Utjecaj polifenola na reproduktivne pokazatelje
h zivotinja

Doslié, Gloria

Master's thesis / Diplomski rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj:
Josip Juraj Strossmayer University of Osijek, Faculty of Agrobiotechical Sciences Osijek /
SveuciliSte Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Fakultet agrobiotehnickih znanosti Osijek

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:151:502462

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-06-28

Fakultet “ Repository of the Faculty of Agrobiotechnical
agrobiotehnic“:kih Sciences Osijek - Repository of the Faculty of
znanosti Osijek Agrobiotechnical Sciences Osijek

‘ P Repository / Repozitorij:

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:151:502462
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.fazos.hr
https://repozitorij.fazos.hr
https://repozitorij.fazos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pfos:2538
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/pfos:2538
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pfos:2538

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
FAKULTET AGROBIOTEHNICKIH ZNANOSTI OSIJEK

Gloria Dosli¢

Diplomski studij Specijalna zootehnika

Utjecaj polifenola na reproduktivne pokazatelje domacih
Zivotinja

Diplomski rad

Osijek, 2021.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
FAKULTET AGROBIOTEHNICKIH ZNANOSTI OSIJEK

Gloria Dosli¢

Diplomski studij Specijalna zootehnika

Utjecaj polifenola na reproduktivne pokazatelje domacih
Zivotinja

Diplomski rad

Osijek, 2021.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
FAKULTET AGROBIOTEHNICKIH ZNANOSTI OSIJEK

Gloria Dosli¢

Diplomski studij Specijalna zootehnika

Utjecaj polifenola na reproduktivne pokazatelje domacih
Zivotinja

Diplomski rad

Povjerenstvo za ocjenu i obranu diplomskog rada:
1. prof. dr. sc. Marcela Speranda, predsjednik
2. izv. prof. dr. sc. Drago Beslo, mentor

3. doc. dr. Dejan Agic, ¢lan

Osijek, 2021.



SADRZAJ

Lo UVOD et nnee s 1
2. POLIFENOLI I NJIHOVE KORISTI ...ooiiiiie e 3
2.1, VISte POITENOIA......c..iiiecice e 4
2.1.1. FENOINE KISEINE. ..ot 4
2.1.2. FIAVONOIUI. ...ttt 5
2.1.3. Izoflavoni, neoflavonoidi 1 halKONi ............ooouviiiiiiiiic e 6
2.1.4. Flavoni, flavonoli, flavanoni i flavanonoli...........cccccccoveiiiiiiiiiiec e 7
2.1.5. Flavanoli i proantoCaniding ..........cccceeeeieiienienenesie s 8
2.1.6. ANTOCTANTAINT...c.viviiieiieieiee ettt 9
2.1.7. POHTENOINT @MIAT ....eiiiiiiiiiiic s 10
2.1.8. Ostali POHTENOII......cccviiiiiicc e 11

2.2. Antioksidativna aktivnost polifenola...........ccccceiveiiiicie i 12
3.1ZVORI POLIFENOLA U HRANIDBI ZIVOTINJA ........cocoooviiieiieeeeeerersns 14

4. UNOS, APSORPCIJA, BIORASPOLOZIVOST I BIOAKTIVNOST

POLIFENOLA ..ttt bbb et e st e st e e nbe e e beesbeeeneee e 19
5. POLIFENOLI I REPRODUKTIVNI DOGADAJI IN VIVO ......cccooiiiiiiiies 21
5.1. Seksualno PONaSAN|E .........cceiiriiieiiiieie e 29
5.2. Izlu€ivanje 1 funkcija hormona ...........cooooviiiiiic i 30
5.3, GAMELOGENEZA. ... eeueeieeiieee ittt n e 31
5.4. Gravidnost i programiranje fEIUSA ..........cccoureerirrerine e 33

6. POLIFENOLI I IN VITRO TEHNIKE POTPOMOGNUTE REPRODUKCIJE .. 35
7. POLIFENOLI ZIVOTINJSKOG PODRIJETLA I LJUDSKO ZDRAVLIJE ........ 44

8. POLIFENOLI KAO ANTIOKSIDATIVNA SREDSTVA POBOLJSAVAJU
KVALITETU PIJETLOVA SJEMENA TIJEKOM HLADNOG SKLADISTENJA?

9. UCINAK POLIFENOLA NA PERFORMANSE I ANTIOKSIDATIVNI STATUS
KRMACA TPRASADI ..ot e et r e oo e e et er s er e, 48



10. ULOGA POLIFENOLA U LJUDSKOM ZDRAVLJU | PREHRAMBENIM

SUSTAVIMA ....ooooieeeeeeeee et s s nnennsensnens 50
11, ZAKLIUCAK .....oooovoveeeeeeee et s s 52
12. POPIS LITERATURE ......oooiieeeeteseesseeees e sssss s sass s 53
13. SAZETAK ... 62
14, SUMMARY ....oovvieiieieeissesses s as s as s s s sennson 63
15, POPIS SLIKA .....oooveeveeeseeeee e sen st s s s s s 64
16. POPIS TABLICA ...t 66
TEMELJINA DOKUMENTACIISKA KARTICA.......ooovviereeeeseereesieerssseseiensess s 67

BASIC DOCUMENTATION CARD .....oooiiiiiee e 69



Popis oznaka i kratica
ART - tehnika potpomognute reprodukcije
LDL - kolesterol (lipoproteini male gustoce)

In vitro - (na staklu, pod staklom); oznaka za fizioloSke procese koji se odvijaju izvan

organizma, u laboratorijskim uvjetima

In vivo - (na zivome); oznaka za fizioloske procese koji se zbivaju u Zivom bicu (zivoj biljci,

zivotinji, Covjeku)

pnmol / L - mikromol po litri

EGCG - epigalokatehin - 3 - galat

ER - estrogenski receptori

E2 - estradiol

GnRH - gonadotropin - oslobadajuc¢i hormon
LH - luteiniziraju¢i hormon

FSH - folikul - stimulirajuc¢i hormon

P4 - progesteron

T - testosteron

SDN - POA - spolno dimorfna jezgra preoptickog podrucja
PVN - paraventrikularna jezgra

ARC - lu¢na jezgra

mMPOA - medijalno pre - opticko podrucje

IVF - in vitro oplodnja

pg - mikrogram

CGMP - cikli¢ni guanozin monofosfat

PGF2a - sinkronizacije estrusa krava u laktaciji

PGE2 - prostaglandin E2



PGHS -2/ COX - 2 - prostaglandin endoperoksid sintaza 2
ppm - nenormirani znak za milijuntinku

GAPD - gliceraldehid - 3 - fosfat dehidrogenaza
RES - resveratrol

HT - hidroksitirosol (3,4 dihidroksifeniletanol)
DHPG - 3,4 dihidroksifenilglikol

GSPE - ekstrakt procijanidina sjemenki grozda
GGCEN - genistein

SOD - superoksid dismutaza

GPx - glutation peroksidaza

GSH - glutation reduktaza

MDA - malondialdehid

TAC - ukupni antioksidativni kapacitet

CAT - katalaza

ROS - reaktivne vrste kisika

Al - umjetna oplodnja

Nrf2 - signalni put nuklearnog faktora eritroida 2
IVM - in vitro sazrijevanje

IVC - in vitro kultura

GTPP - polifenoli zelenog caja

GEN - genistein

RSV - resveratrol

BIO A - biochanin A

FOR - formononetin



VEGF - vaskularni endotelni faktor rasta
NCD - nezarazne bolesti

DRI - dijetalni referentni unosi



1. UVOD

Stocarska proizvodnja suocena je sa ekoloskim problemima kao i sa zivotnim navikama
potrosaca. Najvazniji medu tim razmatranjima su ogranicenje prirodnih resursa (zemlja i
voda), klimatske promjene (globalno zagrijavanje, dezertifikacija i staklenic¢ki plinovi) 1
potraznja potrosaca za organskim i funkcionalnim proizvodima koji ispunjavaju nacela
dobrobiti zivotinja. Stoga su namirnice za stoku sve vise i viSe usmjerene na koriStenje
prirodnih autohtonih resursa, a ne na tradicionalni uzgoj stranih biljaka koje su vrlo
zahtjevne po pitanju kvalitete te vode i tla. Stovise, sve je vise saznanja o tome da biljke i
biljni proizvodi nisu samo hrana, ve¢ se mogu smatrati i nutritivnima zbog svog jedinstvenog
kemijskog sastava, posebno sekundarnih metabolita s potencijalnim biolo$kim koristima na
zivotinjske karakteristike i kvalitetu zivotinjskih proizvoda. Medu sekundarnim biljnim
metabolitima polifenoli su u posljednjih nekoliko godina privukli zna¢ajnu pozornost i to
zbog svog obilja u razli¢itim biljkama kao i zbog pozeljnih bioloskih aktivnosti. Mnoga su
istrazivanja potvrdila antioksidativna, protuupalna, metaboli¢ka i imuno - modularna
djelovanja polifenola, ali i antihelmintska, antimutanogena i antimikrobna djelovanja, koja
su od velike vaznosti u stocarskoj proizvodnji. Ova svojstva poti¢u znanstvenike na daljnja
istrazivanja i podiZzu svijest 0 upotrebi ovih sekundarnih metabolita kao prirodnih alata za
poboljsanje zivotinjskih karakteristika i kvalitete zivotinjskih proizvoda. U ekstenzivnoj
stoc¢arskoj proizvodnji, koju karakteriziraju niski prihodi i ograni€enje krmnih resursa,
potrebno je traziti alternativne i dostupne namirnice poput grmlja, drveca 1 agroindustrijskih
nusproizvoda. Utvrdeno je da ovi proizvodi sadrze znatne koli¢ine polifenola i sve se vise
koriste za hranidbu zivotinja, jer pozitivno utje¢u na rast, karakteristike i zdravlje zivotinja,
na adekvatnost upotrebe hranjivih tvari, te na ublazavanje emisije metana kao i poboljsanje

kvalitete Zivotinjskih proizvoda.

Medutim, postoje 1 dokazi o negativnim ucincima na homeostazu zivotinja, posebno koji
utjecu na reproduktivne dogadaje. Rani dokazi, 1940. godine, pokazali su da je hranjenje
ovaca Trifolium pratense (crvena djetelina; koja je bogata izoflavonima, podrazredom
polifenola) povezano s visokom stopom neplodnosti naruSavajuci prezivljavanje embrija 1
razvoj fetusa; isto je potvrdeno i kod krava 40 godina kasnije (Kallela i sur. 1984.). Nakon
toga, istrazivanja 0 Kkoristima / rizicima dodavanja polifenola su rijetka i kontroverzna
(Mustonen i sur., 2014.; Baheg i sur., 2017.; Hashem i sur. 2018.). Vec¢ina istrazivanja 0

upotrebi polifenola u prehrani domacih Zzivotinja zanemarila su ucinke polifenola na



reproduktivne sposobnosti. Zapravo, ravnoteza izmedu rizika i koristi od upotrebe polifenola
moze biti u korist njegove upotrebe u uzgoju zivotinja koje se uzgajaju za proizvodnju mesa,
jer ¢e negativni ucinci, ako postoje, prestati do kraja proizvodnog ciklusa zivotinje.
Medutim, koristi od uzgoja Zivotinja mogu biti upitne; uglavnom zato $to nepravilan unos
polifenola ne samo da moZe utjecati na reproduktivne rezultate roditelja, ve¢ moze
uzrokovati i u¢inke na potomstvo (zbog epigenetskih promjena koje utje¢u na ekspresiju /
programiranje gena, a time i na buduce rezultate i zdravstveno stanje bolesnog potomstva).
Ovi epigenetski ucinci se ne pojavljuju samo parenteralnom izloZzeno$¢u, ve¢ i primjenom
tehnike potpomognute reprodukcije (ART). U ART-u se takoder koriste polifenoli zbog
antioksidativnih ili antibakterijskih uc¢inaka, a ukljuceni Su i u uzgoj spolnih stanica /
zametaka. S obzirom na ta saznanja, upotrebu polifenola, i in vivo i in vitro, treba i dalje
istrazivati prije njihove sustavne primjene u praksi. Ovaj rad ima za cilj ilustrirati nedavna
otkrica koja povezuju konzumaciju prehrambenih polifenola iz razli¢itih izvora
(konvencionalne krmne smjese, alternativni izvori krme i dodaci hrani) i reproduktivne
performanse domacih Zivotinja, ali 1 dostupne informacije o upotrebi spojeva za ART.
Takoder cilj ovog rada je prikazati pregled literature o trenutnom znanju s tog podrudja i
predloziti buduca istrazivanja usredotocena na formuliranje pravilne hranidbe i uvodenje
novih biljnih vrsta / materijala i dodataka hrani za adekvatan pristup reproduktivnoj funkciji

/ stadiju zivotinja, izbjegavaju¢i moguce reproduktivne rizike i povecavajuc¢i moguée koristi.



2. POLIFENOLI I NJIHOVE KORISTI

"Neka hrana bude vas lijek, a lijek vasa hrana" izjavio je Hipokrat prije vise od 2000 godina,
a blagodati zdravlja prirodnih prehrambenih proizvoda razmatrala su se od davnina
(Wegener, 2014.). Biljna hrana kao voce i povrce osigurava bitne hranjive sastojke za ljudski
i Zivotinjski organizam i igra presudnu ulogu za zdravlje. Istrazivanja biljnih sekundarnih
metabolita znatno su se povecavala u posljednjih nekoliko desetljeca iz razloga $to je
potvrdeno da djeluju na pobolj$anje ljudskog zdravlja (Clydesdale i sur., 1985). Poznato je
da ove fitokemikalije imaju presudnu ulogu u prilagodbi biljaka na njihov okolis, ali takoder
predstavljaju vazan izvor aktivnih farmaceutskih proizvoda (Yue i sur., 2016.). Tijekom
gotovo 200 godina moderne kemije i biologije objasnili su ulogu primarnih metabolita u
osnovnim zivotnim funkcijama kao §to su rast i razvoj, disanje, metabolizam i
razmnozavanje. Polifenoli su raznolika, bioaktivna i rasirena kategorija biljnih sekundarnih
metabolita koji ¢ine bitan dio ljudske prehrane i koji su od velikog interesa zbog svojih
bioloskih svojstava. Tijekom posljednjih desetlje¢a nekoliko je istrazivanja ispitivalo
zdravstvene prednosti polifenola (Visioli i sur., 2011.; Lu i sur., 2012.; Pinent i sur. 2015.).
Redovita konzumacija hrane bogate polifenolima dovodi do smanjenja kardiovaskularnih
bolesti, raka debelog crijeva, poremecaja jetre, pretilosti, dijabetesa itd. (Bravo i sur., 1998.;
Khurana i sur. 2013.). U biljkama se ti spojevi obi¢no sintetiziraju kao obrambena sredstva
protiv fizioloskih i okolignih stimulusa. Sto se ti¢e zdravstvenih dobrobiti polifenola za ljude,
posvecuje Se veca paznja posljednjih godina, a mnogi aspekti njihovih kemijskih 1 bioloskih
aktivnosti su identificirani i procijenjeni (Pereira i sur. 2009.; Zhang i sur. 2016.). Prednosti
polifenola ukljucuju njihovu pristupacnost, specifi¢nost odgovora i nisku toksi¢nost, dok su
glavni problemi s tim spojevima brzi metabolizam i mala bioraspolozivost. Hrana sadrzi
slozene mjeSavine polifenola, a brojni ¢cimbenici mogu utjecati na koncentraciju polifenola
u biljkama i prehrambenim proizvodima, ukljucujuci okolisne (npr. izloZenost suncu, kisa,
drugaciji uzgoj, itd.) i biokemijske (npr. stupanj zrelosti, skladistenje i nacin kulinarske
pripreme) ¢imbenike. Polifenoli, posebno njihovi glikozidi, najvazniji su biljni sekundarni
metaboliti u ljudskoj prehrani koji imaju Siroku zdravstvenu korist za ljude (Xiao i sur.,
2016.). Cini se da su spojevi iz prirodnih izvora pronasli posebno mjesto u farmaceutskoj
industriji u posljednjih nekoliko desetljeca i sada se koriste za dizajn i razvoj novih
farmakoloskih lijekova. Uz to, ovi se spojevi naveliko koriste u farmaceutskim pokusima
kako bi se poboljSala bioefikasnost i bioraspolozivost konvencionalnih lijekova. Pregled

literature o polifenolima, koja pokriva preko 20000 objavljenih radova iz ovog podrucja



pokazalo je da vise od polovice ovih molekula ima antibakterijsko, antifungalno,
protuupalno i antitumorsko djelovanje, §to odrazava opseznu blagodat polifenola za ljudsku

zajednicu (Rendeiro i sur., 2013.).

2.1. Vrste polifenola

Dijetalni fenoli ili polifenoli ¢ine jednu od najbrojnijih i najrasprostranjenijih skupina
prirodnih proizvoda u biljnom carstvu. Trenutno je viSe od osam tisu¢a poznatih fenolnih
struktura, a medu njima je identificirano preko ¢etiri tisuc¢e flavonoida (Harborne i sur. 2000;
Bravo i sur.1998.; Cheynier i sur. 2005.) lako su polifenoli kemijski karakterizirani kao
spojevi s fenolnim strukturnim karakteristikama, ova skupina prirodnih spojeva vrlo je
raznolika 1 sadrzi nekoliko podskupina fenolnih spojeva. Voce, povrée, cjelovite Zitarice i
druge vrste hrane i pi¢a poput Caja, ¢okolade kao i vina bogati su izvori polifenola.
Raznolikost 1 Siroka rasprostranjenost polifenola u biljkama doveli su do razli¢itih na¢ina
kategorizacije ovih prirodnih spojeva. Polifenoli su klasificirani prema izvoru podrijetla,
bioloskoj funkciji i kemijskoj strukturi. Takoder, vec¢ina polifenola u biljkama postoji u
obliku glikozida s razli¢itim ugljikohidratnim jedinicama i aciliranim ugljikohidratima na
razli¢itim polozajima polifenolskih kostura. Klasifikacija polifenola u ovom ¢e se radu

provesti prema kemijskoj strukturi aglikona.

2.1.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su ne - flavonoidni polifenolni spojevi koji se dalje mogu podijeliti u dvije
glavne vrste, derivate benzojeve kiseline i cimetne kiseline na osnovi C1 - C6 i C3 - C6
okosnica (slika 1). Tako voce i povrée sadrzi mnogo slobodnih fenolnih kiselina, u zitaricama
i sjemenkama - posebno u mekinjama ili ljusci - fenolne kiseline su ¢esto u vezanom obliku
(Kim i sur. 2006.; Adom i sur. 2002.; Chandrasekara i sur. 2010.). Te se fenolne kiseline

mogu osloboditi ili hidrolizirati samo kiselinskom ili alkalnom hidrolizom ili enzimima.
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CGallic acid, R = H;
Syringic acid, R =0CH,
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/
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Ho Caffeic acid, R =H;
Chlorogenic acid, R = 5-quinoyl;
Crypiochlarogenic acid, R = 4-quinoyl;
Neochlorogenic acid, B = 3-quinovl

sinapic acid

HaC

Cinnamic acids

Slika 1. Tipi¢ne fenolne kiseline u hrani: lijevo, benzojeve kiseline; desno, cimetne kiseline.

(Izvor: Hashem, Nesrein & Gonzalez - Bulnes, Antonio & Simal - Gandara, Jesus. (2020). Polyphenols in
Farm Animals: Source of Reproductive Gain or Waste?. Antioxidants. 9. 1023. 10.3390/antiox9101023.)

2.1.2. Flavonoidi

Flavonoidi imaju opc¢u strukturnu okosnicu C6 — C3 — C6 u kojoj su dvije C6 jedinice (prsten

A i prsten B) fenolne prirode (slika 2). Zbog hidroksilacije i varijacija u kromanskom prstenu

(prsten C), flavonoidi se mogu dalje podijeliti u razlic¢ite podskupine kao $to su antocijani,

flavan - 3 - oli, flavoni, flavanoni i flavonoli.

Halkoni, 1ako im nedostaje heterocikli¢ki prsten C, 1 dalje su kategorizirani kao ¢lanovi

obitelji flavonoida. Osnovne strukture flavonoida su aglikoni; medutim, u biljkama vecina

ovih spojeva postoji u obliku glikozida. BioloSke aktivnosti ovih spojeva, ukljucujuéi

antioksidativno djelovanje, ovise i o strukturnoj razlici i o uzorcima glikozilacije (Tsao R.,

2010.).



Chalcones

veoflavonoids

Isoflavones

Slika 2. Osnovne flavonoidne strukture.

(Izvor: Hashem, Nesrein & Gonzalez - Bulnes, Antonio & Simal - Gandara, Jesus. (2020). Polyphenols in
Farm Animals: Source of Reproductive Gain or Waste?. Antioxidants. 9. 1023. 10.3390/antiox9101023.)

2.1.3. lzoflavoni, neoflavonoidi i halkoni

Izoflavoni imaju svoj prsten B priévrséen za C3 polozaj prstena C (slika 3). Uglavnom ih
ima u mahunarkama. Budu¢i da je grah, posebno soja, glavni dio prehrane u mnogim
kulturama, uzgoj izoflavona ima tako velik utjecaj na ljudsko zdravlje. Genistein i daidzein
dva su glavna izoflavona koja se nalaze u soji, zajedno s gliceteinom, biochaninom A i
formononetinom (Wang i sur. 1994.; Mazur i sur. 1998.) (slika 3). Ima ih i u crvenim
djetelinama. Svi ovi izoflavonski aglikoni uglavnom se nalaze kao 7 - O - glukozidi i 6 ™ -
O - malonil - 7 - O glukozidi. Neoflavonoidi se ¢esto nalaze u prehrambenim biljkama, ali
dalbergin je najceséi i relativno Siroko rasprostranjen neoflavon u biljnom carstvu. Halkoni

s otvorenim prstenom nalaze se u vo¢u poput jabuka i hmelja ili piva.

Deidzein: Ry =H, By =H; By =H
Formonometin: By =H; By =H; B3 =0CH;
Glycitein By =H; By =0CH; OH O Phloretin
Genistein: By =OH; Ry=H By =H

Biochanin A- By = OH; Bz =H; F: =0CH;

Isoflavones Dalbergin Chalcones

Slika 3. Tipi¢ni izoflavoni, neoflavoni i halkoni koji se nalaze u hrani.

(Izvor: Hashem, Nesrein & Gonzalez - Bulnes, Antonio & Simal - Gandara, Jesus. (2020). Polyphenols in
Farm Animals: Source of Reproductive Gain or Waste?. Antioxidants. 9. 1023. 10.3390/antiox9101023.)



2.1.4. Flavoni, flavonoli, flavanoni i flavanonoli

Te su flavonoidne podskupine najéesée i gotovo sveprisutne u ¢itavom biljnom carstvu (slika
4). Flavoni i njihovi 3 - hidroksi derivati flavonoli, ukljuc¢ujuéi njihove glikozide, metoksidi
1 drugi acilirani proizvodi na sva tri prstena ¢ine ovo najvecom podskupinom medu svim
polifenolima. Najces¢i aglikoni flavonola, kvercetin i kempferol, sami imaju najmanje 279,
odnosno 347 razlic¢itih glikozidnih kombinacija. Znacajno se povecao broj flavanona i
njihovih 3 - hidroksi derivata (flavanonoli, koji se nazivaju i dihidroflavonoli) koji su
identificirani u posljednjih 15 godina. Neki flavanoni imaju jedinstvene supstitucijske
uzorke, npr. prenilirani flavanoni, furanoflavanoni, piranoflavanoni, benzilirani flavanoni,
Sto daje velik broj supstituiranih derivata ove podskupine. Dobro poznati flavanonol je

taksifolin iz agruma (Grayer i sur. 2006.; Kawaii i sur. 1999.).

HO

Apigenin R=H
Luteclin E=0H

I

Kaempferol EBy=H R,=H
Cuercetin B;=H, R,=0H

. . Myricetin R,=0H,R,=0H
Tangeretin R=H Isorhamnetin R,= OCH; R,=H
- Nobiletin R = 0CH;
Flavones Flavonols
R4

HO

Naringenin R;=H, R;=0H
Hesperetin ;= OH. R,=0CH;

Flavanones Flavanonols

Slika 4. Flavoni, flavonoli, flavanoni i flavanonoli.

(Izvor: Hashem, Nesrein & Gonzalez - Bulnes, Antonio & Simal - Gandara, Jesus. (2020). Polyphenols in
Farm Animals: Source of Reproductive Gain or Waste?. Antioxidants. 9. 1023. 10.3390/antiox9101023.)



2.1.5. Flavanoli i proantocijanidini

Flavanoli ili flavan - 3 - oli Cesto se nazivaju katehinima. Za razliku od veéine flavonoida,
ne postoji dvostruka veza izmedu C2 i C3, niti C4 karbonila u prstenu C flavanola. Ovo i
hidroksilacija na C3 omogucuje flavanolima da imaju dva kiralna centra na molekuli (na C2
i C3), dakle Cetiri moguca dijastereoizomera. Katehin je izomer s trans konfiguracijom, a
epikatehin s cis konfiguracijom. Svaka od ove dvije konfiguracije ima dva steroizomera, tj.
(+) - katehin, (-) - katehin, (+) - epikatehin i (-) - epikatehin. (+) - katehin i (-) - epikatehin
dva su izomera koja se ¢esto nalaze u biljnoj hrani (slika 5). Flavanoli se nalaze u mnogim
plodovima, posebno u kozicama grozda, jabuke i borovnica. Monomerni flavanoli (katehin
I epikatehin), njihovi derivati (npr. galokatehini) glavni su flavonoidi u lis¢u ¢aja i zrnu
kakaoa (¢okolada) (Si i sur. 2006.; Prior i sur. 2001.). Katehin i epikatehin mogu tvoriti
polimere, koji se Cesto nazivaju proantocijanidinima jer Kiselo Kkatalizirano cijepanje

polimernih lanaca daje antocijanidine (slika 5).

OH OH

i ..CIH i JOH
HO 0
- Ra

R1

{+)-Catechin: R =R, =H:

{(+)-Catechin gallate: R = gallyl, R, =H;
(+)-Gallocatechin: R; = H, R, = OH;
(+)-Gallocatechin gallate: R} = gallvl, Ry = 0H;

OH
OH

HO o ,ﬁm
“OR4
OH " ()-Epicatechin: R; =R, = H;
(-)-Epicatechin gallate: R = gallvl. R = H;

(-)-Epigallocatechin: R} = H, R, =0H;: Procyanidins: n = 0;
(-)-Epiallocatechin gallate: Ry = gallyl, R, = OH;  Oligomeric procyanidins: n = 0-7

Slika 5. Flavanoli i procijanidini.

(Izvor: Hashem, Nesrein & Gonzalez - Bulnes, Antonio & Simal - Gandara, Jesus. (2020). Polyphenols in
Farm Animals: Source of Reproductive Gain or Waste?. Antioxidants. 9. 1023. 10.3390/antiox9101023.)

Proantocijanidini se tradicionalno smatraju kondenziranim taninima. Flavanoli i oligomeri

(koji sadrze 2 - 7 monomernih jedinica) poznati su kao jaki antioksidanti, koji su povezani s



nekoliko potencijalnih zdravstvenih blagodati. Ovisno o interflavanskim vezama,
oligomerni proantocijanidini mogu biti struktura tipa A u kojoj su monomeri povezani C2 -
O-C7iliC2-0-C5vezom, ili B vrsta u kojoj su C4 - C6 ili C4 - C8 uobicajeni. Procianidin
C1 je trimer. Takoder, flavanoli ¢aja mogu fermentirati jedinstvene dimere poput teaflavina

(slika 6).

OH
0 OH
HO. /“\f\
HOJV’
Procyvanidin B2 Procvanidin A2

OH

loee
HO" . ,.4“--..,{;0
'%\ {OH
HO._ 0
)—oH
H  OH
OH

Theaflavin
Procyanidin C1

Slika 6. Tipi¢ni dimeri procijanidina, trimeri i theaflavin.

(Izvor: Hashem, Nesrein & Gonzalez - Bulnes, Antonio & Simal - Gandara, Jesus. (2020). Polyphenols in
Farm Animals: Source of Reproductive Gain or Waste?. Antioxidants. 9. 1023. 10.3390/antiox9101023.)

2.1.6. Antocijanidini

Antocijanidini su glavne komponente crvenog, plavog i1 ljubiCastog pigmenta vecine latica
cvijeéa, voca, povréa i nekih posebnih sorti zitarica, npr. crne rize (slika 7). Antocijanidini
u biljkama uglavnom postoje u glikozidnim oblicima koji se obi¢no nazivaju antocijaninima.
Cijanidin, delphinidin i pelargonidin najc¢es¢i su antocijanidini. Zapravo, 90% antocijanina
temelji se na cijanidinu, delfinidinu i pelargonidinu i njihovim metiliranim derivatima.
Ukupno je poznato vise od 500 antocijanina, ovisno o hidroksilaciji, uzorcima metoksilacije

na B prstenu i glikozilaciji s razli¢itim jedinicama Secera (Tsao i sur. 2009.; McCallum i sur.



2007.). Boja antocijanina ovisi 0 pH, tj. crvena u kiselim i plava u osnovnim uvjetima.
Medutim, drugi ¢imbenici kao $to su stupanj hidroksilacije ili uzorak metilacije aromatskih
prstenova i glikozilacija uzorka, tj. Seer nasuprot aciliranom Seceru takoder moze utjecati

na boju antocijaninskih spojeva. Antocijanini su kemijski stabilni u kiselim otopinama.

R4

J\ Anthocvanidin R, R,
- OH Cyanidin OH -H
8 J\/ /|E Delphinidin -OH -OH
HO. 2 Sy R Pelargonidin -H -H
ﬂ ]\/f 2 Malvidin OCH; -OCH;
\‘,;" = “~OH Peonidin -OCH; -H
Petunidin OH -OCH;
OH

Anthocvanidins
Slika 7.Glavni antocijanidini.

(Izvor: Hashem, Nesrein & Gonzalez - Bulnes, Antonio & Simal - Gandara, Jesus. (2020). Polyphenols in
Farm Animals: Source of Reproductive Gain or Waste?. Antioxidants. 9. 1023. 10.3390/antiox9101023.)

2.1.7. Polifenolni amidi

Neki polifenoli mogu imati funkcionalne supstituente koji sadrze N. Dvije takve skupine
polifenolskih amida znacajne su kao glavne komponente uobic¢ajene hrane: kapsaicinoidi u
¢ili papricici i avenantramidi u zobi (Bratt i sur. 2007.) (slika 8). Kapsaicinoidi poput
kapsaicina odgovorni su za ljutinu ¢ili papri€ice, ali utvrdeno je i da imaju snazna
antioksidativna i protuupalna svojstva te moduliraju oksidativni obrambeni sustav u
stanicama. Takoder su zabiljezene antioksidativne aktivnosti, uklju¢ujuci inhibiciju LDL

oksidacije avenanthramidima.

HO HyC™ :@/\ J\/\AA(

R Capsaicin
N =
H
HO O OH

Avenanthramude A: R =H;
Avenanthramide B: .= OCH;;:
Avenanthramide C: F.= OH Dihydrocapsaicin
Avenanthramides Capsaicinoids

Slika 8. Polifenoli amidi.
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(Izvor: Hashem, Nesrein & Gonzalez - Bulnes, Antonio & Simal - Gandara, Jesus. (2020). Polyphenols in
Farm Animals: Source of Reproductive Gain or Waste?. Antioxidants. 9. 1023. 10.3390/antiox9101023.)

2.1.8. Ostali polifenoli

Pored fenolnih kiselina, flavonoida i fenolnih amida, postoji nekoliko ne - flavonoidnih
polifenola koji se nalaze u hrani koja se smatra vaznom za ljudsko zdravlje. Medu njima je
i resveratol jedinstven za grozde i crno vino; elaginska kiselina i njeni derivati nalaze se u
bobicastom vocu, npr. jagodama i malinama, te u kozicama razli¢itih orasastih plodova.
Lignani postoje u vezanim oblicima u lanu, sezamu i mnogim zitaricama; dolje prikazane
strukture (slika 9) su proizvodi hidrolize. Kurkumin je snazni antioksidans iz kurkume (slika
9). Rozmarinska kiselina je dimer kafene kiseline, a elaginska kiselina dimer galne Kiseline.
lako se i galna i elaginska kiselina nalaze u slobodnim oblicima, njihovi esteri glukoze,
skupina poznata kao hidrolizirani tanini, takoder postoje u razli¢itim biljkama. Ti spojevi

mogu posjedovati anti - hranjiva svojstva (Tsao R., 2010.).

Resveratrol
OH O OH

OH OH )
~ " H

Rosmarinic acid

Gingerol

Slika 9. Ostali vazni polifenoli.

(Izvor: Hashem, Nesrein & Gonzalez - Bulnes, Antonio & Simal - Gandara, Jesus. (2020). Polyphenols in
Farm Animals: Source of Reproductive Gain or Waste?. Antioxidants. 9. 1023. 10.3390/antiox9101023.)
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2.2. Antioksidativna aktivnost polifenola

Polifenoli su sekundarni metaboliti koje biljke proizvode kako bi se zastitile od drugih
organizama. Dokazano je da prehrambeni polifenoli igraju vaznu ulogu u ljudskom zdravlju.
Visok unos voca, povrca i cjelovitih zitarica, bogatih polifenolima, povezan je sa smanjenim
rizicima od mnogih Kroni¢nih bolesti, ukljucuju¢i karcinom, kardiovaskularne bolesti,
kroni¢ne upale i mnoge degenerativne bolesti (Milner i sur. 1994.; Duthie i sur. 1994.).
Nedavna istrazivanja otkrila su da su mnoge od ovih bolesti povezane s oksidativnim stresom
reaktivnih vrsta kisika i duSika. Fitokemikalije, posebno polifenoli, najvise pridonose
ukupnim antioksidativnim aktivnostima voca, a ne vitamin C. Utvrdeno je da su polifenoli
snazni antioksidansi Koji mogu neutralizirati slobodne radikale donirajuci elektron ili vodik.
Visoko konjugirani sustav i odredeni uzorci hidroksilacije, poput 3 - hidroksi skupine u
flavonolima, smatraju se vaznima u antioksidacijskim aktivnostima. Polifenoli suzbijaju
stvaranje slobodnih radikala, smanjujuci tako brzinu oksidacije inhibiraju¢i stvaranje ili
deaktiviranje aktivnih vrsta i prekursora slobodnih radikala. Cesée djeluju kao hvatagi
izravnih radikala u lancanim reakcijama peroksidacije lipida (prekidaci lanca). Prekidaci
lanca doniraju elektron slobodnom radikalu, neutralizirajuci radikale te tako postaju stabilni
(manje reaktivni) radikali, zaustavljajuéi tako lanc¢ane reakcije. Pored uklanjanja radikala,
polifenoli su poznati i kao kelatori metala. Kelacija prijelaznih metala poput Fe?* moze
izravno smanjiti brzinu Fentonove reakcije, sprjecavajuci tako oksidaciju uzrokovanu visoko
reaktivnim hidroksilnim radikalima. Polifenoli ne djeluju sami. Utvrdeno je da polifenoli
zapravo mogu funkcionirati kao ko - antioksidansi i sudjelovati u regeneraciji esencijalnih
vitamina. Nekoliko in vitro antioksidativnih modela razvijeno je za procjenu ukupnih
antioksidativnih aktivnosti. lako su ove metode ogranicene u smislu sli¢nosti s
mehanizmima antioksidativnog djelovanja u bioloSkom sustavu, oni zajedno mogu dobro
prikazati kako polifenoli djeluju kao antioksidansi, a time i rasvijetliti stvarnu ulogu
polifenola u ljudskom zdravlju. S gledista kemije, molekule polifenola, nakon §to doniraju
elektron ili atom vodika, postaju slobodni radikali, s obzirom na dovoljnu koncentraciju, te
stoga mogu potencijalno prouzrokovati prooksidacijske aktivnosti. Medutim, pitanje je hoce
li se takva prooksidacijska aktivnost pojaviti in vivo i nastetiti covjeku ili ne, potrebna su

daljnja istrazivanja (Halliwell i sur., 2008.).

Uz gore navedeni moguéi nacin antioksidativnog djelovanja, drugi mehanizmi poput
inhibicije ksantin oksidaze 1 poviSenja endogenih antioksidansa takoder se smatraju

vaznima. Polifenoli mogu inducirati antioksidativne enzime poput glutation peroksidaze,
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katalaze i superoksid dismutaze koji razlazu hidroperokside, vodikov peroksid i
superoksidne anione, te inhibirati ekspresiju enzima kao $to je ksantin oksidaza (Du i sur.
2007.). Iako izravne i neizravne antioksidativne aktivnosti polifenola mogu igrati vaznu
ulogu u smanjenju oksidacijskog stresa pomoc¢u gore spomenutih mehanizama, stvarne
uloge na stani¢noj razini ovih spojeva mogu biti sloZenije. Postoji novo stajaliSte da
fitokemikalije, posebno polifenoli i njihovi in vivo metaboliti, ne djeluju kao konvencionalni
antioksidanti koji doniraju vodik ili elektron, ve¢ mogu vrSiti modulacijsko djelovanje u
stanicama djelovanjem na signalne puteve protein kinaze i lipid kinaze. lako se polifenoli
poput flavonoida mogu apsorbirati kroz gastrointestinalni trakt, koncentracije u plazmi su
niske, obi¢no manje od 1 umol / L, dijelom i zbog brzog metabolizma u ljudskim tkivima.
To je veoma niska koncentracija da bi veéina polifenola pokazala bilo kakve znaéajne i
izravne antioksidativne aktivnosti, pa su neki istraziva¢i ¢ak zauzeli stav da je malo
vjerojatno da polifenoli djeluju kao antioksidanti in vivo. Stoga treba obratiti pozornost na
funkcije izvan uobicajenih antioksidativnih aktivnosti. Nutrigenomija se kao rezultat takvih
stajaliSta pojavila kao novo multidisciplinarno podrucje istrazivanja, ne samo na
polifenolima, ve¢ 1 na fitokemikalijama u cjelini. U¢inci na biomarkere koji su ukljuceni u
gore navedene i druge puteve mogu dovesti do promjena u stani¢nim funkcijama, a time i
potencijalnih zdravstvenih koristi. Williams i sur. (2004.) takoder sugeriraju da su za jasno
razumijevanje mehanizama djelovanja flavonoida, bilo kao antioksidansi ili modulatori
stani¢ne signalizacije, te utjecaj njihovog metabolizma na ta svojstva kljucni za procjenu
ovih snaznih biomolekula kao antikancerogenih sredstava, kardioprotektora i inhibitora
neurodegeneracije (Williams i sur., 2004.). Buduca istrazivanja polifenola nesumnjivo vode

u istom smjeru.
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3.1ZVORI POLIFENOLA U HRANIDBI ZIVOTINJA

Vecina domacih Zivotinja, kao biljojedi, prirodno su izlozeni velikim koli¢inama polifenola
kao dio svog uobicajenog sustava hranidbe. Mnoge sjemenke i krmiva koja se koriste u
hranidbi domacih zivotinja sadrze polifenole razli¢itih koncentracija i oblika, dajuc¢i svakoj
biljci svoj jedinstveni polifenolski profil (Tablica 1). Na primjer, formononetin, daidzein,
genistein i biochanin A su glavni polifenoli u korijenu Trifolium (T.) (djeteline) i T. Pratense
(crvene djeteline) koji sadrze izoflavone, koji ¢ine do 5% suhe tvari, dok su kumestani glavni
polifenoli u Medicago sativa (lucerni) i Melilotus albus (bijelom kokotcu) (Reed i sur.,
2016).

Tablica 1. Izvori polifenolnih spojeva u sastojcima hrane za domace Zivotinje.

(Izvor: Hashem, Nesrein & Gonzalez - Bulnes, Antonio & Simal - Gandara, Jesus. (2020). Polyphenols in
Farm Animals: Source of Reproductive Gain or Waste?. Antioxidants. 9. 1023. 10.3390/antiox9101023.)

Koncentrati za
hranu
Glycine max Genistein, daidzein,
(soja) 2.23-6.18 Izoflavon glicitein, formononetin,
puerarin, kumestrol
Secoisolariciresinol,
Linum matairesinol, pinoresinol,
usitatissimum 8.0-10.0 Lignani pinoresinol,
(lan) izolariciresinol,esterificirane
fenolne kiseline, Kempferol,
herbacetin
Krmaigrmlje
Trifolium Flavonoidi, poput flavona,
Subterraneum 24.2-114.2 Flavonoidi flavonola i izoflavoni
(podzemna
djetelina)
Trifolium Formononetin, biochanin A,
pratense (crvena 14.82 Izoflavoni genistein, daidzein, ononin,
djetelina) sisotrin, fenolne kiseline
Trifolium Biochanin A, formononetin,
Alexandrinum genistein, daidzein, ononin,
(aleksandrijska 52.55 Izoflavon sissotrin, klovamidi
djetelina) (derivati kofeinske
Kiseline), fenolne kiseline
Medicago sativa Kumestani, formononetin,
(lucerna) 70.50 Kumestani biochanin A, genistein,
daidzein, ononin, sissotrin
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Galska kiselina, katehin
hidrat, vanilinska kiselina,
kofeinska kiselina,

Sesbania seshan 167.66 Tanini, fenolne
(sesbania) kiseline epikatehin, rutin elaginska
kiselina, miricetin,
kempferol, kvercetin
Kafeoilkininske kiseline,
karotenoidi, lutein,
kempferol, kvercetin,
elagi¢na kiselina i apigenin
Moringa 96.30 Flavonoli, glukozid, miricetin, rutin,
Oleifera (konjska fenolne kiseline izorhamnetin, ferulinska
rotkvica) Kiselina, kumarinske
kiseline, kafeinska kiselina,
galna kiselina, elagi¢na
kiselina, klorogenska
kiselina, epikatehin
Lotus Kempferol, kvercetin,
corniculatus - Flavonoidi izorhamnetin i njihovi
(svindusa) derivati
Cichorium intybus 0.65-3.73 Flavonoidi Klorogenske i kofeinske
(cikorija) Kiseline
Kondenzirani tanini,
salicilati, derivati cimetne
Kiseline, galna kiselina,
Salix (vrba) 212.0 Tanini kofeinska kiselina, vanilin,
p-kumarska kiselina,
miricetin, katehin,
epigalokatehin galat, rutin,
kvercetin, salicin
Proantocijanidin, derivati
Acacia etbaica - Tanini galoila, kempferol,
(bagrem) kvercetin, miricetin
Elagitanini (roburin A, B,
C, D, E; grandinin,
veskalagin; kastalagin),
protokatehuinska kiselina /
aldehid, galna kiselina,
vanilinska kiselina,
Quercus robur 25.30 - 50.95 Tanini kafeinska kiselina, vanilin,

(hrast luZnjak)

siringaldehid, kumarska
kiselina, skopoletin,
ferulinska kiselina,
sinapinska kiselina,
koniferil aldehid,
sinapaldehid, elagi¢na
kiselina
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Agroindustrijski
nusproizvodi i

dodaci hrani
Antocijanini, kondenzirani
tanini, katehin, epikatehin,
Vitis vinifera 14.8 - 70.5 Tanini, galne kiseline, cijanidin - 3 -
(vinova loza) antocijani glukozid, malividin - 3 -
glukozid, peonidin,
resveratrol
Tirozol, hidroksitirosol,
Olea europaea 41-19.4 Flavanon oleuropein, verbakozid,
(maslina) rutin, luteolin, apigenin,
kvercetin
Hesperidin, kvercetin,
eriocitrin, narirutin,
Citrus sinensis izosakuranetin rutinozid,
(slatke narance) 104 - 223 Flavanon kempferol, galna kiselina,
ferulinska kiselina, p -
kumarna, katehini,
epikatehini
Punica granatum Flavonoidi, antocijani,
seed (obi¢ni 27.2 Tanini tanini koji se mogu
mogranj) hidrolizirati, galna kiselina
Galska kiselina,
Punica granatum 48.3 Tanini punikalagin, punikalin,
Peel (obi¢ni flavonoidi, hidrolizirani
morganj) tanini, kondenzirani tanini
Solanum Naringenin, rutin, kvercetin,
lycopersicum 6.1-6.4 Flavonoli kempferol
(rajcica)
Hesperidin, kvercetin,
Citrus kempferol, galna kiselina,
aurantifolia 104 - 223 Flavanon ferulinska kiselina, p -
(limeta) kumarna, katehini,
epikatehini
Katehin, epikatehin,
galokatehin, epigalokatehin,
katehin galat, epikatehin
galat, galokatehin galat,
Camellia sinensis 148.16 - 252.65 Katehini galna kiselina, elagi¢na

(zeleni Caj)

kiselina, kvercitrin,
astragalin, kvercetin,
kempferol, klorogenska
kiselina, miricetin

Phoenix
dactylifera
(datulja)

12.7 - 47.7

Fenolne kiseline

Hidroksitirosol, tirozol
oleuropein, galna kiselina,
ferulinska kiselina,
kumarinske kiseline, p -
hidroksibenzojeva kiselina,
flavonoidi
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Galska kiselina, kofeinska
kiselina, katehin,
klorogenska kiselina, p-
Propolis 65.49 - 228.4 Fenolne kiseline, | kumarska kiselina, ferulna
flavonoidi kiselina, naringenin,
kvercetin, apigenin,
baikalin, luteolin,
pinocembrin, galangin

U tradicionalnim poljoprivrednim sustavima vrste Glycine max (soja), Linum usitatissimum
(laneno sjeme) i djeteline poput T. subterraneum (podzemna djetelina), T. pratense (crvena
djetelina), Trifolium alexandrinum (aleksandrijska djetelina) najc¢es¢i su izvori polifenola u

hranidbi Zivotinja.

Zbog ogranicenja tradicionalnih resursa za stocnu hranu, mnoge se alternative kao $to su
grmlje i drveée uvode kao nova hrana za Zivotinje. Zanimljivo je da pronadene alternative
sadrze znatne koli¢ine polifenola. U tim biljkama tanini se mogu na¢i u gotovo 80%
drvenastih viSegodiSnjih dvosupnica 1 15% jednogodiSnjih 1 zeljastih viSegodiS$njih
dvosupnica kao $to su drvece, grmlje, mahunarke, bilje i zitarice . Mnogi od njih koriste se
kao hrana za zivotinje kao §to su Dichrostachys (bagrem), Dorycnium (bjeloglavica),
Hedysarum (sladkovina), Leucaena (bijeli bagrem), Onobrychis (esparzeta), Populus
(topola), Rumex (Stavelj), Salix (vrbe), Quercus robur (hrast luznjak) s prevalencijom

kondenziranih tanina koji ¢ine do 20% suhe tvari (Mueller - Harvey i sur., 2019.).

Uklju¢ivanje agroindustrijskih nusproizvoda u hranidbu uzgajanih Zivotinja paralelno je s
pozivima na upotrebu dodataka hrani za Zivotinje na bazi polifenola zbog njihove
antioksidativne aktivnosti za koju se tvrdi da ima blagotvorne ucinke na karakteristike
domacih Zzivotinja i kvalitetu zivotinjskih proizvoda (meso i mlijeko). Agroindustrijski
nusproizvodi, poput industrijskih nusproizvoda od voéa 1 povréa, uvode se kao
nekonvencionalna hrana za zivotinje (Tablica 1); medu njima su najvise koriSteni Vitis
vinifera (vinova loza), Punica granatum (Sipak), Olea europaea (maslina), Camellia
sinensis (zeleni ¢aj), Solanum lycopersicum (rajcica) i ostaci Citrus aurantifolia (limeta).

Svaki od ovih nusproizvoda ima jedinstveni profil polifenola (Tablica 1).

S tim u vezi, ostaci Vitis vinifera sadrze flavonoide (antocijani ili kvercetin), stilbene
(resveratrol) i tanine, dok su ostaci Camellia sinensis bogati flavonoidima (katehini), a
ostataka Olea europaea ima u izobilju u fenolnim kiselinama (hidroksitirosol i tirozol)

(Leouifoudi i sur., 2015.). Te Cinjenice navode na zakljucak da se od domacih zivotinja
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ocekuje da masovno konzumiraju prehrambene polifenole u dnevnom unosu obroka tijekom
svog zivotnog ciklusa. U skladu s tim, kvaliteta ovih biljnih materijala utjeée na
karakteristike domacih Zivotinja, posebno na reproduktivne, $to dovodi do minimalno

moguceg reproduktivnog otpada kao i posljedica gubitka ekonomske uc¢inkovitosti farme.
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4. UNOS, APSORPCIJA, BIORASPOLOZIVOST I BIOAKTIVNOST
POLIFENOLA

Biljni polifenoli su sekundarni metaboliti, koji presudno doprinose obrambenim
mehanizmima biljaka od napada patogena 1 insekata, biljojeda, ranjavanja, suncevog
zraCenja i drugih stresnih stanja. Do danas je oko osam tisu¢a molekula identificirano kao
polifenoli i klasificirano prema kemijskoj strukturi u flavonoidima, neflavonoidima,
fenolnim kiselinama i taninima (Slika 1). Flavonoida i fenolnih kiselina ima najvise i oni
¢ine oko jedne, odnosno dvije tre¢ine ukupnih polifenola. Biljni polifenoli konjugirani su s
ostacima Secera i / ili drugim fenolima, organskim kiselinama, aminima i lipidima (Tsao i
sur., 2010.). Nakon unosa, manje od 5 - 10% biljnih polifenola apsorbira se kroz enterocite,
bilo pasivnom difuzijom ili selektivnim transportiranjem, ali samo ako su u obliku aglikona
ili jednostavnih glikozida. Te ¢injenice ugrozavaju njegovu kinetiku kroz probavni trakt i
njegovu dostupnost za kasniju metabolizaciju normalnim bioloSkim putovima, pa
bioraspolozivost polifenola u veéini sluajeva moze biti nedovoljna da izazove znacajne
bioloske ucinke. Razli¢ita istrazivanja potvrdila su bioraspolozivost i bioaktivnost
polifenola, bilo izravno mjerenjem njihovih koncentracija ili njihovih metabolita u plazmi i
mokraéi, bilo neizravno dokazima povecanog antioksidativnog kapaciteta plazme ili tkiva
(Huang i sur., 2018.). Bioraspolozivost polifenola potvrdena je u razli¢itim reproduktivnim
organima, ukljucujuci reproduktivne centre u mozgu (hipotalamus i hipofiza), testis, jajnik,
posteljica maternice i fetus, Sto potvrduje sposobnost polifenola da prolaze kroz razlicite
krvotocne barijere reproduktivnih organa i stoga utjeCe na njihove fizioloske funkcije.
Medutim, bioraspolozivost polifenola kroz reproduktivne organe ovisi o nekoliko ¢imbenika
kao §to su vrsta polifenola, selektivni transport kroz tkiva i fizioloSki status Zivotinje.
Selektivnost tkiva na razlic¢ite polifenole dokazano je usporedivanjem koncentracija katehina
u majéinoj krvi, posteljici i fetusu kod Stakora nakon primanja epikatehina i epigalokatehin
- 3 - galata (EGCG) u obliku ekstrakta Camellia sinensis (zeleni ¢aj). Maj¢ina plazma
pokazala je 10 puta viSu razinu katehina od placente i 50 - 100 puta visu od fetusa. Medutim,
takoder je vazno naglasiti da su placenta i fetus pokazali nisku razinu epikatehina i visoku
razinu EGCG - a, Sto sugerira da se epikatehin, suprotno od EGCG, dobro apsorbira i
distribuira u maj¢inoj cirkulaciji, ali ne i u embriju. Fizioloski status zivotinje takoder je
presudan za bioraspolozivost polifenola, $§to je potvrdeno istrazivanjima koja su
usporedivala koncentracije izoflavona i njihovih metabolita u krvnoj plazmi kod visoko ili

rano bredih junica, gdje su pronadene znatno vece koncentracije kod rano bredih junica.
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Zdravstveno stanje i promjene imunoloskog i pro / protuupalnog statusa takoder su presudni
¢imbenici koji utjecu na bioraspolozivost polifenola. U tom smislu, utvrdeno je da protupalni
status, kakav se javlja tijekom mastitisa i metritisa, povecava bioraspolozivost izoflavona i
njihovih metabolita (Woclavek — Potocka i sur., 2013.). Bioaktivnost polifenola osim toga
ovisi o jo§ nekoliko ¢imbenika, uklju¢ujuéi molekularnu masu polifenola, njegovu
konjugaciju s drugim derivatima, njegovu hidrolizu enzimima probavnog trakta (zeludac i
crijeva), djelovanje mikroflore buraga, cekula i afinitet vezanja za proteine krvne plazme.
Djelovanje enzima iz probavnog trakta i mikroflore dovelo je do stvaranja novih metabolita
polifenola razli¢itog bioloskog djelovanja od izvornih spojeva. Na primjer, lignani (npr.:
matairesinol, lariciresinol i secoisolariciresinol) mogu se metabolizirati gastrointestinalnim
bakterijama u snaZnije estrogene ,,lignane sisavaca“ (enterodiol i enterolakton). Na primjer,
izoflavoni poput genisteina i biochanina A pretvaraju se u nestrogeni metabolit (p - etil
fenol), dok se formononetin i daidzein pretvaraju u mocéan estrogeni metabolit (ekvol).
U¢inci uzrokovani ekvolom, metabolitom formononetina i daidzeina, najpoznatiji su
primjeri koji naglasavaju vaznost testiranja upotrebe polifenola u Zivotinjskoj proizvodnji;
reproduktivni poremecaji uoceni u stadima ovaca hranjenih T. pratense (nazvanom bolest
djeteline (Reed i sur., 2016.).
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5. POLIFENOLI I REPRODUKTIVNI DOGADAJI IN VIVO

Polifenoli su, kao $to je prethodno navedeno, iskazali ogromnu koli¢inu blagotvornih
djelovanja (antioksidativna, protuupalna, antimikrobna, antihelmintska, antimetanogena...),
ali i druge nezeljene ucinke. Prepoznati su kao glavni spojevi koji mogu narusiti okolis i
promijeniti hormonalnu ravnotezu kod sisavaca i reproduktivne funkcije kod muskaraca i
kod zena (Hashem i sur., 2016.). Jedinstvena kemijska struktura polifenola i njegova slicnost
s kemijskom strukturom estrogena sisavaca, omoguc¢uje im da imaju hormonske ucinke
vezanjem i aktiviranjem estrogenskih receptora (ER: ERa i ERP), koji rezultiraju estrogen -
agonistickim ili antagonistickim u¢incima. Afinitet vezanja polifenola za ER (estrogenske
receptore) odreduje se njihovom kemijskom strukturom, uz prisustvo fenolnog prstena koji
je odgovoran za vezanje na ER, molekularnom tezinom i optimalnim uzorkom
hidroksilacije. Sveukupno, afinitet vezanja polifenola uvijek je manji od prirodnog liganda
estradiola (E2) i estrogen - agonisti¢ki ili antagonisticki u¢inci modulirani su ¢injenicom da,
za razliku od E2, koji se s slicnim afinitetom veZe za oba podtipa ER - a, polifenoli imaju
razli¢it afinitet vezanja za dva podtipa ER - a (osim resveratrola, s usporedivim afinitetom
za obje podvrste ER). S tim u vezi, genistein, daidzein, equol (ekvol) i koumestrol pokazuju
vedi afinitet za ERP nego za ERa, s estrogenom aktivnoséu kumestrola koja je oko 15 puta
veca od izoflavona, genisteina, biochanina A i formononetina. Suprotno tome, 8 -
prenilnaringenin ima oko 100 puta ve¢i afinitet za ERa, ali slabiji za ERP od genisteina.
Dakle, razliciti afiniteti polifenola prema oba podtipa ER 1 razliCita raspodjela ER medu
reproduktivnim tkivima uvelike utjeCu na konac¢ni rezultat izlozenosti polifenolima
(Cipolletti i sur., 2018.). Kroz ovaj nacin djelovanja polifenoli mogu intervenirati u regulaciji
svih reproduktivnih dogadaja hormonskom modulacijom neurohormona (hormon koji
oslobada gonadotropin, GnRH i oksitocin), gonadotropini (luteiniziraju¢i hormon, LH i
folikul - stimuliraju¢i hormon FSH), steroidi (E2, progesteron, P4 i testosteron, T) i
prostaglandini. Polifenoli takoder mogu kontrolirati funkciju steroida vezanjem ili
inaktivacijom enzima za proizvodnju spola, poput aromataze P450, 5a - reduktaze, 17f -
hidroksisteroidne dehidrogenaze (17 - OHDH), topoizomeraze i tirozin kinaze. Uz to,
polifenoli mogu promijeniti afinitet za globulinom koji veze spolni hormon (SHBG), a time
I razinu aktivnih steroida u cirkulaciji krvi (Yousif i sur., 2019.). Polifenoli takoder mogu
utjecati na reproduktivne funkcije kontroliranjem ekspresije gena ili aktivnos¢éu enzima koji
doprinose regulaciji reproduktivnih dogadaja: (1) aktivnost enzima koji kontroliraju

replikaciju DNA (topoizomeraze I i II) i kinaze regulirane izvanstani¢nim signalom; (2)
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antioksidativni i upalni molekularni putovi; (3) stani¢ni apoptoti¢ni i putovi Sirenja; (4)

modifikacija ekspresije gena povezanih sa sintezom ¢imbenika angiogeneze u razli¢itim

reproduktivnim tkivima; (5) epigenetski mehanizmi koji ukljucuju hipermetilaciju i

hipometilaciju; (6) regulacija metabolickih hormonskih signala kao $to su hormoni rasta,

inzulinski faktori rasta i trijodotironin; i (7) modifikacija ekspresije gena povezanih s

metabolizmom masnih kiselina. Stoga, polifenolni spojevi, zbog svojih svestranih bioloskih

funkcija, mogu utjecati na reproduktivne funkcije na razli¢itim nivoima i gotovo se

preklapati sa svim reproduktivnim dogadajima in vivo i intervenirati na uspjehu in vitro ART

- a, kao $to je sazeto na Slici 10. i raspravljeno u sljede¢im odjeljcima.
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Slika 10. Ucinci polifenola na funkcije reproduktivnih organa i njegove posljedice.

(Izvor: Hashem, Nesrein & Gonzalez - Bulnes, Antonio & Simal - Gandara, Jesus. (2020). Polyphenols in
Farm Animals: Source of Reproductive Gain or Waste?. Antioxidants. 9. 1023. 10.3390/antiox9101023.)

Kratice: spolno dimorfna jezgra preoptickog podrucja (SDN - POA), paraventrikularna

jezgra (PVN) lucna jezgra (ARC), medijalno pre - opticko podrucje (mPOA), hormon koji

oslobada gonadotropin (GnRH), luteiniziraju¢i hormon (LH), folikul stimuliraju¢i hormon

(FSH), estradiol (E2), progesteron (P4), testosteron (T). Promjene se odnose na: pozitivne

ili negativne ucinke.
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Sazetak nedavnih in vivo istrazivanja o ucincima polifenola na reproduktivnu sposobnost
muzjaka i zenki domacih zivotinja prikazan je u Tablicama 2 i 3. Ukratko, ova istrazivanja
govore o tome da domace Zivotinje koje konzumiraju hranu osnovanu na sjemenkama i / ili
krmi s polifenolnim spojevima izoflavona i lignana (fitoestrogeni) dokazuju znacCajne
reproduktivne poremecaje u spolnoj aktivnosti, hormonalnoj ravnotezi i funkciji spolnih
zlijezda (T. pratense (crvena djetelina), T. alexandrinum (aleksandrijska djetelina)).
Hranidba na bazi Glicina max (soje) ili Linum usitatissimum (laneno sjeme), prikriva sve
pozitivne ucinke na antioksidativno djelovanje i redoks homeostazu (Abo - Elsoud i sur.,
2019.). Negativne ucinke na reproduktivna svojstva uzrokuju hormonsko sli¢ni ucinci, koji
djeluju kao agonisti i / ili antagonisti estrogena polifenolskih spojeva poznatih kao

fitoestrogeni (flavonoidi, lignani i stilbeni).

Tablica 2. SaZetak nedavnih in vivo istraZivanja o u¢incima polifenola na reproduktivne karakteristike kod

muzjaka domacih Zivotinja. IVF = in vitro oplodnja.

(Izvor: Hashem, Nesrein & Gonzalez - Bulnes, Antonio & Simal - Gandara, Jesus. (2020). Polyphenols in
Farm Animals: Source of Reproductive Gain or Waste?. Antioxidants. 9. 1023. 10.3390/antiox9101023.)

Zivotinja Tretman Glavni rezultati

- Svjeze sjeme: povecani
volumen sjemena,
koncentracije sperme,
aktivnosti sjemene katalaze
u plazmi, glutation
peroksidaze, glutation
Barki ovnovi 0,40 mg / kg ekstrakta lis¢a | reduktaze, superoksid
Moringa oleifere (konjske | dismutazae,alkalne
rotkvice) fosfataze, kisele fosfataze,
askorbinske kiseline i
ukupni antioksidativni
kapacitet
- Smrznuto - odmrznuto
sjeme: povecana
pokretljivost spermija

nakon odmrzavanja, indeks
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odrzivosti, integritet
membrane i aktivnosti
enzima antioksidansa
sjemena

- Smanjena koncentracija
malondialdehida u sjemenoj
plazmi, akrosomski
nedostaci i fragmentacija
DNA

Vepar

0, 2, 4% pulpe Vitis

vinifere (vinove loze)

Obije razine:

- Poboljsane kineticke
varijable, integritet
membrane svjezeg i
uskladiStenog sjemena
(hladenje na 17 ° C)

- Smanjene abnormalnosti
sperme i peroksidacija
lipida u svjezem i

uskladiStenom sjemenu

Janjad (muzjaci)

0, 4, 8% hranidbe lanenim
sjemenom Linum

usitatissimum

Sa 8%:

- Smanjen sadrzZaj
testosterona i genomske
DNA u krvi

- Poveéan hormon rasta i
stimuliraju¢i hormon

Stitnjace

Zecevi (muZzjaci)

0, 5, 20 mg / kg tjelesne
tezine izoflavona Glicine
max (soja) (5 daidzein : 1

genistein)

Na obje razine:

- Smanjen libido,
koncentracija sperme i
testosteron

- Povecan trijodtironin
Pri 20 mg / kg tjelesne

tezine:
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- Povecani ukupni
antioksidativni kapacitet i

smanjeni malondialdehid

Zecevi (muZzjaci)

Hranidba na bazi Glicine
max (soje) i lanenog
sjemena Linum

usitatissimum

Obje hranidbe:

- Poboljsana pokretljivost i
odrzivost sperme

- Povecan trijodtironin

- Smanjen libido,
koncentracija sperme i
testosteron

- Nema utjecaja na plodnost
muzjaka

- Poboljsani ukupni
antioksidativni kapacitet i

smanjeni malondialdehid

Klonirani jar¢evi

0, 8, 83, 17, 66% sjemena
Punice granatum (obi¢nog
morganja) tijekom 9

tjedana

- Povecéana pokretljivost i
vitalnost sperme, integritet
stani¢nih membrana
smrznutog i odmrznutog
sjemena

- Nema utjecaja na stopu
cijepanja i razvoj

blastociste nakon IVF-a

Zecevi (muZzjaci)

0,5, 10 g/ kg sjemenki
Arctium (¢icka) i lis¢a
Salvia Rosmarinus

(ruZmarina)

Na sjemenke ¢icka 10 1
listove ruzmarina u
hranidbi od 5 g / kg:

- Povecana koncentracija
sperme, vitalnost i
pokretljivost

- Poboljsani testosteron i

plodnost
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Toplinom stresirani zecevi

(muzjaci)

0, 50, 100, 150 mg / kg
tjelesne tezine ekstrakta
lis¢a Moringa oleifere

(konjska rotkvica)

Sve razine:

- Poboljsane osobine
kvalitete sperme

- Visoka razina (150 mg /
kg tjelesne tezine) nastojala

je smanyjiti testosteron i

ukupni antioksidativni

kapacitet

- Povecana tezina testisa,

0, 5, 10% vina od komine | koncentracija sperme,

Muska janjad drzana u Punice granatum (obi¢nog | pokretljivost i integritet

ograni¢enim uvjetima morganja) tijekom 74 dana | akrosoma i antioksidativni
status testisa kod uzgajanih

zivotinja

S druge strane, €ini se da je hranidba taninima sigurnija, pa ¢ak i pozitivna za reproduktivne
funkcije (Quercus hartwissiana (hrast strandza), Sesbania sesban (sesbania), Acacia saligna
(zlatni vijenac), sjeme Punice granatum (obi¢ni morganj)). Suprotno tome, taninska skupina
ima daljnja bioloska svojstva za razliku od ostalih polifenolnih spojeva. Tanini se, u suvisku,
vezu na dijetalne proteine 1 smanjuju adsorpciju proteina kroz enterocite, §to moze dovesti
do reproduktivnog otpada, kao Sto je smanjenje brzine ovulacije i pove¢anje embrionalnog
gubitka. Medutim, umjerena konzumacija moze poboljSati metabolizam proteina
povecanjem apsorpcije aminokiselina i smanjenjem oslobadanja ureje. Takvo poboljSanje
hranidbenog statusa Zivotinja pozitivno utjece na njihovu reproduktivnu sposobnost, kao $to
je dokazano u ispitivanju (Ramirez - Restrepo i sur., 2005.) usporedujuci ovce koje su pasle
L. corniculatus (taninjasta pasa; svindusa), imale su vece stope ovulacije i janjenja od onih
koje pasu viSegodisnji ljulj / bijelu djetelinu na pasnjaku (fitoestrogena pasa). Ti podaci
potkrepljuju korisnost i relativnu sigurnost crnogori¢nih biljaka (grmlja i drveca), ako se
pravilno konzumiraju, za poboljsanje reproduktivnih sposobnosti zivotinja (Yucca
schidigera (Spanjolski bodez), Quebracho tanini). S druge strane, potreban je oprez kada se
reproduktivne Zivotinje hrane biljkama bogatim fitoestrogenim polifenolima (flavonoidi,
neflavonoidi 1 fenolne kiseline) kao $to su soja, laneno sjeme, djetelina, sjeme mlijeka ¢icka,

lisée ruzmarina, dodataka izoflavona soje i zelenog ¢aja u prahu. Cini se da je

26



bioraspolozivost tanina smanjena zbog njihove velike molekularne mase uz slabiju
apsorpciju kroz crijeva, §to moze ograniciti njihove uc¢inke (Nawab i sur., 2020.). Posebne
napomene treba uputiti na upotrebu polifenolskih spojeva za pobolj$anje reproduktivnih
svojstava domacih Zivotinja izazvanih u stresnim uvjetima. Suplementacija prehrambenim
propolisom (dodatak hrani bogat polifenolom) ili Moringa oleifera (konjska rotkvica)
ostavlja etanolni ekstrakt, poboljsava redoks status, svojstva kvalitete sjemena i osobine
kuni¢a Koji su pod stresom od vruéine, dok je u drugom istraZivanju propolis ublazio
reproduktivnu toksi¢nost cipermetrina kod Zenki kuni¢a. Dodatak vina Punica granatum
(grozde) takoder je pokazalo da poboljsava redoks status, tezinu testisa i svojstva kvalitete
sjemena muske janjadi koji se drze u ograni¢enim uvjetima (Zhao i sur., 2017.). Poboljsanje
reproduktivnih karakteristika u ovim istrazivanjima povezano je s antioksidativnim
djelovanjem polifenolskih spojeva i njihovom sposobno$¢u da ublaze Stetno djelovanje
reaktivnih vrsta Kisika. Ovi rezultati podrzavaju zastitnu ulogu polifenolnih spojeva u
stresnim uvjetima, kada se aktiviraju Stetni putovi kao $to su oksidativni i upalni stres. Stoga
bi se moglo zaklju¢iti da polifenolni spojevi mogu dovesti do reproduktivnih dobitaka kod
zivotinja koje su pod stresom. Medutim, nema dovoljno podataka o uc€incima razli¢itih
polifenola u reprodukciji i potrebno je vise istrazivanja kako bi se ove pretpostavke potvrdile

ili odbacile, s naglaskom na polifenolskom profilu svake biljke.

Tablica 3. Sazetak nedavnih in vivo istrazivanja o u¢incima polifenola na reproduktivne sposobnosti kod

zenki domacih Zivotinja.

(Izvor: Hashem, Nesrein & Gonzalez - Bulnes, Antonio & Simal - Gandara, Jesus. (2020). Polyphenols in
Farm Animals: Source of Reproductive Gain or Waste?. Antioxidants. 9. 1023. 10.3390/antiox9101023.)

Zivotinja Tretman Glavni rezultati
- Povecana duljina i
promjer jajnika, ali ne i

0,5,209g/100 kg primarni i sekundarni
Camellie sinensis (zelenog | folikuli u rastu
¢aja) U prahu od odbica - Smanjena stopa
Zecice (starost 45 dana) i kroz dva | koncepcije i broja
uzastopna reproduktivna | Zivorodene i odbijene
ciklusa mladuncadi

- Povecana smrtnost Zenki,
ali ne i njihova tjelesna

tezina
5 0, 100,200 g/ grlu/dan | - Nema utjecaja na razinu
Zenke bivola Quebracho tanina progesterona, broja embrija

po zacecu 1 brzinu zaceca
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Sezonski anestrozne
Rahman ovce

T. alexandrinum i silaza
kukuruza 2 tjedna prije
janjenja do 8 tjedana nakon
induciranog estrusa

- Smanjenje progesterona
- Skraceno trajanje estrusa
- Potisnuti razvojni
kapacitet malih i srednjih
folikula

- Nema utjecaja na brojeve
1 promjere zutog tijela

- Smanjena plodnost i
veliCina legla

Janjad (sa prepubertetskom
vunom/dlakom) tijekom
prirodne anestrozne sezone

0, 300 mg ferulinske
kiseline / dan / glavi
tijekom 34 dana

- Povec¢ana masa
reproduktivnog trakta, masa
jajnika

- Povecan broj vec¢ih
folikula i zutog tijela te
postotak janjadi s velikim
folikulima i Zutim tijelima

- Nema utjecaja na broj
malih folikula i postotak
janjadi s malim folikulima

Barki ovce

Kondenzirani Quebracho

tanini (20 g / glavi / dan)

tijekom cetiri tjedna prije
parenja do janjenja

- Nema utjecaja na broj i
velic¢inu folikula jajnika ili
na broj i promjer zutog
tijela, te na razinu
progesterona i estradiola.

Barki ovce debelog repa

50, 100% zamjena sijena

djeteline biljkom koja je

bogata taninima (Acacia
saligna)

- Nema promjena u stopi
zaceca

- PoboljSana stopa
plodnosti i janjenja

- Nema razlika u
koncentraciji progesterona

Kuni¢ (Zenka)

Ekstrakt Yucca schidigera
(8panjolskog bodeza) - 0, 5,
20 g ekstrakta praha na 100
kg hrane tijekom 350 dana.

- Povecana razina
oksitocina i prostaglandina
F2a u plazmi;

- Povecana koncentracija
progesterona u plazmi kod
niskih doza Yucca
schidigera, ali smanjena
visokim dozama Yucca
schidigera

- Povecana stopa zaceca

Junice Holstajna (Holstein)

Trifolium alexandrinum i
kukuruzna silaza tijekom
pet mjeseci, 3 (mjeseca)
prije parenja plus 2
(mjeseca) nakon parenja

- Smanjenje progesterona,
povecanje estradiola, visok
omjer estradiola i
progesterona

- Visok povratak u estrus

- Povecani broj koncepcija

Kuni¢ sa cipermetrinom

50 mg / kg tjelesne tezine
propolisa

- Poboljsani redoks status

- UblaZeni negativni ucinci
cipermetrina na histologiju
jajnika, sintezu steroida
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(progesteron i estradiol) i
reproduktivne performanse

Janje Finskog landrasa

Silaza T. pratense i silaza

od trave za pet mjeseci, 3

mjeseca prije parenja plus
dva nakon parenja

- Povecana ukupna masa
maternice

- Smanjenje progesterona
- Nema promijenjene
plodnosti

- Povecana razina uree

Prepubertetska zenska
janjad pasmine Tuj

Quercus hartwissiana

- Ne utjece na sekreciju
luteiniziraju¢eg hormona
induciranog
gonadotropinom Koji
oslobada hormon kod
prepubertetskih zenki

Menz ovce

0.28% Sesbania seshana
prije parenja, tijekom
parenja, gravidnosti i

janjenja

- Nema utjecaja na razinu
progesterona

- Poboljsana stopa
koncepcije za 17%

- Poboljsana veli¢ina legla

5.1. Seksualno ponasanje

Seksualno ponasanje je presudan reproduktivni dogadaj, jer se moZe smatrati pocetnim
korakom za kasniji ciklus reproduktivnih dogadaja i nedostatak ili slabost estrusnih znakova
u ponasanju zenke ili libido i seksualno ponasanje muzjaka koji dovode do odrzavanja
zivotinja bez stvarnog reproduktivnog doprinosa stadu, $to dovodi do reproduktivnog 1
ekonomskog otpada. Nekoliko je istrazivanja potvrdilo sposobnost polifenola da utje¢u na
seksualne aktivnosti kod razli¢itih vrsta domacih zivotinja. Konzumacija grma Seshania
sesban negativno utjeCe na izriCaj estrusa kod ovaca i1 hranjenje izoflavonom T.
alexandrinum (212.076,2 pg / ovca / dan bogata biochaninom A) takoder sprjecava ili
skracuje estrus kod ovaca. Sli¢no tome, utvrdeno je da hranidba na bazi lanenog sjemena
(koja sadrzi prvenstveno secoisolariciresinol i daidzein), soje (koja sadrzi uglavnom
genistein i daidzein) ili sojinim izoflavonima (koji sadrze omjer 1 genisteina: 5,7 daidzeina)
smanjuje libido kuni¢a (Hashem i sur., 2016.). Suprotno tome, Mustonen i sur. (2014.)
izvijestili su da hranjenje ovaca silazom T. pratense (koja sadrzi formononetin, biochanin A,
genistein 1 daidzein) ukupno 5 mjeseci nije utjecalo na prosjecan broj estrusa po gravidnosti
(2,1 £0,7 za T. pratense L. naspram 2,2 + 0,8 silaZe od trave u kontrolama). Ovi razli¢iti
rezultati ucéinka polifenola na seksualno ponasanje mogu se objasniti razli¢itim
mehanizmima, ali uglavnom antiestrogenim ucincima koji mogu ometati endogeno

djelovanje estrogena. U svakom slucaju, ucinci polifenola ovise o koncentraciji endogenog
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E2 jer se polifenoli i E2 natjecu za mjesta vezanja na ER, a polifenoli mogu djelovati kao
estrogeni antagonisti, inhibirajuéi punu aktivnost estrogena zauzimajuéi dio ER. Stovise,
mnogi polifenoli imaju veci afinitet za ERP nego za ERa, za koji se sumnja da je ukljucen u
antagonisticko djelovanje E2 (Lorand i sur., 2010.). Takoder postoje istrazivanja na
muzjacima koja se bave time da vezanje polifenola s ER u mozgu uzrokuje promjene u
reproduktivnom, stresom povezanom ponasanju, Socijalnom ponasanju i kognitivnim
funkcijama. Na primjer, spolno dimorfna jezgra preoptickog podru¢ja (SDN - POA)
ukljucena je u kontrolu oslobadanja gonadotropina, a seksualno ponasanje muzjaka i veli¢ina
SDN - POA povezana je s preferencijama seksualnih partnera (Roselli i sur., 2010.). Stim u
vezi, konzumacija soje smanjuje koli¢inu SDN - POA kod muzjaka, ali ne i kod Zenki, $to

ugrozava seksualno 1 kopulatorno ponasanje.

5.2. Izludivanje i funkcija hormona

Hormoni su kriti¢ni signali za reproduktivne sposobnosti i stoga odgovaraju¢a hormonalna
sekrecija i funkcija igraju presudnu ulogu u reproduktivnoj sposobnosti. Nekoliko
istrazivanja otkrilo je sposobnost polifenola da mijenjaju biosintezu i funkciju
reproduktivnih hormona duz osi hipotalamusa - hipofize - gonada. Na razini mozga
polifenolni spojevi mogu spolno utjecati na dimorfnu jezgru hipotalamusa, kontrolirajuéi i
seksualno ponaSanje i hormon koji oslobada gonadotropin (GnRH) (tj.: preopti¢ko podrucje
(SDN - POA), paraventrikularna jezgra (PVN), lu¢na jezgra (ARC) i medijalno pre - opti¢ko
podrucje (MPOA)) i moze poremetiti funkciju hipofize, a time i sintezu LH i FSH (Reed i
sur., 2016.). Postoje podaci koji govore o tome da infuzija genisteina u mozak
ovarijektomiziranih ovaca rezultira smanjenom uéestalos¢u LH - pulsa i koncentracijom LH
u plazmi, dok dugotrajna konzumacija soje (koja sadrzi genistein i daidzein) inhibira LH -
stimulirano luéenje progesterona. Ovi poremecaji u ucestalosti i amplitudi LH - pulsa
povezani su sa znacajnim smanjenjem koncentracije perifernog progesterona tijekom
lutealne faze i rane gravidnosti ovaca i junica. Suprotno tome, druga istrazivanja Coolsa i
suradnika (2014.) te Watzkove i suradnika (2011.) govore o tome da hranjenje sojinim
izoflavonima (genistein i daidzein) nije povezano sa smanjenjem perifernih koncentracija
P4. Moguce objasnjenje ovih nedosljednih rezultata moze se naci nakon in vitro istrazivanja
ucinaka izoflavona (biochanin A i1 genistein) na sintezu progesterona u stanicama granuloze
goveda; takvi su u¢inci dvofazni i ovisni 0 dozi; budu¢i da sintezu P4 stimuliraju male doze,
a obrnuto, doze iznad praga potiskuju sintezu P4. Na razini spolnih Zlijezda, polifenoli mogu

utjecati na sintezu steroida bilo granuloznim stanicama jajnika ili intersticijskim stanicama
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testisa, zbog njihove sposobnosti da promijene osjetljivost tih stanica na djelovanje
gonadotropina ili aktivnost enzima koji sudjeluju u biosintezi spolnih hormona. Na primjer,
kora zgusnutih stabala bogatih taninom (npr.. Acacia mangium (Sumska mangrova),
Sonneratia caseolaris (mangrova jabuka), Acacia mearnsii (crna pletenica), Salix rorida
(vrba), Larix leptolepis (japanski ari§), Cryptomeria japonica (japanska kriptomerija) i
Thujopsis dolabrata (japanska hiba)) moze inhibirati aktivnost steroida Sa - reduktaze
vezanjem za enzim (Liu i sur., 2008.). Izoflavoni, stilbeni i kumestani mogu inhibirati 5o -
reduktazu, aromatazu i kompleks 3 - hidroksisteroidne dehidrogenaze / izomeraze
smanjenjem ekspresije gena i / ili inhibicijom samog enzima. U drugim istrazivanjima,
gosipol inhibira aktivnost enzima 5a - reduktaze i 3a - hidroksisteroidne dehidrogenaze, kao
1 antioksidativni enzim superoksid dismutaza, putem drugog messenger cGMP puta, Sto
dovodi do inhibicije stvaranja steroida razli¢itim molekularnim putovima (Basini i sur.,
2009.). Sli¢no tome, ekstrakt zelenog Caja moze promijeniti funkcije jajnika i blokirati
ovulaciju kod kunica. To se pripisuje njegovom glavnom sastojku EGCG s proapoptotskim
i antisteroidnim hormonima. Na razini maternice utvrdeno je da izoflavoni i njihovi
metaboliti, najzastupljeniji fitoestrogeni izvedeni iz soje, mijenjaju sekreciju PGF2a 1 PGE2
u tkivu endometrija goveda, Sto dovodi do povecanog odnosa PGF2a / PGE2, §to, pak, moze
povecéati mogucnost nastanka luteoliza, neuspjeh implantacije i, posljedicno tome, rane
smrtnosti ili pobacaja embrija. Medutim, povecani omjer PGF20 / PGE2 moze biti koristan
za luteolizu 1 ovulaciju postpartalnih anestroznih mlije¢nih krava, olakSavajué¢i obnavljanje
postpartalne cikli¢nosti. U tom kontekstu, utvrdeno je i da polipepigalokatehin - 3 - galat
stimulira aktivnost prostaglandin G / H sintaze - 2 (PGHS - 2; poznat i kao COX - 2), a time
i sintezu PGF2a, $to bi moglo biti od interesa za cikli¢nost jajnika kada se odrzavaju vise
razine progesterona, $to ometa normalnu reproduktivnu aktivnost (Colitti i sur., 2007.). U
nekim su istraZivanjima ove hormonalne neravnoteZze bile povezane s o€itim reproduktivnim
poremecajima, kao $to su kod zenki povecani rizici za nimfomaniju, prolaps rodnice i
porodajne poteskoce, rani embrionalni gubici i smanjenje plodnosti i, kod muzjaka, nizak

libido, erektilna disfunkcija i oligospermija (Reed i sur., 2016.).

5.3. Gametogeneza

I kod muzjaka i kod Zenki gametogeneza je sloZeni bioloSki proces koji obuhvaca niz
stani¢nih dioba pracenih strukturnim (diferencijacija) i funkcionalnim konfiguracijama.
Napredak ovih procesa strogo kontroliraju hormoni, uglavnom hormoni osi hipotalamus -

hipofiza - gonada i mnogi stani¢ni signalni ¢imbenici (Swelum i sur., 2020.). Stoga se snazno
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oc¢ekuje implikacija polifenola na izmjenu ucinkovitosti gonadogeneze. Kod odraslih
zivotinja - kuni¢a, hranjenje bilo na bazi soje (koja sadrzi genistein i daidzein izoflavoni) ili
hranom zasnovanom na lanenom sjemenu (koje sadrzi lignan secoisolariciresinol) zna¢ajno
je smanjilo sintezu testosterona, spermatogeni proces i libido. Cini se da su ti ué¢inci jadi za
lignane iz lanenog sjemena od ucinaka sojinih izoflavona. Evans i sur. (1995.) pronasli su
taj enterolakton (metabolit secoisolariciresinol) koji ima najvecu inhibicijsku snagu (98%)
na aktivnost 17 b - hidroksisteroidnih dehidrogenaza u usporedbi s genisteinom (82%) i
daidzeinom (34%). Uz to, i izoflavoni i lignani mogu aktivirati ER putove, ovisno o
njihovom relativnom afinitetu vezanja za ER i relativnoj transkripcijskoj snazi. S obzirom
na ove nalaze, moglo bi se predloziti da lignani, uglavnom secoisolariciresinol, mogu imati
veci afinitet vezanja ili transkripcijsku snagu od izoflavona, uglavnom genisteina i daidzeina,
kod odraslih muskih kunica, §to dovodi do ja¢ih bioloskih ucinaka na spermatogenezu,
steroidogenezu i libido. Uz to, Hadadi i sur. (2020.) izvijestili su da je konzumiranje
Medicago sative (lucerne) kod odraslih Stakora tijekom 30 dana rezultiralo pozitivnim
prolaznim ucinkom na broj sjemenskih tubula, primarnih spermatocita, spermatozoida i
Leydigovih stanica. Medutim, kada se eksperimentalno razdoblje produljilo za 60 dana,
primije¢eno je smanjenje broja zametnih stanica i Leydigovih stanica. Poznato je da
polifenoli lucerne imaju fitoestrogeno djelovanje s estrogenim ili antiestrogenim,
antioksidativnim 1 endokrinim uc¢incima. Fitoestrogen moze smanjiti proliferaciju preteca
Leydigovih stanica, vjerojatno aktiviranjem fagocitoze makrofaga (Perez - Martinez i sur.,
1997.). Cjelozivotna (od zaceéa do odrasle dobi) hranidba zasnovana na soji koja sadrzi 150
ppm daidzeina i 190 ppm genisteina smanjila je broj haploidnih stanica u testisu i
epididimalnim stanicama sperme, bez promjene razine testosterona u serumu ili sazrijevanja
Sertolijevih stanica i funkcije CD - 1 miseva. U ovom istraZivanju svi markeri koji pokrivaju
razli¢ite faze rane i midspermatogeneze ostaju nepromijenjene. Medutim, spermatidni
specifi¢ni marker GAPD (gliceraldehid - 3 - fosfat dehidrogenaza), koji kodira protein koji
regulira glikolizu, a time i pokretljivost i plodnost sperme, nije reguliran u testisu. Uz to,
smanjeni geni su regulirani receptorima androgena. Ovi podaci sugeriraju da su kasne faze
procesa spermatogeneze, nakon faze okrugle spermatide, najosjetljivije faze prehrambenih
polifenola, Sto bi se moglo pripisati interferenciji sojinih polifona s putem receptora
androgena. U kontekstu toga, muski Stakori kroni¢no izlozeni genisteinu imaju
abnormalnosti u spermatogenezi, Sto rezultira promjenama u pokretljivosti sperme i
smanjenju velic¢ine legla poprac¢eno dokazima o gubitku embrija nakon implantacije kada su

odrasli Stakori bili podvrgnuti ispitivanju plodnosti (Eustache i sur., 2009.). Kod Zenki je sve
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viSe dokaza da polifenoli mogu utjecati na proces oogeneze na razliitim razinama.
Polifenoli mogu utjecati na prenatalni, postnatalni i folikularni razvoj odraslih, kontrolirajuéi
folikularnu / oocitnu rezervu jajnika, razvoj oocita i kvalitetu. S druge strane, pozitivni u¢inci
polifenola poput resveratrola na proces gametogeneze primijec¢eni su u stresnim uvjetima
poput izlozenosti toksinima iz okoline, velike tjelesne aktivnosti i visokog oksidacijskog

stresa i kod muzjaka i kod Zenki (Macias - Cruz i sur., 2018.).

5.4. Gravidnost i programiranje fetusa

Neadekvatne razvojne osobine potomstva sve se vise opisuju u posljednjih nekoliko godina,
zbog sve veceg pritiska na isplativu proizvodnju (skra¢ivanje neproduktivnih razdoblja i sve
veci broj potomaka po leglu) ili zbog Okolisnih izazova (hrana, temperatura, dostupnost
vode, stres). Posljedica takvih poremecaja je sve veca ucestalost potomstva pogodenog
intrauterinim ogranienjem rasta i, nakon toga, male porodajne tezine. Pojava male
porodajne tezine ugrozava odrzivost i zdravlje mladunceta, ali StoviSe, uzrokuje Stetne
cjelozivotne u¢inke zbog epigenetskih promjena. Polifenoli se sve vise koriste u materinjoj
prehrani za suzbijanje oksidativnog stresa, upale niskog stupnja i metaboli¢kih poremecaja
koji se obi¢no nalaze kod fetusa ugrozene gravidnosti. Koristenje polifenola tijekom
gravidnosti temelji se na percepciji "prirodnih i neskodljivih" proizvoda, ali postoji vrlo malo
znanja o njihovim ucincima kod gravidnih Zivotinja i o ravnotezi izmedu blagotvornih
uc¢inaka na razvoj 1 metabolicke osobine fetusa 1 Stetnih ucinaka zbog njihovih
ksenoestrogenih i epigenetskih svojstava. S tim u vezi, flavonoidi su vjerojatno najvise
konzumirani polifenoli jer se nalaze u vecini biljaka, voca 1 povréa, a medu njima je 1
kvercetin vjerojatno najvise konzumirani flavonoid. Nakon kvercetina, unos izoflavona
genisteina u svijetu postaje visok zbog sve vece potroSnje sojinih proizvoda kao
alternativnog izvora proteina. Stoga je veéina istrazivanja o upotrebi flavonoida tijekom
gravidnosti provedena pomoc¢u kvercetina. Dodaci sa kvercetinom tijekom gravidnosti
povezani su s poboljsanjima antioksidativnog / oksidativnog i metabolickog statusa majke i
naknadnim pozitivnim u¢incima na fetalni antioksidativni kapacitet i razvojne osobine. Ti
se ucinci zadrzavaju tijekom postnatalnih stadija, poboljSavajuci antioksidativne obrambene
sustave 1 postnatalne metabolicke osobine potomstva te smanjujuci ostec¢enje DNA izazvano
oksidativnim stresom (Prater i sur. 2008.). Sli¢ni su ucinci pronadeni kod hranidbe bogate
genisteinom; posebno smanjen oksidativni stres i blagotvorni ucinci na kardiovaskularni
sustav, smanjujuci ucestalost hipertenzije. Resveratrol stilben ima usporedive pozitivne

ucinke na oksidativni stres i metabolizam kod odraslih, a postoje eksperimentalni dokazi koji
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poboljSavaju embrionalni oksidativni stres 1 apoptozu povezane s dijabetickom
embriopatijom, sprjeavanje kaSnjenja u razvoju embrija od dijabetickih brana i, nakon toga,
gubitak glomerula i bubrezna nezrelost kod fetusa (Singh i sur., 2013.). Medutim, izloZenost
visokim dozama flavonoida povezana je s neuspjesima u gravidnosti i epigenetskim
ucincima na potomstvo zbog uloge ksenoestrogena, kao fitoestrogena. U stvari, najmoc¢niji
fitoestrogeni su polifenoli (genistein, daidzein i kumestrol), a ovaj aspekt treba uzeti u obzir
prilikom promicanja unosa proizvoda dobivenih iz soje. IzloZenost fitoestrogenima tijekom
prenatalnog razvoja i ranog postnatalnog zivota moze imati izrazite u¢inke na reproduktivni
sustav potomaka, narusavajuéi spolnu diferencijaciju i reproduktivnu funkciju u odrasloj
dobi. Ti su ucinci najopseznije opisani za genistein, premda postoje i dokazi da
ksenoestrogeni ucinci visokih doza kvercetina mogu utjecati na implantaciju embrija, a time
i na uspjeh u gravidnosti, a nakon toga mogu ubrzati postnatalni reproduktivni razvoj
zenskog potomstva. IzloZzenost visokim dozama genisteina povezana je s epigenetskim
promjenama u genima koji moduliraju metabolizam i masnocu, reproduktivnu funkciju 1
pojavu razli¢itih tumora (Doerge i sur., 2011.). Polifenoli, a posebno kvercetin, takoder su
snazni modulatori upale niskog stupnja inhibiranjem ekspresije ciklooksigenaze i djelujuci
na pretvorbu masnih kiselina u prostanoide (prostaglandini, prostaciklini i tromboksani, s
prostaciklinom 12, PGI2 i tromboksanom A2, TXA2, glavni proizvodi). Ravnoteza PGI2 /
TXA2 presudna je za adekvatnu regulaciju krvoZzilne funkcije majke i1 fetusa tijekom
gravidnosti. Kvercetin povecava omjer i moze poboljsati feto - placentnu cirkulaciju i neke
negativne ishode preeklampsije, poput stope smrtnosti mladuncadi, ali bez znacajnih
poboljsanja pri porodajnoj tezini mladuncadi. Medutim, povecani omjer tijekom kasne
gravidnosti moze potaknuti promjene u fetalnom krvozilnom sustavu; konkretno, suzenje
ductus arteriosusa koje tjera fetalni protok krvi iz desne klijetke u silaznu aortu. SuZenje
arterioznog duktusa moZe uzrokovati zatajenje srca fetusa 1 mladunceta, hidrops i1 pluénu
hipertenziju mladuncadi, $to dovodi do smrti. Istodobno, prenatalna izloZenost visokim
dozama kvercetina povezana je s povecanom ekspresijom upala povezanih citokina u
odrasloj dobi. Kvercetin, ali takoder i genistein i drugi polifenoli, inhibiraju transport kroz
placentu nekoliko bioaktivnih spojeva (organski kationi, glukoza i vitamini B i C (Biondi i
sur. 2007.)).
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6. POLIFENOLI I IN VITRO TEHNIKE POTPOMOGNUTE

REPRODUKCIJE

Sazetak nedavnih in vitro istrazivanja o u¢incima polifenola na rezultate nekih ART - a kod

muzjaka i Zenki domacéih zivotinja prikazan je u tablicama 4 i 5.

Tablica 4. Sazetak nedavnih in vitro istraZivanja o u¢incima polifenola na rezultate nekih potpomognutih

reproduktivnih tehnika (ART) kod muzjaka domacih Zivotinja.

(Izvor: Hashem, Nesrein & Gonzalez - Bulnes, Antonio & Simal - Gandara, Jesus. (2020). Polyphenols in
Farm Animals: Source of Reproductive Gain or Waste?. Antioxidants. 9. 1023. 10.3390/antiox9101023.)

Smrznuto — odmrznuti

produzivac sjemena bivola

0, 10, 20, 50, 100 uM / ml
RES (resveratrol)

Pri 50, 100 uM / ml:

- Poveéana pokretljivost
sperme, antioksidativni
status (visi SOD, GPx,
CAT)

Pri 100 uM / ml:

- Smanjena fragmentacija
DNA

- Povecani integritet plazme
sperme i potencijal
mitohondrijske membrane
te stopa gravidnosti nakon
Al

Skladisteni tekuci (hladenje
na 5 °C, 168h ) produzivac

sjemena ovna

0,200,400 uM / ml RES

Pri 400 uM / ml:

- Povecana progresivna
pokretljivost,
antioksidativni status (visi
SOD i GSH, nizi MDA)

- Zasti¢ena morfologija
glave sperme, poboljSana

kinematika, parametri i in
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vitro plodnost (stope

cijepanja i blastociste)

Smrznuto - odmrznuti

produzivac sjemena ovna

0, 10, 30, 50, 70 pg / ml
HT, DHPG i smjese (MIX)

Na svim razinama HT-a i
DHPG-a:

- Smanjen LPO

- Nema promjene u
integritetu plazme sperme,
statusu akrosoma,
potencijalu mitohondrijske
membrane,smanjena
membrana sperme i

integritet akrosoma

Skladisteno tekuce (4 ° C,
120 h) sjeme jarca

0,10,30,50170mg/L
GSPE

Pri30 mg/L:

- Povecéana pokretljivost
spermija

- Poboljsani antioksidativni
status sjemena (veéi TAC,
CAT, SOD inizi MDA)

- Poboljsani ishodi Al

(veli€ina legla)

Smrznuto - odmrznuti

produZzivac sjemena jarca

0, 10, 50, 100, 250 uM / ml
RES

Pri 10 ili 50 uM / ml:

- Povecana progresivna
pokretljivost, integritet
membrane i akrosoma,
aktivnost mitohondrija i
odrzivosti sperme

- Smanjenje ROS-a

IVF sjemenom nerasta

0,1, 10, 100 pg / mL tanina
hrasta luznjaka (Quercus
robur) i njegove cetiri
frakcije (FA, FB, FC, FD)

Pri 10 pg / ml:

- Povecani kapacitet i
oplodnja spermom

Pri 100 pg / ml:

- Potisnuta kapacitacija i

stopa oplodnje
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- Najveca jacina bila je za

FB frakciju

Smrznuto - odmrznuti

produzivac sjemena bivola

0,0.5,1,10i 50 uM / ml
RES

Pri 50 uM / ml:

- Smanjene promjene poput
kapacitivnosti, oksidativnog
stresa (ve¢i TAC, nizi ROS
i MDA)

- Poboljsanje stabilnosti
membrane i IVF
sposobnosti

- Nema utjecaja na stopu

gravidnosti

Sjemeni produzivac vepra

nakon odmrzavanja tijekom

0,05,1,2mM/ ml RES ili
0, 25,50, 100 uM / ml

- RES ili EGCG nisu
utjecali na odrzivost sperme
i integritet akrosoma
-EGCG 25150 uM i RES

kriokonzerviranih govedih

spermatozoida

0,0.074,0.74, 7.4 umol / L
GEN

1 sata EGCG 2 mM povecana je stopa
oplodnje
- Nema utjecaja na
IVF pomoc¢u pokretljivost sperme

- Pri 7,4 umol / L: inhibicija
vezanja sperme - zona
pellucida i smanjena

akrosomska reakcija

Kratice: In vitro oplodnja (IVF), resveratrol (RES), hidroksitirosol (3,4 dihidroksifeniletanol, HT), 3,4
dihidroksifenilglikol (DHPG), ekstrakt procijanidina sjemenki grozda (GSPE), epigalokatehin - 3 - galat
(EGCQG), genistein (GGCEN) ), superoksid dismutaza (SOD), glutation peroksidaza (GPx), glutation

reduktaza (GSH), malondialdehid (MDA) ukupni antioksidativni kapacitet (TAC), katalaza (CAT), reaktivne
vrste Kisika (ROS), umjetna oplodnja (Al).

Jasno je da reputacija polifenola kao snaznih kandidata za antioksidanse proizvedenih za in
vitro manipulaciju spolnim kulturama, sazrijevanjem i o¢uvanjem spolnih stanica potice
njihovo ukljucivanje u medije. Rezultati istrazivanja prikazanih u Tablicama 4 i 5 podupiru
da polifenoli djeluju kao antioksidativni agensi, pa su se stoga vecina proucavanih varijabli
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I interpretacija rezultata temeljile na toj pretpostavci. Potvrdena je antioksidativna aktivnost
mnogih polifenola, ukljucujuéi ekstrakt procijanidina sjemenki grozda, silibinin mlijeka
¢icka, hidroksitirosol i 3,4 dihidroksifenilglikol, epigalokatehin - 3 - galat, genistein i
resveratrol. Veliki broj dokaza podupirao je potencijal polifenola da poboljsaju dobitke /
ishode nekih ART - a. IzvjeSteno je o znacajnim poboljSanjima u o¢uvanim svojstvima
sjemena (skladistenog tekuceg ili zamrznutog) i oplodnje, razvoj i sposobnost oocita i razvoj
embrija (Spinaci i sur., 2019.). Drugi dokaz koji se moze uociti iz in vitro istrazivanja jest
da bi dodavanje polifenolskih spojeva tijekom manipulacije gametama ili embrijom in vitro
moglo nastaviti na in vivo zivotinjama. To dodaje dodatnu vrijednost za uklju¢ivanje ovih
spojeva u medije pod manipulacijom gameta / sperme. Ahmed i sur. (2020.) otkrili su da je
dodavanje resveratrola (100 pg / ml) smrznutom i odmrznutom sjemenu bivola znacajno
povecalo stopu gravidnosti nakon umjetne oplodnje. Sli¢no tome, Wen i sur. (2019.) otkrili
su da je dodavanje ekstrakta procijanidina sjemenki grozda (30 pg / ml) u tekuce kozje sjeme
znacajno povecalo koli¢inu legla nakon umjetne oplodnje. Kao Sto se raspravljalo u
razli¢itim istrazivanjima, ta su poboljSanja uglavnom bila posljedica zaStitne uloge
polifenola na integritet stanicne membrane, potencijal mitohondrijske membrane i
fragmentaciju DNA protiv podizanja reaktivnih vrsta kisika. Uvrijezeno je misljenje da
polifenoli mogu ucinkovito modulirati redoks - status bioloskih sustava putem razli¢itih
mehanizama. Polifenolski spojevi imaju sposobnost izravnog uklanjanja reaktivnih vrsta
Kisika poput superoksidnih anionskih radikala i hidroksilnih radikala, prekidajuci tako
lancanu reakciju slobodnih radikala. Takoder imaju sposobnost pojacavanja ekspresije 1
aktivnosti antioksidativnih enzima kroz razli¢ite putove, poput signalnog puta nuklearnog
faktora eritroida 2 (Nrf2) (Arando i sur., 2019.). Medutim, vrijedno je napomenuti da
polifenoli mogu igrati obrnutu ulogu i preusmijeriti redoks reakcije prema stvaranju
reaktivnih vrsta kisika. Ovaj ucinak uglavnom ovisi o razini polifenola; visoke razine
polifenola mogu masovno uklanjati reaktivne vrste kisika ili djelovati kao prooksidanti
smanjenjem metalnih iona, Sto dovodi do stvaranja slobodnih radikala. Medutim, reaktivne
vrste kisika poznate su kao Stetne molekule, njihove umjerene razine klju¢ne su za
izvrSavanje mnogih bioloskih funkcija u stanicama, ukljucujuci spolne stanice i embrije. Te
¢injenice obja$njavaju negativne ucinke uocene u nekim istrazivanjima zbog dodavanja
visoke razine polifenola. Na primjer, govedi oociti uzgajani u zrelom mediju nadopunjeni s
derivatima zelenog ¢aja od 15 uM / ml (99% katehina), uglavnhom EGCG, imaju vece
koncentracije unutarstanicnog glutationa (GSH), stope sazrijevanja, cijepanja i blastociste

od onih dopunjenih s 20 uM / ml (Wang i sur., 2012.). U skladu s tim opaZzanjima, navedeno
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je da je dodavanje nize koncentracije EGCG (10 pg / ml) tijekom oplodnje in vitro znacajno
povecalo njezinu brzinu, dok je veéa koncentracija EGCG (25 ng / ml) smanjila brzinu
oplodnje. Ista su zapazanja zabiljezena i za ART primijenjene na sjeme / spermu, jer su
visoke razine polifenola imale $tetne uéinke na integritet membrane sperme i potencijal
mitohondrijske membrane, kapacitivnost sperme, pokretljivost sperme i vezanje pellucida u
zoni sperme, a time i na ishode oplodnje in vitro. Sveukupno, djelovanje polifenola povezano
je s njihovom kemijskom strukturom, razinom, osjetljivoS¢u stanica i poluvremenom
reaktivnih vrsta kisika, $to bi moglo objasniti razlicite rezultate dobivene nakon koristenja

polifenolskih spojeva kao antioksidativnih sredstava (Arando i sur., 2019.).

Tablica 5. Sazetak nedavnih in vitro istraZivanja o uéincima polifenola na rezultate nekih potpomognutih

reproduktivnih tehnika (ART) kod Zenki domacih zivotinja.

(Izvor: Hashem, Nesrein & Gonzalez - Bulnes, Antonio & Simal - Gandara, Jesus. (2020). Polyphenols in

Farm Animals: Source of Reproductive Gain or Waste?. Antioxidants. 9. 1023. 10.3390/antiox9101023.)

Tehnike potpomognute Izvor / doza Glavni rezultati
reprodukcije - ART

Ekstrakti metanolnih Sa 100 mg/ L: B. pelecinus
biljaka: 0, 50, 100 mg / ml | poboljsao je oplodnju i
Bituminaria bituminosa | razvoj embrija.
(djeteljnjak), Medicago - C. intybus (50 i 100 mg /
sativa (lucerna), Cichorium | ml) povecao je TCN, ali M.

IVM oocita ovaca intybus (cikorija), Trifolium | sativa (50 i 100 mg / ml)
subterraneum (podzemna | smanjio je TCN.
djetelina), T. pratense - Ostali biljni ekstrakti nisu
(crvena djetelina), utjecali na cijepanje ili
Biserrula pelecinus razvoj embrija

(dalmatica) i Eremophila

glabra (katranski grm)

- EGCG je povecao
IVC fragmenata jajnika 0,1,10ili 100 mg / ml nakupljanje kaspaze 3, dok
kunica EGCG, GTPP i RSV susei GTTPi RSV
smanjili
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- EGCG inhibiraizlaz P4 i
T (10 ili 100 pg / ml)

- GTPP je stimulirao P4 (10
ili 100 pg / ml) 1 inhibirao T
(sve doze) RSV je
promovirao oslobadanje i
P4(1pg/ml)iT(1ili10
ug / ml).

IVM govedih oocita:
suplementirani (IVM A) ili
nedopunjeni (IVM B)
cisteinom i b -

merkaptoetanolom

0,1,5,10,20 ug/ mL
enoloski Quincus robur
(hrast luznjak) - izveden

tanin

Na svim testiranim
razinama:

- Nema utjecaja na
sazrijevanje nuklearnih
oocita. Bilo u IVM-u
AililVM-uB

- Nema utjecaja na
izlu¢ivanje E2 1 P4 od
strane kumulusnih stanica
- Poboljsan antioksidativni
status u IVM B

Pri 20 pg / ml:

- Smanjeno sazrijevanje

citoplazme oocita

IVM prepubertetnih oocita
koza; visoke [16] (+) ili

niske (-) kakvoce

0,1 uM / ml RSV

- Oociti (+, -) uzgajani u
IVM medijima koji sadrze
REV imali su povecanu
proizvodnju blastociste i
razinu GSH nakon IVF-a

- Nema utjecaja na
aktivnost mitohondrija,
ROS 1 ATP u rezultiraju¢im

blastocistima
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Iskustvo 1: IVC ov¢jih

embrija

0,0.1,0.25,0.5, 2.0, 5.0
uM / ml RSV

Iskustvo 1:

Pri0.2510.5 uM / mL:

- Povecane stope morule i
blastociste

Pri 0.5 uM:

- Povecani broj
trofektoderma i unutarnje
stani¢ne mase te ukupan

broj stanica blastocista

Iskustvo 2: IVM oocita i

IVC ov¢jih embrija

0,0.1,0.25,0.5, 2.0, 5.0
uM / ml RSV

Iskustvo 2:

Pri 0.5 uM / ml:

- Poveéana stopa morule 1
blastociste

Pri 5.0 uM / ml:

- Smanjena stopa morule i

blastociste

IVM oocita i IVF ovaca

0,5, 10,25 ug/ ml GEN,
BIO A, FOR

Pri 25 pg / ml:

- GEN je smanjio stopu
cijepanja, brzinu blastociste
1 u¢inkovitost blastociste

- BIO smanjena brzina
cijepanja, u¢inkovitost
blastociste i ukupan broj
izlu€enih stadija blastociste
- FOR smanjeni broj
blastomera izvaljenih

stadija blastociste

IVM govedih oocita

0, 10, 15,20 uM / ml
katehina zelenog ¢aja

(Camellia sinensis)

Pri 15 uM / ml:

- povecana brzina cijepanja
i blastocista te
unutarstani¢ne

koncentracije GSH oocita
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Pri <10 mg / ml:

- Nema utjecaja na
sazrijevanje jajnih stanica,
razgradnju oocita, oplodnju

I monospermiju

Pri >10 mg / ml:
- Inhibirana spontana
IVM i IVF oocita svinja 0,2.5,5,10,25 pg/ ml akrosomska reakcija
EGCG Pri 25 mg / ml:

- Smanjeni partenoti razvili
su se u blastocistu

- Smanjena sinteza P4, ali
nema utjecaja na E2

- Smanjen postotak

oplodenih oocita

- Obje razine: inhibirana

IVC stanica svinjske 0, 5,50 ug/ ml EGCG proliferacija,
granuloze (iz folikula > 5 steroidogeneza, proizvodnja
mm) VEGF

Kratice: in vitro sazrijevanje (IVM), in vitro kultura (IVC), polifenoli zelenog ¢aja (GTPP), umjetna oplodnja
(IVF), epigalokatehin - 3 - galat (EGCG), genistein (GEN), resveratrol ( RSV), biochanin A (BIO A),
formononetin (FOR), progesteron (P4), testosteron (T), glutation - reduktaza (GSH).

Unato¢ poboljsanju rezultata primjenom ART - a zbog antioksidativnih ucinaka
polifenolskih spojeva, druga istrazivanja izvijestila su 0 sposobnosti nekih polifenolskih
spojeva (epigalokatehin - 3 - galat, genistein, biochanin A, formononetin) da inhibiraju
proliferaciju stanica granuloze, brzinu cijepanja embrija, steroidogenezu, sintezu
vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) i nakupljanje ¢imbenika povezanih S
apoptozom, poput kaspaze 3 (Balazi i sur., 2019.). Te se opasnosti odnose na potencijal
polifenolskih spojeva da utjecu na ekspresiju gena u vrlo ranim fazama razvoja spolnih
stanica / zametaka, $to moZe utjecati na zavrSetak reproduktivnih dogadaja kao Sto su
gravidnost i reproduktivne sposobnosti potomstva u buduc¢nosti. Dakle, in vitro istrazivanja

usmjerena na ispitivanje ucinaka polifenola na ishode ART - a trebale bi u znacajnoj mjeri

42



uzeti u obzir §irok spektar bioloskih aktivnosti polifenolskih spojeva, a ne antioksidativno
djelovanje. Ovo je vazno kako bi se izradio integrirani pregled uc¢inaka ovih spojeva na
reprodukciju domacih zivotinja i1 kako bi se osigurala njihova sigurnost u svim
reproduktivnim dogadajima i performansama zivotinja, prije nego §to se preporuce kao
prirodni i sigurni kemijski spojevi. Vrijedno je napomenuti da in vitro istrazivanja koja su
ispitivala uc¢inke polifenolskih spojeva na reprodukciju nisu provedena samo kao pokusaj
poboljSanja rezultata pomognutih reproduktivnih tehnika, ve¢ i kao alat za procjenu
relevantnosti novih biljnih vrsta na reproduktivne dogadaje (Amir i sur., 2019.). Bez obzira
na pozitivne ili negativne rezultate takvih istrazivanja, valja napomenuti da priroda tih
istrazivanja ne uzima u obzir sloZzenost metabolickih procesa i bioraspolozivost polifenola i
njihovih metabolita na fizioloski i hormonalni status Zivotinja te varijacije u biljnom sastavu.
Ovi ¢imbenici ¢esto mogu uzrokovati promjene u ué¢incima prehrambenih polifenola in vivo,
Sto dovodi do nepravilne procjene sigurnosti testiranih biljnih vrsta. Sveukupno, prije
primjene rezultata in vitro pokusa, trebalo bi dobiti vise detalja o reproduktivnim svojstvima
Zivotinja koje su primile spolne stanice / embrije prethodno tretirane polifenolnim spojevima
kako bi se osigurao nedostatak negativnih uéinaka na reproduktivne sposobnosti odraslih
zivotinja. Uz to, treba pratiti vitalnost i buduce reproduktivne rezultate rezultirajuceg
potomstva kako bi se osiguralo da nema dugoroc¢nih negativnih u¢inaka koji mogu utjecati

na reproduktivne performanse stada.
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7. POLIFENOLI ZIVOTINJSKOG PODRIJETLA I LJUDSKO
ZDRAVLJE

U ljudskoj prehrani glavni izvor polifenola su biljke (voce, povrce, sjeme i Zitarice), ali i
zivotinjski proizvodi (mlijeko i meso) mogu biti potencijalni izvori polifenola. Stoga je
vazno znati moguce ucinke polifenola zivotinjskog podrijetla na ljudsko zdravlje i1
reprodukciju. Polifenoli u zivotinjskim proizvodima potjecu od hrane s pasnjaka bogatih
polifenolima (bijela djetelina, crvena djetelina, lucerna i pasnjaci bogati cikorijom). Uz to,
metaboliti polifenola sisavaca kao $to su enterolignani i ekvol identificirani su u zivotinjskim

proizvodima zbog djelovanja crijevne mikroflore (Blahova i sur., 2016.).

......

kumestane i izoflavone (genistein, daidzein, formononetin i biochanin A), kao i izoflavonski
ekvol (metabolit formononetina). U govedem mlijeku utvrdena koncentracija polifenola
iznosi 132,4 mg / L. S obzirom na klasu polifenola koncentracija izoflavona (genistein,
daidzein, biochanin A i formononetin) kre¢e se u rasponu od 0,1 do 7,7 mg/ L, engnalakton

lignana izmedu 191 96 mg / L, a koncentracija ekvola izmedu 451364 mg / L.

Ovi podaci pokazuju prevalenciju polifenolskog endola u mlijeku. Pretpostavlja se da je
sadrzaj polifenola u Zivotinjskim proizvodima nizZi od onog u biljkama (npr. soja 1 njezini
proizvodi); medutim, polifenoli zivotinjskog podrijetla imaju posebnu vaznost zbog
prisutnosti znatnih koncentracija polifenola sisavaca, koje se ne mogu dobiti izravno
konzumacijom biljaka, jer njihova sinteza ovisi o djelovanju mikroflore ljudi i / ili
zivotinjskih crijeva. Pretpostavlja se da samo 20 - 35% odrasle ljudske populacije moze
proizvoditi ekvol (Setchell i sur., 2005.), dok su zivotinjske populacije obi¢no proizvodile

ekvol nakon unosa izoflavona.

Bilo je razlicitih istrazivanja 0 potencijalnim koristima polifenola sisavaca za ljudsko
zdravlje, posebno ekvola, s naglaskom na istaknutu ulogu u smanjenju rizika od
kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, neurodegenerativnih bolesti, razvoja tumora,
osteoporoze i simptoma povezanih s menopauzom. S druge strane, ti spojevi takoder
predstavljaju rizik za ljudsko zdravlje zbog svoje sposobnosti da utjecu i na antioksidativni
status i na endokrini sustav. Polifenoli sisavaca imaju vecu estrogenu snagu od svojih
izvornih prekursora. Prema dosadasnjim saznanjima, malo je istrazivanja o ucincima
konzumacije polifenola zivotinjskog podrijetla na reproduktivno zdravlje ljudi. Vecina

istrazivanja u tom podrucju usredotocila se na ucinke biljnih polifenola, uglavnom
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izoflavona soje, na razvoj ljudi tijekom prenatalne, mlade i odrasle dobi. Glavni zakljuc¢ak
ovih istrazivanja je da je konzumacija izoflavona povezana s mnogim reproduktivnim
poremecajima, poput obilnih menstruacija, spolnog dimorfnog ponasanja poput

maskulinizacije i malformacije reproduktivnog trakta (Brouwers i sur., 2010.).

45



8. POLIFENOLI KAO ANTIOKSIDATIVNA SREDSTVA
POBOLJSAVAJU KVALITETU PIJETLOVA SJEMENA TIJEKOM
HLADNOG SKLADISTENJA?

Krajnji cilj uzgajivaca peradi je proizvodnja rasplodnih jaja, jer imaju veliku ekonomsku
vaznost u odredivanju profitabilnosti proizvodnje. Pravilan odabir i odrzavanje rasplodnih
pijetlova od klju¢ne je vaznosti, budu¢i da se njihovoj sjemenskoj kvaliteti pridaje velik
znacaj. Svako oste¢enje njihove reproduktivne ucinkovitosti nepovoljno ¢e utjecati na
gospodarske prinose. Sama sperma ptica ima jedinstvenu strukturu i sastav za razliku od
ostalih vrsta sisavaca. Lipidni dio spermatozoidne membrane je obogacen polinezasi¢enim
masnim kiselinama, naglasavaju funkciju propusnosti, fluidnosti i fleksibilnosti membrane
za Kretanje i stapanja sperme s jajnom stanicom (Surai i sur., 2001.). Suprotno tome, ovo
inicira rizik od peroksidacije lipida popracene slobodnim radikalima S§to rezultira
morfoloskim deformacijama, loSom pokretljivos¢éu, razgradnjom membrane i slabijom
sposobno§c¢u spajanja oocita uzrokuju¢i muzjakovu neplodnost (Wishart, 1984). Nadalje,
zbog malog volumena citoplazmatskog sadrzaja s antioksidantima, pticji spermatozoidi brzo
gube sposobnost oplodnje (Donoghue i Wishart, 2000). Surai (2002.) je uo¢io da u
fizioloskim uvjetima prirodni antioksidanti (vitamin E, askorbinska kiselina, glutation),
zajedno s enzimskim antioksidantima (superoksid dismutaza, glutation peroksidaza) u
spermi 1 sjemenoj plazmi suzbijaju Stetne ucinke reaktivnih vrsta kisika (ROS). Medutim,
kada generacija ROS premasi obrambene mehanizme, razvija se oksidativni stres zbog
razlike izmedu pro i antioksidansa. Neki od vaznih ROS - a prisutnih u sjemenoj plazmi
ukljucuju superoksidni anion, hidroksilni radikal 1 vodikov peroksid (Urso 1 Clarkson, 2003).
Uz rastu¢u tehniku umjetne oplodnje (Al) u sektoru peradi, rutinski se prakticira kratkotrajno
Cuvanje razrijedenog sjemena od nekoliko sati do nekoliko dana na temperaturi od oko 0 do
5 °C. Otkriveno je da je tijekom in vitro ¢uvanja sjemena doslo do zna¢ajnog smanjenja
ukupnog sadrzaja lipida i udjela fosfolipida, zajedno s padom kvalitete sperme i stope
plodnosti (Blesbois i sur., 1999.). U nastojanju da se poboljSaju sjemene osobine i
antioksidativna zastita sjemene plazme, brojna istrazivanja preporucuju ugradnju razlicitih
antioksidansa poput vitamina E, organskog selena i L - karnitina. Medutim, pojavio se
interes za primjenu fitogenih derivata kao antioksidativnog aditiva za povecanje kvalitete
sjemena kod ljudi i zivotinja. Poznato je da bioaktivni principi poput polifenola imaju
antioksidativna svojstva zahvaljuju¢i svojoj ulozi u uklanjanju slobodnih radikala, kelaciji

metala, stimuliranju antioksidativnih enzima, smanjenju alfa tokoferolnih radikala i
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inhibiciji oksidaza. Znanstveno je dokazano da su polifenoli u komini grozda, maslinovom
ulju, kadulji, S. Khuzistanici, ruzmarinu i zelenom ¢aju (Rahman i sur., 2018.) snazni
antioksidansi s razli¢itim odgovorima, a jo$ uvijek se provode znacajna istrazivanja s
moguéim izvorima. Dokazi takoder potvrduju da kore od nara (Punica granatum) ¢ine 60%
ploda, sadrze nekoliko polifenolskih spojeva poput flavanoida, elagitanina i
proantocijanidina, a pretpostavlja se i da ublazavaju oksidativni stres. Stoga je ovaj
eksperiment imao za cilj procijeniti u¢inkovitost razli¢itih koncentracija polifenola na
sjemenskim svojstvima i antioksidativni status sjemena pijetlova u razli¢itim razdobljima

skladistenja.

Provedeno je in vitro istrazivanje kako bi se procijenio u¢inak na kakvocu sperme i
antioksidativni status u razli¢itim razdobljima skladistenja dodavanjem polifenola u
pijetlovu sjemenu plazmu. Nasumi¢no je odabrano dvadeset zdravih White Leghorn
pijetlova sa jednakom tjelesnom tezinom. Polifenoli u korama nara ekstrahirani su
upotrebom metanola kao otapala. Uzorci su podijeljeni podjednako u tri dijela radi
ukljucivanja razlic¢itih koncentracija od 0, 50 i 100 ppm polifenola. Procjena katalaze,
inhibicije peroksidacije lipida, smanjenog glutationa i superoksid dismutaze radena je u
intervalima 0, 24 i 48 sati. Pokretljivost spermatozoida se povecavala u svim tretiranim
skupinama (50, 100 ppm). Ostali fizicki atributi poput koncentracije sperme, Zivih i mrtvih
spermatozoida nisu se razlikovali u kontroli bez obzira na koncentracije i vremenska
razdoblja ¢uvanja. Nije uocena nikakva promjena tijekom 0 i prva 24 sata, no inhibicija
peroksidacije lipida utvrdena je na kraju 48 sati skladiStenja u skupinama tretiranima
polifenolom. Utvrdeno je da polifenoli ekstrahirani iz kore nara poboljSavaju pokretljivost
spermatozoida i antioksidativne mehanizme sjemene plazme u smislu katalaze, inhibicije
peroksidacije lipida, razine GSH - a (glutationa) i SOD - a (superoksid dismutaze), $to
dokazuje njezinu sposobnost obrane sperme od oksidativnog stresa. Budu¢i da parametri
ovise o vremenu i dozi, bitna su istrazivanja molekularnih mehanizama odgovornih za ovu
antioksidativnu aktivnost polifenola, jer ove bioaktivne fitokemikalije imaju neizmjeran

opseg u u¢inkovitom ocuvanju spermatozoida (M. Gopi i sur., 2020.).
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9. UCINAK POLIFENOLA NA KARAKTERISTIKE |
ANTIOKSIDATIVNI STATUS KRMACA I PRASADI

Genetski napredak pridonio je poboljSanju reproduktivnog potencijala krmaca i
profitabilnosti stoCarske proizvodnje na komercijalnim farmama. Kao rezultat, porodajna
tezina legla 1 broj odbijenih prasadi po krmaci posljednjih su se godina znatno povecali
(Foxcroft 2012; Szyma nska 2012). Unato¢ gore navedenom, gravidnost, perinatalno
razdoblje, odbice i velika gustoca stoke na komercijalnim farmama gdje se svinje drze na
resSetkastim podovima izvor su znatnog stresa za zivotinje. Ti ¢imbenici dovode do brzeg
povecavanja koncentracije reaktivnih vrsta kisika (ROS) i induciraju oksidativni stres
(Frankic i1 Salobir 2011). Rezultiraju¢a redoks neravnoteza moze inducirati nepovratne
strukturne i funkcionalne promjene u stanicama, ukljucujuéi oste¢enje DNA, modifikaciju
aminokiselina, fragmentaciju proteina, peroksidaciju lipida u stani¢nim membranama,
apoptozu i nekrozu stanica (Lykkesfeldt i Svendsen 2007). Te promjene utjeCu na
zdravstveno stanje i karakteristike zivotinja te na kvalitetu zivotinjskih proizvoda (Durand i
sur. 2013.). Programi hranidbe Zivotinja moraju se kontinuirano pobolj$avati, s posebnim
naglaskom na aditive za hranu. Dodatak vitamina E u hranidbu poboljsava zdravstveni status
i reproduktivne sposobnosti krmaca. Vitamin E je glavni antioksidans koji djeluje protiv
peroksidacije lipida u stanicama. Alfa - tokoferol lokaliziran je u stani¢nim membranama i
lipoproteinima plazme, a §titi fosfolipide i polinezasicene masne kiseline od oksidacije.
Tokoferoli se dobivaju iz biljnih ulja, ali takoder su dostupni 1 sintetski oblici vitamina E
(Bramley i sur. 2000.). Posljednjih godina proizvodaci i potrosaci hrane pokazuju sve veci
interes za podrijetlom dodataka hrani, a posebna paznja posvecéuje se prirodnim spojevima.
Polifenoli su snazni antioksidansi ¢ija je u€inkovitost usporediva s u¢inkovito$¢u vitamina
E. Cine jednu od najveéih skupina bioaktivnih spojeva dobivenih iz biljaka. Prisutni su u
vocu, povréu, zacinskom bilju, zac¢inima, crvenom vinu, crnom i zelenom ¢aju. Takoder
pokazuju protuupalna, antivirusna i antikarcinogena svojstva. Rezultati brojnih in vitro i in
vivo istrazivanja otkrili su povoljan utjecaj ovih bioaktivnih spojeva u hranidbi zivotinja
zbog njihovih antioksidativnih, baktericidnih i imunostimulacijskih aktivnosti (Alonso i sur.
2002.). Trenutno se istrazuju mehanizmi bioloskih u¢inaka polifenola. Testirana je hipoteza
koja kaze da polifenoli zbog svojih antioksidativnih svojstava mogu djelomi¢no nadomjestiti
vitamin E u hranidbi krmaca u perinatalnom razdoblju. Tijekom istrazivanja htio se utvrditi
uc¢inak dodataka prehrani sintetickim vitaminom E i biljnim polifenolima na karakteristike i

antioksidativni status krmaca i prasadi (Krzysztof Lipinski i sur. 2019.).
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Daljnjim istrazivanjem htjela se utvrditi u¢inkovitost polifenola kod svinja. Pokus je izveden
na 52 krmace podijeljene u 4 skupine. Netretiranim kontrolnim krmacama (skupina 1) nije
se davao vitamin E u premiksima. Hranidba pokusnih Zivotinja nadopunjena je vitaminom
E u koli¢ini od 50 mg (skupina 2) ili hranidba od 100 mg / kg (skupina 3) (hranidba za
gravidnost) i 75 mg (skupina 2) ili hranidba od 150 mg / kg (skupina 3) (hranidba za
laktaciju). Hranidba krmaca ove Cetiri skupine dopunjena je vitaminom E (50/75 mg / kg,
gravidnost / laktacija) i Provioxom (polifenoli) (50/75 mg / kg, gravidnost / laktacija).
Analiziran je utjecaj razli¢itih razina ukljuc¢enosti vitamina E i vitamina E / polifenola u hrani
na karakteristike, koncentracije vitamina E i antioksidativni status krmaca i prasadi. Krmace
u ¢iju su hranu bili dodani vitamin E i polifenoli (50:50) odlikovale su se slicnom plodno$¢u,
uspjehom u parenju i karakteristikama legla kao i skupina ¢ija je hrana dopunjena samo
vitaminom E. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da su krmace koje su dobivale vitamin E
I polifenole karakterizirale sli¢an ili poboljsani antioksidativni status u usporedbi sa
Zivotinjama kojima je hrana dopunjena sa 100 mg / 150 mg vitamina E / kg. Moze se
zakljuciti da zamjena 50% dijetalnog vitamina E s polifenolima nije ugrozila u¢inak rasta
krmaca ili prasadi i poboljsala njihov antioksidativni status (Zofia Antoszkiewicz i sur.,
2019.).
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10. ULOGA POLIFENOLA U LJUDSKOM ZDRAVLJU I
PREHRAMBENIM SUSTAVIMA

Polifenoli, organski spojevi koji se u obilju nalaze u biljkama, postali su novo podrucje
interesa u prehrani posljednjih desetljeca. Sve viSe istrazivanja ukazuje na to da konzumacija
polifenola moze igrati vitalnu ulogu u zdravlju kroz regulaciju metabolizma, teZine,
kroni¢nih bolesti i proliferacije stanica. Do sada je identificirano preko osam tisuca Spojeva
, iako njihovi kratkoro¢ni i dugoro¢ni ucinci na zdravlje nisu U potpunosti istrazeni (Lecour
i sur., 2011.). IstraZivanja na zivotinjama, ljudima i epidemiolo$ka istrazivanja pokazuju da
razli¢iti polifenoli imaju antioksidativna i protuupalna svojstva koja bi mogla imati
preventivne i / ili terapijske ucinke na kardiovaskularne bolesti, neurodegenerativne
poremecaje, rak i pretilost. Medutim, mogu postojati i Stetni ucinci prekomjernom
konzumacijom polifenola (Crowe i sur., 2013.). Ovim istrazivanjem znanstvenici Zele
potvrditi trenutne rezultate koji se odnose na polifenole za opée zdravlje i nezarazne bolesti
(NCD). Opisuju implikacije tih dokaza na javno zdravlje i raspravljaju 0 budué¢im
smjernicama za istrazivanja, praksu i politiku. Citirane publikacije potjecu uglavnom iz
Zivotinjskih modela i pokusa hranjenja, kao i iz istrazivanja ljudskih zajednica i interesantnih
slucajeva. Takoder se razmatraju potencijalni Stetni ucinci nekih polifenola, o ¢emu
istrazivacka literatura nema dovoljno argumenata. Razgovara se o nedavnim medunarodnim
vladinim propisima koji sankcioniraju tvrdnje o sigurnosti i zdravlju samo nekoliko
specifi¢nih polifenolnih spojeva. Procjenjuju se i implikacije prerade hrane na
bioraspolozivost polifenola, uz zdravstvene tvrdnje i marketing polifenola kao funkcionalne
hrane. Potvrduje se potreba za poveanom regulacijom 1 smjernicama za potroSnju

polifenola kako bi se potrosa¢ima omogucila sigurnost i pravovremeno informiranje.

Postoje znacajni dokazi da specifi¢ni polifenoli koriste zdravstvenom stanju, posebno za
prevenciju i lijeCenje nekih kroni¢nih bolesti. Treba istraziti potencijalne negativne ishode
za neke podskupine, a potrebna su 1 dodatna istrazivanja na ljudima kako bi se potvrdili
bioloski mehanizmi i implikacije polifenola na javno zdravlje. In vitro istrazivanja na
zivotinjama koristila su mnogo vece razine od onih koje se obi¢no nalaze u ljudskoj prehrani,
pa razina na kojoj se polifenoli mogu sigurno i korisno konzumirati ostaje nejasna. Potrebna
su daljnja istrazivanja kako bi se shvatilo mogu li se i1 kako iste koristi od polifenola
konzumiranih u cjelovitoj hrani dobiti iz izoliranih oblika. Kako znanstvenici imaju vise
saznanja o polifenolima, tako se povecava i svijest potroSaca o prednostima i potencijalnim

rizicima pri konzumiranju hrane. Regulatorna tijela bi trebala biti upoznata sa znanstvenim
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istrazianjima pa tako i dokazima kako bi pruzila smjernice za konzumaciju i dodatak
polifenola, ukljucuju¢i regulaciju njihovih zdravstvenih i funkcionalnih zahtjeva, te
uspostavljanje dijetalnih referentnih unosa (DRI) za uobicajene i / ili potencijalno Stetne
polifenole. Buduci da se polifenoli naj¢esce nalaze u zdravoj hrani biljnog podrijetla, poput
voca i povréa, preporuke za konzumaciju trebaju se povezati sa postoje¢im obrazovnim
sustavom o prehrani i smjernicama za promicanje zdrave prehrane. lako je mnogo toga jo$
nepoznato, mjere javnog zdravstva treba poduzeti $to ranije kako bi potrosaci uvijek bili na

vrijeme informirani pa prema tome i sigurni. (Hannah Cory i sur., 2018.).
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11. ZAKLJUCAK

Ovaj diplomski rad predstavlja trenutne informacije o povezanosti prehrambenih polifenola
I reproduktivnih procesa kod domacih zivotinja, s ciljem da se pomogne utvrditi jesu li
polifenoli izvor reproduktivne dobiti ili otpada.

Prema istrazivanjima obuhvadenim ovim radom, fizioloski ¢imbenici koji moduliraju
ucinke polifenolnih spojeva te utjeCu na njihovu biolosku aktivnost i korsit / rizik kod
Zivotinja su: raznolikost, izvor i dvostruki u€inci. S druge strane, Zivotinjska vrsta, dob, spol,
fizioloski 1 zdravstveni status, vrijeme i duljina izloZzenosti, metabolizam polifenola i
bioraspolozivost drugi su fizioloski ¢imbenici koji moduliraju njihove ucinke. Ove
¢imbenike bi trebali imati na umu prilikom koriStenja polifenola u hranidbi domacih
zivotinja. Polifenoli, kao ,,prirodni“ proizvodi, smatraju se korisnim i neSkodljivim
proizvodima. Medutim, analiza trenutno dostupnih informacija pokazuje veliku prazninu u
nasem znanju o sigurnosti ovih spojeva u reproduktivne svrhe. Sveukupno, prisutnost
polifenola u hrani domacih Zivotinja tijekom njihovog reproduktivnog ciklusa i / ili u ART
medijima moZe poboljsati njihove reproduktivne karakteristike kada se pravilno Koriste;
medutim, jo$ uvijek postoje nepoznate reproduktivne opasnosti. Stoga je potrebno vise
istrazivanja o profilu aktivnih polifenolskih spojeva u svakoj biljci i o bioloSkim u¢incima
svakog polifenolskog spoja prije upotrebe novih biljnih vrsta, agroindustrijskih

nusproizvoda i / ili hranidbe bogate polifenolima u uzgoju Zivotinja.
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13. SAZETAK

Polifenoli pripadaju najvecoj skupini fitokemikalija, a mnogi od njih pronadeni su u biljnoj
hrani. Prehrana bogata polifenolima povezana je s mnogim zdravstvenim prednostima.
Reprodukcija je slozen proces na koji u znatnoj mjeri utjeCu okolisni ¢imbenici, posebno
hrana / hranidba i njezini sastojci. Domace zivotinje, kao biljojedi, izloZzeni su velikim
koli¢inama polifenola prisutnih u njihovom prirodnom sustavu hranjenja, u alternativnim
resursima hrane (grmlje, drvece i agroindustrijski nusproizvodi) i u aditivima obogacenim
polifenolima. Takva se izlozenost povecala zbog dobro poznatih antioksidativnih svojstava
polifenola. Medutim, do danas je diskutabilna argumentacija oko utjecaja polifenola na
reproduktivne dogadaje. U skladu s tim, intenzivno ukljucivanje polifenola u hranidbu
rasplodnih Zivotinja te medija za pomocéne reproduktivne tehnike zahtijeva daljnja
istrazivanja, izbjegavajuci bilo koji izvor reproduktivnog otpada i postizu¢i maksimalne
koristi. Ovaj rad ilustrira nedavna otkri¢a koja povezuju hranidbu s polifenolima iz razlicitih
izvora (konvencionalne i nekonvencionalne hrane) s reproduktivnim svojstvima domacih
Zivotinja, potkrijepljenih nalazima in vitro istrazivanja na ovom polju. Ovo azuriranje
podataka u radu pomoc¢i ¢e u formuliranju pravilne hranidbe, optimizaciji uvodenja novih
biljnih vrsta i dodataka hrani za poboljsanje reproduktivne funkcije, izbjegavanje moguéeg

reproduktivnog otpada i maksimiziranje mogucih koristi.

Klju¢ne rijeci: polifenoli; antioksidans; reprodukcija; domace zivotinje
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14. SUMMARY

Polyphenols belong to the largest group of phytochemicals, and many of them have been
found in plant - based foods. Polyphenol - rich diets have been linked to many health
benefits. Reproduction is a complex process that is substantially affected by environmental
factors, specifically feed / diet and its components. Farm animals as herbivorous animals are
exposed to a large amount of polyphenols present in their natural feeding system, in
alternative feed resources (shrubs, trees, and agro-industrial byproducts), and in polyphenol-
enriched additives. Such exposure has increased because of the well-known antioxidant
properties of polyphenols. However, to date, the argumentation around the impacts of
polyphenols on reproductive events is debatable. Accordingly, the intensive inclusion of
polyphenols in the diets of breeding animals and in media for assisted reproductive
techniques needs further investigation, avoiding any source of reproductive waste and
achieving maximum benefits. This thesis illustrates recent findings connecting dietary
polyphenols consumption from different sources (conventional and unconventional feeds)
with the reproductive performance of farm animals, underpinned by the findings of in vitro
studies in this field. This update will help in formulating proper diets, optimizing the
introduction of new plant species, and feed additives for improving reproductive function,
avoiding possible reproductive wastes and maximizing possible benefits.

Keywords: polyphenols; antioxidant; reproduction; farm animals
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