijama NEFA i BHB. Takode, u ranoj laktaciji kod krava je utvrdena pozitivha
korelacija izmedu koncentracije NEFA 1 ukupnog bilirubina (Pokovi¢ 1 sar., 2013b), §to je u
saglasnosti sa rezultatima nasih istraZivanja. Medutim, intezitet navedene korelacije je znacajo
slabiji kod krava tretiranih ketoprofenom (Tabela 6).

Dokazano je da je tokom perioda rane laktacije koncentracija haptoglobina znacajno visa
kod krava sa viSim koncentracijama IL-1fB (Trevisi i sar., 2015). U istom istrazivanju je
zabeleZen jaci odgovor proteina akutne faze kod krava kod kojih su zabelezene viSe vrednosti IL-
1B. Tabela 8 pokazuje da je u naSim istraZivanjima utvrdena negativna korelacija izmedu
koncentracija haptoglobina i albumina u kontrolnoj i ogednoj grupi krava.

U istrazivanju Avki i sar. (2004), utvrdeno je povecanje koncentracije TNF-o u serumu
mle¢nih krava sa dislokacijom sirista, a zabeleZena je i1 albuminurija. S obzirom da je etiologija
dislokacije siriSta povezana sa inflamatornim procesima, rezultate ovih autora mozemo povezati

sa vrednostima dobijenih parametara u naSim istrazivanjima. Naime, zabelezena je negativna
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korelacija izmedu koncentracija TNF-a i albumina, odnosno pad vrednosti albumina u funkciji
koncentracije TNF-a je intenzivniji u kontrolnoj grupi u nasim istrazivanjima (Tabela 8).

Kod krava u peripartalnom period sa dijagnostikovanom dislokacijom sirista je utvrden
porast aktivnosti AST, kao i povecanje koncentracije haptoglobina (Klevenhusen i sar., 2015).
Tabela 8 pokazuje da je u naSim istrazivanjima takode utvrdena pozitivna korelacija izmedu
navedenih parametra. U istrazivanju Devrim i sar. (2012) je utvrdena pozitivna korelacija izmedu
koncentracija TNF-a i AST u plazmi krava kod kojih je dijagnostikovana dislokacija sirista.
Prema istrazivanju Zadnik-a (2003), nastale promene se mogu pripisati hepati¢koj lipidozi,
endotoksemiji 1 oStecenju hepatocita. Pozitivna korelacija izmedu TNF-a i AST je zabeleZena i u
naSim istrazivanjima kod kontrolne grupe krava, dok se ta veza gubi u grupi krava kojoj je
aplikovan ketoprofen (Tabela 8).

Calamari i sar. (2014) su utvrdili da se u plazmi krava sa kra¢im vremenom prezivanja
beleze nize koncentracije haptoglobina, ali i viSe vrednosti ukupnog bilirubina, u odnosu na
krave sa duzim vremenom prezivanja. Isti autori zakljuCuju da procesi inflamacije u
peripartalnom periodu mogu imati uticaja na koncentracije navedenih parametara. U nasSim
istrazivanjima je utvrdena pozitivna korelacija izmedu koncetracije haptoglobina i ukupnog
bilirubina, znacajno viSe izrazena u kontrolnoj u odnosu na oglednu grupu (Tabela 8).

Prema podacima iz literature, pozitivna korelacija izmedu koncentracija TNF-a i
ukupnog biluribina je zabeleZena u ispitivanjima kod ljudi, sa dijagnostikovanim hepatitisom C
(Ren i sar., 2009) i B (Wang i sar., 1999). U naSim istraZivanjima, koncentracija TNF-a i
ukupnog bilirubina je u pozitivnoj korelaciji, koja je bila viSe izrazena kod krava kojima je
aplikovan ketoprofen (Tabela 8).

U istrazivanju Bradford i sar. (2009) je utvrdeno da je subkutana aplikacija TNF-q,
tokom 7 dana, dovela do pojave dvostruko visih vrednosti triglicerida u jetri kod krava u periodu
kasne laktacije. Na osnovu izvrSenih ispitivanja autori zaklju¢uju da TNF-a ima vaznu ulogu u
patogenezetskim mehanizmima nastanka masne jetre kod krava. U ranijim ispitivanjima kod
glodara je dokazano da je primena TNF-a povezana sa povecanjem triglicerida u jetri (Feingold i
sar., 1989). Do sli¢nih rezultata su dosli 1 drugi autori (Pappo i sar., 1995), kada je utvrdeno da
primena TNF-a monoklonskih antitela dovodi do smanjenja koncentraciju ukupnih lipida, kao 1

triglicerida u jetri. Shodno rezultatima prethodno navedenih autora, u nasim istrazivanjima je
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zabelezena negativna korelacija izmedu koncentracija TNF-a i triglicerida, odnosno intezitet ove
korelacije slabi kod krava kojima je aplikovan ketoprofen (Tabela 8).

Dokazano je da se tokom tranzicionog perioda kod krava mogu javiti simptomi sli¢ni
dijabetesu tipa 2 usled rezistencije na insulin, Sto se karakteriSe poviSenim koncentracijama
NEFA, proteina akutne faze i citokina (pre svega TNF-a), ali i smanjenjem koncentracije
albumina, hemoglobina i holesterola (Ametaj i sar., 2005). Isti autori su zabelezili da kod krava u
peripartalnom periodu postoji negativna korelacija izmedu koncentracija TNF-a i holesterola, $to
je u saglasnosti sa nasim istrazivanjima, odnosno intezitet ove korelacije je slabiji u oglednoj
grupi zivotinja (Tabela 8).

Poznato je da tokom akutnog inflamatornog odgovora dolazi do kratkotrajne
hiperglikemije, a potom sledi dugotrajna hipoglikemija (Kushibiki 1 sar., 2000). U ispitivanju
kod junica sa dijagnostikovanim mastitisom je zabeleZzena promena u ekspresiji gena koji su
odgovorni za metabolicke procese u jetri, ukljucujuéi i smanjenu ekspresiju gena odgovornih za
sintezu glukoze (Jiang 1 sar., 2008). Dokazano je da TNF-a direktno utiCe na metabolicke
procese u jetri, pre svega na smanjenu proizvodnju glukoze (Kettelhut i sar., 1987). Heiser i sar.
(2015) su dokazali da tokom perioda rane laktacije postoji povecana ekspresija gena kako za
TNF-a, tako i za IFN-y. U naSim istrazivanjima je utvrdena negativna korelacija izmedu
koncentracije glukoze i proinflamatornih citokina (IL-1 i TNF-a). Medutim, intezitet ove
korelacije slabi usled aplikacije ketoprofena (Tabela 8).

Hilary (1990) je ustanovio da je smanjena sinteza uree u peripartalnom periodu posledica
masne infiltracije jetre. In vitro je dokazano da masna infiltracija umanjuje sposobnost
kultivisanih hepatocita da vrSe detoksikaciju amonijaka do uree (Strang i sar., 1998). U slicnim
ispitivanjima je dokazano da amonijak smanjuje sposobnost jetre da pretvara propionat u
glukozu (Overton i sar., 1999). U istrazivanjima Drackley i sar. (2001) masna infiltracija jetre je
povezana sa procesom smanjene glukoneogeneze. Do sli¢nih rezultata su dosli 1 drugi autori u
ispitivanju kod pacova, kada se povisene koncentracije TNF-o dovode u vezu sa masnim tkivom,
odnosno procesi inflamacije se mogu povezati sa prekomernom ishranom i infekcijom /stresom
(Morin 1 sar., 1998). Zhu i sar. (2000) su zabelezili u ispitivanju kod krava, neposredno posle
teljenja, da je koncentracija amonijaka u krvi u pozitivnoj korelaciji sa stepenom akumulacije

masti u jetri. Shodno navedenim literaturnim podacima, u naSim istrazivanjima je takode
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utvrdena pozitivna korelacija izmedu TNF-a 1 uree kako u kontrolnoj, tako i oglednoj grupi
krava. Intezitet nastalih promena je viSe izraZen u kontrolnoj grupi krava (Tabela 8).

Goff i sar. (1992) su dokazali da aplikacija IL-1B kravama moze dovesti do promene
metabolizma osteoklasta, odnosno mobilizacija kalcijuma iz koStanog tkiva moze biti
stimulisana sa ovim interleukinom. U istraZzivanjima drugih autora (Kimura i sar., 2006; Bertoni i
sar., 2008), kod krava u tranzicionom periodu sa teZim inflamatornim stanjem su dokazane nize
koncentracije kalcijuma u plazmi. U sli¢nim ispitivanjima, Trevisi i sar. (2015) takode bleze nize
koncentracije kalcijuma u plazmi u grupi krava sa tezim inflamatornim stanjem, odnosno najvise
koncentracije IL-1B su zabeleZene 35 dana pred partus. U naSim istrazivanjima je utvrdena
pozitivna korelacija izmedu koncentracija kalcijuma i IL-1p, posebno u oglednoj grupi krava
(Tabela 8). Shodno navedenim literaturnim podacima, pozitivna korelacija se moze dovesi u
vezu sa povec¢anom sintezom IL-1, odnosno pojacanom mobilizacijom kalcijuma.

U ispitivanju kod ljudi je dokazano da IFN dovodi do hiperkalcemije. Isti autori navode
da je IFN-B odgovoran za mobilizaciju kalcijumovih jona iz ekstracelularnih depoa, dok IFN-y
dovodi do mobilizacije kako intracelularnog kalcijuma, tako i do mobilizacije kalcijuma iz
ekstracelularnih depoa (Miyake i sar., 1989). U ispitivanjima kod krava tokom perida rane
laktacije (Kimura 1 sar., 2006; Bertoni i sar., 2008; Trevisi 1 sar., 2015) je dokazano smanjenje
koncentracije kalcijuma, odnosno povecanje koncentracije IFN-y. U naSim istraZivanjima je
uocena pozitivna korelacija izmedu ova dva parametra, odnosno kod krava tretiranih sa
ketoprofenom su zabelezene znacajno viSe vrednosti kalcijuma sa porastom koncentracije IFN-y

(Tabela 8).
6.4. Uticaj ketoprofena na proizvodnju mleka kod krava

Tokom perioda rane laktacije, u plazmi mle¢nih krava su utvrdene povecane
koncentracije NEFA i citokina, §to se moze dovesti u vezu sa inflamatornim odgovorom u jetri.
Shodno navedenom, pojacana sinteza masnih kiselina je usmerena prema sintezi triglicerida i
moze dovesti do smanjene glukoneogeneze i kontinuirane mobilizacije masnog tkiva (Bradford i
sar., 2009). Metabolicke promene mogu ograniciti snabdevanje mle¢ne zlezde neophodnim
materijama, smanjiti prinos mleka, odnosno uticati na produktivnost krava tokom laktacionog

perioda. Naime, Bertoni i sar. (2008) su ustanovili da inflamatorni procesi tokom perioda rane
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laktacije mogu imati uticaj na smanjenje funkcije jetre, kao i produktivnih i reproduktivnih
performanski. Cao i sar. (2001) su utvrdili da inflamatorni medijatori uti€¢u na razvoj mlecne
zlezde 1 mogu dovesti do smanjene produkcije mleka, tokom perioda laktacije. Beaton 1 sar.,
(2003) napominju da je inflamatorni put NF-xB udruZen sa smanjenim odgovorom na prolaktin i
smanjenom proizvodnjom [-kazeina.

Prema podacima iz literature, i.v. aplikacija fluniksin-meglumina, 2 i 24h posle partusa
(Duffield 1 sar., 2009), odnosno tokom tri dana posle partusa (Shwartz i sar., 2009), nije imala
uticaja na produkciju mleka. U slicnim istrazivanjima, Mainau i sar. (2014) su takode zakljucili
da parenteralna primena meloksikama i karprofen posle partusa nema uticaja na produkciju
mleka. Isto tako, Priest 1 sar. (2013) su utvrdili da aplikacija karprofena od 21. do 31. dana posle
teljenja nije uticala na produkciju mleka, a nastalu promenu autori odlozenoj aplikaciji leka.

Utvrdeno je da primena lizin acetil-salicilata u prvih 5 dana laktacije dovodi do
povecanja prinosa mleka (Bertoni i sar., 2004). Do istih rezultata su dosli 1 drugi autori (Trevisi i
Bertoni, 2008), posle primena aspirina, tokom pet dana nakon teljenja. Suprotno navedenim
ispitivanjima, primena natrijum-salicilata tokom prve nedelje laktacije nije dovela do povecane
produkcije mleka u posmatranom terminu od sedam dana. Naime, povecana produkcija mleka je
zabeleZena 21. dana laktacije (Farney i sar., 2013b).

Dokazano je da i.m. primena ketoprofena u dozi od 3 mg/kg t.m., neposredno 1 24 sata
posle partusa nema uticaja na prinos mleka, dok primena istog leka tri dana posle teljenja dovodi
do povecane produkcije mleka (Richards i sar., 2009). Isto tako, Newby i sar. (2013) su nakon
parenteralne primene ketoprofena u dozi od 3 mg/kg t.m., tokom tranzicionoog perioda,
zabeleZili ve¢i prinos mleka. U istrazivanju Carpenter i sar. (2016), trodnevna primena natrijum
salicilata i meloksikama tokom perioda rane laktacije je dovela do povecanja prinosa mleka sa 7
na 9%. Dobijeni rezultati su sli¢ni rezultatima naSih istrazivanja, gde je tokom perioda standarde
laktacije grupi krava koja je tretirana sa ketoprofenom zabeleZena produkcija mleka bila visa za

8,3%, u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 28).
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata istrazivanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije mogu se
formulisati slede¢i zakljucci:

1. Ketoprofen primenjivan parenteralno kod krava posle teljenja ublazava metabolicki
stres, tako Sto znaCajno smanjuje koncentraciju NEFA, BHB, ukupnog bilirubina i aktivnost
AST, u poredenju sa netretiranim kravama.

2. Ketoprofen primenjivan parenteralno znacajno smanjuje inflamatorne procese tokom
perioda rane laktacije kod krava u poredenju sa netretiranim, Sto je utvrdeno kroz znacajno
smanjenje koncentracije proteina akutne faze (haptoglobin, fibrinogen), proinflamatornih
citokina (TNF-a, IL-1a i IFN-y), broja neutrofila i limfocita i poveéanje broj eritrocita i
koncentracije hemoglobina.

3. Ketoprofen primenjivan parenteralno signifikantno smanjuje intezitet veze izmedu
metabolickih i inflamatornih promena kod krava posle teljenja.

4. Ketoprofen primenjivan parenteralno kod krava posle teljenja ima pozitivan uticaj na
proizvodnju mleka, odnosno zabeleZen je za 8,3% veci prinos mleka u standardnoj laktaciji u
poredenju sa netretiranim kravama.

Dobijeni rezultati istrazivanja ukazuju da primena ketoprofena prvog, drugog i treceg dana
posle teljenja kod krava povoljno utice na metaboli¢ke 1 inflamatorne promene nastale tokom
prve dve nedelje laktacije, tako da primena ketoprofena moZe biti indikovana u kontroli

inflamatornog odgovora tokom perioda rane laktacije.
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