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UTICAJ APLIKACIJE NIACINA NA RAZVOJ INFLAMACIJE |
METABOLIZAM HOLESTEROLA KOD KRAVA U RANOJ LAKTACIJI
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Sazetak

Cilj ovog rada je da se utvrdi uticaj niacina na metabolizam holesterola i ispita kako se istrazivani uticaj
odrazava na zapaljenske procese i funkcionlani status jetre kod krava u ranoj laktaciji. Ogled je izvrSen na
30 krava Holstajn-frizijske rase: 15 koje su primale niacin i 15 krava u negativnoj kontroli. Niacin je
aplikovan u periodu dve nedelje pre i dve nedelje posle teljenja. Krv je uzimana venepunkcijom
v.coccigea kod krava u periodu pre jutarnjeg hranjenja, u momentu teljenja, potom jednu i dve nedelje
nakon teljenja. Aplikacija niacina dovodi do smanjenja koncentracije tumor necrosis factor alpha (TNF-a.),
haptoglobina i nonesterified fatty acid (NEFA), dok na vrednosti fibrinogena nije pokazao znacajan
efekat. Aplikacija niacina povecava vrednost holesterola, albumina i smanjuje vrednost bilirubina, $to je
znak boljeg funkcionalnog stanja hepatocita. Niacin pored antilipolitickog efekta, pokazuje i
antiinflamatorni efekat koji moze biti znacaj mehanizam u zaStiti hepatocita u ranoj laktaciji kod
mleémnih krava. Od velikog znaCaja se pokazao uticaj niacina na TNF-a, jer ovaj citokin kontrolise
korelaciju izmedu lipolize i metabolizma holesterola sa inflamatornim odgovorom, posmatrano kroz
indeks funkcionalnog statusa jetre.

Klju¢ne reéi: krave, holesterol, jetra, niacin, tumor necrosis factor alpha.

Abstract

The aim of this study is to determine the effect of niacin on cholesterol metabolism and functional liver
status in cows in early lactation. The experiment was performed on 30 Holstein-Friesian cows: 15
receiving niacin and 15 cows in negative control. Niacin was administered for two weeks before and two
weeks after calving. Blood was taken by venipuncture of v.coccigea in cows before feeding in the
morning, at the time of calving, and then one and two weeks after calving. Niacin administration reduced
the concentration of tumor necrosis factor alpha (TNF-a), haptoglobin and nonesterified fatty acid
(NEFA), while it showed no significant effect on fibrinogen values. Niacin administration increases
cholesterol, albumin, and bilirubin levels, which is a sign of a better functional state of hepatocytes.
Niacin, in addition to its antilipolitic effect, also exhibits an anti-inflammatory effect, which may be a
significant mechanism in the protection of hepatocytes in early lactation in dairy cows. The influence of
niacin on TNF-o has been shown to be of great importance, as this cytokine controls the correlation
between lipolysis and cholesterol metabolism with an inflammatory response, viewed through an index of
liver functional status.

Key words: cows, cholesterol, liver, niacin, tumor necrosis factor alpha.

Uvod

U peripartalnom periodu kod krava razvija se stanje metabolickog stresa koji se karakteriSe smanjenim
unosom hrane, negativnim energetskim bilansom, poveéanom lipolizom i ketogenezom i razvojem
insulinske rezistencije (Sundrum, 2015; Cincovi¢ i sar., 2018; Lakic¢ i sar., 2018). Povecana lipoliza kod
krava moze dovesti do odpustanja vece koliCine proinflamatornih citokina iz masnog tkiva koji se
nazivaju adipokini, a najvazniji je tumor nekrozis faktor alfa (TNF-a) (Sordillo i Raphael, 2013).
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Jetra je glavni organ metabolizma u ranoj laktaciji gde se preraduje viSak masti, a lipidna peroksidacija i
izraZena ketogeneza pored zamaséenja jetre, mogu pokrenuti i inflamatorni odgovor. Ohtuska i sar. (2001)
su primetili pove¢anu aktivnost TNF-o u serumu kod krava sa umerenim do teskim sindromom masne
jetre (Ohtsuka i sar., 2001). Koncentracije haptoglobina i serum amiloida A su povecane u plazmi kod
krava kod kojih se razvila masna jetra (Ametaj i sar., 2005). Bertoni i sar. (2008) su potvrdili da kod krava
koje su klasifikovane kao krave sa visokim inflamatornim indeksom postoji visa vrednost bilirubina, AST,
GGT i niza vrednost albumina i holesterola, $to ukazuje na biohemijski profil masne jetre. Trevisi i sar.
(2009) su potvrdili da inflamatorni medijatori direktno izazivaju metabolicke promene, tako §to su vrsili
peroralnu aplikaciju interferon-a tokom poslednje 2 nedelje gestacije, Sto je dovelo do inflamacije jetre i
oslobadanja proteina akutne faze.

Niacin ispoljava antilipoliticki efekat i dovodi do smanjenja insulinske rezistencije u ranoj laktaciji i utice
pozitivno na funkcionalni status jetre (Cincovi¢ i sar., 2018a; Titgemeyer i sar., 2011). Antilipoliticki
efekat nikotinska kiselina ostvaruje posredstvom nikotinskog receptora GPR109A, dok nikotinamid ima
malu moguénost vezivanja za GPR109A receptor (Gille i sar.,2008). Aktivacijom GPR109A receptora,
inhibira se aktivnost adenilat ciklaze, posledi¢no se inaktiviSe proteinkinaza A i smanji fosforilacija
hormon osetljive lipaze te se lipoliza smanjuje (Offermanns, 2006). Davanje antiinflamatornih lekova u
peripartalnom periodu takode dovodi do smanjenja lipolize i stabilizacije funkcionalnog statusa jetre
(Kovacevi€ 1 sar., 2019). Uzimajuc¢i u obzir da je lipoliza pokreta¢ inflamatornog odgovora, a da niacin
ima antilipoliticko dejstvo, te Cuva holesterol, otvara se moguénost i antiinflamatornog delovanja niacina
(Liisar., 2017).

Materijal i metode

Krave i menadzment - Ogled je izvrSen na 30 krava HolStajn-frizijske rase u drugoj i trec¢oj laktaciji, bez
znakova poremecaja zdravlja, uz proizvodnju mleka 7500+950 litara. Krave su gajene u slobodnom
sistemu, na dubokoj prostirci, ali se u tranzicionom periodu bile u porodilisu, gde je postojao vezani
sistem. Ishrana krava je obro¢na, dok je u porodilistu posle partusa bila po volji. Krave su hranjene
miksovanim obrokom kojim se zadovoljavaju kompletne potrebe krava. Krave uzimaju vodu ad libitum.
Obrok za krave u ranoj laktaciji se pravi da zadovolji sledece standarde: proteini (17,5-19,5% SM sirovih
proteina, 30-33% razgradivih proteina od ukupnih, 35-40% nerazgradivih proteina od ukupnih); ugljeni
hidrati (ADF minimum 17-21%, NDF minimum 28-31%, NDF iz kabaste hrane minimum 18-23%,
nestrukturni ugljeni hidrati 35-42%, nivo suve materije iz kabaste hrane minimum 40-45%); energija
(NEL 7-7,4 MJ/kg suve materije obroka); masti u obroku 5-7%.

Aplikacija niacina — Niacin je aplikovan putem hrane per os. Koris¢en je Rovimix®Niacin u dozi koja
omogucuje dostupnost u crevima oko 6-12¢g niacina/dan (60-120g krava/dan u hrani), $to se u predhodnim
istrazivanjima pokazalo kao optimalna bioloSka koncentracija. Niacin je aplikovan u periodu dve nedelje
pre i dve nedelje posle teljenja.

Uzorkovanje krvi — Krv je uzimana venepunkcijom v.coccigea kod krava u periodu pre jutarnjeg hranjenja
kako bi se izbegao prandijalni efekat na vrednost metabolita. Krv je uzeta u momentu teljenja, potom
jednu i dve nedelje nakon teljenja. Uzorci krvi za ispitivanje biohemijskih parametara su sakupljani u
desetomililitarske epruvete sa gel separatorom (BD Vacutainer® SST II Advance, BD Plymoth, UK) koji
u sebi sadrzi silikon koji je activator koagulacije i gel koji predstavlja barijeru izmedu koaguluma i seruma
nakon centrifugiranja. Uzeta krv je u najkracem roku obradena u laboratoriji.

Odredivanje parametara u krvi — Biohemijske analize krvi odredene su na automatskom spektrofotometru
Chemray (Rayto, PRC). Kocnetracija NEFA, albumina, holesterola i bilirubina odredena je standardnim
kolorimetrnijskim kitovima proizvodaca Biosystem (Spain). Faktor nekroze tumora-alfa (TNF-a),
haptoglobin i fibrinogen odredeni su pomocu standardnih kitova proivodaca Cloud-Clone Corp i o¢itani
na ELISA reader (Rayto, PRC).

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

Rezultati

Aplikacija niacina dovodi do smanjenja koncentracije TNF-a, haptoglobina i NEFA, a porasta
koncentracije holesterola i albumina, dok na vrednosti fibrinogena nije pokazao znacajan efekat.
Aplikacija niacina povecava vrednost albumina, holesterola i smanjuje vrednost bilirubina, uz povecanje
vrednosti LFI(indeks jetrine funkcionalnosti), Sto je znak boljeg funkcionalnog stanja hepatocita. Nadena
je pozitivna korelacija TNF-o sa fibrinogenom, haptoglobnom i NEFA, a negativna korelacija sa
holesterolom i albuminom, §to potvrduje znacaj albumina kao negativnog proteina akutne faze i ulogu
lipolize u razvoju inflamacije kod krava u ranoj laktaciji. Holesterol negativno korelira sa vrednostima
TNF-a, haptoglobinom i NEFA. Korelacija izmedu holesterola i albumina sa haptoglobinom je
kontrolisana preko TNF alfa, Sto ukazuje da antilipoliticki efekat niacina ima direktan uticaj na
antiinflamatorni efekat niacina, te zdruZeni mogu biti dominantnan nac¢in u zastiti jetre.

Grafikon 1: Dijagram rasturanja — graficki prikaz korelacije u funkciji aplikacije niacina (NIACIN —
zeleno, NEGATIVNA KONTROLA-plavo)

CHOL

THNFalfa Haptoglobin ALEB

Tabela 1: Uticaj aplikacije niacina na vrednost ispitivanih parametara

Nedelja Niacin Kontrola SEM Uticaj niacina
TNF-a 0 0,24 0,39 0,004 p<0,01
1 0,28 0,52
2 0,27 0,61
Haptoglobin 0 0,39 0,76 0,012 p<0,01
1 0,44 0,82
2 0,47 0,89
Albumin 0 39,1 32,2 0,42 p<0,01
1 37,82 31,5
2 38,9 33,6
Chol 0 1,82 2,05 0,024 p<0,01
1 1,93 2,19
2 2,08 2,41

Departman za veterinarsku medicinu Novi Sad 107  UdruZenje veterinara prakti¢ara Srbije (UVPS)




Zbornik radova Zdravstvena zastita i reprodukcija Zivotinja 2020.god.

Grafikon 2: Uticaj aplikacije niacina i vrednosti TNFalfa na vrednost holesterola kod krava u
ranoj laktaciji.

Estimated Marginal Means of CHOL

2,40

2,30

5
1
i

2,10

2,00

Estimated Marginal Means

i
3
1

QTNF
Diskusija

Tranzicija iz perioda mirovanja mlecne zlezde, stanja potpune zasuSenosti ili neaktivnosti u stanje
laktacije predstavlja kriticni period za metabolizam mle¢nih krava, posebno za lipide, jer se naglo pocnu
mobilisati telesne rezerve masti. Zbog ove ¢injenice metabolizam masti, samim tim i holesterola ispitivan
je u brojnim studijama sprovodenim na ljudima, oglednim Zivotinjama i mle¢nim kravama. Naime kod
mlec¢nih krava vazan metabolicki poremecaj koji se dovodi u vezu sa povecanom mobilizuacijom i
metabolizmom masti je masna jetra (Grummer, 1993). Posebno tokom peripartalnog perioda
metabolisanje masti je prvenstveno odgovorno za povecanje energije, te se jetra sve viSe opterecuje
slobodnim masnim kiselinama, NEFA i njihovom daljom oksidacijom ili reesterifikacijom u trigliceride
(Grummer, 1993). Prema podacima iz literature zabeleZena je smanjena koncentracija holesterola, a
povecana koncentrcija bilirubina kod krava u peripartalnom periodu (Pokovi¢ i sar., 2014). PoviSena
koncentracija bilirubina se dovodi u vezu sa puerperalnom ketozom, dok je deficit holesterola posledica
metabolickih poremecaja (Pokovi¢ i sar., 2014). U nasem istrazivanju je naden negativan korelacijski
odnos izmedu albumina i ukupnog bilirubina sa jedne strane, dok je koncentracija izmedu albumina i
holesterola bila pozitivna. Oba nalaza govore u prilog pretpostavci o dobroj oCuvanosti funkcije jetre i
sinteze holesterola, te hepatoprotektivnoj funkciji primenjenog niacina. Nize koncentracije ukupnog
bilirubina se mogu objasniti manjim stepenom zamas¢enja jetre sa NEFA i BHB. Kod ljudi glavni nosioci
holesterola u krvi su lipoproteini niske gustine (LDL), oni prenose holesterol od jetre do perifernih tkiva.
Suprotno ovom procesu, povratak holesterola iz ekstrahepati¢nog tkiva u jetru se odvija preko lipoproteina
visoke gustine (HDL), obrnutim procesom transporta. Kljucni enzimi odgovorni za biosintezu holesterola
su: 3-hidroksi-3-metilgliceril-CoA sintetaza (HMGCS1) i 3-hidroksi-3-metilgliceril-CoA reduktaza
(HMGCR), uvek sa uzajamnom reakcijom, jer HMGCS proizvodi supstrat za HMGCR redukcionu
reakciju (Horton i sar., 1998). Veéina sprovedenih studija je pokazala da se aktivnost ovih enzima kod
mlecnih krava viSe ispoljava tokom rane laktacije, nego li u periodu kasnog greviditeta. Naime sintezu
sterola kontroliSu sterol regulatorni element-vezuju¢i faktori (SREBF-2), a sami se sintetiSu u okviru
membrane endoplazmatskog retikuluma. U slucaju niskog nivoa holesterola mogu se desiti modifikacije
SREBF-a, koje dalje menjaju efekat SREBF-a sa ciljem povecéanja sinteze holesterola, jedino se ne menja
ekspresija mRNA. Naime kada je nivo holesterola nizak, SREBF kontrolisu¢i faktori migriraju iz
endoplazmatskog retikuluma u Goldzijev aparat, gde se nalaza target mesta preko kojih SREBF aktiviraju
ciljne gene (Desvergen i sar., 2006). Neke studije navode da se na kraju graviditeta, pred neposredni
pocetak laktacije pove¢ava nivo m-RNA i SREBF-2 za koje se veruje da uéestvuju u regulaciji biosinteze
holesterola. Uoceno je da postoji pozitivna korelacija izmedu ekspresije mRNA i SREBF-2 sa ekspresijom

Departman za veterinarsku medicinu Novi Sad 108  UdruZenje veterinara prakti¢ara Srbije (UVPS)



Zbornik radova Zdravstvena zastita i reprodukcija Zivotinja 2020.god.

HMGCR i HMGCS-1 a sve jasno ukazuje na pojacanu sintezu holesterola na samom pocetku laktacije.
Pojedinacne frakcije lipoproteina u kojima lipidni deo sacinjava holesterol (VLDL, LDL, HDL) su
znacajno smanjene u periodu pocetka laktacije. Tokom rane laktacije i negativnog energetskog bilansa u
jetri se iz NEFA pojacano sintetiSu trigliceridi a za njihovu evakuaciju iz jetre potreban je VLDL
lipoprotein. Stoga je na pocetku laktacije sekrecija VLDL iz jetre smanjena, a trigliceridi se duze
zadrzavaju zbog manjka VLDL-a. U nasem radu kod ispitivanja korelacije izmedu holesterola sa TNF-a. i
haptoglobinom pokazana je negativna korelacija sa VLDL dok albumin sasvim suprotno, ima pozitivhu
korelaciju sa holesterolom (grafikon 1). Ubrzo se iz ovakvog stanja razvije masna jetra (Gross i sar.,
2013), iz ovga se jasno vidi da holesterol moze biti ograni¢avajuéi faktor sinteze VLDL-a (Loor i sar.,
2007). Da bi se holesterol sintetisao u dovoljnoj meri i ucestvovao u izgradnji lipoproteina direktno zavisi
od prisustva HMGCR i HMGCS-1. Smanjena koncentracija LDL-a u plazmi na pocetku laktacije, moze
biti posledica smanjene sinteze VLDL u jetri, jer LDL nastaje iz VLDL estara holesterola. Fosfolipidni
transfer protein ima razlicite fizioloske funkcije, a najvaznija je prevodenje fosfolipida HDL iz VLDL
(Tall 1 sar., 1985). Fosfatidilholini koji su inace frakcija fosfolipida, su esencijalne komponente za
solubilizaciju holesterola (Rao i sar., 1997). Poznato je da, je jetra centralni organ metabolizma, te se tako
i holesterol iz perifernih tkiva doprema u jetru gde sluzi kao glavna komponenta u sintezi HDL-a
(Vaughan i Oram, 2006). Adenozin-trifosfat je vezujuéi transporter za periferni ¢elijski holesterol, te tako
smanjuje visak holesterola u organizmu otpremanjem u jetru na dalje metabolisanje. Druga studija je
pokazala da insulin takode ima indirektan uticaj na holesterol tako $to povecava HMGCR in vitro
(Bhasker i Fridemann, 2008), a kod pacova sa dijabetesom egzogeno aplikovani insulin je potpuno
obnovio nivo HMGCR (Ness i sar., 1994). Medutim kada je re¢ o mle¢nim kravama, ovi nalazi nisu
potvrdeni niti ima analogije sa uticajem insulina na nivo HMGCR i HMGCSI, kao §to je kod pacova.
Poznato je da kod krava sem laktoze, glavni izvor energije za tele upravo ¢ine mle¢ne masti, od kojih su
trigliceridi sa udelom od (97-98%), dok je holesterol prisutan samo (0,5%), (Bitman i Vood, 1990). Samo
mali deo holesterola mleka, poti¢e od de-novo sinteze u mlecnoj zlezdi, mnogo je izraZeniji unos
holesterola iz krvi (Long i sar., 1980).

Zakljuéak

Na pocetku laktacije nivo holesterola u krvi opada, jer deo odlazi u mle¢nu zlezdu. Niacin dovodi do
porasta vrednosti holesterola uz opadanje vrednosti inflamatornih parametara. Zbog svega navedenog
niacin pokazuje hepatoprotektivnu ulogu.

Zahvalnost

Rad je deo projekta “Znacaj odredivanja i klinicka evaluacija serumskog faktora nekroze tumora alfa
(TNF-a) u proceni inflamatornog odgovora prezivara i pasa” finansiranog od strane Pokrajinskog
sekretarijata za visoko obreazovanje i naucno-istrazivacku delatnost AP Vojvodine.
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