| tvj.cumhuriyet.edu.tr |

Turkish Veterinary Journal, 5(2): 44-48, 2023
DOI: 10.51755/turkvetj.1398646

Turkish Veterinary Journal

Founded: 2019 Available online, ISSN: 2667-8292 Publisher: Sivas Cumhuriyet Universitesi

Effect Of Different Doses Of Tolfenamic Acid On Hematological and Biochemical
Parameters in Sheep

Orhan CORUM?®?*, Duygu DURNA CORUM®®, Ayse ER%¢, Kamil UNEY%¢

1Hatay Mustafa Kemal Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Hatay, Tiirkiye

2Selcuk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Konya, Tiirkiye

*Corresponding author

Research Article

History

Received: 30/11/2023
Accepted: 25/12/2023

This project was funded by the
Scientific and Technological
Research Council of Tiirkiye
(Project No, 2150702).

ABSTRACT

The aim of this study is to determine the change in hematological and biochemical parameters after intravenous
administration of tolfenamic acid to sheep at doses of 2, 4, 8 and 16 mg/kg. The research was carried out on 8
healthy Akkaraman breed sheep. Tolfenamic acid was administered intravenously to sheep at doses of 2, 4, 8
and 16 mg/kg. Blood samples were taken before drug administration (0 hour, control) and at 72 hour following
the administration. Analysis of hematological parameters was performed on a blood cell counter, and analysis
of biochemical parameters was performed on an autoanalyzer. Administration of tolfenamic acid to sheep at
doses of 2, 4 and 8 mg/kg did not cause any changes in hematological (white blood cells, red blood cells,
hemoglobin, hematocrit and platelets) and biochemical (albumin, alkaline phosphatase, alanine
aminotransferase, aspartate aminotransferase, gamma glutamyl transferase, cholesterol, total bilirubin,
triglyceride, creatinine and urea) parameters (p>0.05). While the administration of tolfenamic acid at a dose of
16 mg/kg caused a significant increase in creatinine and urea (p<0.05), no difference was observed in other
parameters (p>0.05). As a result, the application of tolfenamic acid to sheep at doses of 2, 4 and 8 mg/kg was
well tolerated, while the dose of 16 mg/kg caused undesirable effects on kidney functions. However, there is a
need to demonstrate the safety of tolfenamic acid in sheep histopathologically and molecularly.
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Bu arastirmanin amaci koyunlara tolfenamik asitin 2, 4, 8 ve 16 mg/kg dozda damar ici yolla uygulamasi sonrasi
hematolojik ve biyokimyasal parametrelerdeki degisimi belirlemektir. Arastirma 8 adet saglikli Akkaraman irki
koyun Uzerinde gergeklestirildi. Koyunlara 2, 4, 8 ve 16 mg/kg dozda tolfenamik asit damar igi yolla uygulandi.
Kan ornekleri ilag uygulamasi 6ncesi (0.saat, kontrol) ve uygulamayi takiben 72. saatte alindi. Hematolojik
parametrelerin analizi kan hiicresi sayim cihazinda ve biyokimyasal parametrelerin analizi otoanalizér cihazinda
gerceklestirildi. Koyunlara tolfenamik asitin 2, 4 ve 8 mg/kg dozda uygulamasi hematolojik (akyuvar, alyuvar,
hemoglobin, hematokrit ve trombosit) ve biyokimyasal parametrelerde (albumin, alkalen fosfataz, alanin
aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, gama glutamil transferaz, kolesterol, total bilirubin, trigliserit,
kreatinin ve iire) herhangi bir degisiklige neden olmadigi belirlendi (p>0.05). Tolfenamik asitin 16 mg/kg dozda
uygulamasi kreatinin ve tre diizeyinde 6nemli artisa neden olurken (p<0.05) diger parametrelerde herhangi bir
farklilik gorilmedi (p>0.05). Sonug olarak tolfenamik asitin koyunlara 2, 4 ve 8 mg/kg dozlarinda uygulanmasi iyi
tolere edilirken, 16 mg/kg dozunun bdbrek fonksiyonlari lzerinde istenmeyen etkilere neden olabilecegi
belirlendi. Ancak koyunlarda tolfenamik asitin guvenilirliginin histopatolojik ve molekiler olarak ortaya
konulmasina ihtiyag vardir.
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Giris

Koyun eti, siitd, derisi ve yapagisi icin diinyanin birgok
yerinde yetistirilen 6nemli bir ciftlik hayvanidir. Koyun eti
Uretimi son yillarda 6énemli oranda artarak tim kirmizi et
Uretiminin %2.93'Une ulagmistir (Cordeiro ve ark., 2022).
Koyunlarda kastrasyon, ayak c¢urigi, topallik, kas-iskelet
sistemi agrilar, mastitis, enteritis ve solunum yolu
enfeksiyonlari gibi agri ve yangili durumlarda non-steroidal
antiinflamatuvar ilag (NSAIi)larin kullanimi énerilir (Lizarraga
& Chambers, 2012). Ancak tlkemizde koyunlarda onayli
NSAIi bulunmamaktadir. Ancak yurt disindaki bazi tilkelerde
meloksikam ve tolfenamik asitin koyunlarda kullanimi
onaylanmistir (Anonim, 2023; Cetin ve ark., 2021; Coskun ve
ark., 2023).

Tolfenamik asit siklooksijenaz (COX) enzimini inhibe edip,
arasidonik asitten prostaglandin (PG) sentezini engelleyen
fenamat tiirevi NSAii'tir (Moilanen & Kankaanranta, 1994).
Tolfenamik asitin COX enzimleri Uzerine etkinligi tirler
arasinda farklihk gosterir ve kegilerde 6zellikle COX-2'i enzimi
Uzerine etkili iken buzagilarda nonselektif etki gosterir
(Landoni ve ark., 1996; Sidhu ve ark., 2005, 2006). Tolfenamik
asitin analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar etkilerinin
yaninda antiendotoksik, antikanser, antibakteriyel ve
Alzheimer hastaliginin ilerlemesini yavaslatici etkisi oldugu
bildirilmistir (Ahmed ve ark., 2018; Lees ve ark., 1998).
Tolfenamik asit sigirlarda mastitis ve solunum yolu
enfeksiyonlarinda, domuzlarda metritis-mastitis agalaksia
enfeksiyonlarinda, kedi ve kdpekte post-operatif analjezide
kullanimi  onaylanmistir (CVMP, 1997). Koyunlarda ise
mastitis, solunum yolu enfeksiyonlari ve 6dem, ates ve yangi
durumlarinda kullanimi énerilir (Anonim, 2023).

Hayvanlarda genel olarak tolfenamik asitin 2 ve 4 mg/kg
dozda parenteral yolla kullanimi 6nerilir. Ancak buzagi ve
kopekte tolfenamik asitin farkl dozlarinin (2, 4 ve 8 mg/kg)
etkinliginin karsilastirildigi ¢alismalarda, antiinflamatuvar
etkinin doza bagh olarak arttig bildirilmistir (Lees ve ark.,
1998; Mckellar ve ark., 1994). Koyun (Corum ve ark., 2018),
kegi (Tekeli ve ark., 2021) ve kirmizi yanakh su
kaplumbagasinda (Corum ve ark., 2019) tolfenamik asitin
artan dozlarda uygulamasi sonrasi vicutta kalis siresinin
uzamasina bagli olarak etkisinin artabilecegi rapor edilmistir.
Ancak NSAil'larin artan dozlarda veya tekrarli kullanimi
bobrek, gastrointestinal sistem, kalp ve karaciger Uzerine
olumsuz etkilere neden olabilir. Koyunlara tolfenamik asitin
artan dozlarda uygulamasinin kalp ve bobrek biyokimyasal
parametreleri Gzerine etkileri (Yildiz ve ark., 2019) ortaya
konulmasina ragmen hematolojik ve diger biyokimyasal
parametreler Uzerine etkileri hakkinda herhangi bir calisma
bulunamamistir.  Bu arastirmanin  amaci  koyunlara
tolfenamik asitin 2, 4, 8 ve 16 mg/kg dozlarda damar igi (IV)
yolla uygulamasi sonrasi hematolojik ve biyokimyasal
parametrelere etkisini belirlemektir.

Materyal ve Yontem
Hayvanlar

Arastirma, genel klinik muayene ile saglikli olduklari
belirlenmis, uygulama yapilmasindan onceki son iki aylik
sirede herhangi bir ilag uygulamasi yapiimamis, 8 adet
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Akkaraman irki koyun (51.5+2 kg ortalama canli agirlk,
3.5+0.3 vyas) Ulzerinde gergeklestirildi. Koyunlar, ortama
alismalariigin ¢alismadan 10 glin 6nce deneysel arastirmanin
yapilacagl padoklara alindi. Hayvanlar yas ve kilolarina uygun
rasyon ile beslendi. Su ve kuru yonca otu ad-libitum olarak
verildi. Denemeye baslamadan 6nce Selguk Universitesi,
Veteriner Fakiltesi Etik Kurulu Baskanlig'ndan hayvanlar
Uzerinde gerceklestirilecek islemlerin Etik Kurul Yonergesi'ne
uygunluguna dair rapor alind.
Deneysel dizayn

Koyunlar Uzerindeki deneysel asama tedaviler arasi 15
ginliik ilag arinma siresini takiben gercgeklestirdi. Koyunlara
ilag uygulamasi igin tolfenamik asit’in enjeksiyonluk ¢ozeltisi
(Tolfine, Novakim, Kocaeli/Tirkiye) kullanildi. Tolfenamik asit
koyunlara IV (juguler venden) yolla 2, 4, 8 ve 16 mg/kg
dozlarda uygulandi. Tolfenamik asit uygulamasi Oncesi
(0.saat, kontrol) ve uygulamayr takiben 72. saatte
hematolojik analizler icin EDTA’ll tiiplere ve biyokimyasal
analizler icin anti-koagtilansiz tlplere 2’ser mL kan ornegi
vena punktur yontemi (juguler venden) ile alind.
Hematolojik parametrelerin analizi kan alimini takiben kisa
sure igerisinde gergeklestirildi. Anti-koagtilansiz tuplere
alinan kan 6rnekleri 4000 x g’de 10 dakika santrifiij edilerek
serum ornekleri elde edildi ve analiz zamanina kadar -80
oC’de saklandi.
Hematolojik ve Biyokimyasal Parametrelerin Analizi

Hematolojik parametrelerin analizi [akyuvar (WBC),
alyuvar (RBC), hemoglobin (HGB), hematokrit (HCT) ve
trombosit (PLT)] kan hiicresi sayim cihazinda (Auto
Hematology Analyzer, BC-2800, Mindray) gergeklestirildi.
Biyokimyasal parametrelerin [albumin (ALB), alkalen fosfataz
(ALP), alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST), gama glutamil transferaz (GGT),
kolesterol (CHOL), total bilirubin (TBIL), trigliserit (TRIG),
kreatinin ve (re] analizi otoanalizdr cihazinda (llab300,
Biomerieux, italya) ticari kitler kullanilarak gergeklestirildi.
istatistiksel Analiz

Tim degerler ortalamazSD olarak sunuldu. Veri
dagiiminin  normalligi  Shapiro-Wilk testiyle, varyansin
homojenligi ise Levene testiyle degerlendirildi. Hematolojik
ve biyokimyasal parametrelerin istatistiksel analizi tek yonli
varyans analizi (ANOVA) ve posthoc Tukey testi ile belirlendi
(SPSS 22.0 (SPSS for Windows, SPSS Inc., Chicago, Il., USA).
P<0.05 degeri istatistiksel agidan dnemlilik sinir kabul edildi.

Bulgular ve Tartisma

Tolfenamik asitin 2, 4, 8 ve 16 mg/kg dozda IV yolla
uygulamasi sonrasi koyunlarda herhangi bir lokal veya
sistemik istenmeyen ilag etkisi gérilmedi. Ancak, sadece 16
mg/kg dozda tolfenamik asit uygulamasini takiben
hayvanlarda birka¢ dakika siiren ve takiben gecen sinirsel
belirtiler (yere yatma, yerde uzanma ve ayaklarda
cirpinmalar) gorilda. Koyunlara tolfenamik asitin 2, 4, 8 ve 16
mg/kg dozlarda IV uygulamasini takiben elde edilen
hematolojik parametreler Tablo 1'de sunuldu. Koyunlara
tolfenamik asitin farkli dozlarda uygulamasi sonrasi WBC,
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RBC, HGB, HCT ve PLT gibi hematolojik parametrelerde
herhangi bir degisiklik goriilmedi (Tablo 1, p>0.05). Koyunlara
tolfenamik asitin 2, 4, 8 ve 16 mg/kg dozlarda IV uygulamasini
takiben elde edilen biyokimyasal parametreler Tablo 2'de
sunuldu. Diger doz gruplari ile karsilastirildiginda, 16 mg/kg

uygulamasi sonrasi kreatinin ve Ure diizeyinde 6nemli oranda
yukseldi (Tablo 2, p<0.05). Doz gruplari arasinda ALB, ALP,
ALT, AST, GGT, CHOL, TBIL ve TRIG degerlerinde herhangi bir
farkhhk gorilmedi (Tablo 2, p>0.05).

Cizelge 1. Koyunlarda tolfenamik asitin 2, 4, 8 ve 16 mg/kg dozlarda damar ici uygulamasi sonrasi hematoloji
parametreler (n=8, ortalamaSD).

Table 1. Hematology parameters after intravenous administration of tolfenamic acid in sheep at doses of 2, 4, 8 and 16
mg/kg (n=8, mean=SD).

0. saat (Uygulama 6ncesi) 72. saat

Parametre

2 mg/kg 4 mg/kg 8 mg/kg 16 mg/kg 2 mg/kg 4 mg/kg 8 mg/kg 16 mg/kg
WBC 8.96+1.01 8.71+1.16 8.66+1.05 8.30+1.17 8.90+0.96 8.89+1.20 8.15+1.54 9.00+1.60
(10%/1)
RBC 9.43+1.13 941+148  8.60+1.32  9.09+1.40 946+120  933+1.14  8.69+134  838+0.33
(10%2/L)
HGB (g/L) 8.56+1.04  853%1.11 7.79+0.99  8.03+1.05 8.85+1.01 8.14+0.82  8.04+1.08  7.99+0.50
HCT (%) 32.60+4.79 3349497 29.75+6.17 31.83+4.27 33.64+437 33.41+327 30.59+4.88 31.86+1.81
PLT (10°%/L) 234468 287472 264163 243+86 23080 262+8 250+59 294+98

WBC; akyuvar, RBC; alyuvar, HGB; hemoglobin, HCT; hematokrit, PLT; trombosit.

Cizelge 2. Koyunlarda tolfenamik asitin 2, 4, 8 ve 16 mg/kg dozlarda damar igi

parametreler (n=8, ortalamazSD).
Table 2. Biochemical parameters after intravenous administration of tolfenamic acid in sheep at doses of 2, 4, 8 and 16
mg/kg (n=8, mean#SD).

uygulamasi sonrasi biyokimyasal

Parametr 0. saat (Uygulama 6ncesi) 72. saat

e 2 mg/kg 4 mg/kg 8 mg/kg 16 mg/kg 2 mg/kg 4 mg/kg 8 mg/kg 16 mg/kg
ALB (g/dL) 1.20+0.35 1.27+0.29 1.63+0.34 1.41+0.31 1.18+0.25 1.34+0.24 1.53+0.31 1.17+0.34
ALP (U/L) 73.88+18.09 77.25+29.50 76.13+24.37 53.25+26.53 87.25+26.79 79.63+37.50 63.00+32.43 53.25+27.70
ALT (U/L) 69.13+11.31 72.25%5.80 73.00+6.05 74.00+6.02 72.38+6.25 74.38+5.68 74.25+6.84 76.00+6.99
AST (U/L) 89.13+14.49 100.63+22.8 91.00+12.81 99.88+10.67 94.88+16.36 94.88+13.73 93.00+8.33 102.38+16.4

1 7

TBIL 0.07£0.02 0.08+0.03 0.08+0.02 0.10+0.03 0.09+0.03 0.07+0.03 0.08+0.02 0.09+0.03
(mg/dL)
CHOL 103.25+11.6 130.25+36.5 147.38+40.7 142.88+46.9 113.38+27.5 135.63+39.3 141.00+40.3 142.88+33.8
(mg/dL) 0 3 5 7 3 3 8 8
CREAT 0.69£0.14 0.64+0.13 0.72+0.11 0.730.11 0.69+0.13b 0.71£0.11° 0.75£0.07° 7.73%£1.223
(mg/dL)
GGT (U/L) 49.13+20.84 49.00+ 50.38+25.14  43.63+19.68 50.38+20.71 48.75+22.51 45.88+18.98 44.63+18.13
TRIG 10.88+5.91 10.63+3.74 12.50+2.51 10.63+4.03 14.75+4.56 11.38+4.81 11.88+4.88 10.75+4.68
(mg/dL)
URE 36.13+8.22 31.50+8.70 32.00+7.05 34.00+7.45 33.0045.13b 38.00+8.95° 54.75+12.65 302.50+76.1
(mg/dL) : 5

ab Ayni 8rnekleme zamani igin doz gruplari arasindaki istatistiksel agidan énemli farkliligi gdsterir (P<0.05).
ALB; albimin, ALP; alkalen fosfataz, ALT; alanin aminotransferaz, AST; aspartat aminotransferaz, TBIL; total bilirubin,
CHOL; kolesterol, CREAT; kreatin, GGT; gamma glutamil transferaz, TRIG; trigliserit.

NSAil’lar veteriner hekimlikte en yaygin kullanilan
ilag gruplarindan birisidir. Koyunlarda agrili ve yangili
durumlarda NSAii’larin kullanimi énerilir. Ancak koyun
minoér tir olarak kabul edildigi icin onayh ilag sayisi
sinirhidir.  Tolfenamik asitin koyunlarda kullanimi
Glkemizde onaylanmamasina karsin bazi (lkelerde
onaylanmistir. Tolfenamik asit Gstin farmakokinetik ve
farmakodinamik o6zelliklerinin yani sira yan etki
profilinin distk olmasindan dolayl hayvanlarda yaygin
olarak kullanihr (Turk ve ark., 2021a, 2021b).

Tolfenamik asitin etkisi doza baghdir ve doz artisina bagh
olarak antiinflamatuvar etkinligininde arttigi bildirilmigtir
(Lees ve ark., 1998; Mckellar ve ark., 1994). Ancak doz
artisina bagh olarak istenmeyen etkiler olusabilir. Bu
arastirma ile koyunlarda tolfenamik asitin 2, 4, 8 ve 16
mg/kg dozda IV uygulamasinin hematolojik ve
biyokimyasal parametrelere Uzerine etkisi
degerlendirildi.

Tolfenamik asitin 2, 4, 8 ve 16 mg/kg dozda
uygulamasi koyunlar tarafindan iyi tolere edildi.
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Tolfenamik asitin kegilere 2, 4 ve 8 mg/kg dozda (Cetin &
Tirk, 2020; Tekeli ve ark., 2020), buzagi ve kopekte kas
ici yolla 2, 4 ve 8 mg/kg dozda (Lees ve ark., 1998;
McKellar ve ark.,, 1994), kirmizi vyanakli su
kaplumbagalarina IV yolla 2 ve 4 mg/kg dozda (Corum ve
ark., 2019) ve kanathlarda farkh yollardan 2 mg/kg dozda
(Cetin ve ark., 2022; Turk ve ark., 2021a, 2021c)
uygulamasi sonrasi iyi tolere edildigi bildirilmistir. Ayrica
sigirlara IV yolla 18-20 mg/kg dozda uygulamasinin gegici
norolojik belirtilere neden olmasina karsin  6lim
gorilmedigi belirtilmistir (CVMP, 1997). Bu sonuglar
tolfenamik asitin artan dozlarda uygulamasinin hayvan
turlerinde  genel olarak iyi tolere edildigini
gostermektedir.

Tolfenamik asitin koyunlara 2, 4, 8 ve 16 mg/kg
dozda uygulamasi  hematolojik parametrelerde
herhangi bir degisiklige neden olmadi. Bu calismaya
benzer sekilde tolfenamik asitin kopeklerde 2, 4 ve 8
mg/kg dozda uygulamasi WBC ve PLT degerlerinde
herhangi farkliiga neden olmamistir (Mckaller ve ark.,
1994). NSAii’larin COX enzimlerini inhibe ederek
prostaglandin ve tromboksan sentezini azaltir. TXA2
vazokonstriiktor etkili iken PGI2 vazodilatator etkilidir
ve TXA2/PGI2 arasindaki oran hemostatik dengenin
sirdirilmesi  icin  6nemlidir.  Ozellikle  COX-2
inhibitorleri bu dengeyi bozarak kan basincinda ve
pthtilagsma egiliminde artisa neden olabilir. Ayrica COX-
2 inhibitorleri tromboz olusumu ve miyokard
enfarktusii gibi kardiyavaskuler etkilere yol agabilir
(Kaya, 2006; Lees, 2009). Koyunlarda tolfenamik asitin
2-16 mg/kg dozda uygulamasinin kardiyak hasar
belirteclerinden olan troponin-l ve kreatin kinaz-MB
dizeyinde herhangi bir farkhliga neden olmadigi rapor
edilmistir (Yildiz ve ark., 2019). Bazi NSAii’lar kan
diskrazilerine de neden olabilir (Lees, 2009). Bu
arastirmada  tolfenamik asitin  farkli  dozlarda
uygulamasinin hematolojik parametrelerde herhangi
bir farkhliga neden olmamasi kemik iligi fonksiyonlari ve
kanin hemostatik dengesi Uzerine onemli etkisinin
olmamasindan kaynaklanabilir.

Koyunlara tolfenamik asitin 2, 4, 8 ve 16 mg/kg
dozlarda uygulamasi ALB, ALP, ALT, AST, GGT, CHOL, TBIL
ve TRIG degerlerinde herhangi bir degisiklige neden
olmadi. Ancak diger doz gruplari ile karsilastirildiginda, 16
mg/kg doz grubunda kreatinin ve Ure seviyesinin énemli
oranda arttigi belirlendi. Daha 6nce koyunlarda yapilan
baska bir calismada 16 mg/kg dozda kreatinin ve Ure
degerlerinin 6nemli oranda arttig1 belirtilmistir (Yildiz ve
ark., 2019). Tolfenamik asitin kegilere 2, 4 ve 8 mg/kg
dozda IV uygulamasi sonrasi biyokimyasal parametrelerde
(kreatinin, Gre, ALB, CHOL, TRIG, total protein, ALP, ALT,
AST ve GGT) 6nemli bir degisiklik gérilmemistir (Cetin &
Turk, 2020). Ratlara tolfenamik asitin kas ici yolla 4 mg/kg
dozda tekrarli (glinde bir defa 14 glin boyunca) uygulamasi
sonras! biyokimyasal (kreatinin, tre, alblimin, globdlin,
glikoz, total protein, total bilirubin, ALT, AST ve ALP) ve
histopatolojik degerlendirmelerde herhangi bir farklilik
gorilmemistir (Patel ve ark., 2011). COX-1 enzimi esas
olarak bébrek hemodinamik dengesinin saglanmasinda ve
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glomeriiler filtrasyon hizinin kontroliinde rol alirken, COX-
2 enzimi 6ncelikle tuz ve su atilimini Gzerine etkilidir (Weir,
2002). Yiksek doz NSAIi kullanimi bdbrekten gegen kan
akimini azaltarak akut bobrek hasarina neden olur ve
sonucgta kreatinin ile Ure seviyesinde artiglar gorulebilir
(Harirforoosh & Jamali, 2009; Palviainen ve ark., 2015). Bu
arastirmada 16 mg/kg doz grubunda bébrek hasarina bagli
olarak kreatinin ve Ure seviyesi ylikselmis olabilir.

Sonug

Koyunlara tolfenamik asitin 2, 4 ve 8 mg/kg dozda IV
uygulamasi sonrasi hematolojik ve biyokimyasal
parametrelerde herhangi bir degisiklik gorilmedi.
Tolfenamik asitin 16 mg/kg doz grubunda ise kreatinin ve
Ure gibi bobrek hasar belirteclerinde artis gorildi. Sonug
olarak koyunlara tolfenamik asitin 2, 4 ve 8 mg/kg dozda
IV yolla uygulamasi iyi tolere edildi. Ancak koyunlarda
tolfenamik asitin glivenilirliginin histopatolojik ve
molekiler olarak ortaya konulmasina ihtiyag vardir.

Cikar Catismasi
Yazarlar g¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan etmektedir.
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