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UPOTREBA IMPLANTATA GNRH SUPERAGONISTE
KOD JUVENILNIH KUJA ZA DUGOTRAJNU
REVERZIBILNU KONTRACEPCIJU I NJEGOV UTICA]J
NA POJAVU ESTRUSA I HORMONALNI STATUS

Sazetak

Opvariektomija, ovariohisterektomija i orhidektomija su najc¢esce hirurske intervencije koje
se rutinski izvode u veterinarskoj praksi kod malih Zivotinja. Incidencija komplikacija nakon
ovariektomije ili ovariohisterektomije je relativho visoka i kreée se izmedu 12% i 32%.
Komplikacije neposredno nakon ovariektomije ili ovariohisterektomije ukljucuju krvarenje,
vaginalno krvarenje, infekciju ili dehiscenciju rane, formiranje seroma, komplikacije usled
anestezije, apsces grlica materice, reakciju tkiva na materijal za sivenje $to moze dovesti i do
stvaranja granuloma ili fistula. Dugorocne komplikacije ukljucuju sindrom zaostalog jajnika,
piometru, piometru zaostalog dela cerviksa "patrljka", fistule ili granulom patrljka, ozlede
uretera, opstipaciju, uretro-, veziko-, enterovaginalne, kao 1 vaginoperitonalne fistule,
opstrukcije kolona, pijelonefritis, urinarnu inkontinenciju, pararenalne pseudociste,
hidronefrozu, a neretko i preteranu gojaznost. Poslednjih godina, na trzistu se pojavio veliki
broj preparata, od kojih mnogi imaju vise od jedne indikacije 1 mogucnosti primene. Kod
potrebe za dugotrajnim ili permanentnim sprecavanjem polnog Zara preporucuje se
hirurska sterilizacija zenki i muzjaka, kao metod izbora, medutim sve vise se govori o
negativnim efektima rane (prepubertalne) sterilizacije 1 njihovim mogucim komplikacijama.
Osnova za efikasnost u izazivanju infertilnosti kod odredene vrste je razumevanje
reproduktivnog ponasanja i fiziologije date vrste, 1 koriscenje tog znanja za odabir
najpodesnije metode kontracepcije. Kontraceptivno sredstvo mora biti efikasno u
izazivanju infertilnosti. Supresija estrusa kod kuja se postize aplikacijom, uglavnom,
progesteronskih preparata (gestagena), mada se mogu koristiti i sintetski anabolicki steroidi
(miboleron), medutim, sa navedenim sredstvima nisu postignuti zadovoljavajuéi rezultati.

Deslorelin preparati, GnRH agonisti imaju veliku perspektivu u menadzmentu 1 kontroli
estrusa kuja. Implantati GnRH agonista su subkutane insercije sporo-otpustaju¢eg GnRH,
kao $to su implanti sa 4,7 mg i 9,4 mg deslorelin acetata, 1 predstavljaju odlicnu alternativu
reverzibilne kontrole ovarijalne aktivnosti. Ubacivanjem implantata sporo-otpustajuceg
GnRH agoniste, prirodno pulsativno otpustanje hormona hipotalamusa i hipofize je
blokirano. Posledi¢no dolazi do bazi¢nog otpustanja gonadotropina, koje se reperkutuje na
smanjenu sintezu 1 otpuStanje folikulostimulirajuéeg 1 luteiniziraju¢eg hormona
prevenirajudi folikularno razviée, odnosno dovodi do privremenog dugotrajnog odlaganja
polnog ciklusa i problema koji su vezani za polni ciklus. Vrlo malo studija je opisalo
odlaganje puberteta koris¢enjem deslorelin implantata kod kuja, ali postoje literaturni
navodi kojt su potvrdili efikasnost ove metode kontracepcije. Starost kuja igra vaznu ulogu
u odgovoru na implantat .

Cilj ovog istrazivanja jeste odredivanje duzine kontraceptivhog perioda nakon aplikacije
agoniste GnRH kod juvenilnih kuja u prepubertetnom periodu i utvrdivanje efekata na
hormonski status (estrogen, progesteron, melatonin), kao 1 na pojavu normalnog
fizioloskog estrusa nakon perioda supresije.



Dvanaest vlasnickih kuja mesanaca starosti od 3 do 4 meseca podeljeno je u dve grupe,
tretiranu grupu (DESLO) i kontrolnu (placebo) grupu (K). Kod DESLO grupe aplikacija
implantata GnRH vrSena je u regiji pupka (supkutano). Hormonski testovi, vaginalni
mikrobioloski i citoloski brisevi i merenje elektricnog otpora cervikalne sluzi vrseni su
jednom svake 3 nedelje do pojave prvih znakova proestrusa, a tokom estrusa svaki dan.
Aplikacija implantata GnRH nije izazvala nezeljene efekte i nije primeéen vidljiv odgovor
na aplikaciju - efekat "razbuktavanja". GnRH implantat je znacajno odlozio vreme pocetka
estrusa (633 £ 30,38 naspram 143,80 £ 52,30 dana, P<0,001). U estrusu, DESLO grupa je
pokazala statisticki veée serumske koncentracije estrogena (34,58 pg/mL naspram 20,59
pg/mL, P<0,001) i koncentracije melatonina (45,86 pg/ml naspram 18,85 pg/mlL,
P<0,001) u poredenju sa kontrolnom grupom. Prose¢ne koncentracije progesterona u
serumu nisu pokazale statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa. U zakljucku,
deslorelin implantati ne izazivaju efekat ,,razbuktavanja“ kod prepubertalnih kuja mladih od
4 meseca starosti, ali su primecene znacajno vece koncentracije E2 i melatonina u serumu.
Dobijeni rezultati pokazuju potrebu za buduc¢im sveobuhvatnijim istrazivanjima koji ce
ispitati uticaj aplikacije deslorelina na serumske koncentracije melatonina.

Kljuéne reci: deslorelin, estrus, hormonski status, melatonin, juvenilne kuje
Naucna oblast: Veterinarska medicina
Uza naucna oblast: Ginekologija sa andrologijom
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USE OF GNRH SUPERAGONIST IMPLANTS IN
PREPUBERAL BITCHES FOR LONG-TERM
REVERSIBLE CONTRACEPTION AND ITS EFFECT ON
OESTRUS OCCURRENCE AND HORMONAL STATUS

Summary

Opvariectomy, ovariohysterectomy and orchidectomy are the most common surgical
interventions routinely performed in small animal practice. The incidence of complications
after ovariectomy and ovariohysterectomy is relatively high and ranges between 12% and
32%.. Complications immediately after ovariectomy or ovariohysterectomy include
bleeding, vaginal bleeding, wound infection or dehiscence, seroma formation,
complications from anesthesia, cervical abscess, tissue reaction to suture materials that can
lead to granuloma or fistula formation. Long-term complications include residual ovary
syndrome, pyometra, "stump" cervical residual pyometra, fistula or granuloma of the
stump, ureteral injuries, constipation, urethro-, vesico-, enterovaginal, as well as
vaginoperitoneal fistulas, colonic obstruction, urination, paralysis, hydronephrosis, and
often excessive obesity. In recent years, a large number of contraceptive medications have
appeared on the market, many of which have more than one indication and possibility of
application. When there is a need for long-term or permanent prevention of sexual
behavior in dogs, surgical castration is recommended as the method of choice, however,
the negative effects of early (prepubertal) castration and their possible complications are
being discussed. The basis of effectiveness in inducing infertility in certain species is
understanding the reproductive behavior and physiology of a given species, and using that
knowledge to select the most suitable method of contraception. The contraceptive must be
effective in causing infertility. Suppression of estrus in bitches is achieved by the
application, mainly, of progesterone preparations (gestagen), although synthetic anabolic
steroids (mibolerone) can also be used, but satisfactory results have not been achieved.

Deslorelin, a GnRH agonist, have a great perspective in the management and control of
estrus in bitches. GnRH agonist implants are subcutaneous insertions of slow-release
GnRH, such as the 4,7 mg and 9,4 mg deslorelin acetate implants, and are an excellent
alternative for reversible control of ovarian activity. By inserting a slow-release GnRH
agonist implant, the natural pulsatile release of hormones from the hypothalamus and
pituitary gland is blocked. This leads to a basal release of gonadotropins, after which there
is a reduced synthesis and release of follicle-stimulating hormone and luteinizing hormone
preventing follicular development, therefore, it leads to a temporary long-term delay of the
sexual cycle and problems related to the sexual cycle. Very few studies have described the
delay of puberty using the deslorelin implant in bitches, but there are literature reports that
have confirmed the effectiveness of this method of contraception in adult bitches. Age
plays an important role in implant response.

The aim of this study was to determine the length of the contraceptive period after the
application of deslorelin implant (4,7 mg) in juvenile, prepubertal bitches and assess the
effects on the hormonal status (etrogen, progesterone and melatonin), as well as on the
occurrence of normal physiological estrus.



Twelve crossbred prepubertal female dogs (4 months of age) were divided into the two
groups, the treated group (DESLO) and control (placebo) group (K). Hormone assays,
vaginal microbiological and cytological smears and the measurements of electrical
resistance of cervical mucus were performed once in 3 weeks until the first signs of
proestrus, and every day during estrus. Application of the GnRH implant did not cause
side effects and no visible response to the application of the implant - the "flare-up" effect
- was observed. GnRH implant significantly postponed time of onset of estrus (633 *
30,38 days vs. 143,80 = 52,30 days, P<0,001). In estrus, DESLO group showed statistically
higher estrogen (34,58 pg/mL vs. 20,59 pg/mL, P<0,001) and melatonin serum
concentration (45,86 pg/mL vs. 18,85 pg/mlL, P<0,001) compared to the control group.
The average progesterone serum concentration had no statistically significant differences
between groups. In conclusion, deslorelin implants do not cause “flare up” effect in
perpubertal bitches, however, increase of estrogen and especially melatonin serum
concentrations show the need to explore the consequences and mutual influence of
melatonin and deslorelin implants in the future.

Keywords: deslorelin, estrus, hormonal status, melatonin, prepubertal bitches

Major field of study: Veterinary Medicine
Special field of study: Gynecology and andrology
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1. UVOD

U savremenoj veterinarskoj praksi, veterinari i vlasnici pasa se suocavaju sa mnogim
problemima koji se odnose na reprodukciju i kontrolu reprodukcije. Dugi niz godina,
hirurska kastracija je bila jedina pouzdana i trajna metoda kontracepcije kod pasa.
Opvarijektomija, ovariohisterektomija i orhidektomija su najcesce hirurske procedure koje se
rutinski izvode kod malih Zivotinja (Moxon i sar., 2022; 2023). Prepubertalna ovariektomija
(ili OHC) se definise kao hirurska kastracija nezrelih, juvenilnih Zenki izmedu 6 i 14 nedelje
starosti 1 Cesto je povezana dugorocnim efektima na ponasanje 1 zdravstveni status (Lukas,
2014; Romagnoli, 2017; Salvati i sar., 2018; Yates i Leedham, 2019). Zadnjih decenija,
postavlja se pitanje o nezeljenim efektima vezanim za hirursku kastraciju, pri ¢emu se
naglasavaju povezane koristi i rizici kod juvenilnih Zivotinja kada polaze period fizickih 1
fizioloskih promena da bi postale reproduktivno aktivne.

Na trziStu postoje brojna kontraceptivna lekovita sredstva, sa viSe od jedne indikacije i
primene, koja imaju direktan ili indirektan uticaj na polni ciklus zivotinja. Njihova upotreba
zahteva iskustvo, ispravno i blagovremeno doziranje i poznavanje nezeljenih efekata i
kontraindikacija (Kutzler i Wood, 2006; Rhodes, 2017; Asa, 2018). Odabrano
kontraceptivno sredstvo i metoda treba da bude prihvatljiva za vlasnika (jednokratna
injekciona primena, jednostavna oralna primena i niska cena).

Primena kontraceptivnih preparata za supresiju estrusa kod kuja i libida kod muzjaka pasa
su uobicajeni u praksi (Borges i sar., 2015). Mnoge studije su istrazivale upotrebu GnRH
agonista kao hormonske reverzibilne sterilizacije kod muzjaka pasa i njegova efikasnost je
dobro ispitana i poznata (Romagnoli i sar., 2005; 2012; Fontaine i Fontbonne, 2011;
Driancourt i Briggs, 2020) pa danas postoje komercijalno dostupni proizvodi registrovani
za upotrebu samo kod muzjaka pasa (Asa, 2018). Poslednjih decenija, GhnRH agonisti imaju
veliku perspektivu u upravljanju 1 kontroli estrusa kod kuja (Borges i sar., 2015, Volkmann i
sar., 2000; Kutzler i1 sar., 2009; Fontaine 1 sar., 2011). Potkozni implantati sa sporim
oslobadanjem GnRH, kao §to su 4,7 mg i 9,4 mg deslorelin acetat, predstavljaju odli¢nu
alternativu za reverzibilnu kontrolu aktivnosti jajnika kod diestricnih kuja (Borges i sar.,
2015). Prvi korak u mehanizmu delovanja GnRH agonista je efekat ,,razbuktavanja®, koji
karakteriSe povecanu sintezu gonadotropina. Ovaj stimulativni efekat je izrazeniji kod kuja
nego kod muzjaka. Indukcija estrusa ovom metodom moze se primetiti kod vecine kuja u
anestrusu, bez obzira na fazu anestrusa (Fontaine i sar., 2011; Fontaine i Fontbonne, 2010).
Vedina autora je potvrdila da sve odrasle kuje reaguju na isti nacin bez obzira na veli¢inu i
starost, medutim, u zavisnosti od faze ciklusa, moguée je da odgovor na primenjeni
implantat moze izostati (Fontaine i Fontbonne, 2011). Nakon efekta ,razbuktavanja®,
prirodna pulsirajuca oslobadanja hormona hipotalamusa i hipofize su blokirana, sto dovodi
do bazalnog oslobadanja gonadotropina, 1 smanjene sinteze 1 oslobadanja
folikulostimulirajuceg (FSH) i luteiniziraju¢eg (LH) hormona. Usled navedenih promena
razvoj folikula je suprimiran, odnosno dolazi do privremene dugorocne supresije estrusa
(Schafer-Somi i sar., 2022).

Melatonin je neurohormon koji luéi epifiza i ima cirkadijalni ritam, sa niskim nivoom
sekrecije tokom dana i visokim tokom no¢. Kod Zivotinjskih vrsta koje se pare u jesen
(sezonski poliestricne, npr. ovce), melatonin kontrolise sezonski bioloski i reproduktivni
ritam, pocetak estrusa i poboljsava kvalitet sperme (Haldar, 2007; Salvati i sar., 2018).
Sinteza i sekrecija melatonina igra jednu od glavnih uloga u sloZzenom procesu sinteze
GnRH, pa je od izuzetne vaznosti utvrditi u kojoj meri deslorelin implantat utice na
endokrini status kod pasa.



Na osnovu dostupne literature, ne postoji dovoljno podataka o duzini delovanja
primenjenih GnRH implantata kod juvenilnih kuja, 1 njithov uticaj na pojavu estrusa i
hormonski status nakon prestanka delovanja, kao i moguénost komplikacija. Imajuci u vidu
broj vlasnickih i1 nevlasnickih pasa u Republici Srbiji, rezultati ovog istrazivanja dace
detaljan uvid u sigurnost primene GnRH agonista 1 duzinu perioda kontracepcije kod
juvenilnih kuja, $to ¢e pomodi nadleznim institucijama, klinikama ali i vlasnicima u sigurnoj,
bezbolnijoj kontroli broja populacije pasa.



2. PREGLED LITERATURE

2.1 Fiziologija reprodukcije psa
2.1.1 Endokrina regulacija polnog ciklusa psa

Regulacija polnog ciklusa kod zenki sisara je sloZzen proces i uglavnom je pod kontrolom
hipotalamo-hipofizno-gonadne osovine (Meethal i Atwood, 2005). Na jednom kraju ove
ose nalazi se uticaj ekstrahipotalamickih podruéja — cerebralni korteks, talamus i sredniji
mozak — 1 uloga koju igraju stimulansi kao $to su svetlost, miris i dodir, dok je na drugom
kraju uticaj materice na jajnik (Noakes i sar., 2018). Epifiza (sinonim: pinealna zlezda) ima
vaznu ulogu u kontroli reprodukcije kod Zzivotinjskih vrsta koje su polno aktivne u sezoni
parenja. Od nje takode zavisi vreme pocetka puberteta jer utice na oslobadanje
folikulostimulirajuceg hormona (FSH), luteiniziraju¢eg hormona (LH) i prolaktina (Meethal
i Atwood, 2005). Osim melatonina, koji se ubraja u indolamine po hemijskom sastavu,
veoma su vazni i drugi hormoni epifize, kao §to su aminokiselina arginin, polipeptid
vazotocin, gonadotropin i prolaktin-oslobadajuci hormoni i inhibitorni hormoni. Smatra se
da melatonin deluje direktno na hipotalamus/prednji rezanj hipofize, ali i indirektno preko
drugih peptida epifize (Noakes i sar., 2018).

Hipotalamus je odgovoran za kontrolu oslobadanja gonadotropina iz prednjeg reznja
hipofize dejstvom specificnih oslobadajucih i inhibirajuéih faktora (Meethal i Atwood,
2005). Njih luce neuroni hipotalamusa, a prenose se iz srednje regije hipotalamusa preko
hipotalamo-hipofizno-portalnog sistema. Gonadotropni oslobadaju¢i hormon (eng
gonadotropin-releasing  hormone, GnRH) je jedan od specificnih oslobadaju¢ih hormona
hipotalamusa odgovoran za razvoj polnih karakteristika jedinke, kao i za pravilno
funkcionisanje reproduktivhog sistema (Squires, 2010). Dekapeptidna struktura svinjskog
GnRH je utvrdena 1971. godine (Matsuo i sar., 1971), a iste godine je uspesno dobijen
sintetski (Geiger i sar., 1971). GnRH je odgovoran za oslobadanje FSH i LH (Lamming i
sar., 1979). Specificne neurotransmiterske supstance su ukljucene u regulaciju oslobadanja
hormona hipofize, medu kojima su tri monoamina: noradrenalin, dopamin 1 serotonin
(Noakes i sar., 2018). Noradrenalin stimuliSe oslobadanje FSH i LH, a inhibicija konverzije
dopamina u noradrenalin blokira estradiolom indukovano oslobadanje LH, koji je
odgovoran za ovulaciju. Serotonin inhibira bazalno lucenje LH i reguliSe druge
neurosekretorne sisteme. Dopamin takode ima vaznu ulogu ulogu u kontroli oslobadanja
prolaktina (Squires, 2010).

Kod domacih zivotinja sekreciju FSH i LH kontrolisu dva funkcionalno odvojena, ali
preklapajuca sistema (Meethal i Atwood, 2005). Jedan je epizodni/toni¢ni sistem, koji je
odgovoran za kontinuiranu bazalnu sekreciju gonadotropina i stimuliSe rast germinalnih i
endokrinih komponenti jajnika. Drugi sistem je odgovoran za kratkotrajno intenzivno
(impulsno) lucenje gonadotropina, posebno LH (tzv. LH pik ili eng. LH surge), tj.
odgovoran je za ovulaciju (Slika 1). Postoje dva hipotalamusna centra koji su ukljuceni u
kontrolu ova dva sistema (Squires, 2010; Noakes 1 sar., 2018).
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Slika 1. Endokrina kontrola ciklicne aktivnosti jajnika. , stimulacija; - - - - -
inhibicija; PGF,, — prostaglandini; IGF — insulinski faktori rasta; GH — hormon rasta;
(Prilagodeno iz Lamming i sar., 1979).

Hipotalamus, hipofiza i jajnik se nalaze u medusobnoj sprezi. Prednji rezanj hipofize ima
direktan efekat na funkcije jajnika tako $to stimuliSe folikulogenezu, sazrevanje folikula,
ovulaciju 1 formiranje Zutog tela. U toku razvoja folikula, u njemu se sintetise estradiol, dok
se progesteron luci iz zutog tela (lat. corpus luteum — CL). Epizodno/toni¢ni hipotalamusni
centar za oslobadanje nalazi se pod uticajem negativne povratne sprege pod dejstvom
estradiola i progesterona (Squires, 2010; Noakes 1 sar., 2018).

Sekreciju FSH kontrolisu 1 brojni peptidni hormoni iz jajnika. Prvi koji je okarakterisan bio
je inhibin. Proizvode ga granuloza celije velikih antralnih folikula i moze se izolovati iz
folikularne tecnosti. Inhibin i1 estradiol deluju zajedno u supresiji lucenja FSH. Inhibin,
kojeg luce svi antralni folikuli, ima duze vreme delovanja i postavlja ukupan nivo negativne
povratne sprege, dok estradiol, kojeg proizvode samo dominantni antralni folikuli, koji
imaju potencijal za ovulaciju, odgovorna je za svakodnevne fluktuacije (Baird i sar., 1991).
Dva druga peptidna hormona koja su izolovana iz folikularne te¢nosti jesu aktivin, koji
stimuliSe, 1 folistatin, koji potiskuje sekreciju FSH (Noakes i sar., 2018).

Funkcionalni CL, zbog toga §to proizvodi progesteron, preko negativhe povratne sprege
deluje na prednji rezanj hipofize i inhibira povratak u ciklicnu aktivnost jajnika, $to se
desava u toku graviditeta. Prostaglandini (PGF) imaju negativan, luteoliticki efekat na CL, a
predstavljaju tkivhe hormone, koji se u ovom slucaju luce u materici. Kod kuja, mehanizmi
za kontrolu Zivotnog veka CL nisu u potpunosti obja$njeni, jer kod njih i u odsustvu
graviditeta lutealna faza polnog ciklusa traje duze (Noakes i sar., 2018).



Melatonin (N-acetil-5-metoksi-triptofan), neurohormon koji se uglavhom proizvodi u
epifizi svih ki¢menjaka, ima cirkadijalni (dnevni) ritam. Cirkadijalni ritam lucenja
melatonina voden je suprahijazmatskim jezgrom hipotalamusa, i proizvodnja melatonina je
najveéa u toku nod¢i (Salvati i sar., 2018). Nivo melatonina se smanjuje tokom dana, a
povecava u mraku (Haldar, 2008). Kod ljudi je koncentracija melatonina u plazmi tokom
ponodi sedam puta veca od njegove koncentracije u popodnevnim satima (Reece i sar.,
2015). Melatonin kontrolise sezonske bioloske i cirkadijalne ritmove kod sisara (Haldar,
2008). Sintetise se iz serotonina, nakon N-acetilacije i O-metilacije. Proizvodnja melatonina
nije ogranicena samo na epifizu, ve¢ i druga tkiva poput mreznjace. Koza 1
gastrointestinalni sistem mogu proizvoditi odredene koli¢ine melatonina u odredenim
specificnim situacijama (Vanecek, 1998; Ambriz-Tututi 1 sar., 2009). Razlicite studije su
potvrdile pozitivne efekte melatonina na ublazavanje bola i razvoj imuniteta, kao 1 njegovo
antioksidativno, antikancerogeno i citotoksi¢no dejstvo (Lakin i sar., 1981; Sugden, 1983;
Yu i sar., 1999). Melatonin je koriséen za lecenje alopecije X kod pasa zbog blokade
estrogenskih receptora (Frank i sar., 2006; Frank, 2007). U slozenom procesu sinteze
GnRH, glavnu ulogu ima sinteza i lucenje melatonina, koje se odvija u epifizi. Kod
zivotinjskih vrsta ¢ija je reproduktivna aktivnost sezonska, kao $to je ovca, u toku jeseni
kada je no¢ duza, melatonin stimulativho deluje na fertilnost ovaca ali i ovnova, ¢iji je
kvalitet sperme bolji, a serumska koncentracija testosterona visa (English 1 sar., 1986; Kaia 1
sar., 2000). Kod sirijskih i dzungarskih hr¢aka, implantati melatonina izazivaju antigonadni
efekat 1 smanjuju reproduktivnu funkciju (Tamarkin 1 sar., 1976; Carter i Goldman, 1983).
Prema Stankovu i sar. (1994), postoji cirkadijalna signalizacija za melatonin, a takode i
melatoninski receptori u mozgu pasa.

2.1.2 Pubertet i faze polnog ciklusa psa

Pubertet — proces fizickih promena tokom kojih Zivotinja sazreva u reproduktivno
sposobnu jedinku — jos uvek je nedovoljno rasvetljen period reproduktivne fiziologije sisara
koji ukljucuje znacajan broj medusobno povezanih faktora (Gobello, 2014). Pubertet je
postepen, kvantitativni proces, a ne akutna i kvalitativna tranzicija (Pelletier i sar., 1981).

Kod kuja, zbog njithove fizicke manifestacije u fazi estrusa ili teranja (otok i crvenilo vulve,
promena ponasanja, hemoragicni iscedak), pocetak prvog proestrusa generalno se smatra
pubertetom (Johnston i sar., 2001). Medutim, stvarna situacija nije tako jednostavna. Kuje u
pubertetu cesto manifestuju podeljene (eng. sp/f) ili tihe (eng. silen?) estruse (Vildt i sar.,
1981; Johnston 1 sar., 2001). U stru¢noj i naucnoj literaturi kao pocetak puberteta navode se
slededi primeri: prva folikularna faza koja se manifestuje spoljnim simptomima estrusa i
karakteristichom vaginalnom citologijom; prihvatanje muzjaka i naskok; ovulacija tj. ulazak
u lutealnu fazu i skok serumske koncentracije progesterona u krvi; ili ¢ak dijagnostikovan
graviditet. Iz tog razloga pubertet mora biti jasno definisan prilikom istrazivanja koja se
odnose na reprodukciju psa (Gobello, 2014).

Kod Zenki domacih zivotinja pubertet prethodi nastanku fizicke zrelosti. Zato iako su
sposobne za reprodukciju, efikasnost zenki, posebno u pogledu plodnosti, nije dostigla
maksimum u pubertetu. Starost, telesna kondicija, okruzenje i geneticki potencijal za
ciklicnu aktivnost jajnika (,,bioloski sat) u velikoj meri uticu na pocetak puberteta (Noakes,
2009). Kada kuja dostigne pubertet, genitalni organi se povecavaju u velicini. Tokom
prepubertetnog perioda rast i razvice genitalnih organa je slicno razvoju drugih organskih
sistema, ali se u pubertetu njihov rast ubrzava. Smatra se da kuje ulaze u pubertet u uzrastu
od 6 do 20 meseci (Noakes 1 sar., 2018).



Promene koje se javljaju u pubertetu zavise direktno od aktivnosti jajnika, koji ima
dvostruku osnovnu funkciju: proizvodnja Zzenskih gameta i sinteza hormona. Jajnik kuje se
razvija tokom ranog fetalnog zivota. Oogeneza ukljucuje migraciju primordijalnih
germinativnih celija 1 proliferaciju oogonija, ali se folikulogeneza, odnosno formiranje i rast
folikula, odvija tek postnatalno. Pri rodenju, jajnik sadrzi samo ,gnezda“ oogonija i
oogonijalnih mitoza (Reynaud i sar., 2012). Prvi primordijalni folikuli se mogu zapaziti
priblizno 2-3 nedelje nakon rodenja (Andersen i sar., 1973). Tokom drugog meseca zivota
dolazi do formiranja primordijalnih folikula, $to je, kao i kod drugih sisara, praceno
masovnom degeneracijom germinativnih éelija. Zaliha primordijalnih folikula se procenjuje
na priblizno 100 000 po jajniku (Andersen i sar., 1973). U toj fazi, oocit je velicine 25-30
um u precniku (Durrant i sar. 1998).

Na osnovu pojave estrusa, kuje su uglavnom nesezonski monoestricne ili diestricne
zivotinje. U toku estrusa nastaje spontana ovulacija vise jajnih éelija (poliovulacija). Nakon
ovulacije nastaje lutealna (progesteronska) faza koja je slicna duzini ili malo duza (64*1
dana) od lutealne faze tokom graviditeta (Concannon, 2011). Posle lutealne faze obavezno
sledi period anestrusa, pre narednog polnog ciklusa. Interestrusni intervali variraju od 5 do
12 meseci, a obi¢no iznose 6-7 meseci. Mogu postojati individualne varijacije u trajanju, ili
su intervali regularni, 1 u proseku se ne razlikuju znacajno bilo da su kuje bili gravidne ili ne
(Concannon, 2011; Noakes i sar., 2018).

Prvi (pubertetni) estrus se javlja u uzrastu od 6 do 20 meseci kod kuja vecine rasa, 1 smatra
se da je u pozitivnoj korelaciji sa velicinom rase (Concannon, 2011). Polni ciklus (Slika 2) je
klasicno podeljen u cetiri faze: proestrus (5-20 dana), estrus (5-15 dana), metestrus (50-80
dana, lutealna faza) i anestrus (obic¢no traje 80-240 dana). Ove faze su odraz povecane
serumske koncentracije estrogena u folikularnoj fazi (proestrus i estrus); povecane
serumske koncentracije progesterona i pada koncentracije estrogena u lutealnoj fazi (kraj
estrusa i metestrus) i intervala izmedu gubitka lutealne funkcije 1 pocetka sledeceg ciklusa
(anestrus). Preovulatorna maksimalna koncentracija LH ili LH pik se posmatra kao nulti
dan polnog ciklusa (Concannon, 2011; Noakes i sar., 2018).
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Slika 2. Shema tipi¢nih promena koncentracije reproduktivnih hormona u toku polnog
ciklusa kuje, sa bazalnim i najvis§im vrednostima (Prilagodeno iz Concannon, 2011).
Estradiol, 5-10 pg/ml i 45-120 pg/ml (~20-40 pmol/l i ~150-450 pmol/l). Progesteron,
0,2-0,5 ng/ml i 15-60 ng/ml (~0,5-1,5 nmol/l i ~50-200 nmol/l). LH, 0,4-1,5 ng/ml i
5-40 ng/ml. FSH, 15-40 ng/ml i 200-400 ng/ml; prolaktin, 0,5-2 ng/ml i 5-30 ng/ml;
testosteron, <0,5 ng/ml i 2-5 ng/ml (<~1 nmol/l i ~6-16 nmol/l). Androstendion, 0,5
ng/mli4-11 ng/ml (<~1 nmol/1i ~12-35 nmol/l).

Proestrus nastaje kada se pojave spoljasnji znaci povecane estrogenizacije, odnosno otok 1
crvenilo vulve (edem), sto je obi¢no praceno pojavom serohemoragicnog sekreta iz vagine.
Proestrus u proseku traje 9 dana i karakteriSe ga progresija nastalih znakova: veli¢ina i
turgor vulve; proliferacija, kornifikacija i edem epitela vagine; broj epitelnih celija u
vaginalnom brisu; i vaginalni sekret bogat feromonima koji privlace muzjake. Na
vaginalnom citoloskom razmazu Celijski profili se menjaju od dominacije parabazalnih celija
(pracene razlicitim brojem neutrofila), do sukcesivhog smenjivanja skvamoznih celija
srednje velicine, ka velikim intermedijarnim celijama, a zatim velikim roznatim celijama dok
se kona¢no ne sastoje od potpuno (98-100%) roznatih (kornifikovanih) celija sa virtuelnim
odsustvom neutrofila (Concannon, 2011). Najveéi procenat kornifikovanih éelija je 1-6
dana pre LH pika. Serohemoragican iscedak se sastoji od serozne tecnosti koja sadrzi
intaktne i lizirane eritrocite i hemoglobin koji je procesom dijapedeze dospeo u matericu.
Vaginoskopski pregledom sluzokoza izgleda edematozno, progresivno se menja od
ruzicaste do bele. Kuja sve vise dopusta prilazak muzjaka. Analizom feromona u
vaginalnom sckretu, identifikovan je metil-p-hidroksi-benzoat kao seksualni atraktant.

Serumski estradiol povecéava se od 5 do 15 pg/ml (~20-55 pmol/l) u pocetku (Slika 3), da
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bi dostigao pik od 40-120 pg/ml (~150-450 pmol/l, prosecno 70 pg/ml ili 255 pmol/1).
Na pocetku proestrusa, folikuli u razvoju su precnika 0,5 cm, zatim progresivno rastu sve
do ovulacije, kada njihova velic¢ina varira od 0,6 cm do 1 cm. U ovo vreme jajnik je znatno
uvecan, njegova veli¢ina zavisi od broja prisutnih zrelih folikula, a oblik je nepravilan zbog
projekcija folikula sa njegove povrsine (Noakes i sar., 2018). Proestrus se zavrsava sa
pocetkom receptivnog ponasanja, koje se obic¢no javlja za 0,5-3 dana nakon pika
koncentracije estradiola i u roku od jednog dana od preovulatornog LH skoka. Sa tacke

gledista endokrinologije, proestrus se zavrsava preovulatornim porastom koncentracije LH
(Concannon, 2011; Noakes i sar., 2018).
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Slika 3. Prosecne serumske koncentracije LLH, estradiola, progesterona i 17-hidroksi-
progesterona u periovulatornom periodu kuja kuja rase bigl. Istaknute karakteristike
uklju¢uju smanjenu stopu povecanja estradiola neposredno pre porasta LH, naglo
povecanje progesterona 1 17-OH-progesterona u toku ili pre pocetka porasta LH, i kao
rezultat - nagli pad estrogena pre-LLH pika. Srednji pocetak estrusa bio je 0,5, 1,3,1 1,8 dana
nakon porasta LH u odvojenim ispitivanjima na rasi bigl, puta u rasponu uglavnom od —1
do +3 dana (Prilagodeno iz Concannon, 2011).

Ponasanje kuja u estrusu karakteriSe pojacana medusobna zainteresovanost muzjaka i zenki
(Okkens i1 Kooistra, 2000). Trajanje estrusa je razlicito, nestaje nakon 5-10 dana (u proseku
posle 9 dana), ali moze da traje u izvesnoj meri mnogo posle kraja 8. dana ,fertilnog*
estrusa. Klinicki definisan, estrus traje dok vaginalna anatomija 1 citologija viSe ne
odrazavaju punu ili maksimalnu kornifikaciju epitelnih elija vagine, pojava
nekornifikovanih celija, 1 stanjivanje epitela sa migracijom neutrofila u lumen vagine,
promene koji se obi¢no javljaju 6—11 dana (u proseku 8 dana) nakon LH pika. Fizioloski
pocetak estrusa ne prate jasno izrazene citoloske promene, ali se on anatomski prepoznaje
po naboranom endometrijumu i mekom cerviksu koiji je dilatiran, kao odgovor na nagli pad

odnosa estrogena i progesterona. Maksimalna naboranost se javlja 4-5 dana posle LH pika.
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Pad serumske koncentracije estradiola nastavlja se tokom kasnog proestrusa do prosecno
10-20 pg/ml (~40-90 pmol/l). Koncentracije progesterona u krvnom serumu naglo
premasuju 1-3 ng/ml (3-6 nmol/l) tokom preovulatornog LH pika, dostizuéi 10-25 ng/ml
(~30-80 nmol/1) do 10. dana nakon zavrsetka estrusa (Concannon, 2011).

Period od poveéanja koncentracije LH do ovulacije karakterise brzo povecanje luteinizacije
¢elija dominantnih folikula, rast teka celija i krvnih sudova, sa naglim povecanjem
serumskih koncentracija progesterona i 17-hidroksi-progesterona, i daljim opadanjem
serumskih koncentracija estradiola (Concannon i sar., 2009). Jedna od vaznih karakteristika
estrusa, koja se javlja samo kod kuja, jeste rast serumske koncentracije progesterona pre
ovulacije. Ovo je odraz sporadi¢nih, histoloski uocljivih mesta luteinizacije teka celija u
folikulu, sa povecavanjem koncentracije progesterona tokom veceg dela proestrusa, od 0,2—
0,4 ng/ml do 2 ng/ml 1-2 dana pre LH pika (Concannon, 2011; Noakes i sar., 2018).

Metestrus je bihejvioralno definisan kao prestanak ispoljavanja znakova estrusa. Kraj
metestrusa i pocetak anestrusa definiSu zavrsene histoloske promene na endometrijumu,
postepeno smanjivanje mlecne zlezde koja je bila uvecana kao odgovor na dejstvo visokih
koncentracija progesterona. Sada koncentracija serumskog progesterona pada ispod 1
ng/ml ili 2 ng/ml (Okkens i Kooistra, 2000).

Kod kuja postoje znacajne individualne varijacije u trajanju anestrusa. Razlike u trajanju
anestrusa izmedu rasa 1 sojeva unutar rase ukazuju na genetsku osnovu varijacije
interestrusnih intervala. Kod rase koli, na primer, prosecni interestrusni interval je 36
nedelja, a kod alzaskog psa iznosi 20-22 nedelje (Okkens i Kooistra, 2006). Neke rase pasa,
npr. basendzi i tibetanski mastif, imaju estrus jednom godisnje, na koji se mozda moze
uticati fotoperiodom. Faktori Zivotne sredine takode mogu uticati na interestrusni interval:
anestricna kuja smestena u neposrednoj blizini kuje u estrusu moze pokazati znake
pocetaka proestrusa nekoliko nedelja ranije nego sto bi do toga inace doslo. Kuje koje su
smestene zajedno cCesto imaju sinhronizovane polne cikluse (Okkens i Kooistra, 2000).

2.1.3 Pseudograviditet

Tokom polnog ciklusa kuja koje nisu parene/osemenjavane, uzastopno delovanje estrogena
1 progesterona izaziva rast i aktivnost mamarnog kompleksa, $to se obicno klini¢ki ne
manifestuje. Razlog stimulacije mle¢ne Zlezde je jo$ jedna fizioloska karakteristika polnog
ciklusa kuja, a naziva se pseudograviditet, i nastaje usled duge lutealne faze u metestrusu
koja cesto traje i duze od graviditeta (moze i do 75 dana, Noakes i sar., 2018). U vecini
slucajeva ne postoje klinicki vidljive promene na mlecnoj zlezdi 1 naziva se prikriveni (eng
cover?) pseudograviditet (Concannon, 2011; Noakes i sar, 2018). Klinicki vidljivi
pseudograviditet (eng. overt pseudopregnancy) predstavlja hipersenzitivni odgovor mlecne
zlezde, koji ukljucuje laktogenezu, laktopoezu, a ponekad i laktaciju, usled hormonske
stimulacije u metestrusu. U drugoj polovini lutealne faze nastaje povecanje prolaktinske
stimulacije mlec¢ne zlezde koja je uobicajena u graviditetu. Ucestalost pseudograviditeta
moze dosti¢i 10-20% ili vise kod nekih rasa, ili je skoro zanematljiva kod drugih (npr. rasa
bigl) (Concannon, 2011). Kod kuja sa pseudograviditetom prose¢ne serumske koncentracije
prolaktina su vise, dok su prosec¢ne serumske koncentracije progesterona nize kada se
uporede sa ciklusima bez klinickog pseudograviditeta (Tsutsui i sar., 2007). Ovarijektomija
tokom lutealne faze Cesto izaziva klinicki pseudograviditet, ali i ovarijektomija, luteoliza
izazvana prostaglandinima ili aplikacija antiprogestina moze uzrokovati povecanu aktivnosti
prolaktina (Concannon, 2009). Klinicki izrazen pseudograviditet je pracen promenama u



ponasanju kuje koja oponasa gravidne pse pred porodaj (npr. kruzenje, kopanje, gnezdenje i
odbrambeno ponasanje, Concannon, 2011; Noakes i sar., 2018).

2.2 Kontracepcija

Kontracepcija, kontrola radanja, prevencija graviditeta ili kontrola plodnosti odnosi se na
metode sprecavanje zaceca kod seksualno aktivnih jedinki. Kontracepcija je koris¢ena u
dalekoj proslosti, ali su tek u XX veku postale dostupne efikasne i bezbedne metode
kontracepcije. Kontrola radanja ukljucuje proces planiranja, zatim stavljanja na raspolaganje
1 koriscenje kontraceptivnih sredstava. Ljudi nekih kultura zabranjuju ili ogranicavaju
upotrebu kontracepcije jer veruju da je to moralno, verski i/ili politicki neprihvatljivo
(Hanson 1 Burke, 2010). Kastracija vazektomijom kod muskih Zivotinja 1 ligiranje jajovoda
kod zenki, intrauterini ulosci (eng. intranterine devices, IUD) i implantirani kontraceptivi
predstavljaju najefikasnije nacine kontracepcije. Medutim, rede se koriste kontraceptivna
sredstva zasnovana na hormonima kao s§to su oblici lekova za oralnu primenu, flasteri,
vaginalni prstenovi 1 injekcije. Fizicke barijere kao $to su kondomi, dijafragme i sunderi za
kontracepciju, kao i racunanje plodnih dana manje su efikasni (Padodara i sar., 2022).

Spermicidi 1 povlacenje muzjaka pre ejakulacije su najmanje efikasne strategije. Iako je
kastracija veoma efikasna, obicno nije reverzibilna; sve druge metode kontracepcije su
reverzibilne, a vecina je neefikasna nakon prestanka delovanja. Fizicke barijere (kondomi)
kod muzjaka i1 Zenki takode mogu pomoc¢i u prevenciji polno prenosivih bolesti. Medutim,
drugi oblici kontracepcije su neefikasni u tome. Ako se koriste u roku od 72 h do 120 h
nakon nezasticenog parenja, upotreba kontraceptiva moze spreciti graviditet (Gizzo 1 sar.,
2012). Svaka tehnika kontracepcije koja ima mali uticaj na zivotnu sredinu naziva se zelena
kontracepcija. Kompanije koje se pridrzavaju zelenih propisa o proizvodnji, pakovanju,
transportu i bezbednom odlaganju otpada 1 procedura koje ne koriste hormone i imaju mali
uticaj na zivotnu sredinu mogu se smatrati zelenom kontracepcijom (Blithe, 2010).

Metode uvodenja barijere, hormonska kontracepcija, intrauterini ulosci, kastracija i
bihejvioralni tretmani su primeri humanih metoda kontrole radanja. Sredstva za urgentnu
kontracepciju su efikasna do 5 dana nakon koitusa i koriste se pre ili tokom polnog akta
(Padodara i sar., 2022).

Kontracepcija je neophodna kod domacih i divljih Zivotinja iz tri osnovna razloga. Prvo i
najvaznije jeste upravljanje populacijama zivotinja. Kao rezultat razlicitth okolnosti,
populacije divljih Zivotinja mogu nekontrolisano rasti. Jeleni npr. postaju sve urbaniji u
Ujedinjenom Kraljevstvu, stvaraju¢i znacajne probleme u saobracaju na putevima,
oste¢enjem useva, autohtone vegetacije, vrtova i ukrasa i sl. (Rutberg i Naugle, 2007). Drugi
razlog je prenosenje zoonoza izmedu zivotinja 1 ljudi. Lajmska bolest, tuberkuloza,
bruceloza, pseudobesnilo, bolest Zapadnog Nila, pti¢ji grip 1 dr. samo su neki od primera
bolesti koje se mogu preneti sa divljih zivotinja na ljude i stoku (Fagerstone i sar., 2000).
Tredi faktor je gubitak zivotne sredine jer pojedine populacije mogu dostic¢i neprihvatljivo
visoke nivoe, sto dovodi do ekoloske Stete ili sukoba izmedu ljudi, domaéih i divljih
zivotinja (Fagerstone 1 sar., 2000).

2.2.1 Istorijski kontekst kontracepcije i saznanja u oblasti kontrole plodnosti kod pasa

Hirurska kastracija, uklanjanje testisa ili jajnika, milenijjumima je bila jedina pouzdana i
trajna metoda kontracepcije kod domacih Zivotinja. Najstariji dokaz o hirurskoj kastraciji
domac¢ih muskih Zivotinja moze se pratiti do kasnog neolita (7000-6000 p.n.e).

Dokumentacija vezana za hirursku kastraciju kod muskih pasa seze do drevne Kine, Sibira,
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1 greke 1 rimske antike (Purswell 1 Jochle, 2010). Vekovima, mnogi autori u knjizevnosti
raspravljaju o uzgoju i zdravstvenoj zastiti pasa. Od 15. do 19. veka postoje svedocanstva o
evropskim profesionalcima sa posebnom licencom za kastraciju muzjaka 1 spiskovima
naknada koje su odobravale lokalne vlasti ili vladajuci knezovi (Purswell i Jochle, 2010).
Veterinarska medicina s kraja 18. 1 u 19. veku poznaje tehnike kastracije, barem kod kuénih
ljubimaca 1 konja (ACC&D, 2013). Godine 1975. u publikaciji britanske asocijacije
veterinara male prakse (eng. British Small Animal Veterinary Society) pomenuto je da je svako
stariji od 18 godina imao zakonsko pravo da izvrsi kastraciju macke ili psa u bilo kom
trenutku do uzrasta od Sest meseci, pod uslovom da se primeni adekvatan anestetik.
Godine 2007. zakon je promenjen i kastraciju pasa i macaka mogu da izvode samo
veterinari (ACC&D, 2013).

U 20. veku je doslo do promena zakona i propisa koji reguliSu dobrobiti zivotinja u
nekoliko skandinavskih zemalja, kojima je bilo kakva operacija kod zdravih kuénih
ljubimaca bila zabranjena. Medutim, sagledavanjem medicinskih podataka o zdravstvenim
prednostima gonadektomije, kao §to je smanjenje ucestalosti pojave 1 potrebe za terapijom
tumora mlec¢ne zlezde (zenke) i reda pojava benigne hiperplazije prostate (BPH) kod
muskih pasa, gonadektomija kuénih ljubimaca ponovo je postala legalna (ACC&D, 2013).

Kontraceptivni lekovi kod pasa i macaka postaju aktuelni u drugoj polovini 20 veka. Oko
1960. progestini koji se primenjuju peroralno sve su popularniji kod Zena. Istovremeno,
pocinje primena preparata sa istim ili slicnim aktivnim supstancama u kontroli reprodukcije
pasa 1 macaka. Tome je doprinelo unapredenje statusa pasa i macaka, koji postaju pratioci,
clanovi porodice, pa cak i neka vrsta zamene za decu (ACC&D, 2013). Zagovornici
dobrobiti zivotinja su u to vreme bili zabrinuti za sudbinu neZeljenog i neplaniranog
potomstva zbog sve veceg broja eutanaziranih pasa i macaka iz godine u godinu, pa se
pokrec¢u edukativne kampanje za informisanje javnosti o prevenciji nezeljenih legala. ,,Pilule
za kuéne ljubimce® na bazi progestina su razvijene u Evropi i pojavile se na trzistu 1963.
godine. Masovna kontrola populacije pasa i macaka u SAD pocela je pocetkom 1970-ih
godina (ACC&D, 2013).

Progestini (jedinjenja slicna progesteronu) su najcesée supstance koje su se koristile u cilju
supresije estrusa kod kuja. Primenjivali su se oralno ili injekcijom, sa razlicitim rezultatima, 1
naisli na razlicit prijem kod veterinara 1 vlasnika kuénih ljubimaca. Medroksi-progesteron-
acetat (MPA) u obliku tableta je bila prvi put na trzistu u Evropi 1963. U SAD je MPA bio
prodavan u obliku injekcija 1 koris¢en kod pasa sa katastrofalnim rezultatima. Uveden 1964.
MPA je bio proizveden kao kristalna suspenzija dugog dejstva (4-5 meseci trajanja,
Promone-E® ili Depo-Provera®). Bio je veoma efikasan u supresiji estrusa, ali je izazvao
izrazenu cisti¢nu hiperplaziju endometrijuma 1 posledi¢no piometru kod velikog broja pasa.
Ovaj problem je rezultirao povlacenjem proizvoda sa trzista dve godine kasnije. Pojava
nezeljenih dejstava MPA dovela je do toga da veterinari u SAD izgube poverenje u bilo koji
vid hormonske kontracepcije i veterinarska profesija u Severnoj Americi se odlucila za
strogo hirursku kontrolu estrusa kod pasa i macaka u to vreme (ACC&D, 2013).

2.3 Hirurska gonadektomija kod pasa i posledi¢ni neZeljeni efekti

Dugi niz godina hirur$ko uklanjanje polnih Zlezda predstavljalo je jedini pouzdan i trajan
metod kontracepcije kod pasa. Medutim, u mnogim zemljama rasprave o hirurskoj
kastraciji 1 kontroverze vezane za ovu intervenciju i dalje traju i preispituju se i analiziraju
povezane koristi 1 rizici (Reichler, 2009). Ovarijektomija, ovariohisterektomija i
orhidektomija su najcesée hirurske intervencije koje se rutinski izvode u maloj praksi, a kao
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zajednicki termin koristi se gonadektomija (Kutzler, 2020). U SAD 64% pasa je podvrgnuto
hirurskim tehnikama gonadektomije, a 1 izvodi se najc¢esce izmedu uzrastu od 6 nedelja i 12
meseci (Travejo i sar., 2011). Cinjenice koje govore u prilog gonadektomije su kontrola rasta
populacije pasa, kontracepcija, modulacija nekih agresivnih i nezeljenih efekata vezanih za
dejstvo polnih hormona, kao i smanjenje mogucnosti izbijanja nekih zaraznih bolesti
(Salvati 1 sar., 2018).

Kod zdravih odraslih sisara, hipotalamus luci GnRH koji stimuliSe prednji rezanj hipofize
da oslobada LH (Meethal i Atwood, 2005). LH stimuliSe luc¢enje gonadnih steroidnih
hormona (testosteron kod muzjaka, estrogen i progesteron kod zenki). Ovi gonadni
steroidni hormoni tada negativno uticu na hipotalamus i prednji rezanj hipofize da bi se
smanjila sekrecija GnRH, odnosno LH. Medutim, kod gonadektomisanih sisara nema
negativne povratne informacije (sprege), Sto rezultira cirkuliSuéim koncentracijama LH
znatno visim od fizioloskih (Kutzler, 2020). Kod gonadektomisanih pasa, serumske
koncentracije LH su vise od trideset puta vece od koncentracija kod intaktnih pasa
(Beijerink 1 sar., 2007). Glavne uloga LH odnosi se na funkcionalnost reproduktivnog
sistema (npr. Ovulacija 1 formiranje Zutog tela), ali receptori za LH postoje 1 van
reproduktivnog trakta. Njihova svrha u nereproduktivnim tkivima nije poznata, ali mogu
indukovati deobu celija i stimulisati oslobadanje azotnog oksida (Greene i Ginther, 2015).

Komplikacije nepostedno nakon gonadektomije ukljucuju krvarenje na mestu hirurskog
reza ili iz vagine, infekciju ili dehiscenciju rane, formiranje seroma, komplikacije usled
anestezije, apsces grlica materice 1 reakciju tkiva na materijal za Sivenje, koja moze dovesti 1
do stvaranja granuloma ili fistula (Kutzler, 2020). U dugoro¢ne komplikacije (Tabela 1 i 2)
ubrajaju se sindrom zaostalog jajnika, piometra, piometra zaostalog dela cerviksa (patrljka),
fistule ili granulom patrljka, ozlede uretera, opstipacija, uretro-, veziko-, enterovaginalne i
vaginoperitonealne fistule, opstrukcije kolona, pijelonefritis, urinarna inkontinencija,
pararenalne pseudociste, hidronefroza i preterana gojaznost (Root Kustritz, 2012).

Tabela 1. Nezeljena stanja kao posledica gonadektomije 1 njihova ucestalost pojave kod kuja
(Burrow i sar., 2005)

Nezeljena stanja Ucestalost

Hirurski (operacioni) rizik 7-27%

Gojaznost 25-50%

Urinarna inkontinencija 5-12%

Osteoporoza Eksperimentalno izazvana
Promene ponasanja Postoje prijavljeni slucajevi

Gojaznost je ozbiljan medicinski problem koji se definiSe kao prekomerno nakupljanje
masti izvan fizicke i skeletne granice (German, 2006). Kod pasa sterilizacija predstavlja
najveci pojedinacni faktor rizika za razvoj gojaznosti (Martin i sar., 2006). Smatra se da
nastaje kod oko 68% pasa nakon gonadektomije (Lefebvre 1 sar., 2013). Gonadektomija
uzrokuje gojaznost kroz dva glavna mehanizma: povecan apetit i usporavanje metabolizma;
tj. dolazi do stimulacije unosa hrane (Houpt, 1991) i povecanja neselektivnog apetita
(O’Farrell 1 Peachey, 1990). Kod pasa sa gonadama, unos hrane potiskuje lucenje
gastrointestinalnih hormona (holecistokinina i glukagona), $to rezultira ublazavanjem gladi i
osecajem sitosti (Levin i sar., 1984). Medutim, u roku od nedelju dana nakon uklanjanja
gonada, unos hrane se povecava za oko 20% (Houpt i sar., 1979, Jeusette i sar., 2004). Kao
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razlog navodi se stimulacija LH receptora (prisutna u gastrointestinalnom sistemu nakon
gonadektomije) i povecanje oslobadanja holecistokinina i/ili glukagona (Kutzler, 2020).
Takode, navodi se da su LH receptori u hipotalamusu ukljuceni u povecéanje apetita (Daniel
1 sar., 2013), posto lezije unutar ventromedijalnog hipotalamusa dovode do hiperfagije
(Rozkowska 1 Fonberg, 1973).

Urinarna inkontinencija je nevoljno isticanje urina usled oslabljenog sfinktera uretre.
Nastaje kao cesta komplikacija gonadektomije kuja. Javlja se u 5% do 30% sterilisanih Zenki
(Angioletti i sar. 2004; Spain 1 sar., 2004). Sterilizacija u ranom uzrastu (pre navrsenih pet
meseci) moze dodatno povecati rizik od pojave inkontinencije kod kuja (Spain i sar., 2004).
LLH receptori su eksprimirani u telu i vratu besike, kao i celom duzinom uretre (Welle 1 sar.,
20006; Ponglowhapan i sar., 2007). Zapazeno je da kuje sa urinarnom inkontinencijom imaju
znacajno vedi broj LH receptora u kaudalnom delu urinarnog sistema u odnosu na intaktne
kuje (Coit 1 sar., 2009). Kontrola uriniranja se moze popraviti aplikacijom estrogena (Hill 1
sar., 2012), agonista GnRH (Reichler i sar., 20006) ili GnRH imunizacijom (Donovan i sar.,
2014), ¢ime se smanjuje serumska koncentracija LH.

Dijabetes melitus nastaje usled poremecene sekrecije insulina sa promenljivim stepenom
periferne insulinske rezistencije koja dovodi do hiperglikemije (Kutzler, 2020). Kod pasa,
incidencija dijabetesa krece se oko 0,4-1,2% (Bosch 1 sar., 2014), ali je primecena tendencija
porasta (Guptill 1 sar., 2003). Kod pasa uklanjanje gonada udvostrucuje rizik od razvoja
dijabetesa (Marmor i sar., 1982). Iako gonadektomija povecava rizik od gojaznosti,
povecana ucestalost dijabetesa kod pasa nakon gonadektomije nije povezana sa gojaznoscu
(Rand 1 sar. 2004), ve¢ to moze biti direktan efekat LH na pankreas (npr. hronicni
pankreatitis).

Hipotireoidizam je endokrini poremecaj koji nastaje kada stitna Zlezda ne proizvodi
dovoljne koli¢ine tiroidnog hormona (Scott-Moncrieff, 2007). Uklanjanje gonada znacajno
uti¢e na funkciju stitne zlezde 1 najvazniji je uzrok hipotireoze kod pasa (Panciera, 1994).
Kod 30% sterilisanih pasa razvija se hipotireoza (Milne i Hayes, 1981). LH receptori su
prisutni u stitnoj zlezdi pasa u neposrednoj ,,blizini“ TSH (tireostimuliraju¢i hormon)
receptora (Zwida i Kutzler, 2019). Postoji mogucnost da kontinuirana aktivacija LH
receptora ometa mehanizam delovanja TSH u $titnoj zlezdi, $to dovodi do hipotireoze
(Kutzler, 2020).

Tabela 2. Incidencija kratkoroc¢nih i dugotrajnih komplikacija koje se mogu pripisati
ovarijektomiji ili ovariohisterektomiji kod pasa (Prilagodeno iz Romagnoli i Sontas, 2010).
"Rizik od komplikacija je veci nakon ovariohisterektomije nego ovarijektomije. "ORS
sindrom zaostalog jajnika (eng. ovarian remnant syndrome)

Tehnika Incidenca Referenca

Kratkoroc¢ne komplikacije

Dorn i Swist, 1977

a . 0
Komplikacije zbog anestezije OHC 3—41% Berzon, 1979,
Hemoragije (nekompletna OHC* 0
ligatura/pucanje krvnih sudova OVE 2=79% Berzon, 1979,

. . OHC* 0 Pearson, 1973; Berzon,
Vaginalna krvarenja OVE 2-15% 1979,

. OHC o .
Pseudograviditet OVE 13% Okkens i sar., 1981b
Dehiscencija OHC 2.7-25%  Dorn 1 Swist, 1977,
sava/infekcija/apsces/edem OVE Berzon, 1979; Janssens i
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Janssens, 1991.

o OHC o
Peritonitis OVE 0.3-2% Berzon, 1979.
Dugoro¢ne komplikacije
. . OHC Pearson, 1973; Okkens i
b il 430 > H
Sindrom zaostalog jajnika (ORS) OVE 17-43% sar., 1981b
Ligiranje uretera/uretrovaginalna OHC  2.3% Okkens i sar., 1981b
fistula
.. . OHC 0 Pearson, 1973; Okkens i
Granulom uterusnog/ovarijalnog tkiva OVE 6—-28% sar. 1981a
) Pearson, 1973; Okkens i
- 0 > ’
Granulom patrljka (eng. stump) OHC 15-51% sar. 1981b
Fistula usled neresorptivnog materijala  OHC 38% Pearson, 1973
Zaostajanje gaze u abdomenu OHC Prijavljeno Mai i sar., 2001
Infekcija matericnog patrljka OHC 35% Okkens 1 sar., 1981b
Dorn 1 Swist, 1977; Edney
. z00 i
Gojaznost OHC 0=50% g ith, 1986; Howe i sar.,
2000
OHC 3-20% Okkens i sar., 1997
Defekt sfinktera uretre o Arnold i sar., 1989;
OVE 9-21% Okkens 1 sat., 1997.
Intestinalne i peritonealne adhezije OHC 5,5% Pearson, 1973.
ORS i tumor granuloza celija OHC Prijavljeno Pluhar i sar., 1995.
ORS i lejomiom OHC Prijavljeno Sontas i sar., 2010.
ORS i vaginalni neurofibrom OHC Prijavljeno Sontas i sar., 2009.

Displazija kukova kod pasa je povezana sa abnormalnom strukturom zglobova i labavos¢u
misica, vezivnog tkiva i ligamenata koji normalno podrzavaju zglob kuka (Dassler, 2003).
Vedina pasa sa displazijom kukova rada se sa kukovima fizioloske grade, ali se kod njih
usled unutrasnjih i/ili spoljasnjih faktora sekundarno razvija displazija. Incidenca displazije
kuka moze biti visoka, 40-83%, kod dzinovskih i velikih rasa pasa (Van Hagen i sar., 2005).
Nezavisno od pojave gojaznosti, gonadektomija znacajno povecava incidencu displazije
kuka kod pasa (Witsberger i sar, 2008). U poredenju sa polno aktivhim psima,
gonadektomija povecava verovatnocu pojave displazije kuka za oko 1,5 (Van Hagen i sar.,
2005) do dva puta (De La Riva i sar., 2013). Pozitivna korelacija izmedu gonadektomije i
incidencije displazije kuka je izrazenija kod muzjaka (Kutzler, 2020). Mehanizam
povezanosti gonadektomije sa displazijom kuka nije poznata, ali su pojedina ispitivanja
pokazala ekspresiju LH receptora unutar ligamenta glave butne kosti, hijalinske hrskavice, i
u subhondralnom regionu glave butne kosti (Kiefel i Kutzler, 2016).

Pored displazije kukova, uklanjanje gonada znacajno povecava prevalenciju rupture
kranijalnog ukrstenog ligamenta (Duval i Budsberg, 1999), udvostrucavajuc¢i pojavu u
odnosu na polno aktivne pse, sa incidencom od 5,1% kod muzjaka i 7,7% kod Zenki (De
La Riva i sar, 2013). Zapazeno je da gonadektomija uradena pre puberteta odlaze
zatvaranje ploce rasta tibije, Sto povecava duzinu tibije i strminu tibijalnog platoa (Osmond
1 sar., 20006). Povecana strmina tibijalnog platoa moze povecati kranijalni tibijalni potisak,
$to predstavlja rizik za rupturu kranijalnog ukrstenog ligamenta (Morris 1 Lipowitz, 2001).
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Uprkos deformacijama skeleta koje se javljaju usled prepubertetne gonadektomije (pre
uzrasta od 6 meseci), ¢ak 1 psi kojima je izvrSena gonadektomija izmedu 6 i 12 meseci
starosti imaju povecan rizik od pucanja kranijalnog krucijalnog ligamenta (De La Riva 1 sar.,
2013).

Uticaj gonadektomije na ponasanje pasa je slozen. (Nezeljeni) oblici ponasanja vezani za
reprodukciju (obelezavanje teritorije uriniranjem u kudi, rezanje i sl) smanjuju se ili
elimini$u nakon gonadektomije (Neilson i sar., 1997). Medutim, ispoljavanje straha i agresije
ima tendenciju porasta (Zink i sar., 2014). Strah od oluje, pucnja i buke, ujedanje, plasljivost,
separaciona anksioznost 1 pokorno uriniranje znacajno se pojacavaju nakon gonadektomije.
Iako neki psi mogu postati manje agresivni nakon uklanjanja polnih zlezda (Neilson i sar.,
1997), dominantna agresija (Borchelt, 1983) i agresija usmerena na vlasnika (Reisner i sar.,
2005) znacajno su ucestalije. Hipokampus 1 hipotalamus igraju vaznu ulogu u kontroli
ponasanja, posebno onih koji su u vezi sa strahom i agresijom. Receptori LH su u
mnogobrojni u hipokampusu i hipotalamusu (Lei i sar., 1993). Takode, aplikacija LH psima
nakon gonadektomije u dozama kojima se postizu koncentracije vise od fizioloskih moze
izazivati agresiju 1 druge promene ponasanja (Kutzler, 2020).

Sindrom kognitivne disfunkcije je neurodegenerativni poremecaj starijih pasa, tj. karakterisu
ga 1 kognitivne promene 1 neurofizioloska patologija (Oates, 2014). Kako stanje napreduje,
moze se javiti slabija memorija, slabije vestine resavanja problema, drustvena nepovezanost
1 konfuzija. Uklanjanje gonada znacajno povecava razvoj i progresiju sindroma kognitivne
disfunkcije kod pasa (Casadesus i sar., 2007). Povecanje koncentracije LH je povezana sa
padom kognitivnih performansi. Pored toga, povecane koncentracije LH povecavaju
formiranje beta-amiloidnog plaka i umesani su u razvoj Alchajmerove bolesti kod ljudi
(Casadesus 1 sar., 2007). Moguce je da su LH i njegov receptor vazni u razvoju sindroma
kognitivne disfunkcije kod pasa nakon gonadektomije (Kutzler, 2020).

2.4 Nehirurski pristup supresiji plodnosti kod pasa
2.4.1 Steroidni hormoni
2.4.1.1. Estrogeni

Sinteticki estrogeni su efikasni u supresiji LH pika, odnosno ovulacije, $to ih ¢ini dobrim
kandidatima za kontracepciju. Estrogeni koji se koriste ukljucuju estradiol-cipionat (ECP),
estradiol-benzoat (E2B), dietil-stilbestrol 1 mestranol (Tsusui i sar, 2006). Osim §to
nedostaju podaci o minimalnoj efikasnoj dozi, ucestalosti i vremenu aplikacije sintetickih
estrogena, oni su povezani sa ozbiljnim nezeljenim efektima. Mogu izazvati potencijalno
fatalnu supresiju koStane srzi i aplasticnu anemiju kod pasa, endometritis, piometru,
pseudograviditet i stvaranje folikularnih cista na jajnicima (Kennelly, 1969; Bowen i sar.,
1985; Sutton 1 sar., 1997; Weiss i Klausner, 1990). Tsusui 1 sar. (20006) su pokazali da jedan
tretman estradiol-benzoatom moze biti efikasan 1 siguran za rani prekid graviditeta kod
pasa.

2.4.1.2 Gestageni

Sinteticki analozi progesterona, koji se nazivaju progestini ili gestageni (PG), su hemijska
jedinjenja koja se obi¢no koriste za kontrolu reproduktivnog ciklusa domacih zivotinja. Kod
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pasa se koriste slede¢i PG (Tabela 3) za privtemeno (aplikacija neposredno pre pocetka
proestrusa) ili produzeno (aplikacija u anestrusu) odlaganje estrusa, ili za supresiju estrusa
(aplikacija nakon pocetka proestrusa): medroksi-progesteron-acetat (MPA), megestrol-
acetat (MA), proligeston (PR ili PGS), hlormadinon-acetat (CMA), delmadinon-acetat
(DMA), noretisteron-acetat (NTA) i melengestrol-acetat (MGA) (Romagnoli, 20006;
Romagnoli i Sontas, 2010). Svi navedeni proizvodi deluju na slican nacin, blokiranjem
sinteze i/ili otpustanja GnRH iz hipotalamusa (Romagnoli i Sontas, 2010).

Tabela 3. Preporucene doze najcesce koris¢enih gestagenskih jedinjenja kod kuja za
kontrolu estrusa (Prilagodeno iz Romagnoli i Sontas, 2010)

Gestagen Doze

Parenteralno: 2,5-3,0 mg/kg i.m. svakih 6 meseci
MPA Oralno: 1-2 mg/kg/dan prva 4 dana, nakon toga 0,5-1 mg/kg/dan slede¢ih
12 dana

Proestrus: <2 mg/kg/dan oralno u petiodu <2 nedelje

MA Anestrus: 0,5 mg/ke/dan oralno maksimalno 40 dana
0,25-5,0 mg/kg oralno svakih 24 h
DMA <10 kg TM: 1-2 mg/kg i.m, s.c. svakih 6 meseci
10-20 kg TM: 1-1,5 mg/kg i.m, s.c. svakih 6 meseci
>20 kg TM: 1 mg/kg i.m, s.c. svakih 6 meseci
PR/PGS 10-33 mg/kg s.c. pa ponoviti u 3. i 4. mesecu nakon prve aplikacije, a zatim

posle 5 meseci

Medroksiprogesteron acetat (MPA) je Siroko primenjivan progestagen dugog dejstva. Daje
se na razlicite nacine: peroralno (za supresiju estrusa kod pasa i macaka) i kao depo
preparat (uglavnom za dugoroc¢nu supresiju estrusa kod pasa). S obzirom da se MPA sporo
metabolise u jetri, efektivne koncentracije u cirkulaciji mogu se odrzavati 3-6 meseci nakon
jedne intramuskularne injekcije (Romagnoli, 2006; Romagnoli i Sontas, 2010). Medutim,
kod tretiranih zivotinja ceste su patoloske promene (Tabela 4) na materici (Kutzler, 2000).
Histopatoloskim nalazom nakon ovariohisterektomije ustanovljena je prevalencija lezija na
materici od 45% kod kuja tretiranih u cilju supresije estrusa, u poredenju sa prevalencijom
od 5% kod netretiranih Zivotinja (Von Berky i Townsend, 1993). Takode, supkutana
primena MPA kod kuja je dovela do klinickih znakova adrenokortikalne supresije (npr.
alopecija, promena boje dlake, stanjivanje koze 1 mobilizacija potkozne masti) (Nelson,
1977). DMA i CMA su sinteticki gestageni ¢ije je delovanje na reproduktivni i endokrini
sistem slicno kao MPA (Romagnoli 1 Sontas, 2010).

Megestrol-acetat (MA) je progestagen kratkog dejstva koji se pokazao korisnijim od MPA
za privtemeno odlaganje 1 supresiju estrusa (Romagnoli i Sontas, 2010). Uglavhom se
aplikuje oralno (postoje i oblici za parenteralnu primenu) u dozama koje variraju u
zavisnosti od faze polnog ciklusa kuja: od 0,55 mg/kg/dan tokom 32 dana u anestrusu, do
maksimalne doze od 2,2 mg/kg/dan tokom 8 dana u ranom proestrusu. Medutim, osim
piometre, koja nastaje kod 0,8% tretiranih kuja (Burke i1 Reynolds, 1975), zabelezeni su
nezeljeni efekti produzenog MA tretmana (Tabela 4): povecan apetit koji dovodi do
povecanja telesne mase, letargija ili nemir (Plumb, 2002); izrazena stimulacija mamarnog
kompleksa sa hiperplasticnim i/ili neoplasti¢nim promenama; klinicke i patoloske promene
tipicne za dijabetes melitus (Weikel i Nelson, 1977; Beck, 1977).
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Proligeston (PR ili PGS) je ,,najnovija“ dostupna vrsta gestagena za upotrebu kod pasa 1
macaka. Deluje selektivno na hipotalamus-hipofizno-gonadnu osovinu 1 ima manju
progestacijsku aktivnost nego drugi sinteticki gestageni. Medutim, niz nezeljenih efekata PR
opisan je u studijama sprovedenim u Holandiji (Romagnoli i Sontas, 2010). Preporuceni
rezim doziranja je 10-33 mg/kg s.c. ponavlja se nakon 3 i 4 meseca, a zatim svakih 5
meseci. Medutim, moze do¢i do pojave estrusa tokom tretmana. Kod kuja interval od
poslednje aplikacije do prvog spontanog estrusa krece se od 3 do 9 meseci (Romagnoli,
2000).

2.4.1.3 Androgeni

Na slican nacin kao i gestageni, primena androgena kod kuja inhibira oslobadanje GnRH
zbog negativne povratne sprege na osovinu hipotalamus-hipofiza-gonade. Kao najcesce
primenjeni androgeni navode se testosteron (1 njegovi estri) i miboleron. Androgeni
receptori su identifikovani u ciljnim tkivima estrogena, pa primena androgena moze izazvati
smanjenje funkcionalnog odgovora tkiva na estrogen (Romagnoli i Sontas, 2010). Aplikaciju
androgena treba zapoceti kada je Zivotinja u prvoj polovini anestrusa, jer kasnija primena
moze biti neefikasna (Kutzler 1 Wood, 2006). Kada se primenjuju u visokim dozama
(Tabela 4), ili predugo, kod pogresne indikacije (pacijentu), ali i nakon hroni¢nog tretmana
u normalnim dozama, androgeni mogu izazvati nezeljene efekte. To mogu biti hipertrofija
klitorisa i vaginitis (najces¢i), virilizacija, maskulinizacija Zenskih fetusa (nenamerna primena
tokom graviditeta), moSusni miris tela, urinarna inkontinencija, prskanje urina, zadebljanje
grli¢a materice 1 epifora (Kutzler 1 Wood, 2006; Romagnoli i Sontas, 2010).

Predoziranje androgenima moze dovesti do pojave zadebljanja paraanalnih Zzlezda i
posledican nastanak neprijatnog mirisa. Nezeljeni efekti nakon hronicne upotrebe
mibolerona u efikasnim dozama ukljucuju fibrom jajnika, atrofiju endometrijuma i
vaginalne sluzokoze. Upotreba androgena se ne preporucuje u slede¢im slucajevima
(Kutzler 1 Wood, 2006; Romagnoli i Sontas, 2010):

e kuje namenjene za kasniji priplod;
e kuje starije od 7 meseci zbog ranog zatvaranja epifize;

e kuje rase bedlington terijer, zbog genetske predispozicije za hroni¢ni progresivni
hepatitis;

e oravidne Zivotinje;
¢ kuje sa androgen-zavisnim neoplazmama;
e Zivotinje sa bolestima jetre ili bubrega

Tabela 4. Najvazniji nezeljeni efekti gestagena, androgena i agonista GnRH na
reproduktivni sistem, mlecnu Zlezdu, telesna masu (TM) i ponasanje kuja (Prilagodeno iz
Romagnoli i Sontas, 2010)

Nezeljeno dejstvo Gestageni Androgeni GnRH.
agonisti
Povecana frekvenca GnRH pulsa \?
Smanjena frekvenca GnRH pulsa \ \ N
Supresija ovarijalne aktivnosti \ \ \P
Supresija motiliteta uterusa v v b
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Supresija adrenokortikalne osovine

Povecana sekrecija Prol i STH

Insulinska rezistencija

=

Endometrijalna proliferacija i sekrecija

Atrofija endometrijuma

Zatvaranje cerviksa

2| <]
o

a

Proliferacija mlecne zlezde

Atrofija mlecne zlezde

<2<

Prekid laktacije

Nastanak fetalnih defekata

=

Odlaganje porodaja

<LjLli2i=2] << 2|22 =2

Povecan apetiti i TM

Vaginitis

Povecan libido/agresivnost

Anabolicki efekat

Smanjen libido/agresivnost N

Hipertrofija klitorisa

Urinarna inkontinencija

Promena boje koze N

Rast analnih zlezda

Zadebljanje cervikalnog epitela

el P P P P 2L l=2l=2]2] <l=212] 2|2

Epifora

Zatvaranje epifiza kod prepubertalnih N
pasa

<

"Prisutan samo tokom 2—4 nedelje nakon tretmana, nakon cega nestaje. "Pojavljuje se kad
protekne 2-4 nedelje od tretmana. “Prisutan samo tokom 2-4 nedelje nakon tretmana kod
kuja kojima je implantiran deslorelin tokom diestrusa. ‘Odrzava se kod kuja kojima je
implantiran u anestrusu. ‘Prisutan ako je implantiran tokom poslednjeg trimestra
graviditeta.

2.4.2 Genska terapija (eng. ,,gene silencing®)

Otkrice male interferirajuée RNK (siRNA) ili mikro-RNK molekula i njihova sposobnost
da vezuju specifi¢ne gene i inhibiraju njihovu ekspresiju postavili su nove ciljeve u razvoju
terapeutika (Soutschek 1 sar., 2004). Da bi siRNA dospela do njthove mete, i da bi se
osigurala ekspresija RNK odredeno vreme u cilju produzavanja efekta, koriste se virusni
vektori. Dugi niz godina se koriste genetski modifikovani virusi kao vektori za unosenje
gena u cCelije (Rhodes, 2017). Posle deset godina usavr$avanja, jo§ uvek postoje velike
prepreke za proizvodnju RNK molekula 1 njihov transport do odgovarajucih ¢elija (Rhodes,
2017). Odredene kompanije (npr. Alnylam Pharmaceuticals) razvijaju siRNK formulaa]e za
lecenje amiloidoze i porfirije primenom ovog mehanizma delovanja. U veterinarskoj
medicini, genska terapija hemofilije kod pasa rezultirala je obnavljanjem normalne funkcije
koagulacije tokom zivota lecenih pasa (Herzog i sar., 2001; Niemeyer i sar., 2009).

Za supresiju reproduktivnih ili bilo kog drugog gena, neophodne su tri stvari: definisati
specificni gen za ,iskljucivanje®, odabrati virusni vektor koji treba da isporuci siRNA
potrebnu za supresiju tog gena i osigurati da siRNA dode do celija koje eksprimiraju gen
(Rhodes, 2017).
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Jedan od pristupa koji se istrazuje je konstrukcija virusnog vektora koji cilja na kispeptin,
peptid koji je neophodan za inicijaciju GnRH sekrecije (Albers-Wolthers i sar., 2014; Dissen
1 sar., 2012). Virusni vektor mora isporuciti siRNA do neurona hipotalamusa koji luce
kispeptin, $to je otezano zbog prisustva krvno-mozdane barijere. Medutim, ako bi se pravi
hipotalamusni neuroni koji luce GnRH mogli locirati, taj virusni vektor bi mogao
uzrokovati kontinuiranu proizvodnju siRNA cime bi se zaustavila reproduktivna aktivnost.
U tom slucaju, jedan proizvod bi teoretski mogao da funkcionide i kod muskih 1 kod
zenskih pasa tokom celog zivotnog veka (Rhodes, 2017).

Dissen i sar. (2014; 2016) su razvili metod za isporuku siRNA u hipotalamus macaka
koriste¢i adeno-povezani virus (AAV) u cilju iskljucivanja centralnih reproduktivnih gena,
kao $to su Kissl 1 Tac2. Ovi regioni kodiranja su zajednicki za psi i macke. Roesl i sar.
(2016) su opisali mikro-RNK koji ¢e potisnuti ekspresiju gena odgovornih za receptore za
androgen u Sertolijevim Celijama. Oni su pokazali da su muski misevi kojima je dat ovaj
preparat neplodni do 5 meseci (kada je eksperiment prekinut).

Proucava se izvodljivost ubacivanja gena koji izazivaju prekomernu ekspresiju
gonadotropin-inhibiraju¢eg hormona (GnlH) ili Mullerova inhibiciona supstanca (MIS).
GnlIH bi potencijalno mogao smanjiti sintezu i oslobadanje GnRH (Tsutsui i sar., 2010).
MIS reguliSe regrutaciju primordijalnih folikula kod odraslih Zenki 1 proizvodnju
testosterona kod odraslih muskih macaka i pasa (Pepin i sar., 20106). Pretpostavlja se da se
isporukom gena koji bi mogao da izrazi dovoljno visoke nivoe MIS tokom zivotnog veka
pasa i macaka moze potisnuti regrutovanje folikula kod zenki 1 smanjiti sinteza testosterona
kod muzjaka $to rezultira neplodnosc¢u (Rhodes, 2017).

Genska terapija se takode moze koristiti za isporuku gena koji bi postigao kontinuirano
lucenje anti-GnRH monoklonskih antitela. Pasivni imuni odgovor bi trebalo da omoguci
proizvodnju dovoljno visokog titra antitela koji bi mogao da inaktivira GnRH, $to bi dovelo
do neplodnosti. Rezultati pionirskog rada pokazali su se dobrim: geni su isporuceni
muzjacima i zenkama miseva pomocu AAV vektora koji izazivaju prekomernu ekspresiju
monoklonskih antitela protiv. GnRH 1 proteina zone pelucide koji izazivaju supresiju
plodnosti u trajanju preko 6 meseci (Li i sar., 2015).

Jo§ jedan od pristupa jeste koris¢enje mikro-RNA tehnologije za inhibiciju ekspresije
receptora za androgen u testisima, s obzirom da je stimulacija androgena neophodna za
normalnu funkciju testisa 1 proizvodnju spermatozoida. Roesl i sar. (2016) opisuju isporuka
mikro-RNK' koji ¢e potisnuti ekspresiju gena odgovornih za receptore androgena u
Sertolijevim celijama.

Gameti se takode mogu ciljati koris¢enjem genske terapije; postoje mali molekuli RNK za
koje se zna da su od vitalnog znacaja za sazrevanje jajnih éelija i spermatozoida. Ometanje
ovih RNK molekula, koji su jedinstveni za gamete, jos jedna je zanimljiva meta za siRNA
(Fu i Wang, 2014; He 1 sar., 2009).

2.4.3 Imunokontracepcija

Imunokontracepcija je aktivha imunizacija protiv antigena vaznog za reproduktivnu

veer

proteini zone pelucide su moguci antigeni poreklom od domadina, za razliku od stranih
proteina poreklom od bakterija ili virusa. Za snazan, odgovarajuci imuni odgovor protiv
sopstvenog antigena, potrebni su razliciti adjuvansi 1 konjugati (Rhodes, 2017).

19



Istovremeno, istrazuju se biomaterijali koji sporo oslobadaju antigen tokom duzeg
vtemenskog perioda ili obezbeduju ,,samopojacavanje® imunog odgovora nakon jedne
injekcije. Pulsirajuc¢e oslobadanje antigena je pozeljnije od sporog oslobadanja, jer izlaganje
antigenu sa sporim oslobadanjem moze izazvati imunu anergiju. Drugi pristup za
dugoro¢nu isporuku antigena je upotreba virusnih vektora koji eksprimiraju GnRH,
proteine zone pelucide ili druge reproduktivne antigene i mogu ostati aktivni unutar
domacina tokom Zivota, ¢ime se obezbeduju kontinuirana imunizacija (Munks, 2012).

Stvaranje imunoloskog odgovora koji indukuje antitela na GnRH je obeéavajuca meta jer je
GnRH dekapeptid koji kada je efikasno imunoloski suprimiran, rezultira supresijom svih
hormona vaznih za reprodukciju, ukljucujuci LH, FSH, estradiol i testosteron kod oba pola.
Postoje GnRH vakcine za bezbedno suprimiranje reproduktivne aktivnosti kod macaka
(Enright i Swift, 1995) i pasa (Jung i sar., 2005), ali su neophodne ponovne vakcinacije u
odredenim intervalima da bi se odrzao dovoljno visok titar anti-GnRH antitela. Za dalji
razvoj ovog pristupa potrebno je usavr$avanje metoda kako bi se produzilo trajanje
imunoloskog odgovora na GnRH, ponovna vakcinacija ucinila nepotrebnom i omogucilo
odrzavanje anti-GnRH antitela duzi vremenski period. Kada je re¢ o imunokontracepciji,
istrazuju se tri nove oblasti: upotreba novih antigena, novi nacini ekspresije antigena i novi
nacini povecanja imunog odgovora (Rhodes, 2017).

Imunizacija protiv antigena jajnika je medu prvim predlozenim pre vise od 30 godina kada
je otkriveno da su zecevi izlozeni tkivu jajnika hrcka proizvodili antitela koja blokiraju
oplodnju. Zona pelucida (ZP) je zastitni sloj proteinske, acelularne, zelatinozne grade koji
pokriva spoljasnju povrsinu jajnih Celija sisara. Sastoji se od tri glikoproteina: ZP1, ZP2 i
ZP3. Spermatozoidi se vezuju za ZP da bi oplodenje bilo moguce (Cathey i Memon, 2010).
Primenom transmisione elektronske mikroskopije i imuno-gold bojenja ustanovljeno je da
kod pasa i macaka oocit produkuje ZP (Barber i sar., 2001). Spermatozoidi se specificno
vezuju za ZP3 receptor 1 prolaze kroz akrozomsku reakciju, koja rezultira oslobadanjem
enzima koji razlazu ZP, dozvoljavajuéi spermatozoidima da udu i spoje se sa oocitom
(Aitken 1 sar., 1996). Antitela protiv. ZP blokiraju receptorska mesta spermatozoida.
Receptor ZP3 ima jedinstvene epitope, koji ga cine idealnim ciljnim mestom za
imunokontracepciju. Medutim, imunizacija ZP proteinima iste vrste zivotinja ima slab
efekat (Dunbar, 1983). U razvoju vakcina koris¢en je ZP3 (pZP3) poreklom od svinja jer je
lako dostupan i ima antigensku slicnost sa ZP3 pasa i macaka (Aitken i sar., 1990).

Iako je vakcinacija protiv pZP3 dovela do neplodnosti kod 75% kuja (Mahi-Brown i sar.,
1985; Srivastava i sar., 2002), vakcinacija protiv proteina rekombinantne zona pelucide dva
pasa (rec-dZP2) nije uspela da spreci graviditet kod kuja (Srivastava i sar., 2002). Posle
imunizacije sa pZP3, serumske koncentracije progesterona nisu rasle tokom estrusa, sto
ukazuje na neuspesne ovulacije kao uzrok neplodnosti, a ne blokadu mesta vezivanja
spermatozoida (Mahi-Brown 1 sar., 1982). Imunokontracepcija pasa inhibicijom pZP3 je
pracena nepravilnim razvojem folikula usled atreticnih promena u ZP (Srivastava i sar.,
2002). Kod 64% kuja imunizovanih svinjskim ZP3, kao najcesc¢a patologija navode se ciste
na jajnicima (Mahi-Brown i sar., 1988). Kuje imunizovane sirovim PZP proteinima imale su
folikularne ciste oblozene tankim slojem granuloza celija (Mahi-Brown i sar., 1988). Kuje
imunizovane delimi¢no precis¢enim PZP proteinima imale su ciste jajnika koje su bile
oblozene bazalnom membranom sa grupom luteinizovanih ¢elija (Mahi-Brown i sar., 1988).
Ove histoloske promene su objasnile nepravilnosti polnog ciklusa (produzeno proestrualno
krvarenje 1 estrusno ponasanje) koje su primecene kod kuja nakon imunizacije sa pZP3.
Smatra se da je patofiziologija ovih promena jajnika imunoloski posredovana (Mahi-Brown
1 sar., 1988). Kod nekih kuja sa visokim titrom anti-ZP3 antitela nakon vakcinacije javljao se
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ooforitis kao posledica autoimunog odgovora na ZP T-Celijske epitope, §to je rezultiralo
trajnom sterilizacijom (Mahi-Brown 1 sar., 1985).

2.4.4 GnRH agonisti

GnRH stimulise proizvodnju i lucenje FSH 1 LH, uticu¢i na gonade koje dalje regulisu
proizvodnju steroida, spermatogenezu, razvoj folikula 1 ovulaciju (Hull i Kenigsberg, 1987;
Fontaine 1 Fontbonne, 2011). Agonisti GnRH se proizvode sa izmenjenim
aminokiselinskim rasporedom u odnosu na prirodni GnRH molekul, sa ciljem da duze
deluju i imaju duze poluvreme eliminacije (Schifer-Somi i sar., 2022). Produzena aplikacija
GnRH i njegovih agonista dovodi do desenzibilizacije i negativhe povratne sprege za
GnRH-receptore u hipofizi, koji potiskuju sekreciju gonadotropina i inhibiraju osovinu
hipofiza—gonade, s§to je i dokazano kod pasa (Vickery i sar., 1989; Trigg, 2001). Razvoj
agonista GnRH sporog oslobadanja ima dugu istoriju, a u meduvremenu su potkozni
implantati postali dostupni. Od njih se ocekuje da imaju dugoro¢ni efekat, da tokom
nekoliko meseci uticu na plodnost kod muzjaka i zenki pasa (Schifer-Somi i sar., 2022).
Dva GnRH agonista su najcesée koris¢ena kod pasa za supresiju funkcije testisa: deslorelin
1 azagli-nafarelin (Driancourt i Briggs, 2020). Agonisti GnRH se mogu koristiti za indukciju
1 supresiju estrusa kod kuja (Fontaine i Fontbonne, 2011; Trigg, 2001; Rubion i sar., 2000,
Fontaine 1 sar, 2011; Walter 1 sar., 2011). Deslorelin je agonista GnRH sa sporim
oslobadanjem: implantat sa 4,7 mg dejstvene supstance u pocetku je bio licenciran za
kontracepciju kod muzjaka pasa, i implantat od 9,4 mg za istu svthu kod muzjaka pasa i
feretki. U meduvremenu, deslorelin je uspesno koriS¢en van indikacija za koje je
registrovan, za odlaganje puberteta, bez uticaja na funkciju jajnika i razvoj tela kod muzjaka
1 zenki pasa (Lacoste 1 sar., 1989; Trigg i sar., 2006; Sirivaidyapong i sar., 2012; Kaya i sar.,
2015; Kaya i sar., 2017; Schafer-Somi i sar., 2018).

Kod kuja srednje velicine tela, aplikacija deslorelina od 4,7 mg i 9,4 mg suprimira pojavu
puberteta do >2 godine zivota (Kaya i sar., 2015). Aplikacija deslorelina nakon puberteta
izaziva supresiju aktivnosti jajnika, a posle prestanka delovanja nema negativnog uticaja na
funkcionalnost jajnika 1 ciklicnost (Kaya i sar., 2017). Tokom supresije i nakon prvog
estrusa patoloske pojave u materici nisu bile ¢esée nego kod netretiranih kuja (Schafer-Somi
1 sar., 2018). Iako se dugoroc¢ni efekti odlaganja puberteta koris¢enjem deslorelina (uticaj na
zglobove, razvoj tumora, imuni sistem i ponasanje) jos ispituju, dosadasnji rezultati pruzaju
nadu da ¢e primena biti uspesna (Schifer-Somi i sar., 2022). Nakon gonadektomije uoceno
je povecanje koncentracija LH i FSH koje se moze spreciti koriscenjem supkutanog
implantata agonista GnRH, jer postoje dokazi negativnog efekta povecane koncentracije
LH na zdravlje gonadektomisanih pasa (Ettinger i sar., 2019).

2.4.4.1 Odlaganje puberteta kod kuja

Rezultate ispitivanja suprimiranja puberteta kod kuja je tesko uporediti zbog velikih razlika
u dizajnu eksperimenata (Schifer-Somi i sar., 2022). Jedna od nedoumica u literaturi je
koris¢enje termina ,,vreme do puberteta (nakon ugradnje implantata) ili ,,starost u
pubertetu®, posto se koriste oba termina u istu svrhu. Definicija estrusa je nedosledna: u
nekim izucavanjima on se definise kao povecanje broja kornifikovanih celija na vaginalnom
citoloskom brisu i poveéanje koncentracije estradiola (E2) u serumu (Kaya i sar., 2013,
2015; Matino i sar., 2014), dok kod drugih autora to je pojava otoka vulve i/ili vaginalnog
iscetka, ponekad u kombinaciji sa povecanjem indeksa superficijalnih celija (SCI) i/ili
povecanjem koncentracije progesterona u serumu (Trigg i sar., 2006; Kaya i sar., 2013,
2015). Takode, u studijama su korisceni razliciti agonisti GnRH koji su primenjivani
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razli¢ito vreme. Concannon i sar. (1988) je opisao efekat supkutane osmotske pumpe koje
konstantno isporucuju agonist GnRH slican nafarelinu tokom jedne godine; drugi su
primenjivali 100 g injekcionog agonista GnRH SID tokom 23 meseca. Sto se tice
implantata, upotrebljivani su oni sa 18,5 mg azagli-nafarelina (Rubion i sar., 2000), kao i 4,7
mg (Fontaine 1 sar., 2012; Kaya 1 sar., 2013; Marino i sar., 2014), 9,4 mg [Trigg 1 sar., 2000;
Fontaine i sar., 2012; Kaya i sar., 2015) i 18,8 mg deslorelina (Faya i sar., 2018). Neka
ispitivanja su radena bez kontrolne grupe pasa (Lacoste i sar., 1989; Fontaine 1 sar., 2012).

2.4.4.2 Vreme aplikacije implantata

Starost zivotinje na pocetku istrazivanja je varijabilna, gde su najmlade jedinke kojima je
aplikovan implantat bile stare jedan dan (Faya i sar., 2018), a druge 5,3 meseca (Fontaine 1
sar., 2012). Medutim, starost na pocetku puberteta je vazan faktor, jer kod pasa rase bigl,
povecanje FSH i LH, kao 1 DHEA (dehidro-epi-androsteron) se javlja ve¢ u uzrastu od
cetiri meseca (Concannon i sar., 1997). Ugradnja implantata deslorelina kod kuja starijih od
Cetiri meseca, kao sto je radeno u nekim ogledima (Trigg 1 sar., 2006; Fontaine i sar., 2012),
moze biti prekasno, a tako dobiveni rezultati diskutabilni (Schifer-Somi i sar., 2022). Sa
druge strane, pojedini autori su se odlucili za detaljniji i objektivniji pristup, pa su kuje
klinicki pregledane $to je, izmedu ostalog, ukljuc¢ivalo odredivanje vaginalne citologije i
merenje hormona (P4, E2, DHEA i drugi steroidni hormoni, Lacoste 1 sar., 1989; Kaya i
sar., 2013, 2015; Marino 1 sar., 2014), ¢ak su radeni i radiografski pregledi na mesecnom
nivou da bi se odredio momenat zatvaranja epifiza (Kaya i sar., 2015).

2.4.4.3 Trajanje supresije puberteta

Jedan od prvih pokusaja supresije polnog ciklusa svakodnevnom injekcijom agonista
GnRH (100 pg) kod 9 juvenilnih kuja tokom 23 meseca, odlozio je pubertet u trajanju od 4
do 12 meseci od zadnje aplikacije (Lacoste 1 sar., 1989). Ovaj ogled istakao je efikasnost

agonista GnRH. Kasnije su uvedeni dugodelujuéi potkozni implantati agonista GnRH, koji
su pokazali visoku eftkasnost u mnogim ispitivanjima (Schifer-Somi i sar., 2022).

Rubion i sar. (2006) su nasumic¢no rasporedivali kuje u tretiranu ili kontrolnu grupu u dobi
od 4,88%0,32 meseca. Ogledne kuje su primale 18,5 mg azaglinafarelina u vidu potkoznih
implantata. Kuje nisu pokazivale znake estrusa (oticanje vulve i vaginalno krvarenje), a
ciklicnost je potisnuta tokom 24 meseca. Ovo su rezultati jedinog ispitivanjima gde je
implantat uklonjen nakon godinu dana. Medutim, redovna vaginalna citologija i merenja
serumske koncentracije estrogena nisu radena da bi se sa sigurnos¢u potvrdilo da je estrus
izostao. Navedena metodologija je obavezna za procenu dugorocnog efekta agonista
GnRH u cilju uporedivanja sa rezultatima drugih studija (Schifer-Somi i sar., 2022).

U drugom ogledu (Trigg i sar., 2006), Stenci su detaljno pregledani pre aplikacije implantata
(9,4 mg deslorelina) i rasporedeni u tri grupe (I grupa - implantat u 4 meseca; Il grupa —
implantat sa 7 meseci; i III kontrolna grupa gde je aplikovan placebo sa 4 meseca). Otok
vulve, vaginalni iscedak i citologija, kao 1 povecanje serumske koncentracije progesterona
>2 ng/mlL bili su parametri koji su praceni u cilju otktrivanja prvog estrusa. Trigg i sar.
(2000) su jasno pokazali da aplikacijom implantata kod kuja uzrasta 4 meseca i kod kuja u
prepubertetskom periodu (7. mesec), nijedan od znakova estrusa nije primeéen u periodu
trajanja eksperimenta, gde je u drugoj grupi kuja (aplikacija u 7. mesecu starosti) anestrija
trajala 9 meseci. Kao nedostatak dizajna eksperimenta navodi se potreba duzeg perioda
pracenja kuja, koji bi omogucio procenu srednjoroc¢nih i dugorocnih efekata odlaganja
puberteta.
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Fontaine i sar. (2012) koristili su implantat deslorelina od 9,4 mg za odlaganje puberteta kod
kuja starih prosecno 4,2 meseca. Implantat od 9,4 mg je aplikovan kod 11 kuja, a od 4,7 mg
je primenjen kod 16 kuja. Raspon telesne mase bio je izmedu 3 1 40 kg, ali se ne navodi
prosecna telesna masa, kao ni koje od kuja su primile koji implantat. Ujednacenije grupe
zivotinja bi poboljsale prilicno subjektivho vrednovanje efekata deslorelina u datom
ispitivanju. Efekat kod veoma krupnih rasa moze biti doveden u pitanje zbog kasnog
nastanka puberteta, §to se Cesto deSava kod kuja sa velikom telesnom masom. Takode,
detekciju estrusa su radili vlasnici pasa, koji su pozivali kliniku kada bi primetili znake
estrusa, $to je vrlo diskutabilno. Pregled kuja u estrusu je obavljen na kraju estrusa,
zabelezeni su nezeljeni efekti i izmeren progesteron. U grupi kuja koje su dobile implantate
od 9,4 mg nije detektovan estrus u periodu posmatranja od 8 do 15 meseci. Medutim, zbog
metodologije tj. ¢injenice da su estrus detektovali vlasnici pasa, postoji mogucénost da nije
svaki estrus zabelezen.

Koris¢enjem implantata od 4,7 mg kod cetiri kuje starosti 4,3 meseca i 9,4 mg implantata
kod pet kuja starih 4,2 meseca, Kaya 1 sar. (2015) su uocili pojavu puberteta u uzrastu od 18
do 25 meseci. Koncentracija deslorelina nije uticala na trajanje supresije estrusa. Medutim,
relativno mali broj kuja je ucestvovao u ovim ispitivanjima. Kod cetiri kuje koje su primale
0,9% NaCl (kontrolna grupa), pubertet je nastupio u proseku nakon 15 meseci.

U ispitivanjima koja su uradili Faya i sar. (2018), upareni su mesanci prosecne telesne mase
13 kg, a novorodeni muski 1 zenski Stenci su nasumic¢no rasporedeni u eksperimentalnu 1
kontrolnu grupu prvog dana zivota. Eksperimentalna grupa je dobila dva 9,4 mg implantata
deslorelina supkutano u predelu leve i desne lopatice. Stenci su jednom nedeljno pregledani
radi pracenja anatomskog razvoja (visina u grebenu, telesna masa, obim skrotuma) i
znakova estrusa, a u krvi je odredivan estradiol (E2) i testosteron (T). Kontrolama je
aplikovan supkutani placebo implantat. Starost u pubertetu bila je skoro udvostrucena u
eksperimentalnoj grupi (72 nedelje) u poredenju sa kontrolom (39,3 nedelje) i rezultati su
uporedivi sa efektom tretmana kod Stenaca starih 45 meseci iz drugih ispitivanja (Fontaine
1 sar., 2012; Marino 1 sar., 2014; Kaya 1 sar., 2015). Jedna od prednosti dizajna studije je da
su Stenci ocigledno bili u prepubertetnom dobu od aplikacije implantata, ali se
neophodnost ovakvog ranog tretmana dovodi u pitanje (Schifer-Somi i sar., 2022). S
obzirom da su nezeljeni efekti kao s§to je perivulvarni dermatitis i uzlazne infekcije
urogenitalnog trakta ceste nakon prepubertetne kastracije (Joshua, 1965; Jagoe i Serpell,
1988; Salmeri i sar., 1991), opservacije tokom prvih godina Zivota razjasni¢e da li se
nezeljeni efekti mogu spreciti upotrebom dugotrajnog agonista GnRH.

Trajanje supresije estrusa je tesko predvideti jer moze zavisiti od drugih faktora kao $to su
mesto aplikacije, mehanizam resorpcije 1 individualni metabolizam. Jo$ uvek nije
razjasnjeno da li kod kuja trajanje supresije puberteta zavisi od doze, posto je ono bilo
slicno sa implantatima deslorelina od 4,7 mg i 9,4 mg (Trigg i sar., 2006; Fontaine i sar.,
2012; Marino 1 sar., 2014; Kaya i sar., 2015).

2.4.4.4 Uticaj na anatomski razvoj jedinke

U vedini ispitivanja vezanih za prepubertetnu aplikaciju GnRH agonista, eksperimentalne
zivotinje 1 kontrole su imale jednaku visinu grebena i telesnu masu u pubertetu (Lacoste 1
sar., 1989; Rubion i sar., 2006; Fontaine 1 sar., 2012; Kaya i sar., 2013, 2015; Faya i sar.,
2018). Dobijeni rezultati se razlikuju od ranijih rezultata posle prepubertetne
gonadektomije, kada je zabelezeno odlozeno zatvaranje zona rasta dugih kostiju kod
macaka i pasa (Salmeri 1 sar., 1991; von Pfeil i sar., 2009).
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U studiji koju su uradili Kaya i sar. (2015), radiografska snimanja su radena jednom
mesecno sve do zatvaranja epifize. Zabelezeno je da razvoj konstitucije 1 spoljasnjih
genitalnih organa nije bio izmenjen, ali je zatvaranje epifize bilo odloZeno pa se lokalni
efekat polnih steroida na vulvu ne moze iskljuciti. Osetljivost estrogenskih receptora se
povecava tokom puberteta, a gustina receptora 1 individualna osetljivost takode mogu igrati
ulogu.

2.4.4.5 Uticaj na matericu, jajnike i plodnost

Odlaganje puberteta primenom implantata od 4,7 mg i 9,4 mg deslorelina nije izmenilo
funkcije jajnika, materice i plodnost jedinke (Lacoste i sar., 1989; Fontaine i sar., 2012; Kaya
1 sar., 2013, 2015; Faya i sar., 2018). Lokalni uticaj deslorelina na supresiju jajnika i nastavak
ciklicne aktivnosti jajnika nakon prestanka delovanja agonista GnRH istrazili su Kaya i sar.
(2017). Autori nisu primetili dugorocni efekat na lutealnu funkciju nakon prvog estrusa.
Nisu postojale makroskopske ni mikroskopske promene u tkivu materice, niti je uocena
razlika izmedu kuja tretiranih deslorelinom, kojima je izvrSena OHC nakon njihovog prvog
estrusa, i kontrola (Kaya i sar., 2017). Odlaganje puberteta nije uticalo na plodnost jedinki
posle nastavka ciklicnosti jajnika (Lacoste 1 sar., 1989; Faya 1 sar., 2018). Dva Steneta kojima
je aplikovan deslorelin u dozi od 18,8 mg tokom prva 24 h Zivota, nakon parenja tokom
prvog estrusa posle supresije estrusa dijagnostikovan je graviditet (Faya i sar., 2018).
Deslorelin nije uticao na plodnost ni kod odraslih kuja nakon nastavka ciklicnosti, pod
uslovom da je ispoljen fizioloski estrus (Borges 1 sar., 2015).

2.4.4.6 Uticaj na ponasanje kuje

Promene ponasanja kod odraslih pasa oba pola nakon hemijske reverzibilne supresije
estrusa kori$¢enjem agonista GnRH uglavnom se javljaju kao rezultat prolazne seksualne
stimulacije neposredno nakon primene analoga GnRH (Strom 1 sar., 2010; De Gier i sar.,
2013; Goericke-Pesch, 2017). Iako ovaj period varira individualno, uglavhom se ispoljava
tokom prve dve nedelje, a zatim nestaje sa potisnutim oslobadanjem gonadotropina. U cilju
sprecavanja indukcije estrusa, koriS¢eni su razli¢iti tretmani, kao §to je promena vremena
ugradnje implantata, koriséenje egzogenih progestina, acilina, anastrozola, klomifen-acetata
ili osateron-acetata. Dobijeni su kontroverzni, nezadovoljavajuéi rezultati (Anjolras, 2011;
Maenhoudt i sar., 2014; Masson i sar., 2021).
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3. CILJ I ZADACI

Osnovni cilj doktorske disertacije jeste odredivanje duzine kontraceptivhog perioda nakon
aplikacije agoniste GnRH kod juvenilnih kuja u prepubertetnom periodu i utvrdivanje
efekata na hormonski status (estrogen, progesteron, melatonin), kao i na pojavu normalnog
fizioloskog estrusa nakon perioda supresije.

Rezultati istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije utvrdili bi duzinu delovanja GnRH
superagoniste prilikom njegovog aplikovanja prepuberalnim kujama, kao i njegov uticaj na
pojavu estrusa i hormonalni status nakon prestanka delovanja. Sagledala bi se mogucnost
primene GnRH superagoniste u svakodnevnoj klinickoj praksi kod juvenilnih kuja,
posebno onih visokovrednih, ¢iji vlasnici Zele bezbednu reverzibilnu kontracepciju bez
narusavanja hormonskog i zdravstvenog statusa, a $to se drugim kontraceptivhim
tehnikama cesto ne moze postici.

U skladu sa postavljenim ciljem, definisani su sledeci zadaci rada:

e Odabir 12 zdravih juvenilnih (uzrast do 4 meseca) kuja mesanaca, slicne konstitucije
i telesne mase; nasumicno rasporedivanje jedinki u eksperimentalnu i kontrolnu
grupu (po 6 kuja).

e DProcena zdravstvenog stanja reproduktivnog trakta juvenilnih kuja ultrazvucnim
pregledom i uzimanjem vaginalnih citoloskih i mikrobioloskih briseva.

e Procena hormonskog statusa odabranih kuja odredivanjem serumskih koncentracija
progesterona i estrogena, merenjem otpora vaginalne sluzi i uzimanjem citoloskih
vaginalnih briseva.

e Aplikacija implantata GnRH (Suprelorin 4,7 mg, Virbac, France) u regiji pupka
(supkutano) eksperimentalnoj grupi kuja.

e Aplikacija placebo injekcija, 2 ml 0,9% NaCl, u regiji pupka (supkutano) kod 6 kuja
u kontrolnoj grupi.

e Prikupljanje uzoraka jednom mesecno i to: citoloski i mikrobioloski vaginalni
brisevi, vadenje krvi za hormonske analize (estrogen, progesteron i melatonin) i
merenje otpora vaginalne sluzi do pojave prvog estrusa.

e Statisticka obrada dobijenih podataka vezanih za hormonski status, vreme do
pojave prvog estrusa. Poredenje podataka dobijenih u eksperimentalnoj 1 kontrolnoj
grupi kuja. Kriticka komparacija sa vrednostima opisanim u strucnoj i naucnoj
literaturi.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1 Eticka izjava

Istrazivanja u okviru ove disertacije uskladena su sa medunarodnim i nacionalnim
propisima koji se ti¢u nege i upotrebe zivotinja u eksperimentalne svrhe. Dobijeno je
odobrenje nadleznih institucija (Ministarstvo poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede
Republike Stbije, Resenje br. 323-07-07459/2020-05) i pismena saglasnost vlasnika svih
Zivotinja.

4.2 Mesto i vreme istraZivanja

Klinicki pregled i odabir Zivotinja za ogled, aplikacija deslorelina, uzorkovanje materijala
kao 1 deo analiza uzoraka uradeni su na Katedri za porodiljstvo, sterilitet i vestacko
osemenjavanje Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu. Odredivanje
koncentracija progesterona, estrogena i melatonina u krvnom serumu uradeno je u
veterinarskoj laboratoriji za klinicku dijagnostiku Vetlab (Beograd, Srbija). Sva istrazivanja i
statisticka obrada podataka obavljena su u periodu od 2019. do 2023. godine.

4.3 Materijal
4.3.1 Zivotinje koje su koridéene u istraZivanju

Za potrebe istrazivanja odabrano je 12 vlasnickih kuja meSanaca. Kriterijumi za uvodenje
jedinki u ogled su slede¢i:
1) Uzrast kuja 3-4 meseca (pre nastanka puberteta);
2) Sli¢na konstitucija i telesna masa, od 10 do 15 kg;
3) Sve kuje su drzane u istim kuénim uslovima, sa slicnim vremenom boravka u kudi i
van nje;
4) Hranjene su istom komercijalnom granuliranom hranom u skladu sa starosnom
kategorijom.
Materijal koji je koriS¢en u istrazivanju jeste vaginalni citoloski i mikrobioloski brisevi,
vaginalni iscedak, krvni serum, ultrazvucni nalaz.

Nakon odabira zivotinja, nasumicno su podeljene u dve grupe od po 6 jedinki. Prvu grupu
su cinile kuje kojima je aplikovan implantat deslorelina (tretirana, DESLO grupa), a druga
grupa je bila kontrolna grupa (C grupa) i kujama u ovoj grupi aplikovan je placebo.

4.4 Metode istraZivanja
4.4.1 Zdravstveni status i iskljucivanje puberteta

Pre uvodenja u ogled, svaka zivotinja je klinicki pregledana u cilju ocene zdravstvenog
statusa. Klinicki pregled se sastojao od uzimanja anamneze, merenja trijasa, pregleda
zdravstvenog kartona (redovna dehelmintizacija i vakcinacija) i otvaranje internog
zdravstvenog kartona za potrebe istrazivanja ako su svi uslovi ispunjeni. Pored navedenog,
uraden je pregled genitalnog trakta i analiza hormonskog statusa — odredivanje
koncentracija progesterona, estrogena i melatonina u krvnom serumu. Pregled genitalnog
trakta ukljucivao je uzimanje vaginalnih mikrobioloskih i citoloskih briseva, ultrazvucni
pregled genitalnog trakta 1 merenje otpora vaginalne sluzi.
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4.4.2 Vaginalni mikrobioloski i citoloski brisevi

Pre svakog uzorkovanja vaginalnih mikrobioloskih i citoloskih briseva, kuje su bile fiksirane
na stolu za pregled, sa repom pomerenim u stranu. Nakon ¢iS¢enja tecnim sapunom sa
dezinficijensom (0,5% hlor-heksidin-diglukonat) i 70% rastvorom etanola, susenja, uziman
je prvo mikrobioloski, a zatim citoloski bris. U oba slucaja koris¢eni su sterilni Stapici sa
vatom, bez medijuma, koji su plasirani uz dorzalni zid vagine (Slika 4). Vaginalni
mikrobioloski brisevi slati su u laboratoriju VetLab. Citoloski vaginalni brisevi obradivani su
u laboratoriji Katedre za porodiljstvo, sterilitet i vestacko osemenjavanje. Vaginalna
citologija je rutinska metoda kojom se pouzdano odreduje u kojoj se fazi polnog ciklusa
nalazi kuja. Kada je Stapi¢ za bris u vagini, 2-3 puta je rotiran da bi se uzeo uzorak sa zida
vagine. Vaginalni razmaz je pravljen odmah nakon uzorkovanja, tako $to se Stapi¢ sa
uzorkom rotirao na mikroskopskoj plocici u vidu dve tanke paralelne linije. Preparati su
suseni na vazduhu i obojeni Diff-Quick tehnikom bojenja.

Slika 4. Pravilno uzimanje vaginalnog citoloskog brisa kod kuje (A i B) i pravljenje
citoloskog preparata (C)

Mikroskopskim pregledom (objektiv sa uvelicanjem 40x) brisa sluznice vagine odreduje se
dominacija povrsnih celija sluznice vagine i zapazaju se promene u gradi i izgledu celija
vaginalnog brisa, na osnovu cega se odreduje faza polnog ciklusa. Ukoliko se kuja nalazi u
anestrusu na mikroskopskom preparatu se zapazaju epitelne celije 1 ponekad leukociti. Na
pocetku proestrusa u vaginalnom brisu se zapaza prisustvo kornifikovanih epitelnih celija i
eritrocita, a pri kraju proestrusa nalaze se velike kornifikovane epitelne celije (Slika 5). Za
vreme estrusa bris sadrzi samo potpuno keratinirane velike epitelne celije sa ili bez
nukleusa. Pre i tokom ovulacije kornifikacija, orozavanje epitelnih celija je najizrazitije. Pri
kraju estrusa u brisu se zapaza poneki leukocit.

L

oestrusa (A 1B) 1
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Slika 5. Izgled obojenih vaginalnih citoloskih preparata kod kuje u toku pr
estrusa (C)
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4.4.3 Merenje otpora vaginalne sluzi (Vaginalna impedometrija)

Vaginalna impedometrija je izvedena sa 2-elektrodnim, krutim impedometrom na baterije
(Draminski DOD2, Dog Ovulation Detector, Szabruk, Poljska). Impedanca vaginalne sluzi
je merena i belezena svakodnevno (Slika 6 i 7). Vaginalni impedometar je potpuno umetnut
u vaginu i okretan u jednom pravcu kako bi se osiguralo da elektrode dodu u potpuni
kontakt sa svezom sluzi. Impedometar prikazuje vrednost koja predstavlja srednju vrednost
odredenu na osnovu nekoliko ocitavanja. Kod kuja u anestrusu ove vrednosti se obi¢no
kre¢u izmedu 90-110, dok kod kuja u proestrusu rastu i dostizu pik vrednosti u estrusu, a ta
vrednost je individualna za svaku jedinku, i krece se od 600 do 1100. Ovaj proces je
ponovljen, tako $to je impedometar najpre okrenut da bi se elektrode izlozile novoj sluzi.
Posle svake svakodnevne upotrebe, kao i izmedu pregleda pojedinacne kuje istog dana,
impedometar je dezinfikovan 70% izopropil-alkoholom, zatim koncentrovanim algiecidom,
iispran destilovanom vodom.

Slike 6 i 7. Prikaz uredaja za merenje otpora cervikalne sluzi (impedometrija) i postupak

merenja

4.4.4 Ultrazvucni pregled genitalnog trakta

Priprema kuja za ultrazvucni pregled jajnika i materice sastojala se u brijanju abdomena,
obuhvataju¢i popre¢ne nastavke 3. 1 4. lumbalnog prsljena, jer su zivotinje bile
pozicionirane u boc¢noj ili dorzo-lateralnoj poziciji, levo ili desno, u zavisnosti od toga koji
je jajnik pregledan. U slucajevima kada je zbog prisustva odredenih delova creva u blizini
jajnika pregled bio otezan, kuje su se pregledale u uspravnom polozaju. Nakon nanosenja
gela na sveze obrijano podrucje, visena je vizualizacija bubrezne karlice kao orijentacione
tacke. Jajnik je pozicioniran kaudo-lateralno prema distalnom delu bubrega. Anatomska
osobenost genitalnog trakta kuje predstavlja poziciju desnog jajnika kranijalniju u odnosu
na bubreg, za razliku od levog jajnika, koji se nalazi kaudalnije. Ultrasonografski pregled
vrsen je prvo sa leve strane vizuelizacijom levog jajnika (Slika 8), posto ga je lakse locirati,
nakon cega pregledana i druga strana. Ultrazvucéni pregled je uraden koris¢enjem
ultrazvucnog aparata Mindray DC30 (Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics Co., Ltd,
Kina), mikrokonveksne sonde u modu B, frekvence od 3-10MHz.
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Slika 8. Ultrasongrafski pregled kuja

4.4.5 Odredivanje hormonskog statusa

Za hormonske analize uzeti su uzorci krvi iz v cephalica antebrachii i sakupljeni u epruvete
bez antikoagulansa. Krvni serum je odvojen nakon centrifugiranja na 3000 rpm tokom 15
minuta 1 ¢uvan na -20°C. Koncentracije 17-beta-estradiola (E2), progesterona (P4) i
melatonina odredivane su hemoluminiscentnom metodom, koriS¢enjem automatskog
analizatora hormona (Access 2 Beckman Coulter, SAD) i komercijalnih kompleta, prema
uputstvima proizvodaca, u laboratoriji VetLab.

4.4.6 Aplikacija GnRH

Zivotinje u DESLO grupi (n=6) tretirane su supkutanim implantatima deslorelin-acetata od
4,7 mg (Suprelorin®, Virbac, Francuska) u regiji pupka, a zabelezeni podaci su uneti u
zdravstvene kartone zivotinja. Kontrolna grupa (n=6) primila je placebo supkutanu
injekciju (2 ml 0,9% vodenog rastvora natrijum-hlorida). Nakon aplikacije, Zivotinje su
svakodnevno pracene na prisustvo alergijske reakcije 1 estrusa fizickim pregledom vulve,
vaginalnim citoloskim preparatima (Diff-Quick bojenje) i promena u seksualnom
ponasanju prvih pet nedelja (Tabela 5). Nakon toga, hormonske analize, vaginalni citoloski
bris i merenja elektricne otpornosti cervikalne sluzi radeni su jednom u 3 nedelje do prvih
znakova proestrusa, a svaki dan tokom perioda estrusa. Pracene su promene u Celijskim
profilima dobijenim vaginalnim citoloskim brisom u cilju otkrivanja proestrusa: od
preovladavanja parabazalnih celija u anestrusu (pracene razli¢itim brojem neutrofila), do
sukcesivhog smenjivanja skvamoznih celija srednje velicine do velikih intermedijarnih éelija,
a zatim do velikih keratinocita dok se konacno ne sastoje u potpunosti (98-100%) od
keratinocitnih (orozalih) celija sa odsustvom neutrofila (Concannon, 2011). Postepeno
povecanje elektricnog otpora cervikalne sluzi sa 120 oma na 220 oma smatra se pocetkom
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proestrusa (Concannon, 2011). Povecanje serumskih koncentracija E2 (tokom proestrusa) i
P4 (na kraju proestrusa 1 estrusa) ukazuje na rast folikula i ovulaciju.

Tabela 5. Prikaz eksperimentalnog dizajna

Starost/dani Odabir jedinki/kriterijumi:

3-4 meseca Klinicki pregled i analize krvi
Mikrobioloski i citoloski vaginalni bris
Merenje otpora vaginalne sluzi
Ultrazvuéni pregled
Hormonske analize
Rasporedivanje kuja u dve grupe

4. mesec DESLO grupa (n=06) C grupa (n=0)
Aplikacija implantata deslorelina Aplikacija placebo injekcije
Svaki dan u trajanju od 5 Mikrobioloski i citoloski vaginalni bris
nedelja Merenje otpora vaginalne sluzi
Hormonske analize (P4, E2 i melatonin)
Svake 3. nedelje do Mikrobioloski i citoloski vaginalni bris
pojave prvih promena u Merenje otpora vaginalne sluzi
proestrusu Hormonske analize (P4, E2 i melatonin)
Svaki dan ciklusa Citoloski vaginalni bris

Merenje otpora vaginalne sluzi
Hormonske analize (P4, E2 i melatonin)

4.4.7 Statisticka odrada podataka

Podaci su testirani na normalnost distribucije Shapiro-Wilk testom. Ako su podaci imali
normalnu distribuciju (Shapiro-Wilk test, P > 0,05), za poredenje dve grupe koriséen je
neupareni t-test. Ukoliko podaci nisu bili normalno rasporedeni (Shapiro-Wilk test, P <
0,05), za poredenje dve grupe koriS¢en je Mann-Whitney test. Znacajnost razlika je
procenjena na nivou P < 0,05. Vrednosti za medijanu prilazane su kao vrednost medijane i
razlike kvartalnih vrednosti (QQ5-Q)). Statisticka analiza rezultata dobijenih u eksperimentu
izvrsena je koriS¢enjem statistickog softvera GraphPad Prism verzija 7 (GraphPad, San
Dijego, Kalifornija, SAD).
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5. REZULTATI
5.1. Zdravstveno stanje kuja pre uvodenja u eksperiment

Na osnovu klinickog pregleda (anamneza, trijasa, zdravstveni karton), pregleda genitalnog
trakta (uzimanje vaginalnih mikrobioloskih i citoloskih briseva, ultrazvucni pregled
genitalnog trakta 1 merenje otpora vaginalne sluzi) i analiza hormonskog statusa
(odredivanje koncentracija progesterona, estrogena 1 melatonina u krvnom serumu),
utvrdeno je da su sve zivotinje bile zdrave, bez vidljivih znakova estrusa, normalnog izgleda
spoljadnjih 1 unutrasnjih genitalnih organa za ispitivanu starosnu kategoriju.

5.2. Aplikacija GnRH i vreme pojave estrusa

U ovom istrazivanju ispitano je trajanje perioda anestrusa, odnosno kontracepcije kod Sest
juvenilnih kuja nakon aplikacije supkutanog implantata deslorelina, agoniste GnRH.
Istovremeno, pracen je i efekat ovog tretmana na koncentraciju estrogena, progesterona i
melatonina u krvnom serumu kuja, kao i poredenje sa vrednostima u kontrolnoj grupi.

Procedura aplikacije implantata obavljena je rutinski, po preporuci proizvodaca i protekla je
bez klini¢ki ispoljenih lokalnih i sistemskih nezeljenih efekata.

Aplikacija placebo injekcija (fizioloski rastvor NaCl) nije dovela do sistemske reakcije, kao
ni reakcije okolnog tkiva.

Kod dve kuje u tretiranoj, DESLO grupi, uocena je hiperplazija dorzalnog zida vagine (tip
1), 1 to nakon prvih znakova estrusa koji su spontano regresirali i vise se nije javljala u
sledec¢em estrusu.

Tabela 6. Broj dana protekao od tretmana kuja deslorelinom (DESLO), odnosno od
placebo tretmana (kontrola) do pojave prvih znakova estrusa

Grupa N X SD Minimum | Maksimum | Cv (%)
Kontrola (K) 6 143,80 52,30 91,00 244,00 36,36
DESLO 6 | 633,00 30,38 587,00 673,00 4,80

Vrednosti broja dana do prvih primetnih znakova estrusa bile su homogene (CV<30%) u
DESLO grupi (CV = 4,8%), dok su u kontrolnoj grupi vrednosti bile heterogene (CV=
36.36%). Primecena je statisticki znacajna razlika (P<0.001) u broju dana do pocetka
estrusa izmedu ispitivanih grupa (Grafikon 1): kod kuja DESLO grupe proteklo je 4,4 puta
vise dana do pojave estrusa nego kod kontrolnih (Tabela 6).
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Grafikon 1. Poredenje broja dana proteklih od tretmana (DESLO) do pojave prvih znakova
estrusa u tretiranoj i kontrolnoj grupi kuja (P<0.001)

5.3. Mikrobioloske analize vaginalnih briseva

Tokom trajanja ogleda, na osnovu klinickog pregleda genitalnog trakta i kolekcijom
vaginalnih mikrobioloskih briseva, kod vedine kuja ali i veéine uzoraka, nisu primeceni
znakovi patoloskih procesa infektivne etiologije. Kod dve kuje u DESLO grupi i jedne u
kontrolnoj grupi nastupio je blagi juvenilni vaginitis, izmedu 20. i 30. nedelje od
ubrizgavanja implantata, odnosno 14. nedelje posle placebo tretmana. Na osnovu
mikrobioloske analize poslatih uzoraka izolovane su bakterije Echerichia coli kod prve kuje iz
DESLO grupe, Staphylococcus pseudintermedins kod druge kuje iz DESLO grupe i mesana
infekcija sa Streptococcus canis 1 Enterococcus spp. kod kuje iz kontrolne grupe. Ova stanja nisu
zahtevala nikakav poseban tretman jer su se zivotinje spontano oporavile.

5.4 Ultrazvucni pregled genitalnog trakta kuja i merenje otpora vaginalne sluzi

Na osnovu dobijenih ehosonograma kuja pre 1 posle ulaska u eksperiment nisu primecene
patoloske strukture na genitalnom traktu. U zavisnosti od faze ciklusa kuje prilikom
pregleda, ultrazvuéni nalaz se shodno tome i razlikovao.

Transverzalno postavljenom sondom uterus se zapaza kao uska, hipochogena, cevasta
struktura, koja ima pravougaoni izgled pri skeniranju u longitudinalnoj ravni. Kod vedine
jedinki primeéivala su se dva razlicita sloja: centralna homogena hipoechogena zona,
okruzena perifernom hiperehogenom zonom. Centralna hipoehogena zona predstavlja
endometrijum i miometrijum, a hiperehogena - serozu uterusa. U nekim slucajevima uocen
je i lumen materice u poduznom preseku, kao jedna centralna linija koja je manje ehogena
od tkiva endometrijuma, a njegova uocljivost i dimenzije zavise od koli¢ine prisutne
tecnosti.

Za vreme proestrusa 1 estrusa, uterus je pokazivao vise hipoehogenosti, ali i centralne
zrakaste hiperehogene linije koje su karakteristicne za edem uterusa ili tanke koncentricne
slojeve koji bi mogli da oznacavaju hipertrofiju. U longitudinalnoj projekciji, oblik uterusa
se ponekada menja od pravouglog u zavojit ili zmijolik oblik. Za vreme ultrazvucnog
pregleda kuja u prvom estrusu, kod pojedinih kuja je postojala i jedna ehogena linija koja se
uocavala centralno unutar lumena uterusa. Ovo ukazuje na aspirirani vazduh. Precnik
uterusa se povecavao nekoliko milimetara u toku rane lutealne faze, pa ga je bilo lakse
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identifikovati za vreme estrusa i ranog metestrusa. Sa opadanjem nivoa estrogena
edematozni izgled se progresivno smanjivao.

Vrednosti merenja vaginalne impedometrije su bile karakteristicne za fazu polnog ciklusa, i
pratile su rast serumskih koncentracija progesterona, sa vrednostima u proestrusu od 200-
500 u proseku, a u samom piku estrogenizacije, vrednosti su iznosile od 900 do 1200. U
toku eksperimenta uradeno je preko 600 merenja otpora vaginalne sluzi i analize preparata
vaginalne eksfolijativne citologije (citoloski bris vagine). Nalazi citoloskih preparata
pojedinih faza polnog ciklusa su odgovarali vrednostima merenja vaginalne impedometrije,
odnosno otpora vaginalne sluzi.

5.5 Analiza hormona u krvi
5.5.1 Koncentracije estrogena u krvnom serumu

U tabelama 7, 8 1 grafikonima 2, 3, 4 1 5 prikazana je koncentracija estrogena u krvnom
serumu kuja.

Tabela 7. Koncentracija estrogena u krvnom serumu kuja (pg/mL) do pojave prvih
znakova estrusa

Grupa N | Medijana Q1 Q3 | Minimum | Maksimum (E/::)
Kontrola (K) 6 4,95 476 | 6,76 4,66 0,99 18,95
DESLO 6 10,13 8,16 | 10,74 7,32 10,75 14,90

Vrednosti serumskih koncentracija estrogena pre pojave prvih znakova estrusa bile su
homogene (CV<30%) u obe ispitivane grupe (Tabela 7). Aplikacija implantata deslorelina
dovela je do vecih prosecnih vrednosti serumskih koncentracija estrogena (P<0,01) u
DESLO grupi (10,13 pg/mlL), u odnosu na kontrolnu grupu (4,95 pg/ml) merenih do
jedne nedelje pre primecéenih prvih znakova estrusa (Grafikon 2). Vazno je napomenuti da
je deslorelin doveo do neznatno vecih koncentracija estrogena u krvi u DESLO grupi u
trajanju od 6 do 12 dana nakon aplikacije, dok u kontrolnoj grupi nije bilo promena.
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Grafikon 2. Poredenje koncentracija estrogena u krvnom serumu tretiranih i kontrolnih
kuja u periodu do pojave prvih znakova estrusa (P<0,01).
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U toku proestrusa kuje iz DESLO grupe su imale signifikantno (P<0.001) veée serumske
koncentracije estrogena (33.00£1,79 pg/mL), u odnosu na kontrolnu grupu (23.37%5,53
pg/mlL, Tabela 8 i Grafikon 3). Vrednosti serumskih koncentracija estrogena tokom estrusa
bile su homogene (CV<30%) u obe ispitivane grupe.

Tabela 8. Koncentracija estrogena (pg/ml.) u krvnom serumu tokom proestrusa u tretiranoj
(DESLO) i kontrolnoj grupi kuja (P<0,01).

Grupa N x SD Minimum | Maksimum | Cv (%)
Kontrolna grupa 6 | 2337 5,53 16,80 33,00 23,66
Eksperimentalna 6 | 33,00 1,79 30,90 35,00 5,42

grupa

U DESLO grupi, maksimalna izmerena koncentracija estrogena u serumu tokom
proestrusa bila je 36 pg/mL i 40 pg/mL kod dve jedinke, dok je u kontrolnoj grupi
maksimalna vrednost estrogena iznosila 23 pg/mL.

40- o
—
p— —
30 -
E
5, 20 1
Q.
10
0

T T
Kontrolna grupa Eksperimentalna grupa

Grafikon 3. Poredenje koncentracija estrogena u krvnom serumu tretiranih i kontrolnih
kuja u proestrusa (P<0,01).

Tabela 9. Koncentracija estrogena (pg/mL) u krvnom serumu tokom estrusa u tretiranoj
(DESLO) i kontrolnoj grupi kuja (P<0,001).

Grupa N x SD Minimum | Maksimum | Cv (%)
Kontrolna grupa 6 | 206,26 3,84 19,00 30,53 14,62
Eksperimentalna 6 | 52,28 3,19 48,38 55,73 6,10
grupa
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U toku estrusa kuja iz DESLO grupe su imale signifikantno (P<0.001) vece serumske
koncentracije estrogena (52,2843,19 pg/mL), u odnosu na kontrolnu grupu (26.26+3,84
pg/mlL, Tabela 9 i Grafikon 4). Vrednosti serumskih koncentracija estrogena tokom estrusa
bile su homogene (CV<30%) u obe ispitivane grupe.
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Grafikon 4. Poredenje koncentracija estrogena u krvnom serumu tokom estrusa u tretiranoj
(DESLO) i kontrolnoj grupi kuja (P<0,001).

Tabela 10. Koncentracija estrogena u krvnom serumu kuja (pg/mL) u metestrusu

Grupa N X SD Minimum | Maksimum | Cv (%)
Kontrolna grupa 6 15,67 2,60 12,40 18,50 16,60
Eksperimentalna 6 18,70 4,13 14,20 26,00 22,05

grupa

Vrednosti serumskih koncentracija estrogena u metesrtusu estrusa bile su homogene
(CV<30%) u obe ispitivane grupe (Tabela 10). Prose¢ne koncentracije progesterona u
serumu kuja tokom metestrusa bile su veée u DESLO grupi (18,70£4,13 pg/mlL) u

poredenju sa kontrolnom grupom (15,67£2,60 pg/mL), ali razlika izmedu grupa nije bila
znacajna (Grafikon 5).

25+

Kontrolna grupa Eksperimentalna grupa

Grafikon 5. Poredenje koncentracija estrogena u krvnom serumu tokom metestrusa u
tretiranoj (DESLO) 1 kontrolnoj grupi kuja
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5.5.2 Koncentracije progesterona u krvnom serumu

U tabelama 11, 12, 13 i grafikonima 6, 7, 8, 1 9 prikazana je koncentracija progesterona u
krvnom serumu kuja.

Tokom perioda posmatranja, odnosno anestrusa, u tretiranoj, DESLO 1 kontrolnoj grupi,
koncentracija progesterona u serumu je bila ispod 0,6 ng/mL (Grafikon 0).
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Grafikon 6. Poredenje koncentracija progesterona u serumu kuja u tretiranoj (DESLO) i
kontrolnoj grupi pre prvog estrusa (P<0,05).

U DESLO grupi, srednja izmerena koncentracija progesterona u serumu tokom proestrusa
bila je 1,00+0,37 pg/mL dok je u kontrolnoj grupi srednja vrednost progesterona iznosila
0,77£0,10pg/mL i nisu bile statisticki znacajane. Vrednosti serumskih koncentracija
progesterona tokom proestrusa bile su heterogene (CV>30%) u kontroplnoj grupi (Tabela
11 i Grafikon 7)

Tabela 11. Koncentracija progesterona u krvnom serumu kuja (ng/mL) u proestrusu

Grupa N x SD Minimum | Maksimum | Cv (%)
Kontrolna grupa 6 1,00 0,37 0,50 1,46 36,51
Eksperimentalna 6 0,77 0,10 0,63 0,89 12,47

grupa
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Grafikon 7. Poredenje koncentracija progesterona u serumu kuja u tretiranoj (DESLO) i
kontrolnoj u proestrus
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Tabela 12. Koncentracija progesterona u krvnom serumu kuja (ng/mL) u estrusu

Grupa N Medijana Q1 Q3 Minimum | Maksimum Cv (%)

Kontrolna grupa | 6 | 10,07 | 898 | 13,77 | 7,58 2126 | 41,99

b

Eksperimentalna | 6 | 13,69 | 12,63 | 16,43 | 12,47 17,46 | 13,92
gtupa

Prosecne koncentracije progesterona u serumu kuja tokom estrusa bile su veée u DESLO
grupi (13,69 ng/mL) u poredenju sa kontrolnom grupom (10,07 ng/mL), ali razlika izmedu
grupa nije bila znacajna (Tabela 12 i Grafikon 8). Vrednosti serumske koncentracije
progesterona u kontrolnoj grupi (Tabela 12) su bile heterogene (CV= 41,99%)).
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Grafikon 8. Poredenje koncentracija progesterona u krvnom serumu kuja u DESLO i
kontrolnoj grupi tokom estrusa.

Tabela 13. Koncentracija progesterona u krvnom serumu kuja (ng/mL) u metestrusu

Grupa N x SD Minimum | Maksimum | Cv (%)
Kontrolna grupa 6 | 19,66 6,79 12,93 32,40 34,53
Eksperimentalna 6 | 23,12 2,02 19,98 26,05 8,73
grupa

Vrednosti serumskih koncentracija progesterona u metesrtusu nisu bile homogene
(CV>30%) u kontrolnoj grupi (Tabela 13). Prosecne koncentracije progesterona u serumu
kuja tokom metestrusa bile su veée u DESLO grupi (23,12 ng/ml) u poredenju sa

kontrolnom grupom (19,66 ng/mL), ali razlika izmedu grupa nije bila znacajna (Grafikon
9).
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Grafikon 9. Poredenje koncentracija progesterona u krvnom serumu kuja u DESLO i
kontrolnoj grupi metesrusa

5.5.3 Koncentracije melatonina u krvnom serumu

U tabelama 14, 15, 16 i grafikonima 10, 11 i 12 prikazana je koncentracija melatonina u

krvnom serumu kuja.

Vrednosti serumskih koncentracija melatonina kod kuja pre pojave prvih znakova estrusa
bile su homogene (CV<30%) u obe ispitivane grupe, sa prosecnim vrednostima od 27,13

pg/mL u DESLO grupi i 31,93 pg/mL u kontrolnoj grupi bez statisticke znacajnosti
(Tabela 14 1 Gafikon 10) .

Tabela 14. Koncentracija melatoninu krvnom serumu kuja (pg/mL) u do pojave prvih znakova

estrusa

Grupa N Medijana Q1 Q3 Minimum | Maksimum | Cv (%)
Kontrolna grupa 6 | 31,93 | 2939 | 3284 | 2690 34,50 8,16
Ekspetimentalna 6 | 2713 | 2391 | 3226 | 23,50 32,31 15,50

grupa
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Grafikon 10. Poredenje koncentracija melatonina u krvnom serumu kuja u DESLO i
kontrolnoj grupi do pojave prvih znakova estrusa
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Serumske koncentracije melatonina tokom estrusa (Tabela 15 i Grafikon 11) u DESLO
grupi bile su znacajno vece (P<0,001) u poredenju sa kontrolnom grupom, sa prosecnim
koncentracijama od 48,70£5,84 pg/mlL, odnosno 13,56£2,98 pg/mL. U obe
eksperimentalne grupe vrednosti koncentracije melatonina bile su homogene (CV<30%,
Tabela 9). Najvece vrednosti zabelezene su u DESLO grupi 3 nedelje nakon prvih znakova
estrusa (52,16 pg/mlL).

Tabela 15. Koncentracije melatonina (pg/mL) u krvnom serumu kuja u toku estrusa

Grupa N X SD Minimum | Maksimum | Cv (%)
Kontrola (K) 6 13,53 2,98 9,50 17,33 22,00
DESLO 6 48,70 5,84 43,33 57,83 11,99
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Grafikon 11. Poredenje koncentracija melatonina u krvnom serumu u tretiranoj (DESLO) 1
kontrolnoj grupi kuja tokom estrusa (P<0,001).

Tabela 10. Koncentracije melatonina (pg/mL) u krvnom serumu kuja u toku metestrusa

Grupa N Medijana Q1 Q3 Minimum | Maksimum Cv (%)

Kontrolna grupa | 6 | 21,83 | 20,56 | 24,06 | 18,50 2724 | 1291

Eksperimentalna | 6 | 43,85 | 42,66 | 51,54 | 4223 52,17 9,79
grupa

Serumske koncentracije melatonina tokom metestrusa (Grafikon 12) u DESLO grupi bile
su znacajno vece (P<0,01) u poredenju sa kontrolnom grupom, sa prosecnim
koncentracijama od 43,85 pg/mL, odnosno 21,83 pg/mL. U obe eksperimentalne grupe
vrednosti koncentracije melatonina bile su homogene (CV<30%, Tabela 10).
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Grafikon 12. Poredenje koncentracija melatonina u krvnom serumu u tretiranoj (DESLO) 1
kontrolnoj grupi kuja tokom metestrusa (P<0,01).

5.6 Analiza koncentracija kalcijuma, fosfora i magnezijuma u krvi

5.6.1 Analiza koncentracija kalcijuma, fosfora i magnezijuma u krvi ispitavanih kuja
u proestrusu

U tabelama 17, 18, 19 i grafikonima 13, 14 i 15 prikazana je koncentracija kalcijuma,
fosfora i magnezijuma u krvnom serumu kuja tokom proestrusa.

Tabela 17. Koncentracije kacijuma (mmol/L) u krvnom serumu kuja u toku proestrusa

Grupa N | Medijana Q1 Q3 Minimum | Maksimum Cv (%)
Kontrolna grupa | 6 | 2,12 1,91 | 236 1,75 2,50 12,71
Eksperimentalna 6 1,27 1,20 1,67 1,12 2,47 34,45

grupa

Serumske koncentracije kalcijuma tokom proestrusa (Grafikon 13) u kontrolnoj grupi bile
su znacajno vece (P<0,05) u poredenju sa DESLO grupom, sa prosecnim koncentracijama
od 2,12 mmol/L, odnosno 1,27 mmol/L. U eksperimentalnoj grupi vrednosti
koncentracije kalcijumanisu nisu bile homogene (CV>30%, Tabela 17).
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Grafikon 13. Poredenje koncentracija kalcijuma u krvnom serumu u tretiranoj (DESLO) i
kontrolnoj grupi kuja tokom proestrusa (P<0,05).

Tabela 18 Koncentracije fosfora (mmol/L) u krvnom serumu kuja u toku proestrusa

Grupa N | Medijana Q1 Q3 Minimum | Maksimum Cv (%)
Kontrolna grupa 6| 183 1,76 | 1,86 1,72 1,87 334
Eksperimentalna | 6 | 1,06 096 | 1,44 0,90 1,8 33,12

grupa

Nije bilo statisticke znacajnosti u ispitivanim grupama serumskih koncentracija fosfora
tokom proestrusa (Grafikon 14), mada su u kontrolnoj grupi bile vece koncentracije
fosfora (1,83 mmol/L) u odnosu na DESLO grupu, sa prosecnim koncentracijama od

1,06 mmol/L, U eksperimentalnoj grupi vrednosti koncentracije kalcijuma nisu bile
homogene (CV>30%, Tabela 18).
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Grafikon 14 Poredenje koncentracija fosfora u krvnom serumu u tretiranoj (DESLO) i
kontrolnoj grupi kuja tokom proestrusa

Tabela 19. Koncentracije magnezijuma (mmol/L) u krvnom serumu kuja u toku

proestrusa
Grupa N | Medijana Q1 Q3 Minimum | Maksimum Cv (%)
Kontrolna grupa 1,67 1,48 1,73 1,13 1,74 14,47
Eksperimentalna 1,44 1,26 1,84 1,12 2,18 24,57
grupa
Nije bilo statisticke znacajnosti u ispitivanim grupama

serumskih koncentracija

magnezijuma tokom proestrusa (Grafikon 15), mada su u kontrolnoj grupi bile vece
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koncentracije  fosfora (1,67 mmol/L) u odnosu na DESLO grupu, sa prosecnim
koncentracijama od 1,44 mmol/L, U ispitivanim grupama vrednosti koncentracije
kalcijuma nisu bile su homogene (CV<30%, Tabela 19).
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Grafikon 15. Poredenje koncentracija magnezijuma u krvnom serumu u tretiranoj
(DESLO) i kontrolnoj grupi kuja tokom proestrusa

5.6.2 Analiza koncentracija kalcijuma, fosfora i magnezijuma u krvi ispitavanih kuja
tokom cerlog perioda ispitivanja

U tabelama 20, 21, 22 i grafikonima 16, 17 i 18 prikazana je koncentracija kalcijuma,
fosfora i magnezijuma u krvnom serumu kuja tokom celog perioda ispitivanja.

Tabela 20. Koncentracije kalcijuma (mmol/L) u krvnom serumu kuja u toku ispitivanog perioda

Grupa N Medijana Q1 Q3 Minimum Maksimum Cv (%)
Kontrolna grupa 21 1,92 1,82 2,01 1,68 2,62 10,48
Eksperimentalna | 23 | 1,64 1,46 | 1,83 1,11 2,47 18,16

grupa
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Serumske koncentracije kalcijuma tokom ispitivanog perioda (Grafikon 16) u kontrolnoj
grupi bile su znacajno vece (P<0,001) u poredenju sa DESLO grupom, sa prosecnim
koncentracijama od 1,92 mmol/L, odnosno 1,64 mmol/L. U obe eksperimentalne grupe
vrednosti koncentracije kalcijuma bile su homogene (CV<30%, Tabela 20).

Kontrolna grupa  Eksperimentalna grupa

Grafikon 16. Poredenje koncentracija kalcijuma u krvnom serumu u tretiranoj (DESLO) i
kontrolnoj grupi kuja tokom ispitivanog ogleda (P<0,001)

Tabela 21. Koncentracije fosfora (mmol/L) u krvnom serumu kuja u toku ispitivanog perioda

Grupa N M‘:ljiia Q1 Q3 Minimum | Maksimum | Cv (%)
Kontrolna grupa 20 | 172 | 1,68 | 1,79 1,35 2,00 8,09
Eksperimentalna 23 1,41 1,21 1,64 1,01 2,12 20,80

grupa

Serumske koncentracije fosfora tokom ispitivanog perioda (Grafikon 17) u kontrolnoj
grupi bile su znacajno vece (P<0,01) u poredenju sa DESLO grupom, sa prosecnim
koncentracijama od 1,72 mmol/L, odnosno 1,41 mmol/L. U obe eksperimentalne grupe
vrednosti koncentracije kalcijuma bile su homogene (CV<30%, Tabela 21).

2.5+

2.0

mmol/L

0.5+

0.0

1.5

1.0

*k
r 1

-

Kontrolna grupa  Eksperimentalna grupa

Grafikon 17. Poredenje koncentracija fosfora u krvnom serumu u tretiranoj (DESLO) 1
kontrolnoj grupi kuja tokom ispitivanog ogleda (P<0,01)
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Tabela 22. Koncentracije magnezijuma (mmol/L) u krvnom serumu kuja u toku
ispitivanog perioda

Grupa N x SD Minimum | Maksimum | Cv (%)
Kontrolna grupa 21| 1,77 0,26 1,41 2,23 14,93
Eksperimentalna 23| 1,51 0,33 0,88 2,12 21,70
grupa

Serumske koncentracije magnezijuma tokom ispitivanog perioda (Grafikon 13) u
kontrolnoj grupi bile su znacajno veée (P<0,01) u poredenju sa DESLO grupom, sa
prosecnim koncentracijama od 1,7740,26mmol/L, odnosno 1,5110,33mmol/L. U obe

eksperimentalne grupe vrednosti koncentracije kalcijuma bile su homogene (CV<30%,
Tabela 15).
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Grafikon 18. Poredenje koncentracija magnezijuma u krvnom serumu u tretiranoj
(DESLO) i kontrolnoj grupi kuja tokom ispitivanog ogleda (P<0,01)
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6. DISKUSIJA

Veterinari, vlasnici kuénih ljubimaca i strucnjaci za dobrobit zivotinja nastoje da suprimiraju
polni nagon, tj. spermatogenezu i libido kod muzjaka pasa iz razli¢itih razloga. Kao
najbitniji navode se izbegavanje nezeljenog parenja, unapredenje zdravstvenog statusa
zivotinja 1 smanjeno ispoljavanje scksualnog ponasanja indukovano testosteronom
(Driancourt i Briggs, 2020). Znacaj cinilaca kao §to su trajanje i troskovi tretmana,
pristupacnost procedure 1 proces aplikacije razlikuju se u zavisnosti od ciljane populacije, u
zavisnosti od toga da li se radi o kuénim ljubimcima, psima u uzgojnim programima, psima
lutalicama koji su smesteni u azilima ili pak slobodno lutaju. Postoji obilje radova u kojima
su korisc¢eni agonisti GnRH kod muzjaka pasa, koji potvrduju sa su to bezbedna, efikasna
sredstva za priviemeno hemijsko suzbijanje testosterona i fertiliteta bez hirurske
intervencije (Junaidi i sar., 2007, 2009a, 2009b). Trajanje supresije se moze produziti
sukcesivhom ugradnjom nekoliko implantata (Driancourt i Briggs, 2020).

Za razliku od pasa muskog pola, kod kojih postoje sada ve¢ registrovani lekovi, efikasnost i
bezbednost tretmana supkutanog implantata GnRH agonista kod kuja nije dovoljno
ispitana zbog kompleksnosti anatomske grade reproduktivnog trakta Zenki 1 specificnosti
njthovog endokrinog statusa. Potraga za alternativnim pristupom kontrole estrusa
(indukcija ili supresija) kod kuja je vazno pitanje, a kao i kod muzjaka, poseban znacaj
poslednjih godina ima upotreba implantata koji sporo oslobadaju agoniste GnRH (Schafer-
Somi 1 sar., 2022). Dosadasnje studije pokazuju da su kratkoro¢ni i dugorocni efekti
implantata deslorelina koji se primenjuju u prepubertetskom periodu slicni onima kod
odraslih pasa; medutim, postoje vazne razlike. Starost kuje, metabolicki status jedinke i
doziranje glavne su determinante odgovora na deslorelin (Schafer-Somi 1 sar., 2022).
Generalno, definicija puberteta kod pasa je veoma varijabilna jer postoji mnogo rasa i
nezavisna je od telesne mase (Johnston i sar., 2001; Schafer-Somi 1 sar., 2022). Definicija
pocetka puberteta izmedu muzjaka i zenki pasa je razlicita. Pubertet kod pasa razli¢itog pola
nastaje u razlicito vreme: kod zenki verovatno pocinje ranije, pracen je promenom rasta
folikula, vaginalne citologije i steroidnih hormona, dok je kod muzjaka obelezen skokom
kao jednim od polnih refleksa i pojavom prvih spermatozoida u urinu (Gobello, 2014).

Uzimajudi u obzir ¢injenicu da u nasoj zemlji jedan od najvecih zootehnickih, sanitarnih i
epizootioloskih problema predstavlja veliki broj pasa bez vlasnika, od izuzetnog znacaja je
ustanoviti bezbednost 1 delotvornost aplikacije supkutanog implantata deslorelina kod kuja
u periodu pre nastanka puberteta i njegov uticaj na pojavu estrusa i hormonski status
nakon prestanka delovanja, kao i moguce komplikacije.

U cilju adekvatne komparacije dobijenih rezultata, metode koje su koriséene u
eksperimentu sprovedenom u okviru ove disertacije bile su sveobuhvatne kako bi se sa
sigurnoscu utvrdile kuje koje nisu u pubertetu i kuje bez zapaljenskog procesa u genitalnom
traktu, od kojih je juvenilni vaginitis jedan od najceséih. Ovo inflamatorno stanje se obic¢no
spontano povla¢i nakon prvog estrusa, medutim, kod kuja kojima je izvrSena
gonadektomija perzistira duze vreme (Johnston i sar., 2001). U ispitivanjima koje su obavili
Marino 1 sar. (2014), Sest prepuberalnih kuja sa juvenilnim vaginitisom koje su primile
implantat deslorelina u dobi od 3 meseca starosti, imale su spontanu remisiju nakon prvog
tretmana, Sto je najverovatnije uzrokovano pocetnim povecanjem estrogena (E2). Kuje sa
juvenilnim vaginitisom bi trebalo iskljuciti iz ispitivanja, jer u navedenoj studiji, druge
ukljucene kuje kojima je aplikovan GnRH agonist pre puberteta nisu pokazale povecéanje
E2 (Marino 1 sar., 2014).
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Autori koji su istrazivali delovanje kontraceptivnih lekova na odlaganje puberteta dobijali su
veoma varijabilne rezultate u razlicitim postavkama cksperimenata, pa je uporedivanje
rezultata i donosenje zakljucaka veoma zahtevno, ili gotovo nemoguce (Schafer-Somi i sar.,
2022). Kod ispitivanih kuja u DESLO i kontrolnoj grupi postavljeni su jasni parametri na
osnovu kojih je iskljuena pojava puberteta, a koji su nakon toga koris¢eni za detekciju
estrusa. Obuhvatali su mikrobioloski i citoloski pregled vaginalnog brisa, vaginalnu
impedometriju i hormonske analize krvnog seruma (E2, P4). Definisanje materijala i
metoda za detekciju estrusa je nedosledna u nekim studijama; navodi se pracenje povecanje
broja kornifikovanih celija u citoloskom nalazu vaginalnog brisa i povecanje serumskih
koncentracija estradiola E2 (Marino i sar., 2014; Kaya i sar., 2013; 2015), dok je kod drugih
autora to otok vulve i/ili vaginalni iscedak, ponekad u kombinaciji sa povecanjem indeksa
povtsinskih Celija i/ili povecanjem koncentracije progesterona u serumu (Trigg i sar., 2000).

Ogranicen broj prethodnih studija otkrio je da se adspekcijom vidljiv odgovor na aplikaciju
implantata deslorelina - efekat ,razbuktavanja®“ (eng ,flare up®) - desava u
prepubertetskom periodu kuja starijih od sedam meseci, dok prepubertalne kuje sa Cetiri
meseca starosti nisu pokazivale znake estrusa nakon primene leka (Rubion i sar., 2000;
Trigg 1 sar., 2006; Kaya 1 sar., 2013; 2015).

Nakon ugradnje implantata u DESLO grupi, sve kuje su pra¢ene zbog moguée pojave
efekta ,,razbuktavanja“ i to: klinickim pregledom, uzimanjem vaginalnog brisa za citoloski
pregled, odredivanjem vaginalne impedometrije i hormonskim analizama krvnog seruma
(E2, P4). U DESLO grupi, kao i u prethodnim istrazivanjima sa kujama uzrasta od cetiri
meseca, nije bilo efekta ,,razbuktavanja®, a prosecno vreme do pocetka estrusa bilo je 633
dana (oko 90 nedelja).

Jedan od prvih pokusaja supresije polnog ciklusa upotrebom svakodnevnih injekcionih
GnRH agonista (100 ng) kod 9 prepuberalnih kuja tokom 23 meseca odlozio je pubertet u
trajanju od 4 do 12 meseci od zadnje aplikacije (Lacoste i sar., 1989). Rubion i sar. (20006) su
nasumicno rasporedivali kuje u tretiranu ili kontrolnu grupu u dobi od 4,88%0,32 meseca.
Ogledne kuje su primale 18,5 mg azaglinafarelina u vidu potkoznih implantata. Kuje nisu
pokazivale znake estrusa (praceno je oticanje vulve 1 vaginalno krvarenje), a ciklicnost je
potisnuta tokom 24 meseca. Ovo je jedina dostupna studija gde je implantat uklonjen
nakon godinu dana. Medutim, redovna vaginalna citologija i merenja serumske
koncentracije estrogena nisu radena da bi bilo sasvim sigurno da nije doslo do pojave
estrusa.

U drugoj studiji (Trigg i sar., 2000), Stenci su detaljno pregledani pre aplikacije implantata
(9,4 mg deslorelina) i rasporedeni u tri grupe (I grupa - implantat ugraden u uzrastu od
Cetiri meseca; II grupa — implantat sa sedam meseci; 1 trea kontrolna grupa gde je
aplikovan placebo sa cetiri meseca). Otok vulve, vaginalni iscedak i citologija, kao i
povecanje serumske koncentracije progesterona >2 ng/mlL bili su parametri koji su praceni
u cilju detektovanja prvog estrusa. Trigg i sar. (20006) su jasno pokazali da aplikacijom
implantata kod kuja od cetiri meseca starosti i kod kuja u prepubertetskom periodu (7.
mesec), nijedan od znakova estrusa nije primecen u periodu trajanja eksperimenta, gde je u
drugoj grupi kuja (aplikacija u 7. mesecu starosti) anestrija trajala devet meseci. Kao
nedostatak studijskog dizajna navodi se potreba duzeg period pracenja kuja koji bi
omogucio procenu srednjoroc¢nih i dugorocnih efekata odlaganja puberteta.

Fontaine i sar. (2012) su koristili implantat deslorelina od 9,4 mg za odlaganje puberteta kod
kuja cija je prosecna starost bila 4,2 meseca. Implantat od 9,4 mg je aplikovan kod 11, a
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implantat od 4,7 mg je aplikovan kod 16 kuja. Raspon telesne mase kretao se izmedu 3 1 40
kg, ali se ne navodi i prosecna telesna masa kao i koje od kuja su primile implantat sa vise,
odnosno manje deslorelina. Homogenija grupa zivotinja bi pojednostavila prilicno
subjektivho vrednovanje efekata deslorelina. Efekat kod veoma velikih rasa moze biti
doveden u pitanje zbog kasnog nastanka puberteta, $to je Cesta pojava kod kuja sa velikom
telesnom masom. Takode, detekciju estrusa u navedenom istrazivanju su radili vlasnici koji
su pozivali kliniku kada bi primetili znake estrusa, Sto je vtlo diskutabilno. Pregled kuja u
estrusu je obavljen na kraju estrusa, zabeleZeni su nezeljeni efekti, i izmerena koncentracija
progesterona. U grupi kuja koje su dobile implantate od 9,4 mg, nije detektovan estrus u
periodu posmatranja od 8-15 meseci; medutim, zbog manjkavosti metodologije, odnosno
¢injenice da su eventualnu pojavu estrusa detektovali vlasnici zivotinja, postoji moguénost
da nije svaki estrus zabelezen.

Koris¢enjem implantata od 4,7 mg kod cetiri kuje starosti 4,3 meseca, kao i 9,4 mg
implantata kod pet kuja starth 4,2 meseca, Kaya i sar. (2015) su uocili pojavu puberteta u
dobi od 18 do 25 meseci. Koncentracija deslorelina nije imala uticaja na trajanje supresije
estrusa, medutim, relativno mali broj kuja je ucestvovao u studiji. Kod ¢etiri kuje (kontrolna
grupa) koje su primale 0,9% vodeni rastvor natrijum-hlorida, pubertet je nastupio u
proseku nakon 15 meseci.

U ispitivanju Faya i sar. (2018) pareni su mesanci prosecne telesne mase od 13 kg, a njihovi
novorodeni muski 1 zenski Stenci su nasumicno rasporedeni u eksperimentalnu 1 kontrolnu
grupu u uzrastu od jednog dana. Eksperimentalna grupa je dobila dva 9,4 mg implantata
supkutano u predelu leve, odnosno desne lopatice. Stenci su jednom nedeljno pregledani
radi pracenja anatomskog razvoja (visina u grebenu, telesna tezina i obim skrotuma) i
znakova estrusa, a u krvnom serumu je odredivan estradiol (E2) i testosteron (T).
Kontrolama je aplikovan supkutani placebo implantat. Starost u pubertetu bila je skoro
udvostruc¢ena u ceksperimentalnoj grupi (72 nedelje) u poredenju sa kontrolom (39,3
nedelje) 1 rezultati su uporedivi sa efektom tretmana kod Stenaca starih 4-5 meseci iz drugih
studija (Fontaine i sar., 2012; Marino 1 sar., 2014; Kaya 1 sar., 2015). Jedna od prednosti
dizajna studije je da su Stenci ocigledno bili u prepubertalnom dobu od aplikacije
implantata, ali se neophodnost ranog tretmana dovedi u pitanje (Schifer-Somi 1 sar., 2022).
Buduéi da su nezeljeni efekti kao s§to je perivulvarni dermatitis i uzlazne infekcije
urogenitalnog trakta ceste nakon kastracija obavljenih pre puberteta (Joshua, 1965; Jagoe i
Serpell, 1988; Salmeri i sar., 1991), zapazanja tokom prvih godina Zivota razjasnice da li se
nezeljeni efekti mogu spreciti upotrebom dugotrajnog agonista GnRH.

Trajanje supresije estrusa je tesko predvideti 1 moze zavisiti od drugih faktora, kao $to su
mesto aplikacije, mehanizam resorpcije 1 metabolizam jedinki. Jo§ uvek je nejasno da li je
kod kuja trajanje supresije dozno zavisno, posto se trajanje supresije nije bitno razlikovalo,
bilo da su primenjeni implantati deslorelina od 4,7 ili od 9,4 mg aktivne supstance (Trigg i
sar., 2006; Fontaine 1 sar., 2012; Marino 1 sar., 2014; Kaya i sar., 2015).

Kod kuja iz tretirane grupe u nasem ispitivanju primeéene su male varijacije vrednosti
serumskih koncentracija E2 i P4 tokom perioda bez pojave estrusa izazvanog aplikacijom
implantata deslorelina. Kaya 1 sar. (2015) su u svom istrazivanju primetili varijabilne
vrednosti serumskih koncentracija E2 i P4 kod kuja u periodu pre puberteta, a nakon
aplikacije implantata GnRH tokom perioda bez pojave estrusa, koji je trajao od 8 do 19,5
meseci. Kod novorodenih kuja, aplikacija deslorelina prvog dana zivota nije izazvala
oscilacije E2 1 P4 tokom celog perioda bez pojave estrusa (Faya i sar., 2018). Razlog za ova

mala odstupanja u rezultatima mogu biti posledica velike varijabilnosti faktora u svakoj
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pojedinacnoj studiji sa slicnim ili razli¢itim dizajnom 1 verovatnije, individualnim razlikama
u apsorpciji leka ili metabolizmu izmedu kuja, jer su navedena odstupanja primecena samo
kod jedne do dve kuje (Kaya i sar., 2013; 2015; Schafer-Somi 1 sar., 2022).

U nasem ispitivanju koncentracije P4 u serumu se nisu razlikovale izmedu tretirane i
kontrolne grupe, $to je u saglasnosti sa rezultatima ranije obavljenih ispitivanja (Kaya i sar.,
2015). Kaya 1 sar. (2015) su odabrali 13 kuja mesanki srednjeg rasta starosti od 4-5,1 mesec
u cilju ispitivanja delovanje agoniste GnRH na hormonski status 1 rast kostiju. Kao razlog
se navodi ve¢ pomenuta individualna razlika u metabolizmu kuja, ali i ¢injenica da su neke
od kuja bile starije od cetiri meseca. Za razliku od vecine autora, Faya i sar. (2018) su
aplikovali agonistu GnRH postnatalno, tj. prvog dana zivota, i nisu primetili znacajne
razlike u serumskim koncentracijama P4 izmedu ispitivanih grupa. Uprkos napretku u
razumevanju lutealne fiziologije kod gravidnih i negravidnih kuja (Kowalewski, 2012, 2014;
Kowalewski i sar., 2015), mehanizmi supresije i obnavljanja aktivnosti jajnika i1 lutealne
funkcije nakon kratkotrajne ili dugotrajne inhibicije aktivnosti gonada ostaju nedovoljno
razja$njeni. Medutim, znacajno je ista¢i da sa klinickog aspekta status koncentracije P4
govori da deslorelin nema negativnih efekata na funkcionalnost jajnika posle dugotrajnog
odlaganja estrusa kod kuja (Kaya i sar., 2017).

Melatonin, regulatorni neuropeptid, izaziva mnoge reakcije na promene u telu, kao i
odgovor organizma na promene u zivotnoj sredini. U ovom istrazivanju, po prvi put je
doveden u vezu supresivni efekat deslorelina na osu hipotalamus — hipofiza - gonade i
status koncentracije melatonina u serumu, jer melatonin ima jednu od najvaznijih uloga u
sintezi GnRH. Pored toga, dobijeni rezultati u vidu znacajno vece koncentracije E2
(P<0,001) u tretiranoj grupi kuja, razlikuju se u poredenju sa onima iz prethodnih studija
(Rubion 1 sar., 2006; Trigg i sar., 2006; Kaya 1 sar., 2013; 2015; 2017). Takode, vrednosti
serumskih koncentracija melatonina su bile znacajno veée u DESLO grupi nakon pojave
estrusa. Ranija istrazivanja vezana za uticaj melatonina na endokrini status kod kastriranih i
intaktnih muskih pasa (Lakin 1 sar., 1981; Salvati i sar., 2018) pokazala su da povecanje
melatonina smanjuje serumske koncentracije progesterona i estrogena. Posto su istrazivanja
radena na muzjacima, ostaje pitanje kolika je razlika u mehanizmima delovanja i regulacije
odredenth hormona medu polovima, ili ta¢nije, kako estrus utice na status melatonina
nakon supresije deslorelinom. Pretpostavlja se da efekat deslorelina — supresija estrusa kod
kuja u prepubertetskom periodu — izaziva regrutaciju veceg pula folikula ¢iji je ovulatorni
kapacitet sporan, ali koji su sposobni za sintezu vece koncentracije estrogena. Tokom
anestrusa, implantat deslorelina predstavlja izvor GnRH, a osovina hipotalamus - hipofiza
je potisnuta. Posle efekta deslorelina tj. dugotrajne reverzibilne kontracepcije, aktivnost
melatonina prati sinteza 1 oslobadanje GnRH, koji je u DESLO grupi pokazao visoku
serumsku koncentraciju.

Melatonin luci pinealna zlezda i regulise se kolicinom svetlosti. Kod Zivotinje kratkog dana,
kao §to su ovce, visoka koncentracija melatonina u serumu stimuli$e aktivnost estrusa, dok
visoka koncentracija u serumu inhibira estrus kod Zivotinja dugog dana kao $to su macke
(Gimenez i sar. 2009; Faya i sar. 2011). Melatonin moze da ometa estrogenske receptore i
takode moze da promeni lu¢enje FSH i LH. Za razliku od vuka, domadi pas se smatra
nesezonskom zivotinjom sa prosecno dva ciklusa godi$nje (1-4), bez jasnih dokaza o
sezonskom obrascu (Sokolowski 1 sar. 1977). U nasem radu kuje pokazuju ponasanje kao
ovace, gde su visoke koncentracije melatonina prisutne u periodu estrusa i to u znacajno
vecoj koncentraciji u DESLO grupi nego kod kontrolne grupe.
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Zapaljenje vagine se naziva kao vaginitis i veoma je cesta pojava kod odraslih kuja,
medutim, moze se destiti da se pojavi i kod Steneadi prepuberteta. Vaginitis kod Stenadi
naziva se juvenilni vaginitis. Uobicajeni klinicki znak kod S$tenaca ukljucuje vaginalni
iscjedak i zapaljenje vulve (Ucar i sar., 2011). Juvenilni vaginitis je retko stanje koje se javlja
u periodu od 8 do 12 mesect stari $tenci (Bouchaute, 2015). Tretman juvenilnog vaginitis se
zasniva na tezini klinickih simptoma koje Stenci pokazuju a najcesce se stanje se povlaci
nakon pocetka puberteta. Juvenilni vaginitis ¢ini 40-52% prijavljenih slucajevi vaginitisa i
obolele zivotinje obi¢no ne pokazuju tezu klinicku sliku (Johnston; Kustritz; Olson, 2001).
Nezrelost reproduktivnog trakta kod mladih kuja dovodi do zapaljenja odnosno do
vaginalnih infekcija (Pursvell, 2004). Juvenilni vaginitis se javlja kod kuja pre puberteta a
karakterise se mukoznim ili mukopurulentnim sekretom iz vulve (Pursvell, 2004) 1 u vedini
slucajeva dolazi do samoizlecenja (Pursvell, 2004). Kako vaginalni sekret ne pokazuje
znacajnu bakterijsku kontaminaciju, upotreba antibiotika je kontraindikovana (Johnston;
Kustritz; Olson, 2001). Primarni vaginitis se javlja kod $tenaca ili kuje u prepubertetskom
periodu i predstavlja samoogranicavajucu bolest koja nestaje sa pocetkom estrusa. Iako nije
posebno dokazano, izgleda da postoji kolonizacija vagine bakterijama koje izazivaju
prolaznu inflamatornu reakciju dok se nerazviju nespecificni zastitni faktori (Barton 1977).
U vagini kuja postoji normalna mikroflora, a najcesce izolovane bakterije su Escherichia
coli, beta-hemoliticke streptokoke 1 Staphylococcus aureus i intermedius i drugih. Iako se
oni mogu smatrati potencijalno patogenima, njihova ukljucenost u bolest je diskutabilna.
Hirsh i Viger (1977) u svom radu su naveli da ovi mikroorganizmi obi¢no se nalaze 1 kod
klinicki zdravih kuja, vise razli¢itih vrsta bakterija i njihov veci broj obicno se nalazi kada
postoje jaci vaginalni eksudati. U vaginalnim brisevima (n = 12) uvek su izolovani
mikroorganizmi 1 to uglavnom pokazujuéi srednji do visok stepen rasta. Izolovani su u tri
uzorka mikrooganizmi iz roda streptokoka i to Streptococcus canis, S. pseudintermedius; S.
saprophiticus. Medu gram negativnim bakterijama, E. coli je naj¢esée izolovani
mikroorganizam (sedam uzoraka), a zatim Klebsiella spp. (K. pneumoniae) 1 Enterobacter
spp. (E. cloacae) (dva wuzorka); Proteus spp. (P. mirabilis) i Leclercia spp. (L.
adekarboksilata), po jedan uzorak. (Carro A i sar. 2022). U nasem radu kod dve kuje iz
DESLO grupe izolovana je E. Coli i Staphylococcus pseudointermedius 1 mesana kultura
kod jedne kuje iz kontrolne grupe, ali ova stanja nisu zahtevala tretman i kuje su se
spontano oporavile.

Tokom estrusnog ciklusa ispitivan je odnos izmedu elektricnog otpora vaginalne sluzokoze
1 koncentracija estradiola i progesterona u serumu. Utvrdeno je da su impedometrijske
karakteristike vaginalne sluzi pokazatelj serumskih koncentracija progesterona 1 njegove
korelacije sa estrogenom u terminalnoj fazi estrualnog ciklusa kod ciklicnih Zenki
(Bartlevski et al., 1999). Ovulaciju karakterise povecanje nivoa progesterona u serumu iznad
5 ng / ml, i javlja se tokom perioda povecane otpornoti vaginalne sluzi u poslednja 3 dana
(Gunzel et al, 1986). Dokazana je korelacija izmedu elektricnog otpora vaginalne
membrane i preovulatorne koncentracije luteiniziraju¢eg hormona. Kako folikuli sazrevaju,
elektricni otpor (450-600 oma) naglo opada. Tokom estrusa, kada je otpor vaginalne
sluzokoze 200-300 oma, grli¢ materice je uvek otvoren, a kada je otpor veci od 350 oma,
moze biti zatvoren ili blago otvoren. Optimalno vreme za osemenjavanje je na 250-400
oma (Bordjugov et al., 2013).Gurler i dr. (2018) smatraju da je metoda vaginalne elektricne
impedanse bila brza i jeftinija metoda od procene progesterona i pouzdanija od vaginalne
citologije i klinicke procene. U zakljucku, autori navode da je kombinacija vaginalnog
merenja elektricne impedance i procene progesterona bila korisna metoda za odredivanje
optimalnog vremena osemenjavanja kod kuja (Gurler et al, 2018). Draminski detektor
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ovulacije pokazao je da je 87,5% kuja bilo blizu ovulacije (Gutler et al., 2018). Prirodna
naizmenicna struja vaginalne sluzokoze se pojacava na pocetku estrusa, i ¢ini se da bioloski
aktivne tacke imaju uslovnu neravnotezu, ¢ime se povecava bioelektricna aktivnost, $to
smanjuje provodljivost. Elektri¢na provodljivost se naglo povecava na relevantnim bioloski
aktivnim tackama, koje su odgovorne za funkciju jajnika i materice povezane sa ovulacijom.
Oni zaklju¢uju da pomocu ovog testa mozete odrediti optimalno vreme za prirodnu ili
vestacku oplodnju, izbegavajuci nepotrebne troskove za odgajivace (Rocha Fonseca, 2010).
Ljubeckij i sar. (2010) proucavali su korelaciju izmedu promena elektricne provodljivosti
bioloski aktivnih tacaka materice 1 jajnika tokom ciklusa sa optimalnim vremenom
osemenjavanja kuje. Utvrdeno je da je dinamika elektricne provodljivosti u bioloski
aktivnim tackama koze, koje su odgovorne za funkciju materice i jajnika, povezana sa
morfo-funkcionalnim promenama u genitalijama kuja tokom estrusa i odrazava njihovu
bioelektri¢nu aktivnost. Oni zaklju¢uju da je upotreba ove metode za dijagnozu optimalnog
vtemena osemenjavanja kuja prilicno korisna, ali je zbog slozenosti primene, a posebno
interpretacije rezultata, njena Siroka primena u praksi cesto ogranicena (England,
Concannon, 2002; Tomas, 2013).

Kalcijum je vitalni mineral i njegova uloga je u izgradnji kostiju 1 zuba, igra aktiviu ulogu u
zgrusavanju krvi, prenosu nervnih impulsa 1 sekretornim i membranskim aktivhostima.
Fosfor je, s druge strane, ukljucen u vise metabolickih funkcija nego bilo koji drugi mineral,
ukljucen je formiranje kostiju, energetski metabolizam, integritet membrane, metabolizam
nukleinske kiseline, pufersko delovanje, itd. Organizam pokusava da odrzi nivo jonizovanog
kalcijuma u krvi 1 to preko dva nacina: podsticanjem apsorpcije kalcijuma iz creva i
stimulisanjem reapsorpcije kalcijuma iz kostima (Barrette 1988). Referentne vrednosti
koncentracije fosfora u serumu mladih pasa iznose od 1,29 do 3,1 mmol/L a kalcijuma od
2,35-2.98 mmol/L (Czerwik i sar. 2019). Jonizovani kalcijum kod pasa najéescée se nalayi u
intervalu 1,25 do 1,45 mmol/ L (Sakals i sar. 2006). Rezultati nasih istrazivanja ukazuju da
je koncentracija kalcijuma i fosfora bila u referentnim vrednostima, i menjala se tokom
trajanja ogleda kako su kuje rasle 1 razvijale se, a koncentracija kalcijuma (P<0,001) i fosfora
(P<0,01) bila je znacajno veéa u kontrolnoj grupi tokom celog ispitivanog perioda.
Magnezijum je neophodan za sintezu proteina, energetski metabolizam (He i sar. 2000),
kontrakciju misica, regulaciju krvnog pritiska (He 1 sar. 2005), i moduliranje nivoa glukoze u
krvi kao 1 znacajan broj enzimskih reakcija u telu (Covan, 2002). Prosecan nivo
magnezijuma u serumu zdravih odraslih pasa je izmedu 17 i 27 pg/mlL (Plumb, 1999)
odnosno 0.7-1.0 mmol/L (Latimer i sar. 2011). Koncentracija magnezijuma u nasem radu
bila je znacajno vecéa u kontrolnoj grupi (P<0,01) tokom celog ispitivanog perioda ali u obe
grupe vrednosti ovih mikroelemenata bile su referentnim intervalima. Osifikacija kostiju je
proverena magnetnom rezonancom kod svih ispitivanih kuja. U literaturi nema dovoljno
podataka za koncentracije ovih mikroelemenata u toku faza ciklusa tokom primene metoda
hormonske supresije estrusa kod juvenilnih kuja.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata u okviru sprovedenog istrazivanja dosli smo do sledec¢ih
zakljucaka:

1.

Aplikacija implantata GnRH u regiji pupka (supkutano) nije izazvala nezeljene
efekte kod juvenilnih kuja mladih od 4 meseca starosti i nije izazvala vidljiv odgovor
na aplikaciju implantata deslorelina - efekat ,,razbuktavanja®.

Kod kuja iz DESLO grupe primecen je 4,4 puta duzi vremenski period (P<0.001)
mirovanja bez znakova estrusa, u poredenju sa kontrolnom grupom.

Poredenjem koncentracija estrogena u serumu pre pojave prvih znakova estrusa, i u
toku proestrusa i estrusa, u DESLO grupi su dobijene znacajno vece prosecne
vrednosti koncentracija estrogena u odnosu na kontrolnu grupu (P<0,01; P<0,01 i
P<0,001, pojedinacno).

Poredenjem koncentracija progesterona u serumu pre pojave prvih znakova
estrusa, u DESLO grupi su dobijene znacajno vece prosecne vrednosti
koncentracija progesterona (P<0,05)

Serumske koncentracije melatonina tokom estrusa i metestrusa u DESLO grupi
bile su 3,5 odnosno dva puta vece u poredenju sa kontrolnom grupom, sa
utvrdenom statistickom znacajnoséu od P<0,001 1 P<0,01 pojedinac¢no.

Citoloski pregled vaginalnog brisa, vaginalna impedometrija i hormonske analize
krvnog seruma (E2, P4) predstavljaju pouzdanu metode na osnovu kojih se moze i
iskljuciti 1 detektovati pojava estrusa kod kuja.

Supresija osovine hipotalamus — hipofiza — gonade aplikacijom implantata GnRH
kod juvenilnih kuja utice na serumske koncentracije estrogena i melatonina u krvi.

Nakon prestanka delovanja implantata GnRH, kuje iz DESLO grupe su pokazale
jasne znakove estrusa, kao 1 fizioloske vrednosti koncentracije E2, P4 i melatonina.

U proestrusu su samo koncentracije kalcijuma bile vece u kontrolnoj u odnosu na
DESLO grupu, dok su u toku celog perioda ispitivanja koncentracije kalcijuma,
fosfora 1 magnezijuma bile statisticki znacajno veée u kontrolnoj grupi u odnosu na
DESLO grupu. U obe ispitivane grupe koncentracija ovih makroelemenata bile su
u referentnim intervalima tokom celog perioda ispitivanja.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MNotnucaHun-a Bojucnas An [Jarxucranu

6poj ynuca _14/17

UsjaBroyjem
fa je joKTopCKa aucepTaumja nog HacnoBom

Ynotpeba nmnnantata GnRH cyneparoHucTe ko jyBEHUITHMX Kyja 3a OyroTpajHy
peBep3nbunHy KoOHTpauenuujy U heroB yTuLaj Ha nojaBy ecTpyca 1 XOpMOHanHu
cTaTyc

e pe3yntat CoOnCTBEHOr UCTpaKnBadkor paaa,

e [a npensioxeHa gucepTauuja y LEenMHU HX Yy AenoBuma Huje 6una npegnoxeHa
3a pgobujakbe OMNO koje AunmoMe npema CTyaujCKUM nporpaMmuMma apyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX yCTaHOBa,

e [a Cy pe3yntatu KOPEeKTHO HaBeneHN N

e [a HMCaM KpLuuMo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpaay, 30.08.2024.
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesnme aytopa: Bojucnas An [larxucraHu
Bbpoj ynuca: 14/17
Cryavjcku nporpam: LOKTOpCcke akagemcke cTyauje

HacnoB papa: Ynorpe6ba umnnantata GnRH cyneparoHucTe kon jyBEHWNHMX Kyja 3a
OYroTpajHy pesep3nbunHy KoHTpauenuujyy W HeroB yTuuaj Ha MojaBy ectpyca u

XOPpMOHanHu cTaTtyc

MeHnTtop: Bnagumup Marawu

MotnucaHn: Bojucnae An [arxucraHu

n3jaBrbyjeM gda je wTamnaHa Bep3uja MOr JOKTOPCKOr pada MCTOBETHA eNEeKTPOHCKO]
BEpP3Mju KOojy caM npepao/na 3a objaBrbmBake Ha noprtany  OurumtanHor
peno3utopujyma YHuBep3uteta y beorpany.

[osBorbaBaM ga ce objaBe MojM NMYHM nojauM BesaHW 3a gobujarbe akagemckor
3Bara JOKTOpa Hayka, kao WTO Cy MMe U npe3ume, rogvHa n Mecto pohewa n gatym
onbpaHe paga.

OBn nuyHM nogaun mory ce o6jaBATM Ha MPEXHUM CTpaHuuama AuruTtanHe
6mbnnoTteke, y eNeKTpoOHCKOM KaTanory ny nybnumkauvjama YHusepauteta y beorpagy.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpaay, 30.08.2024.
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Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,CBetosap Mapkosuh® ga y Ourutantm
penosntopujym YHuBepauteTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTaumjy noa
HacrnoBoM:

Ynotpeba umnnaHtata GnRH cyneparoHucTe koA jyBeHUITHUX Kyja 3a AyrotTpajHy
peBep3nOUIHY KOHTpauenuujy U keroB yT1Laj Ha NojaBy ecTpyca U XOpPMOHarHu
cratyc

Koja je Moje ayTopCcKo aeno.

AvcepTaumjy ca cBuM nNpuno3uma npegao/na cam y enekTpoHCKomM popmaTy norogHom
3a TpajHO apxmMBupame.

Mojy pokTtopcky auvcepTauunjy noxpaweHy y OurutanHu penosvTtopujym YHusepsuteta
y Beorpagy mory oa kopucte C€BM Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyymo/na.

1. AyTOopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjanHo

3. AyTopcTBO — HEkOMepuujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLUNjanHo — AennUTn Nog UCTUM yCrioBMma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTopCcTBO — AEnnUTU Nog UCTUM yCIoBMMa

(MonMmo ga 3aoKpyxute camo jefHy Of WecCT MNoHyheHuMx nuueHuM, Kpatak onuc
nuueHuu gart je Ha nonefhuHn nucta).

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpaay, 30.08.2024. roguHe

BojucmaB An [larxucranu
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