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UTICAJ RAZLICITII—J DOZA PREPARTALNO APLIKOVANOG SELENA NA
SMANJENJE UCESTALOSTI ZAOSTAJANJA POSTELJICE KOD
VISOKOMLECNIH KRAVA

mr Miljan Veli¢kovic¢

Rezime
U radu su ispitivani efekti dodavanja razli€itih koli€ina selena (Se) u prepartalnom

periodu kod krava Ciji je porodaj indukovan preparatima prostaglandina F,a. Cilj je bio da
se utvrdi efekat Se na uCestalost zaostale posteljice (RP), oksidativni/antioksidativni sta-
tus, stepen opSteg stresa, uticaj na koncentraciju tireoidnih i steroidnih hormona, kao i da
se uporede vrednosti istih parametara kod Zivotinja sa i bez zaostale posteljice, nezavisno

od tretmana.

Ogled je izveden na trideset tri (33) krave HolStajn-Frizijske rase koje su metodom
slu€ajnog izbora podeljene u tri grupe kojima je jednokratno, intramuskulurno, apliciran
suplement natrijum selenita (NaSe) i tokoferol acetata (TAc) na sledeci nafin: kontrolna grupa
(n=9) nije dobijala suplement i sluZila je kao negativna kontrola; grupa 1 (n=11) je dobila 10
mg NaSe + 400 mg TAc; grupa 2 (n=13) je dobila 20 mg NaSe + 800 mg TAc, 21 dan pre
oCekivanog porodaja. Porodaj kod svih krava je indukovan sa PGF,, ali ne pre 275-og dana
graviditeta. Heparinizirana krv je sakupljana za odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze
(GPx), koncentracije Se, malondialdehida (MDA), tiroksina (T4), trijodtironina (T3),
kortizola, estradiola, progesterona, [-hidroksibutirata (BHBA) i aktivnosti glutamat
dehidrogenaze (GLDH).

Procenat zastupljenosti RP kod krava u grupi 1 opao je na 38,2%, a u grupi 2 na
30,8%, u odnosu na kontrolu (66,7%), kao posledica dodavanja Se. Koncentracija Se i
aktivnost GPx u krvi suplementiranih grupa bile su viSe u odnosu na kontrolu, ali se nisu
medusobno razlikovale, dok je koncentracija MDA kod suplementiranih krava bila znacajno
niza u poredenju sa kontrolom. Plazmatska koncentracija T4 bila je znacajno visa u grupi 1 u
poredenju sa kontrolom, dok se koncentracija T3 nije razlikovala izmedu grupa. Koncentracija
kortizola u grupi 2 bila je znaCajno niza u odnosu na kontrolu i grupu 1. Pritom, kod
nesuplementiranih Zivotinja nivo kortizola je neprekidno rastao u periodu od 12" pre do 12"
posle porodaja, dok se kod suplementiranih grupa nivoi nisu menjali. Koncentracije
progesterona i estradiola nisu reagovale na dodatak Se.

Plotkinje koje nisu razvile RP imale su znaCajno viSu koncentraciju Se i aktivnost
GPx u punoj krvi i, kao posledicu, zna€ajno nize koncentracije MDA u krvnoj plazmi u
odnosu na krave kod kojih je dijagnostikovana RP. Krave sa RP imale su znaCajno visu
koncentraciju progesterona u poredenju sa Zivotinjama bez RP, dok se nivoi ostalih
steroidnih hormona nisu razlikovali.

Plazmatska aktivnost GLDH i koncentracija BHBA kretale su se u fizioloskim
granicama.
Kljucne reci: krave, zaostala posteljica, selen, tironini, kortizol, estradiol, progesteron
Naucna oblast: Veterinarska medicina

UZa naucna oblast: Biohemija; Fiziologija reprodukcije



EFFECT OF DIFFERENT DOSES OF PREPARTALLY APPLIED SELENIUM
ON THE REDUCTION OF RETAINED PLACENTA INCIDENCE
IN HIGH-YIELD DAIRY COWS

Miljan Velickovi¢, MSc

Summary

This study analyzes the effects of pre-partal application of selenium (Se) to cows
whose parturition was induced using prostaglandine F2a. The goal was to determine the
effects of Se on the incidence of retained placenta (RP), oxidative/anti-oxidative status, level
of general stress, thyroid and steroid hormones, as well as to compare the above parameters
between cows with and without RP, independently of treatment.

The experiment was carried out on 33 Holstein-Friesian cows divided randomly into 3
groups. The treatment consisted of a single term i/m injection of sodium selenite (NaSe) and
tocopherol acetate (TAc), as follows: the untreated group (n=9) served as a negative control,
group 1 (n=11) recieved 10 mg NaSe + 400 mg TAc; group 2 (n=13) recieved 20 mg NaSe +
800 mg TAc, 21 days before the expected parturition. In all cows parturition was induced
using PGF2a, never before the 275th day of gestation. Heparinized blood was collected to
determine GPx activity, concentrations of Se, malondialdehyde (MDA), thyroxine (T4),
trilodothyronine (T3), cortisol, 17B-estradiol, progesterone, B-hydroxybutyrate (BHBA) and
glutamate dehydrogenase (GLDH) activity.

Percent of RP in group 1 was reduced to 38,2% and in group 2 to 30,2% compared to
control (66,7%) as a consequence of Se supplementation. Blood Se concentration and GPx
activity were higher in supplemented groups compared to the control, but did not differ
between groups 1 and 2; plasma MDA content was significantly lower in supplemented
groups compared to the control. Plasma T4 was significantly higher in group 1 compared to
the control, while T3 did not differ between groups. Plasma cortisol content was significantly
lower in group 2 compared to the control and group 1. In unsupplemented animals plasma
cortisol level constantly raised from 12h before to 12h after parturition, while in the
supplemented group it was unchanged. Plasma progesterone and estradiol levels were
unaffected by Se treatment.

Cows without RP had significantly higher blood Se concentration and GPx activity
and as a consequence lower plasma MDA content compared to cows with RP. Plasma
progesterone was higher in non-RP animals, while the concentration of other hormones did
not differ.

Plasma GLDH activity and BHBA concentrations were within physiological limits.

Keywords: cows, placental retention, selenium, thyronines, cortisol, estradiol, progesterone
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Objasnjenje skracenih oznaka koje su koris¢ene u radu

ACTH - adenokortikotropni hormon
ALT - alanin transaminaza

AST - aspartat transaminaza

BCS - ocena telesne kondicije
BHBA - B-hidroksibuterna kiselina
CL - zuto telo

CNS - centralni nervni sistem
COX - ciklooksigenaza

CPK - kreatin fosfokinaza

CRF - kortikotropin oslobadajuci
hormon

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina
GPx - glutation peroksidaza

ID - jodotironin dejodinaza

IFN - interferon

IL - interleukin

IU - internacionalna jedinica

LDH - laktat dehidrogenaza

LDL - lipoproteini male gustine
MAO - monoamino oksidaza
MDA - malondialdehid

MHC - glavni kompleks
histokompatibilnosti

MMP - matriks metaloproteinaza

NaSe - natrijum selenit

NEFA - neesterifikovana masna kiselina
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NRC - National Research Council
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PGF - prostaglandin

PMN - polimorfonuklear
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SDH - sorbitol dehidrogenaza
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T3/T4x100 - indeks aktivacije tireoidnih
hormona

T4 - tiroksin

TAC - tokoferol acetat

Th - pomocne T Celije

Trx - tioredoksin reduktaza



1. UvoD

Peripartalni period kod krava obuhvata period od 3 nedelje pre i 3 nedelje posle
porodaja. Tada nastaju mnogobrojne metabolicke i endokrine promene od kojih zavisi
zdravstveno stanje, proizvodni i reproduktivni rezultati. Nervni i endokrini sistem imaju
glavnu ulogu u regulisanju adaptacije metabolizma tokom peripartalnog perioda. Dolazi
do znacCajnih promena u hormonskom sistemu, Sto ima za cilj da se plotkinje pripreme za
nastupajuéu laktaciju, porodaj i nastavak reproduktivne funkcije. Pored nervnog i
endokrinog, vaznu ulogu u ovom periodu ima i imunski sistem (Bauman i Currie, 1980).

U poredenju sa drugim vrstama sisara, sve krave koje se otele imaju zadrZanu
posteljicu: viSe od ¥ krava izbace posteljicu za 6 ¢asova, a samo manji broj krava za 12 i
viSe Casova nakon porodaja. Ukoliko se posteljica ne izbaci do 12 Casova po porodaju
mogu da nastanu Stetni efekti u reprodukciji, proizvodnji mleka, poremecaji puerperijuma,
obolenje vimena i ekstremiteta, i posledicno tome, loSi rezultati osemenjavanja i
koncepcije i izluCenje iz zapata se povecCavaju (Eiler i Fecteau, 2007).

Prostaglandini imaju vaznu ulogu u porodaju jer ne utiCu samo na lutealnu
regresiju, veC ispoljavaju svoje dejstvo postpartalno, na proces odvajanja posteljice.
NarocCita uloga se pripisuje PGF,,. Krave sa zaostalom posteljicom sintetiSu znatno manje
PGF,, u ranom postpartalnom periodu. Indukcija porodaja danas nije metoda koja je
Siroko prihvacena u tehnologiji gajenja mlecnih krava, jer kao nuspojavu ima dramati¢no
poviSenje incidence zadrZavanja posteljice. Medutim, postoje odredene situacije kada je
ova procedura medicinski indikovana. Vremenski dirigovan porodaj omogucava zaStitu
plotkinje pri eventuanij pojavi poremecaja ploda, nadgledanje u cilju detekcije i korekcije
oteZanog porodaja, a samim tim i redukcije perinatalnog uginuca teladi.

Suplementacija selena na pocetku peripartalnog perioda pokazala se vrlo
efikasnom merom za smanjenje uCestaloti zaostajanja posteljice kod krava koje se
normalno tele, naroCito u oblastima koje su prirodno siromaSne selenom u hranivima.
Selen je esencijalni mikroelement za zdravlje ljudi i Zzivotinja koji ispoljava
antioksidantna, hemoprotektivna, antikancerogena, antiinflamatorna i antivirusna svojstva
(Surai, 2006; Papp i sar. 2007). Do sada je utvrdeno 30-40 selenoproteina preko kojih
selen ispoljava svoje bioloSke funkcije, a mnogi od njih su i detaljno ispitani. Medu njima

su najznacajniji glutation peroksidaza, jodotironin dejodinaza i tioredoksin reduktaza. U



Srbiji su zemljiste, Zitarice i kabasta hraniva siromasna u selenu u manjoj ili vecoj meri
(Mihailovi¢ i sar. 1991, 1992a; 1996a; Maksimovic i sar. 1991; Jovanovic i sar. 1998).

Najbolje proucena bioloSka uloga vitamina E je njegovo dejstvo kao cCelijskog
antioksidansa u lipidnim membranama. Posto je vitamin E antioksidans koji povecava
funkcionalnu efikasnost neutrofila, Stite¢i ih od oksidativnog oStecenja, nakon
intracelularne destrukcije ingestiranih bakterija, parenteralna aplikacija ovog vitamina se
koristi u preveniranju peripartalnih oboljenja kao $to su zaostala posteljica, endometritis i
KliniCki mastitis. Zajedno sa selenom, tokoferol ima znaCajnu ulogu u celularnom i
humoralnom imunskom odgovoru organizma (Hogan i sar. 1990). Deficit vitamina E
dovodi do degeneracije epitela u reproduktivnim organima. Zivotinje sa deficitom selena i
vitamina E imaju oslabljeni imunski odgovor prema infektivnim bolestima.

Malondialdehid (MDA) je jedan od glavnih metabolickih proizvoda peroksidacije
polinezasicenih masnih Kiselina poreklom iz Celijske membrane. Smer i dinamika promena
koncentracije MDA u plazmi su dobra mera efikasnosti antioksidativnog dejstva dodatog
selena i vitamina E.

Za odrZavanje graviditeta i poCetak porodaja od klju€ne vaznosti su hormoni
progesteron i estrogeni. Progesteron je neophodan za uspostavljanje i odrzavanje
graviditeta kod svih sisara. Progesteron inhibira i aktivnost NK Celija u materici i indukuje
pretvaranje ThO cCelija u Th2 Celije, kao i sekreciju citokina kao §to su IL-6 i IL-4 u
trofoblastima. Pored Zutog tela, manja koliina progesterona se sintetiSe u Celijama
trofoblasta u placentomima, i pretpostavlja se da je ta koliCina koja se stvori na feto-
maternalnoj vezi znaCajna za zastitu ploda od imunskog sistema majke (Hansen, 2007).

Neposredno pred porodaj koncentracija progesterona u krvnoj plazmi plotkinja
naglo opada, a estrogena raste. Za normalno sazrevanje i izbacivanje posteljice vazna je ne
samo koncentracija estrogena, vec i trajanje njegove sekrecije. Deficit estrogena dovodi do
smanjene aktivnosti leukocita, koji su zna€ajni elementi u procesu peroksidacije. Takode,
kao posledica deficita estrogena dolazi do smanjenja i koncentracije PGF,4 U toku teljenja
(Rasmussen i sar. 1996).

Glukokortikosteroidi igraju vaznu ulogu u mnogim fizioloSkim procesima
ukljucujuci stres, metabolizam i imunitet. Nivo kortizola za vreme graviditeta je relativno
nizak, sve do pred sam porodaj, kada nastaje porast njegove koncentracije u Kkrvi.
Koncentracija kortizola se povecava za vreme porodaja, kako kod krava sa normalnim

tako i kod onih sa teSkim porodajem (Hydbring i sar. 1999).



Tireoidni hormoni su znacajni za reprodukciju, pre svega zbog njihovog uticaja
na promet azotnih i energijom bogatih metabolita koji su neophodni za razvoj i pravilno
funkcionisanje reproduktivnog sistema (Hafez, 1975).

Koncentracija p-hidroksibuterne kiseline (BHBA), kao i neesterifikovanih
masnih kiselina (NEFA) u cirkulaciji su dobri pokazatelji adaptacije krava na negativni
bilans energije. | dok NEFA pokazuju stepen mobilizacije masti iz depoa, BHBA ukazuje
na status oksidativnog razlaganja (“'sagorevanja") masti u jetri, tj. na mogucu pojavu

ketoze (Lacetera i sar. 2004).



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Istorijat i znaCaj izuCavanja selena

Istorija izuCavanja selena je bila Sarolika i paradoksalna. U pocCetku selen se
smatrao toksi¢nim i kancerogenim, a zatim je utvrdeno da je esencijalan i da poseduje
antikancerogena svojstva.

Smatra se da je bioloske efekte selena prvi opisao Marko Polo 1295. godine na
svom proputovanju kroz Kinu (Barceloux, 1999). Zvanicno, selen je prvi otkrio Svedski
hemicar Jons Jakob Berzelius 1817. godine. On je identifikovao selen kao crveni talog na
zidu olovnih komora (cevi) prilikom proizvodnje sumporne kiseline (Tinggi, 2003). Selen
se nalazio u talogu zajedno sa telurom, i posto je telur dobio ime od latinske reci tellus Sto
znaCi Zemlja, Berzelius je nazvao novootkriveni element po Grékoj reci selene, §to znaci
mesec. Kao $to mesec ima svoju tamnu i svetlu stranu, tako i selen ima svoje “mracne”
toksiCne i “svetle” esencijalne osobine (Reilly, 1993). Prvobitna uloga (znaCaj) ovog
elementa je bila bojenje stakla. Kadmijum selenit je koris¢en za uklanjanje zelene boje i za
dobijanje rubin crvene boje stakla (Sunde, 1997).

Tridesetih godina proSlog veka opisana je alkalna bolest i bolest slepog teturanja
kod ovaca koje su konzumirale biljke koje su sadrzale veliku koliCinu selena. Tada se
smatralo da selen poseduje samo toksi¢na svojstva (Krehl, 1970).

Nakon drugog svetskog rata u pojedinim oblastima Amerike, Australije, Novog
Zelanda i Juzne Evrope opisana je nutritivna miopatija ili bolest belih misica kao posledica
ishrane Zivotinja hranivima siromasnim u selenu (Marier i Jaworski, 1983).

Sredinom dvadesetog veka nastavljena su istrazivanja o ulozi selena u bioloskim
organizmima. Tako je 1957. godine nakon Sto je Mills otkrio selenoenzim glutation
peroksidazu, utvrdeno da ovaj enzim metaboliSe vodonik peroksid i spre¢ava oksidativno
oStecenje Celija od delovanja slobodnih radikala. Medutim, uprkos Cinjenici da je selen
esencijalni mikroelement, smatralo se da su potrebe zivotinja za ovim mikroelementom
male i nije neophodno njegovo dodavanje u hrani, naroCito ako je prisutan vitamin E
(Jensen, 1999).

Danas se selen smatra esencijalnim mikroelementom za zdravlje ljudi i Zivotinja

koji ispoljava antioksidantna, hemoprotektivna, antikancerogena, antiinflamatorna i



antivirusna svojstva (Surai, 2006; Papp i sar. 2007). Ove njegove uloge se pripisuju tome
Sto je selen sastavni deo viSe od 25 proteina, gde ulazi u sastav polipeptidnog lanca kao
sastavni deo aminokiseline selenocistein. To je razlog da se nastavljaju istraZivanja o

njegovoj ulozi na bioloSke organizme.

2.2. Fizikohemijske osobine selena

Selen je hemijski elemenat sa atomskim brojem 34 i atomskom masom 78,96.
Pripada grupi VI A Periodnog sistema elemenata i nalazi se izmedu sumpora i telura u
grupi VI A, i arsena i broma u periodi 4. Ovoj grupi takode pripadaju i nemetali kao Sto su
sumpor i kiseonik. Selen se smatra metaloidom, jer nije ni metal ni nemetal po$to poseduje
osobine i jednih i drugih. U prirodi selen moZe biti ugraden u neorganske i organske
molekule. Neorganski selen se nalazi u razliCitim mineralima u obliku selenita, selenata i
selenida kao 1 u formi elementarnog selena, dok je organifikovani ugraden u

selenoaminokiseline i tzv. niskomolekulska jedinjenja sa selenom.

2.3. Selen u zemljistu

Zivotinje uzimaju selen preko biljaka koje ga apsorbuju iz zemlje u njegovoj
neorganskoj formi. Koli€ina selena u biljkama znatno varira u zavisnosti od regiona iz
kojeg potiCu. Koncentracija selena u zemljistu je prilino varijabilna i zavisi od mnostva
Cinilaca, a kre€e se u granicama od 0,1 do 2 ppm (Ganther, 1974). U zemljistu selen je
prisutan u obliku elementarnog selena, selenida, selenita, selenata i organski vezanog
selena (Marier i Jaworski, 1983). Vece koncentracije selena nalaze se u sedimentnim
stenama i Skriljcima, dok su niZze koncentracije selena karakteristicne za vulkanske stene,
granite, kreCnjake i peScare (Van Metre i Callan, 2001). Koncentracija selena u biljkama
varira, zato $to selen nije neophodan za njihov rast. Veée koncentracije se nalaze u
biljkama koje sporije rastu kao i kod onih koje imaju dublji korenov sistem (Raisbeck,
2000). Postoji nekoliko fizikohemijskih Cinilaca od kojih zavisi i dostupnost i
koncentracija selena u biljkama: pH zemlje, oksido-redukcioni potencijal i mineralni
sastav zemljiSta, ucCestalost primene i vrsta veStackih dubriva, koliCina padavina i
navodnjavanje (Combs i Combs, 1986), sezonske varijacije koje se odnose na prisustvo
manje koli¢ine selena u biljkama tokom proleca i u kiSnom periodu godine (Reilly, 1993).

Apsorpcija selena iz zemljista u biljke viSe zavisi od hemijskog oblika u kome se u
zemljistu nalazi nego od njegove koncentracije. Nizak pH i slaba aeracija zemljista Cine da

selen formira nerastvorljive komplekse sa gvozde-hidroksidom i postaje manje dostupan
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biljkama. Nasuprot tome, selen u alkalnom zemljistu je prisutan u formi selenata,
rastvorljiviji je i lakSe dostupan biljkama. Selenit stvara Cvrste veze sa gvozde oksidom i
aluminijum oksidom, pa je samim tim i manje rastvorljiv u zemljiStu bogatom ovim
jedinjenjima (Jacques, 2001).

Prisustvo vece koli¢ine sumpora kompetitivno smanjuje apsorpciju selena iz
zemljiSta. Smatra se da i fosfati kompetitivno snizavaju apsorpciju selena iz zemljista. To
objasnjava nisku koncentraciju selena u biljkama nakon primene nekih vrsta vestackih
dubriva (Terry i sar. 2000).

Nakon apsorpcije, distribucija selena u razlicitim delovima biljaka zavisi od: vrste,

faze rasta i fizioloSkog stanja biljke.

2.4. Selen u biljkama - geografska distribucija selena

u biljnim hranivima u svetu i Srbiji

Biljke se razlikuju od Zivotinja u odnosu na potrebe u selenu jer nije pokazana
njihova potreba za ovim mikroelementom. Medutim, selen moZe biti blagotvoran za rast
biljaka u niZim i Stetan u visokim koncentracijama (Pilon-Smits i sar. 2009).

Prisustvo selena u biljkama je od velikog znacaja jer su glavni izvor selena u hrani.
Primarni Cinilac koji utiCe na sadrzaj selena u biljkama je koliCina selena prisutna u
zemljiStu. Medutim, biljke se razlikuju po sposobnosti da preuzmu selen iz zemljista, te se na
osnovu toga mogu podeliti na: biljke koje akumuliraju i biljke koje ne akumuliraju selen
(Ganther, 1974).

Biljke koje akumuliraju selen, poznate su kao "indikatorske" jer imaju sposobnost
da apsorbuju veliku koliCinu selena. One se nalaze u selenifernim podrucjima, dok su
slabo zastupljene u podrucjima sa malom koli¢inom selena u zemljistu, pa otuda i naziv
"indikatorske biljke". Koncentracija selena u ovim biljkama se obi¢no krece izmedu 1000 i
3000 ppm (Underwood, 1971). Ovako visoka koncentracija nastaje zbog njihove
sposobnosti da apsorbuju nedostupne forme selena iz zemljista i pretvore ga u dostupne.
Nakon uginuéa ovih biljaka, selen se vraéa ponovo u zemlju ¢ime postaje dostupan za
druge biljke. Kada biljke akumuliraju selen iz zemljista, lako ga prenose iz korena u stablo
i iz stabla u reproduktivna tkiva. Nakon cvetanja dolazi do pove¢anog nakupljanja selena u
laticama, prasnicima i tuccima. Primeri "akumulatorskih" biljaka su Brazilski orah, biljke

roda Astragalus (Reilly, 1998), Brassicaceae i Asteraceae (Terry i sar. 2000).



Nasuprot njima, biljke koje ne akumuliraju selen ne sadrze veliku koliCinu selena
Cak iako se nalaze na selenifernom zemljistu. Koncentracija selena u njima je obi¢no
manja od 50 ppm (Shamberger, 1983a). Apsorbovani selen u ovim biljkama se obi¢no nalazi
u korenu pa je samim tim slabo dostupan Zivotinjama. Za to su primeri industrijske Zitarice i
trava (Jacques, 2001).

Biljke apsorbuju selen iz zemljiSta u formi selenita ili selenata i sintetiSu
selenoaminokiseline sa selenometioninom prisutnim u viSe od 50% u Zitaricama i selen-
metil-selenometioninom, selenocisteinom i selen-metil-selenocisteinom (Jacques, 2001).
PSenica najefikasnije deponuje selen u odnosu na druge vrste Zitarica (Lyons i sar. 2003;
Broadley i sar. 2006):

pSenica > pirinaC > jeCam > ovas > kukuruz

Utvrdeno je da se selenometionin deponuje najve¢im delom u zrnu i korenu, dok
su nize koncentracije ove aminokiseline nadene u stabljici i listovima (Schrauzer, 2003).
Najbogatiji izvor selena za ishranu ljudi je Brazilski orah (Bertholletia excelsa), koji sadrZi
selenometionin u najvecem procentu (Vonderheide i sar. 2002). Selen-metil-selenocistein
je glavna selenoaminokiselina u biljkama bogatim selenom, kao $to su beli luk, luk (crni),
cvetovi i mladice brokolija i praziluk (Whanger, 2002).

KoliCina selena u hranivima koja se koriste u ishrani zivotinja u mnogim zemljama
severne Evrope je na suboptimalnom nivou (0,03 - 0,12 mg/kg suve materije), Sto moze
imati negativne posledice po zdravlje i proizvodne sposobnosti Zivotinja, posebno visoko
produktivnih (Surai, 2002a).

U Srbiji su zemljiste, Zitarice i kabasta hraniva siromasna u selenu u manjoj ili
vecoj meri (Mihailovi€ i sar. 1991, 1992a; 1996a; Maksimovic i sar. 1991; Jovanovic i sar.
1998). Podrucja koja su izrazito deficitna u selenu su: SjeniCko-PeSterska visoravan u
Srbiji (Mihailovi¢ i sar. 1991), neki delovi Makedonije (Mihailovic i sar. 1996a) i PoZeSka
dolina u Hrvatskoj (Gavrilovi¢ i MateSi¢, 1986).

Ispitivanjem 158 uzoraka hraniva za ishranu Zivotinja (zrnastih i kabastih) sa
teritorije cele Srbije, utvrdeno je da je prose¢na koncentracija selena u njima iznosila 30,4
+ 27,6 pg/kg. Najniza koncentracija selena je utvrdena u hranivima poreklom sa PeSterske
visoravni, a najvisa u hranivima koja vode poreklo iz Vojvodine, u kojima je koncentracija

selena bila i do 2 puta viSa (Mihailovi¢ i sar. 1996). Pored toga, koliina selena u



hranivima poreklom iz Vojvodine je na donjoj granici minimalnih potreba za normalan

rast i proizvodnju Zivotinja (Jovanovic i sar. 1998).

2.4.1. Metabolizam selena kod zivotinja i ljudi

Metabolizam selena varira u zavisnosti od vrste Zivotinja. On se u znatnoj meri zbog
bakterijske fermentacije u buragu razlikuje kod preZivara u odnosu na monogastricne vrste.

Resorpcija selena se ne odvija u Zelucu, vec je mesto najvece resorpcije duodenum,
zatim jejunum i ileum (Daniels, 1996). Rezultati brojnih in vitro i in vivo ispitivanja na
raznim vrstama zivotinja su pokazala da se selenometionin (organifikovani selen) lako
resorbuje u intestinalnom traktu, i to i do Cetiri puta brZze u odnosu na resorpciju
selenocisteina (Wolffram i sar. 1989a). Takode, selenometionin se bolje apsorbuje od
selenita (Daniels, 1996). Medutim, resorpcija nije limitirajui Cinilac za njegovu
bioraspolozivost.

Cinioci koji najvise uti¢u na resorpciju i distribuciju selena u organizmu su:

- hemijski oblik selena,

- prisustvo drugih elemenata u obroku,

- status selena u organizmu,

- fiziolosko stanje organizma

- vrsta organizma (Lyons i sar. 2007).

Crvena krvna zrnca preuzimaju selenit za nekoliko minuta, redukuju ga do selenida
uz pomoc glutationa nakon Cega se ova prenosi u plazmu, selektivno vezuje za albumine i
prenosi do jetre (Suzuki i Ogra, 2002).

Postoji nekoliko tipova genetskih proteina za koje se vezuje selen: npr. albumin, a-
i B-globulini i lipoproteini. Vrsta proteina i distribucija selena u njima zavisi od vrste,
forme i doze cirkuliSuéeg selena (Whanger, 1998). Od ukupnog selena u plazmi zdravih
jedinki, oko 3% se nalazi u obliku lipoproteina, uglavnom LDL frakcije. Kod ljudi, selen
se u obliku selenometionina u eritrocitima uglavnom nalazi smeSten u hemoglobinu
(Schrauzer, 2000). Distribucija selena u organizmu zavisi od koliCine njegovog unosa. U
podruc¢jima sa smanjenim unosom selena najveci deo se nalazi u obliku selenocisteina u
sastavu selenoproteina P, dok je u podru¢jima sa njegovim povecanim unosom, u obliku
selenometionina, selen najvise prisutan u albuminskoj frakciji.

Organski selen, koji se pretezno nalazi u Zitaricama, sto¢noj hrani i ostalim
sastojcima hrane, uglavnom u formi selenometionina, metaboliSe se isto kao metionin. On

se resorbuje aktivnim transportom preko zida creva i deponuje najveéim delom u jetru i
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miSice. Ovaj sistem zahteva energiju za transport nasuprot koncentracionom gradijentu.
Posto metionin ne moze da se sintetiSe u organizmu Zzivotinja i ljudi, ubraja se u
esencijalne aminokiseline. Isto vaZi i za selenometionin, pa se zbog toga mora unositi
hranom (Jacques, 2001).

Skeletni miSi¢i su najznaCajniji depoi selena, sa oko 46,9% ukupnog selena u
ljudskom telu, a bubrezi deponuju oko 4% rezervi selena (Daniels, 1996).

Koncentracija selena u pojedinim tkivima se moze menjati zbog aktivnog
metabolizma razliCitih selenoproteina. PoluZivot glutation peroksidaze je oko 3 dana
(Sunde i sar. 1989), a 2-jodotironin dejodinaze 30-45 minuta (Curcio i sar. 2001), dok je
poluZivot selenoproteina P u plazmi 3-4 sata (Burk i Hill, 1994). Nivo selenoproteina u
razliCitim tkivima i organima je regulisan za vreme njegovog manjeg unosenja, pa se
smatra da postoji hijerarhija u raspodeli selena u zavisnosti od znacaja funkcije koju organ
obavlja (Patching i sar. 1999). Tako se u mozgu, reproduktivnom traktu i endokrinim
organima selen nalazi u vecoj koli€ini u odnosu na jetru, srce i skeletne misice.

Selen se eliminiSe iz organizma na tri naCina: preko gastrointestinalnog, urinarnog
trakta i preko pluéa. Nacin eliminacije selena iz organizma zavisi od vrste, hemijske
forme, koliCine unetog selena i drugih Cinilaca kao Sto je arsen (Combs i Combs, 1986b).
Pri adekvatnom unosu selen se uglavnom eliminise putem fecesa i urina, dok se
eliminacija preko respiratornog trakta odvija kada su unesene vece kolicine selena.

Selen se kod monogastri¢nih Zivotinja najvecim delom izluCuje urinom, i u uskoj je
korelaciji sa unosom putem hrane, te se smatra da urin ima ulogu u homeostazi selena
(Daniels, 1996). Sa druge strane kod preZivara se veci deo selena izluCuje fecesom. To se
objaSnjava time Sto se neorganski selen iz hrane u buragu prezivara pod dejstvom
mikroorganizama, redukuje u forme kao Sto su selenidi i elementarni selen, koji se ne
mogu resorbovati (Hakkarainen, 1993).

Bubrezi imaju ulogu u homeostazi selena. Eliminacija selena preko urina zavisi i
od stepena glomerularne filtracije, stoga je funkcionalna sposobnost bubrega veoma vazna
za njegovu eliminaciju. Najvazniji metabolit selena koji se izluCuje urinom jeste 1pB-
metilseleno-N-acetil-D-galaktozamin ili selenoSeCer B (Kobayashi i sar. 2002). Kod
povecanog unosa selena hranom povecava se i njegovo izluCivanje mokracom i obrnuto
(Behne, 1988).

Visak selena eliminiSe se preko pluca i pokazuje doznu zavisnost (Bopp i sar.
1982). Ukoliko se kod pacova unese potencijalno letalna doza selena u obliku selenita,
viSe od 60% unetog selena se eliminiSe preko pluéa, od ¢ega 70% u prvih Sest sati (Combs
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i Combs, 1986b). Respiratorni put eliminacije toksi¢nih doza selena je efikasan nacin.
NajznacCajniji proizvod selena koji se uklanja ovim putem je dimetilselenid (Bopp i sar.
1982). Ovaj proizvod ima karakteristiCan miris belog luka u izdahnutom vazduhu kod

trovanja selenom (Shamberger, 1983b).

2.5. BioloSke uloge selena
Selen poseduje mnostvo bioloskih funkcija: deluje kao antioksidans, ucestvuje u
razlicitim metaboli¢kim procesima i obezbeduje strukturnu podrsku unutar celija (Holben i
Smith, 1999). Do sada je utvrdeno 30-40 selenoproteina preko kojih selen ispoljava svoje
bioloSke funkcije, a mnogi od njih su detaljno ispitani (McKenzie i sar. 2002). Medu njima

su najznacajniji glutation peroksidaza, jodotironin dejodinaza i tioredoksin reduktaza.

2.5.1. Glutation peroksidaze (GPx)

Jos je 1957. godine Mills u eritrocitima goveda otkrio da pored katalaze postoji jo$
jedan enzim koji u prisustvu glutationa moZe da predupredi oksidativno razaranje
hemoglobina (Hb) izazvano vodonik peroksidom (H,O2). Ovaj enzim koji katalizuje

reakciju:

H,0,+ 2GSH - GSSG + 2H,0

ima sistemsko ime GSH : H,0,-oksidoreduktaza (E.C.1.11.1.9).

Glutation peroksidaze (GPx) su grupa enzima koji su znacajni za ispoljavanje
antioksidativne funkcije selena. Njihova glavna uloga je da katalizuju redukciju
vodonikovih i lipidnih peroksida i na taj naCin spreCavaju stvaranje reaktivnih
kiseonikovih vrsta (slobodnih radikala) koji mogu da oStete Celije (Surai, 2002). Takode,
GPx odrzava Celijski redoks potencijal i otuda ima znaCaj za muski genitalni trakt. Vazan
je i kao CistaC slobodnih radikala, modulator zapaljenskih i imunskih reakcija, kao i to da
je strukturna komponenta sperme i epididimisa (Drevet, 2006).

Najvisa enzimska aktivnost glutation peroksidaze dokazana je u eritrocitima i
endotelijumu, jer oni imaju i najveéi stepen metabolizma, a i membrane su im bogate
mnogobrojnim nezasi¢enim fosfolipidima (Nohl, 1984).

GPx je ukljuCena u metabolizam holesterola, sintezu prostaglandina, metabolizam
steroida i redukciji DNK peroksida (Nohl, 1984). Scholz i sar. (1981) su utvrdili znacaj
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Se-zavisne GPx za metabolizam ksenobiotina 1 endogenih toksina enzimskom
konjugacijom sa redukovanim glutationom.

Aktivnost ovog enzima drasticno se smanjuje pri deficitu selena i povecava pri
njegovom dodavanju; na taj nacin CineCi GPx relativno pouzdanim biomarkerom za
odredivanje statusa selena (Sunde, 2006).

Postoji sedam razli€itih izoenzima GPx koji su prisutni u vecini ¢elija u organizmu

(Sunde, 2000). Siri pregled enzimskih formi GPx i ostalih selenoproteina dat je u tabeli 1.

Tabela 1. Funkcija i distribucija primarnih selenoproteina (Holben i Smith, 1999; Gromer i
sar. 2005; Stawicki i sar. 2007)

Selenoprotein Lokalizacija Funkcija

Glutation peroksidaze (GPx):

GPx1 (celijska) Citosol vecine Celija (jetra, Metabolizam vodonik peroksida,

eritrociti) indikator statusa selena
GPx2 (GIT) Gastrointestinalni trakt, jetra Prva linija odbrane od unetih
lipidnih peroksida. Ukljucena u
apoptozu, proliferaciju celija
GPx3 SintetiSe se u bubrezima, a nalazi  Indikator statusa selena. Regulatorne

(ekstracelularna) u plazmi, mleku, crevima,

nadbubreznim zlezdama

Vezana za Celijske membrane,
testis, spermatozoide, pluca, srce,

funkcije vezane za oksidativni stres i
malignitet

Stiti od lipidne peroksidacije i
funkcija u metabolizmu eikozanoida.

GPx4 (Fosfolipid
hidroperoksid)

cerebelum Nedostatak GPx4 je letalna u ranom
embrionalnom razvoju
GPx5 Epididimis Izoforma koja ne sadrZi selenocistein
GPx6 Olfaktorni epitel, embrionalno Moguéa uloga vida
tkivo, Bowmanove Zlezde
GPx7 Tkivo mleCne Zlezde Odbrana od tumora mlecne Zlezde.
Izoforma Kkoji ne sadrZi selenocistein
Jodotironin dejodinaze (ID):
Tip | Jetra, bubrezi, Stitasta Zlezda, Pretvaranje T4 u T3
hipofiza
Tip Il Mozak, hipofiza, Stitasta Zlezda, Intracelularna sinteza T3
masno tkivo
Tip I Mozak, posteljica, materica Kataliza dejodinacije T4
Tioredoksin reduktaze (Trx):
Trx1 ii ioni
Citosol I,?eg_l_JIacua redukcionih procesa u
Trx2 celiji

Tioredoksin GR

Mitohondrije, testis

Nije utvrdena

11



Ostali vazniji selenoproteini

Selenoprotein P
Selenoprotein W

Selenoprotein
kapsule
spermatozoida

Selenofosfat
sintetaza 2

Selenoprotein N

Plazma, jetra; prisutan u svim

tkivima

.....

jednjak, koZa
Spermatozoidi

Veliki broj tkiva

Veliki broj tkiva

Transport Se u organizmu i
antioksidativna zastita

Uloga u metabolizmu miSica,
antioksidans

Strukturna uloga u funkciji
spermatozoida

Esencijalna komponenta sinteze
selenocisteina

.....

Selenoprotein R

Veliki broj tkiva

Obnavljanje proteina oSteéenih

oksidacijom

Srce, pluca, bubrezi, materica, Potencijalna uloga u mozgu (niske
posteljica, Stitasta Zlezda, mozak koncentracije povezane sa
Alchajmerovom boles¢u)

Veza izmedu dijabetesa tipa 2,
zapaljenja i kardiovaskularnih
oboljenja

Antioksidativna uloga u srcu

Selenoprotein M

Selenoprotein S Veliki broj tkiva

..... -

Srce, miSici, pancreas, jetra,
posteljica

Mozak, pluéa, testisi, jetra, Stitasta  Potencijalna tumor supresivna uloga
Zlezda, bubrezi

Selenoprotein K

Selenoprotein 15

2.5.2. Jodotironin dejodinaze (ID)

Ovi enzimi su vazni jer Cine selen bitnim za normalni rast, razvoj i metabolizam, a
ucestvuju i u sintezi i regulaciju aktivnosti (ID1 i I1D2) i inaktivaciji (ID3) tireoidnih
hormona tiroksina (T4), trijodotironina (T3) i reverznog trijodotironina (rT3) (Holben i
Smith, 1999). Tireoidni hormoni, izmedu ostalog, ucestvuju u regulaciji funkcije srca,
metabolizmu, rastu i imaju Kljucni znaCaj za razvoj mozga fetusa, a pokazuju i brojne

interakcije sa ostalim hormonskim sistemima.

Postoje tri enzima sa aktivnoS¢u dejodinaze, a svaki od njih ima razliCitu

distribuciju, strukturu i sekvencu, i katalizuje razlicite reakcije (Gromer i sar. 2005).

Jodotironin dejodinaza 1 (ID1) katalizuje pretvaranje T4 u T3. Nalazi se u
Stitastoj zlezdi, jetri, bubrezima i hipofizi (Gromer i sar. 2005). U odnosu na ostala dva
enzima njena aktivnost je najosetljivija na deficite selena (Arthur, 1997).

Jodotironin dejodinaza 2 (ID2) se nalazi prvenstveno u mozgu i hipofizi, ali je
ima i u skeletnim miSi¢ima i sr€anom misicu, Stitastoj Zlezdi i masnom tkivu (Gromer i
sar. 2005). Ucestvuje u unutarcelijskoj sintezi T3 u tkivima koja nisu u mogucnosti da
koriste T3 iz cirkulacije (Arthur, 1997; Holben i Smith, 1999).
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Jodotironin dejodinaza 3 (ID3) vrsi deaktivaciju tireoidnih hormona (Arthur,
1997). T3 se degradira u neaktivni dijodotironin (T2), a T4 se dejodinira u neaktivni
reverzni T3. Ovaj enzim se nalazi u mozgu, posteljici, jetri embriona, koZi novorodencadi
i gravidnoj materici (Gromer i sar. 2005).

2.5.3. Tioredoksin reduktaze (Trx)

Tioredoksin reduktaze su enzimi sa razliCitom distribucijom u tkivima i
lokalizacijom u Celijama (Schomburg i sar. 2004). Oni zajedno sa nikotinamid adenin
dinukleotid fosfatom (NADPH) Cine tioredoksin sistem, glavni Celijski redoks sistem kod
svih Zivih organizama (Arner i sar. 2000). Utvrdena su tri Zivotinjska selenoenzima sa
aktivnoScu tioredoksin reduktaza: citoplazmatski enzim (Trx1) (Tamura i Stadman, 1996),
mitohondrijalni enzim (Trx2) (Lee i sar. 1999), i testis-specificni enzim tioredoksin-
glutation reduktaza (Trx3) (Sun i sar. 2001). Trx sistem ima Kkljucnu ulogu u

embrionalnom razvoju.

Ovi enzimi reguliSsu redoks reakcije u Cceliji, redukuju male unutarcelijske
molekule, zna€ajni su u genetskoj regulaciji, regulaciji sinteze DNK, biosintezi proteina, a
znacajni su i za odvijanje €elijskog ciklusa (Sunde, 2000; Surai, 2006).

Citoplazmatski enzim (Trx1) se nalazi u citosolu i u€estvuje u Celijskoj redoks
regulaciji i procesima apoptoze (Anestal i Arner, 2003).

Mitohondrijalni enzim (Trx2) se nalazi u mitohondrijama, sa najviSim

koncentracijama u prostati, testisima, jetri, materici i tankim crevima, a niskim u mozgu,

.....

Testis specificni enzim tioredoksin-glutation reduktaza (Trx3) je treCi izoenzim Kkoji je

otkriven u testisima, ali njegova specifi¢na funkcija joS uvek je malo poznata (Gromer i sar. 2005).

Kao antioksidansi, tioredoksin reduktaze mogu direktno da redukuju vodonikove
perokside, lipidne hidroperokside i askorbil slobodne radikale (Arnér i Holmgren, 2000;
Surai, 2006). Takode, tioredoksin reduktaze mogu da redukuju tioredoksin, glutation
peroksidazu, dehidroaskorbinsku kiselinu i selenite, Sto moze biti korisno za
antioksidativnu odbranu Celija, u smislu reaktivacije oksidativno inaktivisanih proteina
(May i sar. 1997; Surai, 2006).

2.5.4. Ostali selenoproteini
Selenoprotein P je vancelijski glikoprotein koji sadrzi 10 rezidua selenocisteina

(Mostert, 2000). Prvenstveno se stvara u jetri, ali se nalazi i u bubrezima i srcu, a u
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manjim koncentracijama u plu¢ima, mozgu, skeletnim miSi¢ima i testisima (Burk i Hill,
2005). Selenoprotein P i plazmatska glutation peroksidaza su jedini selenoproteini koji su
pronadeni u plazmi pri ¢emu je od ukupne koliCine selena prisutnog u plazmi 60-80% u
obliku selenoproteina P. Selenoprotein P ima ulogu transportnog proteina u plazmi
omogucavajuéi distribuciju selena u Citavom telu (Arthur, 1997). Vazan je u oksidativnoj
odbrani (Burk i sar. 2003) i u spermatogenezi i plodnosti (Olson i sar. 2005). Dokazano je
i da selenoprotein P S&titi endotelne éelije (Hara i sar. 2001) i astrocite (Steinbrenner i sar.
2006) od oksidativnog oSteéenja kao i da spreCava oksidaciju lipoproteina male gustine
(Traulsen i sar. 2004).

S obzirom na Cinjenicu da selenoprotein P igra znacajnu ulogu u snabdevanju
mozga selenom i da je kod pacijenata koji boluju od Alchajmerove bolesti smanjena
koncentracija selena u mozgu (Wenstrup i sar. 1990), smatra se da je selenoprotein P
uklju€en u etiologiju ovog oboljenja i potencijalno drugih neuroloskih stanja (Chen i
Berry, 2003).

Selenoprotein W je prvi put doveden u vezu sa deficitom selena kod ovaca,
poznatim kao bolest belog mesa, eng. White muscle disease (Whanger, 1996). NajviSe ga
Smatra se da ima ulogu u metabolickim procesima u miSi¢ima i njihovom razvoju Stiteci

mioblaste od oksidativnog stresa (Loflin i sar. 2006).

2.6. Potrebe u selenu

Potrebe u selenu se definiSu kao minimalna koliCina selena koja je neophodna da bi
spreCila njegov deficit. Mada treba da se uzmu u obzir i drugi €inioci koji mogu negativno
uticati na njegov status.

Pri unosenju nutritivnih doza selena, njegove biolosSke funkcije se pojacavaju, dok
se stvaranje Stetnih metabolita smanjuje (Combs, 1988). Pri unoSenju vecih doza selena
njegov povoljan efekat se pojacava. Na tom nivou, aktivnost selenoenzima dostiZe plato, a
povecava se i stvaranje metabolita selena. Na ovom nivou postiZze se najjaca aktivnost
selena kao antikancerogene i imunostimulatorne supstance (Thomson, 2004). Daljim
povecanjem unosa selena, povecava se stvaranje njegovih metabolita, $to ima za posledicu
oStecenje celija i njihovu smrt. U cilju postizanja maksimalnog efekta dnevnog unosa
selena preporucuje se da koncentracija selena u dnevnom obroku bude izmedu normalnih i

supranormalnih kolicina.
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Fiziologke potrche
Minimalne potrebe

SREDNTA (nutritivma)

koncentracija selena koncenlracija selena (supranutritivna)

|
Deficitarne ﬁ/ OPTIMALNE (S| Toksiine

Slika 1. Kriterijumi za utvrdivanje potreba u selenu (Thomson, 2004).

2.6.1. Cinioci koji uti¢u na potrebe u selenu

Na potrebe u selenu mogu da utiCu potrebe Zivotinje, sastav obroka i/ili interakcija

koja se moze javiti izmedu zivotinje i hrane koju ona konzumira.

Cinioci koji uti¢u na potrebe u selenu

Zivolinja < :> Obrok

[ntcrakcuc//hé;a m‘\&l\dﬁ:ajcncrgljc

Zdravstveno stanje Uzrast
Trenutni slutus selena Bioraspolozivost Oblik selena

Koncentracija selena

Slika 2. Cinioci koji utiu na potrebe u selenu

Potrebe Zivotinja za selenom utvrduju se njegovim trenutnim statusom i

prvenstveno zavise od starosne kategorije Zivotinje i zdravstvenog stanja.

15



Bioloska raspolozivost selena je od velikog znaCaja u utvrdivanju njegovih
potreba. Stvarna koncentracija u obroku moze biti adekvatna, ali ukoliko obrok ima slabu
svarljivost ili ukoliko je oblik selena u obroku slabo iskoristiv, Zivotinja nije u mogucénosti
da iskoristi celokupnu koli€inu, pa su stoga potrebe povecéane.

Cinioci koji uti€u na biolodku raspoloZivost su: prisustvo teskih metala u obroku
kao Sto su arsen i Ziva, koji u interakciji sa selenom, mogu da menjaju njegovu strukturu
tako da ne moZe da bude ugraden u selenoproteine ili proteine koji sadrze selen,
smanjujuci njegovu bioraspoloZivost (Ganther, 1980). U nekim okolnostima i prisustvo
velike koliCine proteina u obroku moZe negativno da utice na iskori¢avanje selena (Henry
i Ammerman, 1995). KoriSCenje toplote u pripremi nekih vrsta hraniva dovodi do
produZetka njihovog veka trajanja, ali smanjuje njihovu nutritivnu vrednost (National
Research Council, 1986). Bioraspolozivost zavisi i od hemijske forme selena u obroku
(Rayman, 2000b).

Procena bioraspolozivosti se moze dobiti korisenjem razliCitih pristupa
(Levander, 1986):

Preventivni pristup podrazumeva utvrdivanje relativne efikasnosti odredenih
npr. preveniranje eksudativne dijeteze ili pankreasne fibroze (Cantor i sar. 1975);

Pristup procene rezidua u tkivima (nivo tkivnog deponovanja) oznaCava
relativnu efikasnost odredenih koliCina selena u odrzavanju odredenih koncentracija u
pojedinim tkivima. Najznacajnija tkiva za procenu deponovanja selena su jetra i miSici jer
se u njima skladisti 30-40% ukupnog selena u organizmu (Combs i Combs, 1986);

Pristup procene funkcionalnog stanja ukljucuje procenu relativne efikasnosti
odredenih koliCina selena u odrzavanju aktivnosti enzima selen zavisne glutation
peroksidaze u raznim tkivima (Combs i Combs, 1986).

Interakcije izmedu pojedinih sastojaka hrane kao na primer izmedu selena i
vitamina E Kkoji su sinergistiCni u svojoj antioksidativnoj ulozi utiCu na potrebe organizma
u selenu (Maylin i sar. 1980). Neki lekovi mogu da inhibiSu delovanje pojedinih
selenoenzima, kao Sto je glutation peroksidaza i tioredoksin reduktaza utiCuCi na
povecanje potrebe za selenom (Thomson, 2004).

2.7. Status selena i njegovo odredivanje

Zbog raznovrsne prirode razlicitih formi selena postoje brojni bioloSki parametri u
proceni statusa selena. Indikatori statusa selena se zasnivaju na odredivanju koncentracije
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selena u tkivima i bioloskim teCnostima i merenju selen zavisnih biohemijskih i
funkcionalnih pokazatelja.

Najcesce koriséeni parametar je koncentracija selena u krvnoj plazmi i aktivnost
enzima glutation peroksidaze u razliCitim tkivima. Odredivanje koncentracije selena u
krvnoj plazmi je indikator statusa selena koji obuhvata kraci vremenski period. Glutation
peroksidaza je selenoenzim koji se koristi za odredivanje funkcionalnog stanja selena.

Selen u punoj krvi je takode u pozitivnoj korelaciji sa njegovim unosom zbog toga
Sto on obuhvata merenje selena i u serumu i u eritrocitima. Medutim, selen se u punoj krvi
sporije menja nego u serumu ili krvnoj plazmi pri promeni njegovog unosenja. Razlog za
0vo je Sto se najveci deo glutation peroksidaze u punoj krvi nalazi prisutan u eritrocitima u
vreme eritropoeze. Stoga, promene koncentracije selena u punoj krvi zavise od njegovog
unosa i od vremena zivota eritrocita. Kod krava je to 90-120 dana (Stowe i Herdt, 1992).

Tabela 2. Parametri koji se koriste u odredivanju statusa selena kod ljudi i zivotinja
(Levander, 1985; Neve, 1991; Thomson, 2004).

Parametri Primena Ogranicenja
Koncentracija selena u tkivima i bioloskim teCnostima

Selen u krvnoj Kratkoro¢no stanje Ne pokazuje telesne rezerve u

plazmi i serumu visim koncentracijama

Selen u krvi i Dugorocniji status (nedelje)  Ne pokazuje dnevne oscilacije

eritrocitima

Nokti, kosa Dugorocniji status (meseci)

Selen u urinu Pokazuje dnevni unos preko  Koristan do umerenog nivoa unosa
hrane selena; uspostavlja se plato pri

visokom unosu

Tkiva i organi Pokazuju telesne MoZe biti varijabilan, ne pokazuju

rezerve selena funkcionalno stanje selena

Funkcionalni selen

Glutation Pokazuje funkcionalno Plato pri visokim koncentracijama
peroksidaza stanje selena na niskom do
umerenog nivoa

Manje korisceni selenoproteini

Selenoprotein P Merenje stepena usvajanja Kratkotrajni status, variranja

(konc. u plazmi) Se putem obroka

Tioredoksin Ukupan antioksidativni Invazivna metoda (biopsija)

reduktaza kapacitet

Jodotironin dejodi- Veza izmedu statusa selenai Slaba korelacija aktivnosti ID1 sa

nazal tireoidnih hormona statusom Se; invazivna metoda
(biopsija)
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Tabela 3. Prosecne (referentne) koncecentracije selena u serumu (Stowe i Herdt, 1992).

Starost Krave Konji Svinje Ovce
Dana ng/ml
<1 50-70 70-90 70-90 50-80
1-9 50-70 70-90 70-120 60-90
10-29 55-75 80-100 70-120 70-100
30-70 60-80 90-110 100-160 80-110
71-180 60-80 90-110 140-190 80-110
181-300 60-80 90-110 180-220 80-110
301-700 65-90 100-130 180-220 90-120
>700 70-100 130-160 180-220 120-160

Koncentracija selena u serumu se postepeno povecava sa staroS¢u kod svih vrsta
zZivotinja, mada postoje i razlike izmedu vrsta, posebno kod odraslih jedinki. Zbog toga je

prilikom interpretacije rezultata vazno znati vrstu i starost Zivotinje.

2.7.1. Odredivanje statusa selena kod Zivotinja

Osnovni razlog za odredivanje statusa selena kod zivotinja je utvrdivanje da li su
zZivotinje adekvatno snabdevene selenom ili su izlozene niskim ili toksicnim dozama.
Medutim, ovakve procene mogu biti znatno komplikovane zbog €inioca koji uti¢u ne samo
na unos selena, vec i na njegovu potrosnju i unoSenje tokom duzeg perioda, ¢ime utiCu na
njegove rezerve u trenutku kada se odreduje njegov status. Koncentracija selena u
razliCitim tkivima je labilna i nakon prelaska sa obroka adekvatnog u selenu na obroke
deficitarne u selenu opadanje njegove koncentracije u organizmu je u pocetku brzo, a
zatim se usporava.

Najveéa koncentracija selena se nalazi u bubrezima, zatim u jetri, slezini,
siromasno selenom jer se selen nalazi vezan za proteine (Ullrey, 1987).

Sto se veca koligina selena unese u organizam to ¢e njegova koncentracija biti veca
u pojedinim tkivima i organima, a zajedno sa tim raS¢e i aktivnost selenoenzima GPx. Kod
vecine sisara utvrdena je ovakva pozitivna korelacija izmedu koncentracije selena u punoj
krvi i aktivnosti selenoenzima glutation peroksidaze, s obzirom da je selen esencijalna
komponenta ovog enzima koji se sintetiSe tokom eritropoeze (Koller i sar. 1984).
Medutim, ovaj odnos izmedu koncentracije selena i aktivnosti GPx nije linearan, jer se

nakon postizanja optimalne koncentracije selena u tkivima uspostavlja "plato aktivnosti”
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selenoenzima u tkivima, tj. aktivnost viSe ne raste (Mihailovi¢, 1996) jer je onemogucena
prekomerna ekspresija GPx. U tim uslovima selen se preusmerava u druge metabolicke
puteve. Dakle, ukoliko porast koncentracije selena nije pracen povec¢anjem aktivnosti GPx,
moZe se tvrditi da su potrebe organizma za selenom zadovoljene.

Kod prezivara se 98-99% aktivnosti glutation peroksidaze u perifernoj cirkulaciji
odvija u eritrocitima (Ortman, 1999), pa se odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze u
punoj krvi Kkoristi kao adekvatna mera za utvrdivanju statusa selena kod ovih Zivotinja
(Scholz i Hutchinson, 1979). Kod ostalih vrsta zivotinja GPx je priblizno zastupljena oko
50% u eritrocitima i 50% u krvnoj plazmi. Medutim, mora se imati na umu da aktivnost
ovog enzima u eritrocitima zavisi od dostupnosti selena tokom eritropoeze. Posto
aktivnost enzima glutation peroksidaze u eritrocitima zavisi od stepena eritropoeze i
troSenja eritrocita, ugradnja selena u ovaj enzim je regulisana normalnim bioloskim
procesom, dok koncentracija selena u plazmi moze da varira u zavisnosti od njegovog
dnevnog unosa. Vreme Kkoje je potrebno da se aktivnost enzima glutation peroksidaze
promeni u perifernoj krvi nakon njegovog dodavanja putem hrane je prose¢no 30 dana kod
ovaca (Sheppard i Millar, 1981) i 35 dana kod goveda (Scholz i Hutchinson, 1979).

Ganther i sar. (1976) ukazuju na to da se pri koriS¢enju GPx za utvrdivanje statusa
snabdevenosti organizma selenom moraju uzeti u obzir i drugi Cinioci. Po njihovom
misljenju na aktivnost enzima uticu starost, pol, izloZenost peroksidantima, toksini ili teski
metali, kao i deficit Fe i vitamina Bjs.

Nivo selena u punoj krvi manji od 0,05 pg/ml (ppm) se smatra deficitnim, dok je
nivo izmedu 0,05 i 0,10 ppm marginalan, a ve¢i od 0,10 ppm adekvatan. Istovremeno,
koncentracija glutation peroksidaze u krvi je deficitna, sa manje od 30 muU/mg
hemoglobina, marginalna sa 30-60 mU/mg hemoglobina i adekvatna, sa vise od 60

mU/mg hemoglobina (Koller i sar. 1984).

2.8. Toksicnost selena
Jos u trinaestom veku, Marko Polo je opisao nekroti¢no oboljenje kopita njegovog
konja pri prolasku kroz zapadnu oblast Kine. On je doveo u vezu ovo sa ingestijom
izvesnih vrsta trava koje su lokalne zivotinje izbegavale. 1560. godine, u Kolumbiji i
Juznoj Americi otac Pedro Simon je opisao gubitak dlake i roZine papaka, osetljivost
zglobova, reproduktivne poremecaje i uginuca kod domacih Zivotinja (Mori, 1979).
Godine 1931. istrazivaCi su opisali "alkalnu bolest” kao hroni¢nu selenotoksikozu

(selenoza) koja se karakteriSe gubitkom dlake i roZine, anemijom, hramanjem, usporenim
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rastom i poremecenom reproduktivnom funkcijom. Ova bolest se javlja kod svih vrsta
zivotinja na slanim i alkalnim zemljistima, posebno kod zivotinja na ispasi (Rosenfeld i
Beath, 1964).

SledecCe oboljenje koje je opisano je “slepo teturanje™ (eng. blind staggers) ili
polioencefalomalacija (PEM). KarakteriSe se razliCitim disfunkcijama nervnog sistema
ukljucujuci i poremecaje vida. Ovo neurolosko oboljenje se javlja najceSce kod preZivara i
povezano je sa unosom hrane koja ima veliku koliCinu selena (Rosenfeld i Beath, 1964).
Obolele Zivotinje pored poremecaja vida imaju simptome abdominalnog bola, anoreksije,
ataksije, paralize i kona¢no uginuca.

Ispitivanja vrSena na ovcama i pacovima su pokazala da Zivotinje mogu da se
prilagode vecem unosu selena poveéanim stvaranjem metilovanih ekskretornih jedinjenja i
na taj nacin smanjivanjem deponovanja selena u tkivima (Combs i Combs, 1986c).

KoliCina selena koja je potrebna da se dostigne toksic¢ni nivo zavisi od nekoliko
Cinilaca: forme selena, duzine i konstantnosti unosenja, sastava i vrste obroka (Foster i
Sumar, 1997). Nacin uno3enja takode utiCe na ispoljavanje toksi¢nih efekata. VVodonik
selenid je najtoksi¢nija forma selena (Cooper i Glover, 1974), dok je od selena koji se
Gerlah, 1972).

Ljudi takode mogu da budu Zrtve trovanja selenom. Najc¢e$¢i simptomi trovanja su:
mucnina i povracanje, gubitak kose i noktiju, zadebljali i krti nokti sa belim mrljama ili
longitudinalnim prugama, suva kosa koja je krta i lako se lomi, lezije na kozi koje
karakteriSe crvenilo i otok koze ruku i ekstremiteta sa posledicnim ulceracijama, brzo
propadanje zuba i poremecaji nervnog sistema koji ukljuCuju utrnulost, konvulzije,
poremecCaje u motorici i paralizu (Sunde, 2000). Tezina simptoma zavisi od jacine
trovanja. Pored trovanja oralnim unoSenjem visokih doza selena, kod ljudi je opisano i
trovanje izazvano inhalacijom dima u industrijskim podruc¢jima. Akutno trovanje izaziva
iritaciju sluzokoze gornjeg respiratornog trakta, hiperemiju i suzenje ociju, pojacani
iscedak iz nosa, promuklost, kaSalj i kijanje. Nakon toga dolazi do nastanka konjuktivita,
rinitisa i bronhitisa sa razvojem edema plué¢a posle nekoliko ¢asova (Combs i Combs,
1986¢).

Smatra se da postoje male razlike u osetljivosti razliCitih vrsta Zivotinja na akutnu
toksi¢nost selenom. Seleniti i selenati izazivaju slicne toksi¢ne efekte. Minimalna letalna
doza selenita i selenata kod pasa, macaka, zeCeva i pacova je 1,5-3 mg/kg telesne mase,
bez obzira na naCin unoSenja (Moxon i Rhian, 1943). Obrok koji sadrzi 5 mg/kg selena u
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duzem vremenskom periodu moze da dovede do nastanka simptoma toksikoze, dok teza
forma selenoze nastaje kada obrok sadrzi 10-25 mg/kg selena (Buck i sar. 1976).
Minimalna letalna doza kod goveda je 9 mg/kg natrijum selenita (Shamberger, 1983c).

Simptomi akutnog trovanja selenom su oteZano disanje, povracanje, zadah Kkoji
miriSe na beli luk, tetanicni spazmi i smrt usled respiratornog zastoja (Franke i Moxon,
1936). Histopatoloski nalazi ukazuju na lezije koje ukljuCuju kongestiju krvnih sudova
jetre i bubrega, fokalni nekrotiCni hepatitis, endokarditis, miokarditis i petehijalna
krvarenja na epikardu (National Research Council, 1983).

Kod svinja simptomi trovanja selenom ukljuCuju lezije papaka, smanjen apetit,
oSte¢enja CNS-a i poremecen razvoj embriona. Obrok koji sadrzi 10 mg Se/kg suve materije
smanjuje stepen koncepcije, i dovodi do radanja slabe, sitne i uginule prasadi (Underwood i
Suttle, 1999). Minimalna akutna letalna doza za svinje iznosi 15 mg Se/kg (Shamberger,
1983c).

Zivina moze da tolerise seleniferne Zitarice u koncentraciji do 10 mg/kg Se u suvoj
materiji bez ispoljavanja Stetnih efekata (Underwood i Suttle, 1999). Piliéi u porastu imaju
smanjen apetit, a samim tim i sporiji rast pri unoSenju vecih koli¢ina selena od
dozvoljenih. Kod zivine minimalna per os letalna doza selena u obliku Na-selenita varira u
zavisnosti od vrste i iznosi 0,9 mg Se/kg suve materije za ¢urke, 1,7 mg Se/kg suve
materije za brojlere i 9,4 mg Se/kg suve materije za patke (Surai, 2000).

Simptomi trovanja kod pasa su odbijanje hrane (5to vodi do gubitka telesne mase),
gubitak apetita, krzljavost, mucnina, povracanje, proliv, uplaSenost, ubrzano disanje i
kardiovaskularni poremecaji. U teZim sluCajevima javljaju se nervni poremecaji i
patoloSke promene na jetri i slezini (Rhian i Moxon, 1943), dok u najtezim oblicima
trovanja dolazi do uginuca. Simptomi trovanja su gubitak tezine kod mladih i kod odraslih
pasa i nastaju kada se u obrok doda 7,2 ili 10 ppm selena u obliku natrijum selenita (Rhian
i Moxon, 1943). Natrijum selenit u hrani u dozi od 20 mg/kg dovodi do uginuca za vrlo
kratko vreme.

Minimalna letalna doza natrijum selenita data intramuskularno kod pasa iznosi 2
mg/kg telesne mase (National Research Council, 1976).

Hroni¢no trovanje selenom kod odraslih macaka i pasa se karakteriSe njegovom
povecanom koncentracijom u tkivima kao $to su jetra, bubrezi, slezina, pankreas, srce i
pluéa. Isto tako, veca koncentracija selena se nalazi u eritrocitima nego u plazmi (Smith i

sar. 1937). U eksperimentu Weissmana i sar. (1983), najvece koliCine selena kod pasa su
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pronadene u plu¢ima, bubrezima, jetri, krvi, slezini i srcu nakon udisanja selenove
Kiseline.

Minimalna letalna doza selena kod macaka iznosi 1,5-3,0 mg/kg telesne mase, bez
obzira na na€in njegovog unosenja u organizam (Puls, 1988).

Simptomi akutnog trovanja selenom kod laboratorijskih Zivotinja su karakteristican
zadah na beli luk u izdahnutom vazduhu, povraéanje, otezano disanje, tetani¢ki spazmi i
konaCno uginuée zbog prestanka funkcija respiratornih miSi¢a (National Research
Council, 1983a). Minimalna letalna doza selena kao natrijum selenita ili selenata kod
zeCeva i pacova iznosi 1,5-3 mg/kg Se bez obzira na nacin unoSenja (Koller i Exon, 1986).

Hroni¢no trovanje kod laboratorijskih Zivotinja nastaje kada obrok sadrzi 4-5

mag/kg i viSe selena u obroku (National Research Council, 1983a).
2.9. Poremecaji usled deficita selena

2.9.1. Poremecaji kod goveda zbog deficita selena

U mnogim delovima sveta koncentracija selena u hranivima nije dovoljna da
zadovolji povecane potrebe za rast, reprodukciju i proizvodnju mleka, pa usled deficita
mogu nastati razliciti poremecaji (Lyons i sar. 2007).

Kod teladi je opisana kongenitalna misSicna distrofija sa simptomima leZanja nakon
rodenja viSe od 12 sati, poveéanom koncentracijom kreatin kinaze u serumu kao i
smanjenom koncentracijom selena i vitamina E u krvnom serumu (Abutarbush i Radostits,
2003).

Enzootska miSi¢na distrofija nastaje kod teladi najéeS¢e u periodu do 4 meseca
starosti (Hartley i Grant, 1961). Kod teladi sa perakutnim tokom moZze doci do iznenadnog
kolapsa i uginuc¢a nakon uznemiravanja bez bilo kakvih simptoma bolesti. Takode, telad
mogu naglo da uginu i nakon napajanja. U akutnim slucajevima kod teladi se javlja nagla
otupelost i respiratorni stres pracen penuSavim ili krvavim nosnim iscetkom. Takva telad
obi¢no leze u postranom polozaju i ne mogu da zauzmu sternalni polozaj ¢ak ni posle
ukazane pomodi. Kod teladi koja stoje javlja se ukocCen stav. Bolest je pracena i
tahikardijom sa aritmijama (150-200 u minuti), a disanje je ubrzano (60-72 u minuti) i Cuje
se. Telesna temperatura je obiCno u granicama normale. Subakutna enzootska miSicna
distrofija je najceS¢a forma kod teladi u porastu. Telad obi¢no zauzima sternalni poloZaj
pri ¢emu ne mogu da ustanu. Ukoliko stoje primetan je ukocen stav, tremor miSica i

ekstremiteta, slabost i ponovno lezanje nakon kratkog vremena (Radostits i sar. 2007).
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Nedostatak selena i vitamina E u obroku krava ima za posledicu povecani procenat
nastanka mastitisa u laktaciji i zasuSenju (Ceballos-Marquez i sar. 2010; Abutarbush i
Radostits, 2003; Weiss i sar. 1990).

Deficit selena i/ili vitamina E dovodi se u vezu sa povecanom ucestaloScu i tezom
klinickom slikom intramamarnih infekcija, €eS€om pojavom KkliniCkih mastitisa,
povecanim brojem somatskih Celija u mleku kod pojedinacnih krava i u zbirnom uzorku
(Smith i sar. 1997).

Zaostajanje posteljice kod krava je poremecaj koji se dovodi u vezu sa deficitom
selena sa ili bez deficita vitamina E. Procenat zaostale posteljice u zapatima sa
vrednostima selena na donjoj granici u plazmi moze biti veliki. Ako se selen dodaje u
obrok ili unosi parenteralno, procenat se moze smanjiti ispod 10% (Erskine i sar. 1997).
Brojna ispitivanja su pokazala da dodavanje selena pre porodaja moze da smanji nastanak
zaostale posteljice kod krava Ciji je obrok bio deficitaran selenom (Allison i Laven, 2000).
Detaljnije o zaostaloj posteljici bice reCeno u posebnom odeljku.

Endometritis, cisti¢ni jajnici i nizak stepen koncepcije se takode dovode u vezu sa

deficitom selena (Hemingway, 2003).

2.9.2. Poremecaji kod ovaca i koza zbog deficita selena

Deficit selena kod malih prezZivara (kod jagnjadi i jaradi u rastu) se manifestuje
miSicnom distrofijom, naroCito skeletne i muskulature sréanog miSi¢éa (Ammerman i sar.
1974) i zaostalom posteljicom kod ovaca i koza (Lekatz i sar. 2010). Perakutnu (sr¢anu)
formu ovog oboljenja karakterise iznenadna smrt usled misiéne distrofije srca. Ce3ca je
subakutna (skeletna) forma i karakteriSe se simptomima ukocenosti, slabosti i
podrhtavanja ekstremiteta, Zivotinja ne moZe da stoji, vec trajno lezi. Pri pokuSaju da stoji
mekano i mlitavo. Ukoliko bolest zahvati dijafragmu i interkostalne miSi¢e javlja se
oteZano disanje, pri ¢emu moZe doci i do prestanka disanja (Maas i Valberg, 2009).

Ostali simptomi deficita selena uklju€uju usporeni rast, slabost, rano embrionalno
uginuce ili produzen porodaj (5to poveCava mogucnost uginuca ploda), prevremeni
porodaj, smanjena je opSta otpornost, mastitis i endometritis (Radostits i sar. 2007).

Deficit selena se najceSce javlja kod jagnjadi i jaradi nakon rodenja do 8. nedelje
starosti i u zimskim mesecima kada je hrana siromasna u selenu (Ramirez-Bribiesca i sar.
2001). Jagnjad i jarad obolela od ove bolesti pokazuje slabost, ukoCenost, otezano stajanje

i pogrbljenost. Na autopsiji, zapaZaju se kao kre€ bele lezije, nekroze i mineralizacija u
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sréanom misicu, kao i u skeletnim miSi¢ima pri ¢emu su oni beli i suvi. Obolela jagnjad
zdravim Zivotinjama (Radostits i sar. 2007).

Jedna od najranijih promena koja se javlja kod jagnjadi jeste i povecano
zadrZavanje kalcijuma u miSiénim vlaknima kod kojih pocinje da se javlja distrofija.
Dodavanje selena prevenira retenciju kalcijuma i dalje napredovanje bolesti.
Degeneracijom miSi¢a dolazi do oslobadanja enzima (laktat dehidrogenaza (LDH),
aldolaza i kreatin fosfokinaza (CPK)) koji su od znaCaja u dijagnostici ovog poremecaja
(Pugh i Baird, 2012).

Ovce koje konzumiraju hraniva siromasna selenom daju manje vune i imaju vecu
uCestalost oboljenja periodoncijuma (Salisbury i sar. 1953). Usled otezanog Zzvakanja

obolele ovce gube na tezini.

2.9.3. Poremecaji kod svinja zbog deficita selena

Bolest dudolikog srca, hepatosis dietetica, eksudativna dijateza i nutritivna miopatija
poznati kao VESD sindrom (sindrom deficita vitamina E i selena) javljaju se kod prasadi
najceS¢e kao teSka patoloSka stanja. Sva ova oboljenja su Cesto posledica ishrane svinja
hranivima siromadnim u selenu i vitaminu E, kao i hranivima koja sadrze povecanu
koncentraciju nezasicenih masnih kiselina (Van Vleet i sar. 1970). Primer takvih hraniva su
meSavina soje, vlaznih zitarica i zitarica uzgajanih na zemljistu siromasnim u selenu.

Pored toga kod prasadi se moZe javiti i nutritivna miSi¢na distrofija, a kod svinja
moze doci i do nastanka edema u razliCitim tkivima, poremecene spermatogeneze (Liu i
sar. 1982) i povecane osetljivosti tj. prijemcivosti na dizenteriju (Tiege i sar. 1977).

Bolest dudolikog srca (eng. Mulberry heart disease) je najceS¢i oblik deficita
selena i vitamina E. Javlja se prvenstveno kod prasadi u fazi intenzivnog rasta (60-90 kg),
ali i kod svinja (Trapp i sar. 1970). Takva prasad su u dobroj kondiciji, jer su hranjena
visoko energetskim hranivima, koja su siromasna u selenu i vitaminu E. Bolest karakterise
naglo uginuce bez pojave klinickih simptoma. Obicno uginjava nekoliko najboljih jedinki
u zapatu. Ukoliko ne dode do naglog uginuca prisutni klinicki simptomi su: otezano
disanje, cijanoza i postrano lezanje kao znak izrazite srCane slabosti (Radostits i sar.
2007). Ova bolest se najcesce javlja u jesen posle uvodenja sveZih Zitarica u ishranu
svinja, verovatno zbog obilnih padavina u kasnom letnjem periodu, ¢ime se favorizuju

distrofogena svojstva zitarica (Lannek i Lindberg, 1975).
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Hepatosis dietetica se karakteriSe iznenadnim uginuéem prasadi, uglavhom u
periodu brzog porasta (30-60 kg telesne mase). Samo mali broj sluCajeva ovog oboljenja je
praen oteZanim disanjem, depresijom, povracanjem, ukocCenos¢u, prolivom i kolapsom
Zivotinje. Kod nekih prasadi se moZe javiti i Zutica. Na autopsiji se uoCavaju nekroticne
lezije, Zuckasto-braon prebojavanje telesne masti i potkoZni edemi (Levander, 1986).

Od ostalih oboljenja usled deficita selena i/ili vitamina E kod svinja se spominju:
miSi¢na distrofija koja se manifestuje opStom miSicnom slaboS¢u, nestabilnim i
nekoordinisanim pokretima, pojavom edema (najéeS¢e u mezenterijumu, plu¢ima i
supkutisu) (Trapp i sar. 1970), reproduktivni poremecaji (Smanjenje broja opraSene
prasadi) (MihailoviC i sar. 1982a), poremecena spermatogeneza nerasta (Liu i sar. 1982),
pojava ulkusa i krvarenja na sluzokozi zeluca (Van Vleet i sar. 1970; Mahan i sar. 1974),
povecana prijemc¢ivost na dizenteriju (Tiege i sar. 1984), smanjena tolerancija prasadi na
parenteralno davanje preparata gvozda sa posledi¢nim uginjavanjem nekoliko prasadi ili

celog legla (Patterson i sar. 1969).

2.9.4. Poremecaji kod konja zbog deficita selena

Nutritivna miSi¢na distrofija se najceSce javlja kod Zdrebadi do oko 7 meseci
starosti, dok se kod odraslih jedinki javlja sporadi¢no. Najvise zahvaceni su skeletni,
sr¢ani misSici i dijafragma (Lofstedt, 1997).

MiSi¢na distrofija Zdrebadi u prvim nedeljama nakon rodenja se karakterise
nemogucénoS¢u sisanja, leZanjem, oteZanim ustajanjem ili trajnim leZzanjem, nestabilnoS¢u i
podrhtavanjem prilikom kretanja. Cesto se javlja polipneja ili tahipneja dok je telesna
temperatura u fiziolodkim granicama. Ceste komplikacije ovog oboljenja su poremeceni
pasivni transfer antitela iz kolostruma, aspiraciona pneumonija i poremeceni rast i razvoj
(Schongaard i sar. 1972).

Miokardijalna i dijafragmatska forma oboljenja se Cesto javljaju kod mlade
Zdrebadi Sto za posledicu ima akutnu slabost srca, respiratorni stres i naglo uginuce uprkos
tretmanu.

Skeletna forma oboljenja se CeSce javlja kod starije Zdrebadi sa simptomima opSte
miSiéne slabosti i leZanja, a koja obi¢no nestaje posle terapije.

Kod odraslih konja simptomi miSiéne distrofije nastali usled deficit selena i/ili
vitamina E karakteriSu se ukoCenim hodom, mioglobinurijom, depresijom, otezanim
uzimanjem hrane, pojavom tuposti i pojavom otoka na glavi i vratu. Na poCetku bolesti

nekada se mogu videti i koli¢ni napadi (Schongaard i sar. 1972).
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2.9.5. Poremecaji kod Zivine vezani za deficit selena

Deficit selena kod Zivine moze da se manifestuje jednim od tri selen zavisna
oboljenja, a u zavisnosti od specifi¢nosti ishrane. To su: eksudativna dijateza, nutritivna
miSi¢na distrofija i nutritivna atrofija pankreasa. Dok se prva dva oboljenja mogu
prevenirati dodavanjem vitamina E, nutritivna atrofija pankreasa je bolest iskljucivo
povezana sa koli¢inom selena u ishrani (Combs i Combs, 1986).

Eksudativna dijateza Zivine se karakteriSe edemom na grudima, krilima i vratu,
nakupljanjem teCnosti u abdomenu, nogama, potkoznom tkivu grudi i abdomena i
ventralnom delu vrata (Scott, 1974). Ovo oboljenje se javlja najéesc¢e u prvih mesec dana
nakon izleganja. Jednodnevni pili¢i koji pate od nedostatka Se i vitamina E imaju
smanjenu koncentraciju selena u krvi i aktivnost glutation peroksidaze, Sto ima za
posledicu povecanu osetljivost na peroksidaciju masti i oksidativni stres (Avanzo i sar.
2001). Pili¢i pokazuju smanjenu aktivnost i uzimanje hrane. Ukoliko se ne leCe,
dodavanjem selena ili vitamina E, dolazi do uginuc¢a za 2-6 dana (Combs i Combs, 1986).

Misic¢na distrofija Zivine ima istu patologiju kao i kod drugih vrsta Zivotinja.
KarakteriSe je degeneracija skeletnin miSi¢a, naroito na grudima i batacima,
generalizovana miSi¢na slabost i smanjenje spontane aktivnosti (Machlin i Shalkop, 1956).
Mikroskopski nalaz pokazuje Zenker-ovu degeneraciju miSi¢nih  vlakana sa
perivaskularnom infiltracijom eozinofila i makrofaga (Machlin, 1955).

Nedostatak selena se kod Zivine manifestuje i nutritivnom distrofijom pankreasa,
Sto za posledicu ima gubitak ekskretorne funkcije pankreasa usled degeneracije zlezdanih
Celija, dok su Langerhansova ostrvca o¢uvana a samim tim i njegova endokrina finkcija sa
normalnom koncentracijom glukoze u plazmi (Thompson i Scott, 1970). Posledice su
postepeni gubitak apetita, slabiji prirast pilica i njihovo uginjavanje. Degeneracija
pankreasa je reverzibilna, pa se nakon tretmana selenom apetit vraéa veC posle 4 sata
(Bunk i Combs, 1980), dok se Zlezdani pankreas regeneriSe nakon 1-2 dana (Gries i Scott,
1972).

Reproduktivni poremecaji, pad nosivosti, embrionalno uginuce i smanjen procenat
izlezenja su posledica neizbalansirane ishrane sa nedostatkom selena (Cantor i Scott,
1974). Encefalomalacija pili¢a se takode dovodi u vezu sa nedostatkom antioksidanata u
hrani, prvenstveno vitamina E, dok se za selen smatra da njegovo dodavanje smanjuje
pojavljivanje, samo kada dijeta ne sadrzi veCe koliCine oksidanasa (Century i Horwitt,
1964).
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2.9.6. Poremecaji kod pasa i mataka

Kod pasa resorpcija selenometionina je znacajno veca nego selenocisteina, dok je
resorpcija selenita najznacajnija (oko 90% kod odraslih pasa) (Furchner i sar. 1975).

Klinicki simptomi deficita selena kod mladih pasa su slabost miSi¢a, potkozni
edemi, gubitak apetita, otezano disanje, depresija i koma (Van Vleet, 1975). Patoloske
promene koje se javljaju su obimna degeneracija miSi¢a, nekroza miokarda i
mineralizacija u bubrezima. Slicne promene se mogu javiti i kod odraslih pasa (Van
Rensburg i Venning, 1979). Makroskopske i mikroskopske promene su slicne onima koje
se nalaze kod jagnjadi obolele od nutritivne misi¢ne distrofije.

U poslednje vreme vrsena su ispitivanja koja se odnose na uticaj selena na imunitet
Stenadi. Dokazano je da selen ima antioksidativne osobine i efikasan je imunostimulator,
pa mozZe da se Koristi za poveéanje imunskog odgovora kod Stenadi narocito u vreme
vakcinacije (Michalkova i sar. 2004).

Podaci koji se odnose na deficit selena kod macaka su oskudni, ali se smatra da se
mogu javiti simptomi sli¢ni onima kod pasa i jagnjadi, a odnose se na nutritivnu miopatiju.
S obzirom da je hipotireoidizam Cest endokrini poremecaj kod macaka, pretpostavlja se da
selen igra vaznu ulogu u homeostazi tireoidne Zlezde, ali verovatno u korelaciji sa drugim

Ciniocima (Foster i sar. 2001).

2.9.7. Selen i zdravlje ljudi

Selen je esencijalni mikroelement u ishrani ljudi i, kao kod Zivotinja, neophodan je
za zivot. Deficit selena se dovodi u vezu sa mnogim patoloskim stanjima u organizmu, kao
Sto su: povecani rizik za nastanak kancera, dijabetesa i infekcija, poremecena plodnost kod
muskaraca i Zena, slabljenje funkcije imunskog sistema kao i funkcije tireoidne Zlezde i
nekoliko neurolodkih poremecaja ukljucujuci Alchajmerovu i Parkinsonovu bolest
(Rayman, 2000).

2.9.7.1. KeSanska bolest

KeSanska bolest je potencijalno letalna forma kardiomiopatije koju karakterise
oStecenje i uveéanje sr€anog miSi¢a, poremecéaj u EKG-u, galopni ritam i kardiogeni Sok
(Chen i sar. 1980). Rasprostranjena je kod dece (najCeSCe starosti 2-10 godina) i Zena
(najceSce u premenopauzi) u pojedinim oblastima Kine u kojima je koncentracija selena u
zemljiStu izrazito niska (unos manji od 10 pg dnevno) (Koller i Exon, 1985). Migranti ne

obolevaju od KeSanske bolesti ako nisu Ziveli na endemskom podrucju bar tri meseca (Ge

27



i sar. 1983). Specificni simptomi KeSanske bolesti ne postoje, medutim postoje Cetiri
moguca toka na osnovu Klinicke slike: akutni, subakutni, hronicni i latentni (Levander,
1986).

Akutni tok se javlja kod dece koja su do tada bila zdrava, a karakteriSe se
iznenadnom pojavom vrtoglavice, gubitka apetita, mu¢ninom, povracanjem, drhtavicom,
nelagodnoSc¢u i otezanim disanjem. Kasnije se javlja insuficijencija srca, iako srce izgleda
relativno normalno.

Subakutni tok se najcesce javlja kod dece, a manifestuje se simptomima sli¢nim onim
kod hroni¢nog oblika sa varijacijama u zavisnosti od stepena srane insuficijencije.
KarakteriSu ga nelagodnost, uznemirenost, facijalni edem, galopni ritam i blago proSirenje
srca.

Hronic¢ni tok odlikuje se umereno do izrazitim uvecanjem srca koje li¢i na loptu. U
ovom stadijumu javljaju se simptomi izrazite insuficijencije srca: drhtanje, zamor, kasalj
sa hemoftizom, otok, oligurija, galopni ritam i uvecanje jetre.

Kod latentnog oblika bolesti dijagnostikuje se blago uvecanje srca sa ofuvanom

funkcijom (Foster i Sumar, 1997).

2.9.7.2. KasSin-Bekova bolest

Poznata je i kao “bolest uvecanih zglobova”, osteoartropatija (lat. osteoarthritis
deformans endemica). To je hronicni, degenerativni, generalizovani osteoartritis Koji
zahvata periferne zglobove i kicmu (Levander, 1986). Kao i kod KeSanske bolesti, Kasin-
Bekova bolest je vezana za odredena podrucja severne Kine, Severne Koreje i podrucja
istocnog Sibira (Foster i Sumar, 1997). Bolest najpre dovodi do slabosti ekstremiteta,
simetricne ukocenosti, otoka i bola na zglobovima prstiju. To dovodi do nastanka
osteoartritisa lakta, kolena i skocnog zgloba, kao i uvecanja zglobova i disfunkcije nakon
tridesete godine starosti. Obe ove bolesti karakteriSe, pored deficita u selenu i deficit joda,
kontaminacija Zitarica mikotoksinima i zagadenje vode organskim materijalom i
kiselinama (Sudre i Mathieu, 2001).

Epidemiolodke studije su pokazale da deficit selena utiCe na vecu ucestalost
nastanka dijabetesa i kardiovaskularnih oboljenja kod musSkaraca (Navarro-Alarcon i
Lopez-Martinez, 2000). Takode, utvrdeno je da postoji negativna korelacija izmedu unosa
selena i stepena smrtnosti osoba obolelih od kancerogenih oboljenja (Rayman, 2000a;
Whanger, 2004). Tatan mehanizam antikancerogenih osobina selena se jo$ uvek ne zna,

mada postoje brojna objasSnjenja. Whanger (2004) smatra da se radi o ulozi selena na
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efekat programirane smrti Celija, smanjenju oStecenja i obnovi DNK, metabolizmu celija
kancera i imunskom sistemu, specifi¢noj inhibiciji rasta tumorskih celija putem nekih
proizvoda metabolizma selena i njegovoj sposobnosti inhibicije angiogeneze i indukciji
apoptoze CcCelija kancera. Smatra se da selen ima zaStitini efekat protiv kancera,
pojacavanjem imunskog odgovora i stvaranju antitumorskih metabolita (Rayman, 2000a).

Deficit selena utiCe i na nastanak, virulencu ili progresiju virusnih bolesti.
Posebno, selen ima ulogu u smanjenju efekta HIV virusa (Foster, 2004), kao i spreCavanju
nastanka hepatitisa B i C, kao i nastanka tumora jetre (Yu i sar. 1997).

Deficiti joda i selena se karakteriSe mentalnom retardacijom i poremecajem u
rastu, stanjem poznatom kao Miksedematozni kretenizam (Kohrle, 1999). Bolest nastaje
usled deficita selena koji dovodi do smanjenja enzimske aktivnosti glutation peroksidaze i
jodotironin dejodinaze i nakupljanja vodonik peroksida (H-0) §to dovodi do oSteéenja
¢elija tireoidne Zlezde i poremecaja metabolizma tireoidnih hormona. Bolest je opisana u
pojedinim regionima Zaira u kojima postoji deficit joda ili deficit i joda i selena. Smanjeni
unos ovih mikroelemenata ima za posledicu progresivnu involuciju Stitaste Zlezde Sto za
posledicu ima ireverzibilni hipotireoidizam. Kada je prisutan i deficit selena nastaje
nekroza i fibroza (Contempre i sar. 1996).

Poslednjih godina objavljeni su brojni radovi koji se odnose na vezu izmedu
deficita selena i pojave nekih oboljenja kao Sto su reumatoidni arthritis (Tarp, 1995),
balkanska endemska nefropatija (Maksimovi¢, 1991; Mihailovi¢ i sar. 1992), akutna i
hroni¢na sr¢ana insuficijencija (Mihailovic i sar. 2003).

U mnogim zemljama sveta unos selena putem hrane je ispod nivoa koji se
preporucuje (Combs, 2001). U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama preporuceni unos selena
putem hrane je 55ug dnevno, dok su u Engleskoj kolicine koje ljudi unose preko hrane
niZe, zbog njegovog niZzeg sadrZaja u hrani, pa su preporucene Kkoli€ine neSto vece, za
muskarce 75ug dnevno, i 60 pg za Zene (Surai, 2006). Ove potrebe su zashovane na

optimalnoj enzimskoj aktivnosti glutation peroksidaze (Duffield i sar. 1999).

2.9.7.3. Selen i kancer

Veliki broj epidemioloskih i prospektivnih studija u razli€itim regionima sveta su
pokazala negativnu korelaciju izmedu statusa selena, ljudske populacije i rizika za
nastanak kancera i smrti (Surai, 2006). Takode, viSe kontrolnih studija je pokazalo da je
koncentracija selena u krvi, serumu, kosi i noktima niza kod pacijenata obolelih od

kancera u odnosu na zdrave osobe (Surai, 2006).
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lako tretman selenom ne utiCe znaCajno na stepen pojavljivanja nemelanomskog
kancera koze, pacijenti koji su dobijali dodatno selen imali su manji stepen nastanka
kancera na pluéima, prostati, kolonu i rektumu (Clark i sar. 1996). ZakljuCak iz ovih
istrazivanja je da je zastitni efekat selena protiv nastanka kancera jaCi kod onih pacijenata
koji su imali nize vrednosti selena u krvi na poCetku studije.

Studije na Zivotinjama su takode pokazale zastitni efekat razlicitih formi selena na

mnoge tipove kancera, ukljucujuci jetru, koZzu, dojku i kolon (Rafferty i sar. 2002).

2.10. Vitamin E

Vitamin E (tokoferol) je otkriven 1922. godine kao sastavni deo lipidne frakcije u
hrani koja je imala sposobnost da spreCi uginuce fetusa i njegovu resorpciju kod pacova
(Evans i Bishop, 1922). Olcott i Mattill (1931) su otkrili antioksidativnu sposobnost
vitamina E, koja nije uvek u korelaciji sa aktivno$¢u vitamina E. Evans i sar. (1936) su
otkrili postojanje 3 razli¢ita molekula sa alkoholnom formom, a koji se razlikuju po jacini:
"0" je mnogo jaci od "y" ili "B" molekula u vitaminskoj aktivnosti. Ime tokoferola vodi
poreklo od Grckih reci tocos $to znaCi “poradanje” i phero Sto znaci “nositi” (Evans,
1962).

Postoji 8 razliCitih formi vitamina E poreklom iz biljaka koji su slicni po strukturi,
ali se razlikuju po biolo3koj aktivnosti: a-, B-, y- i 6-tokoferol i odgovarajuci tokotrienoli
(Traber i Arai, 1999). Tokotrienoli se razlikuju od tokoferola jer oni imaju nezasiceni
bocni lanac, dok tokoferoli imaju zasiceni fitinski rep sa tri hiralna c-atoma koji nastaju
prirodno u RRR konfiguraciji (Traber i Arai, 1999).

Jedna internacionalna jedinica (1U) vitamina E je ekvivalentna aktivnosti 1 mg D-
o-tokoferol acetata (NRC, 1998).

2.10.1. BioloSka uloga vitamina E

Najbolje proucena bioloSka uloga vitamina E je njegovo dejstvo kao Celijskog
antioksidansa u lipidnim membranama (Hogan i sar. 1990). Vitamin E prekida lanCanu
reakciju koja za posledicu ima nastanak slobodnih radikala, posebno u kontekstu
polinezasicenih masnih Kiselina prisutnin u membranama i lipoproteina (Burton i sar.
1983). Zajedno sa selenom, tokoferol ima znaCajnu ulogu u celularnom i humoralnom
imunskom odgovoru organizma. U skorije vreme otkrivene su i brojne ne-antioksidativne

funkcije vitamina E karakteristicne za pojedine njegove forme.
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a-Tokoferol ima ulogu u inhibiciji protein kinaze C i proliferaciji ¢elija glatkih
misi¢a (Boscoboinik i sar. 1991), 5-lipoksigenaze i fosfolipaze A, (Grau i Ortiz, 1998).
Takode, ima ulogu i u aktivaciji fosfataze 2a i diacilglicerol kinaze koji imaju ulogu u
regulusanju ekspresije gena za proteine poput a-tropomiozin i a-tokoferol transfer protein
(Fechner i sar. 1998). Dokazana je i njegova uloga kao inhibitora agregacije trombocita i
adhezije monocita (Wu i sar. 1999).

y-Tokoferol ima ulogu u €iS¢enju peroksinitritnih radikala (Hoglen i sar. 1997).
Takode, y-tokoferol je mnogo jaci inhibitor PGE; u zapaljenskoj reakciji od o-tokoferola
(Jiang i sar. 2000).

Tokotrienoli indukuju apoptozu i inhibiSu umnozZavanje velikog broja vrsta celija.
Takode, efikasniji su u odnosu na tokoferole u spreCavanju adhezije monocita na endotel,
time Sto spreCavaju ekspresiju adhezivnih molekula (Theriault i sar. 2002).

2.10.2. Izvori vitamina E

S obzirom da je vitamin E supstanca rastvorljiva u mastima koje sintetisu biljke,
njegov glavni izvor su biljne masti. PoSto se svi tokoferoli i tokotrienoli nalaze u razlicitoj
koncentraciji u semenu biljaka, liS¢e i ostali hloroplastom bogati delovi biljaka
prvenstveno sadrze a-tokoferol (Chow, 1985). Vitamin E se nalazi u razliCitoj
koncentraciji u hranivima koja se koriste za ishranu stoke. SveZa zelena trava sadrzZi veliku
koliCinu o-tokoferola (80-200 1U/kg), dok je koliCina vitamina E u senu i silazi niza za 20-
80 % (Thafvelin i Oksanen, 1966). Silaza kukuruza je siromaSan izvor vitamina E, Cak i
kada je sveza. Sto je poko3ena trava duzZe izloZena suncevoj svetlosti koli¢ina a-tokoferola
se vise smanjuje. Isto tako, vecCina koncentrovanih hraniva sadrze jako malu koliCinu
vitamina E. Tome u mnogome doprinosi i mlevenje Zitarica pri ¢emu se izlazu vecoj

temperaturi kao i njihovo nepravilno skladistenje (Schingoethe i sar. 1978).

2.10.3. Resorpcija i metabolizam vitamina E

Za efikasnu resorpciju vitamina E u digestivnhom traktu neophodan je pravilan rad
sistema za resorpciju lipida koga Cine zid creva, zucni sistem i egzokrini pankreas. Dodaci
vitamina E, obi¢no u formi tokoferol acetata bivaju hidrolizovani i u ¢elijama creva
(prvenstveno tankih) se ugraduju u hilomikrone (99%) za transport putem limfnog sistema
(Bjorneboe i sar. 1990). Glavni depo vitamina E u organizmu je jetra, iako se najvece

koliCine ovog vitamina skladiSte u masnom tkivu (Bieri i Evarts, 1975).
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2.10.4. Potrebe
Potrebe krava u tokoferolu iznose 15 IU/kg suve materije (oko 150 i 300 IU)
dnevno za krave u zasuSenju i laktaciji (NRC, 1989), dok minimalna koncentracija

vitamina E u serumu krava iznosi 8,12 UM (Jagos i sar. 1981).

2.10.5. Vitamin E i zdravlje krava

Deficit vitamina E dovodi do degeneracije epitela u reproduktivnim organima.
Zivotinje sa deficitom selena i vitamina E imaju oslabljeni imunski odgovor prema
infektivnim bolestima (Arthur i Boyne, 1985). Dokazano je da dodavanje selena sa ili bez
vitamina E smanjuje ucCestalost zaostale posteljice u zapatima gde je ona visoka ili u
sluCajevima kada je hrana bila siromasna u selenu i vitaminu E (Julien i sar. 1976; Trinder
i sar. 1969; Goff, 2006). Brojna ispitivanja su pokazala da dodavanje selena i vitamina E
smanjuje pojavu nastanka metritisa, cista na jajnicima i skracuje vreme involucije materice
kod krava sa metritisom (Harrison i sar. 1986).

Smatra se da je vitamin E jedan od najmanje toksi¢nih vitamina pa su tako i
podaci 0 njegovoj toksi¢nosti oskudni. Simptomi koji se odnose na toksi¢nost vitamina E
Su najverovatnije povezani sa antagonizmom sa ostalim vitaminima rastvorljivim u

mastima kao Sto su vitamini A, D ili K (Leeson i Summers, 2001).
2.11. Problematika zadrzane posteljice kod krava

2.11.1. Grada posteljice krava

Posteljica predstavlja vezu izmedu tkiva majke i fetusa radi fizioloSke razmene
hranljivih materija, gasova, hormona i priozvoda metabolizma (Klisch i sar. 1999). Tokom
ranog graviditeta morfogeneza posteljice je tesno povezana sa membranama koje se
diferentuju u amnion, alantois, horion i Zumancanu kesu. Amnion obavija fetus. Horion,
spoljaSnja membrana, je u kontaktu sa endometrijumom. Alantois se nalazi izmedu
amniona i horiona i u vezi je sa mokracnom beSikom fetusa preko urahusa. Spoljasnji sloj
alantoisa je spojen sa horionom €inecCi horioalantois (Hafez, 1975).

Na osnovu distribucije resica na fetalnom horionu posteljica krava je placenta
multiplex cotyledonaria. Po Grosserovoj podeli (1909), na osnovu blizine cirkulacije
izmedu majke i fetusa, posteljica krava pripada placenti epitheliochorialis (Wooding,
1992). U ovom tipu placente dvojedarne Ccelije iz trofoblasta se fuzioniSu sa
endometrijumom (McGeady i sar. 2006).
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Horionske resice prekrivene su jednoslojnim visokoprizmaticnim epitelom, koje od
19-o0g dana graviditeta sadrze 2 ili viSe diplokariocita.

Posteljica je dinami¢an organ koji je neophodan fetusu jer obezbeduje hranljive
materije za normalan intrauterini rast (Vonnahme i sar. 2006). Makroskopska i
mikroskopska struktura posteljice zavise od mnogo Cinilaca kao Sto su uhranjenost majke
(telesna kondicija) i rasa. PoveCanje mase materice i posteljice tokom graviditeta nastaje
na racun Celijske proliferacije i hipertrofije (Zheng i sar. 1996).

U materici krava, na mestima gde je alantohorion u kontaktu sa karunkulima
materice, prstima slicni produZeci ili resice u kojima se nalaze kapilari posteljice
Lurastaju® u karunkule majke koji takode imaju kapilarne pleksuse. Na taj nacin formiraju
se placentomi preko kojih se odvija razmena hranljivih materija i gasova izmedu majke i
fetusa. Kod krava formiraju se 70-120 funkcionalnih kotiledona, a kod ovaca oko 80,
poredanih u Cetri reda duz oba roga materice (Wooding, 1992).

VeliCina i masa placentoma kod krava se povecavaju tokom graviditeta, dok se
razvoj u negravidnom rogu znacajno razlikuje jer je placentoma u manjem broju, manji su
i laksi (Laven i Peters, 2001).

Placentomi krava su ciljni organi za razliCite steroidne hormone kao Sto su
progesteron, estrogeni i glukokortikoidi (Boos i sar. 2000). Uloga placentoma je, izmedu
ostalog, da prenose signale izmedu ploda i majke, i vazan su izvor auto-, para- i
endokrinih signala koji ucestvuju u kontroli rasta posteljice i njene diferencijacije. Odmah
nakon placentacije Celije trofoblasta pocCinju da stvaraju zna€ajnu koliCinu steroida,

prvenstveno progesterona i estron sulfata (Hoffmann i Schuler 2002).

KRAVA OVCA KOBILA

Konveksna Konkavna Difuzna

Slika 3. Nacin pric¢vrs€ivanja placente krave, ovce i kobile. Resice horioalantoisa (crno)
urastaju u kripte epitela uterusa majke grupisane u karunkule kod krava i ovaca,
a difuzno rasporedene kod kobila (Frandson i sar. 2009).
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2.11.2. Fizioloski mehanizam porodaja

Porodaj zapocCinje onda kada je fetus sposoban da prezivi van materice. Porodaj
ima 3 stadijuma. U prvom stadijumu odigravaju se endokrine i mehanicke pripreme tkiva
materice i cerviksa za porodaj. Druga faza podrazumeva istiskivanje fetusa i porodaj.
Trecu fazu Cini izbacivanje posteljice (Arthur i sar. 1983).

Progesteron je neophodan za uspostavljanje i odrZavanje graviditeta kod svih
sisara. Kod krava, corpus luteum (Zuto telo) je primarni izvor progesterona tokom citavog
graviditeta i za poCetak porodaja neophodna je luteoliza. Placenta sintetiSe progesteron od
120. dana gestacije, do oko 240-og dana. Cetiri do 3est nedelja pre porodaja dolazi do
povecanja fetalnog kortizola Sto dovodo do postepenog smanjenja uteroplacentarne sinteze
progesterona, pa do kraja graviditeta zuto telo ponovo sintetiSe progesteron (Johnson i sar.
1981).

Visoka koncentracija progesterona tokom graviditeta dovodi do mirovanja
materice zbog hiperpolarizacije Celija miometrijuma. Na kraju graviditeta, dolazi do pada
koncentracije progesterona i povecanja estrogena $to dovodi do depolarizacije celija
miometrijuma i stimulacije formiranja "gap junctions" veza u miometrijumu $to ga Cini
receptora za oksitocin na celijama miometrijuma. Povecana koncentracija estrogena
stimuliSe lucenje prostaglandina. Naime, dolazi do poveéanja koncentracije enzima koji
ucestvuju u sintezi prostaglandina u materici, cerviksu i placenti. Ovi enzimi dovode do
sinteze PGF,, i PGE; 1 lize Zutog tela sa naglim padom koncentracije progesterona u
serumu, aktivacijom glatkih miSiéa miometrijuma, razmek3Savanja i dilatacije cerviksa i
otpocinjanja porodaja (Wood, 1999).

Za prirodan pocCetak porodaja vazno je povecanje sinteze i luCenja kortizola
nadbubreZne Zlezde zrelog fetusa (Wood, 1999). Povecanje aktivnosti fetalne hipotalamo-
hipofizno-adrenalne osovine na kraju graviditeta verovatno je pre uslovljeno
programiranim sazrevanjem hipotalamusa fetusa nego odgovoru hipofize fetusa na
hronicni stres (koji je verovatno uslovljen nedovoljnim prostorom za razvijeni fetus u
materici). Na kraju gestacije (2-3 nedelje) dolazi do povecanja nadbubrezne Zlezde fetusa
u odnosu na telesnu masu i do povecanja osetljivosti Celija na adenokortikotropni hormon
(ACTH). Ovo povecanje veliCine i osetljivosti nadbubrezne Zlezde zajedno sa povecanom
koncentracijom ACTH u cirkulaciji dovodi do povecane sekrecije kortizola koji utie na
otpoCinjanje porodaja. Fetalni kortikotropni rilizing hormon (CRF) se sintetiSe u
hipotalamusu i dovodi do povecanja fetalnog adenokortikotropnog hormona u prednjem
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reznju hipofize koji utiCe na povecCanje sinteze kortizola u nadbubreznoj Zlezdi. Kao
odgovor na to: a) dolazi do smanjenja sinteze progesterona (uklanjanje progesteronskog
bloka) i povecanja sinteze estrogena u posteljici; b) poveCava se stvaranje estrogena Sto
dovodi do sinteze prostaglandina u materici (PGF,,), povecanja broja receptora za
oksitocin u miometrijumu i stvaranja relaksina u posteljici i jajnicima Sto rezultira
razmekSavanjem cerviksa i ligamenata karlice; ¢) povecanje sinteze PGF,, dovodi do
oslobadanja oksitocina iz zadnjeg reznja hipofize, koji dalje stimuliSe stvaranje PGFyq,
kontrakcije materice i otpoCinjanje porodaja (Geisert, 2007).

2.11.3. Fiziologija izbacivanja posteljice

Smatra se da postoje 3 stadijuma odvajanja i izbacivanja posteljice:

1. Sazrevanje posteljice;

2. Eksangvinacija fetalne placente nakon prekida pupCane veze, kada dolazi do
kolapsa fetalnih kapilara, prekida cirkulacije i vazokonstrikcije trofoektodermalnih resica,
kao i do mehani¢kog odvajanja interdigitacija mikrovila oba epitela i smanjenja veli¢ine
karunkula (McGeady i sar. 2006).

3. Kontrakcije uterusa koje pomazu u eksangvinaciji posteljice i fiziCkom
odvajanju placente, menjajuci oblik placentoma i dovodeci do odlupljivanja ucaurenih
kotiledona od karunkula majke i pokuSaja izbacivanja odlupljenog dela fetalnih membrana
(England, 2009).

Veza karunkul-kotiledon se ostvaruje na nekoliko naCina. Kotiledon obuhvata
karunkul i formira primarni sistem veze placente koji omogucava pravilan uzajamni
poloZzaj tkiva fetusa i majke. Takode, kotiledon formira kapu koja Cvrsto naleze na
karunkul dok rubovi obuhvataju i zatvaraju ceo karunkul. Tre¢i nain veze su korenovom
sistemu sli¢no urastanje resica kotiledona u kripte karunkula i prisustvo viskozne tec¢nosti
izmedu resica kotiledona i epitela u kriptama karunkula (Eiler i Hopkins, 1993).

Pri kraju graviditeta dolazi do "sazrevanja" posteljice. Ovaj proces se kod krava
karakteriSe brojnim promenama koje nastaju prvenstveno u epitelnim celijama kripti
materice. Sa odmicanjem graviditeta veliina i broj ovih celija se smanjuje, dolazi do
uspostavljanja kontakta sa povecanim brojem celija trofoblasta. Tako se sa sazrevanjem
posteljice redukuje razdaljina izmedu cirkulacije majke i fetusa kao mehanizam koji je
neophodan da posteljica zadovolji povecane potrebe fetusa za rast u poslednjim mesecima
graviditeta. Smatra se da je sazrevanje posteljice preduslov za subpartalno odvajanje i

izbacivanje posteljice (Williams i sar. 1987). Procesi “zrenja posteljice” su tek 2-5 dana
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pre kraja graviditeta viSe ili manje zavrSeni. Zato je ucestalost zaostale posteljice veéa kod

ranijeg porodaja.

‘ Porast fetalnog kortizola

Sazrevanje
Promena od proizvodnje - - MAO fetusa
/ progesterona u estrogen Razvoj / prepoznavanje
fetalnih MHC molekula
‘ PoviSenje estrogena klase |
UmnoZavanje I ki od .
~ _" receptora za munsm;jcl)(egovor Nivo
Povisenje PGF2o oksitocin i serotonina
; ™~ ! A Visok
- z LeukoCm .
Liza corpus Pojacanje i citokini k
futeum-a kontrakcija \
miometrijuma kY
Luéenje :ﬂ
relaksina -
l \ Nizak
Majka L
Pad pro-
gesterona
‘ Pojacanje aktivnosti kolagenaza
l - TN v
Raskidanje veze izmedu /{
fetalnog kotiledona i ————{_Odbacivanje odvojene placent
karunkula majke L‘/K___/\__

Slika 4. Fizioloski procesi odvajanja i izbacivanja posteljice (Beagley i sar. 2010)

Odvajanje i izbacivanje posteljice su slozeni procesi koji poCinju joS u
predporodajnom periodu (sl. 4), a Cine ga biohemijske i hormonske promene (Beagley i
sar. 2010). Pri odvajanju posteljice kod krava dolazi do slabljenja veza izmedu resica
kotiledona i kripti karunkula bez oSteCenja epitela placente. Proteoliza kotiledona i
smanjenje viskoziteta veze karunkul-kotiledon je znaCajan Cinilac u odvajanju posteljice.
Ovo odlupljivanje se vrsi uz pomo¢ kolagenaza koje potiCu od celija miometrijuma,
fibroblasta i leukocita. Kolagenaze imaju mogucnost da smanje specifi¢ni viskozitet
kolagena (Eiler i Hopkins, 1992). Njihova aktivnost u resicama kotiledona za vreme
porodaja povecana je kod zdravih krava, a smanjena kod krava sa zaostalom posteljicom.
Pretpostavlja se da i serotonin igra vaznu ulogu u regulaciji odvajanja posteljice jer
smanjuje cirkulaciju izmedu placente i fetusa i pokrece proteolizu placentoma. Glavni

izvor (95%) 5-hidroksitriptamina (5-HT, serotonina) je zid creva fetusa (Tyce, 1990). Za
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vreme intrauterinog razvoja fetusa serotonin moze slobodno da cirkuliSe kroz nezrela
pluca i jetru fetusa, i posteljicu bez zna€ajne inaktivacije, postizuci visoku koncentraciju u
krvi fetusa teladi (6 puta veCu od neonatalne koncentracije (Fecteau i sar. 2001)), koza i
ljudi (De Antoni i sar. 1980). U placentomima, serotonin stimuliSe umnozavanje Celija
placente ("faktor rasta™) i inhibiSe aktivnost matriks metaloproteinaze posteljice i na taj
nacin igra ulogu u oCuvanju veze izmedu karunkula i kotiledona (Eiler i sar. 1993). Kod
teladi serotonin je snazan stimulator lucenja ACTH (Eiler i sar. 2000), dok dugotrajno
visoka koncentracija koCi sekreciju ACTH i kortizola. Isto tako, povecana koncentracija
serotonina u cirkulaciji fetusa moZe da deluje na njegov mozak ispoljavajuci narkoti¢ko
dejstvo, Sto predstavlja zastitini mehanizam kako za majku tako i za fetus CineCi da
placenta bude Cvrsto vezana (Thomas i sar. 2001). Tri dana pre porodaja enzimski sistem
monoamino oksidaza (MAO) u pluéima, jetri i posteljici inaktiviSu serotonin i dovode do
pada njegove koncentracije u zidu creva fetusa (Fecteau i Eiler, 1997). Posledica je
supresija inhibitornog dejstva serotonina na proteolizu, prestaje narkotiCko dejstvo usled
Cega dolazi do poveéanih pokreta fetusa, povecanja sekrecije i lucenja kortizola i poCetka
odvajanja posteljice. Takode, dokazano je i da komponente sistema renin-angiotenzin
igraju ulogu u izbacivanju posteljice. Receptori za angiotenzin 1l se nalaze u fetalnoj i
placentarnoj membrani kod krava (Schauser i sar. 1999). Angiotenzin Il stimuliSe sintezu
prostaglandina u placentarnom tkivu preko efekta specificne fosfolipaze (Glance i sar.
1985). Stoga, angiotenzin Il zajedno sa prostaglandinima moZe da igra znaCajnu ulogu u
odvajanju posteljice, ukljuCujuci i stimulisanje kontrakcija miometrijuma za vreme

porodaja (Nielsen i sar. 2000).

2.11.4. Definicija zaostale posteljice

Glavni razlog zaostajanja fetalnih membrana je poremeceno odlupljivanje
posteljice od uterusnih karunkula, mada sekundarno, i mehaniCkom nemogucénoscu
izbacivanja ve¢ odvojene fetalne membrane (npr. atonija uterusa). Procenat zaostale
posteljice je veci ili manji u zavisnosti od definicije koja odreduje vreme izbacivanja
sekundina (12 ili 24 Casa). Teoretski, sve krave koje se otele imaju zadrzanu posteljicu:
vise od % krava izbace posteljicu za 6 Casova, a samo manji broj krava za 12 ¢asova nakon
porodaja (Eiler i Fecteau, 2007). Po Buschu (1993), 80% krava izbaci posteljicu u roku od
6 h post partum.
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Tabela 4. Vreme izbacivanja posteljice nakon
porodaja (Van Werven i sar. 1992)

Casova Krave koje izbace
post partum posteljicu (%)
3 16,0
6 77,3
9 88,7
12 94,6
15 96,2
18 97,8
21 98,5
24 100,0

Ukoliko se posteljica ne izbaci do 12 ¢asova po porodaju mogu da nastanu Stetni
efekti na reproduktivne pokazatelje, proizvodnju mleka, poremecen tok puerperijuma,
obolenje vimena i ekstremiteta, i posledicno tome 10Si rezultati osemenjavanja i
koncepcije i izluenje iz zapata se povecavaju (Van Werven i sar. 1992).

Istrazivanja su pokazala da kod krava sa zaostalom posteljicom dolazi do promena
u sastavu adhezivnih proteina koji se nalaze izmedu epitela karunkula i kotiledona koji
imaju ulogu u uspostavljanju uzajamne Cvrste veze. Proteoglikani su znacajni
intercelularni adhezivni proteini koji su prisutni u fetomaternalnoj vezi: aktivnost enzima
B-N-acetil-glukozaminidaze (koja je vazna za metabolizam proteoglikana) je smanjena
kod krava sa zaostalom posteljicom (Kankofer i sar. 2000).

Aktivnost matriks metaloproteinaze 9 (MMP-9) krava sa zaostalom posteljicom je
manja nego kod krava bez zaostale posteljice (Walter i Boos, 2001). Pored ovih promena,
aktivacija imunskog odgovora majke na antigene posteljice moze imati znacajnu ulogu u
odvajanju placente. Smanjena fagocitna aktivnost neutrofila, smanjena migracija i
proizvodnja superoksidnih anjona su Cinioci koji se dovode u vezu sa zaostalom
posteljicom (Heuwieser i Grunert, 1987). Kod krava sa zaostalom posteljicom smanjena je
koliCina IL-8, (hemoatraktanta za neutrofile u kotiledonu) i drugih citokina. Smatra se da
majka prepoznaje fetalni MHC antigen i da to inicira odvajanje posteljice (Noakes i sar.
2009).

Hormonalna neravnoteZa koja je prisutna pre porodaja takode je odgovorna za

zaostajanje posteljice. Progesteron ima ulogu u inhibiciji kontrakcija materice kao i
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inhibiciji kolagenaza materice i usporenja involucije materice. Deksametazon povecava
sintezu i iskoriScenje progesterona u kotiledonima krava. Sa druge strane, estrogen dovodi
do povecanja broja receptora za oksitocin na miometrijumu kao i do povecane sekrecije
prostaglandina F,,. Koncentracija estrogena je povecana kod krava sa zaostalom
posteljicom (Agthe i Kolm, 1975). Visok nivo androgena na dan teljenja tipiCan je znak
prisustva nezrelih placentoma. Pad koncentracije 17 [B-estradiola u plazmi i povecanje
nivoa 17 a-estradiola u krvnom serumu od 6-og do poslednjeg dana pred teljenje znak su
hormonalnog poremecaja koji dovodi do nastanka zaostale posteljice (Mostl i sar. 1982).
Prostaglandini dovode do lize Zutog tela i pojacanih kontrakcija materice. Lizom Zutog
tela dolazi do pada koncentracije progesterona i povecane sekrecije relaksina, Sto
povecava aktivnost kolagenaza. Relaksin dovodi do opustanja grlica materice i struktura
karlicne duplje, Cime se olakSava normalni porodaj. Procesi u sintezi i metabolizmu
prostaglandina E i F su takode povezani sa procesom odvajanja posteljice. Koncentracija
PGFM (13,14-dihidro,15-keto PGF,,), metabolita PGF,, je veéa, a koncentracija PGE;
manja, kod krava sa izbacenom posteljicom nego kod krava sa zaostalom posteljicom
(Wischral i sar. 2001). Placentomi krava sa zaostalom posteljicom sintetiSu manje PGFyq,
a vise PGE; za razliku od krava bez zaostale posteljice. Deficit sinteze PGF je verovatno
posledica smanjene sinteze estrogena Sto ima za posledicu smanjenje akumulacije
prekurzora prostaglandina (arahidonske i linolenske kiseline) u tkivu placente (Wischral i
sar. 2001).

U normalnom toku graviditeta, sazrevanje posteljice i njeno odvajanje od
karunkula zavisi od inkompatibilnosti izmedu molekula MHC klase | majke i fetusa, a koji
se nalaze na epitelu feto-maternalne povrSine. Sazrevanje posteljice praceno je
stimulacijom imunskog odgovora majke i proizvodnjom faktora aktivacije neutrofila u
epitelu arkade karunkula. Ovo utiCe na komponente ekstracelularnog matriksa u
placentomima Sto dovodi do razgradnje kolagena u horionskim resicama i odvajanja od
karunkula (McNaughton i Murray, 2009). Cinioci koji uticu na normalno sazrevanje
posteljice ukljuCuju antioksidativni odbrambeni mehanizam protiv reaktivnih vrsta
kiseonika, snizen odnos PGE;, u odnosu na PGF,, u fetomaternalnom spoju placentoma i
povecanje broja receptora za steroidne hormone, Sto dovodi do smanjenja stepena

apoptoze u horionskom epitelu pre porodaja (McNaughton i Murray, 2009).
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Ucestalost. Smatra se da procenat zaostale posteljice ne bi trebalo da prede 15 %

(Eiler i Fecteau, 2007).
Ekonomske posledice zaostale posteljice. a) smanjena proizvodnja mleka (40%)

u proseku za 1,4 kg/dan; b) povecanje broja veterinarskih intervencija (32%); c) povecanje
izlu€enja iz zapata (19%); d) poveéanje medutelidbenog intervala (9%) (Grohn i Rajala-
Schultz, 2000).

2.11.5 Etiologija

Odvajanje posteljice je pocetak normalne involucije materice nakon porodaja.
Involucija materice je povezana sa razlaganjem kolagena i ostalih proteina.

Odsustvo proteolize kolagena (kolagenoliza) onemoguéava pravilno odvajanje
posteljice. Deficit u sintezi i/ili degradaciji kolagena tipa Il u fetalnim kotiledonima moZze
biti uzrok zaostale posteljice (Sharpe i sar. 1990). Poremecena sinteza ili degradacija
kolagenskih polimera utiCe na formiranje i stabilnost kolagenske mreze u placentomima,
dovodeci do mehanic¢kih prepreka i spreCavanja normalnog izbacivanja placentarne
membrane.

Mnogobrojni Cinioci zaostale posteljice su starost, nasledni faktori, menadzment,
godiSnje doba, duzina graviditeta (skraéen ili produZen), teZzak porodaj, carski rez,
fetotomija, infektivni agensi, imunski status majke, hormoni i ishrana (Joosten i sar. 1987).

Prevremeni porodaj nastao prirodnim putem ili indukovan (< 271 dan) je Cest
uzrok zaostale posteljice. Skraéeni graviditet je Cesto povezan sa bliznjenjem gde u 30-
50% dolazi do retencije secundinarum (Yeon-Kyung Han i sar. 2005). Bliznjenje
povecava ucestalost zaostale posteljice 3-5 puta (Erb i sar. 1958). Isto tako, bliznjenje koje
nastaje nakon embriotransfera dovodi do veceg procenta zaostale posteljice (Echternkamp
i Gregory, 1999). Kombinacija skracene duZine gestacije (<270 dana) i male teZine pri
rodenju (<37 kg) su povezani sa povecanim rizikom za zaostalom posteljicom (Joosten i
sar. 1987).

Toplotni stres skraCuje period gestacije i poveCava rizik za nastanak retencije
plodovih omotaca i postpartalnog metritisa (Du Bois i Williams, 1980).

Infektivni agensi koji dovode do placentitisa takode su uzrok zaostale posteljice.
Abortus nastaje kao posledica infekcije sa Brucella abortus, Salmonella dublin,
Campylobacter fetus, Leptospira spp, BVD virus, IBR, plesni kao Sto su Aspergillus ili

Mucor spp., bakterija kao Sto su Actinomyces pyogenes, Pseudomonas spp, Escherichia
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coli, Streptokoke grupe C, Staphylococcus spp. (Parkinson, 2009; Anderson, 2007
Dohmen i sar, 2000).

Razlog je i mehaniCka prepreka za odvajanje fetomaternalne veze i uzrok zaostale
posteljice i velika masa placentoma bez prisutnog placentitisa. A to moZe biti edem
horionskih resica (naroCito kod krava nakon carskog reza ili torzije materice koja je duze
trajala), nezreli placentomi (kod neinfektivnih abortusa ili prevremenog porodaja tj. u
sluCajevima skracenog perioda gestacije), hiperemija placentoma (prepartalna ili
neposredno nakon porodaja usled brze obliteracije umbilikalnih krvnih sudova),
produZena involucija placentoma i prepartalna nekroza placentarnih resica (Grunert,
1984).

Atonija materice, nastala kao posledica slabih kontrakcija u porodaju predstavlja
uzrok zaostale posteljice u 1-2 % (Grunert, 1984). U ovom slu€aju posteljica je veé
odlupljena, ali ne moZe biti izbaCena zbog izostanka kontrakcija materice. Atonija
materice mozZe nastati kao posledica preteranog Sirenja miometrijuma (na primer kod
hidropsa plodovih omotaca), iako u ovom slucaju uzrok zaostale posteljice moze biti
poremecaj posteljice i/ili fetusa. Hipokalcemija se takode pominje kao uzrok atonije
(Gréhn i Rajala-Schultz, 2000).

Nagli pad koncentracije progesterona i povecanje koncentracije estrogena tokom
poslednje nedelje gestacije odgovoran je za povecanje broja receptora za oksitocin u
miometrijumu. Dokazana je pozitivna korelacija izmedu jaCine uterusnih kontrakcija i
broja oksitocinskih receptora (Fuchs i sar. 1996). Kod krava sa zaostalom posteljicom
koncentracija receptora za oksitocin u placentarnom tkivu majke, neposredno nakon
porodaja i 6 sati kasnije znaCajno je niZza u odnosu na krave bez zaostale posteljice (Takagi
i sar. 2002). Stoga, autori zakljuCuju da jaCe kontrakcije materice mogu biti jedna od
glavnih razlika izmedu krava koje su izbacile posteljicu do 12 sati nakon porodaja i onih
koje to nisu.

Deficit mikroelemenata i vitamina (selen, vitamin E i A) mogu biti uzrok
povecanoj ucestalosti zaostale posteljice (Wilde, 2006). Postoji dosta radova koji se
odnose na deficit selena i/ili vitamina E u etiologiji zaostale posteljice. Utvrdeno je da je
koncentracija selena u serumu povecana do 30 dana nakon dodavanja u hrani, a posle
sedam dana po parenteralnom davanju (Stowe i sar. 1988). Dodavanje selena sa ili bez
vitamina E, 30 dana pre porodaja, redukuje pojavu zaostale posteljice i skracuje vreme
izbacivanja sekundina (Julien i sar. 1976; Harrison i sar. 1984). Davanje selena na 2-3
nedelje pre porodaja parenteralnim putem smanjilo je ucestalost zadrzane posteljice za
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vise od 50 %. Ovaj efekat selena je vidljiv bez obzira da li je istovremeno dat i vitamin E
(Jaskowski, 1990). Postoje dokazi da deficit selena utice na funkciju polimorfonuklearnih
neutrofila (PMN). Odsustvo leukocita u vezi izmedu posteljice majke i fetusa ima za
posledicu nastanak zaostale posteljice u 100% (Putnam i Comben, 1987). U nekim
sluCajevima nije potvrdeno da dodavanje selena ima uticaja na smanjenje ucestalosti
zaostale posteljice (Gwazdauskas i sar. 1979), Sto se objasnjava time da je obrok koris¢en
u ishrani ovih krava ve¢ bio bogat selenom (Allison i sar. 2000). Inaba i sar. (1986) su
utvrdili da je kod krava sa zaostalom posteljicom koncentracija (3-karotina u krvnoj plazmi
oko porodaja u zimskim mesecima bila niza od onih bez zaostale posteljice. Povecana
koncentracija gvozda u serumu, koja dovodi do povecanog zasiCenja kapaciteta za
vezivanje gvozda (TIBC), povezuje se sa vecom ucestaloSCu zaostajanja posteljice
(Campbell i Miller, 1998).

Nasledni Cinioci se takode pominju u etiologiji zaostale posteljice (Grunert, 1986).
Krave mesnatih rasa imaju manju ucestalost u odnosu na krave koje se koriste za
proizvodnju mleka. Starije krave su sa vecim rizikom za retenciju. Teljenje u proleée je
takode povezano sa povecanim rizikom verovatno i zbog deficita vitamina A (Muller i
Owens, 1974). U slobodnom sistemu drzanja ima manje zaostale posteljice (Bendixen i
sar. 1987). Zivotinje sa zaostalom posteljicom u prethodnom graviditetu (Eiler i sar.
2007), krave sa visokom proizvodnjom mleka, poremeéenim metabolizmom ugljenih
hidrata u peripartalnom periodu (sindrom debele krave, ketoza, dislokacija siriSta) imaju
povecani rizik (Melendez i sar. 2003) za nastanak zaostale posteljice.

Peripartalni period je stresan period za krave posebno mleCnih rasa. Krave sa
zaostalom posteljicom nakon normalnog porodaja ispoljavaju smanjenu hemotaksu pre
porodaja i fagocitnu aktivnost leukocita (Gunnink, 1984). Aktivnost mijeloperoksidaze u
kotiledonima i neutrofilima kao i hemotakti¢na aktivnost su smanjene 2 nedelje pre i 2
nedelje posle porodaja kod krava sa zaostalom posteljicom (Hoedemaker i sar. 1992).
Kankofer i sar. (1996) su utvrdili nizu aktivnost superoksid dismutaze i glutation
peroksidaze u fetalnim membranama krava sa zaostalom posteljicom. Isto tako,
interleukin-8 (IL-8), znaCajan hemotakti¢ni agens za neutrofile, je niZi kod krava koje nisu
izbacile posteljicu. Sposobnost sekrecije IL-8 imaju monociti, aktivirani neutrofili,
endotelne i epitelne Celije. Interleukin-8 povedava sekreciju kolagenaza $to ubrzava
odvajanje fetalnih kotiledona placente od majcinih karunkula. Antioksidativni enzimski
kapacitet posteljice tokom graviditeta se takode pominje u etiologiji zaostale posteljice.

Smanjena koncentracija placentarne superoksid dismutaze kao i estrogena u krvnoj plazmi
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Tabela 5. Faktori rizika u etiologiji zaostale posteljice (Eiler i Fecteau, 2007).

5 Zadrzana Relativni 3 Zadrzana Relativni
Cinioci posteljica rizik Cinioci posteljica rizik
(%) (%)
Ginekoloski Indukovani porodaj
Abortus 62 10,3 Prostaglandin F, 80 12,1
Vise plodova 37 8,3 Deksametazon + PGFy, 79 12,1
Eg’s‘ieﬁjriectgo‘j”e zaostale 25 60 | Deksametazon 67 10,1
Carski rez 62 6,0 Deksametazon + estrogeni 67 10,1
Mrtvi plodovi 19 4.4 Deksametazon + relaksin 15 2,2
Fetotomija 26 41 Nutritivni
Starije krave 10 3,3 Deficit selena / vitamina E 23 2,4
Prethodna retencija 12 3,0 ll(suhkrsrjzzenom I silazom 28 1,8
OteZani porodaj 13 2,1 GvoZde u visku 16 1,5
Fizioloski Infektivni
rﬁ;iz(a gestacija + mala 12 3,0 k}fr?éel (E);uzitivne na 28 3.0
el e TR
Pol ploda (muski) - 1,05
Hormonalna neravnoteza

Prepertalna ovariektomija 100 15,1
Prepartalna ablacija 7. tela 100 15,1
Abnormalno (niska/visoka) prepartalna koncentracija:

Progesterona 90 13,6

Estrogena 34 51

u antepartalnom periodu dokazana je kod krava sa zaostalom posteljicom (Wischral i sar.

2001). Aktivnost neutrofila, makrofaga i migraciona sposobnost enzima mijeloperoksidaze

i funkcija polimorfonukleara (PMN) u ovom periodu krava sa zaostalom posteljicom je

smanjena (Miyoshi i sar. 2002; Kimura i sar. 2002).

Trauma materice nakon teSkog teljenja moZe da bude razlog pojacanog

oslobadanja heparina iz mastocita na mestu povrede. Heparin inhibiSe kolagenaze $to

dovodi do usporene involucije materice i spreCavanja izbacivanja posteljice (Eiler i sar.

2007). Usled traume materice moZe doci do njene atonije §to ima za posledicu sekundarnu

zaostalu posteljicu. Nakon carskog reza, tretman krava nesteroidnim antiinflamatornim

analgeticima (NSAIL) povecava ucCestalost zaostale posteljice zato Sto su NSAIL inhibitori

ciklo-oksigenaze, pa se smatra da zbog sprecene sinteze prostaglandina dolazi do retencije.
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Kod krava sa zaostalom posteljicom koncentracija progesterona u krvnoj plazmi je
visa (3,4 £ 0,3 ng/ml), a 17-f estradiola niza (225 + 22 pg/ml) u poredenju sa kravama kod
kojih nije bilo zaostale posteljice (2,3 £ 0,1 ng/ml za progesteron i 288 + 20 pg/ml za 17-
estradiol) (Chew i sar. 1977; Kankofer i sar. 1996).

2.11.6. Efekti zaostale posteljice

Zaostala posteljica predstavlja veliki problem u ginekologiji i akuSerstvu krava jer
Cesto dovodi do neplodnosti i izluCenja jedinki iz zapata (Grohn i sar. 1998). Efekti
zaostale posteljice u velikoj meri zavise od stepena infekcije materice. Neki put sluajevi
zaostale posteljice prolaze bez znacCajnih posledica po zdravlje i fertilnost krava. U tezim
sluajevima dolazi do naruSavanja zdravstvenog stanja plotkinja sa mogucim letalnim
zavrsetkom. Smrtnost se javlja u 1-4% slucajeva (Roberts, 1986), a najéesCe nastaje kao
posledica metritisa i toksemije. Zaostala posteljica je najvazniji Cinilac za nastanak
oboljenja materice u puerperijumu (Potter i sar. 2010). Le Blanc i sar. (2008) smatraju da
se smanjenjem ucestalosti zaostale posteljice smanjuje mogucnost nastanka infekcija
materice. Kolostrum krava koje su imale zaostalu posteljicu je slabijeg kvaliteta Sto
povecava rizik od nedovoljnog pasivnog transfera kolostralnih antitela, Sto za posledicu
ima i nastanak respiratornih i digestivnih oboljevanja teladi (Lona i Romero, 2001).
Posledice zaostale posteljice na fertilitet se odnose na produZenje intervala od teljenja do
prvog uocCenog estrusa, produzenje intervala od teljenja do prvog osemenjavanja, smanjen
stepen koncepcije od prvog osemenjavanja i veéeg procenta izluenja iz zapata zbog
jalovosti (Potter i sar. 2010). Krave sa zaostalom posteljicom imaju 16,4 puta veCu Sansu
da obole od ketoze u odnosu na krave sa normalno izbacenom posteljicom (Curtis i sar.
1985).

2.12. Indukcija porodaja prostaglandinima i indikacije

Porodaj krava pocCinje nizom endokrinih promena koje nastaju nekoliko nedelja pre
termina: padom koncentracije progesterona, hormona koji je odgovoran za odrzavanje
graviditeta (Janszen i sar. 1990).

Prostaglandini imaju vaznu ulogu u porodaju ne uticuc¢i samo na lutealnu regresiju,
vec ispoljavajuci svoje dejstvo i na proces odvajanja posteljice (Fairclough i sar. 1984).
Narocita uloga se pripisuje PGF,, (Kornmatitsuk i sar. 2000).

Prostaglandini grupe F,, znaCajni za reproduktivnu funkciju Zivotinja nasli su

primenu od 1967. godine kada im je razjaSnjena hemijska struktura.
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Prostaglandini se sintetiSu iz arahidonske kiseline nizom enzimskih reakcija,
odnosno oslobadanjem arahidonske kiseline iz membranski vezanih glicerofosfatida u
endometrijumu. Za ovaj mehanizam je odgovorna kalcijum zavisna Celijska fosfolipaza A,
(cPLA;) (Zhang i sar. 1996). U drugom koraku dolazi do sinteze intermedijarnih
prostaglandina, PGG; i PGH; preko dva izoenzima, ciklooksigenaze-1 ili-2 (COX-1 ili -2)
(Malkowski i sar. 2000). Intermedijarni prostaglandini se zatim metaboliSu u PGFy,, PGE;
i PGI,.

Ciklooksigenaza-1 (COX-1) se nalazi u razliCitim tkivima. U materici je prisutna u
stabilnoj koncentraciji i ne varira u zavisnosti od stadijuma estralnog ciklusa i graviditeta.
Sa druge strane COX-2 je indusibilni, kratko Ziveci enzim i nalazi se prisutan u odredenim
stanjima (Vane i Botting, 1996). Njegova koncentracija u tkivu materice je na bazalnom
nivou izuzev tokom luteolize i porodaja (Johnson i sar. 1995). Pred kraj graviditeta i za
vreme porodaja, koncentracija COX-2 se povecava u epitelu fetalnih kotiledona, epitelu
majcinih karunkula i u cerviksu. Za vreme porodaja povecani nivo COX-2 se nalazi i u
miometrijumu (Fuchs i sar. 1999; Ivell i sar. 2000). Kao posledica toga, dolazi do naglog
povecanja koncentracije prostaglandina dan pre porodaja, dok se najviSe vrednosti postiZu
u vreme istiskivanja fetusa (Konigsson i sar. 2001).

Sinteza prostaglandina u materici (endometrijumu) je tesno povezana sa
prisustvom receptora za oksitocin i njegovim delovanjem (lvell i sar. 2000; Fuchs i sar.
1996). Oksitocin indukuje sintezu COX-2 i oslobadanje intracelijskog kalcijuma koji su
znaCajni za aktivaciju cPLAZ2 i sintezu prostaglandina (Burns i sar. 1997).

Prostaglandini imaju kratak poluzivot u krvnoj plazmi. Njihovo delovanje na
jajnike i matericu je parakrino, jer im hemijska struktura ne omogucava intracelularno
deponovanje (Samuelsson i sar. 1975).

Prostaglandini (prirodni i sintetski) se najceSce koriste za leCenje reproduktivnih
oboljenja, manipulaciju estralnim ciklusom i indukciju porodaja krava. Za indukciju
porodaja postoje medicinski i ekonomski razlozi: da se predupredi tezak porodaj, kod
primene neodgovarajuc¢eg semena za osemenjavanje krava i junica, osemenjavanja jako
mladih junica, neplanirana steonost, kod produZenog graviditeta, hidropsa plodovih
ovojnica, mumifikacije, maceracije ploda ili kod oboljenja krava u graviditetu. Isto tako,
prostaglandini se koriste i u terapiji purulentnih endometritisa, piometre, kao i za indukciju
i sinhronizaciju estrusa (Brand i sar. 1975). Indukcijom porodaja omogucava se
nadgledanje vremenski dirigovanog porodaja u cilju detekcije i korekcije oteZanog
porodaja a samim tim i redukcije perinatalnog uginuca teladi (Bellows i sar. 1994).
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Mehanizam delovanja prostaglandina F,, ogleda se u regresiji Zutog tela na jajniku krava
(luteolitiCko dejstvo) i uklanjanje progesteronske blokade, sekreciji oksitocina, relaksina i
lutealnog prostaglandina (Whittle i sar. 2000).

Kod krava, luteoliticka doza PGF,, u kasnom graviditetu dovodi do porodaja, u
proseku za 48h (Kask i sar. 1999).

Kod krava kod kojih je porodaj indukovan 1-2 nedelje pre oCekivanog datuma
teljenja dolazi do zaostajanja posteljice u vise od 75%, a kod krava na nekoliko dana pre
termina, procenat zaostale posteljice je 10-50% (Bo i sar. 1992).

Krave sa zaostalom posteljicom sintetiSu znatno manje PGF,, U ranom postpartalnom
periodu verovatno zbog promena u metabolizmu prostaglandinskih endoperoksida za sintezu
vecih koliCina PGl i verovatno PGE, u odnosu na sintezu PGF,,. Isto tako, kod krava sa
normalno izbaCenom posteljicom, aktivnost prostaciklin sintetaze se odrzava na bazalnom nivou

u odnosu na krave kod kojih posteljica nije izbaCena u fizioloSkom roku (Horta i sar. 1986).

2.13. Peripartalni period kod mlecnih krava

U peripartalnom periodu koji obuhvata 3 nedelje pre i 3 nedelje posle porodaja
nastaju mnogobrojne metabolicke i endokrine promene od kojih zavisi zdravstveno stanje,
proizvodni i reproduktivni rezultati (Drackley, 1999). U ovom periodu povecane su
potrebe krava u energiji, proteinima i suvoj materiji. Promene u metabolizmu ugljenih
hidrata i masti krava u antepartalnom periodu ukljuuju: povecanje stepena
glukoneogeneze u jetri i smanjenje potrosnje glukoze u perifernim tkivima, smanjeno
iskoriS¢avanje acetata i umereni porast mobilizacije masnih kiselina iz masnog tkiva (Bell,
1995). Potrebe za hranljivim materijama steonih krava na kraju graviditeta su za 75% vece
od nesteonih. Povecane potrebe su neophodne za rast i razvoj fetusa, gravidnog uterusa i
mlecCne Zlezde (Bauman i Currie, 1980). Ove promene su posledica adaptacije organizma
na povecane potrebe fetusa u smislu obezbedenja dovoljne koli€ine energije i prekurzora
za rast kao i potreba u proizvodnji mleka iskoriS¢avanjem slobodnih masnih Kiselina i
ketonskih tela kao izvora energije (Overton i Drackley, 1998). U ovom periodu dolazi i do
ostalim telesnim tkivima radi stvaranja supstrata za glukoneogenezu. Takode, povecava se
resorpcija minerala u digestivnom traktu i u kostima (Ingvartsen i Andersen, 2000).

Unos suve materije u ovom periodu se smanjuje. Ovo smanjenje kao i promene u
endokrinom profilu imaju za posledicu povecanje koncentracije neesterifikovanih masnih

Kiselina Sto je povezano sa nastankom metabolickih oboljenja (masha jetra i ketoza)
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vezanih za njihov metabolizam (Grummer, 1993). Kljucno podrucje ovog perioda je
metabolizam lipida. Pove€ani metabolizam lipida iz masnog tkiva je odgovoran za
povecanu ucestalost peripartalnih bolesti (Drackley, 1999). JoS 50-ih godina pro$log veka
opisana je masna jetra kod krava sa ketozom. Povecano akumuliranje masti je tada uo¢eno
i kod normalnih krava u ranom periodu laktacije. Ta pojava je opisana kao "sindrom
mobilizacije masti" u ranoj laktaciji, pri ¢emu krave mobilisu lipide iz masnog tkiva i
povecanoj proizvodnji neesterifikovanih masnih kiselina u jetri i povecanoj akumulaciji
triglicerida (Grummer, 1993).

U kasnom graviditetu i ranoj laktaciji dolazi do znatnog povecCanja potreba za
energijom. Sa obrokom bogatim metabolickom energijom gravidne junice imaju relativno
visoku koncentraciju glukoze u plazmi i relativno nisku koncentraciju neesterifikovanih
masnih kiselina (Collier i sar. 1984). Posle porodaja, koncentracija neesterifikovanih
masnih kiselina je visoka, dok je koncentracija glukoze snizena.

Koncentracija neesterifikovanih masnih kiselina pocinje da raste 2-3 nedelje pre
porodaja, dostiZze vrhunac na porodaju ili tokom prve nedelje laktacije. Glukoza se povecava
tokom poslednje nedelje pre teljenja i naglo opada posle porodaja dostizu¢i minimum 1-3
nedelje u laktaciji (Overton i Drackley, 1999).

2.14. Energetski bilans

Enegetski bilans je daleko najznaCajniji nutritivni Cinilac koji utiCe na zdravlje
Zivotinja, laktaciju i reproduktivne sposobnosti. Promene energetskog bilansa se mogu pratiti
promenom telesne teZine i ocenom telesne kondicije krava. lako ova metoda nije dovoljno
senzitivna ona i dalje ostaje vazan pokazatelj promena telesne kondicije krava (Van Saun,
2004b).

Oko 80% mlecnih krava ima negativni energetski bilans tokom rane laktacije. On
dostiZe najniZi nivo tokom prve i druge nedelje laktacije, a traje razli¢ito dugo (Villa-Godoy i
sar. 1990).

Neesterifikovane masne kiseline su osetljivi indikator energetskog bilansa. One se
koriste u proceni energetskog statusa krava u periodu zasuSenja u poslednjem mesecu
graviditeta kada nagle promene u energetskom bilansu ne mogu da se uoCe na osnhovu
promena telesne kondicije (BCS-body condition scores). One nastaju razlaganjem lipidnih
rezervi masnog tkiva, a metaboliSu se u jetri i ostalim tkivima. Stoga, koncentracija

neesterifikovanih masnih kiselina direktno odrazava stepen mobilizacije masti iz masnog
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tkiva (Holtenius i Hjort, 1990). Visoke vrednosti neesterifikovanih masnih Kkiselina
ukazuju na negativni bilans energije (Herdt, 2000).

B-hidroksi buterna kiselina (BHBA). Na koncentraciju [-hidroksi buterne
Kiseline u serumu utiCe bilans energije i glukoze, ali je ona manje specifiCan indikator
nego koncentracija neesterifikovanih masnih kiselina jer povecane koncentracije moze da
uzrokuje slabo fermentisana silaza, a ne poremecéaj metabolizma (Geishauser i sar. 2001).
Visoke vrednosti BHBA su povezane sa smanjenom proizvodnjom mleka, poveéanom
uCestaloS¢u klinicke ketoze i dislokacije abomazusa na levo, kao i smanjenom
koncepcijom (Herdt i sar. 2001). Zlatni standard test za subklinicku ketozu je odredivanje
koncentracije B-hidroksi buterne kiseline koja je bolji indikator nego aceton ili acetoacetat
(Oetzel, 2004). Krave sa koncentracijom B-hidroksi buterne kiseline preko 1,0 ili 1,4 mM
imaju 3,2 i 4,3 puta veCu mogucnost za nastanak postpatralnih oboljenja (Van Saun, 2004
a,b).

Glutamat dehidrogenaza (GLDH) je enzim mitohondrija hepatocita koji
katalizuje konverziju glutamata do a-ketoglutarata (2-oksoglutarata). Povecane vrednosti
GLDH ukazuju na oste€enje hepatocita (Braun i sar. 1986). Posto je on prilicno veliki
mitohondrijalni enzim, oStecenje treba da bude znatno kako bi doSlo do oslobadanja
GLDH. GLDH je enzim koji se koristi pri proceni laboratorijskih parametara kod
hepatocelularnih promena iz razloga Sto je on stabilniji enzim kod Cuvanja u odnosu na
sorbitol-dehidrogenazu (SDH). GLDH se nalazi u brojnim tkivima uklju€ujuci hepatocite,
bubrege, creva, miSice i pljuvacne Zlezde. Medutim, najveci deo ovog enzima u serumu
poreklom je iz hepatocita. U njima se nalazi u centrolobularnom podrucju, dok je AST
vise homogeno distribuiran i ALT viSe periportalno. Poluzivot ovog enzima kod krava
iznosi 14 Casova.

2.15. Hormonska regulacija adaptacije metabolizma krava

u peripartalnom periodu
Pored nervnog i imunskog sistema, ulogu u regulisanju adaptacije metabolizma
tokom peripartalnog perioda ima endokrini sistem. U peripartalnom periodu dolazi do
znaCajnih promena u hormonskom sistemu Sto ima za cilj da se plotkinje pripreme za

nastupajucu laktaciju, porodaj i nastavak reproduktivne funkcije (Bauman i Currie, 1980).

2.15.1. Estradiol
Sinteza estrogena u placenti poCinje odmah nakon otpocinjanja placentacije Sto

pokazuju i merenja estrogena u fetalnim tecnostima (Eley i sar. 1979). Mesto stvaranja
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estrogena su Celije trofoblasta u kotiledonima fetusa (Hoffmann i sar. 1979; Hoedemaker i
sar. 1990).

Fetoplacentarna veza stvara estron (E1) nakon Cega dolazi do njegovog
sulfonovanja i porasta koncentracije tokom graviditeta, istovremeno sa fetoplacentarnim
rastom i razvojem. Estron i estradiol koji se stvaraju u fetoplacentarnoj vezi se vrlo brzo
konjuguju u placentomima kako bi se sprecio jak uticaj estrogena na tkivo majke i fetusa
(Hoffmann i sar. 1997). Konjugovani estrogeni (estron sulfat) se nakupljaju u
horioalantoisnoj i amnionskoj tecnosti kao i u cirkulaciji majke. Odnos estrona prema
estradiolu-17p i estradiolu-17a prosecno iznosi 12,35 : 1 : 0,35 u krvnoj plazmi (Hofman,
1977). Od 60-og dana graviditeta dolazi do postepenog povisenja koncentracije
konjugovanog i slobodnog (nekonjugovanog) estrogena (1-10% konjugovane forme). U
poslednja 2 meseca graviditeta, placenta odrzava graviditet de novo sintezom progesterona
i estrogena (Garverick i Smith, 1993). Koncentracija estradiola-17 u krvnoj plazmi krava
se progresivno povecava u kasnom graviditetu i svoj maksimum dostiZze druge do prve
nedelje pred porodaj (Forbes, 1986). Koncentracija estradiola-17f tokom rane i u prvoj
polovini gestacije je niza od 0,1 ng/ml. Sa odmicanjem graviditeta, naroCito posle 250-0g
dana, njegova koncentracija se povecava dostizuéi 5-2 dana pred porodaj vrednosti od 7
ng/ml za estron sulfat i 1,2 ng/ml za estron (Thatcher i sar. 1980). Zatim sledi njegov nagli
pad oko 8 sati antepartum a najniZe vrednosti ima neposredno nakon porodaja (Hoffmann i
sar. 1997). Smatra se da estrogeni imaju ulogu u sazrevanju i izbacivanju posteljice. Krave
sa normalno izbaenom posteljicom imaju znacajno vece koncentracije estrogena od 6-1
dan pre porodaja u poredenju sa kravama sa produzenim vremenom izbacivanja,
delimi¢no izbaCenom posteljicom ili krava sa potpuno zaostalom posteljicom (Grunert i
sar. 1989).

2.15.2. Progesteron

Nakon oplodenja, koncentracija progesterona izmerena u krvi i mleku krava raste.
U prvih 14 dana gestacije njegova koncentracije je slicna onoj u diestrusu. Umesto da
njegova koncentracija opadne oko 17-og ili 18-og dana, ona ostaje povecana tokom
Citavog graviditeta. Progesteron stimuliSe zlezdani epitel endometrijuma na proliferaciju i
sekretornu aktivnost (histiotrofa ili "uterusno mleko"), obezbedujuci jedini hranljivi izvor
za rast embriona pre placentacije. Pored toga, progesteron smanjuje tonus i kontrakcije
miometrijuma poveCanjem praga osetljivosti materice na razliCite stimuluse,

omogucavajuéi na taj naCin nesmetano Sirenje materice na racun rasta ploda i posteljice.
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Progesteron, takode, inhibiSe aktivnost NK celija u materici i indukuje pretvaranje ThO
¢elija u Th2 Celije, kao i sekreciju citokina kao $to su IL-6 i IL-4 u trofoblastima (Ishikawa
i sar. 2004). Pored Zutog tela, manja koli€ina progesterona se sintetiSe u cCelijama
trofoblasta u placentomima, a pretpostavlja se da je ta koli¢ina koja se stvori na feto-
maternalnoj vezi znaCajna za zastitu ploda od imunskog sistema majke (Hansen, 2007).

U prva tri meseca graviditeta njegova koncentracija je 11,6 ng/ml (Schallenberger i
sar. 1985). U Cetvrtom i petom mesecu dolazi do blagog pada na vrednosti oko 9 ng/ml, da
bih 72-24 h pre porodaja usledio nagli pad na vrednosti ispod 1 ng/ml (Henricks i sar.
1971; Hoffmann i sar. 1977; Schallenberger i sar. 1985).

Glavni izvor progesterona za odrzanje graviditeta kod krava je Zuto telo, dok
posteljica stvara znatno manju koliinu (Chew i sar. 1979). Posteljica sintetiSe znaCajnu
koliinu progesterona u kratkom periodu gestacije (od 150-og do 265-0g dana) kada moze
da substituiSe lutealni progesteron nakon indukovane luteolize (Estergreen i sar. 1967,
Johnson i sar. 1981).

Savada i sar. (1988) su utvrdili postepeni pad koncentracije progesterona od 6,7
ng/ml od 6. nedelje ante partum na 3,7 ng/ml 2 dana pred porodaj. Zatim sledi nagli pad na
2,5 ng/ml na dan porodaja i na 0,7 ng/ml tokom porodaja.

Koncentracija progesterona u krvnoj plazmi se postepeno poveéava do oko 250-0¢
dana gestacije na najvece vrednosti od 7-8 ng/ml. Od 240-og dana do pred sam porodaj
koncentracija progesterona u plazmi opada na oko 3-4 ng/ml. Na dan porodaja, njegova

koncentracija se meri u tragovima (Hafez, 1975).

2.15.3. Glukokortikosteroidi

Glukokortikosteroidi igraju vaznu ulogu u mnogim fizioloSkim procesima
ukljucujuci stres, metabolizam i imunitet (Lefcourt, 1993).

Kod krava kortizol je glavni glukokortikosteroid koji se sintetiSe u Kkori
nadbubrega. Nivo kortizola za vreme graviditeta je relativno nizak sve do pred sam
porodaj kada nastaje porast njegove koncentracije u krvi. Povecanje njegove koncentracije
poCinje u drugom trimestru graviditeta preko efekta kortikotropin rilizing hormona
hipotalamo-hipofizno-adrenalne osovine. Glukokortikosteroidi su ukljuCeni u razvoj
organa fetusa i proces otpocCinjanja porodaja (Hoffman, 1994). Koncentracija kortizola u
serumu krava pocinje da raste oko 3 dana pre i dostize maksimalne vrednosti na dan
porodaja, nakon Cega sledi oko 24 sati nakon porodaja nagli pad do minimalnih

koncentracija (Preisler i sar. 2000). Ekspresija receptora za glukokortikosteroide na
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neutrofilima, limfocitima i monocitima je nishodno regulisana kod krava u peripartalnom
periodu (treci trimestar gestacije) usled njihove povecane koncentracije (Preisler i sar.
2000).

Koncentracija kortizola se poveCava za vreme porodaja kako kod krava sa
normalnim tako i kod onih sa teSkim porodajem. Isto tako, koncentracija kortizola se
menja sa fazama porodaja, bez obzira na njihovo trajanje i kod krava i kod koza. Kod
junica i koza, koncentracija kortizola se poveCava sa poCetkom porodaja (prva faza
porodaja), nastavlja da raste za vreme istiskivanja ploda i dostize najvece vrednosti
prilikom rodenja teleta ili jarica (Hydbring i sar. 1999).

Kortizol i progesteron imaju antagonisticki efekat na fetoplacentarnu vezu. Naime,
kortizol poveéava proizvodnju prostaglandina u placentarnoj i fetalnoj membrani
aktivacijom ciklooksigenaze-2 (amnion i horion) i inhibicijom 15-hidroksiprostaglandin
dehidrogenaze (15-OH-PGDH) (horionski trofoblast), i na taj naCin omogucavaju
relaksaciju cerviksa i kontrakcije materice. Progesteron ima suprotan efekat (Challis i sar.
2002). Isto tako, kortizol ima kompetitivho dejstvo na inhibitorni uticaj progesterona u
regulaciji placentarne ekspresije CRH gena (Karalis i sar. 1996). Stoga se smatra da preko
brojnih autokrinih i parakrinih puteva kortizol ima dominantni uticaj na fetoplacentarnu
vezu neposredno pre porodaja u odnosu na progesteron koji sluzi u odrzanju smanjenog

tonusa materice i preveniranju kontrakcija miometrijuma (Snegovskikh i sar. 2006).

2.15.4. Tireoidni hormoni

Tireoidni hormoni su znacajni za reprodukciju, pre svega zbog njihovog uticaja na
promet azotnih i energijom bogatih metabolita koji su neophodni za razvoj i pravilno
funkcionisanje reproduktivnog sistema. Nizak nivo tiroksina odlaZze poCetak puberteta i
sazrevanje reproduktivnog trakta, ometa normalni tok graviditeta i ima direktan uticaj na
spermatogenezu kod odraslih jedinki (Hafez, 1975). Deficit joda se manifestuje preko
efekata tironina. Tireoidni hormoni, narocCito trijodtironin koji je oko Cetiri puta aktivniji
od tiroksina, imaju vaZznu ulogu u etiopatogenezi ketoze i masne infiltracije i degeneracije
Celija jetre. Pri njihovoj veoma niskoj koncentraciji u krvi, narocito u periodu oko teljenja
dolazi do povecanog koriS€enja telesnih rezervi masti i njihovog preusmeravanja na
visoku proizvodnju mleka (Bokovi¢ i sar. 2005). Ukoliko ovakvo stanje duZe traje, dolazi
do naruSavanja metaboliCke ravnoteZze u organizmu i mobilizacije masti i deponovanja u
parenhimatoznim organima, prvenstveno u jetri, ali i u poprecno-prugastoj muskulaturi sto

dodatno pogorSava zdravlje Zivotinja (Oldenbroek i sar. 1989).
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Utvrdeno je da postoji pozitivna korelacija izmedu koncentracije tireoidnih
hormona u krvi i energetskog bilansa, kao i negativna korelacija izmedu koncentracija
trijodtironina i tiroksina u krvi i proizvodnje mleka (Oldenbroek i sar. 1989). Znacajno
nize koncentracije hormona tireodeje u krvi krava u periodu oko teljenja su utvrdene u
uslovima negativnog bilansa energije i pojacane lipomobilizacije iz telesnih depoa.
NaroCito je izrazen pad trijodtironina neposredno pre i posle teljenja (Kunz i sar. 1985).
Awadeh i sar. (1998b) su utvrdili da status selena kod krava utiCe na sintezu tireoidnih
hormona kod novorodene teladi.

Koncentracija tireoidnih hormona krava pre porodaja je relativno visoka. Nakon
porodaja, nastaje znaCajan pad njihove koncentracije u krvnoj plazmi (Jovanovié i sar.
1988). Dve do tri nedelje nakon porodaja, koncentracija tiroksina je niska Sto verovatno
nije uslovljeno smanjenom sekrecijom tireostimuliraju¢eg hormona (TSH) iz hipofize
(Kesler i sar. 1978). Aceves i sar. (1985) su pokazali da pod normalnim ambijentalnim
uslovima (temperatura sredine 22°C, relativna vlaznost vazduha 40%) krave u periodu
rane laktacije imaju zna€ajno nizu koncentraciju tireoidnih hormona u krvnoj plazmi, dok

je koncentracija reverznog T3 (rT3) veca nego kod krava u zasusenju ili u laktaciji.

2.16. Uticaj ishrane i hormona na peripartalnu imunosupresiju

U peripartalnom periodu dolazi do smanjenja imunskog kapaciteta (Kehrli i sar.
1999). Krave u ovom periodu su osetljivile na mastitis. Etiologija peripartalne
imunosupresije je multifaktorijalna i povezana je sa fizioloSkim promenama koje nastaju
pre, za vreme porodaja i otpocinjanja laktacije (Mallard i sar. 1998).

Progesteron inhibiSe mnoge funkcije leukocita jer je neophodno da se spreci
odbacivanje fetusa kao "stranog tela". lako je progesteron znacajan za supresiju imunskog
sistema tokom Citave gestacije, smatra se da je malo verovatno da je on uzrok jake
imunosupresije u peripartalnom periodu jer njegova koncentracija u tom periodu opada
(Kehrli i sar. 1989a,b).

Trawick i sar. (1986) su pokazali da estrogeni stimuliSu humoralni imunski
odgovor, dok While i sar. (1977) smatraju da estrogeni imaju jak supresivni efekat na
¢elijski posredovani imunitet.

Koncentracija kortizola u krvnom serumu i broj leukocita i neutrofila je zna€ajno
povecan na porodaju, dok su bazalne izmerene vrednosti 24 Casa nakon porodaja. U tom
periodu dolazi i do smanjene ekspresije adhezivnih molekula i smanjenog kapaciteta

migracije neutrofila u cirkulaciji. Posto je vitamin E antioksidans koji povecava
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funkcionalnu efikasnost neutrofila, StiteCi ih od oksidativnog oS3tecenja, nakon
intracelularne destrukcije ingestiranih bakterija, parenteralna aplikacija ovog vitamina se
koristi u preveniranju peripartalnih oboljenja kao $to su zaostala posteljica, endometritis i
KliniCki mastitis (Harrison i sar. 1984).

Hronicni deficit metaboliCke energije, proteina, minerala i vitamina je povezan sa
povecanom prijemCivosS¢u za oboljenja zbog smanjenog imunskog odgovora. Porodaj i
pocetak laktacije predstavljaju veliki metabolicki stres za krave uzrokujuéi relativni akutni
deficit nutritivnih Cinilaca koji su neophodni za funkciju imunskog sistema. Ovi deficiti
traju od jedne do nekoliko nedelja. Negativni bilans energije i proteina na pocetku
laktacije dovodi do smanjenja funkcije imunskog sistema (Goff i sar. 1997). Deficit
energije u ovom periodu dovodi do nastanka ketoacidoze i nagomilavanja ketonskih tela u
cirkulaciji Sto utiCe na smanjenje aktivnosti limfocita i neutrofila (Franklin i sar. 1991,
Hoeben i sar. 1997, 1999; Sartorelli i sar. 1999, 2000). NaroCito postoji negativna
korelacija izmedu funkcije neutrofila i koncentracije [-hidroksi buterne Kkiseline i
neesterifikovanih masnih kiselina u krvnoj plazmi krava (Hoeben i sar. 2000), kao i sa
efikasnoscu celijskog i humoralnog imuniteta i koncentracije B-hidroksi buterne kiseline i
neesterifikovanih masnih kiselina (Lacetera i sar. 2004).

Szuster-Ciesielska i sar. (1995) su utvrdili da je kod krava sa pojacanom
mobilizacijom masti smanjena sinteza i aktivnost interferona (IFN). Kod krava koje su
pregojene i onih koje naglo gube u telesnoj kondiciji postoji ve¢a mogucnost za nastanak
disfunkcije imunskog sistema i razvoja infektivnih i metabolickih oboljenja (Lacetera i
sar. 2005).

U peripartalnom periodu koncentracija vitamina A (retinola), vitamina E (o-
tokoferola) i cinka opada za 38%, 47% i 67% (Goff i sar. 1990). NajniZe koncentracije su
zabeleZene jedan dan posle porodaja. To je razlog za davanje kravama vitamina A i E koji
potenciraju imunsku aktivnost u peripartalnom periodu (Daniel i sar. 1991; Hogan i sar. 1992,
1993).
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3. CILJEVI | ZADACI

Imajuci u vidu navedene literaturne podatke postavili smo sebi sledece ciljeve i

zadatke:

1.

N oo g s

Da se utvrdi da li prepartalno dodavanje selena i vitamina E kod krava sa
indukovanim porodajem preparatima prostaglandina F,, mogu da smanje
uCestalost zaostale posteljice.

Da se utvrdi da li i u kom stepenu oksidativni stres izrazen preko koncentracije
MDA utiCe na procenat zaostale posteljice kod krava.

Da li i kako dodati selen i vitamin E pre porodaja preko kortizola kao opSteg
pokazatelja stresa utiCu na izbacivanje posteljice kod krava sa indukovanim
porodajem.

Da se utvrdi koncentracija T4 i T3 hormona.

Da se utvrdi koncentracija kortizola kao opSteg pokazatelja stresa.

Da se utvrdi koncentracija progesterona i 17 [3-estradiola.

Da se utvrdi aktivnost glutamat dehidrogenaze i B-hidroksi butirata kao

metabolickih pokazatelja.

Da bi se postigli napred definisani ciljevi definisani su sledeCi zadaci:

Da se utvrdi apsolutna i relativna ucCestalost zaostale posteljice kod tretiranih i
netretiranih zivotinja.

Da se utvrdi koncentracija selena u punoj krvi krava 12h nakon porodaja.

Da se utvrdi aktivnost glutation peroksidaze (GPx) u punoj krvi krava 12 h nakon
porodaja.

Da se odredi koncentracija malondialdehida (MDA) u krvnoj plazmi krava 12h
pre, tokom i 12h nakon porodaja.

Da se utvrdi koncentracija tiroksina (T4), trijodtironina (T3) i indeks aktivacije
tireoidnih hormona (T3/T4x100) u krvnoj plazmi krava 12h pre, tokom i 12h
nakon porodaja.

Da se odredi koncentracija kortizola u krvnoj plazmi krava 12h pre, tokom i 12h

nakon porodaja.
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7. Da se odredi koncentracija 17 B-estradiola u krvnoj plazmi krava 12h pre, tokom i
12h nakon porodaja.

8. Da se odredi koncentracija progesterona u krvnoj plazmi krava 12h pre, tokom i
12h nakon porodaja.

9. Da se odredi aktivnost glutamat dehidrogenaze u krvnoj plazmi krava 12h nakon
porodaja.

10. Da se odredi koncentracija B-hidroksi butirata u krvnoj plazmi krava 12h nakon

porodaja.
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4. MATERIJAL | METODE RADA

4.1. Eksperimentalne grupe i tretmani

U ogled je bilo ukljuceno trideset tri (33) krave HolStajn-Frizijske rase koje su
metodom slu€ajnog izbora podeljene u tri grupe i dobijale natrijum selenit (NaSe) i

tokoferol acetat (TAC) i to na sledeci nacin:
* Kontrolna grupa (n=9 ) nije dobijala nista, i sluzila je kao negativna kontrola;

 Grupa 1 (n=11) je dobila 10 mg Natrijum-selenita + 400 mg RRR-0-

tokoferilacetata;
 Grupa 2 (n=13) je dobila 20 Natrijum-selenita + 800 mg RRR-a-tokoferilacetata.

Kravama je selen i vitamin E (tokoferol acetat) intramuskularno aplikovan izmedu
250 i 255-0g dana graviditeta, dok je porodaj indukovan intramuskularnom injekcijom
PGF,, (2 ml, 500 pg kloprostenola; Estrumate-Schering-Plough) ne pre 275-og dana
graviditeta. Krv od krava za analizu je uzimana iz repne vene (v. coccygea) U
vakutajnerima sa heparinom i to: 12 sati pre porodaja, u vreme porodaja i 12 sati nakon
porodaja. Deo krvi je koriséen za odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze (GPx1) i
koncentracije selena, a deo za dobijanje plazme nakon centrifugovanja na 2000 x g, tokom
20 minuta. Ostatak plazme je zamrznut na -20°C da bi se naknadno odredila koncentracija
MDA, T3, T4, kortizola, estradiola, progesterona, -hidroksibuterne kiseline (BHBA, D-3-

hidroksibutirat) i aktivnost enzima glutamat dehidrogenaze (GLDH).

4.2. Obrok za porodilje 20 dana pre teljenja

*seno—1,5kg * soja griz — 0,40 kg

* senaza — 1 kg * soja pogaca — 0,40 kg

e slama - 1,5 kg * koncentrat za krave 15% - 3 kg
* silaza kukuruza 30-35% sm — 11 kg * treber — 4 kg

* sirovi rezanac — 2,5 kg

Sve plotkinje su bile klinicki zdrave, u srednjoj telesnoj kondiciji (BCS 3,0 - 3,75),
multiparne, sa jednim oteljenim teletom i bez zaostale posteljice u prethodnom porodaju.
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4.3. Odredivanje koncentracije selena u punoj krvi

Odredivanje koncentracije selena u punoj krvi krava vrseno je hidridnom tehnikom
na atomskom absorpcionom spektrofotometru. Za pripremu uzoraka koris¢ena je metoda
mikrotalasne digestije. Uzorci pune krvi (0,5g) su precizno mereni analitickom vagom
Denver Instrument, model-215D (Denver Instruments USA). Digestija uzoraka je vrsena
prelivanjem uzoraka sa 8mL 69% azotne kiseline (Sigma Aldrich, USA) i 2mL 30%
vodonik peroksida (Fluka Analytical, USA) u Teflon mikrotalasnoj posudi. Mikrotalasna
pe¢ (Milestone, Germany, model Touch control) je bila podeSena na slede¢i nacin:
zagrevanje od sobne temperature do 180°C u trajanju od 15 minuta i 20 minuta vreme
hladenja. Tretirani uzorci su prenoSeni do volumetrijske boce i rastvarani sa 5M
hlorovodonicnom kiselinom (Sigma-Aldrich, USA) do finalne zapremine od 25 mL.
Odredivanje koncentracije selena vrSeno je pomocéu SolAAr, Serije 4 spektrofotometra sa
VP70 hidridnim modulom i EC 90 elektricnom peci za preciznu kontrolu temperature
analitickih kiveta (Thermo Electron, UK). Merenje absorpcije na 196 nm vrseno je nakon
formiranja hidridnog sistema sa 5% NaBH4 (J.T.Baker, Norveska) i 0,6% NaOH (Merck,
Nemacka). Stabilizacija svakog od uzoraka trajala je 40 i 60 sekundi, vreme Citanja je bilo
7 sekundi u tri ponavljanja. Pec je bila podeSena na 900°C.

Kvantitativno odredivanje selena vrSeno je pomocu referentnog standardnog
rastvora (Merck, Nemacka) i kalibracione krive u pet tataka (10-40 pg/kg, ukljucujudi
nulu). Kontrola kvaliteta je izvrSena primenom slepe probe kojoj je dodato 20 pg/kg Se i
sertifikovan referentni materijal (BCR 189). Iz kalibracione krive (r=0,998) je dobijena
dobra linearnost a izmerena koncentracija referentnog materijala je bila u opsegu

referentnih vrednosti.

4.4. Odredivanje koncentracije MDA u krvnoj plazmi
Za merenje koncentracije MDA u krvnoj plazmi koris¢ena je spektrofotometrijska
metoda po Andreevu i saradnicima (1988). U 0,3 mL krvne plazme je dodato 3mL 0.1%
ortofosforne kiseline, 1mL 0,6% tiobarbituratne kiseline i 0.1mL 0,28% hidriranog
ferosulfata. Sve hemikalije su nabavljene od Sigma Aldrich, USA. Reaktivna smesa je
zatim zagrevana u vodenom kupatilu na 100°C tokom 60 minuta. Nastali hromogen je
ekstrahovan n-butil alkoholom (4 mL). Nakon centrifugiranja (2200 x g, 10 minuta) je

izdvajan supernatant, a zatim merena absorbanca butanolnog sloja na 535 nm.
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4.5. Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze (GPx) u punoj krvi

Aktivnost glutation peroksidaze odredivana je iz uzoraka pune krvi kuplovanim
testom (Gulnzler, 1974). Sav hemijski materijal nabavljen je od Sigma Aldrich, USA.
Uzorci krvi su hemolizirani Drabkin-ovim reagensom (1,6 mM KCN, 1,2 mM K;Fe(CN)g
i 0,023 M NaHCO3). Glutation peroksidaza koja je prisutna u uzorku vrsi redukciju
tercijarnog butil hidroperoksida (TBH) uz uceS¢e glutationa (GSH) kao neposrednog
davaoca vodonika uz nastajanje GS-SG. U drugoj fazi ove kuplovane reakcije GS-SG se
redukuje u glutation (GSH) uz pomo¢ NADPH i glutation reduktaze (GR). Finalne
koncentracije koriS¢enih reagenasa su: 100 mM fosfatnog pufera (pH 7,4), 4 mM EDTA, 6
mM GSH, 0,375 IU/ml GR, 0,3 mM NADPH i 1,575 Mm TBH. Koris¢ena niska
koncentracija TBH (ispod 2,32 mM) koris¢ena u ovoj analizi, omogucila je merenje
aktivnosti samo selen zavisne glutation peroksidaze. Redukcija NADPH odredivana je
nakon 3 minuta na 366 nm koris¢enjem Cecil Ce2021 spektrofotometra (UK) sa Peltier
termostatom. Absorpcione vrednosti oCitavane su u intervalima od 30 sekundi i dobijeni

rezultati su izrazavani u mikrokatalima po litru (pkat/L).

4.6. Odredivanje koncentracije T3 i T4 u krvnoj plazmi

Koncentracija T3 i T4 je odredivana u uzorcima heparinizirane plazme primenom
komercijalnih standardnih RIA (CT) kitova (INEP, Zemun). Metoda se zasniva
kompetitivhom vezivanju T3 i T4 iz plazme i radioaktivno obelezenih T3 i T4 za mali, ali
odreden broj epitopapa na specificnim anti-T3 i anti-T4 antitelima vezanim za zid test-
epruveta. Visa koncentracija T3 i T4 u plazmi onemogucava vezivanje radioaktivno
obelezenih T3 i T4 te se formira manje obelezenog imuno-kompleksa. Nakon zavrSene
reakcije, slobodni obelezeni i neobelezeni T3 i T4, kao i slobodna antitela koji su zaostali
u te€noj fazi su iz test-epruveta uklonjeni usisavanjem. Radioaktivnost imunih kompleksa
vezanih za zid test-epruveta je merena na gamascintilacionom brojatu (CompuGamma
LKB, Belgija). Istovremeno sa uzorcima su tretirani i standardi i formirane standardne

krive na osnovu kojih je odredivana koncentracija T3 i T4.

4.7. Odredivanje koncentracija kortizola, estradiola

I progesterona u krvnoj plazmi
Koncentracija kortizola i estradiola je odredivana u uzorcima heparinisane plazme

primenom komercijalnih standardnih RIA (CT) kitova (INEP, Zemun), a progesterona
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primenom RIA (PEG) kitova (INEP, Zemun). Test se zasniva na kompetitivnom vezivanju
hormona iz plazme i radioaktivno obelezenog hormona za odreden broj epitopa na
specificnim anti-hormon antitelima, pri ¢emu nastaju obeleZeni odnosno neobeleZeni
imunokompleksi. KoliCina obeleZzenog kompleksa je obrnuto srazmerna koli€ini hormona
prisutnog u uzorku plazme. Imuni kompleksi nastali vezivanjem kortizola i estradiola su se
vezivali za zid epruveta, a slobodni kortizol i estradiol su zaostajali u te¢noj fazi koja je
otklanjana usisavanjem. Imuni kompleksi nastali vezivanjm progesterona za odgovarajuca
antitela su bili talozeni sa imunoadsorbentom koji sadrzi polietilenglikol (PEG) i
sekundarna antitela, pa se merila radioaktivnost taloga. Radioaktivnost imunih kompleksa
vezanih za zid epruveta, odnosno u talogu, se merila na gamascintilacionom brojacu
(CompuGamma LKB, Belgija). Istovremeno sa uzorcima su tretirani i standardi i
formirane standardne krive na osnovu kojih je odredivana koncentracija kortizola,

estradiola i progesterona.

4.8. Odredivanje koncentracija B-hidroksibutirata u krvnoj plazmi

Koncentracija D-3-hidroksibutirata je odredivana primenom testa RANBUT
(Randox Laboratories, Crumlin, UK). Ova kineticka enzimska metoda se zasniva na
oksidaciji D-3-hidroksibutirata u acetoacetat pomocu enzima 3-hidroksibutirat
dehidrogenaze pri ¢emu se redukuje koenzim NAD" u NADH + H®. Koli¢ina nastalog
NADH + H" je direktno proporcionalna koli¢ini D-3-hidroksibutirata prisutnog u uzorku
plazme. Absorbansa je oCitavana na talasnoj duzini 340 nm (Olympus AV2700, Beckman
Coulter).

4.9. Odredivanje aktivnosti glutamat dehidrogenaze u krvnoj plazmi
Aktivnost glutamat dehidrogenaze odredivana je primenom testa Randox
Laboratories, Crumlin, UK. Princip metode zasnovan je na redukciji a-oksoglutarata u
glutamat pomoc¢u ovog enzima pri ¢emu se oksiduje koenzim NADH + H" u NAD™:

a-oksoglutarat + NADH+H" + NH," - glutamat + NAD" + H,O

Merenje absorbance je vrseno na talasnoj duzini 340 nm (Olympus AV2700,

Beckman Coulter).
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4.10. StatistiCka analiza rezultata

Svi dobijeni rezultati su analizirani iz dva aspekta:

A) Eksperimentalna populacija podeljena po grupama u zavisnosti od tretmana
selenom i vitaminom E;

B) Eksperimentalna populacija podeljena po kriterijumu zadrZane / nezadrzane
posteljice kod krava 12 h nakon teljenja, nezavisno od tretmana Se i vitaminom E.

Podaci su prezentovani kao Xy + SD. Za obradu rezultata su koris¢eni statisticki
programi MS Excel 2007 i Graph Pad Prism 5. Razlika izmedu eksperimentalnih grupa je
analizirana koris¢enjem Studentovog t-testa (parni, dvosmerni), a zavisnost izmedu
pojedinih fizioloskih parametara regresionom analizom. Za izraCunavanje razlika izmedu
koncentracija steroidnih hormona koris¢en je Mann-Whitney test i to metoda Vassars

Colledge istaknuta na web stranici <http://vassarstats.net/utest.ntml>. U svim slucajevima

nivo verovatnoce p < 0,05 je smatran statisticki znacajnim.
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5. REZULTATI

U ovom poglavlju prikazane su statisticke tabele sa detaljnim numerickim

rezultatima proisteklim iz eksperimenta. Odgovarajuci grafikoni su prikazani u poglavlju

"Diskusija", radi lakSeg pracenja izlaganja. Isti eksperimentalni rezultati su preraCunati i

prikazani na dva nacina:

A) U zavisnosti od pripadnosti Zivotinja pojedinim eksperimentalnim grupama, tj.

u zavisnosti od nivoa suplementacije selenom i vitaminom E, da bi se procenio uticaj

razlicitih doza dodatog selena i vitamina E na ucCestalost RP, oksidativni/antioksidativni

status, koncentraciju tironina, steroidnih hormona i odabrane metaboliCke parametre u

peripartalnom periodu.

B) U zavisnosti od statusa retencije posteljice ("bez RP" ili "sa RP"), da bi se

procenio moguci uticaj svakog pojedinaCnog parametra na razvoj RP, nezavisno od

tretmana selenom i vitaminom E.

5.1. Procena uticaja dodatog selena i vitamina E na ucCestalost retencije

posteljice, oksidativni/antioksidativni status, koncentraciju tironina,

steroidnih hormona, B-hidroksibutirata i aktivnost GLDH

u peripartalnom periodu

5.1.1. UCestalost pojave zaostale posteljice

Ucestalost zaostale posteljice (tabela 6) bila je najvisa u kontrolnoj grupi krava i

iznosila je 66,7% (6 od 9 Zivotinja u grupi). U oglednim grupama procenat zaostale

posteljice je bio nizi i u grupi 1. iznosio je 38,2% (4 od 11), a 30,8% (4 od 13) u grupi 2.

Tabela 6. UCestalost retencije posteljice, apsolutna i relativna.

Grupa Apsolutna Relativna
Kontrola (n =9) 6/9 66,7 %
Grupal(n=11) 4/11 38,2 %
Grupa2 (n=13) 4/13 30,8 %
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5.1.2. Koncentracija selena u punoj krvi krava 12h nakon partusa

Koncentracija selena u punoj krvi X = SD (tabela 7) bila je statisticki znaCajno
niza kod kontrolne grupe krava (129,0 £ 18,0 ng/mL) u poredenju obe ogledne grupe
krava. Razlika je naroCito izraZzena izmedu kontrolne grupe i ogledne grupe 2 (187,3 +
32,6 ng/mL, p<0,001). Razlika izmedu oglednih grupa 1 i 2 nije bila statisticki znacajna.

Tabela 7. Koncentracija selena (ng/mL) u punoj krvi krava 12h nakon partusa (P+12).

Grupa Ker SD CV % v
Kontrola (n = 9) 129,08 18,0 13,9 110 - 150
Grupa 1 (n = 11) 162,9" 30,4 18,7 130 - 220
Grupa 2 (n = 13) 187,3° 32,6 17,4 110 - 240

Studentov t-test: AA p<0,01; BB p<0,001

5.1.3. Aktivnost GPx u punoj krvi krava 12h nakon partusa

Aktivnost selenoenzima GPx u punoj krvi Xy = SD (tabela 8) krava 12h nakon
porodaja kontrolne grupe iznosila je 90,6 + 16,1 pkat/L i bila je znaCajno niZa (p<0,001) u
odnosu na obe ogledne grupe krava (grupa 1 = 178,2 + 34,6 pkat/L; grupa 2 = 185,0
35,2 pkat/L). 1zmedu oglednih grupa 1 i 2 nije bilo statisticki zna€ajne razlike.

Tabela 8. Aktivnost GPx (ukat/L) u punoj krvi krava 12h nakon partusa (P+12).

Grupa Ksr SD CV % v
Kontrola (n = 9) 90,62 16,1 17,8 73,0-112,0
Grupa 1 (n =11) 178,2% 34,6 19,4 145,9 - 222,7
Grupa 2 (n = 13) 185,0° 35,2 19,0 125,1 - 249,4

Studentov t-test: AA, BB p<0,001

5.1.4. Koncentracija MDA u krvnoj plazmi krava 12h pre,
tokom i 12h nakon partusa

Koncentracija MDA u krvnoj plazmi krava X + SD (tabela 9) je u grupi 1
iznosila: 4,57 + 0,89 uM, a u grupi 2: 4,45 + 0,79 uM i bila je znaCajno niza (p<0,001) u
odnosu na kontrolnu (5,74 £ 0,92 uM). PoviSena suplementaciona doza selena i vitamina
E (20 mg NaSe + 800 mg TAc) nije dovela do znaCajnog dodatnog snizenja MDA u
odnosu na grupu 2. Koncentracija MDA unutar grupa nije se razlikovala 12h pre, za vreme
porodaja i 12h nakon porodaja.
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Tabela 9. Koncentracija MDA (uM) u krvnoj plazmi krava 12h pre, tokom
I 12h nakon partusa (P-12, P, P+12).

Grupa Ksr SD CV % v
KONTROLA (n = 9)

P-12h 5,71 0,94 16,5 4,33-6,81

P 5,76 0,98 17,0 4,70 - 7,61

P+12h 5,74 0,85 14,8 4,81-7,118

Ukupno (n=27) 5,748 0,92 16,3 4,33-7,61
GRUPA 1 (n=11)

P-12h 4,59 1,20 26,1 2,99 - 7,09

P 4,44 0,68 15,3 3,56 - 5,30

P+12h 4,67 0,80 17,1 3,42 - 5,93

Ukupno (n=33) 4,57% 0,89 19,5 2,99 - 7,09
GRUPA 2 (n = 13)

P-12h 3,95° 0,88 22,3 3,08 - 5,56

P 4,95 0,70 14,1 3,36 - 5,52

P+12h - - - -

Ukupno (n=39) 4,458 0,79 17,8 3,08 - 5,56

Studentov t-test: AA, BB p<0,001; aa p<0,05

5.1.5. Korelacija izmedu aktivnosti GPx u punoj Kkrvi
i koncentracije MDA u krvnoj plazmi krava
Utvrdena je slaba, ali statisticki znac€ajna negativna korelaciona zavisnost izmedu
aktivnosti GPx u punoj krvi i koncentracije MDA u krvnoj plazmi u celokupnoj

eksperimentalnoj polulaciji krava:
y =-0,01x + 6,3; n = 33; p<0,01; r’=0,24

Korelacija izmedu posmatranih vrednosti bila je znatno jaCa kada su u obzir uzete

samo Zivotinje koje su imale zadrzanu posteljicu:
y =-0,01x + 5,6; n = 33; p<0,05; r’=0,42
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5.1.6. Koncentracija T4 u krvnoj plazmi krava 12h pre,
tokom i 12h nakon partusa

Ukupna prosecna koncentracija T4 (Xs + SD) u krvnoj plazmi kontrolne grupe krava,
peripartalno (12h pre, tokom i 12h nakon partusa), bila je 40,6 = 13,0 nM; u grupi 1. iznosila
je 52,9 £ 12,5 nM, dok je u grupi 2. bila 41,2 + 13,4 nM. StatistiCki znaCajne razlike uoCene su
izmedu kontrolne grupe plotkinja i grupe 1. (p<0,001), kao i izmedu grupe 1. i grupe 2.
(p<0,001).

Takode, utvrdena je statistiCki znaCajna razlika srednjih vrednosti koncentracije T4
unutar samih grupa. Tako, u kontrolnoj grupi prose¢ne vrednosti koncentracije T4 u
krvnoj plazmi 12h iznosile su: pre teljenja 48,8 £ 17,1 nM, u toku porodaja 33,5 £ 8,5 nM,
a 12h nakon porodaja 39,6 + 13,3 nM. UoCava se da su vrednosti T4 pre porodaja
statistiCki znatno viSe nego pri samom porodaju (p<0,001), kao i posle porodaja (p<0,001).

U oglednoj grupi 1 prosecna vrednost koncentracije T4 pre teljenja je iznosila 59,6
+ 13,0 nM, za vreme teljenja 46,4 £ 13,4 nM, a 12h nakon teljenja 52,9 + 11,0 nM.
StatistiCki znaCajna razlika utvrdena je izmedu plotkinja 12h pre i u toku porodaja

(p<0,05). U oglednoj grupi 2. nisu uoCene znacajne razlike u periodu oko porodaja.

Tabela 10. Koncentracija T4 (nM) u krvnoj plazmi krava 12h pre,
tokom i 12h nakon partusa (P-12, P, P+12).

Grupa Ksr SD CV % v
KONTROLA (n = 9)

P-12h 48,8 17,1 35,0 25,1 -69,7

P 33,5° 8,5 25,4 21,3-439

P+12h 39,6 13,3 33,5 19,7 - 55,7

Ukupno (n=27) 40,6" 13,0 31,9 19,7 - 69,7
GRUPA 1 (n=11)

P-12h 59,6° 13,0 21,8 40,5 - 84,6

P 46,4° 13,4 29,0 28,4 - 60,7

P+12h 52,9 11,0 20,8 30,6 - 60,8

Ukupno (n=33) 52,98 12,5 23,6 28,4 - 84,6
GRUPA 2 (n = 13)

P-12h 39,6 13,3 335 19,7 - 55,7

P 42,7 13,5 31,6 26,4 - 54,4

P+12h - - - -

Ukupno (n=39) 41,28 13,4 325 19,7 - 55,7

Studentov t-test: AA, BB p<0,05; aa, bb, cc p<0,05
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5.1.7. Koncentracija T3 u krvnoj plazmi krava 12h pre,

tokom i 12h nakon partusa

Ukupna plazmatska koncentracija T3 (X + SD) u kontrolnoj grupi plotkinja
iznosila je 1,45 £ 0,32 nM, u grupi 1: 1,38 = 0,30 nM, dok je u grupi 2 iznosila 1,20 + 0,42

nM. UoCava se znacajno niZza koncentracija T3 u grupi 2 u odnosu na kontrolnu grupu

(p<0,01), kao i razlika izmedu samih oglednih grupa (p<0,05).

StatistiCka znaCajnost razlika vrednosti T3 mozZe se primetiti i unutar kontrolne

grupe. Naime, dok je srednja vrednost T3 12h pre porodaja iznosila 1,67 £ 0,27 nM, te

vrednosti su opale pri porodaju na 1,34 = 0,28 nM, i 12h posle porodaja 1,35 £ 0,42 nM.

StatistiCki znaCajna razlika se javlja izmedu krava 12h pre porodaja i u toku porodaja

(p<0,05), kao i izmedu krava 12h pre i 12h posle porodaja (p<0,05).

Unutar grupna statisticka znaCajnost razlika nije utvrdena u oglednim grupama

plotkinja 1. i 2, u neposrenom peripartalnom periodu.

Tabela 11. Koncentracija T3 (nM) u krvnoj plazmi krava 12h pre,
tokom i 12h nakon partusa (P-12, P, P+12).

Grupa Ksr SD CV % v
KONTROLA (n =9)

P-12h 1,67%° 0,27 15,9 1,31-2,12

P 1,34 0,28 21,0 0,90 - 1,65

P+12h 1,35 0,42 31,1 0,79-1,93

Ukupno (n=27) 1,45% 0,32 22,7 0,90 - 2,12
GRUPA 1 (n=11)

P-12h 1,53 0,40 26,2 096 - 2,47

P 1,30 0,24 18,8 0,77 - 1,66

P+12h 1,30 0,26 19,6 0,74 - 1,55

Ukupno (n=33) 1,388 0,30 21,7 0,74 - 1,55
GRUPA 2 (n = 13)

P-12h 1,14 0,40 34,4 0,81-1,70

P 1,25 0,43 34,4 0,64 - 1,94

P+12h - - - -

Ukupno (n=39) 1,208 0,42 34,4 0,64 - 1,94

Studentov t-test: AA p<0,01, BB p<0,05; aa, bb p<0,05
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5.1.8. Indeks aktivacije tireoidnih hormona (T3 / T4 x 100) u krvnoj plazmi
krava 12h pre, tokom i 12h nakon partusa

Ukupan indeks aktivacije T3 / T4 (Xs £ SD) iznosio je u kontrolnoj grupi: 3,74 +
0,84, u grupi 1: 2,74 £ 0,74, dok je u grupi 2: iznosio 3,05 £ 0,55. Iz tabele 12. se vidi da
je indeks aktivacije T3/ T4 bio visi kod Zivotinja iz kontrolne grupe u odnosu na grupu 1 i
2.

Tabela 12. Indeks aktivacije tireoidnih hormona (T3 / T4 x 100) u krvnoj plazmi krava
12h pre, tokom i 12h nakon partusa (P-12, P, P+12).

Grupa Ksr SD CV % v
KONTROLA (n=9)

P-12h 3,6 1,3 36,2 2,4-59

P 4.1 0,6 14,8 2,7-4,7

P+12h 3,5 0,6 16,6 2,4-4,1

Ukupno (n=27) 3,74 0,84 19,78 2,4-59
GRUPA 1 (n=11)

P-12h 2,7 0,8 29,3 1,7-39

P 3,0 0,8 27,3 22-4,1

P+12h 2,5 0,6 22,4 1,7-35

Ukupno (n=33) 2,74 0,74 27,01 1,7-4,1
GRUPA 2 (n =13)

P-12h 2,8 0,5 17,9 2,1-35

P 3,4 0,6 19,6 2,447

P+12h - - - -

Ukupno (n=39) 3,05 0,55 18,03 2,1-47

Studentov t-test: AA, BB, aa, bb p<0,05

5.1.9. Korelacija izmedu aktivnosti Gpx u punoj krvi i indeksa
aktivacije tironina u krvnoj plazmi krava
UocCena je niska, ali statistiCki znacCajna negativna korelaciona zavisnost izmedu
aktivnosti GPx i indeksa aktivacije tireoidnih hormona (T3/T4 x 100):

y = -0,005x + 4,0; n = 33; p<0,05; r’=0,14
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5.1.10. Koncentracija kortizola u krvnoj plazmi krava 12h pre,
tokom i 12h nakon partusa (P-12, P, P+12)

Zbog uobicajeno visoke varijabilnosti koncentracija steroidnih hormona u krvnoj

plazmi Zivotinja, znaCajnosti razlika dokazivane su Mann-Whitney testom.

Tabela 13. Koncentracija kortizola (ng/mL) u krvnoj plazmi krava 12h pre, tokom i 12h
nakon partusa (P-12, P, P+12).

Grupa Ker SD CV % v
KONTROLA (n =9)

P-12h 40,8° 17,1 41,8 18,6 - 72,5

P 54,2 28,5 64,3 15,8 -72,6

P+12h 79,0*° 23,3 29,5 53,1-134,9

Ukupno (n=27) 58,0" 23,0 45,2 15,8 — 134,9
GRUPA 1 (n=11)

P-12h 437 19,1 43,2 16,1 - 60,1

P 40,2 11,5 28,7 31,2482

P+12h 39,4 19,9 50,5 18,0 - 77,9

Ukupno (n=33) 41,18 16,7 40,8 16,1-77,9
GRUPA 2 (n = 13)

P-12h 20,1 11,8 58,5 11,6 -57,4

P 22,7 13,3 58,4 13,5 -65,0

P+12h - - - -

Ukupno (n=39) 21,478 12,5 58,5 11,6 — 65,0

Mann-Whitney test: AA, BB p<0,01; aa p<0,01, bb p<0,05

Ukupna prosecna koncentracija kortizola (Xs £ SD) u krvnoj plazmi plotkinja
kontrolne grupe (tabela 13) je iznosila 58,0 + 23,0 ng/mL, u grupi 1: 41,1 + 16,7 ng/mL, a
u grupi 2: 21,4 £ 12,5 ng/mL. Razlika izmedu kontrolne grupe plotkinja i grupe 2 je
statisticki znaCajna (p<0,01), kao i izmedu oglednih grupa 1i 2 (p<0,01).

StatistiCka znaCajnost razlika utvrdena je i unutar kontrolne grupe krava. Dok je
proseCna vrednost koncentracije kortizola 12h pre porodaja iznosila 40,8 + 17,1 ng/mL, u
toku porodaja 54,2 + 28,5 ng/mL, a 12h posle porodaja 79,0 £ 23,3 ng/mL, moze se
utvrditi da statistiCka razlika postoji kod krava 12h pre i 12h posle porodaja (p<0,01), kao i
izmedu plotkinja u toku porodaja i 12h posle porodaja (p<0,05).
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5.1.11. Koncentracija 17(3-estradiola u krvnoj plazmi krava 12h pre, tokom i
12h nakon partusa (P-12, P, P+12)

Ukupna prosecna koncentracija 17p3-estradiola u krvnoj plazmi krava (X + SD) bila je
u kontrolnoj grupi: 1,19 + 1,07 nM, u grupi 1: 0,99 £ 0,75 nM, dok je u grupi 2 iznosila 2,16
1,73 nM. Izmedu ovih grupa Mann-Whitney testom nije utvrdena statisticka znaCajnost
razlika.

Tabela 14. Koncentracija 17[3-estradiola (nM) u krvnoj plazmi krava 12h pre, tokom i 12h
nakon partusa (P-12, P, P+12).

Grupa Ker SD CV % v
KONTROLA (n=9)

P-12h 1,39 1,45 104,3 0,09 — 4,02

P 1,98 1,60 80,9 0,25-2,71

P+12h 0,19 0,16 85,4 0,05 -0,56

Ukupno (n=27) 1,19 1,07 90,2 0,05 - 4,02
GRUPA 1 (n=11)

P-12h 0,53 0,53 102,3 0,11-1,89

P 1,57 0,78 49,8 0,08 — 2,93

P+12h 0,88 0,94 106,6 0,04 -2,44

Ukupno (n=33) 0,99 0,75 86,2 0,04 - 2,93
GRUPA 2 (n =13)

P-12h 1,58 1,29 81,5 0,03 -2,96

P 2,73 2,18 79,8 0,08 - 6,02

P+12h - - - -

Ukupno (n=39) 2,16 1,73 80,7 0,03 - 6,02

Mann-Whitney test: NZ

Zapazene su velike varijacije koncentracija 17p-estradiola unutar grupa. Interval
varijacije se u kontrolnoj grupi kretao izmedu 0,05 nM i 4,02 nM, u grupi 1 od 0,04 nM do
2,93 nM, a u grupi 2 od 0,03 nM do 6,02 nM.

Koncentracije 17B-estradiola u krvnoj plazmi unutar pojedinih grupa nisu pokazale
statistiCki znaCajne razlike.
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5.1.12. Koncentracija progesterona u krvnoj plazmi krava 12h pre,

tokom i 12h nakon partusa (P-12, P, P+12)

Ukupni proseCan sadrzaj progesterona (Xs = SD) u kontrolnoj grupi bile su 0,202 +
0,053 ng/mL, u grupi 1: 0,174 + 0,077 ng/mL, u grupi 2: 0,218 + 0,102 ng/mL. StatistiCka
znaCajnost razlika izmedu grupa plotkinja u ogledu ispitivana Mann-Whitney testom nije

utvrdena.
Isto tako, zapazene su velike varijacije koncentracija progesterona

unutar grupa.

Interval varijacije u kontrolnoj grupi je bio izmedu 0,097 ng/mL i 0,319 ng/mL, u grupi 1
od 0,062 ng/mL do 0,521 ng/mL, a u grupi 2 od 0,085 ng/mL do 0,442 ng/mL.

Tabela 15. Koncentracija progesterona (ng/mL) u krvnoj plazmi krava 12h pre,

tokom i 12h nakon partusa (P-12, P, P+12).

Grupa Ksr SD CV % v
KONTROLA (n=9)

P-12h 0,237 0,064 26,8 0,149 -0,319

P 0,171 0,056 31,4 0,097 - 0,234

P+12h 0,196 0,040 20,4 0,164 — 0,277

Ukupno (n=27) 0,202 0,053 26,4 0,097 - 0,319
GRUPA 1 (n=11)

P-12h 0,268 0,124 46,1 0,123 -0,521

P 0,137 0,060 44,6 0,075 -0,253

P+12h 0,117 0,048 41,0 0,062 - 0,154

Ukupno (n=33) 0,174 0,077 44,4 0,062 - 0,521
GRUPA 2 (n = 13)

P-12h 0,228 0,139 61,0 0,085 - 0,442

P 0,208 0,065 31,3 0,117 -0,344

P+12h - - - -

Ukupno (n=39) 0,218 0,102 46,8 0,085 -0,442

Mann-Whitney test: NZ

5.1.13. Aktivnost glutamat dehidrogenaze u krvnoj plazmi krava
12h nakon partusa (P+12)

Aktivnost glutamat dehidrogenaze (GLDH) u krvnoj plazmi krava (Xs = SD) 12h

nakon porodaja iznosila je 10,9 + 3,7 U/L u kontrolnoj grupi, 8,5 + 1,3 U/L u grupi 1 i

16,6 £ 4,9 U/L u grupi 2.
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ProseCne vrednosti aktivnosti glutamat dehidrogenaze u krvnoj plazmi krava 12h nakon
porodaja kod svih grupa krava u ogledu su se statistiCki znacajno razlikovale. Ta razlika je
zapazena izmedu kontrolne grupe i grupe 1 (p<0,05), kao i izmedu kontrolne grupe i grupe 2

(p<0,05). StatistiCka znaCajnija razlika je utvrdena izmedu oglednih grupa plotkinja (p<0,01).

Tabela 16. Aktivnost glutamat dehidrogenaze (U/L) u krvnoj plazmi krava
12h nakon partusa (P+12).

Grupa Ker SD CV % v
Kontrola (n = 9) 10,9"® 3,7 33,9 6,4-17,3
Grupa 1 (n = 11) 8,5"C¢ 1,3 15,3 6,5- 10,9
Grupa 2 (n = 13) 16,65¢ 4,9 29,5 10,0-17,8

Studentov t-test: AA, BB p<0,05, CC p<0,01

5.1.14. Koncentracija 3-hidroksi butirata u krvnoj plazmi krava

12h nakon partusa

Prosecna vrednost B-hidroksi butirata (BHBA) u krvnoj plazmi krava (X £ SD)
12h nakon porodaja bila je najvisa u kontrolnoj grupi krava (0,69 £ 0,10 mM) i bila je
statisticki znacajno veca (p<0,001) u odnosu na prosecnu vrednost aktivnosti B-hidroksi
butirata u grupi krava koja je dobila najvecu koli¢inu selena od 20 mg (0,34 + 0,10 mM).

Takode, primecuje se da i izmedu krava koje su dobijale razliCite koli€ine selena
postoji statistiCki znaCajna razlika (p<0,001) jer su vrednosti B-hidroksi butirata u grupi 2 bile
u proseku dvostruko nize u odnosu na grupu 1 (0,67 £ 0,09 mM) i kontrolnu grupu (0,69 +
0,10 mM).

Tabela 17. Koncentracija -hidroksi butirata (mM) u krvnoj plazmi krava
12h nakon partusa (P+12).

Grupa Ksr SD CV % v
Kontrola (n = 9) 0,69" 0,10 14,5 0,59 - 0,83
Grupa 1 (n = 11) 0,67° 0,09 13,4 0,53-0,79
Grupa 2 (n = 13) 0,348 0,10 29,4 0,20 - 0,44

Studentov t-test: AA, BB p<0,001
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5.2. PojedinaCna procena uticaja fizioloskih parametara pracenih u
eksperimentu na pojavu retencije posteljice, nezavisno

od tretmana selenom i vitaminom E

Plotkinje kod kojih nije dijagnostikovana retencija posteljice (Bez RP) imale su
znacajno visu koncentraciju selena (176 + 33 ng/mL) i aktivnost GPx (181 + 34 pkat/L) u
punoj krvi i, kao posledicu, znacajno nize koncentracije MDA (4,68 + 0,93 uM) u krvnoj
plazmi (tabela 18a) u odnosu na krave kod kojih je dijagnostikovana retencija (Sa RP) (Se:
138 + 40 ng/mL; GPx: 133 £ 48 pkat/L; MDA: 5,32 + 0,80 uM).

Plazmatska koncentracija T4 bila je znacajno visa kod krava sa RP (51 + 11 nM) u
odnosu na krave bez RP (42 + 13 nM), dok se koncentracija T3 nije razlikovala (bez RP:
1,31 £ 0,41nM; sa RP: 1,37 £ 0,34 nM) (tabela 18a).

Kod krava sa RP izmerena je znaCajno viSa koncentracija progesterona (0,67 *
0,27ng/mL) u poredenju sa Zivotinjama bez RP (0,52 + 0,28 nM), dok se nivoi ostalih
steroidnih hormona nisu razlikovali (tabela 18b).

Nisu uoCene znaCajne razlike aktivnosti GLDH (bez RP: 10,5 + 5,5 U/L; sa RP:
11,5 + 2,8 U/L) i koncentracije B-hidroksibutirata (bez RP: 0,61 + 0,18 mM; sa RP: 0,64 +
0,14 mM) izmedu krava sa i bez RP (tabela 18b).

Tabela 18a. Poredenje parametara pracenih tokom ogleda preraunatih u odnosu na status
retencije posteljice kod krava ("bez retencije” i "sa retencijom™), nezavisno
od tretmana selenom i tokoferolom.

Status retencije Se GPx MDA u kI\L/lno' u k-lr-\:/)’no'
posteljice u punoj krvi u punoj krvi u krvnoj plazmi IazmiJ IazmiJ
(broj Zivotinja)  (ng/mL) (ukat/L) (UM) p(nM) IO(nM)

BezRP(n=19) 176+33"  181+34®  4,68+0,93° 42 + 138 1,31+ 0,41
SaRP (n=14) 138 +40"  133+48%®  532+0,80° 51 +11° 1,37 £ 0,34

Studentov t-test: AA p<0,05; BB p<0,01

Tabela 18b. (nastavak)

. ) . B-

Status retencije l}fﬁr\%g! 175 Ef_flrr?g-ml Progesteron qul;\?n%- hidroksibut.
posteljice plazmij pIazmiJ u krvnoj plazmi pIazmiJ u krvnoj
e N I L)+ | ,
(broj zivotinja) (ng/mL) (nM) (ng/mL) (UIL) pzr%fvlrr;l

BezRP(n=19) 107,6+660 412+421  052+028° 105+55 0,61+0,18
SaRP(n=14) 1128+67,5 341+361 067+027° 115+2,8 0,64+0,14

Studentov t-test: AA p<0,05; BB p<0,01; *Mann-Whitney test: CC p<0,01
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6. DISKUSIJA

6.1. UCestalost pojave zaostale posteljice

Ucestalost pojave zaostale posteljice kod krava, na podrujima sa
zadovoljavaju¢om koli¢inom selena u hrani je 4-11% (Eiler i Fecteau, 2007). U selen
deficitnim podrucjima ucestalost moZe da bude i 2-5 puta veca (Julien i sar. 1976). Prema
istrazivanjima koje su sproveli Jovanovi¢ i sar. (1998) u podrucju juznog Banata, dakle na
Sirem prostoru na kojem je izveden ovaj eksperiment, prosecni sadrzaj selena u zitaricama
i senu iznosio je 40 i 62 pg/kg. Ovi rezultati pokazuju da u navedenom podrucju postoji
deficit selena.

Drugi vazan Cinilac za pojavu visoke ucCestalosti zaostale posteljice u svim
grupama u naSem ogledu, je Cinjenica da je kravama porodaj bio indukovan primenom
prostaglandina F,4 za koji je poznato da poveéava pojavu retencije 19-53% (Lewing i sar.
1985). Kako je ve¢ naglaseno, cilj ovog rada je bio da se pokaze da selen i vitamin E
mogu da sprecCe negativan efekat prostaglandina na zaostajanje posteljice.
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Grafikon 1. UCestalost zaostajanja posteljice (%) kod krava
u zavisnosti od tretmana selenom i vitaminom E.

Ucestalost zaostale posteljice bila je, o€ekivano, vrlo visoka u kontrolnoj grupi
krava (66,7%) kao posledica, pre svega indukcije porodaja sa PGF,,, ali i Cinjenice da

krave nisu dobile ni selen ni vitamin E, osim onoga u hranivima. Prepartalnom,
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intramuskularnom aplikacijom 10 mg Na-selenita i 400 mg RRR-o-tokoferil acetata (vitamin
E) kravama iz ogledne grupe 1, uCestalost zaostale posteljice smanjena je na 36,4%, a
dodatkom 20 mg Na-selenita i 800 mg RRR-a-tokoferil acetata oglednoj grupi 2 dostigla je
30,8%. Ovim je jasno pokazano da i kod Zivotinja kod kojih je indukovan porodaj
prostaglandinom, dodavanje selena i vitamina E dovodi do smanjenog procenta zaostale
posteljice. Veca doza ovaj efekat pojaCava, ali ne linearno.

Dokazi koji govore u prilog tome da zaostala posteljica moze da se prevenira
primenom preparata selena je ve¢ dugo poznata i dobro dokumentovana (Harrison i sar.
1984; lvandija, 1987). U svojoj cuvenoj studiji, Julien i sar. (1976) su dodavanjem selena
smanjili procenat zaostale posteljice sa 38% u kontrolnoj grupi na 0% u oglednoj grupi.
Pri tome, smatraju da je profilakticko delovanje selena slicno, bez obzira na nacin
dodavanja kao i da ne zavisi od vitamina E.

Finklestein i sar. (1992) su eksperimentalnim putem na viSe od 50 HolStajn krava
ustanovili da istovremena aplikacija 50 mg natrijum selenita i 600 pg vitamina E smanjuju
uCestalost zaostale posteljice za 7%, vreme involucije uterusa za 23% i servis period za 16,3
dana. Ove vrednosti su znatno niZe od onih koje je prethodno objavio Ivandija (1987), koji
navodi znaCajno smanjenje zaostale posteljice sa 51,2% na 8,8% nakon peroralne aplikacije
preparata selena (0,1 mg/kg t.m.) i vitamina E (1g/grlu). U literaturi nismo nasli podatke koji
govore o uticaju selena na ucestalost zaostale posteljice kod krava kod kojih je indukovan
porodaj.

Smanjenje procenta zaostajanja posteljice sa porastom koli¢ine dodatog selena i
vitamina E kravama oglednih grupa nije postignut onaj procenat zaostale posteljice koji se
u literaturi navodi kao prihvatljiv. Zaostala posteljica je multifaktorijalni poremecaj (v.
Pregled literature), pa dobijeni procenat zaostale posteljice u ovom eksperimentu, moze da
se pripiSe i drugim etioloSkim Cciniocima. detaljno opisanim u poglavlju "Preglad
literature™.

Na osnovu postojeCih rezultata moZe se pretpostaviti da dalje poveéanje doze
selena i vitamina E ne bi dovelo do znaCajnijeg smanjenja procenta zaostale posteljice.
Mora se imati na umu da je selen toksican mikroelement (Cooper i Glover, 1974; Foster i
Sumar, 1997), pa suplementacione doze treba da se procenjuju sa velikom paznjom i
sigurnosnom marginom, tako da se odrZi ravnoteza izmedu postizanja zadovoljavajucih

rezultata i izbegavanja toksicnih efekata (Mihailovic i sar. 1992).
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6.2. Koncentracija selena i aktivnost glutation peroksidaze u punoj krvi i

koncentracija malondialdehida u krvnoj plazmi krava

Koncentracija selena u punoj krvi se smatra dobrim indikatorom dugotrajnog
snabdevanja selenom kod vecine Zivotinja. Intramuskularna injekcija selena povecava
koncentraciju selena u punoj krvi i serumu oko 28 dana, a aktivnost glutation peroksidaze
u punoj krvi oko 84 dana (Mass i sar. 1993). To je i razlog $to smo koncentraciju selena
kod zivotinja merili jednokratno, 12h nakon porodaja.

Studija koju su sproveli Schingoethe i sar. (1982) jasno je pokazala da efekti
dodavanja selena na zaostajanje posteljice u znatnoj meri zavise od sadrzaja selena u
organizmu. Kod krava kod kojih je koncentracija selena bila u fizioloSkim granicama,
dodavanje selena nije dalo oCekivane rezultate na smanjenje procenta zaostale posteljice.
Imajuci to u vidu, razmotricemo da li je visok procenat zaostale posteljice kod krava nase
kontrolne grupe posledica deficita selena, tj. da li se smanjenje procenta zaostale posteljice
kod krava oglednih grupa zaista moze pripisati pozitivhom efektu dodatog selena.

Smatra se da je fizioloSka koncentracija selena u punoj krvi krava 100 pg/L (Van
Saun, 1990; Stowe i Herdt, 1992). Kommisrud i sar. (2005) su u Norveskoj ispitivali
uzorke krvi 254 krave koje nisu dobile selen i ustanovili prose¢ne vrednosti od 60-120
ng/g i predloZili koncentraciju selena u krvi od 100-150 ng/g kao donju fizioloSku
vrednost ispod koje se moZe oCekivati povecana ucestalost zaostajanja posteljice.
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Grafikon 2. - Koncentracija selena (ng/mL) u punoj krvi krava u zavisnosti
od tretmana selenom i vitaminom E.

Koncentracija selena u punoj krvi kontrolne grupe krava (129,0 + 18,0 ng/mL),
statisticki je znaCajno niZza nego u oglednim grupama. Razlika je narocito izrazena izmedu

kontrolne grupe i ogledne grupe 2 (187,3 £ 32,6 ng/mL; p<0,001). Nije ustanovljena
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statisticki znaCajna razlika izmedu oglednih grupa. Koncentracija selena u krvi je bila
iznad minimalnih fizioloSkih vrednosti i u kontrolnoj i u oglednim grupama krava. Garmo
i sar. (1986) u Norveskoj, ustanovili su znacajni deficit selena u hranivima, dok su
Jovanovic i sar. (1998) u Srbiji, utvrdili znatno manji deficit selena u hranivima. Po naSem
misljenju znatno manji procenat zaostale posteljice u oglednim grupama krava, moze da se
pripiSe pozitivnom efektu dodavanja selena.

Aktivnost glutation peroksidaze u punoj krvi krava (i drugih prezivara) je dobar
pokazatelj funkcionalnog statusa selena jer je 98-99% aktivnosti ovog selenoenzima
skoncentrisano u eritrocitima, za razliku od drugih vrsta kod kojih je ovaj odnos uglavnom
50 : 50. Buduci da aktivnost GPx ne pokazuje znaCajne dnevne oscilacije, merena je

jednokratno, 12h nakon porodaja.
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Grafikon 3. - Aktivnost glutation peroksidaze (pkat/L) u punoj krvi krava
u zavisnosti od tretmana selenom i vitaminom E.

Dodavanje selena (i vitamina E) dovelo je do znaCajnog povecanja aktivnosti GPx
(p<0,001) u oglednim grupama 1i 2 (178,2 + 34,6 i 185,0 + 35,2 pkat/L), u poredenju sa
kontrolnom grupom Zivotinja (90,6 = 16,1 pkat/L). Izmedu oglednih grupa 1 i 2 tretiranih
selenom i vitaminom E nije bilo statisticki znaCajne razlike (p>0,05). Vrlo sli¢ne rezultate
prikazali su Wischral i sar. (2001). U ogledu Bernabuccija i sar. (2002) uoCena je
povecana aktivnosti GPx u krvnoj plazmi krava u periodu oko teljenja, s tim $to je ovo
povecanje bilo izraZajnije u leto nego u prolece.

Kod veéine Zivotinja aktivnost GPx raste linarno sa porastom koncentracije selena
u organizmu, do izvesne granice kada dostize maksimalne vrednosti. Koncentracija selena
kojom se postize maksimum aktivnosti GPx smatra se optimalnom u smislu zadovoljenja

75



potreba Zivotinje za ovim mikroelementom (Koller i sar. 1984). MozZemo da tvrdimo da je
u naSem eksperimentu ve¢ dozom od 10 mg NaSe i 400 mg TAc postignuta optimalna
koncentracija selena za maksimalnu aktivnost glutation peroksidaze.

*

Koncentracija MDA u krvnoj plazmi. Malondialdehid (MDA) je jedan od
glavnih metabolickih proizvoda peroksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina poreklom iz
Celijske membrane. Ova grupa molekula (tiobarbiturat-reagujuée supstance — TBARS) u
reakciji sa tiobarbiturnom kiselinom daju obojene proizvode Cija se koncentracija lako
odreduje spektrofotometrijski i daje dobru sliku jaCine oksidativnog stresa kod zivotinja
(Uchiyama i Michara, 1978). Posto koncentracija MDA u plazmi moze relativno brzo da
se menja u zavisnosti od prisustva i jaCine oksidativnog stresa, uzorke za ovu probu
uzimali smo od krava 12h pre, za vreme i 12h nakon porodaja.
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Grafikon 4. — Koncentracija malondialdehida (uM) u krvnoj plazmi krava u peripartalnom
periodu (partus £ 12h) u zavisnosti od tretmana selenom i vitaminom E.

Kako se vidi iz grafikona 4. i tabele 9, koncentracija MDA u vremenu oko partusa
nije se znacajno menjala u kontrolnoj i oglednoj grupi 1, Sto je u skladu sa nalazima
Erisira i sar. (2006). Objedinjeni proracun svih podataka po eksperimentalnim grupama
pokazuje da je koncentacija MDA bila znacajno niza (p<0,001) kod oglednih grupa 1 i 2,
koje su dobile selen, u poredenju sa kontrolom, a izmedu oglednih grupa 1 i 2 dobijene
vrednosti nisu se razlikovale (p>0,05).

Kankofer (2001) je ispitivala direktni sadrZzaj MDA u placentomima i ustanovila je
povecanje koncentracije metabolita peroksidacije lipida u posteljici krava sa retencijom
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posteljice. S druge strane, Erisir i sar. (2006) su ustanovili statisticki znaCajan porast
koncentracije MDA u krvnoj plazmi krava koje su oteljene carskim rezom ili koje su imale
prolapsus materice (5,10 + 0,25 uM) u odnosu na kontrolnu grupu (3,81 £ 0,21 uM), ali
nisu ustanovili statisticki znaCajnu promenu koncentracije MDA u krvnoj plazmi krava sa
zaostalom posteljicom (3,33 £ 0,17 pM). Medutim, uocljivo je da su u ovom ogledu
koncentracije MDA bile niZe nego u naSem.

Uporedili smo prethodno navedene parametre oksidativnog/antioksidativnog
statusa izmedu zivotinja koje jesu ili nisu imale zaostalu posteljicu, nezavisno od tretmana
selenom i vitaminom E. Rezultati ovog poredenja su prikazani na grafikonu 5 i u tabeli
18a: koncentracija selena (176 + 33 ng/mL) (p<0,05) i aktivnost GPx (181 + 34 pkat/L)
(p<0,01) bile su znacajno vise, a koncentracija MDA (4,68 * 0,93 uM) (p<0,01) znacajno
niza kod krava koje nisu imale zaostalu posteljicu u odnosu na krave sa zaostalom
posteljicom (Se: 138 + 40 ng/mL; GPx: 133 * 48 pkat/L; MDA: 5,32 + 0,80 uM).
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Grafikon 5. Poredenje koncentracije selena i aktivnosti GPx u krvi i koncentracije
MDA u krvnoj plazmi krava sa zaostalom posteljicom i bez zaostale
posteljice, nezavisno od tretmana selenom i vitaminom E.

Analiza rezultata prikazanih na grafikonima 1-5 pokazuje da bi neravnoteza izmedu
proizvodnje i neutralizacije slobodnih radikala (oksidativni stres) mogao da bude znaCajan
Cinilac za poveéanu ucestalost zaostale posteljice kod krava sa indukovanim partusom.
Disbalans ne nastaje u neposrednom peripartalnom periodu veC se postepeno razvija tokom

duzeg vremena prepartalno. Buduci da koncentracija MDA i ucCestalost zaostale posteljice,
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znaCajno opadaju pri povecanju aktivnosti GPx, jasno je da u prepartalnom periodu,
snabdevenost organizma selenom, u koli€ini neophodnoj za maksimalnu aktivnost GPx, moze
u znatnoj meri da smanji nepoZeljan efekat indukcije porodaja na ucCestalost zaostale
posteljice. Nasi rezultati su u saglasnosti sa nalazima Kommisrud-a i sar. (2005) koji navode
da je koncentracija selena u krvi od 150 ng/ml grani¢na vrednost izmedu smanjene i povecane
uCestalosti zaostajanja posteljice. Gore navedene tvrdnje potkrepljuje i postojanje negativne
korelacije izmedu aktivnosti GPx i koncentracije MDA, koja je snaznije izrazena kod Zivotinja
kod kojih je dijagnostikovana zadrZana posteljica. NaSi podaci takode ukazuju i da je uloga

vitamina E u ovim procesima neznatna.

6.3. Status tireoidnih hormona u krvnoj plazmi krava

Selen je ukljucen u metabolizam tireoidnih hormona na vise nacina. Sve tri do sada
poznate jodotironin dejodinaze (IDI 1-3) kod sisara su selenoenzimi kod kojih se
selenocistein nalazi u katalitickom centru (Arthur i sar. 1990). Selen stoga direktno
uCestvuje u reakcijama dejodinacije (aktivacije ili inaktivacije) tironina. Larsen i sar.
(1979) utvrdili su da IDI-2 ucestvuje u regulaciji luenja tireostimulirajueg hormona
(TSH) u hipofizi, a predpostavlja se i u hipotalamusu (Guadano-Ferraz i sar. 1997) gde bi
mogla da reguliSe lucenje tireotropnog-oslobadajuéeg hormona (TRH). Takode, i
selenoenzim glutation peroksidaza ima vaznu posrednu ulogu u regulaciji sinteze tironina,
jer neutralizuje viSak peroksida nastao u tireocitima delovanjem tiroidne peroksidaze
(TPO), enzima koji ugraduje jodid u tirozil rezidue tireoglobulina (Howie i sar. 1995). Cak
i ovako kratak pregled funkcionalnih veza izmedu selena i metabolizma tironina ukazuje
da njihov odnos nije ni izbliza tako jednostavan kao odnos izmedu sadrzaja selena i
aktivnosti GPx.

Koncentracija T4 u plazmi je prevashodno posledica obima sinteze i lucenja
tiroksina u Stitnoj Zljezdi i podredena je neurohormonalnoj HHT (hipotalamus-hipofiza-
tireoidea) osovini. S druge strane, koncentracija T3 je rezultat teZnje tireoidee i perifernih
tkiva da odrze koliCinu cirkuliSsuéeg T3 u relativno uskim, fizioloskim granicama i
direktna je posledica aktivacije i inaktivacije tironina uz kataliticko dejstvo selenoenzima
jodotironin dejodinaza.

Koncentracija tiroksina (T4) u plazmi krava ogledne grupe 1 (grafikon 6) bila je
znaCajno visa nego u kontrolnoj i oglednoj grupi 2 (p<0,001). Uocljivo je da je unutar
kontrolne i ogledne grupe 1 koncentracija T4 znaCajno opadala od 12h pre partusa do
porodaja, kada dostize najniZze vrednosti, a potom pocinje da raste. 1zmedu kontrolne i
ogledne grupe 2 nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika (p>0,05).
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Grafikon 6. Koncentracija tiroksina (nM) u krvnoj plazmi krava u peripartalnom periodu
(partus + 12h) u zavisnosti od tretmana selenom i vitaminom E.

Koncentracija trijodtironina (T3) u plazmi krava (grafikon 7) opada sa povecanjem
sadrzaja dodatog selena u oglednim grupama: od 1,45 + 0,32 nM u kontrolnoj na 1,20 +
0,42 nM u oglednoj grupi 2 (p<0,01). U kontrolnoj grupi uoCava se znaCajan pad
koncentracije T3 tokom 12h pre porodaja (p<0,05), slicno je i u oglednoj grupi 1, mada

nije nadena statisticki znacajna razlika (p>0,05).
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Grafikon 7. - Koncentracija trijodtironina (nM) u krvnoj plazmi krava u peripartalnom
periodu (partus £ 12h) u zavisnosti od tretmana selenom i vitaminom E.

Koncentracije tironina (T4 i T3) u plazmi krava u naSem ogledu bile su niZze od

onih koje su ustanovili Jovanovi¢ i sar. (2004) kod junica u starosti 12 meseci, kao i
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Bokovic i sar. (2005) kod krava. NaSi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Pethesa i
sar. (1985) i Bokovica i sar. (2007) za krave u kasnom graviditetu.

Sli¢ne rezultate dobili su Furll i Schafer (1993) koji ukazuju da kod visoko steonih
krava u periodu pre teljenja dolazi do pada koncentracije tiroksina i trijodtironina u krvi u
odnosu na vrednosti tokom graviditeta. Koncentracija T4 u krvi krava je niza u ranoj
laktaciji nego u kasnijim fazama (Pethes i sar. 1985; Huszenicza i sar. 2001).
Koncentracija u plazmi T3 i rT3 su na niskom nivou u ranom postpartalnom periodu,
verovatno zbog povecane metaboliCke aktivnosti tireoidnih hormona u perifernim tkivima,
§to povratno smanjuje sekretornu aktivnost tireoidne Zlezde. U prilog tome je i Cinjenica
da je sekrecija T4 i T3 indukovana sa TRH slabije izraZzena u drugoj nedelji laktacije nego
pre teljenja ili 3 meseca nakon porodaja (Huszenicza i sar. 2001).

Odnos konentracija T3/T4 x 100 (tzv. indeks aktivacije tironina) je relativna
vrednost koja pokazuje da li u odredenoj metabolickoj situaciji preovladuje aktivaciona ili
inaktivaciona aktivnost jodotironin dejodinaza. Indeks aktivacije bio je znacajno veci kod

Zivotinja kontrolne u odnosu na ogledne grupe tokom ogleda.
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Grafikon 8. Indeks aktivacije tironina (T3/T4x100) u krvnoj plazmi krava u peripartalnom
periodu (partus £ 12h) u zavisnosti od tretmana selenom i vitaminom E.

Rezultati naSeg eksperimenta pokazuju da je koncentracija T4 u plazmi najniza pri
porodaju kada dejodinaze imaju najizraZeniju aktivacionu aktivnost (konverzija T4 u T3).
Pri povecanoj snabdevenosti organizma selenom relativno jaca proces inaktivacije

(konverzija T4 u rT3; T3 i rT3 u rT2), Sto se vidi u znaCajno manjem indeksu aktivacije
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(grafikon 8) i blagom, ali znacajnom padu koncentracije T3 u plazmi (grafikon 7). Postoji
statisticki znaCajna (p<0,05) negativna korelacija izmedu aktivnosti GPx i indeksa
aktivacije tironina. Slicne rezultate dobili su PeSut i sar. (2011) u ogledu na pili¢cima i
Milanovi¢ (2012) u ogledu na pacovima.

Kao Sto se vidi iz grafikona 9, krave sa zaostalom posteljicom imaju visu
koncentraciju T4 u krvnoj plazmi nego Zivotinje kod kojih je posteljica na vreme izbacena
(p<0,01). Nije nadena statistiCki znaCajna razlika u koncentraciji T3 izmedu plotkinja sa i
bez zaostale posteljice. Verovatno da pojaCano lucenje T4 nije uticalo na dobijene
rezultate (grafikon 6). Da li se odgovor mozZe nacCi u promenama na nivou dejodinaza,
moglo bi da se sazna novim eksperimentom u kojem bi se direktno merile aktivnosti

enzima ID, kao i plazmatski nivoi rT3 1 T2.
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Grafikon 9. Poredenje koncentracija T4 i T3 u krvnoj plazmi krava sa zaostalom
posteljicom i bez zaostale posteljice, nezavisno od tretmana selenom i vitaminom E.

6.4. Status steroidnih hormona: kortizola, 17(3-estradiola

| progesterona, u krvnoj plazmi krava
Peripartalni period kod krava je izrazito stresan za Zivotinje. Persson-Waller (2000)
je podelio stres u 4 kategorije: fizioloski, metabolicki, fizicki i psihicki. Zaostala posteljica
I puerperalni endometritis su i uzrok i posledica stresa. Kao posledica stresa javljaju se i
atonija materice i slabost imunskog sistema. Stresogeno na Zivotinje deluje porodaj, nagla

promena ishrane, otpocCinjanje laktacije, sinteza kolostruma, kao i oksidativni stres.
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Koncentracija kortizola u plazmi krava za vreme porodaja se povecava kao integralna
posledica svih ovih dogadaja. Postoji veliki broj naucnih radova u kojima je dokazan
korelativni odnos izmedu koncentracije kortizola u krvnoj plazmi i nivoa stresa u
organizmu Zivotinja.

Buduci da kortizol deluje imunosupresivno na fagocitozu i migraciju neutrofila Sto
ima veliki znaCaj za proces odvajanja posteljice, to njegova povecana koncentracija u
krvnoj plazmi moZe da ima uticaj na pojavu zaostale posteljice (Kindahl i sar. 2002; Patel
i sar. 1996; Wischral i sar. 2001).

*

Koncentracija kortizola u plazmi krava u naSem eksperimentu merena je 12h

pre, za vreme i 12h nakon porodaja, a razlike izmedu grupa testirane Mann-Whitney

testom. Rezultati su prikazani na grafikonu 10.

1209
N -
©
2 58,0
T 909 :
g T _ T 4-:-’1 21.4 Mann-Whitney test:
7 AA, BB p<D M
S + aa p<0,01; bb p<0,05
- 60
£ _JAB Grupa 2
gj S I‘,-" p
= 309
3 B Grupa 1
E 0k . A/ Kontrola
b4
AN & b o
NS ,b{\"’ NG ‘@bo
R ? Q" 1>

Grafikon 10. Koncentracija kortizola (ng/mL) u krvnoj plazmi krava u peripartalnom
periodu (partus £ 12h) u zavisnosti od tretmana selenom i vitaminom E.

Zajedno posmatrano, najvece vrednosti kortizola zabelezene su u krvnoj plazmi
kontrolne grupe (58,0 = 23,0 ng/mL). Ova koncentracija znaCajno se snizava, do vrednosti
21,4 £ 12,5 ng/mL (p<0,01), kada se poveca doza selena i vitamina E. Pored toga, nivo
kortizola kod krava koje nisu dobile selen (kontrolna grupa), rastao je tokom peripartalnog
perioda i iznosio 12h prepartalno 40,8 £ 17,1 ng/mL, u toku partusa 54,2 + 28,5 ng/mL i
79,0 = 23,3 ng/mL 12h nakon partusa. Nivo kortizola u oglednim grupama u istom periodu

bio je konstantan.
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Iz navedenog jasno proizlazi da je u kontrolnoj grupi krava ucestalost zaostale
posteljice velika a i nivoi kortizola znatno su veci nego u oglednim grupama 12h pre, za
vreme i 12h posle porodaja. Do istih zaklju¢aka dosli su i Wischrall i sar. (2001).

Peter i Bosu, (1987) su takode utvrdili da poCevsi od 6-og dana pre porodaja
koncentracija kortizola u serumu krava sa zaostalom posteljicom znacajno raste dostizuci
najvise vrednosti 3 dana pre porodaja (p<0,05). Bazalna koncentracija kortizola kod krava
sa zaostalom posteljicom se postiZze 1 dan posle porodaja. Autori zakljucuju da prepartalno
povecanje PGFM i kortizola moZe da bude dobar (pouzdan) indikator za nastanak zaostale
posteljice kod krava. Naglo povecanje koncentracije kortizola u serumu krava sa
zaostalom posteljicom predstavlja odgovor organizma visokosteonih krava na stres i
zapaljenski proces, pre nego Sto pocne porodaj (Ras i sar. 1996).

Smith i sar. (1973) su utvrdili da od 26-0og dana do 24 h pred porodaj sadrzaj
ukupnih glukokortikosteroida je iznosio 5 ng/mL i raste na 10,3 ng/mL 12h antepartalno.
U vreme porodaja vrednosti su bile 16,7 ng/mL. Eissa i El-Belely (1990) su ustanovili
prose€ne vrednosti glukokortikosteroida od 4,8 ng/ml sa dva pika. Prvo povecanje utvrdili
su 6-og dana antepartalno, a drugo 24h pred porodaj; vrednosti su postepeno rasle i na
samom porodaju su iznosile 8,6 ng/ml. Medutim, Da Silva i sar. (1998) su nasli najvece
vrednosti kortizola u plazmi tek 3 dana posle porodaja (22,05 ng/mL). Goff i sar. (1989) i
Patel i sar. (1996) su utvrdili da su koncentracije kortizola najvece oko porodaja, potom u
prvih 3-5 dana postpartalno opadaju na iste vrednosti kao i pre porodaja. Isti autori su nasli
da su koncentracije kortizola kod visokoproduktivnih plotkinja najveée u vreme oko
porodaja, zatim ostaju na istom nivou do oko 10-og dana posle porodaja.

Tretman razliitim dozama selena i vitamina E u naSem eksperimentu uticao je na
to da se koncentracije kortizola ne povecavaju u peripartalnom periodu. Gupta i sar.
(2005) su utvrdili da tretman krava selenom i vitaminom E (30 mg natrijum selenita i
1100 IU a-tocopherol acetata) nije uticao zna€ajno na procenat zaostale posteljice, ali je
pokazao pozitivan efekat na smanjenje koncentracije lipidnih peroksida u eritrocitima 7-og
dana antepartalno u odnosu na vrednosti utvrdene 21-og dana antepartalno. Autori navode
da koncentracije kortizola u plazmi i ogledne i kontrolne grupe krava su kontinuirano rasle
pocev od 21-og dana pre porodaja do porodaja, s tim Sto je prilikom porodaja
koncentracija kortizola u plazmi bila niza kod krava koje su dobile selen i vitamin E u
odnosu na kontrolnu grupu, sa ili bez zaostale posteljice.

Kortizol kao opsti pokazatelj stresa razliito se ponasao od MDA, indikatora
oksidativnog stresa. Za razliku od MDA, koncentracija kortizola je znaCajno opala u
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oglednoj grupi 2 u poredenju sa oglednom grupom 1. Zanimljivo je istaCi da, poredeci
koncentracije kortizola kod zivotinja sa i bez zaostale posteljice, nisu utvrdene znaCajne
razlike (tabela 18b). Postoji supresivni efekat dodavanja selena i vitamina E na
koncentraciju kortizola, ali ne i odnos izmedu koncentracije kortizola i procenta zaostale
posteljice. MoZze se pretpostaviti da je u naSem slucaju vitamin E, nekim mehanizmom Kkoji
nije mogao biti razlu€en ovim eksperimentom, imao uticaj na koncentraciju kortizola. Sa
druge strane, za selen se zna da delovanjem u sastavu antioksidativnog enzima GPX,
smanjuje koncentraciju slobodnih radikala i direktno utiCe na smanjenje ucestalosti
zaostale posteljice.
*

Koncentracija 17 pB-estradiola u krvnoj plazmi krava oglednih grupa 12h pre,
tokom porodaja i 12h posle porodaja znatno su varirale (tabela 14). Kretale su se u
oglednoj grupi 1 u rasponu od 0,99 + 0,75 nM do 2,16 + 1,73 nM u oglednoj grupi 2. Nije
utvrdena statistiCka znacajnost razlika (Mann-Whitney test) izmedu grupa, kao ni medu
jedinkama oglednih i kontrolne grupe. Nije dokazana ni statisticki znaCajna razlika izmedu
krava sa i bez zaostale posteljice, nezavisno od toga da li su ili ne tretirane selenom i
vitaminom E (tabela 18b).

Literaturni podaci ukazuju da u poslednjoj nedelji graviditeta kod goveda postoji
znaCajno povecanje koncentracije estrogena, dok se poslednjih dana ante partum registruju
razliite vrednosti estrogena. Jedna grupa autora zapazila je kontinuirani rast ukupne
koncentracije estrogena (Robertson, 1974; Eissa i El-Belely, 1990). Druga grupa
zabelezila je ujednaCenu koncentraciju estrogena ante partum (Abdo i sar. 1991; Rexha i
sar. 1993), dok su neki autori uocCili pad koncentracije estrogena pred porodaj (Hunter i
sar. 1977; Inaba i sar. 1986). Ipak, vecina je saglasdna da postoji nagli pad koncentracije
estrogena posle porodaja (Hoffmann i sar. 1973; Hunter i sar. 1977; Inaba i sar. 1986;
Sawada i sar. 1988; Eissa i EI-Belely, 1990; Abdo i sar. 1991).

Hoffmann i sar. (1973) su merili koncentraciju ukupnog estrogena od 160h ante
partum i zabeleZili kontinuirano povecanje koncentracije estrogena sa 2,5 ng/ml na 6
ng/ml neposredno pred partus. Brz rast ukupnih estrogena od 6-og dana pred porodaj do 3
dana pred partus sa 2 ng/ml na 4 ng/ml nasli su Rexha i sar. (1993).

Vrednosti ukupnog estrogena od 10-og do 6-o0g dana ante partalno postepeno rastu
sa 1,2 ng/ml na 1,9 ng/ml. Neposredno pred porodaj i u samom porodaju ove vrednosti su
0,7 ng/ml (Inaba i sar. 1986).
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Povecane vrednosti ili kontinuirano povecanje vrednosti estrogena od 4. nedelje do
7 dana pred porodaj sa manje od 0,2 ng/ml na 2,0 ng/ml ustanovili su Sawada i sar. (1988).
Isti autori izmerili su u porodaju vrednosti estrogena od 3,2 ng/ml.

Robertson (1974) je utvrdio niske vrednosti 17 [-estradiola od 40-og dana
antepartalno od 24,5 ng/ml; od 20-og dana ante partalno do neposredno pred porodaj te
vrednosti se povecavaju sa 0,5 ng/ml na 5,2 ng/ml. Hunter i sar. (1977) su izmerili
vrednosti 17 B-estradiola od 30 dana pre porodaja; 26 dana do 144h pre porodaja vrednosti
postepeno rastu sa 0,4 ng/ml na 0,8 ng/ml. Od 96h do 24h ante partalno vrednosti brzo
rastu na 5 ng/ml, a potom sledi pad na 1 ng/ml u vreme partusa.

Eissa i El-Belely (1990) su pokazali da koncentracija ukupnog estrogena raste
postepeno od 4-6 meseci graviditeta i iznosila je 0,65 nM. Vrednosti variraju u manjem
stepenu sve do pred porodaj, a zatim naglo rastu na vrednosti od 0,75 nM 5 dana pre
porodaja. NajviSe vrednosti su ustanovljene na dan teljenja (1,69 nM), a zatim sledi naglo
smanjenje njegove koncentracije na 0,73 + 0,06 nM oko 12h nakon porodaja.

Wischral i sar. (2001) su utvrdili da je kod indukovanog porodaja trajanje
povecanih koncentracija estrogena krace i traje 2-3 dana u odnosu na 6-10 dana kod krava
sa prirodnim porodajem i fizioloSkom duzinom graviditeta. Moze se zakljuciti da je za
normalno sazrevanje i izbacivanje posteljice vaZzna ne samo koncentracija estrogena, vec i
trajanje njegove sekrecije. Deficit estrogena dovodi do smanjene aktivnosti leukocita
(Gilbert i sar. 1993), a leukociti su znacCajni elementi u procesu peroksidacije (Erskine,
1993). Takode, kao posledica deficita estrogena dolazi do smanjenja i koncentracije PGFq
u vreme teljenja (Rasmussen i sar. 1996).

*

Koncentracija progesterona u krvnoj plazmi krava u naSem eksperimentu
(tabela 15) bila je veoma niska i kretala se u rasponu od 0,202 + 0,053 ng/ml u kontrolnoj
do 0,218 £ 0,102 ng/ml u oglednoj grupi 2. Pritom, statistiCki razlike nisu mogle biti
utvrdene (Mann-Whitney test) izmedu oglednih grupa, kao i izmedu jedinki unutar grupa u
neposrednom peripartalnom periodu (partus + 12h). Rezultati drugih autora (Parker i sar.
1988; Savada i sar. 1988; Ishikawa i sar. 2004), pokazuju da su vrednosti progesterona na
dan porodaja i 12h posle porodaja ispod 1 ng/ml. NeSto niZe vrednosti progesterona u
krvnoj plazmi u ovom radu, u odnosu na vrednosti koje se javljaju kod prirodnog porodaja
mogu se objasniti ¢injenicom da, prilikom primene PGF,, za indukciju porodaja, dolazi do
naglog i znaCajnog pada koncentracije progesterona, Sto ukazuje na brzu indukciju

luteolize.
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Eissa i EI-Belely (1990) su utvrdili da koncentracija progesterona u plazmi krava
varira izmedu 8,9 i 9,7 ng/ml do treeg meseca graviditeta i opada zna€ajno na 6,9 ng/ml u
Cetvrtom mesecu steonosti. Progesteron zatim opada do 258-og dana gestacije (Erb i sar.
1968), a ovaj pad se pripisuje konverziji progesterona u feto-placentarnoj vezi za sintezu
drugih steroida, pre svega estrogena, uz pomo¢ enzima 17a-hidroksilaze (Hoedemaker i
sar. 1990). Sedmog dana ante partum koncentracija progesterona je iznosila 5,7 ng/ml, a
treCeg dana 6,9 ng/ml. Potom sledi brzi pad na vrednosti manje od 1,0 ng/ml (Eissa i El-
Belely, 1990).

Konstantne vrednosti progesterona do 40 h antepartalno, izmedu 4 i 5 ng/ml
utvrdili su Hoffmann i sar. (1973b). Na 20 h pred porodaj vrednosti progesterona opadaju
na 1,0 ng/ml. Hunter i sar. (1977) su vrsili merenje vrednosti progesterona od 30-og dana
do 36 h ante partum i zabelezili postepen pad od 12 ng/ml, a potom je sledio brzi pad do
partusa na manje od 1,0 ng/ml. | Kaker i sar. (1984) beleZze postepen pad vrednosti
progesterona od 10-og dana ante partum od 4,2 ng/ml do 2. dana ante partum na 3,6
ng/ml, a onda brzi pad do partusa na vrednosti od 0,5 ng/ml. Od 10-og dana ante partum
do 3. dana ante partum vrednosti progesterona su pribliZzno iste, a onda usledi brzi pad sa
5,5 ng/ml na 0,8 ng/ml do porodaja (Rexha i sar. 1993).

Parker i sar. (1988) su odredivali enzimskim imunoesejom koncentraciju
progesterona kod 36 krava 7 dana pre porodaja. Do 36h pre partusa koncentracija
progesterona je bila >1,5 ng/ml sa znatnim variranjem. Izmedu 36h i 15h ante partum
koncentracija je naglo padala. Ukoliko je koncentracija progesterona >1,5 ng/ml mala je
verovatnoca da Ce do porodaja doci u sledecih 18h. Postoje znatne varijacije i individualne
razlike koje su posebno vidljive u poslednja 24 h pre teljenja, kada koncentracija
progesterona sa vrednosti od 1-3 ng/ml, pada na vrednosti ispod 0,5 ng/ml.

Sawada i sar. (1988) su utvrdili postepeni pad koncentracije progesterona od 6,7
ng/ml od 6. nedelje ante partum na 3,7 ng/ml 2 dana pred porodaj. Zatim sledi nagli pad na
2,5 ng/ml na dan porodaja i 0,7 ng/ml pri samom porodaju.

Utvrdili smo da je koncentracija progesterona bila znacajno visa (Mann-Whitney
test) kod krava sa zaostalom posteljicom u poredenju sa Zivotinjama kod kojih nije
dijagnostikovan ovaj poremecaj (grafikon 11; tabela 18b). Do sli¢nih rezulata doSli su
Chew i sar. (1977); Rexha i sar. (1993) i Kaczmarowski i sar. (2006). Poznato je da
povecane vrednosti progesterona imaju Stetan efekat na odbrambene snage materice,

zajedno sa PGE,, §to ima za posledicu imunosupresiju materice (Wooding i sar. 1996).
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Mann-Whitney test:
AA, p<0, 1
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Grafikon 11. Poredenje koncentracija kortizola, estrogena i progesterona u
krvnoj plazmi krava sa zaostalom posteljicom i bez zaostale posteljice,
nezavisno od tretmana selenom i vitaminom E.

6.5. Aktivnost glutamat dehidrogenaze i koncentracija

B-hidroksibutirata u krvnoj plazmi krava

Glutamat dehidrogenaza je enzim koji se nalazi u mitohondrijama Celija, a najvise
je zastupljen u hepatocitimta. GLDH Kkatalizuje NAD-zavisni proces odvajanja a-
aminogrupe glutamata u vidu amonijaka, pri cemu ostaje a-ketoglutarna kiselina. Nastali
amonijak se uklanja ukljucivanjem u put sinteze uree.

Povecanje aktivnosti GLDH u krvnoj plazmi Zivotinja uoceno je kod teSkih
oStecenja hepatocita koje je zahvatio proces nekroze. Stepen oSteCenja hepatocita je u
linearnoj korelaciji sa povecanom aktivnos¢u GLDH. Kod akutnog difuznog ostecenja
jetre prvo se zapaZa veca aktivnost transaminaza, dok u akutno-hroni¢nom ostecenju jetre
prvo reaguje vrlo osetljivo GLDH, a koncentracije transaminaza su samo neznatno
povecane. Aktivnost GLDH u krvnoj plazmi goveda iznad 40 U/L ukazuje na moguce
oStecenje hepatocita (Furll, 2005).

Aktivnost glutamat dehidrogenaze kod krava u naSem ogledu, 12h nakon
partusa, kretala se u rasponu od 8,5 £ 1,3 U/L u oglednoj grupi 1, do 16,6 £ 4,9 U/L u
oglednoj grupi 2. Ni kod krava pojedinacno, aktivnosti se nisu pribliZile navedenoj

granicnoj vrednosti, na osnovu ¢ega mozemo tvrditi da nije bilo krava sa oSte¢enjem
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parenhima jetre. Aktivnost u oglednoj grupi 1 bila je statisticki znacajno niza (p<0,05), a u
oglednoj grupi 2 znacajno visa (p<0,05) u poredenju sa kontrolom. Statisticki znaCajnija
razlika je utvrdena i izmedu oglednih grupa plotkinja (p<0,01).
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Grafikon 12. - Aktivnost glutamat dehidrogenaze (U/L) u punoj krvi krava
u zavisnosti od tretmana selenom i vitaminom E.

Ovi rezultati ne ukazuju jasno da bi GLDH mogla da bude pod uticajem dodatog
selena i vitamina E. Eventualno bi se moglo pokazati da bi efekti dodatnog poveéanja doze
selena i/ili vitamina E mogli u jednom trenutku da se pretvore iz hepatoprotektivnog u
hepatotoksi¢no. Teorijski posmatrano, i selen i vitamin E, imaju toksicni potencijal (Koller
i Exon, 1986), stoga Sto selen u visokim dozama pocCinje da deluje prooksidativno (Seko i
sar. 1989), a vitamin E zbog prirodno sporog procesa razgradnje i eliminacije poCinje da

se nakuplja u hepaticnom tkivu.

*

Koncentracija [B-hidroksibuterne kiseline (BHBA), kao i neesterifikovanih
masnih Kkiselina (NEFA) u cirkulaciji su dobri pokazatelji adaptacije krava na negativni
bilans energije. Dok NEFA pokazuju stepen mobilizacije masti iz depoa, BHBA ukazuje
na status oksidativnog razlaganja (“sagorevanja™) masti u jetri, tj. na moguéu pojavu
ketoze.

Subklinicka ketoza kod krava u ranoj laktaciji se javlja kada je koncentracija
BHBA iznad 1,2-1,4 mM. Takve krave imaju 3-8 puta veci rizik za nastanak dislokacije
siriSta na levo (Geishauser i sar. 2000b; Duffield i sar. 2009), smanjenu verovatnoéu za

zaCece nakon prvog oplodenja posle teljenja (Walsh i sar. 2004), smanjenu proizvodnju
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mleka (Duffield i sar. 2009) i povecCanu ucestalost i teZinu mastitisa (Suriyasathaporn,
2000). Kuzma i sar. (1996) su utvrdili da su krave sa zaostalom posteljicom u 30%
sluajeva imale subklini¢ku ketozu tokom prve dve nedelje nakon porodaja.

Krave sa vrednostima BHBA vecim od 1mM u serumu, imaju veci sadrZzaj masti, a
nizi proteina u mleku (Kessel i sar. 2008). Odnos masti/proteini je osetljiv pokazatelj
promena metabolickih parametara i koristan je za predvidanje energetskog statusa krava
(Heuer, 2004).

Koncentracija B-hidroksibutirata u krvnoj plazmi krava u ovom ogledu bila je
najvisa u kontrolnoj grupi krava (0,69 £+ 0,10 mM), neznatno niZa u oglednoj grupi 1 (0,67
+ 0,09 mM) i statistiCki znacajno niZa (p<0,001) u oglednoj grupi 2 (0,34 £ 0,10 mM), Sto

pokazuje da su neposredno nakon porodaja njihove vrednosti bile u fizioloskim

granicama.
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Grafikon 13. Koncentracija -hidroksibuterne kiseline (U/L) u krvnoj plazmi
krava u peripartalnom periodu (partus / 12h) u zavisnosti
od tretmana selenom i vitaminom E.

Znacajno snizenje koncentracije BHBA kod krava koje su dobile visu dozu selena i
vitamina E (grafikon 13) moglo bi da sugeriSe da jedan ili oba ova antioksidansa imaju
antiketozni potencijal. Rezultati ovog ogleda nisu dovoljni da sa sigurnoS¢u potvrde
ovakvu pretpostavku, ali moglo bi se oCekivati da se spreCavanjem nastanka degradacionih
proizvoda peroksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina (TBARS) olakSavaju kljucni

kataboli¢ki procesi u mitohondrijama.
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Nisu uoCene znacajne razlike izmedu krava sa i bez zaostale posteljice u aktivnosti
GLDH i u koncentraciji BHBA (tabela 18b). S obzirom da su ovi parametri bili u okvirima
fizioloskih vrednosti, nije se ni moglo oCekivati da se razlikuju Zivotinje koje su imale ili

nisu imale retenciju posteljice.
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7. ZAKLJUCCI

1.

Procenat zastupljenosti zaostale posteljice kod krava kojima nije dodavan selen bio
je 66,7%, dok je kod krava kojima je data niZza doza selena i tokoferol acetata (10 mg
natrijum-selenit +400 mg RRR-o-tokoferilacetat) bio 38,2%; a kod Zivotinja koje su
primile dvostruko vec¢u dozu ucestalost zaostale posteljice je bila 30,8%.

2.

Koncentracija selena (Se) u punoj krvi krava kojima nije dodavan selen bila je
129,0 + 18,0 ng/mL, a znacajno visa je bila kod grupa Zivotinja kojima je selen apliciran
(162,9 £ 30,4 i 187,3+ 32,6 ng/mL); vrednosti kod svih grupa su bile iznad fizioloSkog
minimuma, a samo kod grupa kojima je dodat selen bila su iznad vrednosti koja se smatra
graniénom za prevenciju zaostajanja posteljice.

3.

Aktivnost selenoenzima glutation peroksidaze (Gpx) u punoj krvi krava kojima
nije dodavan selen bila je 90,6 + 16,1 pkat/L; kod krava kojima je data niza doza selena
aktivnost je Gpx bila znacajno visa i iznosila 178,2 + 34,6 pkat/L; dalje poviSenje doze Se
nije dovelo do znacajno vise aktivnosti glutation peroksidaze.

4.

Koncentracija malondialdehida (MDA) u krvnoj plazmi kod svih Zivotinja bila je
visoka, najvisa u grupi krava kojima nije dodat selen (5,74 = 0,92 uM), dok je kod onih
kojima je Se apliciran bila znaCajno niza (4,57 + 0,89 uM, odnosno 4,45 + 0,79 pM);
utvrdena je statistiCki znaCajna negativna korelacija izmedu aktivnosti Gpx u krvi i
koncentracije MDA u plazmi plotkinja.

5.

Na nivou ukupne eksperimentalne populacije, nezavisno od tretmana selenom i
vitaminom E, krave koje su na vreme izbacile posteljicu imale su viSu koncentraciju Se i
aktivnost Gpx, a niZzu plazmatsku koncentraciju MDA od krava sa zadrzanom posteljicom.
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6.

Koncentracija tiroksina (T4) u krvnoj plazmi krava kontrolne i prve ogledne grupe
bila je znaCajno niZa u trenutku porodaja nego 12 casova pre i posle partusa. Koncentracija
trijodtironina (T3) bila je zna€ajno vi$a kod grupe koja nije dobila dodatni selen u odnosu
na obe grupe krava kojima je selen apliciran. Indeks aktivacije T3/T4 bio je znacajno visi
kod kontrolne grupe u odnosu na Zivotinje kojima je dodavan selen; utvrdena je statisticki
znaCajna negativna korelacija izmedu aktivnosti Gpx i indeksa aktivacije T3/T4.

7.

Na nivou ukupne eksperimentalne populacije, nezavisno od tretmana selenom i
vitaminom E, krave koje su na vreme izbacile posteljicu imale su znaCajno nizu
koncentraciju T4 od krava sa zadrzanom posteljicom; koncentracije T3 nisu se bitno
razlikovale.

8.

Koncentracija kortizola u krvnoj plazmi krava koje nisu dobile dodatni selen bila je
najvisa i neprekidno je znacajno rasla od 12 sati pre porodaja (40,8 £ 17,1 ng/mL) do 12
sati nakon porodaja (79,0 + 23,3 ng/mL); u grupi kojoj je aplikovano 10 mg natrijum-
selenita +400 mg RRR-o-tokoferilacetata, koncentracija kortizola je opala na 41,1 + 16,7
ng/mL, a u grupi koja ja primila dvostruko vecu dozu selena na 21,4 + 12,5 ng/mL; u obe
grupe kojima je dodavan selen nivo kortizola se tokom vremena nije menjao.

9.

Koncentracija 173-estradiola i progesterona u krvnoj plazmi krava kretale su se u
fizioloSkim granicama karakteristicnim za period od 12 Casova pre, do 12 Casova posle
porodaja; nisu utvrdene razlike izmedu eksperimentalnih grupa.

10.

Na nivou ukupne eksperimentalne populacije, nezavisno od tretmana, krave koje
nisu imale zadrZanu posteljicu imale su znacajno niZzu koncentraciju progesterona u krvnoj
plazmi od krava sa utvrdenom retencijom posteljice; koncentracije kortizola i 17f-
estradiola nisu se razlikovale.
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11.

Aktivnost glutamat dehidrogenaze (GLDH) u krvnoj plazmi krava varirala je
unutar fizioloSkih granica u svim grupama, kao i kod svih Zivotinja ponaosob, ukazujuci
da integritet parenhima jetre nije bio narusen.

12.

Koncentracija B-hidroksibutirata (BHBA) u krvnoj plazmi krava svih grupa kretala
se u fizioloSkim granicama, ¢ime je iskljuceno postojanje ketoze; koncentracija BHBA
bila je upola niza (0,34 £ 0,10 mM) kod grupe koja je primila 20 mg natrijum-selenita +
800 mg RRR-o-tokoferilacetata u poredenju sa kontrolom i grupom koja je primila manju
dozu selena.
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WU3jaBa o ayTopcTBy

MoTnucaHn: mp Murbad H. Benuukosuh

©poj ynuca:
UsjaBrbyjem

Da je AOKTOPCKa AucepTauuja nof HacnosoMm:

Ymuuaj pasnuyumux do3a npenapmasnHo an/iuKo8aHo2 cenieHa Ha CMakHseHse
y4yecmanocmu 3aocmajarea nocmesbuye Koo 8UCOKOMTEYHUX Kpaea

*  pesynTaT CONCTBEHOT UCTPaXKUBayKor pasa,

* [1a NpeanoXeHa guceprauija y UennHU HU y fenoBuma Huje 6una npeanoxeHa
3a nobwjawe Buno koje OuNNome npema CTyAM|CKMM NporpammumMa apyrux
BWCOKOLLIKONICKWUX YCTaHOBA,

® [aCy pe3yntath KOPeKTHO HaeeaeHu v

* [a H1CaMm KpLUMO ayTopcka npasa v KOPUCTUO WHTENEKTYanHy CBOJUHY APYrinX
nvua.

MoTnuc gokTopaHTa
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M3jaBa 0 UICTOBETHOCTHU LUITaMMNaHe U eNeKTPoHCkKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme v npesume aytopa: mp Mursar H. Benuukoewh, [1BM
bpoj ynuca:

Cryaujckn nporpam: [loKTOpcKe akagemcke cTyanje
Hacnos papa:

Ymuuyaj paznu4umux 0o3a npenapmarnHo aniuKkoeaHoz2 cesieHa Ha CMakbetse
yvyecmanocmu 3aocmajara nocmersbuye Koo 8UCOKOMII@YHUX Kpasea

MenTop: [1p MeaH B. JosaHoeuh, pea. npodecop, YHueepauteT y Beorpany, ®akynrer
BETEpMHApCKe MmeauunHe

Motnucanu mp Murean H. Benuukoeuh, 1BM

Ws3jasrbyjem fa je wramnaHa Bepauja Mor AOKTOPCKOr pafa WCTOBETHa €MeKTPOHCKO)
BEP3UWjK KOjy cam Npeaao 3a objaBrbvBake Ha noprany [urutanHor peno3ntopujyma
YuuBepsuteta y Beorpaay.

Nossorbaeam aa ce objaBe Moju NuYHW nogaun BesaHu 3a pobujare akaaemckor
3Bar-a [OKTOpa Hayka, Kao LWTO Cy MMe U Npe3nme, roanHa n MecTto pofhiersa U Aatym
oabpaHe paga.

OB NWYHKM nogauy mory ce oBjaBuTh Ha MPEeXHWM CcTpaHiuama AuruTtande
BUBNNOTEKE, Y ENEKTPOHCKOM KaTanory 1 y nybnukauujama YHusepsuteTta y beorpagy.
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MU3jaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepsutetcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh* ga y Aurutantu
penosuTopujym YHueepauteta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nog
HaCcrnoBOM:

Ymuuyaj pasznuyumux 0o3a npenapmanHo anjiukogaHo2 cesleHa Ha CMaH-eHse
y4ecmanocmu 3aocmajarba nocmerbuye Kod 8LUCOKOMITEYHUX Kpaea

KOja je MOje ayTOpCKo AEno.

ducepTauujy ca cBUM NpUNo3uMa nNpegao cam y enekTpoHckom dopmaTty norogHom sa
TpajHO apxuBupare.
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y Beorpany mory fa kopucte cBM KOju nowTyjy ogpeabe cagpkare y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe sajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo.
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