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INTERAKCIJA IVERMEKTINA SA LEKOVIMA MODULATORIMA
AKTIVNOSTI P-GLIKOPROTEINSKIH TRASPORTNIH SISTEMA I
ENZIMA CITOHROMA P450 KAO UZROK ISPOLJAVANJA NJEGOVE
TOKSICNOSTI

Kratak sadrzaj

Cilj ove doktorske disertacije bio je ispitivanje toksi¢nosti ivermektina primenjenog u dozama
visSim od antiparazitske terapijske doze (primenjivanim kod ljudi tokom pandemije COVID 19) i
utvrdivanje potencijalnih Stetnih interakcija sa lekovima koji moduliraju P-glikoproteinske
transportne sisteme i enzim citohrom P-450, u cilju razumevanja mehanizama koji mogu povecati
njegovu toksi¢nost kod sisara. U ovom istrazivanju, koriséeno je 90 odraslih muzjaka pacova Wistar
soja koji su tretirani rastu¢im dozama ivermektina i kombinacijom ivermektina sa lekovima
inhibitorima citohroma P-450 (verapamil, diltiazem), odnosno inhibitroima P-glikoproteinske pumpe
(azitromicin, klaritromicin). Praceni su efekti tretmana na opste zdravstveno stanje, funkciju nervnog
sistema, hematoloske i biohemijske parametre, parametre oksidativnog stresa, koncentraciju enzima
P-450 izoforme 3A4, koncentraciju ivermektina i primenjenih lekova u plazmi 1 tkivu mozga, kao 1
patomorfoloske i histopataoloske promene u organima. Ispitivanje je sprovedeno u tri faze u kojima
su pacovi tretirani rastu¢éim dozama ivermektina, zatim samo testiranim lekovima 1 na kraju
kombinacijom jedne doze ivermektina (1,2 mg/kg) sa lekovima. Svakodnevno su pacovi testirani na
rota rod aparatu, ispitivan je refleks uspravljanja i test pritiska na rep. Nakon petodnevne primene
ivermektina, odnosno desetodnevne primene testiranih terapijskih doza lekova ili desetodnevne
primene lekova sa davanjem jedne doze ivermektina tokom 5 dana zajedno sa lekovima, uzeti su
uzorci krvi, a posle zrtvovanja uzorci tkiva za histopatoloske preglede. Koncentracija ivermektina i
lekova u plazmi 1 mozgu odredivana je te€nom hromatografijom sa tandem masenom
spektrometrijom (LC-MS/MS), dok je nivo oksidativnog stresa analiziran merenjem referentnih
parametara. IstraZivanje je pokazalo da visoke doze ivermektina (0,6-4,8 mg/kg) izazivaju dozno-
zavisne 1 dozno-nezavisne promene u hematoloSkim i biohemijskim parametrima kod pacova,
povecanje oksidativnog stresa i histopatoloSke promene u jetri i bubrezima. Neurotoksi¢ni efekti nisu
detektovani. Inhibitori P-glikoproteina 1 enzima citohroma P-450 pojedinacno nisu izazvali znacajne
klini¢ke simptome niti znacajnija nezeljena dejstva, ali je kombinacija sa ivermektinom intezivirala
promene u biohemijskim parametrima, uticala na koncentraciju enzima P-450, povecala
koncentraciju ivermektina u tkivu mozga 1 intezivirala histopatoloske promene. NaSa istraZivanja
pokazuju da visoke doze ivermektina koris¢ene u vreme pandemije COVID-19 kod ljudi, mogu
izazvati ozbiljna oSteCenja U organizmu pacova, a da interakcija ivermektina sa kalcijumskim
antagonistima i makrolidnim antibioticima takva oSteCenja potencira. Takode, nasi rezultati ukazuju
da visoke doze ivermektina primenjivane 5 dana ne obezbeduju njegove efikasne antivirusne
koncentracije, ¢ime se postavlja pitanje opravdanosti ovakve primene.

Kljuéne reci: ivermektin, toksi¢nost, inhibitori P-gp, inhibitori citohroma P-450, azitromicin,
klaritromicin, diltiazem, verapamil
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THE INTERACTION OF IVERMECTIN WITH DRUGS MODULATORS OF
THE ACTIVITY OF P-GLYCOPROTEIN TRANSPORT SYSTEMS AND
CYTOCHROME P450 ENZYMES AS A CAUSE OF ITS TOXICITY

Abstract

This doctoral dissertation aimed to investigate the toxicity of ivermectin administered in doses
higher than the antiparasitic therapeutic dose (used in humans during the COVID-19 pandemic) and
to determine potential harmful interactions with drugs that modulate P-glycoprotein transport systems
and the cytochrome P-450 enzyme, to understand the mechanisms that may increase its toxicity in
mammals. This study used 90 adult male Wistar rats, which were treated with increasing doses of
ivermectin and combinations of ivermectin with cytochrome P-450 inhibitors (verapamil, diltiazem)
and P-glycoprotein pump inhibitors (azithromycin, clarithromycin). The effects of treatment on
general health, nervous system function, hematological and biochemical parameters, oxidative stress
parameters, P-450 isoform 3A4 enzyme concentration, ivermectin and drug concentrations in plasma
and brain tissue, as well as pathomorphological and histopathological changes in organs, were
monitored. The study was conducted in three phases in which rats were treated with increasing doses
of ivermectin, then with the tested drugs alone, and finally with a combination of a single dose of
ivermectin (1,2 mg/kg) and the drugs. Rats were tested daily on the rota rod apparatus, the righting
reflex and tail pressure test were conducted. After five days of ivermectin administration, ten days of
tested therapeutic drug doses, or ten days of drug administration with one dose of ivermectin for 5
days along with the drugs, blood samples were collected, and tissue samples were taken after sacrifice
for histopathological examinations. The concentrations of ivermectin and drugs in plasma and brain
tissue were determined by liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS). At the same time, oxidative stress levels were analyzed by measuring reference parameters.
The study showed that high doses of ivermectin (0,6-4,8 mg/kg) caused dose-dependent and dose-
independent changes in hematological and biochemical parameters in rats, increased oxidative stress,
and histopathological changes in the liver and kidneys. Neurotoxic effects were not detected. P-
glycoprotein and cytochrome P-450 enzyme inhibitors alone did not cause significant clinical
symptoms or significant adverse effects. Still, their combination with ivermectin intensified changes
in biochemical parameters, affected P-450 enzyme concentration, increased ivermectin concentration
in brain tissue, and intensified histopathological changes. Our research shows that high doses of
ivermectin used during the COVID-19 pandemic in humans can cause serious damage to the rats'
bodies and that interactions between ivermectin and calcium antagonists and macrolide antibiotics
potentiate this damage. Additionally, our results indicate that high doses of ivermectin administered
for 5 days do not achieve effective antiviral concentrations, raising questions about the justification
of such use.

Keywords: ivermectin, toxicity, P-gp inhibitors, cytochrome P-450 inhibitors, azithromycin,
clarithromycin, diltiazem, verapamil

Scientific field: Veterinary medicine

Scientific subfield: Pharmacology and toxicology

UDC number:



3CLpro/Mpro

ABC transporteri

ACTIV-6

ALP
ALT
AST
AUC
A-V Cvor

AVR-14

BCRP1

Cmax
CNS
COVID-19
CREA

CVv

CYP
Cys-loop

DDT
DEC
DRESS

SKRACENICE

3-himotripsinu slicna proteaza, poznata i kao glavna
proteaza SARS-CoV-2; klju¢ni enzim koronavirusa
koji ucestvuje u procesiranju poliproteina i neophodan
je za replikaciju virusa.

Velika porodica membranskih proteina koji koriste
energiju iz ATP hidrolize za aktivni transport razlicitih
molekula preko ¢elijskih membrana.

Adaptivna platforma sprovedena medu ambulantnim
pacijentima sa blagim do umerenim COVID-19 u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama.

Alkalna fosfataza

Alanin aminotransferaza

Aspartat aminotransferaza

Povrsina ispod krive

Atrioventrikularni ¢vor je klju¢na struktura u srcu koja
se nalazi izmedu atrija (gornjih komora) 1 ventrikula
(donjih komora).

Selektivni  antagonist  glutamatom  aktiviranog
hloridnog kanala (GluCl), koji je prisutan u nervnim
sistemima beski¢menjaka. Blokiranjem ovog kanala,
AVR-14 moze uticati na inhibiciju neurotransmisije,
Sto moze dovesti do paralisanja ili inhibicije
kontrakcije misica.

ATP-vezujuéi transporter koji igra klju¢nu ulogu u
izbacivanju toksi¢nih supstanci, lekova 1 drugih
molekula iz ¢elija. BCRPI je ¢lan ABC (ATP-Binding
Cassette) transportera 1 pomaze u zastiti Celija od
Stetnih materija, kao i u smanjenju koncentracije lekova
unutar ¢elija, Sto moze doprineti rezistenciji na lekove.
Maksimalna koncentracija u plazmi

Centralni nervni sistem

Bolest izazvana virusom SARS-Co-2

Kreatinin

Preciznost

Enzim citohroma P450

Strukturni motiv u ligand-zavisnim jonskim kanalima,
koji sadrzi dve cisteinske aminokiseline povezane
disulfidnim  mostom,  kljuan za  funkciju
neurotransmiterskih receptora poput GABA A i
nikotinskih acetilholinskih receptora.
Dihlordifeniltrihloretan

Dietilkarbamazin citrat

Lekovima izazvan sindrom eozinofilije i sistemskih
simptoma.
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StatistiCki parametar koji se koristi u farmakologiji 1
toksikologiji, a oznacava dozu supstance koja izaziva
efekat u 50% populacije ispitanika.
Etilendiamin tetrasiréetna kiselina

Laboratorijska tehnika koja se koristi za detekciju i
kvantifikaciju specificnih proteina, antitela, hormona
ili drugih biomolekula u uzorcima. Ova tehnika Kkoristi
enzime kao markere za detekciju i kvantifikaciju
analita u uzorcima.

Ekskretorni-sekretorni aparat

Americka agencija za hranu i lekove

y-amino-buterna kiselina

Glutamat-zavisni hloridni kanali

Glutation

Vrednost hematokrita

Hemoglobin

Tecna hromatografija visokih performansi sa masenom
detekcijom

humani T-¢elijski limfotropnim virus tipa 1
intravenska

Koncentracija supstance koja inhibira odredeni
bioloski proces ili funkciju za 50% u odnosu na
kontrolne vrednosti.

imunoglobulin

Interleukin

Otvoreno klinicko ispitivanje sprovedeno u Maleziji.
Konstanta resorpscije

Kilobaza

krvno-mozdana barijera

Tecna  hromatografija sa  tandem  masenom
spektrometrijom

Doza supstance koja izaziva smrt u 50% ispitanika u
odredenoj populaciji

Limit kvantifikacije

Odnos masa i naelektrisanja

Srednji korpuskularni hemoglobin

Srednja korpuskularna koncentracija hemoglobina
Srednji korpuskularni volumen

Malondialdehid

ATP-vezujuci transporter kodiran genom je protein koji
se nalazi na ¢elijskim membranama i ima klju¢nu ulogu
u izbacivanju razlicitih toksi¢nih materija, ukljucujuci
lekove, iz ¢elija. MDR1 je poznat po tome Sto
omogucava otpornost ¢elija na viSestruke lekove, §to se
¢esto vida kod karcinogenih ¢elija koje postaju otporne
na terapiju.
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Ljudska tumorske ¢elije koje se koriste u istrazivanjima
u oblasti onkologije, naro€ito za proucavanje
mehanizama tumorske proliferacije i metastaziranja.
MES-SA ¢elije poticu od sarkoma mezenhimalnog
porekla i koriste se kao model za testiranje lekova koji
ciljaju na tumorske ¢elije, posebno u vezi sa terapijskim
strategijama za sarkome.

Podvrsta MES-SA ¢elija koja je selektovana za
otpornost na lekove. Ove ¢elije su postale otporne na
terapiju doksorubicinom (lek koji se Cesto koristi u
leCenju kancera), a naziv Dx5 oznaCava njihovu
otpornost na ovaj lek. Koris¢enje MESSA/Dx5 ¢elija
omogucava istrazivatima da proucavaju mehanizme
lek-rezistencije u tumorima, ukljucujuci istrazivanje
uloge transportnih sistema kao $to je P-gp koje uti¢u na
rezistenciju na lekove.

Metabolicki inertni kompleks

ATP-vezujuéi transporter koji igra klju¢nu ulogu u
izbacivanju lekova, toksicnih supstanci i metabolita iz
¢elija

ATP-vezujuéi transporter koji se nalazi na apikalnim
membranama hepatocita, enterocita i drugih epitelskih
¢elija. MRP2 transportuje razlicite anionske supstance,
ukljucujuéi toksicne materije, lekove, biluribin 1
njihove konjugate sa glutationom, iz ¢elija u izluujuce
kompartmente kao §to su zuc ili urinarni sistem.

ATP-vezujuéi transporter koji se uglavnom nalazi na
bazolateralnim membranama hepatocita i drugih ¢elija.
MRP3 ima kljuénu ulogu u transportu razli€itih
anionskih molekula, ukljucuju¢i toksi¢ne supstance,
lekove, biluribin i njihove konjugate, iz ¢elija u krvotok
ili druge kompartimente.

Srednje vreme zadrZzavanja

Nestrukturni protein

Membranski transporter koji se nalazi na sinusoidalnim
membranama hepatocita, a njegova glavna funkcija je
transport organskih anjona, ukljucujuéi lekove, zuéne
Kiseline i njihove konjugate, u jetru.

Membranski transporter koji se nalazi na sinusoidalnim
membranama hepatocita i ima sli¢nu funkciju kao
OATPIBI, ali je specifiCan za transport drugih
organskih anjona, ukljucujuéi lekove, zucne kiseline,
bilirubin i njihove konjugate, u jetru.

Program za kontrolu onhocerkoze

Otvoreni okvir za ¢itanje; deo genetskog koda koji
moze biti preveden u protein, zapocinje start-kodonom
i zavr$ava se stop-kodonom.

Indeks oksidativnog stresa
per o0s
P glikoprotein
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Topikalni proizvodi u veterini, obi¢no u formi te¢nosti,
koji se nanose direktno na kozu zivotinje, obi¢no na
ledima ili vratu. Ovi proizvodi se koriste za kontrolu
parazita poput buva, krpelja, unutrasnjih parazita (npr.
crva) i drugih infestacija kod stoke, konja ili drugih
Zivotinja

Linearnost

broj eritrocita

RNK-zavisna RNK polimeraza

Ribonukleinska kiselina

Reaktivne vrste kiseonika

Subkutano

Sjedinjene Americke Drzave

Teski akutni respiratorni sindrom koronavirus 2
Ozbiljne kozne nezeljene reakcije na lekove
Stevens-Johnsonov sindrom

Velika grupa membranskih proteina koji transportuju
razne molekule, ukljuc¢ujuéi jone, nutrijente, lekove,
toksine kroz ¢elijske membrane.

Poluvreme eliminacije

Ukupni antioksidativni status

Toksi¢na epidermalna nekroliza

Trigliceridi

Podtip CD4+ T-Celija koje igraju kljuénu ulogu u
imunoloskom odgovoru, posebno u borbi protiv
parazitskih infekcija i alergijskih reakcija
Transmembranski domeni

Vreme do postizanja Cmax tj. vreme koje je potrebno
da lek dostigne svoju maksimalnu koncentraciju u
plazmi nakon primene. Tmax daje uvid u brzinu
apsorpcije leka. Kratko Tmax moze ukazivati na brzu
apsorpciju leka, dok duze Tmax moZze ukazivati na
sporiju apsorpciju.

Ukupni oksidativni status

Ukupni proteini

Urea

Analiticka tehnika koja se koristi za merenje apsorpcije
svetlosti u ultraljubi¢astom (UV) 1 vidljivom (VIS) delu
elektromagnetnog spektra

Volumen distribucije u centralnom kompartmentu
Volumen distribucije

Celijska linija Vero ¢elija modifikovana da eksprimira
humani SLAM receptor, koristi se za proucavanje
virusa koji koriste ovaj receptor za ulazak u Celijje.
Ukupan broj leukocita

Gama-glutamil transferaza
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Uvod

1. UVOD

Ivermektin je ranije pokazao antivirusni potencijal protiv razlicitih virusa ukljucujuci Zika virus
(Barrows 1 sar., 2016) i virus Zapadnog Nila (Nguyen i sar., 2015). Antivirusni efekti zabelezeni su
uglavnom in vitro, dok su in vivo efekti prijavljeni samo kod virusa Zapadnog Nila 1 Newcastle virusa
(Azeem i sar., 2015; Nguyen i sar., 2015). Uprkos obecavaju¢im rezultatima u laboratorijskim
uslovima, upotreba ivermektina kao antivirusnog sredstva kod ljudi je ograni¢ena zbog mogucih
toksi¢nih efekata i nedovoljne klini¢ke efikasnosti. Studije su pokazale da visoke doze ivermektina,
koje bi mogle biti potrebne za efikasnu antivirusnu aktivnost, znacajno prelaze standardne terapijske
doze za parazitske infekcije i povecavaju rizik od neuroloskih nezeljenih dejstava.

Zbog Siroke primene ivermektina u leCenju parazitskih bolesti kod ljudi i1 zivotinja, u periodu
pandemije COVID-19 (eng. Coronavirus disease 2019) istrazivaci su pokrenuli ispitivanja njegovog
antivirusnog potencijala protiv SARS-CoV-2 (eng. Severe acute respiratory syndrome coronavirus
2). Tokom pandemije, studija Caly i saradnika (2020) pokazala je sposobnost ivermektina da inhibira
replikaciju SARS-CoV-2 in vitro, §to je izazvalo globalni interes za moguc¢nost prenamene ovog leka
za leCenje COVID-19. In vitro studije su sugerisale da ivermektin inhibira virusne proteine zaduzene
za transport u Celiju domacina, ¢ime potencijalno smanjuje replikaciju virusa. Ipak, antivirusna
efikasnost ivermektina kod ljudi ostaje neizvesna, jer rezultati klini¢kih studija nisu potvrdili klinic¢ki
znacajan efekat. Pored ograniCene efikasnosti, upotreba visokih doza ivermektina, neophodnih za
antivirusno delovanje, dovela je do neurotoksi¢nih efekata, ukljucujuci simptome poput konfuzije,
ataksije 1 konvulzija.

Ivermektin, Siroko koriS¢en u terapiji parazitskih infekcija, moze izazvati neurotoksicne efekte
kod sisara, Sto je u velikoj meri povezano s aktivnostima transportnih sistema, narocito P-
glikoproteina (P-gp). Ovaj transporter omogucava eliminaciju ivermektina iz centralnog nervnog
sistema (CNS), ¢ime se smanjuje rizik od neuroloSkih neZeljenih efekata. Medutim, inhibicija ili
indukcija P-gp, kao i interakcije sa lekovima koji se metaboliSu putem citohroma P-450, zna¢ajno
uticu na farmakokinetiku ivermektina. Ivermektin se prvenstveno metaboliSe putem citohroma P-450,
preteZzno preko izoforme CYP3A4, Sto omogucava njegovu brzu eliminaciju iz organizma. Inhibitori
citohroma P450 mogu smanjiti metabolizam ivermektina, $to dovodi do poveéanja njegove sistemske
koncentracije 1 potencijalnog povecanja neurotoksicnosti. Nasuprot tome, induktori citohroma P450
ubrzavaju eliminaciju ivermektina i mogu smanjiti njegovu terapijsku efikasnost. Dodatno, krvno-
mozdana barijera (KMB) predstavlja fizioloSku prepreku za prolaz ivermektina u CNS, gde P-gp
transportni sistem smanjuje njegov ulazak i time smanjuje rizik od neurotoksi¢nih efekata. Medutim,
lekovi koji inhibiraju P-gp mogu povecati koncentraciju ivermektina u CNS-u, Sto doprinosi razvoju
neuroloskih simptoma.

Ove interakcije 1 njihov potencijal za izazivanje nezeljenih efekata nisu bile obuhvacene u
pocetnim predklinickim 1 klini€¢kim studijama ivermektina. Ipak, prijavljeni slucajevi toksi¢nih
efekata kod Zivotinja, posebno kod osetljivih pasa koji imaju genetski deficijentnu P-gp pumpu,
naglaSavaju vaznost istraZivanja interakcija ivermektina sa P-gp 1 citohrom P-450 enzimima.
Toksic¢nost ivermektina dodatno je istaknuta tokom pandemije COVID-19, kada je zabelezen porast
nezeljenih reakcija usled primene visokih doza ovog leka kod pacijenata, ¢esto bez medicinskog
nadzora.

Ivermektin ostaje kljucni lek u veterinarskoj 1 humanoj medicini za lecenje parazitskih bolesti.
Medutim, njegova prenamena za leCenje virusnih infekcija, uklju¢uju¢i COVID-19, 1 dalje je
kontroverzna i predstavlja izazov za istrazivae. Dodatna klini¢ka ispitivanja i razjaSnjavanje
mehanizama njegove farmakokinetike 1 farmakodinamike, potrebni su kako bi se procenila
bezbednost, uzimajuci u obzir i potencijalnu interakciju sa lekovima inhibitorima P-gp transportnih
sistema 1 citohroma P-450, kao 1 uticaj na CNS 1 neuroloske funkcije.
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2. PREGED LITERATURE

2.1. Otkrice i razvoj

Pionirski trenutak u otkricu ivermektina datira u ranim 1970-im godinama, kada je
uspostavljeno medunarodno partnerstvo izmedu javnog i privatnog sektora, odnosno Instituta
Kitasato u Tokiju i Americke farmaceutske kompanije Merck, Sharp and Dohme (MSD). Istrazivaci
Satoshi Omura i William C. Campbell zajedno su radili na ekstraktima iz tla u potrazi za gljivicama
potencijalnim producentima novih antibakterijskih supstanci. U drugoj godini saradnje, tim sa
Instituta Kitasato izolovao je organizam Streptomyces avermitilis, vrstu aktinomiceta, iz zemlje blizu
golf terena uz obalu u Kawani, blizu grada Ito u regionu Shizuoka (Omura i Crump, 2004). Kitasato
istrazivacka grupa je zatim objavila morfoloske, fizioloske, biohemijske i filogenetske dokaze koji su
argumentovali reklasifikaciju originalnog mikroorganizma i preimenovanje u Streptomyces
avermectinius (Takahashi 1 sar., 2002) (Slika 1). Soj Streptomyces pronaden u Japanu i dalje je jedini
mikroorganizam koji proizvodi avermektin. Originalno identifikovan kao OS-3153, najperspektivniji
uzorak bio je soj S. avermectinius koji je pokazao snaznu antihelminticku aktivnost sa malo ili nimalo
toksic¢nosti. Jedinjenje odgovorno za aktivnost nazvano je avermektin (Burg i Stapley, 1989). Dalja
istrazivanja su pokazala da avermektin ima biocidnu aktivnost protiv raznolikog spektra nematoda,
insekata 1 arahnida. Avermektin je bio je 25 puta jaci od svih do tada dostupnih antihelmintika.
Jedinstvena sposobnost avermektina da uniStava i ektoparazite i endoparazite dala je podsticaj
stvaranju nove klase jedinjenja nazvane "endektocidi". Avermektin je bio prvi endektocid na svetu,
preteca potpuno nove klase antiparazitskih agenasa, koji snazno deluju protiv Sirokog spektra
nematoda, artropoda i insekata, unutrasnjih i spoljasnjih parazita ljudi i Zivotinja (Omura i Crump,
2004).

Slika 1. Mikrofotografija Streptomyces avermectinius (Omura i Crump, 2004).

Istrazivanje strukture avermektina je identifikovalo klju¢ne razlike izmedu njegovih podtipova,
posebno u pogledu konfiguracije olefinske veze izmedu ugljenika C22 i C23. Avermektini su
kompleks 16-Clanih makrocikli¢nih laktona, a fermentacija S. avermectinius proizvodi smesu od
osam avermektinskih jedinjenja (Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a i B2b) (Chabala i sar., 1980).
Dok se u podtipu 1 ova veza pojavljuje kao olefinska veza, u podtipu 2 je hidrogenizovana sa
hidroksilnom grupom na poziciji C23. Ova razlika ima duboke implikacije na konformaciju prstena
koji nosi te funkcionalne grupe 1 stoga uzrokuje suptilne, ali znacajne promene u bioaktivnosti. Na
primer, utvrdeno je da je avermektin B1 efikasniji od avermektina B2 nakon oralne primene, dok je
obrnut slucaj kada su oba primenjena parenteralno. Posebno treba napomenuti da je avermektin B1
bio znacajno manje efikasan protiv odredenih vrsta (npr. Cooperia) kada je primenjen parenteralno u
poredenju sa oralnom primenom, dok je sa druge strane avermektin B2 bio manje aktivan od B1
protiv drugih vrsta (npr. Haemonchus sp.). Zbog toga je postalo od klju¢nog znacaja da se sintetiSu

Doktorska disertacija 2 Viadimir Z. Marjanovié



Pregled literature

jedinjenja koja bi zadrzala konformaciju serije B2, ali bez 22-hidroksil supstituenta, sa ciljem da takva
jedinjenja ispoljavaju samo pozitivne karakteristike oba definisana podtipa avermektina (Campbell i
sar., 1983).

Analiza podtipova avermektina, koji sadrze metoksi grupu na poziciji 5, pokazala je ukupnu
nizu efikasnost u poredenju sa podtipovima B 1 stoga nisu ozbiljno razmatrani za dalji razvoj. lako su
supstituenti na poziciji 25 (izopropil ili sek-butil) imali mali uticaj na biolosku aktivnost, njihovo
razdvajanje se nije smatralo neophodnim. U hemijskim i bioloskim procenama koriS¢ene su smese,
uglavnom zasnovane na odnosu nastalom u procesu fermentacije. Najpozeljnije jedinjenje, 22, 23-
dihidroavermektin B1, zahtevalo je selektivnu redukciju jednog od pet olefina za sintezu. Vazno je
napomenuti da je samo ciljni olefin bio cis-supstituisan, $to sugeriSe mogucnost sinteze koris¢enjem
Vilkinsonovog homogenog hidrogenacionog katalizatora (PH3P);RhCI, poznatog po svojoj visokoj
osetljivosti na stericno okruzenje olefina. Hidrogenizacija avermektina B, sa Vilkinsonovim
katalizatorom tokom 20 sati u benzenu ili toluenu na 25°C u atmosferi vodonika, rezultirala je sa 85
procenata 22, 23-dihidroavermektina B, zajedno sa 3 procenta 3, 4, 22, 23-tetrahidroavermektina. 22,
23-dihidroavermektin B, koji sadrzi najmanje 80 procenata 22, 23-dihidroavermektina B1a, 1 ne vise
od 20 procenata 22, 23-dihidroavermektina By, dobio je nezastiCeni naziv ivermektin (Slika 2)
(Campbell i sar., 1983).
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Slika 2. Hemijska formula Ivermektina.

IUPAC: Smesa (2aE,4E,5'S,6S,6'R,7S,8E,11R,13R,15S,17aR,20R,20aR,20bS)-7-[[2,6-
dideoksi-4-O-(2,6-dideoksi-3-O-metil-a-L-arabino-heksopiranozil)-3-O-metil-a-L-arabino-
heksopiranozil]oksi]-20,20b-dihidroksi-5',6,8,19-tetrametil-6'-[ (1S)-1-metilpropil |-
3'4'5,6,6',7,10,11,14,15,17a,20,20a,20b-tetradekahidrospiro[ 11,15-metano-2H,13H,17H-
furo[4,3,2-pq][2,6]benzodioskaciklooktadecena-13,2'-[2H]piran]-17-on (komponenta H>B13) i
(2aE,4E,5'S,6S,6'R,7S,8E,11R,13R,15S,17aR,20R,20aR,20bS)-7-[[2,6-dideoksi-4-O-(2,6-dideoksi-
3-O-metil-a-L-arabino-heksopiranozil)-3-O-metil-a-L-arabino-heksopiranozilJoksi]-20,20b-
dihidroksi-5',6,8,19-tetrametil-6'-(1-metiletil)-3',4",5',6,6',7,10,11,14,15,17a,20,20a,20b-
tetradekahidrospiro[11,15-metano-2H,13H,17H-furo[4,3,2-pq][2,6]benzodioskaciklooktadecena-
13,2'-[2H]piran]-17-on (komponenta H>B1,) (European Pharmacopoeia, 2014).

Prvi lek iz grupe avermektina uveden je u veterinarsku medicinu od strane kompanije Merck 1
Co. 1981. godine, a nove formulacije ivermektina, gotovo svake naredne godine pojavljivale su se na
trziStu. Postojalo je veoma malo motivacije za proizvodnjom ivermektina za humanu upotrebu, sve
dok se nije pokazala njegova efikasnost protiv filarijalnih nematoda (Ashour, 2019; Omura i Crump,
2014). Ivermektin je prvi put registrovan kao lek za ljude pod trgovackim imenom Mectizan® 1987.
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godine (Laing i sar., 2017) 1 prvi put je koriS¢en za leCenje onhocerkoze ljudi 1988. godine (Crump i
Omura, 2011). Ivermektin je bio jedini ¢lan grupe avermektina odobren za upotrebu kod ljudi sve do
nedavnog odobrenja moxidectina od strane Americke Uprave za hranu i lekove (FDA) u junu 2018.
godine za le¢enje onhocerkoze kod ljudi (Ashour, 2019; FDA, 2018).

Otkrice, razvoj i primena ivermektina kroz program kompanije Merck i Co. i1 Kitasato Instituta,
uz pomo¢ grupe medunarodnih partnera iz razlicitih disciplina, ocenjeno je kao jedno od najvecih
medicinskih dostignu¢a dvadesetog veka i1 krunisano Nobelovom nagradom 2015. godine koju su
dobili Satoshi Omura i William C. Campbell (Chen, 2016).

2.2. Terapijske indikacije u veterinarskoj i humanoj medicini

Interesantna je ¢injenica da se posle otkri¢a avermektina na osnovu njihove hemijske strukture
(makrolidna struktura slicna makrolidnim antibioticima), ocekivala antimikrobna aktivnost.
Medutim, u preliminarnim istrazivanjima takav efekt je izostao. Naredna ispitivanja su sprovedena
na misevima vestacki inficiranim sa Nematospiroides dubius, 1 dobijeni su iznenadujuc¢e dobri
antinematodni efekti. Brojna istrazivanja koja su usledila pokazala su visoku efikasnost tada ve¢
definisanog ivremektina protiv endo i ektoparazita Zivotinja. Danas je dobro poznato da je ivermektin
je endo i ektoantiparazitik (endektocid) Sirokog spektra delovanja. Dat per os (p.o.) ili parenteralno,
efikasno deluje protiv odraslih i larvenih oblika (IV stadijum) nematoda 1 artropoda domacih, divljih
zivotinja, Zivotinja u zoovrtovima i kué¢nih ljubimaca (Brander i sar., 1991; Riviere i Papich, 1995),
ali ne deluje na cestode i trematode (Brander i sar., 1991).

U goveda i ovaca ivermektin je dat p.o. ili subkutano (s.c.) u dozi od 0,2 mg/kg ispoljava
efikasnost 97-100%, protiv adultnih oblika i larvi IV stadijuma parazita Haemonchus, Ostertagia,
Cooperia, Trichostrongylus,  Stronggyloides, = Bunostomum,  Nematodirus, Trichuris,
Oesophagostomum, Dictyocaulus 1 u ovaca posebno Chabertia ovina (Riviere 1 Papich, 1995).
Ivermektin deluje i na ektoparazite goveda. Dokazano je da su najcesci ugrci goveda Hypoderma
bovis 1 H. lineatum visoko osetljivi na ivermektin. Tretman ovim avermektinom uniStava sva tri
stadijuma larve. Medutim, uginjavanje larvi u toku njthovog normalnog migratornog puta kroz
organizam, moze izazvati nezeljene reakcije, kao $to je eozinofilni ezofagitis ili hemoragije (Roncalli,
1984). Kada se ivermektin aplikuje s.c. govedima u dozi od 200 pg/kg telesne mase efikasno uniStava
adultne oblike vasi (Haematopinus eurysternus, Linognathus vituli 1 Solenopotes capillatus).

1 sintetske piretroide. Larve muva koje parazitiraju u ranama i lezijama na kozi goveda su takode
osetljive na ivermektin. Tako ivermektin deluje na larve Chrysomya bezziana ¢ak 14 dana posle
aplikacije (Campbell, 1989).

Efikasnost ivermektina primenjenog s.c. u dozi od 200 pg/kg izrazena u procentima protiv
adultnih i larvenih oblika gastrointestinalnih nematoda ovaca iznosi: Haemonchus contortus 99 1>99,
Ostertagia circumcincta >99 1 >99, Ostertagia trifurcata 100 1 98; Trichostrongylus axei 100%, T.
colubriformis 98 1 >99, T vitrinus 100 1 93, Nematodirus filicolis 92 1 93, N. spathiger za larve 95,
Cooperia curticei 99 1 >99, Oesophagostomum columbianum >99 1 >99, O. venulosum 100,
Chabertia ovina 100 1 98, Trichuris ovis 87, Strongiloides papillosus za larve >99, Gaigeria
pachyscelis 100 1 >99. Za pluéne nematode efikasnost je: Dictyocaulus filaria >99 1 >99,
Protostrongylus rufescens 100 (Brander i sar., 1991). Ivermektin je veoma efikasan protiv larvi
Oestrus ovis, kao 1 Sugaraca Sarcoptes scabiei 1 Psorergates ovis. Za razliku od formulacije
namenjene za peroralnu upotrebu, dat parenteralno ivermektin deluje i na Psoroptes ovis. Posle prvog
davanja znatno redukuje broj parazita, a posle ponovljene aplikacije (nakon 7 dana) moZze potpuno
eliminisati prisustvo parazita na Zivotinjama (Ronacalli i Sutherland, 1986).

Kod svinja ivermektin dobro deluje na gastrointestinalne, plu¢ne i bubrezne nematode, vasi 1
Sugarce. PreporuCena s.c. doza ivermektina za svinje iznosi 300 pg/kg. Efikasnost ove doze
ivermektina (izraZzena u procentima) za razli€ite parazite svinja iznosi: gastrointestinalne nematode -
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Ascaris suum 100 1 >99; Hyostrongylus rubidus 98 1 99; Oesophagostomum spp. 96 1 95;
Strongyloides ransomi 99; Trichuris suis 80. Pluéne nematode - Metastrongylus spp. 100. Bubrezne
nematode - Stephanurus dentatus >99 1 >99 (Brander 1 sar., 1991). Ivermektin uspesno suzbija
infestaciju svinja vaSima (Haematopinus suis) i Sugarcima (Sarcoptes scabiei var. suis) (Hogg, 1984).

Ivermektin je registrovan i za primenu kod pasa i macaka. Primenjuje se p.o. u malim dozama
od 0,006 mg/kg (psi) ili 0,024 mg/kg (macke) kao preventiva protiv dirofilarijaze. Ivermektin je
efikasan protiv trec¢eg i Cetvrtog stadijuma nematode (mikrofilarija) Dirofilaria immitis, ali ne i protiv
adultnih oblika. U ovim malim dozama ivermektin ispoljava samo organicenu aktivnosti protiv
gastrointestinalnih nematoda pasa i macaka. Medutim, kada se primeni oralno u dozama izmedu 0,05
mg/kg 1 0,2 mg/kg postizu dobru efikasnost protiv parazitskih nematoda Ancilostoma caninum,
Trichuris vulpis, Toxocara canis 1 Capillaria aerophila (Riviere 1 Papich, 2018).

Ivermektin se pokazao kao ¢udotvorni lek za ljudsko zdravlje, znacajno unapredujuci opste
zdravstveno stanje i dobrobit milijardi ljudi Sirom sveta od prvog koris¢enja u leCenju onhocerkoze
1988. godine. Njegova prednost u odnosu na druge lekove se ogleda u visokoj efikasnosti i Sirokom
spektru delovanja, sigurnosti, dobroj podnosljivosti i jednostavnoj primeni (jedna godiSnja oralna
doza). Ivermektin se koristi za leCenje razliCitih unutrasnjih nematodnih infekcija, ukljucujuci
onhocerkozu, strongiloidijazu, askarijazu, limfati¢nu filarijazu, gnatostomijazu i trihurijazu. Takode,
primenjuje se za oralno lecenje ektoparazitskih infekcija kao Sto su pedikuloza (infestacija vaSkama)
1 Suga (infestacija grinjama) (Ottesen i Campbell, 1994).

Onhocerkozu uzrokuje filaricidni parazit Onchocerca volvulus, koga prenosi crna musica vrste
Simulium u blizini reka u zapadnom, istocnom i centralnom delu Afrike, Jemenu, Centralnoj Americi
1 severozapadnim zemljama Juzne Amerike. Larve prenete crnim musSicama razvijaju se u odrasle
nematode u kozi, gde Zenke proizvode mikrofilariae koje migriraju kroz potkozna tkiva i oci,
uzrokujudi razli¢ite kozne lezije i ireverzibilno ostecenje vida poput sklerozirajuceg keratitisa i
iridociklitisa. Zbog toga je ova bolest poznata 1 kao ,,re¢no slepilo®. Ivermektin je postao lek izbora
protiv Onchocerca volvulus pocetkom devedesetih godina proslog veka zbog svoje efikasnosti i
bezbednosti u poredenju sa drugim dostupnim lekovima. Od tada, ovaj lek se Siroko koristi protiv
onhocerkoze u dozama od 150-200 pg/kg svakih 6-12 meseci koje dovode do smanjenja mikrofilaria
od oko 85-95% (Gonzalez i sar., 2012). Ivermektin nema visok stepen aktivnosti protiv, adultnih
parazita, pa je potrebna primena ponovljene godiSnje ili polugodiSnje doze kako bi se sprecilo da
pacijenti ponovno obole od bolesti (Gardon 1 sar., 2002; Omura, 2008). Le€enje ivermektinom
zasnovano je na tretmanu populacije, poznato 1 kao masovna primena lekova 1 predstavlja klju¢nu
strategiju za eliminaciju onhocerkoze. Ova strategija zahteva minimalnu terapijsku pokrivenost od
80%. Da bi se postigla eliminacija prenoSenja bolesti u podru¢jima sa visokim i srednjim stepenom
endemicnosti, neophodno je sprovesti godi$nje tretmane tokom perioda od najmanje 12 do 15 godina.
Kompanija Merck donira ivermektin, poznat pod brendom Mectizan®, za ove svrhe (World Health
Organisation, 2022). Program za kontrolu onhocerkoze (OCP) ostvario je znaCajan uticaj na javno
zdravlje 1 ekonomski razvoj u pogodenim regionima. Kroz svoje aktivnosti, OCP je oslobodio 40
miliona ljudi od infekcije onhocerkozom, prevenirao slepilo kod 600.000 osoba i osigurao da je 18
miliona dece rodeno bez rizika od ove bolesti 1 slepila. Pored toga, program je doveo do povracaja 25
miliona hektara napuStenog obradivog zemljiSta, koje je sada dostupno za naseljavanje i
poljoprivrednu proizvodnju, $to omogucava prehranu za 17 miliona ljudi godisnje.

Limfati¢na filarijaza je bolest koju prenose komarci i pogada oko 885 miliona ljudi Sirom sveta,
pri cemu globalne procene ukazuju na to da je zahvatila 25 miliona muskaraca sa hidrokelom 1 vise
od 15 miliona ljudi sa limfedemom. Najmanje 36 miliona ljudi Zivi sa hroni¢nim manifestacijama
ove bolesti. Limfati¢na filarijaza se moze eliminisati zaustavljanjem S$irenja infekcije preventivnom
terapijom uz bezbedne kombinacije lekova koje se ponavljaju svake godine. Vise od 9 milijardi
kumulativnih tretmana je isporu¢eno kako bi se zaustavilo Sirenje infekcije od 2000. godine (World
Health Organisation, 2023). Bolest uzrokuje Wuchereria bancrofti u tropskim 1 suptropskim
podrucjima ili Brugia malayi 1 Brugia timori u jugoisto¢noj Aziji. Ove infekcije dovode do
disfunkcije limfnog sistema. NajceS¢a akutna manifestacija je akutni adenolimfangitis, koji se
karakteriSe napadima groznice, bolnim oticanjem zahvacenog podrucja tela i upaljenim limfnim
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¢vorovima u preponama i pazuhu. Hroni¢na manifestacija limfne filarijaze karakteriSe se
limfedemom (otok tkiva) ili elefantijazom (zadebljanje koze/tkiva) udova i hidrocelom (nakupljanje
teCnosti), rezultiraju¢i progresivnim 1 ireverzibilnim oticanjem ekstremiteta, dojki i1 genitalija.
Ivermektin prouzrokuje znacajno pocetno smanjenje nivoa cirkuliSu¢ih mikrofilaria, prac¢eno
dugoro¢nim suzbijanjem njihove produkcije. Standardni tretman je 150-200 pg/kg telesne mase, pri
¢emu su glavni efekti uniStavanje mikrofilarija 1 dugorofna sterilnost odraslih nematoda.
Kombinacija doksiciklina 1 ivermerktina pruza antifilaralnu efikasnost od oko 80% u poredenju sa
9% efikasnosti za tretman samo doksiciklinom. Ivermektin (200 pg/kg) se primenjuje zajedno sa
dietilkarbamazin citratom (DEC) (6 mg/kg) i1 albendazolom (400 mg/kg) u zemljama bez
onhocerkoze i gde su ispunjeni drugi programski uslovi (World Health Organisation, 2023). Globalni
program za eliminaciju limfati¢ne filarijaze u endemskim podruc¢jima ukljucuje ivermektin u svoju
strategiju masovne primene lekova kako bi sprecio Sirenje infekcije. Kombinacija od 150 pg/kg
telesne mase ivermektina 1 400 mg albendazola smanjuje broj mikrofilarija. Nedavno je odobrena
jedna doza triple terapije sa ivermektinom, dietilkarbamazinom i albendazolom, pokazujuéi se
superiornom u odnosu na druge programe eliminacije limfaticne filarijaze (Gonzalez i sar., 2012).

Strongiloidijaza je endemska bolest u tropskim i suptropskim regionima koju izaziva
Strongyloides spp. Bolest se dobija prodiranjem filariformnih larvi kroz kozu. Larve migriraju do
krvnih sudova, a zatim do pluca, uzdizu¢i se kroz traheobronhijalno stablo i zatim gutanjem
dospevaju u gastrointestinalni trakt. U gastrointestinalnom traktu, larve sazrevaju u odrasle oblike
koji proizvode nova jaja, koja se razvijaju u rabditiformne larve i izluuju se fecesom. Ovaj slozeni
ciklus uzrokuje razlicite klinicke manifestacije koje ukljucuju upalne reakcije koze (razvoj
serpentinastih eritematoznih trakta, poznatih kao larva currens), gastrointestinalne upalne simptome
1 pluéne manifestacije. Kada dode do hiperinfekcije, posebno kada je naruSen celijski imunitet, jetra,
srce, centralni nervni sistem ili endokrine zlezde takode mogu biti zahvacene invazijom filariformnih
larvi (Gonzélez i sar., 2012). Oralni ivermektin u dozi od 200 pg/kg tokom 2 dana ostaje preporuceni
tretman za nekomplikovane infekcije izazvane parazitom Strongyloides (Suputtamongkol i sar.,
2011).

Gnatostomijaza je parazitska bolest koja se javlja u jugoistocnoj Aziji 1 Latinskoj Americi.
Prenosi se konzumiranjem sveZe ribe ili morskih plodova zaraZenih sa Grnathostoma spinigerum, G.
binucleation, G. hispidium, i rede, drugim vrstama Gnathostoma. Jednom progutane, larve migriraju
kroz ljudska tkiva izazivaju¢i morfoloSka oSte¢enja i imunsku reakciju (Gonzalez i sar., 2012).
Najefikasniji tretman za koZnu gnatostomiazu je hirurSko uklanjanje larvi, ali nije prakti¢no za
visceralne slu¢ajeve. Hemoterapija se koristi za uniStavanje parazita, ali s oprezom jer uginuli paraziti
mogu izazvati Stetne upalne reakcije, narocito u mozgu. Studije su pokazale da su ivermektin 200
ng/kg primenjen tokom 2 dana a zatim i albendazola 400 mg/kg dva puta dnevno tokom 21 dan
efikasni u leCenju gnastomijaze. U sluCaju neurognatostomijaze, ivermektin moze pomo¢i u
smanjenju migracije parazita i ublaZavanju simptoma, posebno kada se koristi u kombinaciji sa
kortikosteroidima kao §to su deksametazon i prednizolon. Ove kombinacije pomazu u kontroli upale
1 edema izazvanih migracijom parazita u nervni sistem. Klini¢ke studije i prikazi slu¢ajeva sugerisu
da ivermektin moze znaCajno poboljsati ishod leCenja kod pacijenata sa neurognatostomijazom
(Nogrado i sar., 2023).

Askariaza je parazitska bolest koju izaziva Ascaris lumbricoides, jedan od najrasprostranjenijih
parazita u ljudskom crevnom traktu. A. lumbricoides inficira vise od 1,4 milijarde ljudi globalno,
narocito u regijama kao Sto su Azija, Afrika 1 Juzna Amerika. Infekcija se deSava oralnim unosom
jaja nematoda putem kontaminirane vode, hrane ili kontakta ruku sa zagadenim materijalima. Larve,
jednom unete, sazrevaju u crevnom traktu, dok odrasle Zenke proizvode nova jaja koja se izlu¢uju
stolicom, kontaminiraju¢i okolinu i zemljiSte, ¢ime se kompletira Zivotni ciklus parazita. lako su
simptomi retki, mogu se pojaviti zbog migracije larvi ili prisustva odraslih nematoda, izazivajuci
imunoloske, mehanicke ili direktne povrede tkiva. Klju¢ni uticaj parazita na javno zdravlje ogleda se
u doprinosu nutritivnim nedostacima i odlozenom fizickom i kognitivnom razvoju kod dece.
Ivermektin se istakao kao bezbedan i visoko efikasan tretman za askariazu, postizu¢i stope izlecenja
od skoro 78% sa pojedinacnom oralnom dozom od 200 pg/kg (Belizario i sar., 2003). Ipak, masovni
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dugoro¢ni tretmani ivermektinom u opservacionim studijama nisu pokazali znaCajan uticaj na
kontrolu prenosa i prevalencije 4. lumbricoides (Ranque, 2001). Cini se da ivermektin nije dovoljno
aktivan u kontroli izlu¢ivanja parazita putem stolice, naglasavajuci potrebu za sustinskim sanitarnim
programima. Pitanje rezistencije na ivermektin postavljeno je kao moguéi uzrok ovog fenomena, ali
potvrdeni dokazi nedostaju, Sto zahteva dalje istrazivanje (Moncayo i sar., 2008).

Trihurijaza zahvata Cetvrtinu svetske populacije na svim kontinentima. Trichuris trichiura
inficira ljudski gastrointestinalni trakt putem feko-oralnog prenosa 1 uzrokuje lokalne
gastrointestinalne simptome. Ispitivanja su pokazala da bi se najveca efikasnost postigla koris¢enjem
ivermektina u dozi od 200 pg/kg i albendazola od 400 mg (stopa izlecenja od 65% jednom dozom)
(Belizario i sar., 2003; Ismail, 1999).

Ivermectin je pokazao efikasnost protiv ektoparazita u veterinarskoj medicini. Klinicari su
istrazivali njegovu primenu i protiv ektoparazita ljudi, posebno vasi i Sugaraca (Ashour, 2019).
Infekcija Sugarcima predstavlja globalni zdravstveni problem, pogadajuci do 300 miliona ljudi Sirom
sveta. Ova infekcija, izazvana grinjom Sarcoptes scabiei, Cesto prolazi kroz cikli¢ne fluktuacije
uslovljene migracionim kretanjima i zahvata kozu, prenoseci se sa osobe na osobu ili retko putem
kontaminirane odece. Kontakt sa grinjom izaziva odlozenu reakciju preosetljivosti tipa IV, uzrokujuci
suptilne promene na kozi 1 svrab. Oralni ivermektin je efikasan za le¢enje klasi¢ne i1 krustozne Suge.
Za klasi¢nu Sugu koristi se jedna oralna doza od 200 pg/kg ivermektina (NICE, 2014). Za krustoznu
Sugu preporucuju se visestruke doze oralnog ivermektina i/ili kombinacija ivermektina sa topikalnom
terapijom, kao §to su 5% permetrin (Huffam i Currie, 1998) ili 15% rastvor benzil benzoata (Alberici
1 sar., 2000). Ivermektin je superioran u odnosu na druge tretmane, a oralna terapija se preporucuje
kod tezih oblika ili kod krustozne Suge. Postoje recidivi, pa se preporucuje ponovljena doza, iako su
zabeleZena dva slucaja rezistencije (Nofal, 2009).

Infestacije vasima, ukljucujucéi vasi glave (Pediculus humanus capitis), vasi tela (Pediculus
humanus humanus) 1 vasi stidne regije (Pthirus pubis), predstavljaju znacajan zdravstveni izazov,
naroc¢ito medu decom Skolskog uzrasta i osobama niskog socijalno-ekonomskog statusa. Ivermektin
ne ispoljava direktno ovicidno dejstvo, ali topikalni losion sa 0,5% ivermektina za 10 minuta ispoljava
100% smrtnost izleglih nimfa (Strycharz 1 sar., 2011). Ipak, laboratorijski rezultati ukazuju na
potencijalnu rezistenciju. Preporucene doze variraju u zavisnosti od vrste vasi: za vasi glave
preporucuje se oralni ivermektin u dozi od 400 pg/kg svakih 7 dana, za vasi tela oralni ivermektin u
dozi od 200 pg/kg svakih 7 dana, a za vasi stidne regije oralni ivermektin u dozi od 250 pg/kg svakih
7 dana ili 250 pg/kg svakih 14 dana (Ameen 1 sar., 2010; Crump, 2017). Znacajan broj pacijenata
zahteva drugu dozu radi potpune eradikacije. FDA je odobrila upotrebu 0,5% ivermektin losiona sa
maslinovim uljem 1 §i buterom za le€enje vasi na glavi kod pacijenata starijih od 6 meseci, pruzajuci
emolijentno dejstvo koje pomaze u smanjenju svraba (FDA, 2017; Koch i sar., 2016).

2.3. Primena ivermektina u vreme COVID-19

U in vitro studiji koju su sproveli Caly i saradnici (2020), pokazano je da Vero/hSLAM celije
inficirane virusom SARS-Co-2, kada su bile "izloZzene" ivermektinu u koncentraciji od 5 uM, imaju
smanjenje virusne RNK (ribonukleinska kiselina) od 5000 puta nakon 48 sati u poredenju sa
kontrolnom grupom. Ova studija je izazvala misljenja o nemoguénosti postizanja terapijskog efekta
ivermektina na COVID-19 pri rutinskoj dozi. Dalje smanjenje virusne RNK nije prime¢eno nakon 72
sata. Toksi¢nost ivermektina nije prime¢ena ni u jednom trenutku, ni u uzorcima tretiranim lekom ni
u kontrolnim uzorcima. 1Cso za tretman ivermektinom odredena je na priblizno 2 uM. S druge strane,
koncentracija ICso u njihovoj in vitro studiji potrebna za inhibiciju rasta SARS-CoV-2 iznosila je
priblizno 2 uM, §to je ekvivalentno 1,750 ng/mL (molekulska masa ivermektina, komponente Bia
90%, komponente B, manje od 10%, iznosi 873,75). Ova koncentracija je 15 do 30 puta veca od
maksimalne serumske koncentracije koja se moze posti¢i primenom uobicajne terapijske doze od 200
ng/kg telesne mase (oko 50 ng/mL na prazan stomak i oko 130 ng/mL nakon obroka) (Yagisawa i
sar., 2021). Studija Caly i saradnika (2020) samo je pokazala da ivermektin ima anti-SARS-CoV-2
aktivnost in vitro, ali nekoliko farmakokinetickih faktora ogranicilo je njegovu neposrednu in vivo
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primenu, jer nema dokaza da se koncentracija od 5 uM ivermektina, koja je koriS¢ena u njihovom in
vitro eksperimentu na SARS-CoV-2, moze postiéi in vivo.

Farmakokinetika ivermektina kod ljudi je dobro opisana i ¢ak i sa najviSom prijavljenom dozom
od priblizno 1700 pg/kg (Sto je 8,5 puta vise od FDA odobrene doze od 200 pg/kg), maksimalna
koncentracija u plazmi bila je samo 0,28 pM (Guzzo i sar., 2002). Takode, 93% ivermektina vezano
je za proteine plazme, Sto ogranicava njegov unos u ¢elije endotela (Audus i sar., 1992). Kada se
uzme u obzir ukupna koncentracija u plazmi i1 vezivanje za proteine, slobodna koncentracija
ivermektina u plazmi bi bila 250 puta niza od koncentracije potrebne za smanjenje replikacije virusa
SARS-Co-2 in vitro. lako su visoke doze ivermektina kod odraslih ili dece dobro podnosljive (Weil i
sar., 2019), klinicki efekti ivermektina pri koncentracijama od 5 uM su nepoznati i mogu biti povezani
sa toksi¢noscu. Stoga, iako ivermektin ima in vitro aktivnost protiv SARS-CoV-2, verovatno je da se
taj efekat nece postiéi in vivo pri preporucenim dozama (Pefa-Silva i sar., 2021).

Genom SARS-CoV-2, koji je dugacak oko 29,8 kilobaza (kb), sastoji se od 14 otvorenih okvira
za Citanje (ORF) koji kodiraju 27 razli¢itih proteina. Prve dve tre¢ine ovog virusnog genoma sadrze
replikatni gen, koji se sastoji od dva ORF-a: ORFla i ORF1b. Ovi ORF-ovi koriste specifi¢an
mehanizam kako bi proizveli dva velika poliproteina. Ovi poliproteini se potom postranslacijski dele
na 15 nestrukturnih proteina (nsp), specifi¢no nspl do nspl10 i nspl2 do nspl6 (Wu i sar., 2020).
Preostali deo genoma SARS-CoV-2 kodira cetiri glavna strukturna proteina, koji su kljucni za
strukturu 1 funkciju virusa:

= (S) siljasti protein

= (E) protein omotac

= (M) membranski protein

= (N) nukleokapsidni protein (Wu i sar., 2020).

Nedavna in silico studija pokazala je najjacu interakciju izmedu ivermektina i RdRp sa
energetskom vredno$¢u vezivanja od -9,7 kcal/mol, sugeriSuéi potencijalnu inhibiciju virusne
replikacije (Swargiary, 2020). RdRp, koji se nalazi u nspl2, je centralni element replikacionog i
transkripcionog kompleksa koronavirusa i smatra se obecavaju¢éom metom za razvoj lekova zbog
svoje klju¢ne uloge u replikaciji viralnog genoma 1 transkripciji subgenomskih mRNK (V’kovski 1
sar.,, 2021). Ivermektin se vezuje za viralni RdRp i ometa njegovu funkciju. Visoka efikasnost
vezivanja ivermektina za nsp14 potvrduje njegovu ulogu u inhibiciji virusne replikacije 1 sklapanja.
Poznato je da nsp14 igra klju¢nu ulogu u transkripciji i replikaciji, deluju¢i kao egzoribonukleaza za
proveru 1 kao metiltransferaza u kopiranju viralne RNK (Ma 1 sar., 2015). Takode, visoko efikasno
vezivanje ivermektina za viralne N fosfoprotein i M protein sugeriSe njegovu ulogu u inhibiciji
virusne replikacije. Ovi nalazi ukazuju na potencijalnu ulogu ivermektina u antivirusnoj terapiji kroz
viSestruke mehanizme delovanja na razlicite viralne proteine (Eweas 1 sar., 2021).

Nakon infiltracije u ¢eliju domacina, virusna RNK je podlozna translaciji putem ribozoma
domacina, rezultiraju¢i formiranjem velikog poliproteina. Ovaj poliprotein se dalje procesira, pri
c¢emu odredeni enzimi iz njega izlaze putem autoproteolize, te pomaZu u oslobadanju drugih proteina
neophodnih za replikaciju virusa. Jedan od klju¢nih enzima koji posreduje u ovom procesu je 3-
himotripsinu sli¢na proteaza (3CLpro/Mpro), koja katalizuje odvajanje drugih proteina iz
poliproteina, omogucavajuci im da izvrSe svoje funkcije u replikaciji virusa. Ivermektin, poznat kao
inhibitor ove proteaze, vezuje se za nju i remeti njen funkcionalni rad (Mody i sar., 2021). Osim toga,
istrazivanja ukazuju na to da ivermektin efikasno vezuje i Mpro i u manjoj meri PLpro proteine
SARS-CoV-2, §to implicira da moZze spreciti posttranslacijsku obradu virusnih poliproteina. Ovi
nalazi pokazuju potencijal ivermektina kao terapijskog agensa za suzbijanje replikacije SARS-Co-2
virusa (Eweas 1 sar., 2021).

ACTIV-6 studija, adaptivna platforma sprovedena medu ambulantnim pacijentima sa blagim
do umerenim COVID-19 u Sjedinjenim Ameri¢kim DrZzavama, imala je za cilj procenu efikasnosti
ivermektina u ovoj populaciji pacijenata. Ucesnici su nasumi¢no dodeljeni da prime ili rezim
ivermektina (u dozama od 400 pg/kg tokom 3 dana ili 600 pg/kg tokom 6 dana) ili odgovarajuci
placebo. Tokom faze studije sa dozom od 400 pg/kg, srednje do trajnog oporavka je bio 12 dana za
ucesnike u ivermektinskoj grupi u poredenju sa 13 dana za one u placebnoj grupi. Suprotno tome,
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tokom faze studije sa dozom od 600 pg/kg, srednje vreme do trajnog oporavka bio je 11 dana kako
za ucesnike u ivermektinskoj grupi, tako i za one u placebo grupi. Ovi nalazi sugeriSu da, iako moze
postojati blaga tendencija ka brzem oporavku uz terapiju ivermektinom, posebno pri nizoj dozi,
razlika nije bila statisticki znacajna u poredenju sa placebom i ne podrzavaju upotrebu ivermektina
kod pacijenata sa blagim do umerenim COVID-19 (Naggie i sar., 2022, 2023).

I-TECH, otvoreno klinicko ispitivanje sprovedeno u Maleziji, nije pokazalo znacajnu razliku
izmedu grupe koja je primala ivermektin 1 grupe koja je primala standardnu negu u pogledu primarnog
ishoda rizika od progresije u teski oblik COVID-19 (21,6% naspram 17,3%). [ako su pacijenti u grupi
koja je primala ivermektin pokazali nizi relativni rizik od smrtnosti u poredenju sa onima koji su
primali standardnu negu (relativni rizik 0,31; 95% CI, 0,09—1,11; p = 0,09), ova razlika nije dostigla
statisticku znacajnost. Dobijeni rezultati ne pruzaju dovoljnu podrSku za koriS¢enje ivermektina kao
superiorne alternative u tretmanu pacijenata sa COVID-19 (Lim i sar., 2022).

Populacije pacijenata u vecini pregledanih klinickih ispitivanja bile su osobe sa blagim do
umerenim oblikom COVID-19, koje su imale relativno nizak rizik od progresije bolesti, uz o¢ekivano
nizak broj smrtnih slucajeva (Abd-Elsalam i sar., 2021; Galan i sar., 2021; Lopez-Medina i sar., 2021;
Mohan 1 sar., 2021; Ravikirti i sar.,, 2021). U ovim randomizovanim ispitivanjima, potpuno
isklju€ivanje potencijalnog efekta ivermektina na progresiju bolesti COVID-19 je izazovno, jer
ispitivanja nisu bila dovoljno obimna da otkriju razlike u sekundarnim ishodima, poput smrtnosti.
Ipak, dostupni podaci iz ovih ispitivanja ne pruzaju dovoljno dokaza koji bi podrzali efikasnost
ivermektina u tretmanu COVID-19. S obzirom na to da su drugi lekovi pokazali jasne klini¢ke koristi
u leCenju COVID-19, ne preporucuje se upotreba ivermektina za leCenje ove bolesti (National
Institutes of Health, 2023).

Hoang i saradnici (2022) su uradili retrospektivnu analizu slucajeva iz Centra za trovanje
Oregon, koji su se odnosili na upotrebu ivermektina radi prevencije ili leCenja COVID-19, a rezultirali
su posetom zdravstvenoj ustanovi tokom 24-nedeljnog perioda (od 14. avgusta 2021. do 31. januara
2022. godine). Neurotoksi¢nost je bila naj¢escéa tegoba kod pacijenata koji su uzimali ivermektin bez
obzira na status COVID-a, formulaciju, dozu ili hroni¢nost. Ve¢ina prijavljenih simptoma bila je
neuroloska, gastrointestinalna 1 miSi¢no-skeletna. Ukupno, prose¢na ukupna doza koju su pacijenti
uzimali bila je 277,8 pg/kg, a proseéna dnevna doza bila je 57,1 mg. Sest pacijenata je koristilo
propisane inhibitore P-gp, uklju¢uju¢i makrolide, inhibitore protonske pumpe 1 beta blokatore. Pet
pacijenata koji su uzimali inhibitore P-gp uzeli su akutne doze koje su bile vec¢e od preporucenih (u
rasponu od 21 do 136,5 mg). Pacijenti koji su uzimali P-gp inhibitore uz simptome su prijavili opStu
slabost, gastrointestinalne tegobe ili tegobe misi¢no-skeletnog sistema.

Na osnovu podataka Drzavnog centra za trovanje Oregona (SAD) objavljenih u New England
Journal of Medicine, doze ivermektina koje su uzimali ljudi hospitalizovani u centru tokom
pandemije iznosile su do 1800 pg/kg, oralno, dok je terapija obi¢no trajala 5-7 dana. Konfuzija,
ataksija, konvulzije 1 hipotenzija su prijavljeni kod hospitalizovanih pacijenata (Temple i sar., 2021).

Vise in vitro ispitivanja 1 nekoliko klinickih studija na ljudima je sprovedeno u periodu COVID-
19 pandemije sa ciljem testiranja efikanosti ivermektina protiv virusa uzro¢nika infekcije. Verovatni
razlog o¢ekivanja da ¢e ivermektin ispoljiti antivirusno dejstvo je prethodno koriS¢enje antimalarika
hlorokvina i hidroksihlorokvina u protokolima le¢enja infekcije COVID-19, i €injenica da ivermektin
in vitro deluje na uzro¢nka malarije, protozou Plasmodium falciparum. Na zalost ni jedna studija nije
pokazala terapijsku efikasnost ali su primenjene doze u klinickim ispitivanjima Cesto ispoljavale
toksicnost. Primenjene doze ivermektina su se kretale od 600 do 2000 pg/kg, davane peroralno
najces¢e tokom 5 dana, a studije su uglavnom prekidane zbog teSkog stanja pacijenata, koje je
procenjivano kao posledica dejstva ivermektina (Buonfrate i sar., 2022).
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2.4. Mehanizmi dejstva ivermektina

U pocetnim fazama istrazivanja ivermektina, naucCnici su smatrali da ovaj lek blokira
neurotransmisiju deluju¢i na hloridne kanale koje otvara y-amino-buterna kiselina (GABA),
izazivajuci znaCajne poremecaje na GABA receptorima kod beski¢menjaka i sisara. GABA je poznata
kao glavni inhibitorni neurotransmiter u somatskom neuromisi¢nom sistemu nematoda. Medutim,
kasnija istrazivanja su otkrila da su zapravo glutamat-zavisni hloridni kanali (GluCl") prava meta
delovanja ivermektina i srodnih makrocikli¢nih endektocida. Ovo otkrice je otvorilo nove moguénosti
za istrazivanja, buduéi da ovi kanali, iako igraju kljucne uloge kod nematoda i insekata, nisu prisutni
kod ki¢menjaka (Turner 1 Schaeffer, 1989).

U ljudskom organizmu, ivermektin ispoljava specifican i jedinstven efekat, koji jo§ uvek nije u
potpunosti razjasnjen. Imunski odgovor na infekciju mikrofilarijama pokazuje visok stepen
kompleksnosti, gde Th2-tip odgovora igra klju¢nu ulogu u suzbijanju infektivnih L3 larvi i
mikrofilarija, dok kombinacija Th1 i Th2 puteva doprinosi otpornosti prema adultnim nematodama.
Pretpostavlja se da odrasle zenke filarijalnih nematoda mogu manipulisati imunoregulacijskim
okruzenjem, verovatno putem modulacije nivoa interleukina 10 (IL-10), ¢ime obezbeduju
prezivljavanje svojih mikrofilarijalnih potomaka (Maizels i Lawrence, 1991).

Terapija ivermektinom kod onhocerkoze rezultira brzim i dugotrajnim nestankom mikrofilarija
iz perifernih koznih limfnih sudova. Osim toga, ivermektin inhibira odrasle zenke nematode u
oslobadanju novih mikrofilarija, $to doprinosi smanjenju ukupnog broja parazita u organizmu
(Greene i Taylor, 1989).

Vezivanjem za glutamat-zavisne hloridne kanale (GluCl"), ivermektin remeti neurotransmisiju
regulisanu ovim kanalima kod nematoda. Medutim, in vitro, lek pokazuje minimalan direktan efekat
na mikrofilarije kada se primenjuje u farmakoloski relevantnim koncentracijama. Poluvreme
eliminacije (ti2) ivermektina kod ljudi iznosi 12-36 sati, dok njegovi metaboliti mogu ostati prisutni
do tri dana. S obzirom da se najniZi nivoi dermalnih mikrofilarija javljaju znacajno nakon ovog
vremenskog perioda, pretpostavlja se da ivermektin ne ubija sve mikrofilarije u prvih nekoliko dana
(Crump 1 Omura, 2011). Ova pretpostavka je podrZana izveStajima o migraciji mikrofilarija u dublje
slojeve dermisa, potkozno masno tkivo, vezivno tkivo i1 limfne ¢vorove nakon administracije leka
(Wolstenholme 1 Rogers, 2005).

Svi antinematodni lekovi i1z klase makrolida deluju kao agonisti GABA receptora, pojacavajuci
endogeno oslobadanje ove inhibitorne aminokiseline i njen odgovor na GABA receptore. Makrolidni
antinematodni lekovi (ML) deluju na razlicite Zivotne stadijume mnogih nematoda i artropodnih vrsta
putem modulacije Cys-loop porodice ligand zavisnih jonskih kanala, ukljucujuéi glutamat zavisne
hloridne kanale (GluCl") (Meyers i sar., 2015). Ivermektin povecava provodljivost hloridnih jona, $to
dovodi do dugotrajne hiperpolarizacije postsinaptiCke membrane i smanjene formacije akcionih
potencijala, ¢ime se blokiraju dalji funkcionalni procesi u ciljnim ¢elijama (Ménez i sar., 2012). Ovi
lekovi deluju kao agonisti glutamat zavisnog hloridnog kanala. GABA otvara hloridne kanale na
postsinaptickoj membrani, $to omogucava ulazak jona hlora iz ekstracelularnog u intracelularni
prostor (Slika 3). Ovaj proces rezultira smanjenjem rezistencije Ccelijske membrane 1
hiperpolarizacijom postsinapticke membrane. U prisustvu ivermektina, hloridni kanali ostaju
otvoreni Cak i kada bi trebalo da budu zatvoreni, §to omoguc¢ava ulazak hloridnih jona u ¢eliju, umesto
jona natrijuma. Ovo dovodi do negativnog naelektrisanja motoneurona (niskog elektricnog otpora),
¢ime se sprecava registrovanje inhibitornih i1 ekscitatornih signala u ¢elijama primaocima. Iako su
motoneuroni 1 miSi¢ne Celije spremni za "akciju", ne dobijaju odgovarajuci signal, $to rezultira
paralizom somatskih miSi¢a, posebno faringealne pumpe, Sto uzrokuje smrt parazita (Campbell,
1981). Kod sisara, GABA receptori 1 neuroni nalaze se u centralnom nervnom sistemu, dok su kod
artropoda 1 nematoda smeSteni u perifernom nervnom sistemu. Selektivna toksi¢nost ovih supstanci
proizlazi iz toga Sto ne prolaze kroz KMB sisara, Sto znaci da ne pokazuju efekte u centralnom
nervnom sistemu domacina. Ovo, zajedno sa relativno niskim koncentracijama leka potrebnim za
efikasnost, obezbeduje da sisari mogu uzimati ivermektin s visokim stepenom sigurnosti (Campbell
isar., 1983).
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Slika 3. Vezivanje za hloridne kanale koje kontroliSe glutamat unutar tretiranih parazita. Ovo
vezivanje rezultira pojacanim ulaskom jona hlora i naknadnom hiperpolarizacijom nervnih ¢elija
parazita. Kao posledica toga, ometa se prenos nervnih signala, §to konacno dovodi do paralize 1 smrti
parazita (Trailovi¢, 2001).

GABA predstavlja neurotransmiter koji posreduje u prenosu inhibitornih impulsa iz
interneurona ka motoneuronima bezki¢menjaka. Ovaj klju¢ni element se pokazao od suStinskog
znacaja pri objasnjenju mehanizma nematocidnog delovanja avermektina. Brojna elektrofizioloska
istraZivanja su potvrdila da avermektini, ukljucujuci i ivermektin, deluju kao agonisti GABA-ergickih
receptora. Specificno, avermektini potenciraju efekte GABA na sinaptickom nivou putem stimulacije
presinaptickog oslobadanja GABA-e, istovremeno povecavajudi afinitet za postsinapticko vezivanje
za GABA-ergicCke receptore (Ivanovi¢, 2013).

Istrazivanja ukazuju da aktivnost ivermektina moZe uticati ne samo na neurofiziologiju
parazita, vec¢ 1 na imunski odgovor domacina, Sto moze biti kljucni deo njegovog terapijskog dejstva.
(Lopez-Olvera 1 sar., 2006). Receptori makrolidnih antinematodnih lekova (podjedinica AVR-14
GluCl") 1identifikovani su kod mikrofilara Brugia malayi. Ovi receptori su locirani blizu
ekskretornog-sekretornog (ES) aparata, a makrolidni antinematodni lekovi izazivaju smanjenje
oslobadanja ES proteina iz mikrofilara i juvenilnih filarija, kao 1 sekreciju uterusnog fluida kod
adultnih nematoda. ES proteini imaju imunomodulatorna svojstva koja omogucavaju parazitu da
izbegne prirodni imunski sistem domacina. Stoga, pod dejstvom makrolidnih antinematodnih lekova,
mikrofilarije i adultne nematode se prepoznaju kao strana tela, Sto pokrece sistemski imunski odgovor
sposoban da eliminiSe parazita i razvije memoriju koja utice na nove filarijalne infekcije (Ashour,
2019; Moreno i sar.., 2010).

Odgovor imunskog sistema domacina je kljuan za potpunu aktivnost makrolidnih
antinematodnih lekova, sa sugestijom o povecanoj efikasnosti u in vivo uslovima i razlikama u
koncentracijama potrebnim in vitro i in vivo. Otkriveno je da efikasnost ivermektina opada kod
pacijenata sa koinfekcijom humanim T-Celijskim limfotropnim virusom tipa 1 (HTLV-1) 1
strongiloidiazom. To je preteZno rezultat oSte¢enja Th2 imunoloskog odgovora protiv Strongyloides
stercoralis, $to se manifestuje kroz smanjene nivoe IL-4 1 IL-5, kao 1 nize nivoe imunoglobulina E
(IgE) u serumu. Stoga, verovatnoc¢a efikasnosti ovih lekova direktno zavisi od ocuvanosti imunskog
odgovora (Ashour, 2019; Kinjo i sar., 2006). Pored toga, istraZzivanja sugeriSu da ivermektin redukuje
oslobadanje proteinskih materijala iz mikrofilaria, koji igraju klju¢nu ulogu u izbegavanju prirodnog
imunoloskog odgovora domacina. Ovaj efekat doprinosi brzom eliminisanju mikrofilaria nakon
tretmana, ne toliko zbog neposrednog delovanja leka, ve¢ usled inhibicije sposobnosti parazita da
lue proteine koji omogucéavaju izbegavanje prirodnog imunskog odgovora domacina (Crump i
Omura, 2011).
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U zivotinjskim modelima, Th2 odgovori su se pokazali kao zaStitni imunitet protiv L3
infektivnih larvi 1 mikrofilarija, medutim, paraziti Cesto uspevaju izbeéi ove odgovore. Takva
¢injenica otvara perspektivu za razvoj efikasne vakcine, uz pretpostavku da se potpuno razume ovaj
proces. Ovaj pregled takode pruza objasSnjenje odsustva ili relativno sporog razvoja otpornosti na lek
kod osoba koje su podvrgnute redovnom tretmanu ivermektinom tokom vise od 20 godina (Crump i
Omura, 2011).

2.5. Farmakokinetika ivermektina

Najvazniji faktori koji uti¢u na bioraspolozivost i trajanje delovanja razli¢itih preparata
ivermektina ukljucuju nacin primene i vrstu formulacija (Canga i sar., 2008). Ivermektin je generalno
nerastvorljiv i nestabilan u vodenim preparatima. Stoga, da bi se prevaziSao problem loSe
rastvorljivosti u vodi i1 dobila stabilna formulacija ivermektina za injekcije, razvijeno je nekoliko
komercijalnih preparata koji koriste organske rastvarae kao nosace. Medutim, prijavljeno je da
visoke koncentracije organskih rastvaraca izazivaju znacajne nezeljene efekte kod mnogih vrsta
(Dong i sar., 2016).

U Veterinarskoj medicini naj¢es$¢e preporucena doza ivermektina kre¢e se od 50-600 pg/kg
ivermektina, primenjenog p.o., parenteralno ili lokalno (spot-on ili pour-on). Ivermectin je dostupan
kao 1% (10 mg/mL), 2% (20 mg/mL) i 0,27% (2,7 mg/mL) injekcioni rastvor, 10 mg/mL oralni
rastvor, 5 mg/mL pour-on za goveda, 0,8 mg/mL oralni rastvor za ovce, 18,7 mg/mL oralna pasta, u
obliku tableta od 68, 136 1 272 ng; i tableta za macke od 55 i 165 mg. Vodotopivi topikalni proizvod
od 0,01% (0,1 mg/mL) dostupan je u ampulama u folijskim pakovanjima za le¢enje usnih grinja kod
macaka (Papich, 2021).

Odobreni rezimi lecenja ivermektinom u humanoj medicini su sledeé¢i: 150 pg/kg jednom
godisnje za onhocerkozu, 200 pg/kg kao jednokratna doza za strongiloidozu i 150 do 200 pg/kg dva
puta godisnje ili 300 do 400 pg/kg jednom godiSnje u endemskim podrucjima za limfaticku filarijazu.
Najveca iskustva u primeni ivermektina kod ljudi su zabelezena u dozama od 150 do 200 ng/kg
(Guzzo i sar., 2002).

U humanoj medicini odobrene i dostupne su sledece formulacije ivermektina: 0,5% topikalni
losion (FDA, 2017), 1% topikalni krem (FDA, 2022a) i tablete 3 mg (FDA, 2022b).

2.5.1. Apsorpcija

Resorpcija ivermektina posle p.o. ili parenteralne aplikacije kod Zivotinja je uglavnom dobra
ali se znacajne razlike pojavljuju u zavisnosti od koriS¢enih konstituenata u preparatu i vrste Zivotinje
kod koje se koristi. Tako posle s.c. aplikacije govedima, 1%-tnog rastvora ivermektina (200 pg/kg)
koji sadrzi 60% propilenglikola 1 40% gliceroformola, maksimalna koncentracija u plazmi od
44ng/ml zabelezena je u toku prvih 24 €asa. Ovakva formulacija omogucila je laganu resorpciju i
odrzavanje terapijske koncentracije 2 nedelje posle davanja (Campbell i Benz, 1984). Sli¢ne rezultate
dobili su 1 drugi autori, pa je tako posle s.c aplikacije govedima doze ivermektina od 200 ug/kg,
maksimalna koncentracija leka od 44 ng/ml u plazmi dokazana tokom 48 sati, dok je biolosko
poluvreme eliminacije iznosilo 8,3 dana (Fink i Porras, 1989). S druge strane ispitivanja na svinjama
se pokazala brza resorpcija posle p.o. davanja u odnosu na parenteralnu aplikaciju (s.c.), i to kada je
za s.c. davanje koriS¢ena formulacija sa propilenglikol/gliceroformolom (60:40), a za peroralnu
ivermektin rastvoren u propilenglikolu (Tolan i sar., 1980). Posle parenteralne aplikacije ivermektina
svinjama dolazi do neSto sporije resorpcije, verovatno zbog precipitacije leka na mestu injiciranja
(Campbell, 1993). Kod ovaca deo resorbovane doze posle s.c injekcije iznosi 22% u komparaciji sa
intravenskim (i.v.) na¢inom aplikacije. Izracunata je 1 vrednost konstante resorpcije koja iznosi kod
ovaca Ka=1,2 dana, dok maksimalnu koncentraciju u plazmi ovaca posle parenteralnog davanja
ivermektin dostize za 12 sati (Lo 1 sar., 1985). Ispitivanja bioraspolozivosti ivermektina posle
razli¢itih nacina aplikacije pokazala su da je s.c. aplikacija najbolji put unoSenja leka u organizam
zivotinja (Oksanen i sar., 1995).
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U humanoj medicini, u okviru istrazivanja na zdravim ispitanicima, koji su podvrgnuti primeni
ivermektina u razli¢itim farmaceutskim oblicima (oralni rastvor, tablete i kapsule), uoc¢ena je znacajna
varijabilnost u sistemskoj bioraspolozivosti. Vazno je napomenuti da je oralni rastvor bio formulisan
kao etanolni rastvor, §to moze uticati na bioraspolozivost i potencijalno objasniti dvostruko vecu
bioraspolozivost u odnosu na tablete i kapsule. Ipak, brzina apsorpcije je bila slicna u sva tri slucaja
(Edwards 1 sar., 1988). Analiza podataka od zdravih dobrovoljca i osoba s onhocerkozom, lec¢enih
ivermektinom (150 pg/kg), ukazuje na odsustvo znacajnih razlika u farmakokineti¢kim parametrima.
Nakon pocetnog opadanja, obe grupe pokazale su trend sekundarnog porasta nivoa leka u plazmi,
najces¢e izmedu 6 i1 12 sati nakon primene, Sto implicira na moguénost enterohepatickog
recilkulisanja (Baraka i sar., 1996).

Sposobnost postizanja adekvatnih nivoa ivermektina nakon oralne primene kod pacijenata sa
diseminovanom strongiloidozom moze biti oslabljena, $to ukazuje na potrebu za alternativnim
putevima primene ivermektina kod ovih pacijenata. Nivo ivermektina nakon oralne administracije
kod pacijenata s diseminovanom strongiloidijazom. bili su ispod prosecnih vrednosti prijavljenih u
drugim studijama nakon oralne primene (1,1 ng/ml nakon ukupne doze od 1.000 pg/kg tokom 3
uzastopna dana). Nakon toga usledila je primena tri supkutane doze (200 pg/kg), koje su ubrizgane
svaka dva dana, $to je povecalo nivo ivermektina na 7,9 ng/ml u roku od jedne nedelje nakon
poslednje doze, uz dokaze o dodatnoj akumulaciji metabolita i postojanom antiparazitskom efektu.
Intervencija s.c. dozama rezultirala je povecanjem nivoa ivermektina i odrzanim antiparazitskim
efektom, naglasavajuci potrebu za alternativnim putevima administracije, posebno kod pacijenata s
oteZzanom apsorpcijom oralnih lekova (Marty i sar., 2005).

2.5.2. Distribucija

Distribucuja 1 biolosko poluvreme eliminacije ivermektina razlikuju se u zavisnosti od nacina
aplikacije, vrste Zivotinje i farmaceutske formulacije koja je koriS¢ena. Poluvreme eliminacije
ivermektina (t12) u plazmi goveda posle i.v. aplikacije doze od 300 pg/kg iznosi 2,8 dana. Posle i.v.
aplikacije ovcama t1» ivermektina je slicna kao i kod goveda (ti12=2,7 dana), medutim koncentracija
u plazmi ovaca je niZa u odnosu na goveda a volumen distribuciji visi (1,9 u odnosu na 4,6 L/kg).
Poluvreme eliminacije ivermektina u goveda posle s.c. aplikacije doze od 200 pg/kg iznosi 8 dana i
signifikantno je duzi nego posle i.v. aplikacije (Riviere 1 Papich, 1995). Peroralno davanje
ivermektina ovcama (200 pg/kg) rezultira u ti2 od 3-5 dana i maksimalnoj koncentraciji u serumu za
24 sata (Riviere 1 Papich, 1995). Razlike u distribuciji ivermektina zapaZene su 1 kod konja, 1 to u
zavisnosti od formulacije koja je primenjena (oralna pasta ili rastvor). Posle p.o. davanja maksimalnu
koncentraciju u serumu ivermektin brze postize kada je primenjen rastvor (4-5 sati) u odnosu na pastu
(15 sati) (Riviere 1 Papich, 1995). Ispitivanja distribucije ivermektima pokazala su da se kod goveda
posle s.c aplikacije ovaj anthelminitik najbolje distribuira u tkivo jetre 1 masno tkivo, sa ti» od 4,8
dana. Izvorna supstanca se zadrZava u tkivima u nivou do 50% kod goveda 14 dana, ovaca 5 dana a
svinja i pacova 7 do 3 dana posle aplikacije (Chiu 1 sar., 1990).

Kod ljudi se ivermektin distribuira unutar tela zahvaljuju¢i izrazitoj lipofilnosti. Kod zdravih
muskaraca, volumen distribucije u centralnom kompartmentu (Vc), iznosio je 3,1 1 3,5 I/’kg nakon
ingestije 6mg odnosno 12 mg ivermektina (Krishna i sar., 1993). Kod pacijenata sa onhocerkozom,
koji su primili 6 mg (tableta) ivermektina, volumen distribucije (Vd) je iznosio 9,9 lI/kg, a srednje
vreme zadrzavanja (MRT) 3,7 dana (Okonkwo i sar., 1993).

Distribucija ivermektina u tkivima bila je sli¢na kod zdravih osoba i osoba sa onhocerkozom,
dobrovoljaca tretiranih oralno. Infekcija Onchocerca volvulus ne utice na raspodelu ovog leka.
Jedinjenje je prisutno u masnom tkivu, kozi, potkoznoj fasciji, cvorovima i fragmentima nematoda.
Masno tkivo je pokazalo najvise 1 najupornije nivoe, dok su vrednosti za kozu, nodularna tkiva i
nematode bile uporedive, s najnizim koncentracijama zabelezenim u potkoZznoj fasciji (Baraka i sar.,
1996). Kod pacijenata sa infekcijom Onchocerca volvulus tretiranih oralnim ivermektinom (150
ng/kg), Elkassaby (1991) je takode detektovao lek u nodularnom tkivu parazita i fragmentima crva.
Nakon s.c. administracije (500 pg/kg) govedima sa ¢vorovima Onchocerca ochengi (parazitima
goveda koji se mogu koristiti kao model za O. volvulus), visoke koncentracije su detektovane u zidu
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kapsule 1 unutar ¢vora (55 1 45 ng/g drugog dana; 60 1 30 ng/g sedmog dana). Stoga, slaba penetracija
ivermektina u ¢vorove ne bi mogla objasniti nedostatak efikasnosti protiv odraslih filarija (Cross,
1997). U kozi, maksimalna koncentracija leka u skvamama, sebumu i znoju na ¢elu i antitenaru bila
je zabeleZena 8 sati nakon oralne doze od 12 mg i brzo je opadala posle 24 sata (Haas i sar., 2002).
Ivermektin se snazno vezuje za proteine plazme kod zdravih osoba (93,2%) (Klotz 1 sar., 1990).
Vezivanje je takode bilo visoko kod pacijenata sa onkocerkozom (93,1%), sa specifi¢nim vezivanjem
za serum albumine. Postoje dva mesta vezivanja, sa konstantom vezivanja od 2x10%® mol! na
primarnom mestu. Ovo snazno vezivanje ima veliki znacaj jer se lek primenjuje u podruc¢jima gde je
malnutricija 1 hipoalbuminemija uobicajena, pa se kod ovih pacijenata moze ocekivati smanjenje
plazma proteina i1 posledi¢no, vec¢i slobodni deo ivermektina. Medutim, acetilsalicilna kiselina ne
remeti vezivanje ivermektina (Okonkwo i sar., 1993). Ivermektin nije detektovan u cerebrospinalnoj
tecnosti kod coveka sa diseminiranom strongiloidiazom, teSkom hipoalbuminemijom i paraliti¢kim
ileusom, nakon pet s.c. doza ivermektina, kada je nivo u serumu iznosio 12,1 ng/ml (Marty 1 sar.,
2005).

2.5.3. Biotransformacija

Metabolizam resorbovanog ivermektina u jetri i masnom tkivu goveda, ovaca i koza je slican.
Neke razlike su primeéene u odnosu na biotransformaciju kod svinja. Glavno mesto biotransformacije
je jetra (Halley i sar., 1992, Halley i sar., 1987). Najvazniji metabolit koji nastaje u jetri je 24-
hidroksimetil-H>B1», koji konjuguje sa masnim kiselinama i ugraduje se kao estar u masno tkivo.
Glavni metabolit ivermektina u svinja je 3"-O-desmetil-H>B1v, koji se takode deponuje u masnom
tkivu (Chiu i sar., 1987). U Metabolizam ivermektina kod Zivotinja su uklju¢eni mikrozomalni enzimi
jetre, pri ¢emu citohrom P450 ima glavnu ulogu.

Studije o metabolizmu ivermektina kod ljudi su retke. Ovaj lek se obimno metabolizuje od
strane ljudskih mikrozomalnih enzima jetre putem citohroma P450. Prevladavaju¢i izooblik
odgovoran za biotransformaciju ovog jedinjenja u jetri kod ljudi je citohrom P450 3A4, koji pretvara
lek u najmanje 10 metabolita, ve¢inom hidroksilovanih i demetilovanih derivata (Zeng i sar., 1998).

2.5.4. Eliminacija

Fekalna ekskrecija je najvazniji put eliminacije ivermektina iz organizma kod svih Zivotinjskih
vrsta. Samo 2% date doze izlu¢i se urinom (Jacob 1 sar., 1983). Radioaktivni abamektin obelezen
tricijumom, koriS¢en je za odredivanje inteziteta ekskrecije posle intravenske (i.v.) ili dermalne
aplikacije kod majmuna. Posle i.v. aplikacije 95% doze 6 mg 1 97% od doze 300 mg izluceno je
fecesom 1 urinom. Kada je u pitanju bila dermalna aplikacije < 99% radioaktivnosti zabeleZeno je na
mestu nanoSenja ivermektina, Sto prakticno znaci da se manje od 1% dermalno aplikovane doze
resorbuje (Campbell, 1989). Mada se po nekim autorima urinom izluci svega 0,5 do maksimalno 2%
parenteralno aplikovane doze ivermektina, ¢ak do 5% iste mozZe se izlu¢iti mlekom tretiranih Zivotinja
(Toutain 1 sar., 1988).

Nisu uocene razlike u poluvremenu eliminacije izmedu zdravih ljudi i pacijenata sa
onhocerkozom (Baraka 1 sar., 1996). Ivermektin 1 njegovi metaboliti izluCuju se pretezno putem
fecesa 1 samo 1% putem urina. Pozitivna identifikacija postignuta je za prisustvo 3”-O-desmetil-
H>B1a 1 22,23-dihidroavermektin B1. monosaharida u urinu 1 fecesu (Fink i1 Porras, 1989). U mleku
zdravih Zena koje su primile 150 pg/kg, maksimalna koncentracija (14,1 ng/ml) postignuta je za 6,5
sati (Ogbuokiri 1 sar., 1994). Na osnovu ovih informacija, dete koje se doji bi dobilo prose¢nu dozu
od svega 2,75 pg/kg putem mleka. Stoga, ovi autori nisu preporucili isklju¢ivanje dojilja iz masovnih
terapija ivermektinom, jer one ¢ine samo 5-10% populacije na podruc¢jima gde je onhocerkoza
hiperendemicna.
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2.6. Toksic¢nost i neZeljena dejstva

Od svih vrsta zivotinja nezeljeni efekati ivermektina su naj¢esce registrovani kod pasa. Dobro
je poznato da su posebno osetljivi psi rasa Coli i Pin¢, mada su trovanja ivermektinom zabelezena i
kod drugih rasa kao i kod meSanaca. Pocetna ispitivanja toksi¢nosti ivermektina srovedena su na
psima rase Bigl. U ovim istrazivanjima utvrdene su doze koje prouzrokuju toksi¢ne efekte. Medutim,
antiparazitika mogu da prouzrokuju ozbiljne toksi¢ne efekte. NeZzeljena dejstva ivermektina
zabelezena su kako posle njegove oralne tako i posle parenteralne primene. Kratko vreme posle
davanja psima beleZi se pojacana salivacija, prosirenje zenica, povracanje, tremor i ataksija. Kasnije
klinicku sliku upotpunjuje opsta slabost, nepomicno lezanje, izostajanje reakcije na spoljasnje
nadrazaje, stupor i koma (Paul i sar., 1987). Neki autori navode da i unutar rase Coli postoje znacajne
individualne razlike u osetljivosti na ivermektin. Ivermektin u dozi od 100 pg/kg, koja je 16 puta veéa
od preporucene profilakticke doze za larvene oblike sréanog crva (6 pg/kg), u Coli pasa ne
prouzrokuje nezeljene efekte, dok doza od 200 pg/kg prouzrokuje toksi¢ne efekte u 50% tretiranih
pasa (Paul i sar., 1991).

U goveda, preporucene terapijske doze ivermektina, mogu da prouzrokuju trovanje koje se
manifestuje inkordinacijom, muskularnom fascikulacijom, suzenjem i pojacanjom salivacijom vec
posle 24 sata od aplikacije leka. U otrovanih Zivotinja jezik je paralizovan a uginuca nastaju u toku
znacajnije promena. Jedini signifikantni nalaz je povecana koncentracija ivermektina u mozgu.
Ovakva pojava objasnjena je ¢injenicom da su slucajevi trovanja zabelezeni samo kog Murray-Greys
goveda, odnosno povecanom propustljivos¢u meninga (za ivermektin), koja je genetski uslovljena
kod ove rase (Radostits i sar., 1994).

Ivermektin se ve¢ viSe od tri decenije koristi u humanoj medicini za lecenje filarijaze,
onhocerkoze i strongiloidoze kod ljudi, kao i za druge dermatoloske bolesti poput Suge, vasljivosti i
demodikoze. Tako se smatra sigurnim u preporu¢enim dozama, ivermektin moze izazvati pruritus,
limfadenitis, artralgiju i groznicu, ponekad kao deo Mazzotti reakcije. Najozbiljniji bezbednosni
problem vezan za ivermektin, iako retko, je neurotoksi¢nost. Medutim, u poslednjih nekoliko godina
zabelezeno je nekoliko slu€ajeva ozbiljnih koZznih nezeljenih reakcija na lekove (SCARs) nakon
primene sistemskog ivermektina, ukljucuju¢i SJS (Stevens-Johnsonov sindrom), TEN (toksi¢na
epidermalna nekroliza) 1 DRESS (lekovima izazvan sindrom eozinofilije 1 sistemskih simptoma), sa
stopom smrtnosti od 20%. Disproporcionalna analiza pokazala je znaCajnu povezanost izmedu
sistemskog ivermektina i prijava SCARs, Sto potvrduje 1 nedavna studija iz VigiBase, druge baze
podataka za farmakovigilancu (Bomze i sar., 2022).

Izmedu decembra 2003. 1 jula 2020. godine, nakon eliminacije duplikata, prijavljeno je 2041
slu¢aj sumnjivih ozbiljnih neZeljenih reakcija na lekove povezanih sa primenom antihelmintika, od
kojih je 209 (10,2%) rezultiralo smrtnim ishodom. Od toga, 667 slucajeva ozbiljnih nezeljenih
reakcije na lekove bilo je povezano sa primenom ivermektina, sa zna€ajnim razlikama u broju prijava
izmedu podsaharske Afrike 1 ostatka sveta. Vecina prijava se odnosila na osobe uzrasta 18—44 godine,
pri ¢emu su zdravstveni radnici bili primarni izvor prijava. Prosec¢na starost pacijenata bila je znac¢ajno
niza u podsaharskoj Africi u odnosu na ostatak sveta. Smrtonosni ishodi su bili ¢e$¢i u ostatku sveta
nego u podsaharskoj Africi, a onhocerkoze je bila najces¢a indikacija za upotrebu ivermektina,
posebno u podsaharskoj Africi, dok je Suga bila druga najcesca indikacija u ostatku sveta. Prijave su
uglavnom dolazile iz Sjedinjenih Americkih Drzava, Francuske i Demokratske Republike Kongo.
Najcesce prijavljene nezeljene reakcije odnosile su se na opSte poremecaje, poremecaje nervnog
sistema 1 poremecaje kozZe i potkoZznog tkiva. Ozbiljne encefalopatije i toksidermije povezane sa
upotrebom ivermektina prijavljene su u razli¢itim geografskim regionima, sa znacajnim razlikama u
indikacijama i ucestalosti izmedu posaharske Afrike i ostatka sveta (Campillo i sar., 2021).

U eksperimentalnom ispitivanju intravenskih doza ivermektina na pacovima, ustanovljeno je
da doze od 2,5, 5,0 1 7,5 mg/kg ne izazivaju klini¢ki vidljivu depresiju centralnog nervnog sistema.
Nasuprot tome, doza od 10 mg/kg uzrokuje poremecaje kretanja, karakterisane nesigurnim 1 sporijim
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hodom, koji spontano nestaju u roku od 10 do 40 minuta. Najvisa testirana doza, 15 mg/kg, dovela je
do znacajne depresije CNS-a, nalik stanju opSte anestezije, sa trajanjem duzim od 12 sati. Dva od
deset pacova su uginula nakon 12 sati od primene ove doze (Trailovi¢, 2001).

Tokom pandemije COVID-19, zabelezen je porast slu¢ajeva toksi¢nosti izazvane ivermektinom
u Sjedinjenim Americkim Drzavama, posebno medu pacijentima koji su koristili ovaj lek za
prevenciju ili leCenje COVID-19. Retrospektivna analiza podataka iz Centra za trovanja u Oregonu,
koja je obuhvatila period od avgusta 2021. do januara 2022. godine, identifikovala je 37 slucajeva
toksiCnosti izazvane ivermektinom. Pacijenti, pretezno muskarci stariji od 60 godina, razvili su
neuroloske simptome, gastrointestinalne 1 miSi¢noskeletne tegobe. Vecina pacijenata je
hospitalizovana ili tretirana u hitnoj sluzbi, dok su pacijenti koji su koristili veterinarske formulacije
ivermektina uzimali vece doze i1 imali izraZenije promene u mentalnom statusu. S druge strane,
pacijenti sa hroni¢nim unosom manjih doza tokom nekoliko nedelja ispoljili su blazu toksi¢nost.
Studija ukazuje na znacajne razlike u klinickim efektima izmedu pacijenata koji su koristili
veterinarske naspram formulacija ivermektina za humanu upotrebu, kao i izmedu onih sa akutnim i
hroni¢nim obrascima unosa, naglasavajuci potrebu za oprezom prilikom primene ovog leka (Hoang
isar., 2022).

Opisani slucajevi ukazuju na potencijalne toksicne efekte ivermektina, ukljucujuci ozbiljne
epizode konfuzije, ataksije, napada i hipotenzije, kao i na rastucu ucestalost neadekvatne upotrebe
ovog leka. Postoji nedovoljno dokaza koji podrzavaju upotrebu ivermektina za lecenje ili prevenciju
COVID-19, dok nepravilna upotreba, kao i moguca interakcija sa drugim lekovima, moze dovesti do
ozbiljnih nezeljenih efekata koji zahtevaju hospitalizaciju (Temple i sar., 2021).

2.7. Krvno-moZdana barijera i povezanost sa toksi¢nos¢u ivermektina

KMB igra klju¢nu ulogu u regulaciji ulaska lekova u CNS. Ova barijera se sastoji od endotelnih
¢elija koje formiraju tesne spojeve, ¢ime se ogranic¢ava prodor hidrofilnih lekova u CNS, osim ako ne
postoji mehanizam nosaca koji omogucava njihov transport kroz KMB. lako lipofilni lekovi imaju
sposobnost pasivnog prelaska preko KMB, prisustvo efluksnih transportera, poput P-gp, znacajno
ogranicava ili smanjuje njihov ulazak u CNS (Demeule i sar., 2002; Golden i Pollack, 2003).

P-gp, kojyi je ATP-vezuju¢i transporter kodiran genom MDRI, predstavlja jedan od
najznacajnijih transportera unutar KMB. On je sposoban da transportuje Sirok spektar supstrata,
ukljucujuéi mnoge lekove namenjene CNS-u, S§to moZe drastiéno smanjiti njthovu penetraciju iz
krvotoka u mozdano tkivo (Schinkel i sar., 1996).

Transporter P-gp je otkriven kao izvozni transporter koji igra klju¢nu ulogu u rezistenciji na
lekove u tumorskim ¢elijama, izbacuju¢i ih iz ¢elija (Bradley i sar., 1988). P-gp je prisutan u razli¢itim
tkivima kao S$to su crevne epitelijalne celije, jetra, bubrezi i mozak. Transport leka u ili iz ¢elija, kao
1 pasivna difuzija, zavise od aktivnosti ovih transportera, §to ima znacajnu ulogu u mnogim
slu¢ajevima transporta lekova i moze uticati na tkivnu selektivnost lekova. Takode, P-gp mozZe
smanjiti nivo leka u ¢eliji 1 usporiti njegovu biotransformaciju, $to moze uticati na farmakokinetiku 1
terapijsku aktivnost lekova, ukljucujuci i antikarcinogene lekove (Lin i sar., 2003).

P-gp ucestvuje u efluksu ivermektina pri niskim koncentracijama leka, sa sporim transportom.
Pri viSim, mikromolarnim koncentracijama koje saturiSu MDR1 (P-gp), u transportu ivermektina
preko fizioloSkih barijera ucestvuju i MRP1, a u manjoj meri MRP2 1 MRP3. Ivermektin pokazuje
snaznu inhibiciju P-gp (ABCB1), MRP1 (ABCC1), MRP2 (ABCC2) i BCRP1 (ABC@G2), dok srednje
do slabo inhibira transportnu aktivnost OATP1B1 (SLC21A6) i OATP1B3 (SLCOB3). Ovi podaci
naglaSavaju potencijalno nesigurne ili toksi¢ne efekte primene ivermektina u visokim dozama kod
osoba sa oSte¢enom funkcijom P-gp transportera (Ménez 1 sar, 2012). U klinickoj praksi, primena
viSih doza ivermektina moZe znacajno uticati na farmakokinetiku istovremeno primenjenih lekova
zbog interakcija medu lekovima, $to moze dovesti do toksi¢nih efekata usled inhibicije P-gp i/ili
MRP. Smatra se da transporter P-gp (MDR1) ucestvuje u efluksu ivermektina pri niskoj koncentraciji
leka 1 manjom brzinom transporta. ViSe, mikromolrne koncentracije ivermektina najverovatnije
zasi¢uju P-gp i inhibiSu njegovu aktivnost. Rendic (2021) je analizirao uloga transportera koji
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pripadaju ABC transporter (eng. ATP-binding cassette) porodici i SLC transporter (eng. solute carrier)
porodici u transportu ivermektina. ABC transporteri su membranski proteini koji se javljaju kod svih
prokariota, biljaka, gljiva, kvasca i zivotinja. Kod ljudi, ABC transporteri imaju znacajnu ulogu u
transportu raznovrsnih jedinjenja, ukljuc¢ujuci lekove i fizioloska jedinjenja, koristeci energiju ATP-
a. Oni igraju klju¢nu ulogu u dispoziciji lekova 1 efektima/toksi¢nostima, uticu¢i na apsorpciju,
distribuciju i ekskreciju lekova (Liu, 2019). Slicno tome, proteinski transporteri odgovorni za
rezistenciju na veci broj lekova -Multidrug Resistance-associated Protein (MRP), ukljucuju¢i MRP1,
2 1 3, igraju vaznu ulogu u transportu razliitih supstrata. Glavne uloge MRP transportera su
izbacivanje ksenobiotika (lekova i komponenata hrane) i endogenih metabolita, kao i transport
inflamatornih medijatora i odbrana od oksidativnog stresa. Pored toga, P-gp i MRP1 doprinose
razvoju rezistencije na lekove kod razlicitih vrsta karcinoma i uc¢estvuju u inflamatornim odgovorima
(Cole i Deeley, 1998; Nakanishi i Tamai, 2015; Rendic i Guengerich, 2020).

Ivermektin se pokazao kao potentni inhibitor MDR1 (P-gp) i proteina MRP (Didier 1 Loor,
1996). Na primer, uoceno je da ivermektin povecava akumulaciju RH123 u LS180V ¢elijama, $to je
pokazalo da je jedan od najefikasnijih inhibitora P-gp (Perloff i sar., 2003). Podaci iz literature
klasifikuju ivermektin kao potentni inhibitor transporta posredovanog P-gp, sa ICso vrednostima koje
se kre¢u od 0,1 do 2,5 uM. Takode, podaci sugeriSu da MRP1, a u manjoj meri MRP2 i MRP3,
ucestvuju u transportu ivermektina kroz fizioloske barijere. Ivermektin je takode supstrat P-gp.
Svojstva vezivanja MDR1 1 MRP-a, kao 1 velika molekulska masa ivermektina, ¢ine ga potencijalnim
konkurentskim inhibitorom kada se primenjuje istovremeno sa drugim lekovima ili hemijskim
supstancama koje su supstrati P-gp i MRP. Dodatno, ivermektin inhibira ATP-azu P-gp, MRP1, 21 3
nakon stimulacije njihovim aktivatorima. Rezultati istrazivanja ukazuju da je distribucija ivermektina
u plazmi i tkivima u velikoj meri pod uticajem aktivnosti P-gp (Alvinerie i sar., 2008; Kwei 1 sar.,
1999).

2.8. Mikrozomalni enzimi jetre i biotransformacija ivermektina

Ivermektin se ekstenzivno metaboliSe enzimima citohroma P-450 (P-450s, CYP) kako in vivo,
tako 1 in vitro. In vivo, metaboliti ivermektina se pretezno izlu¢uju putem fecesa, dok se samo 1%
doze izluCuje putem urina. KoriS¢enjem humanih jetrenih mikrozoma, humanih rekombinantnih
enzima, hepatocita i uzoraka krvi, identifikovano je do 13 metabolita. Glavni metaboliti ivermektin-
Bia kod ljudi nastaju slede¢im metabolickim putevima: metil-hidroksilacija, O-demetilacija 1
oksidacija na razliCitim pozicijama molekula. Struktura glavnih pet metabolita ivermektina
identifikovanih in vitro ukazuje da nastaju putem 3”-O-demetilacije, C4-hidroksilacije, C25 izobutil-
hidroksilacije i formiranja 3"”-O-demetil-4-hidroksimetil metabolita (Slika 4) (Rendic, 2021).
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Slika 4. Metaboliti ivermektina nastali dejstvom enzima citohroma P450 (Rendic, 2021).
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Glavni doprinos metabolizmu ivermektina in vitro pripisuje se enzimu P-450 3A4. Pored toga,
3"-O-demetil metabolit je u manjoj meri proizveden od strane enzima P-450 3A5 i smatra se
minornim metabolitom. Drugi hidroksilovani metabolit nastaje putem enzima P-450 2C8. Od glavnih
metabolita ivermektina formiranih in vitro, tri su identifikovana i u ljudskoj plazmi, i to putem 3”-O-
demetilacije, C4-hidroksilacije, 1 kombinovanim reakcijama 3’-O-demetilacije i C4-hidroksilacije.
Ove reakcije katalizuje in vitro enzim P-450 3A4, dok 3"-O-demetilaciju u manjoj meri katalizuje
enzim P-450 3AS5 (Tipthara i sar., 2021). Podaci pokazuju da je ivermektin pretezno supstrat enzima
P-450 3A4, te da istovremena primena lekova koji su snazni inhibitori ili induktori aktivnosti ovog
enzima, kao i1 polimorfizmi enzima, mogu izazvati izrazene interakcije izmedu lekova. Snazni
inhibitori aktivnosti enzima P-450 3A4 ukljucuju ketokonazol, ekonazol, troleandomicin, azamulin i
ciklosporin, dok su snazni induktori aktivnosti P-450 3A4 karbamazepin, kortizol, hidrokortizon,
rifampicin, amprenavir i klotrimazol (Rendic, 2002).

Vrednosti ICso za inhibiciju enzima P-450 2C9, 2D6 1 2C19 varirale su izmedu 5,3 1 13,8 uM,
ili nije zabelezena inhibicija. Ovi podaci ukazuju na odredenu zavisnost od koris¢enog
eksperimentalnog modela, Sto sugeriSe da je potencijal za interakcije izmedu lekova usled inhibicije
P-450 enzima malo verovatan i da ¢e zavisiti od doze primenjenog leka. Buduci da su koncentracije
ivermektina u krvnoj plazmi kod ljudi retko vise od 100 ng/ml (priblizno 0,1 pM) pri standardnoj
oralnoj dozi, moze se zakljuciti da ivermektin, kada se primenjuje u klini¢ki preporu¢enim dozama,
nema potencijal da izazove interakcije izmedu lekova na nivou inhibicije P-450 enzima (Rendic,
2021).

2.9  Inhibitori P-glikoproteinskih sistema i enzima citohrom P-450

2.9.1 Verapamil

Verapamil spada u antiaritmijske lekove, blokatore kalcijumskih kanala. Verapamil blokira
kalcijumske kanale u membrani i onemogucuje ulazak kalcijuma u ¢eliju miokarda. Na taj nacin
verapamil produzuje fazu refraktarnosti u A-V ¢voru, dok na trajanje akcionog potencijala i brzinu
sprovodenja nadrazaja nema znacajnijeg uticaja. Istim mehanizmom verapamil deluje negativno
hronotropno i negativno inotropno ¢ime smanjuje potro$nju kiseonika u miokardu. Od znacaja je da
verapamil S$iri koronarne krvne sudove dok je glavna indikacija za za njegovu primenu
supraventrikularna tahikardija (,,reentrant” tahikardija). Verapamil smanjuje frekvenciju rada komora
u atrijalnoj fibrilaciji i flateru, a ove poremecaje moze preobratiti u sinusni ritam (Varagi¢ i MiloSevic,
2001). U veterinarskoj medicini verapamil se ne koristi Cesto ali je indikovan za pse 1 macke 1 to za
lecenje za supraventrikularne tahikardije 1 atrijalno treperenje ili fibrilacije. Primenjuje se u oralnim
dozama od 0.5-2 mg/kg na 8 do 12 sati (Plumb, 2008).

Putanja transporta verapamila putem P-gp obuhvata nekoliko klju¢nih faza i interakcija.
Pocetak procesa oznacen je vezivanjem verapamila za specificno mesto na P-gp, koje se nalazi unutar
proteina, a zatim se lek premesta ka ekstracelularnom prostoru (Aller 1 sar., 2009). Tokom transporta,
dolazi do konformacione promene u strukturi P-gp, prelaze¢i iz unutrasnje u spoljasnju orijentaciju.
Glavni faktori koji pokrecu ovaj proces ukljucuju hidrofobne interakcije, koje olakSavaju kretanje
verapamila kroz lipidni membranu, i elektrostaticke odbojnosti, koje uti¢u na dinamiku transporta
(Aller 1 sar., 2009). Odredeni aminoacidne rezidue, kao Sto su L65, P66, M69, F336, L339, 1340,
F343, S344, Q725, V982, F983 i M986, igraju klju¢nu ulogu u ovom procesu, omogucéavajuci
specifi¢ne interakcije 1 odbojnosti koje su neophodne za efikasan transport verapamila. Ova putanja
delimi¢no podseca na putanju transporta doksorubicina, ali se razlikuje u vezi sa specificnim
reziduama i ulogom transmembranskih domena (TM) u procesu transporta (Wang i1 Sun, 2020).

Intravenozno primenjeni verapamil pokazuje brz metabolizam. Nakon intravenske infuzije kod
ljudi, verapamil se eliminiSe bieksponentno, sa brzim pocetnim fazama distribucije (poluvreme oko
4 minuta) i sporijim terminalnim fazama eliminacije (poluvreme 2-5 sati). Kod zdravih muSkaraca,
oralno primenjeni verapamil prolazi kroz opsezan metabolizam u jetri, pri ¢emu je identifikovano 12
metabolita, veéina u samo tragovima. Glavni metaboliti su identifikovani kao razli¢iti N- 1 O-
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dealkilirani proizvodi verapamila. Otprilike 70% primenjene doze izlucuje se u urinu, a 16% ili vise
u izmetu u roku od 5 dana. Oko 3% do 4% se izlucuje kao nepromenjen lek (FDA, 2016).
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Slika 5. Hemijska formula Verapamil hidroklorida IUPAC: (2RS)-2-(3,4-Dimetoksifenil)-5-
[[2-(3,4-dimetoksifenil)etil](metil)amino]-2-(1-metiletil)pentanonitril hidrohlorid (European
Pharmacopoeia, 2014).

Istovremena primena verapamila znacajno povecava oralnu bioraspolozivost i apsorpciju
irinotekana, povecavajuci ih 4,3 puta, Sto sugeriSe da je niska sistemska izloZenost irinotekana nakon
oralne primene delimi¢no posledica njegovog visokog afiniteta ka P-gp efluks pumpi. Verapamil
smanjuje izlu€ivanje irinotekana i njegovog metabolita SN-38 u Zuci, §to moZe omoguciti smanjenje
doze irinotekana za 50-80% uz ocuvanje sli¢ne efikasnosti, dok se rizik od gastrointestinalne
toksi¢nosti smanjuje. Ovi nalazi otvaraju mogucénost za razvoj novih strategija doziranja irinotekana
uz upotrebu P-gp inhibitora kako bi se poboljsala njegova oralna bioraspolozivost i smanjila
toksi¢nost (Bansal i sar., 2009).

Razlike u farmakokinetickim parametrima, kao §to su srednje vreme zadrzavanja (MRT) i
povrsina ispod krive (AUC), izmedu moksidektina 1 ivermektina, odrazavaju dugotrajnu efikasnost
moksidektina. Moksidektin pokazuje farmakokineticke parametre koji su u skladu s ranijim
istrazivanjima, dok su vrednosti Cmax, Tmax, 1 t12 eliminacije za ivermektin slicne onima iz ranijih
studija. P-gp je tkivno specifi¢an, s razli¢itim nivoima ekspresije u razli¢itim tkivima, ukljucujuci
jetru, gde ucestvuje u transmembranskom transportu. Verapamil, kao inhibitor P-gp, moZe smanyjiti
izlu¢ivanje ivermektina putem zuci, ¢ime se povecava njegova apsorpcija i bioraspolozivost. Ipak,
verapamil nije zna¢ajno uticao na farmakokinetiku moksidektina, verovatno zbog brze distribucije
moksidektina u masnom tkivu ili zbog njegove slabije interakcije sa P-gp u poredenju s
ivermektinom. Takode, metabolicke interakcije putem enzima CYP3A4, koji je kljucan za
metabolizam ivermektina, mogu igrati manju ulogu u poremecaju farmakokinetike ivermektina
uzrokovanom verapamilom, s obzirom na to da se ve¢ina ivermektina izlucuje nepromenjena.
ZakljuCuje se da su znacajne promene u farmakokinetici ivermektina primecene nakon njegove ko-
administracije s netoksicnom dozom verapamila kod ovaca (Molento 1 sar., 2004).

Klini¢ke studije su pokazale da verapamil inhibira metabolizam supstrata CYP3A, kao $to su
midazolam, ciklosporin A, simvastatin, buspiron i almotriptan, ali mehanizam tih interakcija nije bio
potpuno jasan. Potvrdjeno je da su enantiomeri verapamila, D617, 1 norverapamila slabi, reverzibilni
inhibitori CYP3A, §to ne bi trebalo da uzrokuje znacajnu inhibiciju CYP3A in vivo. Medutim,
pokazano je da su 1 R- 1 S-verapamil, kao i njihovi norverapamil ekvivalenti, efikasni, ireverzibilni
inhibitori aktivnosti CYP3A4 i CYP3A u humanim jetrenim mikrozomima, formiranjem
metabolitskog intermedijernog kompleksa. Ovaj model inhibicije na bazi mehanizma uspesno je
predvideo obim interakcija lekova, potvrdujuéi da je inhibicija CYP3A od strane verapamila uzrok
nelinearnog nakupljanja verapamila i njegovih metabolita tokom hroni¢nog doziranja (Wang 1 sar.,
2004).

2.9.2. Diltiazem

Diltiazem je kalcijumski antagonista, antiaritmijski lek sa antihipertenzivnim svojstvima.
Diltiazem znacajno deprimiraju frekvenciju sinusne aktivnosti i usporavaju AV-sprovodenje, $to je
osnova za njihovu primenu u terapiji supraventrikularnih tahiaritmija. Diltiazem jace deluju na srce
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nego na krvne sudove (Varagi¢ 1 MiloSevi¢, 2001). U veterinarskoj medicini koristi se kod pasa i
macaka za leCenje supraventrikularne aritmije, hipertroficne kardiomiopatije, i hipertenzije primenjen
intravenski ili peroralno. Peroralne doze diltiazema se kre¢u od 0,5 do 1,5 mg/kg tri puta dnevno do
efekta (dnevna doza 1,5 do 4,5 mg/kg) (Papich, 2021; Plumb, 2008).
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Slika 6. Hemijska formula Diltiazema IUPAC: (285,3S)-5-[2-(dimetilamino)etil]-2-(4-
metoksifenil)-4-okso-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-3-i1 acetat (European Pharmacopocia,
2014).

Diltiazem se karakteriSe slabom apsorpcijom nakon oralne primene, pri ¢emu je njegova
bioraspolozivost dozno-zavisna. Niska bioraspolozivost diltiazema tradicionalno se pripisuje
metabolizmu u gastrointestinalnom traktu i jetri. Medutim, uloga P-glikoproteina (P-gp/MDR1) u
smanjenju bioraspolozivosti diltiazema postaje sve zna€ajnija. Osim $to inhibira transport drugih
lekova preko P-gp/MDRI1, diltiazem je identifikovan i kao supstrat za ovaj transporter, Sto rezultira
njegovim povratkom u lumen creva i dodatnim smanjenjem sistemske dostupnosti leka (Cataldi,
2015).

Diltiazem se pretezno biotransformiSe kroz dva glavna metabolicka puta: deacetilaciju 1 N-
demetilaciju. Proces deacetilacije katalizuju esteraze, dok je za N-demetilaciju zaduzena citohrom P-
450 izoenzimska podfamilija CYP3A. Ove metaboli¢ke reakcije dovode do stvaranja klju¢nih
metabolita, ukljucujuéi desacetil-diltiazem (M1), N-demetil-diltiazem (MA) 1 desacetil-N-demetil-
diltiazem (M2), koji su prisutni u znac¢ajnim koncentracijama u krvotoku. Neki od ovih metabolita,
poput MA 1 M1, zadrzavaju bioloSku aktivnost, delujuc¢i kao koronarni vazodilatatori sa razliitim
potencijama u poredenju sa diltiazemom. Pored ovih glavnih puteva, postoje i alternativni
metabolicki procesi, ukljucuju¢i O-demetilaciju, N-oksidaciju i1 oksidativnu deaminaciju, koji dovode
do stvaranja manjih metabolita, koji se zatim mogu dalje biotransformisati putem glukurono- ili sulfo-
konjugacije. lako je jetra glavno mesto metabolizma diltiazema, drugi organi, posebno pluca i tanko
crevo, takode doprinose ovom procesu. Konkretno, podfamilija CYP3A4, koja se nalazi unutar
enterocita tankog creva, igra klju¢nu ulogu u N-demetilaciji diltiazema, dok su intestinalne esteraze
ukljucene u njegovu deacetilaciju u jejunumu. Osim Sto je supstrat za CYP3A4, diltiazem deluje i
kao potentan inhibitor ovog enzima, uticuc¢i na aktivnost CYP3A4 u jetri 1 crevima, $to objasnjava
nekoliko zna¢ajnih farmakokinetic¢kih interakcija povezanih sa ovim lekom. Ovaj inhibitorni efekat
proteze se 1 na metabolite diltiazema, pri ¢emu N-desmetil 1 N,N-didesmetil diltiazem pokazuju jos
vecu potentnost u tom pogledu. Inhibicija CYP3A izazvana diltiazemom i njegovim metabolitima
primarno se posreduje stvaranjem kompleksa izmedu metabolita 1 ferosnog prostetickog hema, §to
rezultira vremenski zavisnim gubitkom aktivnosti CYP3A. Osim toga, dok CYP3A4 pretezno
upravlja N-demetilacijom diltiazema, CYP2D6 igra klju¢nu ulogu u O-demetilaciji 1 metabolizmu
desacetil-diltiazema, istiCu¢i specifi¢ne enzimske puteve ukljucene u biotransformaciju diltiazema
(Cataldi, 2015).

Priblizno 75% eliminacije diltiazema odvija se putem intestinalnog trakta, dok se preostalih
25% 1izlucuje putem bubrega. Intestinalna eliminacija ukljucuje hepatobilijarno oslobadanje
metabolita leka, sekreciju posredovanu PgP/MDRI1 proteinom od strane enterocita, ili direktnu
metaboli¢ku obradu u crevima. Renalna eliminacija obuhvata fazu neto sekrecije. Kao 1 mnogi drugi
blokatori kalcijumskih kanala, diltiazem funkcioniSe kao inhibitor P-gp/MDRI proteina, koji je
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lokalizovan u luminalnim ¢etkastim membranama proksimalnih bubreznih tubula i igra klju¢nu ulogu
u bubreznom izluc¢ivanju lekova kao Sto su digoksin i kinidin (Cataldi, 2015).

Ochs 1 Knfichel (1984) su istrazivali farmakokinetiku intravenski aplikovanog diltiazema 1
uporedili apsorpciju iz dve oralne formulacije (oralna primena 120 mg u obliku rastvora i oralna
primena 120 mg u obliku dve tablete sa produzenim oslobadanjem od 60 mg). Diltiazem se Siroko
distribuira u tkivima, sa prosecnim volumenom distribucije od 11,1 1/kg, zahvaljujuéi visokoj
lipofilnosti 1 relativno niskom vezivanju za proteine plazme (oko 80%). Metabolicki put ukljucuje
uklanjanje acetilne grupe, Sto rezultira stvaranje metabolita sa minimalnom farmakoloskom
aktivnoSc¢u. Visok stepen ekstrakcije u prvom prolazu kroz jetru potvrden je bioraspolozivos¢u od
oko 44% nakon oralne primene u obliku rastvora. Iako je bioraspolozivost tableta nesto niza, nije
uocena znacajna razlika izmedu obe oralne formulacije. Apsorpcija iz formulacije sa produzenim
oslobadanjem bila je sporija, §to je u skladu sa ocekivanjima. Oralna bioraspolozivost diltiazema je
veca od verapamila i slicna nifedipinu. Pacijentima koji prelaze sa intravenske na oralnu terapiju
potrebno je povecanje doze od priblizno 50% zbog nize oralne bioraspolozivosti.

Enzimi iz porodice CYP3A odgovorni su za metabolizam priblizno 50% lekova koji prolaze
kroz biotransformaciju, ukljucuju¢i blokatore kalcijumskih kanala, makrolidne antibiotike,
benzodiazepine, imunosupresive i antikonvulzive, te su najzastupljeniji u jetri i enterocitima tankog
creva, gde znacajno uti¢u na nisku bioraspolozivost mnogih supstrata. Tradicionalno se smatra da
inhibitori smanjuju kataliti€¢ku aktivnost CYP3A reverzibilno i kompetitivno, ali je prepoznat znacaj
ireverzibilne inhibicije, koja moze produziti inhibitorni efekat i dovesti do nelinearne dispozicije
inhibitora. Diltiazem, koji formira metabolicki inertni kompleks (MIC) sa CYP4A in vitro, pokazuje
povecano poluvreme eliminacije pri produzenoj primeni, a studije su pokazale da formira MIC sa
hepatickim CYP3A kod ljudi, ali ne i u crevima. Administracija diltiazema u dozi od 120 mg dva puta
dnevno tokom 7 dana dovodi do ireverzibilne inhibicije intestinalne CYP3A aktivnosti, bez promene
u ekspresiji CYP3A4 proteina ili mRNA u crevima kod zdravih odraslih osoba, $to ga razlikuje od
drugih CYP3A inhibitora, poput eritromicina i troleandomicina, koji povecavaju koncentraciju
CYP3A proteina (Pinto i sar., 2005).

2.9.3. Klaritromicin

Makrolidni antibiotici klaritromicin i azitromicin su poznati inhibitori P-gp (Muni¢ i sar., 2010).
Kod malih Zivotinja, klaritromicin se koristi za indikacije kao Sto su infekcije koZe 1 respiratornih
organa ali upotreba kod malih Zivotinja nije uobicajena. Kod zdrebadi, klaritromicin ima se koristi za
lecenje infekcija izazvanih Rhodococcus equi (u kombinaciji sa rifampinom). Aktivniji je od drugih
makrolida protiv R. ekui 1 ispoljava bolji klini¢ki uspeh od azitromicina. Kod pasa i macaka koristi
se peroralno u dozama 2,5 do 10 mg/kg dva puta dnevno (Plumb, 2008).
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Slika 7. Hemijska formula Klaritromicina IUPAC: (3R,4S,5S,6R,7R,9R,11R,12R,13S,14R)-4-
[(2,6-Dideoksi-3-C-metil-3-O-metil-a-L-ribo-heksopiranozil)oksi]-14-etil-12,13-dihidroksi-7-
metoksi-3,5,7,9,11,13-heksametil-6-[[3,4,6-trideoksi-3-(dimetilamino)-B-D-ksilo-
heksopiranozil]oksi] oksaciklotetradekan-2,10-dion  (6-O-metil eritromicin A) (European
Pharmacopoeia, 2014).
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U humanoj medicini klaritromicin je antimikrobni lek koji se koristi za leCenje blage do
umerene infekcije uzrokovane specifi¢nim, osetljivim bakterijama. Indikovan je za akutna bakterijska
pogorSanja hroni¢nog bronhitisa kod odraslih, akutni maksilarni sinusitis, pneumoniju steCenu u
zajednici, faringitis i tonzilitis, nekomplikovane infekcije koze i mekih tkiva, akutni otitis media kod
dece, leCenje 1 profilaksu diseminiranih mikobakterijskih infekcija, kao 1 za infekciju Helicobacter
pylori i duodenalni ulkus kod odraslih (Clarithromycin prescribing information, 2024).

Kohortna studija koju su Mordi i saradnici (2020) sproveli u dva dela, sa kombinovanim
epidemioloskim i farmakogenomskim pristupom, istrazila je povezanost upotrebe makrolidnog
antibiotika klaritromicina sa kardiovaskularnim rizikom. Studija je pokazala da je upotreba
klaritromicina povezana sa povecanim kardiovaskularnim rizikom u poredenju sa amoksicilinom, s
tim da je rizik dodatno povecan kod pacijenata koji koriste inhibitore P-gp. Ovaj nalaz je potvrden
primenom ponderisanja pomoc¢u skora sklonosti i u analizi genomske kohorte. Takode, genomska
studija je pokazala da je povezanost klaritromicina sa hospitalizacijom zbog kardiovaskularnih
problema izmedu 30 dana i jedne godine znacajno povecana kod osoba sa genetski nizim nivoima
aktivnosti P-gp. Ovi rezultati sugeriSu da povezanost klaritromicina sa kardiovaskularnim rizikom
moze biti delimi¢no modifikovana putem P-gp, Sto ukazuje na potrebu za oprezom pri propisivanju
klaritromicina osobama koje koriste inhibitore P-gp.

Razumevanje CYP izoenzimskog sistema je znaCajno napredovalo, omogucavajuci
identifikaciju specificnih metabolickih puteva lekova i predvidanje potencijalnih lekovitih
interakcija. Klaritromicin, makrolidni antibiotik, primarno se metabolizuje putem CYP3A izoenzima,
koji imaju Siroku specifi¢nost za supstrate 1 mogu biti inhibirani ili indukovani razli¢itim terapijskim
agensima. In vitro studije su pokazale da jaki inhibitori CYP3A, kao $to su ketokonazol i ritonavir,
mogu uticati na metabolizam klaritromicina. Takode, studije na jetrenim mikrozomima pacova su
otkrile da klaritromicin i njegovi metaboliti indukuju CYP3A1 i formiraju specifi¢ne metabolite sa
CYP. Ove informacije sugeriSu da klaritromicin moze izazvati lekovite interakcije povezane sa
CYP3A, iako u manjoj meri u poredenju sa starijim makrolidima poput eritromicina i
troleandomicina. Nedavne studije su pokazale da klaritromicin moZe znacajno povecati AUC 1
koncentracije lekova koji se metabolizuju putem CYP3A, kao §to su astemizol, cisaprid, pimozid 1
terfenadin, $to moZe zahtevati prilagodavanje doza ili pra¢enje nivoa ovih lekova. Povecane
koncentracije lekova sa uskim terapijskim indeksom, kao Sto su karbamazepin, ciklosporin, digoksin
1 teofilin, takode su zabeleZene, ali u manjem stepenu u poredenju sa eritromicinom. Klaritromicin
moze povecati koncentracije omeprazola i ranitidina bismut citrata, Sto moze biti korisno u lecenju
Helicobacter pylori infekcija. Ritonavir, kao jak inhibitor CYP3A, zna¢ajno povecava koncentracije
klaritromicina, ali inhibira formiranje 14-hidroksiklaritromicina, $to zahteva paznju pri istovremenoj
primeni ovih lekova (Rodvold, 1999).

Primena 500 mg klaritromicina tokom sedam dana dovela je do znacajne (p < 0,001) redukcije
intestinalne CYP3A aktivnosti, sa 74% smanjenjem brzine formiranja 1-hidroksimidazolama u
odnosu na pocetne vrednosti. Ovo smanjenje ukazuje na smanjenje intrinzi¢ne prociS¢enosti CYP3A
u crevnom zidu. Povecana bioraspoloZivost midazolama u crevima nakon tretmana klaritromicinom
moze se predvideti primenom odgovarajuce jednacine, pri pretpostavci da se brzina apsorpcije ne
menja. Istrazivanje pokazuje da klaritromicin inhibira intestinalni CYP3A sporim formiranjem
reverzibilnog MI kompleksa, dok kompetitivna inhibicija nije verovatna zbog niskih koncentracija
klaritromicina i njegovih metabolita u crevnom homogenatu. Takode, klaritromicin ne menja
znaCajno ekspresiju intestinalnog CYP3A proteina niti brzinu transkripcije CYP3A4/CYP3AS
mRNA. Kod osoba sa CYP3A5*1 alelom, primec¢eno je znacajno vece smanjenje intestinalne CYP3A
aktivnosti nakon primene klaritromicina u odnosu na osobe koje ne ekspresuju CYP3AS, Sto sugerise
da su pojedinci sa visSim pocetnim nivoima aktivnosti CYP3A, kao $to su CYP3AS ekspreseri,
podloZniji ozbiljnijim interakcijama sa lekovima (Pinto 1 sar., 2005).

Niemi i saradnici (2001) u sprovedenoj studiji su pokazali da ¢ak i niske doze klaritromicina,
inhibitora CYP3A4, mogu znacajno povecati koncentracije repaglinida u plazmi i njegove efekte.
Klaritromicin je povec¢ao srednje vrednosti Cmax 1 AUC(0-00) repaglinida za 1,7 1 1,4 puta u odnosu
na kontrolu. Takode, povecao je srednji inkrementalni AUC(0-3) serumskog insulina 1 maksimalno

Doktorska disertacija 22 Viadimir Z. Marjanovié



Pregled literature

povecanje koncentracije insulina za 51% 1 61%. Interindividualna varijacija u stepenu interakcije bila
je mala, osim u slucaju Cmax repaglinida, gde je relativno povecéanje variralo od 10% do 270%. Nisu
zabelezene znacajne razlike u varijablama glukoze u krvi izmedu faza, Sto moze biti posledica niskog
stepena farmakokineticke interakcije i ponovljenog unosa hrane tokom studije. Klaritromicin je
znacajno povecao Cmax repaglinida, ali samo blago produzio ti», S§to sugeriSe da inhibira
biotransformaciju repaglinida prvenstveno tokom prvog prolaza. Efekat klaritromicina na CYP3A4
je doza-zavistan; ve¢e doze imaju znacajniji uticaj na plazma koncentracije repaglinida. Povecani
rizik od hipoglikemije moze biti prisutan kod pacijenata sa viSom aktivno$¢éu CYP3A4. U zakljucku,
klaritromicin povecava koncentracije i efekte repaglinida, Sto moze povecati rizik od hipoglikemije
pri istovremenoj primeni sa drugim CYP3A4 inhibitorima.

2.9.4. Azitromicin

Azitromicin je makrolidni antibiotik, relativno Sirokog antimikrobnog spektra i povoljnog
farmakokinetiCkog profila, koristan za razne infekcije kod razli€itih zivotinjskih vrsta. Kod pasa se
najcesce primenjuje u p.o. dozi od 5 mg/kg/dnevno ili svaki drugi dan (Papich, 2021).

Slika 8. Hemijska formula Azitromicina IUPAC: (2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-
13-[(2,6-Dideoksi-3-C-metil-3-O-metil-a-L-ribo-heksopiranozil)oksi]-2-etil-3,4,10-trihidroksi-
3,5,6,8,10,12,14-heptametil-11-[[3,4,6-trideoksi-3-(dimetilamino)-f-D-ksilo-heksopiranozil Joksi]-
1-oksa-6-azaciklopentadekan-15-on (European Pharmacopoeia, 2014).

Azitromicin je makrolidni antibakterijski lek koji se u humanoj medicini koristi za leCenje blage
do umerene infekcije uzrokovane osetljivim bakterijama. Indikacije za azitromicin ukljucuju akutne
bakterijske pogorSanja hroni¢nog bronhitisa kod odraslih, akutni bakterijski sinusitis kod odraslih,
jednostavne infekcije koze 1 koznih struktura kod odraslih, uretritis i cervicitis kod odraslih, genitalne
¢ireve kod muskaraca, akutni otitis media kod pedijatrijskih pacijenata (starijih od 6 meseci),
zajednicu stecenu pneumoniju kod odraslih 1 pedijatrijskih pacijenata (starijih od 6 meseci), kao 1
faringitis/tonzilitis kod odraslih 1 pedijatrijskih pacijenata (starijih od 2 godine) (Azithromycin
Tablets Prescribing Information, 2024).

Azitromicin pripada podklasi azalida i sadrzi prsten sa 15 Clanova, sa metil-supstituisanim
azotom umesto karbonilne grupe na poziciji 9a aglikonskog prstena, $to spre¢ava metabolizam koji
je karakteristican za druge makrolide (Fiese 1 Steffen, 1990). Studija Sugie i1 saradnika (2004)je
pokazala da intravenozno primenjen azitromicin ima zna¢ajno smanjenu eliminaciju iz plazme kod
pacova prethodno tretiranih ciklosporinom, dok eritromicin nije imao isti efekat. Rezultati sugeriSu
da P-gp igra klju¢nu ulogu u eliminaciji azitromicina kroz tkiva koja eksprimiraju ovaj protein.
Eksperimenti bubreznog i Zu¢nog klirensa ukazali su na to da su jetra i1 bubrezi glavni putevi
eliminacije, ali njihov doprinos ukupnoj eliminaciji je relativno mali, $to implicira postojanje drugih
nepoznatih puteva. Ciklosporin znacajno smanjuje zucnu ekskreciju azitromicina, §to ukazuje na
veliku ulogu P-gp u ovom procesu. Probenecid, inhibitor MRP2, nije potpuno inhibirao Zu¢nu
ekskreciju, §to sugeriSe da azitromicin moZe biti delimi¢no izlu€en putem MRP2 transportera, iako
je njegov doprinos manji u poredenju sa P-gp. Na osnovu ovih rezultata, zakljuceno je da su P-gp i
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MRP2 ukljuceni u eliminaciju azitromicina, pri ¢emu je P-gp glavni faktor. Ovi podaci mogu pruziti
korisne informacije za dizajniranje rezima lecenja kod pacijenata sa bakterijskim infekcijama.

Pokazano je da je azitromicin slab supstrat za CYP3A4, da ga ovaj enzim minimalno
metaboliSe, te da azitromicin ne indukuje niti inhibira aktivnost CYP3A4 (He i sar., 2009). Analiza
podataka El-Tahtawy i saradnika (2008) iz studije interakcije ivermektina i azitromicina donosi
znacajne nalaze. Ovo je prvi objavljeni populacioni model farmakokinetike ivermektina, koji
pokazuje efikasnost populacionog meSovitog modelovanja u istrazivanju interakcija lekova, narocito
u prisustvu populacione heterogenosti. Identifikovan je mehanizam interakcije, koji ukljucuje
povecanje bioraspolozivosti u jednoj subpopulaciji. Model je koriS¢en za simulaciju razlicitih
klini¢kih ispitivanja kako bi se odredile maksimalne koncentracije koje bi mogle biti primecene
tokom istovremene primene i omogucile poredenje sa prethodno objavljenim podacima o bezbednosti
i farmakokinetici. Model je pokazao da maksimalne koncentracije ivermektina tokom
koadministracije sa azitromicinom nece prelaziti srednje vrednosti zabelezene u studijama visokih
doza, koje su se pokazale kao bezbedne i dobro podnosljive. Ova analiza demonstrira korisnost
populacionog modela za analizu interakcija lekova i pruza osnovu za predikciju izlozenosti lekovima,
$to moze pomo¢i u dizajnu bezbednih terapijskih rezima. U ovoj studiji, istrazena je interakcija pet
makrolidnih antibiotika (azitromicin, eritromicin, klaritromicin, roksitromicin i telitromicin) sa
ljudskim MDR1 (P-gp) kako bi se razumelo kako makrolidi uti¢u na funkciju MDR1 i kako MDR1
uti¢e na njihovu akumulaciju u ¢elijama. Rezultati su pokazali da se procena interakcije makrolida sa
MDR1 znacajno razlikuje u zavisnosti od kori§¢ene metode. Svi testirani makrolidi su, osim inhibicije
izbacivanja rodamin-123 putem MDRI1, pokazali karakteristi¢nu aktivaciju ATPaze MDR1 u niskim
koncentracijama 1 inhibiciju u viSim koncentracijama, $to ukazuje na konkurenciju za ista mesta
vezivanja u MDRI1. Merenje akumulacije makrolida u MES-SA 1 MESSA/Dx5 ¢elijama sa 1 bez
inhibicije MDR1 pokazalo je da visoka ekspresija MDR1 smanjuje intracelularne koncentracije
makrolida, pri ¢emu je inhibicija MDRI1 najviSe uticala na azitromicin i eritromicin. Razli¢iti rezultati
akumulacije u prisustvu aktivnog MDR 1 ukazuju na to da ekspresija MDR 1 moZe znacajno promeniti
rangiranje makrolida prema njithovoj akumulaciji u celijama. Ovi nalazi ukazuju na vaZnost
razumevanja interakcija izmedu makrolida 1 MDR1 kako bi se objasnile razlike u njithovom
farmakokinetickom i farmakodinamskom ponasanju. Proucavanje ovih interakcija moZe doprineti
boljem razumevanju farmakokineti¢kih svojstava makrolida 1 njihovih efekata na druge lekove koji
se transportuju putem MDR1 (Muni¢ i sar., 2010).
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3. CILJEVI 1 ZADACI

Cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje toksi¢nosti ivermektina primenjenog u dozama
visSim od antiparazitske terapijske doze, kao 1 utvrdivanje interakcija sa lekovima koji moduliraju P-
glikoproteinske transportne sisteme i enzime citohroma P-450, u cilju razumevanja mehanizama koji
doprinose povecanju toksicnosti kod sisara.

Zadaci koji ¢e doprineti ostvarenju ciljeva:

1. Odredivanje toksi¢nih efekata ivermektina primenjenog u rastu¢im dozama, visim od
terapijskih, tokom duzeg vremenskog perioda, s posebnim fokusom na rezim doziranja
koris¢en tokom pandemije SARS-CoV-2.

2. Analiziranje neurotoksi¢nih simptoma izazvanih ivermektinom kod pacova, kori§¢enjem
specifi¢nih testova: refleks uspravljanja, test pritiska na rep i rota-rod test (rigting refleks, tail-
pinch test, rota-rod test).

3. Odredivanje koncentracija ivermektina u plazmi i mozgu pacova nakon primene razli€itih
doza i analiza odnosa njegovih koncentracija izmedu plazme i mozga.

4. Pracenje hematoloskih i biohemijskih parametara pacova tretiranih ivermektinom i njihova
komparacija sa rezultatima makroskopskog i patohistoloskog pregleda unutrasnjih organa.

5. Ispitivanje interakcija ivermektina sa lekovima koji inhibiraju P-gp (azitromicin,
klaritromicin) i enzime citohroma P-450 (verapamil, diltiazem), sa analizom njihovog uticaja
na ispoljenu toksicnost.

6. Odredivanje koncentracija ivermektina i inhibitora P-gp 1 enzima citohroma P-450 u plazmi 1
mozgu pacova kako bi se ispitali efekti kombinovane primene lekova na toksi¢nost
ivermektina.

Ovi zadaci ¢e omoguciti detaljno ispitivanje mehanizama toksi¢nosti ivermektina u visSim
dozama od terapijskih i interakcije sa lekovima koji toksi¢na dejstva ivermektina mogu da potenciraju
deluju¢i na njegov metabolizam (modulatori enzima citohroma P-450) ili resorpciju 1 distribuciju
(modulatori P-gp).

Doktorska disertacija 25 Viadimir Z. Marjanovié



Materijal i metode

4. MATERIJAL I METODE

4.1. SmeStaj pacova i dizajn studije

U ovom ispitivanju koris¢eno je ukupno 90 odraslih muzjaka pacova Wistar soja, telesne mase
od 145 do 193 g, starosti 7 do 8 meseci, nabavljenih sa uzgojne farme Vojnomedicinske akademije u
Beogradu, Srbija. Ispitivanje je sprovedeno na muZzjacima zbog dokaza iz literature koji sugerisu
potencijalne toksicne efekte ivermektina na funkciju testisa, dok su prema podacima Oregonskog
centra za trovanja, tokom pandemije COVID-19 toksi¢ni efekti ivermektina ¢eS¢e zabelezeni kod
muskih pacijenata (Collins i sar., 2022; Temple i sar., 2021).

Nakon transporta, pacovi su prosli period aklimatizacije u trajanju od 10 dana, tokom kojih su
bili smesteni u standardizovane uslove drzanja. Svaka grupa od po Sest pacova bila je smeStena u
posebne kaveze sa prostirkom od autoklaviranih drvenih strugotina, pri kontrolisanoj temperaturi od
21£1°C, relativnoj vlaznosti od 55-60%, i u uslovima ciklusa svetlo-tama od 12/12 sati. Pacovi su
imali neogranicen pristup hrani i vodi (ad libitum). Prostirka i flaSice za vodu menjani su
svakodnevno u asepti¢nim uslovima, dok su kavezi i prate¢a oprema bili mehanicki oprani i
autoklavirani pre svakog unosenja u prostoriju. Ispitivanja je sprovedeno u tri faze:

1. Faza: Ispitivanja toksi¢nih efekata ivermektina posle oralne primene doza: 0,6; 1,2; 2,4 i
4,8 mg/kg, tokom pet dana.

2. Faza: Ispitivanje dejstva inhibitora P-gp: azitromicina, klaritromicina i inhibitora enzima
citohroma P-450: verapamila i diltiazema na parametre pracene u prvoj fazi ispitivanja.

3. Faza: Ispitivanje interakcija ivermektina sa lekovima koji inhibiraju P-gp (azitromicin,
klaritromicin) 1 enzime citohroma P-450 (verapamil, diltiazem), sa analizom njihovog
uticaja na potencijalnu toksi¢nost ivermektina.

4.2. Prva faza ispitivanja

Zivotinje su metodom sluéajnog izbora rasporedene u pet eksperimentalnih grupa, sa po Sest
pacova u svakoj grupi. Grupe su tretirane rastu¢im oralnim dozama ivermektina (0,6; 1,2; 2,4 1 4,8
mg/kg), dok je kontrolna grupa dobijala peroralno istu zapreminu rastvaraca propilenglikola. Ova
grupa je sluzila kao kontrola 1 za ostale faze ispitivanja.

Pacovi su tretirani svakodnevno, pet dana uvek u isto vreme, u 10 ¢asova prepodne. Prethodno
im je merena telesna masa. Ivermektin je rastvaran u propilenglikolu, a aplikacija je sprovodena
peroralno krutom Zelu¢anom sondom, u zapremini od 0,1 ml/100g telesne mase pacova. U istom
volumenu 1 na isti na¢in aplikovan je 1 sam propilenglikol kontrolnoj grupi pacova.

Nakon petodnevnog tretmana, 24 sata posle poslednje primene ivermektina, pacovi su
anestezirani intravenskom aplikacijom tiopenton natrijuma, aplikovanim intravenskom kanilom
(OptivaTM 2, Johnson & Johnson, Arlington, TX, SAD) u lateralnu repnu venu u dozi od 35 mg/kg,
nakon Cega je izvrSeno uzorkovanje krvi.

4.2.1. Procena koordinacije i ravnoteZe prve faze ispitivanja

Rota rod test koriS¢en je za ispitivanje potencijalnih efekata ivermektina na CNS. Ovaj test meri
sposobnost pacova da odrZe ravnoteZu na rotirajucoj osovini. Testiranje je sprovedeno primenom rota
rod aparata sa softverskom kontrolom rotacije i1 registrovanjem broja padova (ElUnit, Srbija). Pre
pocetka prve faze ispitivanja, Zivotinje su bile trenirane tokom 5 dana da se odrze na rotirajucoj
osovini koja se okrece konstantnom brzinom od 15 obrtaja u minuti (rpm) tokom 5 minuta. Za prvu
fazu studije je odabrano 30 pacova (n=30) koji su uspeli da odrZavaju ravnotezu na rota rod aparatu
5 minuta bez pada.
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Efekat rastuc¢ih doza ivermektina na integritet motorne koordinacije procenjivan je na osnovu
sposobnosti pacova da ostanu na rotiraju¢oj osovini 5 minuta bez pada. Testiranje je vrSeno
svakodnevno, 30 minuta nakon primene ivermektina ili rastvaraa (kontrolna grupa). Takode,
ispitivanje refleksa uspravljanja (righting reflex-RR) i test pritiska na rep (tail pinch test) sprovodeni
su svakodnevno, pre rota rod testa radi procene mogucih klinicki vidljivih opstih depresivnih efekata
ivermektina na CNS pacova.

Rota-rod test se smatra prvenstveno prediktivnim testom za procenu anksiolitickog, sedativnog
1 ataksijskog uticaja razlicitih lekova na CNS. Dunham i Miya (1957) su predlozili da se relaksacija
skeletnih miSi¢a izazvana ispitivanim jedinjenjem moZze proceniti testiranjem sposobnosti miseva ili
pacova da ostanu na rotirajucoj osovini. Rota-rod test se uglavnom koristi za procenu neuroloskih
deficita kod glodara (Trailovic i sar., 2011)

RR je standardni test za procenu budenja/oporavka kod glodara $to ukazuje na svest u
okruzenju. RR se procenjuje postavljanjem glodara na leda i merenjem vremena koje je potrebno
zivotinji da se ispravi, odnosno postavi na noge. Zakljucci zasnovani na RR testu odrazavaju ideju da
je budnost u korelaciji sa pojedinacnim dogadajima ukljucujuéi spontano kretanje ili motorne
odgovore. Kada je pozitivan, RR predstavlja potvrdu o¢uvane svesti pacova (Dickinson i sar., 2000;
Suckow i sar., 2006).

Pean iglodrzac¢ duzine 18 cm koris¢en je za blago pritiskanje osnove repa pacova u testu pritiska
na rep. Pozitivna rekacija bila je pokusSaj Zivotinje da se krece unapred (beg) posle pritiska (Trailovi¢
isar., 2011).

Na kraju prve faze ispitivanja, svim pacovima je uzeta krv za hematoloske i biohemijske
analize, kao i za odredivanje koncentracije ivermektina u plazmi. Uzorci krvi su uzeti kardijalnom
punkcijom. Pacovi anestezirani tiopenton natrijumom su Zrtvovani dekapitacijom, nakon Cega je
izvrSena obdukcija i makroskopski pregled unutrasnjih organa. Uzeti su i uzorci tkiva za
patohistoloSku analizu, kao i tkivo mozga za odredivanje koncentracije ivermektina.

4.3. Druga faza ispitivanja

U drugoj fazi, Cetiri grupe muzjaka pacova (n=6) tretirane su peroralno terapijskim dozama
slede¢ih lekova: azitromicin (3,6 mg/kg telesne mase), klaritromicin (7 mg/kg telesne mase)
(inhibitori P-gp) (Plumb, 2008) kao i verapamil (1 mg/kg telesne mase) i diltiazem (2,5 mg/kg telesne
mase) (ihibitori enzima citohrom P-450) (Papich, 2021). Svi lekovi su primenjivani u preporu¢enim
reZzimima doziranja, tokom 10 dana. Administracija lekova vrsena je Zeluda¢nom sondom, a pacovi
su drZani u istim uslovima kao 1 u prvoj fazi 1 svakodnevno mereni.

Nakon desetodnevnog tretmana, 24 sata posle poslednje primene azitomicina, klaritromicina,
verapamila 1 diltiazema, pacovi su anestezirani intravenskom aplikacijom tiopenton natrijuma u dozi
od 35 mg/kg u lateralnu repnu venu, nakon cega je izvrSeno uzorkovanje krvi.

Pacovi su svakodnevno mereni, a rota-rod test, ispitivanje refleksa uspravljanja (righting reflex)
1 test pritiska na rep (tail pinch test) sprovodeni su takode svakodnevno radi procene mogucih klinicki
vidljivih opstih depresivnih efekata na CNS pacova. Na kraju ispitivanja, svim pacovima je uzeta krv
za hematoloske 1 biohemijske analize, kao 1 za odredivanje koncentracije azitromicina, klaritromicina,
verapamila, diltiazema u plazmi. Pacovi su anestezirani tiopentonom i Zrtvovani dekapitacijom,
nakon ¢ega je izvrSena obdukcija 1 makroskopski pregled unutrasnjih organa. Uzeti su uzorci tkiva za
patohistoloSku analizu, kao i tkivo mozga za odredivanje koncentracije azitromicina, klaritromicina,
verapamila, diltiazema.

4.3.1. Procena koordinacije i ravnoteZe druge faze ispitivanja

Rota-rod test, refleks uspravljanja i test pritiska na rep sprovodeni su svakodnevno radi procene
opstih depresivnih efekata lekova na CNS pacova, na isti nacin kako je opisano u prvoj fazi.
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4.4. Treéa faza ispitivanja

U trecoj fazi Cetiri grupe pacova (n=6) tretirane su azitromicinom (3,6 mg/kg telesne mase),
klaritromicinom (7 mg/kg telesne mase), verapamilom (1 mg/kg telesne mase), diltiazemom (2,5
mg/kg telesne mase) u terapijskom rezimu doziranja tokom 5 dana. Lekovi su primenjeni u
terapijskim dozama i prema preporucenom rezimu doziranja (Papich, 2021; Plumb, 2008), kao i u
prethodnoj fazi, nakon ¢ega su tokom narednih pet dana davani zajedno sa ivermektinom u dozi od
1,2 mg/kg koja nije ispoljila klinicki vidljive znakove toksi¢nosti u prvoj fazi. Lekovi su aplikovani
peroralno zeluda¢nom sondom, a pacovi su drzani pod istim uslovima kao i u prethodnim fazama i
svakodnevno mereni. Svakodnevno su sprovodeni rota rod test, refleks uspravljanja i test pritiska na
rep, radi ispitivanja mogucih depresivnih efekata kombinacija lekova na CNS pacova. Na kraju
ispitivanja, uzeta je krv za hematoloske 1 biohemijske analize, kao i1 za odredivanje koncentracija
ivermektina, azitromicina, klaritromicina, verapamila i diltiazema u plazmi. Nakon Zzrtvovanja
pacova, izvrSena je obdukcija i makroskopski pregled organa, a uzeti su uzorci tkiva za histopatolosku
analizu 1 odredivanje koncentracije ivermektina, azitromicina, klaritromicina, verapamila i diltiazema
u tkivu mozga.

4.4.1. Procena koordinacije i ravnoteZe trece faza ispitivanja

Rota-rod test, refleks uspravljanja i test pritiska na rep sprovodeni su svakodnevno radi
procene opstih depresivnih efekata lekova na CNS pacova, na isti nacin kako je opisano u prvoj i
drugoj fazi.

4.5. Dozvola za istrazivanja

Svi eksperimentalni protokoli i postupci koriS¢eni u istraZzivanju odobreni su od strane
Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije — Uprava za veterinu (dozvola
br. 323-07-11564/2022-05/4), u skladu sa Zakonom o zastiti dobrobiti Zivotinja Republike Srbije 1
Direktivom 2010/63/EU.

4.6. Hematoloske i biohemijske analize

Uzorci krvi su uzeti 24 sata nakon poslednje primene ivermektina ili lekova. Krv je uzeta
punkcijom iz srca, nakon ¢ega su pacovi eutanazirani dekapitacijom. Krv je sakupljana u epruvete sa
antikoagulantom etilendiamin tetrasir¢etnom kiselinom (EDTA) (BD Microtainer® K 2 EDTA,
Becton, Dickinson and Company, SAD) i epruvete za serum (BD Vacutainer® Serum Tubes, Becton,
Dickinson and Company, SAD). Iz uzoraka krvi sa antikoagulantom parametri krvne slike odredivani
su odmah nakon uzimanja na veterinarsom hematoloSkom analizatoru sa 5-part diferencijalom (BC-
500 Vet, Mindray, Kina). Nakon odvajanja seruma, merene su koncentracije ukupnih proteina (TP),
uree, kreatinina 1 triglicerida (TG). Takode, odredivana je aktivnost enzima alanin aminotransferaze
(ALT), aspartat aminotransferaze (AST), alkalne fosfataze (ALP) i y glutamil transferaze (y-GT) na
automatskom biohemijskom analizatoru (BC-240, Mindray, Kina). Sve analize su sprovedene odmah
nakon uzimanja uzoraka.

Koncentracija citohroma P-450 odredivana je u serumu pacova, jer se ivermektin metabolise in
vivo 1 in vitro putem citohroma P-450 kroz reakcije C-hidroksilacije i O-demetilacije. Kako se najveci
deo metabolizma ivermektina odvija preko citohroma P450 izoforme 3A4, njegova koncentracija je
odredena metodom imunoenzimske analize (ELISA) koris¢enjem dvostruke sendvi¢ ELISA metode
prema uputstvu proizvodaca (MyBioSource, San Diego, Kaliformija, SAD). Uzorci seruma za
odredivanje koncentracije citohroma P-450 zamrznuti su na -20°C odmah nakon uzimanja i odloZeni
do analize.
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4.7. Tefna hromatografija sa tandem masenom spektrometrijom (LC-MS/MS) za
odredivanje ivermektina u serumu i tkivu mozga pacova

Koncentracija ivermektina odredivana je prema metodi Whelan i sar.,, 2010 sa slede¢im
modifikacijama. Za hromatografsku separaciju koris¢ena je Kinetex® kolona (Phenomenex,
Torrance, Kalifornija, SAD) dimenzija 100%2,1 mm, 2 pm, povezana sa Shimadzu 8040 LC-MS/MS
sistemom (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan), kako je opisano od strane Simunovic i sar., 2019.
Ekstrakcija je izvedena pomocu 20 mL meSavine acetonitrila i acetona (5:1), centrifugacijom,
filtracijom 1 kasnijom evaporacijom pod azotom na 50°C. Rekonstitucija je obavljena u 1 mL
acetonitrila, nakon Cega je ekstrakt prenet u HPLC bocicu. Validacija metode sprovedena je prema
evropskoj regulativi (2002/657/EC, 2002). Granice kvantifikacije za uzorke mozga i plazme iznosile
sul ng/kgi0,5 ng/kg, respektivno. Za potrebe kvantifikacije, kalibracioni standardi su pripremljeni
spajkovanjem praznih uzoraka radnim rastvorom ivermektina.

4.8. Telna hromatografija sa tandem masenom spektrometrijom (LC-MS/MS) za
odredivanje azitromicina, klaritromicina, verapamila i diltiazema u serumu i tkivu mozga
pacova.

Koncentracija ivermektina, klaritromicina, azitromicina, diltiazema i verapamila odredivana je
prema metodi Whelan i saradnika (2010) sa slede¢im modifikacijama:

Ekstrakcija uzoraka izvrSena je koriS¢enjem mesSavine acetonitrila (for HPLC gradient grade,
Sigma-Aldrich, Misuri, SAD) i acetona (for liquid chromatography, Merck, Nemacka) u odnosu 5:1.
Homogenizacija uzoraka obavljena je na uredaju Ultra-Turrax T-25 (Ika-Werke GmbH, Nemacka).
Kivete su zatim podvrgnute centrifugiranju na uredaju SIGMA 2-16P (Sigma laborzentrifugen,
Nemacka) pri brzini od 4000 obrtaja/min tokom 5 minuta. Nakon centrifugiranja, sadrzaj je filtriran
kroz najlonske filtere sa porama velic¢ine 0,22 pm (Amtast, Florida, SAD). Preostali sadrzaj je
isparavan do suva u struji azota na 50 °C, a suvi ostatak je rekonstituisan u 1 ml acetonitrila i prenet
u staklenu vijalu.

Tabela 1. Odnosi masa i naelektrisanja (m/z) za roditeljske 1 produkt jone klaritromicina,
verapamila, azitromicina, diltiazema 1 ivermektina.

Naziv jedinjenja Prekursor jon (m/z) Produkt jon
(m/z)
Klaritromicin 748,50 590,10
157,90
Verapamil 455,30 165,20
177,93
Azitromicin 749,50 158,00
591,40
Diltiazem 415,40 178,20
177,90
Ivermektin 892,20 307,10
569,20

Instrumentalno odredivanje ivermektina, klaritromicina, azitromicina, diltiazema i verapamila
u uzorcima mozga i1 seruma izvedeno je upotrebom te¢ne hromatografije visokih performansi sa
masenom detekcijom (HPLC-MS/MS). HPLC-MS/MS sistem obuhvatao je dve pumpe visokog
pritiska LC-30AD UPLC, degasera DGU-20A, autosemplera SIL-30AC, pe¢nicu za hromatografsku
kolonu CTO-20AC i kontrolor sistema CBM-20A, povezane sa masenim detektorom LCMS 8040
(Shimadzu, Japan), kao $to je opisano u radu Simunovi¢ i saradnika (2019).
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Za hromatografsko razdvajanje koriS¢ena je reverzno fazna kolona Kinetex 100 x 2,1 mm,
precnik Cestica 2,6 um (Phenomenex, Torrance, Kalifornija, SAD). Mobilna faza A sastojala se od
0,1% mravlje kiseline (Merck, Darmstadt, Nemacka) u vodi (HPLC plus, Sigma-Aldrich, Misuri,
SAD), dok je mobilna faza B sadrzala 1% mravlje kiseline u acetonitrilu.

Kalibracija je izvrSena koriS¢enjem radnih rastvora pripremljenih od slede¢ih referentnih
standarda: Klaritromicin, 100 mg (Dr. Ehrenstorfer, Namacka), Verapamil, 100 mg (Dr. Ehrenstorfer,
Namacka), Azitromicin, 25 mg (Sigma-Aldrich, Misuri, SAD), Diltiazem, 1 g (LGC,
Tedington,Velika Britanija), Ivermektin, 100 mg (Dr. Ehrenstorfer, Namacka). Odnosi masa i
naelektrisanja (m/z) za roditeljske i produkt jone prikazani su u tabeli 1.

Gradijent koncentracija mobilnih faza tokom hromatografskog razdvajanja klaritromicina,
verapamila, azitromicina, diltiazema i ivermektina dat je u tabeli 2.

Tabela 2. Gradijent mobilnih faza tokom hromatografskog razdvajanja analita.

Vreme Protok Ude;)ax(i)llne Ude;)axolg)llne
0,00 0,35 0,5 0,5
0,01 0,35 0,5 0,5
3,00 0,35 0 1
3,01 0,35 0,5 0,5
6,00 0,35 0,5 0,5

Kvantifikacija je izvrSena koriS¢enjem softvera LabSolutions (Shimadzu, Kjoto, Japan), kroz
konstrukciju kalibracione krive zasnovane na pet kalibracionih tacaka razlicitih koncentracija.
Kalibracioni uzorci su pripremljeni na identi¢an nacin kao i uzorci koji su ispitivani, uz dodatak
odgovaraju¢ih koncentracija standardnih rastvora. Validacija metode sprovedena je u skladu sa
evropskom regulativom (2002/657/EC, 2002).

Parametri (taCnost, preciznost, linearnost i granica kvantifikacije (LOQ) te¢ne hromatografije
sa masenom detekcijom (HPLC-MS/MS) za serum 1 tkivo mozga pacova prikazani su u tabeli 3 1 4.

Tabela 3. Parametri HPLC-MS/MS za serum pacova.

Parametar Linearnost Tacnost Preciznost Limit kvantifikacije
Kriterijumi R?>0,98 Prinos 70%-120% CV<30% Ho/kg
Klaritromicin 0,998 95,2% 8,1% 0,5
Verapamil 0,998 93,3% 8,3% 0,03
Azitromicin 0,997 96,5% 9,4% 1
Diltiazem 0,997 94,9% 8,5% 0,01
lvermektin 0,997 98,2% 9,0% 1

Tabela 4. Parametri HPLC-MS/MS za tkivo mozga pacova.

Parametar Linearnost Taénost Preciznost Limit kvantifikacije
Kriterijumi R?>0,98 Prinos 70%-120% CV<30% Ha/kg
Klaritromicin 0,993 94,2% 8,2% 1
Verapamil 0,998 90,6% 9,1% 0,3
Azitromicin 0,996 95,5% 9,0% 1
Diltiazem 0,996 92,6% 8,6% 0,2
lvermektin 0,997 96,2% 9,8% 1
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4.9. Ispitivanje nivoa oksidativnog stresa

Nivo oksidativnog stresa je ispitan merenjem koncentracije malondialdehida (MDA),
glutationa (GSH), ukupnog oksidativnog statusa (TOS), ukupnog antioksidativnog statusa (TAS) 1
indeksa oksidativnog stresa (OSI). Za odredivanje koncentracija MDA i GSH, koris$¢eni su eritrociti
dobijeni centrifugiranjem krvi uz upotrebu EDTA kao koagulansa. Nakon izdvajanja plazme, krvni
elementi su isprani fizioloSkim rastvorom i hemolizirani hladnom vodom. Serum pacova je
upotrebljen za analizu TOS i1 TAS.

Nivo MDA, markera lipidne peroksidacije, meren je prema metodi Draper i Hadley, (1990).
Koncentracija GSH odredena je primenom DTNB (5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoeva kiselina) prema
modifikovanoj Elmanovoj metodi (Ellman, 1959), kako su je prilagodili Jollow i sar. (1974). Sadrzaj
TOS u serumu meren je metodom prema Erel-u (2005), dok je TAS u serumu odreden metodom po
Erel-u (2004), koriste¢i ABTS+ (2,2-azobis(3-etilbenzotiazolidin-6-sulfonat) kao hromogen. Indeks
oksidativnog stresa izracunat je kao odnos koncentracija TOS i1 TAS.

Svi parametri oksidativnog stresa su mereni spektofotometrijski. Koncentracije GSH, TOS i
TAC odredene su koris¢enjem ELISA c¢itaca (BioTek Instruments, Winooski, USA), dok su MDA
koncentracije merene na Cecil-u 2021 UV/VIS (Select Science, Bath, UK).

4.10. Makroskopski i histopatoloski pregled tkiva pacova

Nakon uzimanja krvi, pacovi su zrtvovani dekapitacijom koriste¢i giljotinu za glodare (Harvard
Apparatus, SAD). Sproveden je makroskopski pregled unutras$njih organa, a uzorci jetre, bubrega,
testisa i mozga uzorkovani su za histopatolosku analizu. Tkivni uzorci su fiksirani su u neutralnom
puferizovanom 10% formalinu tokom 72 sata, uz odnos fiksativa i tkiva od najmanje 10:1. Nakon
fiksacije, uzorci su obradeni u automatskom tkivnom procesoru KD-TS3D (Kedee, Kina), kroz serije
dehidratacije u alkoholu, prosvetljavanja u ksilolu i impregnacije parafinom, nakon ¢ega su uzorci
tkiva ukalupljeni u parafinske blokove. Parafinski kalupi su seceni na mikrotomu Leica RM 2235
(Leica Biosystems, SAD) na isecke debljine 3-5 um, postavljeni na predmetna stakla i suSeni na 56°C
tokom 24 sata. Tkivni ise€ci su deparafinisani u ksilolu, dehidrirani kroz seriju alkohola (apsolutni,
96%, 70%) 1 obojeni hematoksilinom tokom 5 minuta, nakon ¢ega su diferencirani u kiselom alkoholu
1 bojeni eozinom 3 minuta. [zmedu bojenja, isecci su ispirani u vodi. Po dehidraciji u seriji alkohola
rastuce koncentracije i tretmana ksilolom, tkivni ise€ci su pokriveni staklenim ljuspicama. Histoloski
preparati analizirani su svetlosnim mikroskopom (BX51, Olympus Optical, Japan) 1 dokumentovani
digitalnom kamerom (Olympus Color View III®, Olympus Corporation, Japan).

4.11. Supstance i lekovi

Supstance i lekovi kori§¢eni u ovom istrazivanju uklju¢uju: ivermektin (Sigma-Aldrich, St.
Louis, SAD), azitromicin (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Nemacka), klaritromicin (Dr. Ehrenstorfer
GmbH, Nemacka), verapamil hidrohlorid (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Nemacka), diltiazem (LGC,
Ujedinjeno Kraljevstvo), tiopenton natrijum (Panpharma, Francuska), propilenglikol (Sigma-Aldrich,
St. Louis, SAD), Rat Cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) ELISA Kit (MyBiosource, California, SAD).

4.12. Statisticka analiza

Svi podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska srednje vrednosti (mean
+ SE). Rezultati su testirani koriS¢enjem jednosmerne analize varijanse (ANOVA) ili t-testa, a razlike
su smatrane zna¢ajnim pri vrednostima p<0.05. Takode, za ispitivanje zavisnosti doza-efekt koris¢ena
je linearna regresija. Svi podaci analizirani su pomocu softvera GraphPad Prism, verzija 6.00 za
Windows (GraphPad Software, La Jolla, California, SAD).
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5. REZULTATI

5.1. Prvafaza

5.1.1. Klinicki pregled i telesna masa

Tokom petodnevnog tretmana, pacovi su kontinuirano praceni kako bi se identifikovale klinicke
manifestacije potencijalnih zdravstvenih poremecaja. Svakodnevno im je merena telesna masa a
prosecne vrednosti na pocetku i kraju ispitivanja prikazane su u tabeli 5.

Tabela 5. Srednje vrednosti (+ SE) telesne mase pacova pre i posle aplikacije ivermektina
tokom 5 dana.

lvermektin lvermektin lvermektin lvermektin
Parametar Jedinica Kontrola 0,6 mg/kg 1,2 mg/kg 2,4 mg/kg 4,8 mg/kg
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Telesna masa pre g 165,00+5,16 193,33+4,94 188,33+4,77 186,66+6,66 183,33+1,66
Telesna masa posle g 204,16+6,63 231,66+4,21 225,00+5,77 220,00+7,63 215,83+3,00

Ni u jednom trenutku nisu zabelezeni bilo kakvi simptomi zdravstvenih poremecaja kod
tretiranih pacova, kao ni u kontrolnoj grupi. Zivotinje su u normalno konzumirali hranu i vodu,
njihovo ponaSanje je bilo u okviru fizioloskih granica, bez znacajnih razlika izmedu kontrolnih i
tretiranih pacova.

5.1.2. Procena koordinacije i ravnoteze

Za procenu neuromiSi¢ne koordinacije 1 integrisanosti CNS-a koriS¢en je rota-rod test.
Procenjivana je sposobnost pacova da se odrZe na rotiraju¢oj osovini. Nijedan od pacova, bilo
tretiranih ili kontrolnih, nije pao tokom ispitivanja. Takode, nijedan testirani pacov nije pokazao
vidljive znakove depresije CNS-a, refleks ispravljanja je bio potpuno ocuvan, hodanje na ravnoj
staticnoj povrsini (nakon testa povlacenja repa) bilo je normalno, a svi testirani pacovi su adekvatno
reagovali na spoljasnje stimulacije, ukljucujuci reakcije na priblizavanje i dodir.

5.1.3. HematoloSke i biohemijske analize kod pacova tretiranih ivermektinom

5.1.3.1. Hematoloske analize

Odredivanje hematoloskih parametara kod pacova tretiranih rastu¢im dozama ivermektina (0,6
mg/kg, 1,2 mg/kg, 2,4 mg/kg 14,8 mg/kg) tokom petodnevnog perioda ukazalo je na dozno-zavisne
promene u odredenim parametrima, dok ukupan broj leukocita (WBC) nije bio znacajno promenjen.
Leukociti su ostali u rasponu od 5,55 do 7,90x10"9/1, bez statisticki znacajnih razlika izmedu grupa
(Tabela 6). Suprotno tome, doza od 0,6 mg/kg izazvala je znaCajan porast broja eritrocita (RBC)
(7,71£0,12x10"12/1; p=0,004), dok su ostale doze pokazale trend povecanja broja eritrocita, ali bez
statisticke znacajnosti u poredenju sa kontrolom (6,57+0,11x10"12/1) (Marjanovi¢ i sar., 2024).

Hemoglobin (HGB) je bio znacajno povecan kod pacova tretiranih najniZzom dozom
ivermektina (0,6 mg/kg; 142,83+1,47 g/l; p=0,0072) u poredenju sa kontrolom (127,50+2,43 g/1), dok
kod ostalih doza nisu zabelezene znacajne promene. Vrednost hematokrita (HCT) nije pokazala
statisticki znacajne razlike izmedu kontrolne i tretiranih grupa (Marjanovic 1 sar., 2024).

Smanjenje srednjeg korpuskularnog volumena (MCV) bilo je prisutno kod pacova tretiranih
dozama od 0,6 mg/kg (53,73+0,36 fl; p=0,0004), 1,2 mg/kg (53,23+0,37 fI; p=0,0028) 1 2,4 mg/kg
(54,15+0,37 fl; p=0,0065), dok najvisa doza od 4,8 mg/kg nije izazvala znacajnu promenu u MCV
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vrednostima u poredenju sa kontrolom (58,66+0,33 f1). Srednji korpuskularni hemoglobin (MCH)
bio je znacajno smanjen kod pacova tretiranih svim dozama ivermektina u poredenju sa kontrolnom
grupom, pri ¢emu su najznacajnija smanjenja zabelezena kod doza od 0,6 mg/kg (p=0,0015), 1,2
mg/kg (p=0,0002) i 2,4 mg/kg (p=0,0072) (Marjanovic¢ i sar., 2024). Medutim, vrednost srednje
korpuskularne koncentracije hemoglobina (MCHC) znac¢ajno se povecala samo kod pacova tretiranih
najnizom dozom ivermektina (0,6 mg/kg), dok kod ostalih tretiranih Zivotinja nije bilo razlike u
poredenju sa kontrolnim vrednostima.

Tabela 6. Srednje vrednosti (= SE) pracenih hematoloskih parametara kod pacova nakon
primene ivermektina.

Kontrola Ivermektin Ivermektin Ivermektin Ivermektin
Parametar Jedinica (n=6) 0,6 mg/kg 1,2 mg/kg 2,4 mg/kg 4,8 mg/kg
- (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
WBC 1079/1 6,08+1,10 5,92+0,61 6,57+1,24 7,90+1,25 5,55+0,92
7,7140,12%**
N + ' ' + + +
RBC 10nM12/1  6,57+0,11 (p=0,004) (p=0,041) 7,02+0,65 6,98+0,21 6,83+0,27
142,83+1,47****
HGB g/l 127,50+2,43 (p=0,0072) 126,66+11,92 127,83+4,46 125,83+3,97
(p=0,0086)
HCT % 38,55+0,83 41,6340,46 37,23+3,29 37,83+1,23 38,71+1,16
53,73+0,36*** 53,23+0,37** 54,1540,37**
+ +
MCV fl 58,66+0,33 (p=0.0004) (p=0.0028) (=0.0065) 56,76+1,50
*% *k*k *x
MCH 0g 10.4540,07 18,36+0,13 18,06+0,11 18,31+0,15 18.4040,44
(p=0,0015) (p=0,0002) (p=0,0072)
342,5041,20%*+*
+ ++
MCHC g/l 331,00+1,43 (p=0,0030) 339,16+3,11 (33?013558())2 327,33+2,87
(p=0,0038) =0,

*-statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolni nalaz; *-statisti¢i znacajna razlika u odnosu na ivermektin 4,8 mg/kg

5.1.3.2. Biohemijske analize

U tabeli 7 su prikazani rezultati biohemijskih parametara kod pacova tretiranih rastu¢im dozama
ivermektina. Analiza je pokazala znaCajne promene u nekoliko merenih parametara. Aktivnost ALT
bila je znac¢ajno povecana kod svih pacova tretiranih ivermektinom, sa najvis§im nivoima zabelezenim
kod doze od 2,4 mg/kg (p<0,0001). Slican obrazac je primecen za AST, koja je bila smanjena u
grupama tretiranim sa 0,6 1 1,2 mg/kg, dok je bila znacajno povecana kod pacova tretiranih dozom
od 4,8 mg/kg (p=0,0084 za 0,6 mg/kg, p=0,0065 za 4,8 mg/kg) (Marjanovic i sar., 2024).

ALP je bila znacajno smanjena kod pacova tretiranih dozama od 0,6, 1,2 i 2,4 mg/kg u
poredenju sa kontrolom (p<0,0001), dok je kod pacova koji su 5 dana dobijali 4,8 mg/kg bila
nesignifikantno niza. Nivoi y-GT bili su nesignifikantno visi od kontrolnog nalaza kod pacova
tretiranih dozama od 0,6 i 2,4 mg/kg, dok je znaCajno bio povec¢an samo kod pacova tretiranih
najviSom dozom ivermektina (4,8 mg/kg) (p<0,0001) (Marjanovi¢ i sar., 2024).

Koncentracija TP u serumu nije pokazala znacajne razlike izmedu kontrolnih i tretiranih grupa.
TG su znacajno povecani samo kod pacova tretiranih dozom od 4,8 mg/kg (p=0,0128), dok je nivo
kreatinina (CREA) bio znacajno smanjen kod pacova tretiranih dozom od 0,6 mg/kg (p=0,0232).
Nivoi uree (UREA) nisu pokazali znac¢ajne razlike izmedu kontrolne 1 tretiranih grupa (Marjanovic 1
sar., 2024).
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Tabela 7. Srednje vrednosti (= SE) pracenih biohemijskih parametara kod pacova nakon

primene ivermektina.

Ivermektin Ivermektin Ivermektin Ivermektin
Parametar Jedinica  Kontrola (n=6) 0,6 mg/kg 1,2 mg/kg 2,4 mg/kg 4,8 mg/kg
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
94,26+3,55**** 90,86+3,75****  97,90+5,81**** 93,45+5,84****
ALT Ui 57,633,25 (p=0,0001) (p=0,0002) (p=0,0001) (p=0,0001)
143,36+20,32* 126,08+12,87+* 120,06+7,06* 115,93+8,29++
AST ui (p=0,0284) (p=0,0084) (p=0,0116) (p=0,0065) 165,11424,28
11,0543,18*****++ 19 3147 22%****+ 19 60+3,19******
ALP u/l 83,93+9,47 (p<0,0001) (p<0,0001) (p<0,0001) 64,33+11,95
(p=0,0005) (p=0,0034) (p=0,0036)
1,68+0,20**** 1,36+0,30**** 2,06+0,17+* 5,20+1,68****
T-GT il 1,38+0,13 (p<0,0001) (p<0,0001) (p=0,0015) (p<0,0001)
TP g/l 58,03+1,28 64,10+1,75 63,31+1,51 60,90+2,04 61,90+2,11
TG mmol/l  0,40+0,04 0,50+0,06 0,5620,09 0,5540,05 0,8920,17*
(p=0,0128)
CREA umol/l  23,36+1,49 byl 23,10+0,67 22,35+1,32 27,60+0,64
UREA mmol/l  7,00+0,34 7,38+1,81 8,29+0,53 8,24+0,34 7,29+0,68

*-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolni nalaz; *-statisti¢i znacajna razlika u odnosu na ivermektin 4,8 mg/kg

Ivermektin se intenzivno metabolise putem enzima citohroma P-450 (P-450, CYP) kako in vivo,
tako 1 in vitro (Rendic, 2021). Nasi rezultati pokazuju da se koncentracija CYP-a proporcionalno
povecavala sa rastom doze ivermektina (0,6; 1,2; 2,4 1 4,8 mg/kg), pri ¢emu su statisti¢ki znacajni
porasti uoceni kod doza od 1,2 mg/kg (p=0,0066) i 2,4 mg/kg (p=0,0054) u odnosu na kontrolnu
grupu (Slika 9).
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Slika 9. Koncentracija citohroma P-450 u plazmi pacova nakon 5 dana tretmana rastu¢im

dozama ivermektina.
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Koncentracije CYP-a su se kretale od 6,05+0,16 ng/ml u kontrolnoj grupi do 7,36+0,57 ng/ml,
8,114+0,43 ng/ml i 8,15+0,30 ng/ml za pacove tretirane dozama od 0,6 mg/kg, 1,2 mg/kg odnosno 2,4
mg/kg. Suprotno tome, kod pacova koji su dobijali najvisu dozu (4,8 mg/kg), koncentracija CYP-a
(6,26+0,23 ng/ml) bila je priblizna kontrolnoj vrednosti (Tabela 8).

Tabela 8. Srednje vrednosti (+ SE) koncentracije citohroma P-450 kod pacova nakon primene
rastu¢ih doza ivermektina.

Parametar Kontrola lvermektin lvermektin lvermektin lvermektin
(ng/ml) (n=6) 0,6 mg/kg 1,2 mg/kg 2,4 mg/kg 4,8 mg/kg
9 - (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

8,11+0,43** 8,15+0,30**

Citohrom P450 6,05+0,16 7,36+0,57 6,26+0,23

(p= 0,0066) (p=0,0054)

*-statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolni nalaz

5.1.4. Tec¢na hromatografija sa tandem masenom spektrometrijom (LC-MS/MS) za ispitivanje
koncentracije ivermektina u serumu i mozdanom tkivu pacova

U ovoj fazi istrazivanja analizirana je koncentracija ivermektina u plazmi 1 mozdanom tkivu
pacova nakon 5-dnevnog tretmana razli¢itim oralnim dozama ivermektina. Kori§¢ene doze tokom
COVID-19 pandemije (0,6, 1,2, 2,4 1 4,8 mg/kg) znacajno premasuju preporucene antiparazitske doze
ivermektina kod ljudi (3, 6, 12 1 24 puta veée). Koncentracija ivermektina u plazmi i mozdanom tkivu
proporcionalna je primenjenoj dozi leka (Tabela 9). Linearna regresiona analiza pokazuje da je
povecanje koncentracija ivermektina u plazmi i mozdanom tkivu zavisno od primenjene doze
(Y=156,0X-434,6, r=0,8338 i Y=32,42*X-93,46, r=0,7359) (Slika 10).
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Slika 10. Linearna regresiona analiza zavisnosti koncentracije ivermektina u plazmi i
mozdanom tkivu pacova od primenjenih doza.

Svako dvostruko povecanje doze ivermektina (od 0,6 do 1,2 i od 1,2 do 2,4 mg/kg) dovelo je
do gotovo dvostrukog povecanja koncentracija leka u plazmi 1 mozgu. Medutim, nakon primene doze
od 4,8 mg/kg, koncentracija leka u plazmi bila je 2,5 puta veca, dok je u nivo u mozgu bio gotovo 5
puta visi u poredenju sa pacovima koji su primali duplo manju dozu (2,4 mg/kg) (Tabela 9). Ovi
rezultati ukazuju na slozen farmakokineticki profil ivermektina posle oralne primene visokih doza.
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Tabela 9. Srednje vrednosti (£SE) koncentracije ivermektina u plazmi i mozdanom tkivu

pacova.
Parametar Ivermektin Ivermektin lvermektin lvermektin
0,6 mg/kg 1,2 mg/kg 2,4 mg/kg 4,8 mg/kg
Koncentracija
: : - 18,217+2,317** 32,717+4,671** 61,167+11,745*
ivermektina u plazmi (p=0,0018) (0=0,0046) (9=0,0290) 165,317+46,450
(Hg/L)
Koncentracija
: : 1,467+0,312*++ 3,78340,930* 6,667+0,932*
|(\L/1egr/rll19e)ktma U mozgu (p=0,0148, p=0,0076) (p=0,0149) (p=0,0193) 33,03346,313

*-Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na ivermektin 4,8 mg/kg;*- Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na ivermektin 2,4 mg/kg.

5.1.5. Oksidativni stres

Oksidativni stres nastaje usled dva klju¢na faktora: povecane proizvodnje reaktivnih vrsta
kiseonika (ROS) i insuficijencije adekvatnih enzimskih i neenzimskih antioksidanata. Ova
neravnoteza moze imati znacajne posledice po zdravlje organizma, doprinoseci razvoju razlicitih
patoloskih stanja (Niedowicz i Daleke, 2005). Tabela 10 prikazuje srednje vrednosti (+SE) klju¢nih
parametara oksidativnog stresa merenih u plazmi pacova, klasifikovanih prema rastu¢im dozama
ivermektina i kontrolnoj grupi.

Tabela 10. Srednje vrednosti (£SE) pracenih parametara oksidativnog stresa u plazmi pacova.

Parametri  Jedinica Kontrola Ivermektin Ivermektin Ivermektin Ilvermektin
(n=6) 0,6 mg/kg (n=6) 1,2 mg/kg (n=6) 2,4 mg/kg (n=6) 4,8 mg/kg (n=6)
MDA uM/gHb  0,771#0,035  1,015%0,078 ooy T e 084820089
GSH WMgHb 321720146 EIONLTT AT e o
e N0 ows Lompe oot Leamst densoor
TOS mM 256740,058  3,163+0,205 sle7x0103 O80T e
o ISP oans BN abions  awmaser s

*-Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

5.1.5.1. Malondialdehid (MDA)

MDA se cesto koristi kao biomarker lipidne peroksidacije, §to je proces u kojem slobodni
radikali oSte¢uju membrane Celija. U prvoj fazi ispitivanja, kontrolna grupa je pokazala nivo MDA
od 0,771+0,035 uM/gHb. Tretman ivermektinom rezultirao je pove¢anjem nivoa MDA, pri ¢emu je
signifikantno povecanje zabeleZeno posle doza od 1,2 mg/kg i 2,4 mg/kg (1,140 +0,094 uM/gHb*
p=0,02111,107+0,077 uM/gHb** p=0,0092). Ovo ukazuje na pojacan oksidativni stres kao posledicu
primene ivermektina u visokom dozama. Sa druge strane, kod pacova koji su tretirani dozom od 4,8
mg/kg, vrednost MDA je bila samo malo pove¢ana u odnosu na kontrolu, 0,848+0,089 pM/gHb.
Ovakva reakcija moze ukazati na izraZzene toksi¢ne efekte ovako visoke doze ivermektina.

5.1.5.2. Glutation (GSH)

GSH je kljuc¢ni antioksidant koji $titi ¢elije od oksidativnog oSte¢enja. Smanjenje nivoa GSH u
tretiranim grupama ukazuje na potencijalnu iscrpljenost antioksidativnih resursa. U kontrolnoj grupi,
nivo GSH iznosio je 3,217+0,146 pM/gHb, dok su vrednosti u grupama sa ivermektinom varirale:
2,365+0,117 uM/gHb* (p=0,0114) za 0.6 mg/kg, 2,137+0,144 uM/gHb** (p=0,0011) za 1,2 mg/kg;
2,170+0,281 uM/gHb** (p=0,0015) za 2,4 mg/kg 1 2,337+0,081 uM/gHb** (p=0,0086) za 4,8 mg/kg
ivermektina. Ova smanjenja sugeriSu da primena ivermektina dovodi do smanjenja antioksidativnog
kapaciteta organizma, §to moZe povecati osetljivost ¢elija na oksidativno oStecenje.
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5.1.5.3. Ukupni antioksidativni status (TAS)

TAS je mera ukupne sposobnosti organizma da neutralizuje slobodne radikale. Vrednosti TAS
u grupama sa ivermektinom su znacajno smanjene: 1,453+0,048 pmol H202 Equiv/L* (p=0,0206)
kod 0.6 mg/kg; 1,438+0,027 pmol H20: Equiv/L** (p=0,0012) kod 1,2 mg/kg, 1,488+0,025 pmol
H-0: Equiv/L** (p=0,0022) kod 2,4 mg/kg i 1,488+0,033 pmol H202 Equiv/L** (p=0,0086) kod 4,8
mg/kg. Kontrolna grupa je imala visi TAS (1,698+0,005 pmol H.O: Equiv/L), §to sugeriSe smanjen
kapacitet organizma tretiranih pacova da neutralizuje oksidativne procese.

5.1.5.4. Ukupni oksidativni status (TOS)

TOS je meren kao pokazatelj ukupne oksidativne Stete u organizmu. Kontrolna grupa je imala
vrednost od 2,567 + 0,058 mM, dok je u grupama tretiranim ivermektinom vrednost TOS pokazala
povecanje, ali signifikantno samo posle doza od 2,4 1 4,8 mg/kg ivermektina (3,145+0,075 mM
p=0,0057 i 2,992+0,080 mM p=0,0438). Ove promene su u skladu sa dobijenim podacima o
povecanju MDA i smanjenju GSH, $to sugeriSe da ivermektin primenjivan u visokim dozama i duZi
vremenski period moze doprineti oksidativnom ostec¢enju tkiva.

5.1.5.5. Indeks oksidativnog stresa (OSI)

OSI je pokazatelj ravnoteze izmedu oksidansa i antioksidanata u organizmu. U kontrolnoj grupi,
OSI je iznosio 1,512 + 0,035, dok su vrednosti u grupama sa ivermektinom bile znacajno povisene:
2,180 £ 0,131* (p=0,0241) za 0,6 mg/kg, 2,203 = 0,135* (p=0,0204) za 1,2 mg/kg, 2,117 £ 0,046***
(p=0,0005) za 2,4 mg/kg i 2,015 + 0,059* (p=0,0035) za 4,8 mg/kg. Ovi rezultati naglasavaju
znacajno povecanje oksidativnog stresa, kao posledice primene ivermektina.

5.1.6. Makroskopski i histopatoloski nalaz

U okviru makroskopske analize, patoloske promene u unutrasnjim organima pacova tretiranih
visokim dozama ivermektina nisu prime¢ene. Medutim, histopatoloske promene su evidentirane kod
vecine tretiranih pacova.

Fokalna mononuklearna infiltracija tkiva jetre uocena je kod svih tretiranith grupa, dok su
intraceularni edem i vakuolarna degeneracija hepatocita (Slika 11a) bili u€estaliji kod pacova koji su
primili dve najviSe doze ivermektina: 2,4 i 4,8 mg/kg. Kod pacova koji su primili 4,8 mg/kg
ivermektina, detektovana je fokalna nekroza hepatocita. Takode, dilatacija tubula, intraceularni edem
1 krvarenje u intersticijumu su primeceni u bubrezima svih tretiranih pacova. Glomerularna skleroza
zabeleZena je kod pacova koji su primali ivermektin u dozama od 1,2; 2.4 i 4,8 mg/kg (Slika 11b).
Promene u tkivu mozga su zabeleZene isklju¢ivo kod pacova koji su primili najviSu dozu ivermektina
(4,8 mg/kg), a ukljucivale su fokalno i perivaskularno krvarenje (Slika 11c). Histopatoloske promene
u tkivu testisa detektovane su samo kod pacova tretiranih najviSom dozom ivermektina, obuhvatajuci
degeneraciju germinativnog epitela semenih kanalica 1 epitela epididimisa (Slika 11d), uz evidentno
smanjenje 1 odsustvo spermatogeneze.
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c) d)

R T
Slika 11. a) Intraceularni edem i vakuolarna degeneracija hepatocita; b) Glomerularna skleroza

u bubrezima pacova; ¢) Fokalno i perivaskularno krvarenje u mozgu pacova; d) Degeneracija epitela
semeni kanali¢i testisa.

5.2. Druga faza

5.2.1. Klinicki pregled i telesna masa

Druga faza ispitivanja organizovana je u isto vreme sa prvom fazom. Medutim, u drugoj fazi
ispitivanja Cetiri eksperimentalne grupe muZzjaka pacova (n=6) tretirane su terapijskim dozama
azitromicina 1 klaritromicina (inhibitorima P-gp), verapamila i diltiazema (inhibitorima enzima
citohrom P450), tokom 10 dana. Cilj ispitivanja je bio da se utvrdi da li ovi lekovi u terapijskim
dozama izazivaju promene u organizmu tretiranih pacova. Dobijene vrednosti pra¢enih parametara
(kao 11z prve faze) uporedivane su sa kontrolnim nalazom iz prve faze. Telesna masa pacova merena
je svakodnevno, a prosecne vrednosti na poc€etku i kraju ispitivanja prikazane su u tabeli 11.

Tabela 11. Srednje vrednosti (£ SE) telesne mase pacova pre i posle aplikacije verapamila,
diltiazema, azitromicina i klaritromicina (10 dana).

Parametar Jedinica Verapamil Diltiazem Azitromicin Klaritromicin
1 mg/kg (n=6) 2,5 mg/kg (n=6) 3,6 mg/kg (n=6) 7 mg/kg (n=6)
Telesna g 145,0045,62 168,33+4,01 155,00+7,63 160,003,65
masa pre
Telesna g 190,00+4,28 223,33+3 57 200,8348,10 205,83+3,96
masa posle

Terapijski protokol i doziranje lekova sprovedeni su u skladu s preporukama, uz kontinuirano
pracenje klinickog statusa Zivotinja radi identifikacije mogucih znakova toksi¢nosti ili zdravstvenih
poremecaja. Tokom trajanja druge faze, kod pacova tretiranih lekovima nisu primeceni klinicki
simptomi koji bi ukazali na naruSen zdravstveni status. Svi pacovi su konzumirali hranu i vodu u
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uobicajenim koli¢inama, a ponasanje je ostalo u granicama fizioloskih normi, bez uocenih znacajnih
razlika u odnosu na kontrolni nalaz. Ovo potvrduje odsustvo vidljivih toksi¢nih efekata lekova u
primenjenim dozama.

5.2.2. Procena koordinacije i ravnoteze

U okviru procene motoric¢ke koordinacije i ravnoteze koris¢en je rota-rod test, pri cemu nijedan
pacov, kao i u kontrolnoj grupi, nije pao sa rotirajuée Sipke tokom ispitivanja. Kod svih testiranih
jedinki nije zabelezen nijedan znak depresije CNS-a, refleks ispravljanja bio je potpuno o¢uvan, hod
na ravnoj statickoj povrsini nakon testa povlacenja repa ostao je stabilan, a odgovori na spoljasnje
stimuluse, ukljuc¢ujuc¢i reakcije na priblizavanje 1 dodir, bili su u potpunosti adekvatni. Ovi nalazi
potvrduju odsustvo poremecaja u motorickim i neuroloskim funkcijama kod tretiranih jedinki.

5.2.3. HematoloSke i biohemijske analize kod pacova tretiranih verapamilom, diltiazemom,
azitromicinom i klaritromicinom

5.2.3.1. Hematoloske analize

U analizi hematoloskih parametara kod pacova, nisu zabeleZene znacajnije promene. WBC u
grupama tretiranim verapamilom 1 diltiazemom bio je nesignifikantno poviSen, sa vrednostima od
8,86+0,79 i 8,05+0,93x10"9/1, u poredenju sa kontrolnom grupom (6,08+1,10x10"9/1). Nasuprot
tome, u grupi tretiranoj azitromicinom, zabelezen je nesignifikantni pad WBC na 5,12+0,61x10"9/1,
dok klaritromicin nije imao nikakav uticaj na ovaj parametar (6,15+0,90x10"9/1). U pogledu RBC,
verapamil i diltiazem su takode pokazali vrlo blago nesignifikantno povisenje, pri ¢emu je diltiazem
postigao najviSu vrednost (7,38+0,76x10712/1), dok je azitromicin poveéao RBC na
7,07+0,16x10"12/1, a klaritromicin na 6,87+£0,06x1079/1). Nijedna promena nije bila signifikantna.

Tabela 12. Srednje vrednosti (= SE) pra¢enih hematoloskih parametara kod pacova nakon
primene verapamila, diltiazem, azitromicina i klaritromicina.

Parametar  Jedinica Kontrola Verapamil Diltiazem Azitromicin Klaritromicin
(n=6) 1 mg/kg (n=6)  2,5mg/kg (n=6) 3,6 mg/kg (N=6) 7 mg/kg (n=6)
WBC 1079/1 6,08+1,10 8,86+0,79 8,05+0,93 5,12+0,61 6,15+0,90
RBC 10nM21 6,57+0,11 7,20+0,17 7,38+0,76 7,07+0,16 6,87+0,06
HGB g/l 127,50+2,43 133,50+2,17 137,50+1,62 130,33+2,07 131,83+1,44
HCT % 38,55+0,83 37,61+0,69 38,61+0,53 36,98+0,68 37,58+0,27
o1 e SROTT SGAITT s
MCH py  19,45:0,07 ;25238'724* 18,710,30 ;i’égﬁggm 19,180,12
woHe a1 s SR ST s i

*- statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu.

Svi tretmani su rezultirali blagim poviSenjem koncentracije HGB, gde je diltiazem izazvao
najveci porast (137,50+1,62 g/l), a klaritromicin najmanju promenu (131,83+ 1,44 g/1) u poredenju
sa kontrolom (127,5042,43 g/1). HCT nije pokazao zna€ajne promene kod tretiranih grupa, a najniza
vrednost zabelezena je kod azitromicina (36,98+0,68 %), dok su ostale grupe bile blizu kontrolne
vrednosti (38,55+0,83 %).

Statisticki znacajno smanjenje MCV primeceno je kod svih tretiranih grupa (verapamil:
52,28+0,57 fl, diltiazem: 52,48+0,71 fl, azitromicin: 52,25+0,45 fl, klaritromicin: 54,98+0,32 fl) u
poredenju sa kontrolnom vrednosc¢u (58,66 + 0,33 f1).
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Smanjenje MCH bilo je statisticki znac¢ajno kod verapamila (18,55 + 0,24 pg; *p = 0,0307) i
azitromicina (18,43 + 0,20 pg; *p = 0,0109), dok diltiazem 1 klaritromicin nisu izazvali signifikantne
promene. Svi tretmani su pokazali znacajno povecanje MCHC u poredenju sa kontrolom
(331,00+1,43), pri ¢emu su verapamil (355,00+£2,92), diltiazem (354,50+1,68), azitromicin
(352,83+1,75) 1 klaritromicin (349,16+1,19) imali visoku statisticku znacajnost (****p < 0,0001)
(Tabela 12). Medutim, isticemo da su sve pra¢ene vrednosti, osim vrednosti MCHC (koje su blago
povisene) bile u granicama fizioloskih, za ovaj soj i starost pacova (Patel i sar., 2024).

5.2.3.2. Biohemijske analize

Rezultati biohemijskih analiza prikazani su u tabeli 13. Srednja vrednost ALT je bila neznatno
smanjena kod svih tretiranih pacova ali ne i do nivoa statisticke znacajnosti. AST je u kontrolnoj grupi
iznosila 143,36+20,32 U/l. Tretman verapamilom i diltiazemom doveo je do izvesnog smanjenja
vrednosti AST-a (115,83+5,50 U/l 1 115,20+7,08 U/1), dok je azitromicin izazvao nesignifikantno
povisenje (171,31+£43,84 U/1). Sve ove vrednost bile su u granicama fizioloskih (Patel i sar., 2024).

Tabela 13. Srednje vrednosti (+SE) prac¢enih biohemijskih parametara kod pacova nakon
primene verapamila, diltiazem, azitromicina i klaritromicina.

Parametar Jedinica Kontrola Verapamil Diltiazem Azitromicin Klaritromicin
(n=6) 1 mg/kg (n=6) 2,5 mg/kg (n=6) 3,6 mg/kg (n=6) 7 mg/kg (n=6)
ALT U/l 57,63+3,25 51,28+2,83 54,50+3,38 54,51+2,05 48,30+2,05
AST U/l 143,36+20,32 115,83+5,50 115,20+7,08 171,31+43,84 146,80+40,46
5,91+1,37" 5,83+1,66"" 7,011,327 6,88+1,68™""
ALP uil 83,93£9.47 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
0,53+0,21™
y-GT U/l 1,38+0,13 0,70£0,03 0,76x0,05 0=0,0094 0,76x0,07
TP g/l 58,03+1,28 61,60+2,46 64,08+0,50 62,15+1,39 61,88+1,29
0,94+0,04™ 1,03+0,09™" 1,06+0,12""" 0,99+0,07*""
TG mmol/l - 0,400,04 p=0,0009 p=0,0001 p<0,0001 p=0,0003
14,20+0,44™" 15,85+0,70™" 14,80+0,83™"" 16,45+1,37™
CREA umol/l - 23,36+1,49 p<0,0001 p=0,0001 p<0,0001 p=0,0004
14,19+1,06™" 14,74+0,30™""
UREA mmol/l 7,00+0,34 p<0,0001 0<0,0001 8,46+0,27 7,36+0,23

*- statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu.

Vece smanjenje vrednosti ALP je zabeleZeno u svim tretiranim grupama, pri ¢emu su vrednosti
za verapamil (5,91+ 1,37U/1, p<0,0001), diltiazem (5,83+1,66 U/1, p<0,0001), azitromicin (7,01£1,32
U/1, p<0,0001) 1 klaritromicin (6,88+1,68 U/l, p<0,0001) bile statisti¢ki znac¢ajno nize u poredenju sa
kontrolnom grupom (83,93+9,47 U/I).

Kontrolna grupa je imala vrednost y-GT od 1,38+0,13 U/, dok je smanjenje nivoa zabelezeno
kod svih tretiranih grupa, sa najniZom i jedino signifikantno smanjenom vredno$¢u kod pacova
tretiranih azitromicinom (0,53+0,21 U/L, p = 0,0094), ipak su sve vrednosti i dalje bile u granicama
normalih za ova soj, pol i uzrast pacova (Loeb 1 Quimby, 1999).

Prose¢ne vrednosti totalnih proteina se nisu razlikovale medusobno i u odnosu na kontrolni
nalaz. Kretale od 58,03+1,28 g/l u kontrolnoj grupi do 64,08+0,50 g/l kod pacova tretiranih
diltiazemom, $to je u okviru fizioloSkih vrednosti (Patel 1 sar., 2024)

Vrednosti triglicerida u kontrolnoj grupi iznosile su 0,40+0,04 mmol/l, dok su grupe tretirane
lekovima pokazale znacajno povecanje (verapamil: 0,94+0,04 mmol/l, diltiazem: 1,03+0,09 mmol/l,
azitromicin: 1,06£0,12 mmol/l, klaritromicin: 0,99+0,07 mmol/l; svi sa p < 0,0001).

Srednja vrednost kreatinina kod kontrolne grupe bila je 23,36+1,49 umol/l, 1 u odnosu na ovaj
nalaz, tretirane grupe su pokazale znacajno smanjenje (verapamil: 14,20+0,44 pmol/l, diltiazem:
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15,85+0,70 pumol/l, azitromicin: 14,80+0,83 umol/l, klaritromicin: 16,45+1,37 umol/l; svi sa p <
0,0001 ili p = 0,0001).

Prosecne vrednosti uree su se kretale od 7,00+0,34 mmol/l u kontrolnoj grupi do znacajno
poviSenih u grupama tretiranim verapamilom i diltiazemom (14,19+1,06 mmol/l 1 14,7440,30
mmol/l, sa p <0,0001), dok su vrednosti kod pacova tretiranih azitromicinom i klaritromicinom bile
priblizne kontrolnom nalazu (Tabela 13).

Tretman verapamilom, diltiazemom, azitromicinom i klaritromicinom nije doveo do statistic¢ki
znacajne promene koncentracije enzima P-450 u plazmi pacova (Tabela 14). Vrednosti koncentacije
enzima su bile blago povecane kod svih tretiranih zivotinja, ali to povecanje je bilo daleko ispod
signifikantne razlike u odnosu na kontrolnu vrednost.

Tabela 14. Srednje vrednosti (= SE) koncentracija citohroma P-450 kod pacova nakon primene
verapamila, diltiazema, azitromicina i klaritromicina.

Parametar Kontrola Verapamil Diltiazem Azitromicin Klaritromicin
(ng/ml) (n=6) 1 mg/kg (n=6) 2,5 mg/kg (n=6) 3,6 mg/kg (n=6) 7 mg/kg (n=6)
Citohrom P-450 6,05+0,16 7,07£1,21 6,60+1,14 6,53+1,10 6,12+1,05

5.2.4. Te¢na hromatografija sa tandem masenom spektrometrijom za ispitivanje verapamila,
diltiazema, azitromicina i klaritromicina u plazmi i moZdanom tkivu pacova

Srednje koncentracije testiranih lekova u plazmi, posle desetodnevne primene prikazane su u
tabeli 15. Verapamil je dostigao srednju koncentraciju od 0,085+0,02 pg/L dok je diltiazem
detektovan u koncentraciji od 0,026+0,009 png/L. Koncentracija azitromicina je posle desetodnevnog
tretmana iznosila 13,988+1,75 ng/L, a klaritromicina 1,092+0,18 pg/L (Tabela 15).

Tabela 15. Srednje vrednosti (£ SE, n=6) koncentracije verapamila, diltiazema, azitromicina i
klaritromicina u plazmi i mozdanom tkivu pacova.

Parametar Verapamil Diltiazem Azitromicin Klaritromicin
1 mg/kg 2,5 mg/kg 3,6 mg/kg 7 mg/kg
:;c;?Sntracua lekova u plazmi 0.085:0,022 0.026:40,008 1398841750 09240 184
Koncentracija lekova u mozgu 0.645+0,109 0.54740.110 115.000416.579 5 52541003

(hg/kg)

Kada su u pitanju koncentracije lekova u mozdanom tkivu, verapamil je dostigao koncentraciju
od 0,645+0,10 pg/kg a diltiazem 0,547+0,110 ng/kg. Azitromicin je u mozgu postigao koncentraciju
od 115,090+16,579 pg/kg, a klaritromicin 5,5254+1,093 ng/kg (Tabela 15).

5.2.5. Oksidativni stres

U istrazivanju efekata verapamila, diltiazema, azitromicina i klaritromicina na parametre
oksidativnog stresa kod pacova, analizirani su klju¢ni pokazatelji oksidativnog i antioksidativnog
odgovora: MDA, GSH, TAS, TOS i OSI. Kod svih trteiranih grupa pacova pojavile su se razlike u
odnosu na kontrolni nalaz (Tabela 16).
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Tabela 16. Srednje vrednosti (= SE) prac¢enih parametara oksidativnog stresa kod pacova nakon

primene verapamila, diltiazema, azitromicina i klaritromicina.

Parametar Jedinica Kontrola Verapamil Diltiazem Azitromicin Klaritromicin
(n=6) 1mg/kg (n=6) 2,5 mg/kg (n=6) 3,6 mg/kg (n=6) 7 mg/kg (n=6)
MDA pmol/gHb  0,771+0,035  1,268+0,219 1’?:7Oi0‘144 1,138+0,163 1,03540,095
(p=0,0371)
GSH pmol/gHb  3,217+0,146  2,563+0,154 2,490%0,112 2,582+0,209 2,548+0,295
pmol H202 1,392+0.013™"  1,403+0,016™"  1,342+0,043""" 1,335+0,055™""
TAS Equiv/L 1698+0,005 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
3,388+0,088™""  3,258+0,077"" 3,277+0,029™"" 3,427+0,149™"
TOS mM 2,670,058 6 0001 P=0,0001 p<0,0001 p<0,0001
TOSITAC 2,44+0,08"" 2,342+0,072™  2,440%0,089""" 2,588+0,133™""
oSl odnos 1,512£0,035 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001

*- statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu.

5.2.5.1. Malondialdehid (MDA)

MDA, marker lipidne peroksidacije, je bio statisticki znac¢ajno poveéan u odnosu na kontrolnu
grupu (0,771£0,035 pumol/gHb) samo kod pacova tretiranih diltiazemom (1,370+0,144 umol/gHb, sa
statisticki znacajnom razlikom (p=0,0371). Kod ostalih lekova, verapamila (1,268+0,219 umol/gHb),
azitromicina (1,138+0,163 pmol/gHb) i klaritromicina (1,035+0,095 umol/gHb), primecéen je
izvestan porast MDA, ali bez dostizanja nivoa statisticke znacajnosti. Ovi rezultati sugeriSu da
diltiazem moze indukovati intenzivniju lipidnu peroksidaciju, §to moze povecati rizik od oksidativnih
ostecenja.

5.2.5.2. Glutation (GSH)

Kao klju¢ni antioksidativni agens, GSH je nesignifikantno smanjen u svim tretiranim grupama
U poredenju sa kontrolom (3,217+0,146 pmol/gHb). Smanjenje GSH bilo je najizraZenije kod
diltiazema (2,490+0,112 pmol/gHb), dok su 1 verapamil, azitromicin i klaritromicin pokazali slicne
rezultate sa blagim odstupanjima. Ovo smanjenje ukazuje na opterec¢enje antioksidativnog sistema u
tretiranim grupama i mogucu iscrpljenost glutationa kao odgovora na povecan oksidativni stres
izazvan lekom.

5.2.5.3. Ukupni antioksidativni status (TAS)

TAS je znacajno sniZen u svim tretiranim grupama u poredenju sa kontrolnom (1,698+0,005
umol H20: Equiv/L), sa najve¢im padom =zabelezenim u grupi tretiranoj klaritromicinom
(1,335+0,055 pmol H20: Equiv/L). Sve razlike su bile statisti¢ki znac¢ajne (p<0,0001). Smanjenje
TAS u tretiranim grupama sugeriSe naruSavanje antioksidativne zaStite, Cime se povecava
verovatnoc¢a ostec¢enja celijskih struktura pod dejstvom oksidativnog stresa.

5.2.5.4. Ukupni oksidativni status (TOS)

TOS je znacajno povecan u svim grupama tretiranim lekovima u poredenju sa kontrolom
(2,567+0,058 mM), sa najviSim vrednostima u grupi tretiranoj klaritromicinom (3,427+0,149 mM).
Statisticki znacajne razlike (p<0,0001) potvrduju indukciju oksidativnog stresa kao odgovora na
farmakoloske agense, pri ¢emu su svi ispitivani lekovi pokazali tendenciju ka povecanju TOS, Sto
moze biti povezano sa intenzivnijom produkcijom reaktivnih kiseonickih vrsta.
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5.2.5.5. Indeks oksidativnog stresa (OSI)

Odnos TOS 1 TAS, takode je pokazao znacajno povecanje u tretiranim grupama, pri ¢emu je
najvisa vrednost zabelezena kod pacova tretiranih klaritromicinom (2,588+0,133). Razlike su bile
statisticki znacajne (p<0,0001) za sve grupe u odnosu na kontrolu (1,512+0,035). Ovi rezultati
ukazuju na narusavanje ravnoteze izmedu oksidativnog i antioksidativnog statusa, $to dodatno
potvrduje prisustvo oksidativnog stresa kao odgovora na primenu lekova.

Ovi nalazi ukazuju na to da primena verapamila, diltiazema, azitromicina i klaritromicina moze
izazvati povecanje oksidativnog stresa, verovatno kroz iscrpljivanje antioksidativnih resursa kao $to
je glutation i smanjenje TAS, ¢ime se povecava lipidna peroksidacija i ukupni oksidativni pritisak.

5.2.6. Makroskopski i histopatoloski nalaz

Makroskopske promene na unutrasnjim organima nisu zapazene. Medutim, histopataoloski
pregled je pokazao u jetri pacova tretiranih verapamilom fokalnu infilraciju mononuklearnim
¢elijama kod 2/6 pacova, intracelularni edem hepatocita (1/6) i intracelularni edem i vakuolarnu
degeneraciju kod 2/6 zivotinja. Samo vakuolarna degeneracija je detektovana kod 3 od 6 pacova a
fokalna nekroza hepatocita kod 2 pacova. U bubrezima je bila prisutna skleroza glomerula kod veéine
zivotinja (5/6) dok je nesto rede uocena dilatacija tubula (2/6). Medutim, polovina tretiranih zivotinja
imala intracelularni edem a veéina krvavljenja u intersticijumu.

Kod vecine pacova tretiranih diltiazemom u jetri je otkrivena vakuolarna degeneracija (4/6) dok
su samo dva pacova imala i nekrozu hepatocita (Slika 12a). Sa druge strane, naj¢es$¢i nalaz u
bubrezima bio je intracelularni edem, a samo kod po jedne Zivotinje zapaZena je skleroza glomerula
i dilatacija tubula.

Kod 5/6 pacova tretiranih azitromicinom zapaZena je vakuolarna degeneracija hepatocita
(perifeija lobusa) a samo kod jednog i intracelularni edem. U bubrezima ja dominantan nalaz bio
skleroza glomerula (5/6) i intracelularni edem (3/6) dok je dilatacija tubula bila prisutna kod jednog
pacova.

U jetri 2 Zivotinje koje su dobijale klaritromicin naden je intracelularni edem a vakuolarna
degeneracija hepatocita na periferiji lobulusa kod 4 pacova. U bubrezima je uocena skleroza
glomerula (5/6) i fokalni intersticijalni nefritis (4/6) (Slika 12b). Samo kod jedne Zivotinje je uocen i
intracelularni edem.

U mozgu i testisima tretiranih pacova nisu zapazene histopatoloske promene.

Slika 12. a) Vakuolarna degeneracija i nekroza hepatocita kod pacova tretiranih diltiazemom;
b) Intersticijalni nefritis u bubregu pacova tretiranih Klaritromicinom.
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5.3. Treca faza

5.3.1. Klinicki pregled i telesna masa

Tokom petodnevnog tretmana azitromicinom, klaritromicinom, diltiazemom 1 verapamilom,
nakon ¢ega su ovi lekovi dodatno kombinovani sa ivermektinom u slede¢ih pet dana, pacovi su bili
pod stalnim nadzorom radi pracenja klini¢kih znakova moguéih zdravstvenih poremecéaja. Nije
primecen nijedan klinicki znak toksi¢nosti ni kod tretiranih ni kod kontrolne grupe, $§to ukazuje na
dobru podnosljivost ispitivanih terapijskih rezima i njihove kombinacije sa ivermektinom. Pacovi su
odrzavali stabilan unos hrane i vode, dok su parametri ponaSanja ostali u granicama o¢ekivanih normi,
bez znacajnih razlika u odnosu na kontrolnu grupu. Ovi rezultati sugeriSu odsustvo klinickih
manifestacija akutnih toksi¢nih efekata tokom desetodnevne primene lekova u terapijskim dozama,
Sto je u skladu sa prethodnim fazama istrazivanja.

Tabela 17. Srednje vrednosti (= SE) telesne mase pacova pre i posle aplikacije verapamila,
diltiazema, azitromicina i klaritromicina u kombinaciji sa ivermektinom (10 dana).

Parametar Jedinica Verapamil 1 mg/kg+  Diltiazem 2,5 mg/kg + Azitromicin 3,6 mg/kg Klaritromicin 7 mg/kg
Ivermektin 1,2 mg/kg Ivermektin 1,2 mg/kg + Ivermektin 1,2 mg/kg  + Ivermektin 1,2

(n=6) (n=6) (n=6) mg/kg (n=6)
Telesna
g 146,66+5,57 148,3315,42 1504258 153,3345,57
masa pre
Telesna g 193,33+6,00 194,16+6,88 196,16+4,54 199,45+7,26
masa posle

Telesna masa pacova merena je svakodnevno a prosecne vrednosti na pocetku i kraju ispitivanja
prikazane su u tabeli 17.

5.3.2. Procena koordinacije i ravnoteZe

Za procenu motoric¢ke koordinacije 1 ravnoteze primenjen je rota-rod test, u okviru kog nijedan
pacov tretiranih grupa nije pao sa rotirajuce Sipke, Sto ukazuje na ocuvanu motornu funkciju. Tokom
ispitivanja nije primecena depresija CNS-a, s obzirom na to da su svi pacovi imali ocuvan refleks
ispravljanja 1 sposobnost normalnog hoda na ravnoj, statinoj povrsini, posle sprovodenja testa
povlacenja repa. Osim toga, kod svih ispitivanih pacova zabeleZene su adekvatne reakcije na
spoljasnje stimuluse, ukljucujuc¢i odgovor na pribliZzavanje i taktilne nadraZaje. Ovi rezultati sugerisu
odsustvo neurotoksi¢nih efekata ispitivanih lekova u primenjenom desetodnevnom reZimu.

5.3.3. Hematoloske i biohemijske analize kod pacova tretiranih ivermektinom

5.3.3.1. Hematoloske analize

Hematoloski parametri pacova tretiranth kombinacijama ivermektina sa verapamilom,
diltiazemom, azitromicinom 1 klaritromicinom ukazuju na odredene promene u pojedinim
parametrima krvne slike. Analiza pojedinacnih parametara otkriva da vrednosti WBC nisu pokazale
statistiCki znacajne razlike izmedu razli¢itih tretmana, sa vrednostima u rasponu od 5,82 do
7,24x10"9/1. Kod parametra RBC, =zabelezeno je blago povecanje u grupama tretiranim
kombinacijama, pri ¢emu je najviSa vrednost (8,08x10"12/1) zabelezena kod kombinacije
klaritromicina i ivermektina. Sli¢no tome, koncentracije HGB 1 HCT bile su neSto vise kod
kombinovanih tretmana, sa najvi§im vrednostima u grupama sa verapamilom 1 klaritromicinom ali
bez statistiCke znacajnosti (Tabela 18). Sve pradene vrednosti bile su u granicama fizioloskih
vrednosti (Patel i sar., 2024).

MCYV je pokazao statisticki znaCajno smanjenje u svim grupama tretiranih kombinacijom u
odnosu na kontrolnu grupu tretiranu samo ivermektinom (p<0,005), pri ¢emu je najniza vrednost
zabelezena kod kombinacije klaritromicina i ivermektina (49,83 f1). Ovaj pad MCYV, je bio nesto ispod
fizioloSkih vrednosti (51,84-63,96 fl) (Patel i sar., 2024) i ukazuje na moguée promene u veli¢ini
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eritrocita, verovatno zbog kombinovanog uticaja lekova na eritropoezu ili osmotsku stabilnost ¢elija.
Kod MCH, nisu uo¢ene znacajne razlike izmedu grupa, sa stabilnim vrednostima od 17,86 do 18,20
pg u okviru fizioloskih vrednosti (Patel i sar., 2024).

Sa druge strane, MCHC pokazuje znacajno povecanje u svim grupama tretiranim
kombinacijom u odnosu na kontrolu sa ivermektinom (p<0,0001), sa najviSom vrednoS¢u u grupi
tretiranoj kombinacijom klaritromicin/ivermektin (358,50 g/1). Ovo pove¢anje MCHC prevazilazi
fizioloske vrednosti (297,6-340,0 g/l) i sugeriSe potencijalne promene u strukturi ili propustljivosti
eritrocitne membrane pod uticajem kombinovanih tretmana. Rezultati prikazani u tabeli 18 ukazuju
na specificne hematoloske promene, narocito izrazene u hematoloskim indeksima, MCV 1 MCHC,
koje bi mogle imati implikacije na osmoregulaciju i oksigenacioni kapacitet krvi kod pacova tretiranih
ovim kombinacijama lekova.

Tabela 18. Srednje vrednosti (= SE) pra¢enih hematoloskih parametara kod pacova nakon
primene verapamila, diltiazem, azitromicina i klaritromicin u kombinaciji sa ivermektinom.

Ivermektin Verapamil Diltiazem Azitromicin Klaritromicin
Parametar Jedinica 1,2 mg/kg 1,0 mg/kg_ - 2,5 mg/kg N 3,6 mg/kg * 7.0 mg/kg_ *
(n=6) Ivermektin Ivermektin lvermektin Ivermektin
- 1,2 mg/kg (n=6)  1,2mg/kg (n=6) 1,2 mg/kg (n=6) 1,2 mg/kg (n=6)
WBC 10M9/1 6,5711,24 6,78+0,42 6,64+0,83 5,82+0,54 7,24+0,56
RBC 10712/ 7,0240,65 7,96+0,12 7,60+0,23 7,61+0,06 8,08+0,13
HGB g/l 126,66+11,92 144,0043,13 138,33+4,24 136,50+1,38 144,33+1,52
HCT % 37,23£3,29 40,35+0,83 38,66+1,22 38,53+0,47 40,28+0,43
50,68+0,40™ 50,80+0,50™ 50,65+0,29™ 49,83+0,56™"
MCV fl 5323x0,37 p=0,0031 0=0,0049 0=0,0027 p<0,0001
MCH pg 18,06+0,11 18,10+0,18 18,20+0,14 17,95+0,09 17,86x0,24
357,33+1,68™"  357,83+1,81""" 354,16+2,00™" 358,50+1,52"""
MCHC ol 33161311 40001 p<0,0001 p=0,0003 p<0,0001

*- statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na grupu ivermektin 1,2 mg/kg.

5.3.3.2. Biohemijske analize

U analizi biohemijskih parametara pacova tretiranth kombinacijama ivermektina sa
verapamilom, diltiazemom, azitromicinom i klaritromicinom identifikovane su promene koje ukazuju
na potencijalne interakcije ovih lekova u funkcijama jetre 1 bubrega (Tabela 19). Prose¢ne vrednosti
ALT bile su nesto niZe od vrednosti koja je zabeleZena kod pacova tretitanih samo ivermektinom, ali
su 1 dalje bile signifikantno viSe kod kombinacija verapamil/ivermektin, azitromicin/ivermektin 1
klaritromicin/ivermektin u odnosu na nalaz kod netretiranih kontrolnih pacova prikazano u tabeli 13
(p=0,0268; p=0,0351 1 p=0,0399). Sa druge strane, vrednost AST je bila visa kod pacova svih grupa
tretiranih kombinacijom u odnosu na nalaz kod pacova koji su samo dobijali ivermektin, ali bez
statisticke znacajnosti. Ova promena kao posledica kombinovanog davanja ivermektina i izabranih
lekova nije dostigla vrednost zabeleZenu kod netretirane kontrole i bila je i dalje nesignifikantno niZa.

Interesantan je nalaz ALP gde je uocCeno signifikantno smanjenje u svim grupama koje su
dobijale kombinaciju lekova u poredenju sa kontrolnom grupom tretiranom samo ivermektinom.
Najnize vrednosti zabelezene su kod verapamila (0,73 U/l; p=0,0037) 1 diltiazema (0,68 U/I;
p=0,0036). Sa druge strane, vrednosti ALP su bile visoko signifikantno nize (p<0,0001) i u odnosu
na netretiranu kontrolu (83,93+9,47 U/1). Aktivnost y-GT, drugog znacajnog markera jetrene funkcije,
pokazuje statisticki znac¢ajno smanjenje iskljuc¢ivo kod kombincije ivermektin/verapamil (0,63 U/I;
p=0,0387), dok su ostale kombinacije zadrzale nivo slican kontrolnoj grupi tretiranoj samo
ivermektinom. Ovaj nalaz moze sugerisati specifi¢nu interakciju verapamila sa ivermektinom, sa
potencijalnim efektom na jetreni metabolizam. Ujedno, nivo y-GT zabeleZen posle davanja

Doktorska disertacija 45 Viadimir Z. Marjanovié



Rezultati

kombinacije ivermektin/verapamil, bio je signifikantno nizi i u odnosu na nalaz kod netretirane
kontrole (p=0,0029).

Koncentracija TP i TG, uz manje varijacije se nije razlikovala medu tretiranim grupama i grupi
koja je dobijala samo ivermektin. Koncentracija triglicerida u grupi tretiranoj
ivermektin/azitromicinom (0,72 mmol/l) ispoljila je nesignifikantno povecanje u odnosu na grupu
tretiranu ivermektinom i kontrolnu netretiranu grupu, Sto moze ukazati na specifican efekt
azitromicina u metabolizmu lipida. Kod parametara bubrezne funkcije, vrednosti kreatinina i pored
blagog povecanja nisu pokazale statisticki znacajne razlike izmedu tretiranih grupa, dok su vrednosti
uree ispoljile trend smanjenja u grupama sa verapamilom (5,88 mmol/l) i klaritromicinom (5,81
mmol/l).

Rezultati prikazani u tabeli 19 pruzaju znacajan uvid u biohemijske posledice primene
ivermektina u kombinaciji sa verapamilom, diltiazemom, azitromicinom i klaritromicinom, posebno
ukazujuci na smanjenje aktivnosti ALP iy -GT kod kombinacija sa verapamilom 1 diltiazemom.

Nakon primene razliitih terapijskih rezima, ukljucujuéi verapamil, diltiazem, azitromicin,
klaritromicin i njihove kombinacije sa ivermektinom (1,2 mg/kg), koncentracije citohroma P-450 u
plazmi pacova pokazale su nesignifikantne razlike medu grupama. Kontrolna grupa, koja nije primala
lekove, imala je najnizu koncentraciju citohroma P-450 (6,05+0,16 ng/ml), dok je grupa tretirana
isklju¢ivo ivermektinom pokazala statisticki znacajan porast na 8,11+0,43 ng/ml (p=0,0214), Sto
ukazuje na indukcioni efekat ivermektina. Srednje vrednosti (+ SE) koncentracija citohroma P-450
za sve tretirane grupe prikazane su u tabeli 20, pruzajuéi uvid u efekte specificnih kombinacija lekova
sa ivermektinom.

Tabela 19. Srednje vrednosti (= SE) pra¢enih biohemijskih parametara kod pacova nakon
primene verapamila, diltiazem, azitromicina i klaritromicin u kombinaciji sa ivermektinom.

Ivermektin Verapamil Diltiazem Azitromicin Klaritromicin
Parametar Jedinica 1,2 mg/kg |1,0 mg/l;g_ * |2‘5 mg/II:g_ * |3’6 mg/l;g_ * |7*0 mg/ll:g_ *
(n=6) vermektin vermektin vermektin vermektin
1,2 mg/kg (n=6) 1,2 mg/kg (n=6) 1,2 mg/kg (n=6) 1,2 mg/kg (n=6)
ALT ui 90,86+3,75 81,70+7,09 76,55+6,24 80,81+0,52 80,38+6,32
AST u/l 120,06+7,06 126,31+4,94 132,95+9,59 121,31+8,15 124,11+7,44
ALP u/l 19,43+7,15 0,73+0,27* 0,68+0,29™ 3,05+1,00" 3,55+1,00"
p=0,0037 p=0,0036 p=0,0125 p=0,0161
v-GT U/l 1,36+0,30 0,63%0,12" 1,35+0,12 0,93+0,14 1,13+0,13
p=0,0387
TP g/l 63,31+1,51 62,41+0,91 60,61+1,37 62,05+0,54 63,36+0,86
TG mmol/l  0,56+0,09 0,51+0,02 0,47+0,03 0,72+0,15 0,53+0,05
CREA pmol/l 23,10+0,67 26,20+0,77 24,18+1,70 25,26+0,78 27,41+1,05
UREA mmol/I 8,29+0,53 5,88+0,34 7,15+0,49 6,70+£0,41 5,81+1,24

*- statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu ivermektin 1,2 mg/kg.

Kombinacije ivermektina sa verapamilom 1 diltiazemom, inhibitorima citohroma P-450, nisu
znacajno promenile koncentraciju enzima u odnosu na primenu iskljucivo ivermektina, ali su
vrednosti viSe od kontrolnih. Kombinacija ivermektina sa verapamilom rezultirala je koncentracijom
od 6,57+1,17 ng/ml, dok je kod kombinacije sa diltiazemom zabelezeno 6,83+1,17 ng/ml.
Kombinacija ivermektina sa azitromicinom i klaritromicinom rezultirala je povecanjem koncentracija
citohroma P-450. Azitromicin je povecao koncentraciju na 6,99+1,25 ng/ml, dok je najvise povecanje
zabelezeno sa klaritromicinom (7,44+1,25 ng/ml). Medutim, sve ove vrednosti su bile nize od
koncentracije citohroma koja je zabeleZena posle primene samo ivermektina.
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Tabela 20. Srednje vrednosti (£ SE) koncentracije citohroma P-450 kod pacova nakon primene
verapamila, diltiazema, azitromicina i klaritromicina zajedno sa ivermektinom.

Verapamil Diltiazem Azitromicin Klaritromicin
Ivermektin 1,0 mg/kg + 2.5 mg/kg + 3.6mg/kg + 7,0 mg/kg +
Pag;a;r;:elt)ar K(():Eg(;la 1,2 mg/kg lvermektin Ivermektin Ivermektin Ivermektin
g - (n=6) 1,2 mg/kg 1,2 mg/kg 1,2mg/kg 1,2 mg/kg
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

8,11+0,43"  6,57+1,17
p=0,0214
*- statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu

Citohrom P-450  6,05+0,16 6,83+1,17 6,99+1,25 7,44+1,25

5.3.4. Teéna hromatografija sa tandem masenom spektrometrijom za ispitivanje verapamila,
diltiazem, azitromicina i klaritromicin u kombinaciji sa ivermektinom u serumu i mozZdanom
tkivu pacova

Ispitivanje uticaja ivermektina na koncentracije verapamila, diltiazema, azitromicina i
klaritromicina u plazmi i mozdanom tkivu prikazano je u tabeli 21. Kada je verapamil (1,0 mg/kg)
davan zajedno sa ivermektinom, koncentracija u plazmi mu je iznosila 0,072+0,020 pg/L, Sto
predstavlja blagi pad u poredenju sa samostalnom primenom 0,085+0,022 pg/L. Medutim,
kombinovana primena sa ivermektinom dovela je do signifikantnog povecanja koncentracije
verapamila u mozgu na 1,45040,300 pg/kg u poredenju sa samostalnim verapamilom (0,645+0,109
ng/kg; p=0,0303).

Posle kombinovane primene diltiazema sa ivermektinom, koncentracija diltiazema u plazmi
nesignifikantno je porasla na 0,0424+0,005 pg/L u odnosu na samostalno primenjen diltiazem
(0,026+0,009 ng/L). Koncentracija diltiazema u mozgu nakon kombinacije sa ivermektinom bila je
2,102+0,331 pg/kg, Sto je signifikantno povecanje u poredenju sa samostalnom primenom
0,547+0,110 pg/kg (p=0,0012).

Azitromicin (3,6 mg/kg) je u kombinaciji sa ivermektinom u plazmi dostigao koncentraciju od
17,728+2,416 pg/L, §to je nesifnifikantno vise u poredenju sa samostalnom primenom azitromicina
(13,98 +1,759 pg/L). Vrlo slicno, kombinovana primena sa ivermektinom rezultirala je
koncentracijom azitromicina u mozgu od 157,113+17,585 pg/kg, §to je znacajno vise od samostalne
primene (115,09+16,573 ug/kg).

Tabela 21. Srednje vrednosti (£SE, n=6) koncentracije verapamila, diltiazema, azitromicina i
klaritromicina davanih u kombinaciji sa ivermektinom i samostalno, u plazmi i mozdanom tkivu
pacova.

Azitromicin 3,6

Parametar Verapamil 1,0 mg/kg+ Diltiazem 2,5 mg/kg+  mg/kg+ Klaritromicin 7,0 mg/kg+
Ivermektin 1,2 mg/kg Ivermektin 1,2 mg/kg  lvermektinl,2 Ivermektin 1,2 mg/kg
mg/kg
Koncentracija lekova 15,4 459 0,042:0,005 17,728+2,416 2,067+0,696
u plazmi (pg/L)
Koncentracija lekova 1,450+0,300* 2,102+0,331* 2,003+0,324*
U mozgu (g/kg) p=0,0303 p=0,0012 157,113+17,585 p=0,0114
Verapamil 1 mg/kg Diltiazem 2,5 mg/kg Azitromicin Klaritromicin 7mg/kg
3,6mg/kg
Koncentracija lekova a5, 599 0,026+0,009 13,988+1,759 1,092+0,184
u plazmi (pg/L)
Koncentracija lekova 4 6,5, 109 0,547+0,110 115,00+16,573 5,525+1,093

u mozgu (ug/kg)

*-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na koncentraciju leka zabelezena bez ivermektina.

Koncentracija klaritromicina u plazmi dostigla je 2,067+0,696 ug/L posle kombinovane
primene sa ivermektinom, $to je u poredenju sa samostalnom primenom dvostruko visa koncentracija
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(1,092+0,184 pg/L). Medutim, u mozgu je koncentracija klaritromicina bila signifikantno niza
(2,003+0,324 png/kg) u poredenju sa koncentracijom koju je proizvela samostalna primena
(5,525+1,093 pg/kg; p=0,0114).

Ovi rezultati imaju znacajnu klini¢ku vrednost i ukazuju da kombinacije sa ivermektinom kod
na CNS mogu zahtevati prilagodavanje doza kako bi se izbegli nezeljeni efekti. Na primer, povecana
akumulacija verapamila i diltiazema moze uticati na sr¢anu funkciju, dok poveéanje makrolida u
mozgu moze izazvati neurotoksi¢ne efekte.

Rezultati iz tabele 21 pokazuju da kombinacija ivermektina sa verapamilom, diltiazemom,
azitromicinom 1 klaritromicinom znacajno utie koncentracije koje ovi lekovi dostizu u plazmi 1
mozdanom tkivu.

5.3.5. Te¢na hromatografija sa tandem masenom spektrometrijom za ispitivanje koncentracije
ivermektina davanog u kombinaciji sa verapamilom, diltiazemom, azitromicinom i
klaritromicinom, u plazmi i moZdanom tkivu pacova.

Ispitivanje koncentracija ivermektina nakon primene samostalno i u kombinaciji sa
verapamilom, diltiazemom, azitromicinom 1 klaritromicinom kod pacova pokazalo je znacajne
promene u koncentraciji leka u plazmi i mozdanom tkivu (Tabela 22). Rezultati ukazuju da
istovremena primena ovih lekova zna¢ajno menja koncentracije ivermektina u plazmi i tkivu mozga.

Posle samostalne primene ivermektina u dozi od 1,2 mg/kg, zabelezena je koncentracija u
plazmi od 32,717+4,671 pg/L, dok je koncentracija u mozdanom tkivu iznosila 3,783+0,930 pg/kg.
Kombinacija ivermektina sa verapamilom (1,0 mg/kg) nije znacajno promenila koncentraciju leka u
plazmi (34,605+4,736 ng/L), ali je dovela do statisticki znacCajnog povecanja koncentracije
ivermektina u mozgu (6,63+0,775 pg/kg, p=0,0399). Ovaj rezultat ukazuje na potencijalnu inhibiciju
P-gp, §to omogucava veci prolazak ivermektina kroz KMB.

Kombinacija ivermektina sa diltiazemom (2,5 mg/kg) rezultirala je znacajnim povecanjem
koncentracije ivermektina u plazmi (52,285+6,515 pg/L, p=0,0347) 1 mozgu (14,115£1,677 pg/kg,
p=0,0003). Ovi rezultati sugerisu sinergisticki efekat diltiazema, koji moze biti posledica inhibicije
metaboli¢kih enzima (poput citohroma P450) 1 transportnih proteina ukljucenih u kinetiku
ivermektina.

Primena azitromicina (3,6 mg/kg) u kombinaciji sa ivermektinom nije znacajnije uticala na
koncentraciju leka u plazmi (31,223+ 5,484 pg/L), ali je dovela do povecanja njegove koncentracije
u mozgu (8,418+1,035 ng/kg, p=0,0075). Slicno tome, klaritromicin (7,0 mg/kg) u kombinaciji sa
ivermektinom doveo je do znacajnog povecanja koncentracije leka u mozgu (7,113+0,775 pg/kg, p
0,0202), dok je koncentracija ivermektina u plazmi ¢ak i opala na 21,302+3,131 ng/L.

Tabela 22. Srednje vrednosti (= SE, n=6) koncentracije ivermektina davanog u kombinaciji sa
verapamilom, diltiazemom, azitromicinom i klaritromicinom, u plazmi i mozdanom tkivu pacova.

Ivermektin lvermektin lvermektin lvermektin
P ; Ivermektin 1,2 mg/kg + 1,2 mg/kg + 1,2 mg/kg + 1,2 mg/kg +
arametar 1,2 mg/kg Verapamil Diltiazem Azitromicin Klaritromicin
1,0 mg/kg 2,5mg/kg 3,6 mg/kg 7,0mg/kg
Koncentracija *
ivermektina u 32,717+4,671 34,605+4,736 53‘28516’515 31,22345,484 21,302+3,131
- p=0,0347
plazmi (ug/L)
f/g?&eenlfgigf 2.783+0.930 6,63+0,775" 14,115+1,677""  8,418+1,035™ 7,113+0,775"
T p=0,0399 p=0,0003 p=0,0075 p=0,0202

mozgu (pg/kg)

*- statisticki znaCajna razlika u odnosu na grupu ivermektin 1,2 mg/kg.
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5.3.6. Oksidativni stres

U okviru tre¢e faze istrazivanja, analizirani su efekti kombinovane primene ivermektina sa
verapamilom, diltiazemom, azitromicinom i klaritromicinom na parametre oksidativnog stresa kod
pacova, ukljucuju¢i MDA, GSH, TOS, TAS 1 OSI (Tabela 23). Rezultati pokazuju znacajne varijacije
medu parametrima, zavisno od primenjene kombinacije lekova, ¢ime se naglasava potencijalna
interakcija ovih lekova s ivermektinom u smislu oksidativnog statusa organizma.

Tabela 23. Srednje vrednosti (= SE) prac¢enih parametara oksidativnog stresa kod pacova nakon
primene verapamila, diltiazema, azitromicina i klaritromicina zajedno sa ivermektinom.

Verapamil Diltiazem 2,5  Azitromicin Klaritromicin
- Ivermektin 1,0 mg/kg + mg/kg + 3,6 mg/kg + 7,0 mg/kg +
Parametar  Jedinica 1,2 mg/kg Ivermektin Ivermektin Ivermektin Ivermektin 1,2
1,2mg (n=6) 1,2 mg (n=6) 1,2mg (n=6) mg (n=6)
MDA pmol/gHb 1,140+0,095 0,853+0,030  0,882+0,037 0,948+0,060 1,063+0,129

2,863+0,148"

GSH pmol/gHb 2,137+0,144  2,818+0,099 2,430+0,202 2,415%0,230

p=0,0429
TOS mmol 3,16740,193 3402:0,078  3,173:0,082  3,115:0,051  3,508+0,065
TAS umol H20; Equiv/L  1,438£0,027  1,353+0,049  1,410£0,046  1,455:0,022  1,382+0,037
osl TOS/TAC odnos 22030135 2537:0,130  2,267+0,106  2,147+0,053  2,550+0,082

*- statisticki znacajna razlika u odnosu na Ivermektin 1,2 mg/kg

5.3.6.1. Malondialdehid (MDA)

Nalaz MDA, kao pokazatelji lipidne peroksidacije, ukazuju na znacajno smanjenje kod
kombinacije verapamila i ivermektina (0,8534+0,030 pmol/gHb) u poredenju sa tretmanom samo
ivermektinom (1,140+0,095 pmol/gHb). Ovaj nalaz moze sugerisati protektivni efekat verapamila na
oksidativnu S$tetu lipida. Kombinacije ivermektina s diltiazemom (0,882+0,037 pmol/gHb) i
azitromicinom (0,948+0,060 umol/gHb) takode pokazuju nize vrednosti MDA, ali ne tako izraZeno
kao verapamil.

5.3.6.2. Glutation (GSH)

GSH kao klju¢ni antioksidant, pokazao je statisti¢ki znacajno povecanje u grupi koja je tretirana
kombinacijom diltiazema 1 ivermektina (2,863+0,148 pumol/gHb) u poredenju sa samostalnom
primenom ivermektina (2,137+0,144 umol/gHb, p=0,0429), Sto moZe ukazivati na povecani
antioksidativni kapacitet pri ovoj kombinaciji. Kombinacija s verapamilom takode pokazuje poviSene
vrednosti GSH (2,818+0,099 umol/gHb), dok su vrednosti GSH kod kombinacija s azitromicinom
(2,430+0,202 pmol/gHb) 1 klaritromicinom (2,415+0,230 pmol/gHb) bile sli¢éne vrednostima
zabeleZenim kod pacova tretiranih samo ivermektinom.

5.3.6.3. Ukupni oksidativni status (TOS)

TOS je pokazao je blago poviSene vrednosti kod kombinacije klaritromicina i ivermektina
(3,508+0,065 mmol) u poredenju sa ostalim tretmanima, Sto moze ukazivati na pojacan oksidativni
potencijal pri ovoj kombinaciji. Vrednosti TOS kod drugih kombinacija nisu ispoljile znacajna
odstupanja u odnosu na ivermektin (3,167+0,193 mmol), §to sugeriSe da verapamil, diltiazem i
azitromicin ne izazivaju znaCajan porast oksidativhog potencijala kada se kombinuju sa
ivermektinom.
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5.3.6.4. Ukupni antioksidativni status (TAS)

Vrednost TAS bila je vrlo slican medu grupama, bez statisti¢ki znacajnih razlika, sa prose¢nim
vrednostima u rasponu od 1,3534+0,049 do 1,455+0,022 pumol H20, Equiv/L. Ova stabilnost TAS-a
ukazuje da kombinacije tetsiranih lekova s ivermektinom nisu znacajno uticale na ukupni
antioksidativni kapacitet organizma.

5.3.6.5. Oksidativni indeks stresa (OSI)

OSI kao pokazatelj ukupnog oksidativnog stresa, pokazao je najviSu vrednost kod kombinacije
klaritromicina i ivermektina (2,550+0,082), Sto se moze tumaciti kao pojacano oksidativno
optere¢enje u ovoj grupi. Kombinacije verapamila (2,537+0,130) i1 diltiazema (2,267+0,106) s
ivermektinom takode su pokazale blago povisene vrednosti OSI, dok je kombinacija s azitromicinom
imala najnize vrednosti OSI (2,147+0,053), sugeriSu¢i manji oksidativni stres pri ovoj kombinaciji.

Kombinacija verapamila i diltiazema sa ivermektinom pokazuje potencijal za smanjenje lipidne
peroksidacije i1 povecanje antioksidativnog kapaciteta kroz nivoe GSH, dok kombinacija
klaritromicina ukazuje na povecan oksidativni stres. Kombinacija s azitromicinom ima najmanji
uticaj na parametre oksidativnog stresa, Sto moze biti korisno pri izboru terapije gde je oksidativno
optereéenje klinicki znacajno.

5.3.7. Makroskopska i histopatolo$ka analiza tkiva pacova

Makroskopske promene nisu zabelezene kod tretiranih pacova, ali kombinovana primena
ivermektina s verapamilom izazvala je znacajne histopatoloske promene. U jetri, kod polovine pacova
uocen je fokalni mononuklearni infiltrat a intracelularni edem kod dva pacova. U bubrezima je
intersticijalno krvavljenje bilo prisutno kod pet pacova, dok su pojedinacni slucajevi skleroze
glomerula i intersticijalnog nefritisa uoceni kod po jednog pacova; dilatacija tubula i intracelularni
edem zabeleZeni su kod dva pacova. U mozgu vecine pacova (5/6) uoceno je fokalno krvavljenje,
dok je jedan pacov imao i edem. U testisima je degeneracija germinativnog epitela semenih kanali¢a
primecena kod dva pacova.

Slika 13. a) Intracelularni edem i vakuolarna degeneracija hepatocita pacova tretiranih
kombinacijom diltiazem i ivermektin; b) Intracelularni edem celija bubrega.

Kombinacija diltiazema 1 ivermektina dovela je do fokalne mononuklearne infiltracije 1
intracelularnog edema u jetri veéine pacova (5/6), dok je kod jednog pacova primecen intracelularni
edem i vakuolarna degeneracija hepatocita (Slika 13a). U bubrezima su svi pacovi imali intracelularni
edem (Slika 13b) i intersticijalno krvavljenje, dok su skleroza glomerula i degeneracija tubula
sporadi¢no zabelezeni (2/6). Fokalno krvavljenje u mozgu nadeno je kod polovine pacova, dok su
edem i glioza uoc¢eni samo kod jedne Zivotinje. Degeneracija germinativnog epitela semenih kanali¢a
i epididimisa primeéena je kod polovine tretiranih pacova.
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Tretman kombinacijom azitromicina 1 ivermektina izazvao je fokalnu mononuklearnu
infiltraciju i intracelularni edem u jetri kod 4/6 pacova, dok su intracelularni edem i vakuolarna
degeneracija (na periferiji lobusa) bili prisutni kod polovine tretiranih Zivotinja. U bubrezima je
dominirao intracelularni edem, dok su dilatacija tubula i intersticijalno krvavljenje primeéeni kod
samo manjeg broja Zivotinja. Sve tretirana zivotinja (6/6) imale su fokalna krvavljenja u meningama
mozga. Promene u testisima nisu zabeleZene.

Kod pacova tretiranih kombinacijom klaritromicina i ivermektina, intracelularni edem
dominirao je u jetri, uz fokalnu mononuklearnu infiltraciju kod tri pacova, dok su intracelularni edem
1 vakuolarna degeneracija bili prisutni samo kod jedne zivotinje. U bubrezima je uoceno
intersticijalno krvavljenje kod 4/6 pacova, a skleroza glomerula i intracelularni edem kod po dva
pacova. U mozgu su dve zivotinje imale fokalno krvavljenje, a kod jedne je zabelezen edem. Promene
u testisima nisu zabeleZene.
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6. DISKUSIJA

Ovakvih istrazivanja nije bilo u dostupnoj literaturi jer je ivermektin isklju¢ivo indikovan za
leCenje parazitskih infekcija, kada se primenjuje jednokratno u dozi od 0,2 mg/kg telesne mase. U
skladu sa ovakvim doziranjem i reZimom doziranja bila su uradene predklinicke i klini¢ke studije
bezbednosti. Takode, mi smo ispitali interakciju ivermekina, primenjenog istovremeno sa
inhibitorima enzima P-450 i inhibitorima P-gp transportera, lekovima kalcijumskim antagonistima
(verapamilom 1 diltiazemom) i makrolidnim antibioticima (azitromicinom 1 klaritromicinom). Ni
ovakve potencijalne interakcije nisu bile opisane, jer petodnevna primena ivermektina u visokim
dozama nije bila primenjivana u praksi. Dobijeni rezultati istrazivanja su ukazali na znaCajne
farmakodinamske i farmakokineticke interakcije koje utiCu na hematoloske, biohemijske i
patohistoloSke poremecaje kod pacova, kao i1 parametre oksidativnog stresa, Sto omogucava bolje
razumevanje mehanizama potenciranja toksi¢nosti ivermektina u kombinovanoj terapiji.

U prvoj fazi ispitivanja testirali smo efekte visokih oralnih doza ivermektina davanih pacovima
tokom 5 dana. NajceS¢e primenjivana, preporucena antiparazitska doza ivermektina u humanoj i
veterinarskoj medicini iznosi 0,2 mg/kg telesne mase (Brunton i Knollmann, 2011; Riviere i Papich,
2018). Medutim, na osnovu podataka iz Oregon poison centra (Temple i sar., 2021), opredelili smo
se da primenimo oralne doze ivermektina od 0,6; 1,2; 2,4 1 4,8 mg/kg, Sto je ekvivalentno dozi 3, 6,
12 1 24 puta vecoj od terapijske. Tokom petodnevnog tretmana ovim dozama, nisu primeceni klinic¢ki
znaci 1 simptomi trovanja. Prema dostupnim podacima, oralne LDso vrednosti ivermektina kod
pacova krecu se od 42,8 do 52,8 mg/kg (Merck & co., 1979) 1 10 do 50 mg/kg (Lankas i Gordon,
1989). Nasi rezultati pokazuju da su pacovi koji su dobijali 3, 6, 12 ili 24 puta vecu dozu od terapijske
tokom 5 dana, bili izloZeni kumulativnoj dozi ivermektina koja je priblizno %4 1 2 LDso, pri ¢emu nisu
pokazali klinicke simptome trovanja. Rota-rod test, takode nije ukazao na poremecaj integrisanosti
CNS-a, Sto ukazuje da ove visoke peroralne doze ivermektina ne ispoljavaju klinicke simptome
toksic¢nosti. Sa druge strane Trailovi¢ i saradnici (2011) su pokazali da ivermektin remeti motornu
koordinaciju kada se primeni intravenski i to sa EDso od 2,52 mg/kg posle 3 minuta, odnosno 4,21
mg/kg telense mase, mereno posle 30 minuta. Ocigledno je da posle peroralne primene ¢ak i visokih
doza, ivermektin ne ispoljava vidljiva neurotoksi¢na dejstva zbog niZih koncentracija koje dostize u
organizmu, u odnosu na intravensku aplikaciju. Ovde treba uzeti u obzir i1 aktivnost P-gp pumpe u
enterocitima, koja ispumpava ivermektin nazad u lumen creva i tako mu limitira koncentracije u
organizmu (Ballent 1 sar., 2006).

Hematoloske analize nisu otkrile znacajne promene u ukupnom broju leukocita, dok su
vrednosti hematokrita i hemoglobina ostale nepromenjene u odnosu na kontrolnu grupu, izuzev kod
pacova tretiranih dozom od 0,6 mg/kg, kod kojih je koncentracija hemoglobina bila znacajno visa. S
druge strane, kod ovih pacova tretiranih dozom ivermektina od 0,6 mg/kg zabeleZeno je znacajno
povecanje RBC u poredenju sa kontrolnom grupom (p=0,004), kao i povecanje koncentracije HGB
(p=0,0072). Ove promene mogu ukazati na povecanu produkciju eritrocita ili odgovor na hipoksiju
usled primene ivermektina. Takode, kod pacova tretiranih dozom od 0,6 mg/kg, vrednosti MCV 1
MCH su bile zna¢ajno nize u poredenju sa kontrolom (p=0,0004 i p=0,0015), §to moze ukazati na
pojavu mikrocitoze - smanjenje veli¢ine eritrocita 1 smanjen sadrzaj hemoglobina po eritrocitu,
potencijalno povezane sa primenom ivermektina, ali ovaj efekat nije zavisio od doze (nije bio dozno-
zavisan), odnosno nije se razlikovao izmedu grupa u odnosu na dozu ivermektina koju su pacovi
primili tokom 5 dana (Tabela 6). Kako smo gore naveli kod svih testiranih doza ivermektina
zabeleZeno je smanjenje vrednosti MCV 1 MCH, dok je kod grupa tretiranih sa 0,6 mg/kg, 1,2 mg/kg
12,4 mg/kg vrednost MCHC bila znacajno povecana (p=0,0030, p=0,0038, p=0,0458). Medutim, sve
zabelezene vrednosti bile su u granicama fizioloskih (Patel i sar., 2024) i ova pojava se moze smatrati
posledicom efikasnog kompezatornog mehanizma, kao odgovor na blago smanjenje ukupnog
sadrzaja hemoglobina u eritrocitima.

Analiza biohemijskih parametara pokazala je znacajno (skoro dvostruko) povecanje nivoa ALT,
koji nije zavisio od doze i dozno-zavisno, signifikantno povecanje nivoa y-GT (Tabela 7). Oba
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povecanja su prevazilazila fizioloSke vrednosti za ovaj soj 1 uzrast pacova (Loeb. i Quimby, 1999).
Povecanje vrednosti ova dva enzima, koje ukazuje na osteCenje tkiva jetre, ¢ak i pri najnizoj
ispitivanoj dozi ivermektina, saglasno je sa histopatoloskim promenama u jetri koje su zabelezene.
Nasi rezultati su u skladu sa morfoloskim i funkcionalnim poremecajima jetre (hepatitis, oSte¢enje
hepatocita, holestaza, povecani nivoi ALT i/ili AST, abnormalni testovi funkcije jetre), zabelezenim
kod ljudi koji su tretirani ivermektinom protiv SARS-CoV-2 (Oscanoa i sar., 2022). Medutim, nasi
rezultati nisu u skladu sa istrazivanjem Dong i saradnika (2020), gde 14-dnevna intraperitonealna
primena ivermektina u dozama od 100 do 380 mg/kg nije dovela do promena u vrednostima jetrinih
enzima. Ivermektin je bio u obliku mikroemulzije, pa to svakako treba uzeti u obzir. Nasuprot tome,
kada su Wistar pacovi tretirani intraperitonealno 4 puta nedeljno tokom 21 dana u dozama od 0,4 i
4,0 mg/kg telesne mase, zabelezeno je povecanje vrednosti ALT, y-GT 1 AST (Utu-Baku, 2009).
Ovakvi rezultati su u skladu sa nasim nalazima.

Ispitivanje koncentracija citohroma P-450 kod pacova tretiranih rastu¢im dozama ivermektina,
koje su primenjivane kod ljudi tokom pandemije COVID-19, bilo je od klju¢nog znacaja za
razumevanje farmakokinetike ovog leka. Ivermektin se metaboliSe pretezno putem mikrozomalnih
enzima jetre, pri ¢emu je izoforma citohroma P-450 3A4, odgovorna za biotransformaciju leka
(Rendic, 2021). Nasi rezultati pokazuju da doze ivermektina koje su 3, 6 1 12 puta vece od terapijskih
doza dovode do povecanja koncentracije citohroma P-450 3A4 u plazmi (Slika 9). Medutim, doza
koja je 24 puta veca od terapijske nije izazvala nikakvo povecanje koncentracije ovog enzima.
Poznato je da je ivermektin i supstrat i inhibitor humanih P-450 enzima (Rendic, 2021). Na osnovu
naSih rezultata, o¢igledno je da veoma visoke doze ivermektina ne dovode do povecanja koncentracije
citohroma P-450, ve¢ koncentracija enzima ostaje na kontrolnom nivou. Ovo izostajanje povecanja
enzimske aktivnosti moze da bude jedan je od faktora koji dovode do kumulacije ivermektina u
plazmi i tkivima tretiranih zivotinja.

U naSem ispitivanju pratili smo i koncentracije ivermektina u plazmi i tkivu mozga tretiranih
pacova. Koncentracije ivermektina zabelezene u plazmi pacova tretiranih rastu¢im dozama 5 dana
bile su proporcionalne primenjenim dozama. Dvostruko povecanje doze rezultiralo je dvostrukim
povecanjem koncentracije leka u plazmi, dok je najvisa ispitivana doza pokazala izuzetak, pri ¢emu
je koncentracija u plazmi bila gotovo tri puta visa u poredenju sa prethodnim nivoom doze. Ovaj
rezultat je u saglasnosti sa nalazima da najvisa ispitivana doza ne povecava koncentraciju P-450 3A4
enzima, Sto direktno moZze da se dovede u vezu sa znacajnijim porastom koncentracije ivermektina u
plazmi. Pored toga, 1ako su ispitivane doze 3, 6, 12 1 24 puta viSe od terapijske antiparazitske doze,
maksimalne koncentracije u plazmi koje smo zabeleZili bile su daleko niZe od in vitro ICso vrednosti
potrebne za inhibiciju SARS-Co-2 virusa. Caly 1 saradnici (2020) su pokazali da ivermektin inhibira
replikaciju SARS-CoV-2 in vitro, smanjujuci virusnu RNK za oko 5000 puta u roku od 48 sati pri
koncentraciji od 5 uM. ICso vrednost iznosila je 1750 pg/L, dok je u nasem ispitivanju zabelezena
maksimalna koncentracija od 165,317 £46,450 pg/L, 24 sata nakon poslednje primene leka. Dobijeni
rezultati ukazuju da postizanje antivirusnih koncentracija ivermektina u plazmi, ¢ak i pri dozama koje
su 24 puta vece od terapijskih, nije moguce, jer je koncentracija leka zabeleZena 24h posle poslednjeg
davanja ivermektina i dalje 10 puta niza od ICso za SARS-CoV-2. Takode, primena ovako visokih
doza nosi 1 visok rizik od ozbiljnih oSte¢enja organizma pacijenta. Nasi rezultati su u skladu sa
studijom Buonfrate i saradnika (2022), koji su koristili oralni ivermektin u dozama od 0,6 1 1,2 mg/kg
kod ljudi tokom petodnevnog tretmana SARS-CoV-2 infekcije. Ozbiljna neZeljena dejstva (u stvari
se radi o toksi¢nosti jer su doze bile viSe od odobrenih) koja su primecena, podrazumevala su
oSte¢enje vida, bol u stomaku, dijareju, muc¢ninu i povracanje, artralgiju, vrtoglavicu, glavobolju i
paresteziju. Medutim, smanjenje logl0 virusnog opterecenja nije se razlikovalo kod netretiranih
osoba i1 onih lecenih ivermektinom.

Nase ispitivanje pokazalo je da su koncentracije ivermektina u mozgu pacova bile
proporcionalne primenjenim dozama, sa pove¢anjem koje je bilo direktno povezano sa veli¢inom
doze. Kao 1 u plazmi, udvostru¢avanje doze rezultiralo je dvostrukim povecanjem koncentracije
ivermektina u mozgu, osim kod najvise testirane doze, koja je proizvela petostruko povecanje
koncentracije u poredenju sa prethodnom dozom (Tabela 9). Ova visoka koncentracija ivermektina u
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mozgu posledica je najverovatnije nekoliko faktora. Kao prvo, visoke koncentracije u plazmi, sa
jedne strane, ali moze biti uslovljena i zasi¢enjem enzimskog P-450 sistema kao i odsustvom
povecanja njegove aktivnosti (koju smo zabelezili kod nizih doza). Sa druge strane, zasi¢enje P-gp
transportera na KMB je potencijalni uzrok tako velikog povecanja koncentracije ivermektina u mozgu
(Rendic, 2021). Iako koncentracija od 33,033+6,313 pg/kg ne izaziva klinicke simptome, ona
ostecuje mozdano tkivo. Ovi rezultati su u skladu sa nalazima Geyer i saradnika (2009) koji su
pokazali da terapijska doza ivermektina kod misSeva, 24 sata nakon oralne primene, dovodi do
koncentracije od 2 ng/kg u mozgu, dok kod miseva sa deficitom MDRI transportera ta koncentracija
iznosi 127 pg/kg. Za poredenje je relevantan slucaj pacijenta koji je primio oralnu i s.c. dozu od 12
mg ivermektina radi leCenja infekcije Strongyloides stercoralis. lako je infekcija bila znacajno
suzbijena, pacijent je upao u komu i preminuo. Posthumna analiza pokazala je da je koncentracija
ivermektina u njegovom mozgu iznosila 30 ug/kg, a autori izvestaja sugeriSu da je ivermektin bio
glavni uzrok neurotoksi¢nosti, posto su iskljuc¢eni drugi potencijalni uzroci (van Westerlo i sar., 2014).
Ova koncentracija je niza od one koju smo mi detektovali, §to ukazuje na moguénost individualne
osetljivosti na neurotoksicne efekte ivermektina.

Primena ivermektina u visokim dozama izaziva znacajne oksidativne promene kod pacova,
evidentirane pove¢anim nivoima MDA 1 TOS, kao i smanjenim vrednostima GSH 1 TAS. Povecanje
nivoa MDA kod pacova tretiranih ivermektinom, posebno u dozama od 1,2 mg/kg i 2,4 mg/kg,
ukazuje na pojacanu lipidnu peroksidaciju. Ove vrednosti sugeriSu da ivermektin moze indukovati
stres koji izaziva ROS, §to vodi do lipidne peroksidacije i oSteéenja Celijskih struktura. Smanjeni
nivoi GSH kod pacova koji su primali ivermektin ukazuju na oslabljenu antioksidativnu zastitu. GSH
igra klju¢nu ulogu u neutralizaciji ROS, a njegovo smanjenje moze povecati ,,ranjivost™ ¢elija na
oksidativni stres, Sto moze doprineti razvoju hroni¢nih bolesti. Takode, zabeleZeno smanjenje TAS
kod pacova tretiranih ivermektinom sugeriSe smanjenu sposobnost organizma da se brani od
oksidativnog stresa. Ovi nalazi naglaSavaju potrebu za dodatnim istraZivanjima kako bi se procenili
potencijalni dugoro¢ni efekti ivermektina na zdravlje. Pove¢ani TOS i OSI kod pacova tretiranih
ivermektinom ukazuju na znacajan rizik od oksidativne $tete. Ovi rezultati ukazuju da primena visih
doza ivermektina moze doprineti razvoju razliitih patoloskih stanja, ukljucujuéi ¢ak i oStecenja
organa ili hroni¢ne procese posle dugotrajnije primene.

Makroskopski pregled unutraSnjih organa tretiranih pacova nije pokazao bilo kakve promene
koje bi se dovele u vezu sa dejstvom ivermektina. Medutim, histopatoloskom analizom utvrdene su
promene u tkivu jetre kod vecine tretiranih pacova. Fokalna mononuklearna infiltracija tkiva jetre
uocena je kod pacova svih tretiranih grupa, ali intracelularni edem i vakuolna degeneracija hepatocita
su bili ¢es¢i kod zivotinja tretiranih sa dve najvise doze ivermektina (2,4 i 4,8 mg/kg). Fokalna
nekroza hepatocita detektovana je samo kod pacova tretiranih sa 4,8 mg/kg ivermektina. Takode,
zabeleZene su histopatoloske promene u bubrezima, mada nije bilo poviSene koncentracije kreatinina
i uree u krvi. Prethodna istrazivanja ukazuju da ivermektin moZe izazvati glomerularne i tubularne
disfunkcije kod ljudi, $to je potvrdeno pet dana nakon tretmana protiv onhocerkoze (Burchard i sar.,
1999). Sli¢ne promene u bubrezima kunica zabelezili su GabAllh i saradnici (2017), koji su primetili
kongestiju renalnih krvnih sudova kunica tretiranih jednom nedeljno sa 0,8 mg/kg ivermektina tokom
8 nedelja. Ove promene ukljucivale su tesku degeneraciju renalnih tubula, vakuolaciju citoplazme
¢elija, nekrozu i deskvamaciju zahvacenog epitela. Najvisa tetsirana doza ivermektina u nasem
ispitivanju izazvala je degenerativne promene u tkivu testisa, §to se podudara sa nalazima GabAllh i
saradnika (2017) koji su sliéne promene posle davanja ivermektina opisali u testisima kunica.
Histopatoloske promene u mozgu, ukljucuju¢i fokalno i perivaskularno krvarenje, primecene su samo
kod pacova tretiranih sa 4,8 mg/kg ivermektina, $to je takode opisano kod kunic¢a nakon primene
terapijskih i dvostrukih terapijskih doza, ali primenjivanih duzi vremenski period, tokom 8 nedelja
(GabAllh i sar., 2017).

Kako smo ranije opisali, istovremeno sa prvom fazom ispitivanja, u kojoj smo testirali efekte
visokih doza ivermektina primenjivanih kod ljudi tokom pandemije SARS-Co-2 virusa, u drugoj fazi
testirali smo dejstva terapijskih doza nekih lekova za koje je postojala moguc¢nost da mogu ispoljiti
interakciju sa ivermektinom. Rezultati druge faze pokazali su da tretman terapijskim dozama

Doktorska disertacija 53 Viadimir Z. Marjanovié



Diskusija

verapamila, diltiazema, azitromicina 1 klaritromicina tokom 10 dana nije izazvao promene u opStem
zdravstvenom stanju tretitanih pacova. Telesna masa pacova belezila je konzistentan porast u svim
grupama i na kraju ispitivanja pacovi su ispoljili prirast koji je bio u granicana fizioloskih za muzjake
Wistar pacova te starosti (Nistiar i sar., 2012). Ponasanje i klini¢ki status jedinki takode su ostali u
granicama fizioloskih normi, bez vidljivih neuroloskih ili motori¢kih poremecaja. Rota-rod test i
dodatne procene neuroloske funkcije potvrdile su da ovi lekovi nisu izazvali poremecaje u funkcijama
centralnog nervnog sistema.

Analiza hematoloskih parametara ukazala je na neke specificne efekte ispitivanih lekova na
fizioloske procese u organizmu pacova (Tabela 12). Blago nesignifikantno povecanje broja leukocita
zabelezeno nakon tretmana verapamilom i diltiazemom moze ukazati na slabe proinflamatorne efekte
ovih lekova, potencijalno povezane sa njihovim farmakoloSkim dejstvima na ¢elijske transportne i
signalne puteve (Kalonia i sar., 2011). Suprotno tome, azitromicin i klaritomicin nisu izazvali
promene broja leukocita $to je u saglasnosti sa literaturnim podacima. Medutim sve navedene
vrednosti bile su u fizioloskim granicama za Wistar pacove muskog pola i uzrasta koji je koris¢en u
ispitivanju (Cramer i sar., 2017; Patel i sar., 2024). Eritrocitni parametri (RBC, HGB i HCT) nisu
ukazali da tretman ispitivanim lekovima ispoljava Stetno dejstvo i sve dobijene vrednosti su bile u
granicama fizioloskih (Patel i sar., 2024). Smanjenje MCV kod svih tretiranih grupa moze ukazivati
na suptilne promene u maturaciji eritrocita ili na pojavu mikroanizocitoze. Ovo bi moglo biti
povezano sa interferencijom lekova u metabolizmu gvozda ili sintezi hemoglobina. Paralelno,
snizenje MCH kod verapamila i azitromicina implicira ograni¢enu sposobnost eritrocita da zadrze
optimalnu koli¢inu hemoglobina, §to potencijalno moze biti posledica farmakodinamickog uticaja
ovih lekova. Farmakodinamicko delovanje verapamila i azitromicina moze uticati na eritrocite
posredno, kroz njihove ciljne mehanizme delovanja. Verapamil, kao blokator kalcijumskih kanala,
moze uticati na transport jona u ¢elijama, ukljucujuéi eritrocite, smanjujuci njihovu sposobnost da
efikasno preuzimaju gvozde ili odrZavaju stabilnost hemoglobina (Suwalsky i sar., 2010). To moze
dovesti do smanjenja sinteze hemoglobina ili njegove distribucije unutar ¢elija. Azitromicin, s druge
strane, moze izazvati oksidativni stres §to je u skladu sa rezultatima smanjenjog TAS i GSH (Tabela
16) ili promeniti mikrouslove u kojima eritrociti funkcioni$u, $to moze ometati sintezu hemoglobina
ili povecati njihovu osjetljivost na oSte¢enja. Medutim, sve ove promene U havedenim parametrima
zabelezene u odnosu na kontrolu nisu izasle iz granica fizioloskih vrednosti za soj, pol i uzrast pacova
koji je tretiran. Sli¢an nalaz odnosio se i na MCHC, koja je pokazala zna¢ajno povecanje u odnosu
na kontrolu u svim tretiranim grupama (p < 0,0001), sa najviSom vrednos$¢u zabeleZenom kod grupe
koja je primala verapamil (355,00£2,92 g/l). Ovi rezultati bi mogli da ukazu na poveéanu sintezu
hemoglobina ili promene u strukturi eritrocita usled farmakoloSkih efekata ispitivanih lekova.
Medutim, povecanje MCHC moze biti povezano sa hiperhromijom, koja potencijalno doprinosi
rigidnosti eritrocitnin membrana. Povecane vrednosti MCHC, u kombinaciji sa smanjenjem MCV
potencijalno moze biti povezana sa disfunkcijom u metabolizmu gvozda ili promenama u stabilnosti
eritrocitnih membrana. Ipak, presudno je da su sve dobijene vrednosti MCV i MCHC bile u granicama
fizioloskih vrednosti a razlike u odnosu na kontrolu mogu da budu uzrokovane i nesto viSim
vrednostima MCV i nizim vrednostima MCHC zabelezenim kod kontolnih pacova (blizu fizioloskih
granica). Sa druge strane, smanjenje MCV uz povec¢anje MCHC, moze biti i artefakt, posledica
dejstva antikoagulanta EDTA, koji se primenjuje kao hipertoni¢ni rastvor i moze izazvati
dehidrataciju eritrocita sa opisanim posledicnom promenom (eClinPath.com, Cornell University
USA, 2024).

Primena verapamila, diltiazema, azitromicina i klaritromicina, tokom 10 dana nije dovela do
promena u hematolo§kim parametrima tretiranih pacova koje bi mogle da se pripiSu dejstvu lekova,
ali neka odstupanja od kontrolnih vrednosti mogu ukazati na potrebu detaljnije analize uticaja ovih
lekova na hematoloSke parametre, posebno posle duze primene.

Analiza biohemijskih parametara kod pacova tretiranih verapamilom, diltiazemom,
azitromicinom i klaritromicinom pozala je izvesne promene koje bi ukazale na specifi¢ne efekte ovih
lekova na funkciju jetre, metabolizam lipida i renalnu funkciju (Tabela 13).

Doktorska disertacija 54 Viadimir Z. Marjanovié



Diskusija

Smanjene vrednosti ALT wu svim tretiranim grupama sugeriSe odsustvo znacajnog
hepatocelularnog oste¢enja (p<0,0001). Ovi rezultati mogu reflektovati hepatoprotektivni efekat
lekova (Chin i sar., 2005; Xu i sar., 2007) ili odsustvo farmakoloski indukovanog oksidativnog stresa
na hepatocite pri primenjenim dozama. Aktivnost AST pokazala je blage varijacije izmedu tretiranih
grupa, pri ¢emu je azitromicin izazvao povecanje U odnosu na kontrolu, potencijalno ukazujuéi na
prolaznu disfunkciju mitohondrija u hepatocitima ili stres povezan sa metabolickim optere¢enjem
jetre. To je u skladu sa rezultatima Xu i saradnika (2024), koji sugeriSu da azitromicin izaziva
oStecenje jetre kod eksperimentalnih Zivotinja, ali da je ovaj efekat prolaznog karaktera zahvaljujuci
regenerativnoj sposobnosti hepatocita. Hepatotoksi¢ni lekovi inaCe mogu izazvati oStecenje Celijskih
membrana hepatocita, sto dovodi do poveéane aktivnosti enzima poput AST (Kumar i sar., 2004).
Kod svih primenjenih lekova zabeleZeno je smanjenje aktivnosti y-GT, ali signifikantno samo kod
azitromicina (p=0,0094). Medutim, sve vrednosti su bile u granicama fizioloskih i pokazuju da nema
ozbiljnog ostecenja jetre (Loeb 1 Quimby, 1999).

Blago, nesignifikantno povecanje nivoa TP zabelezeno je kod svih tretiranih grupa, kao i
signifikantni porast nivoa TG (p<0,0001). Medutim i ove vrednosti su bile u granicama fizioloSkih,
a signifikantnost povecanja se moze delimi¢no objasniti velicinom kontrolne vrednosti koja ja bila na
donjoj fizioloskoj granici (Loeb i Quimby, 1999).

Nivoi kreatinina su bili znac¢ajno smanjeni kod svih tretiranih grupa, §to moze reflektovati
povecani klirens kreatinina ili smanjenje miSi¢ne mase usled farmakoloskih efekata. Povecanje nivoa
uree kod verapamila i diltiazema (p<0,0001) ukazalo je na potencijalno oStecenje renalne funkcije ili
povecanu razgradnju proteina. S druge strane, azitromicin i Klaritromicin nisu izazvali promene u
ovom parametru, $to moze ukazivati na razli¢ite mehanizme eliminacije ovih lekova u poredenju sa
blokatorima kalcijumskih kanala.

Dobijeni nalazi ukazuju da ispitivani lekovi ne izazivaju znacajnije promene biohemijskih
parametara kod pacova, ali su one specifi¢ne i svakako bi bilo znacajno da se ispita njihova dozna
zavisnost i mehanizam nastajanja.

Analiza koncentracija citohroma P-450 kod pacova nakon primene verapamila, diltiazema,
azitromicina i klaritromicina ukazala je na odsustvo zna¢ajnih promena u odnosu na kontrolnu grupu,
iako je uoceno blago povecanje koncentracije enzima kod svih tretiranih pacova (Tabela 14).
Verapamil i diltiazem primarno deluju kao inhibitori citohroma P-450 (Renton, 1985), ali o¢igledno
u primenjenim terapijskim dozama ne uticu na koncentracije enzima u plazmi.

Analiza koncentracija ispitivanih lekova u plazmi i mozdanom tkivu pacova ukazuje na razlike
u distribuciji, koje odraZavaju njihove farmakokineticke osobine i sposobnost prolaska kroz KMB
(Tabela 15). Verapamil i diltiazem, blokatori kalcijumskih kanala, dostizali su niske koncentracije u
plazmi, ali su postigli relativno visoke koncentracije u mozdanom tkivu u odnosu na plazmu. Ovakav
profil distribucije moze biti posledica njihove lipofilnosti, $to olakSava prolazak kroz KMB
(European Pharmacopoeia, 2014). Sa druge strane, dobar prolazak blokatora kalcijumskih kanala u
CNS i postizanje visokih koncentracija, jedan su od preduslova njihove potencijalne primene u
le¢enju Alchajmerove bolesti, demencije i drugih neurodegenerativnih poremecaja u ¢ijoj je etiologiji
znacajna uloga kalcijumskih kanala (Alluri 1 sar., 2023; Popovi¢ 1 sar., 2020).

Azitromicin je dostigao visoke koncentracije u plazmi i mozdanom tkivu, S$to ukazuje na
njegovu sposobnost da prolazi KMB u zna¢ajnim koli¢inama. Ovaj nalaz je u skladu sa njegovim
farmakokinetickim profilom, koji ukljucuje efikasnu penetraciju u tkiva i intracelularnu distribuciju
(Jaruratanasirikul i sar., 1996). S obzirom na visoke koncentracije u mozgu, azitromicin bi mogao
imati znacajnu ulogu u terapiji infekcije CNS-a izazvanih osetljivim mikrorganizama ili po
najnovijim podacima u cilju postizanja neuroprotektivnog efekta kada je u pitanju tranzitorna fokalna
cerebralna ishemija (Amantea i sar., 2019).

Klaritromicin je ispoljio nize koncentracije u plazmi i mozdanom tkivu u poredenju sa
azitromicinom, §to sugeriSe slabiju penetraciju kroz KMB. Ipak, njegova prisutnost u mozdanom
tkivu u znac¢ajnim nivoima moze ukazati na specifi¢ne transportne mehanizme ili interakcije sa P-gp,
koji ocigledno modulira njegovu akumulaciju u CNS-u.
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Dobijeni rezultati ukazuju da distribucija lekova izmedu plazme i mozdanog tkiva zavisi od
njihovih fizicko-hemijskih svojstava, kao i od interakcija sa transportnim sistemima na nivou KMB.
Ovi podaci su od kljuénog znacaja za razumevanje njihove potencijalne neurotoksic¢nosti ili terapijske
efikasnosti, posebno kod lekova poput azitromicina koji dostize visoke koncentracije u CNS-u.

Analiza parametara oksidativnog stresa ukazala je na promene u redoks homeostazi nakon
primene ispitivanih lekova, Sto reflektuje njihove potencijalne prooksidativne efekte i sposobnost
narusavanja ravnoteze izmedu oksidanasa 1 antioksidativnih odbrambenih mehanizama (Tabela 16).
Povecanje nivoa MDA, markera lipidne peroksidacije, zabeleZeno je kod svih tretiranih grupa, s tim
Sto su diltiazem i verapamil pokazali znacajnije poveéanje u odnosu na kontrolnu grupu. Ovi rezultati
ukazuju da blokatori kalcijumskih kanala mogu izazvati intenzivnu lipidnu peroksidaciju,
potencijalno putem interakcije sa mitohondrijalnim funkcijama i1 povecanja proizvodnje ROS.
Smanjenje koncentracije GSH primeéeno je kod svih lekova, §to ukazuje na iscrpljivanje kljucnog
intracelularnog antioksidansa usled pove¢anog oksidativnog opterec¢enja. Gubitak GSH moZze imati
znacajan uticaj na celijsku redoks ravnotezu i otpornost prema oksidativnim ostec¢enjima, posebno u
eritrocitima koji su podlozni oksidativnim stresorima. TAS je bio znac¢ajno smanjen u svim tretiranim
grupama (p<0,0001), Sto odrazava redukciju ukupnih antioksidativnih rezervi organizma. Paralelno
s tim, poveéanje TOS dodatno potvrduje prooksidativni efekat ispitivanih lekova, sa najvisSim
vrednostima zabelezenim kod klaritromicina. OSI, kao pokazatelj balansa izmedu TOS i TAS, bio je
znacajno povecan u svim tretiranim grupama (p<0,0001), Sto sugeriSe prevalenciju oksidativnih
mehanizama u poredenju s antioksidativnim odbranama. Ovi rezultati ukazuju da svi ispitivani lekovi,
u razli¢itom stepenu, doprinose povecanom oksidativnom stresu, pri ¢emu klaritromicin ispoljava
izrazeniju prooksidativnu aktivnost.

Dobijeni nalazi su od velikog znaCaja za razumevanje potencijalnih nezeljenih efekata
ispitivanih lekova, posebno u kod ponovljene ili dugotrajnije terapije. Povecani oksidativni stres
moze doprineti razvoju patoloSkih stanja indukovanih oksidativnim oStecenjima, ukljucujuéi
oStecenja eritrocita i vaskularnih struktura. Dobijeni rezultati naglasavaju potrebu za opreznom
primenom ovih lekova, posebno kod pacijenata koji su u riziku od oksidativnih oste¢enja. Dalja
istrazivanja treba da ispitaju potencijalnu primenu antioksidanasa ili prilagodavanje doza kako bi se
minimizirali ovi Stetni efekti.

Rezultati histopatoloske analize pokazali su prisustvo izvesnih poremecaja u tkivima jetre i
bubrega pacova tretiranih verapamilom, diltiazemom, azitromicinom i klaritromicinom, dok su
makroskopski pregledi unutrasnjih organa bili bez znacajnih nalaza. U grupi tretiranoj verapamilom,
promene u jetri ukljuCuju fokalnu infiltraciju mononuklearnim c¢elijama, intracelularni edem i
vakuolarnu degeneraciju, $to sugeriSe inflamatorni odgovor i metabolicku disfunkciju hepatocita. Ovi
nalazi mogu biti povezani sa poremec¢ajem intracelularne homeostaze jona kalcijuma usled inhibicije
kalcijumskih kanala. Isticemo da su promene nadene kod manje od polovine tretiranih pacova i da
sve navedene promene nisu bile prisutne kod svake tretirane zivotinja. Inace u literaturi se nalaze
brojni podaci o nezeljenim dejstvima verapamila na funkciju i tkivo jetre i oni su dobro poznati
(Guarascio i sar., 1984; Kumar i Colley, 1994). U bubrezima je dominirala skleroza glomerula i
dilatacija tubula, uz prisustvo intracelularnog edema 1 intersticijalnog krvarenja, Sto ukazuje na
moguce oStecenje vaskularnih struktura i tubularnih ¢elija, verovatno kao posledica smanjene renalne
perfuzije ili direktne citotoksi¢nosti. Poznato je da nezeljeno dejstvo verapamila moze da bude
renalna insuficijencija i to je navedeno u sazecima karakteristike ovog leka (ALIMS, 2024).

Kod pacova tretiranih diltiazemom, najc¢e$¢i nalaz u jetri bio je vakuolarna degeneracija
hepatocita, uz povremenu pojavu nekroze, Sto ukazuje na umerena ostecenja i disfunkciju ¢éelijskih
organela. Dobro je poznato da duza terapijska primena diltiazema moze dovesti do povecanja
vrednosti enzima jetre kao znaka akutnog ostecenja njene funkcije. Preporucuje se da se kod primene
diltiazema parametri funkcije jetre proveravaju u pravilnim razmacima (ALIMS, 2023). Sli¢ne
promene u bubrezima, ukljucujuéi intracelularni edem, potvrduju osetljivost bubreznog tkiva na
diltiazem, dok su skleroza glomerula i dilatacija tubula bile retke.

U grupi koja je primala azitromicin, histopatoloski nalazi ukazuju na dominantnu vakuolarnu
degeneraciju hepatocita na periferiji lobusa, §to je karakteristi¢no za zone sa pove¢anim metabolickim
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optere¢enjem. U literaturi je opisano da azitromicin u retkim situacijama izaziva osteéenja tkiva jetre
koje obi¢no spontano prolazi za 4 do 8 nedelja posle prestanka davanja (Dawkins i sar., 2023). 1zvesna
ostecenja u bubrezima, kao Sto su skleroza glomerula i intracelularni edem, ukazuju na potencijalnu
nefrotoksi¢nost azitromicina, dok je dilatacija tubula zabelezena samo kod jedne tretirane zivotinje.
Nezeljena dejstva azitromicina na bubrege su opisana u literaturi (Ismael i Elsamman, 2022) i nalaze
se u svim sazecima karakteristike ovog leka oznacena kao ,,povremena‘“ (ALIMS, 2020).

Klaritromicin je izazvao slicne histopatoloske promene, sa vakuolarnom degeneracijom i
intracelularnim edemom hepatocita, narocito na periferiji lobusa samo kod nekih tretiranih pacova.
Ovo nezeljeno dejstvo je opisano i nalazi se u svim sazecima karakteristika leka za klaritromicin
(ALIMS, 2020). U bubrezima je dominantan nalaz bio skleroza glomerula i fokalni intersticijalni
nefritis, $to moze ukazati na inflamatorni proces i strukturalna oStec¢enja bubreznog tkiva. Dobro je
poznato da u nekim slu¢ajevima klaritromicin moze izazvati insuficijenciju bubrega i intersticijalni
nefritis, $to je opisano kao nezeljena dejstva ovog antibiotika i navedeno u sazecima karakteristika
leka (ALIMS, 2020).

Histopatolo$ke promene u mozgu i testisima tretiranih pacova nisu uocene.

Dokazani poremecaji u krvnoj slici, biohemijskim parametrima, koncentraciji enzima P-450
kao i histopatoloske promene nisu ukazale na nezeljena dejstva verapamila, diltiazema, azitromicina
i klaritromicina koja do sada nisu opisana i unesena u njihov farmakoloski profil. Ono $to se istice je
da svakako primena ovih lekova zahteva posebnu opreznost kod pacijenata koji ve¢ imaju poremecaje
funkcije jetre i bubrega.

Klini¢ki pregled pacova tretiranih kombinacijama ivermektina sa verapamilom, diltiazemom,
azitromicinom i klaritromicinom, tokom celokupnog perioda ispitivanja, nije pokazao nikakve
simptome toksi¢nosti niti odstupanja u unosu na uzimanje hrane i vode, Sto bi ukazalo na dobru
podnosljivost ovih kombinacija. To je u saglasnosti sa prethodnim fazama istrazivanja, gde su sli¢ni
protokoli primene ovih lekova pokazali odsustvo klini¢kih simptoma akutnih toksi¢nih manifestacija.

Zabelezena telesna masa tretiranih pacova koja prikazana u tabeli 17, dodatno potvrduje
izostanak vidljivih poremecaja izazvanih lekovima. Prose¢ne vrednosti telesne mase na pocetku i
kraju tretmana nisu pokazale statisticki znacajne razlike medu grupama. Takode, nije bilo razlike u
odnosu na grupe tretirane samo lekovima bez ivermektina. Kombinacija verapamila i ivermektina, na
primer, nije uzrokovala signifikantne promene telesne mase (146,66 g na pocetku u poredenju sa
193,33 g na kraju tretmana), u odnosu na sam verapamil (145,00 g na pocetku 1 190,00 g na kraju).
ZabeleZeni prirast je bio u saglasnosti sa standardima za pacove ovog pola i starosti, drzane u
kontrolisanim uslovima (Nistiar i., 2012). Sli¢no je i sa ostalim kombinacijama lekova.

Procena koordinacije 1 ravnoteze pacova tretiranih kombinacijama ivermektina sa
verapamilom, diltiazemom, azitromicinom 1 klaritromicinom pruza klju¢ne informacije o
neurotoksicnim efektima ovih lekova. Rezultati dobijeni rota-rod testom, koji meri sposobnost
odrZavanja ravnoteZe na rotirajucoj Sipki, nisu pokazali pad nijednog pacova u tretiranim grupama,
S$to ukazuje na o€uvanu motornu funkciju bez znac¢ajnih poremecaja koordinacije. Odsustvo depresije
CNS dodatno je potvrdeno ocuvanjem refleksa ispravljanja, normalnog hoda na staticnoj povrsini i
adekvatnim reakcijama na spoljasnje stimuluse, ukljucuju¢i odgovor na priblizavanje 1 taktilne
nadrazaje.

Ovi podaci sugeriSu da, uprkos dokazima o oksidativnom stresu 1 histopatoloSkim promenama
u jetri, bubrezima i mozgu koje su zabelezene u nasem istrazivanju, klinicke manifestacije nisu bile
ocigledne pri ovakvom rezimu doziranja. [zostanak vidljivih simptoma moZe se delimi¢no objasniti
kompenzatornim mehanizmima homeostatske regulacije koji ublazavaju inicijalne Stetne efekte.
Ipak, prisustvo subklini¢kih promena naglaSava potrebu za daljim ispitivanjem kumulativne
toksi¢nosti ovih kombinacija u produZenim protokolima primene, kao i evaluaciju njihovog
dugoro¢nog uticaja na funkciju vitalnih organa i ponasanje.

Kombinacije ivermektina sa verapamilom, diltiazemom, azitromicinom i klaritromicinom nisu
pokazale statisticki znacajne razlike u vrednostima WBC izmedu razli¢itih grupa tretmana, pri ¢emu
su sve vrednosti ostale unutar fizioloSkih granica, $to sugeriSe da kombinacije ovih lekova nemaju
znacCajan uticaj na ukupni broj leukocita. S druge strane, blago povecanje RBC u grupama tretiranim
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kombinacijama, uz najviSu vrednost zabelezenu kod kombinacije klaritromicina 1 ivermektina,
ukazuje na moguce stimulativne efekte ovih kombinacija lekova na eritropoezu, mada bez statisticke
znacCajnosti. Sli¢no tome, koncentracije HGB i HCT pokazale su trend blagog povecanja u
kombinovanim tretmanima, sa najvi$im vrednostima u grupama sa verapamilom 1 klaritromicinom,
ali bez dostizanja signifikantnnosti (Tabela 18).

Medutim, MCV je pokazao statistiCki znaCajno smanjenje u svim grupama tretiranim
kombinacijama u poredenju sa kontrolnom grupom tretiranom samo ivermektinom (p<0,005).
Znacajno je da je i sam ivermektin 1,2 mg/kg ve¢ izazvao signifikantno smanjenje vrednosti MCV u
odnosu na kontrolu (Tabela 12), §to znac¢i da kombinovanje sa testiranim lekovima jo$ potencira ovaj
efekt. Najniza vrednost MCV zabelezena je kod kombinacije klaritromicina i ivermektina, pri ¢emu
su ove vrednosti bile ispod fizioloSkog opsega (Patel 1 sar., 2024). Ovakav nalaz moZe ukazivati na
promene u veli€ini eritrocita, potencijalno izazvane kombinovanim efektima lekova na eritropoezu
ili osmotsku stabilnost ¢elija. Promene u MCV su znacajne jer ukazuju na moguce prilagodavanje
eritropoeze na farmakoloski stres izazvan kombinacijama ovih lekova.

Za razliku od MCV, MCH nije pokazao znacajne razlike izmedu grupa, sa vrednostima koje su
ostale u okviru fizioloskih granica (Patel i sar., 2024). Ovo ukazuje na to da, iako dolazi do promena
u zapremini eritrocita, sadrzaj hemoglobina po ¢eliji ostaje stabilan, Sto sugeriSe da osnovne funkcije
eritrocita u transportu kiseonika nisu kompromitovane.

MCHC je pokazala statisticki znacajno povecanje u svim grupama tretiranim kombinacijama
lekova u poredenju sa kontrolnom grupom tretiranom samo ivermektinom (p<0,0001) ali vrednosti
nisu prevazisle fizioloske. Medutim, kombinacija sa ivermektinom imala je za posledicu da ovo
povecanje prevazide fizioloske vrednosti (297,6-340,0 g/1) i dostigne najvisu nivo u grupi tretiranoj
kombinacijom klaritromicina i ivermektina od 358,50+1,52 g/l. Takav nalaz ukazuje na moguce
promene u strukturi eritrocitne membrane ili njenoj propustljivosti pod uticajem ova dva leka.
Povecanje MCHC moZe se objasniti potencijalnim uticajem kombinacije lekova na hemoglobin ili
kljuéne strukturne proteine eritrocitne membrane, kao §to su spektrin, ankirin ili band 3 protein, koji
igraju klju¢nu ulogu u odrzavanju integriteta 1 funkcionalnosti eritrocita (Bennett 1 Stenbuck, 1979).
Ovi efekti mogu odrazavati interakciju lekova sa procesima regulacije osmotske stabilnosti eritrocita,
ukljucujuéi izmene u transportu jona kroz membrane ili oksidativni stres izazvan metabolickim
promenama. Uz to, povec¢anje MCHC moze ukazivati na povecanu koncentraciju hemoglobina unutar
eritrocita usled smanjenja MCV, §to je uoceno kod svih kombinacija lekova. Kombinacija
klaritromicina 1 ivermektina, koja je pokazala najvece odstupanje, potencijalno pojaava ovu pojavu
inhibicijom metaboli¢kih enzima ili transportnih proteina, poput P-gp 1 citohroma P450, §to moze
uticati na farmakokinetiku ivermektina i1 dodatno doprineti oksidativnom stresu. Promene u MCHC
takode mogu imati znacajne implikacije na osmoregulaciju eritrocita, Sto moze kompromitovati
njihovu sposobnost transporta kiseonika. S obzirom na to da je povecana koncentracija hemoglobina
povezana sa smanjenom deformabilnoSéu eritrocita, ove promene bi mogle doprineti
mikrovaskularnim poremecajima, naroCito u organima sa visokim metabolizmom, poput mozga i
bubrega.

Specificne razlike u MCV 1 MCHC izmedu tretmana mogu biti povezane sa razliitim
farmakodinamickim i1 farmakokineti€¢kim svojstvima ispitivanih lekova. NaSi rezultati doprinose
sveobuhvatnom razumevanju interakcija ivermektina sa inhibitorima P-gp i citohroma P450,
ukazujuéi na potrebu za dodatnim istrazivanjima usmerenim ka evaluaciji dugoro¢nih efekata ovih
kombinacija na hematoloske i druge fizioloske parametre.

Rezultati biohemijskih parametara ukazuju na kompleksne interakcije izmedu ivermektina 1
lekova koji inhibiraju transportne i metaboli¢ke sisteme, Sto je posebno izrazeno u funkciji jetre 1
bubrega (Tabela 19). Aktivnost ALT bila je neSto niza u grupama tretiranim kombinacijama
ivermektina sa verapamilom, azitromicinom 1 klaritromicinom u poredenju sa grupom tretiranom
samo ivermektinom, medutim, te vrednosti su bile istovremeno znatno vise nego kada su lekovi
primenjivani bez ivermektina (Tabela 13). Rezultati sugeriSu da kombinacija ivermektina sa
ispitivanim lekovima moZe modulirati odgovor hepatocita, potencijalno kroz uticaj na metabolizam
ivermektina ili mozda kroz direktnu interakciju sa enzimima jetre.
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Nasuprot tome, vrednosti AST nisu pokazale statisticki znacCajne razlike izmedu grupa, niti se
razlikovala u odnosu na nalaz kod pacova tretiranih samo ivermektinom. Ovo moze ukazivati na
selektivniji efekat kombinacija na citosolne enzime (ALT) u poredenju sa mitohondrijalnim (AST).
Takvo dejstvo se moZe povezati sa diferencijalnim mehanizmima hepatocelularnog ostecenja ili
regeneracije koje zahtevaju dalju karakterizaciju.

Nalazi koji se odnose na aktivnost ALP ukazuju na znac¢ajno smanjenje u svim grupama pacova
tretiranim kombinacijama lekova u poredenju sa kontrolnom grupom koja je primila samo ivermektin.
I sam ivermektin je inaCe proizveo signifikantno smanjenje vrednosti ALP, koje je dodatno
potencirano kombinacijom sa verapamilom (p=0,0037) i diltiazemom (p=0,0036) i samo donekle
kada su u kombinaciji bili azitromicin i klaritromicin. Ovo smanjenje je visoko znacajno (p<0,0001)
1 u poredenju sa netretiranom kontrolnom grupom S§to dodatno naglaSava direktan uticaj
kombinovanih tretmana na funkciju jetre. Smanjena aktivnost ALP moze biti rezultat specifi¢nih
farmakoloskih interakcija izmedu ivermektina i lekova koji inhibiraju P-gp i citohrom P-450.
Verapamil i diltiazem, kao poznati inhibitori ovih transportnih i enzimskih sistema, mogu smanjiti
metabolizam ivermektina u jetri, dovode¢i do akumulacije leka ili njegovih metabolita koji uti¢u na
enzimsku aktivnost. S obzirom na to da je ALP kljucni marker hepatobilijarne funkcije, promene u
njenoj aktivnosti ukazuju na potencijalne poremecaje u transportu zu¢nih soli, metabolizmu fosfata
ili regenerativnim procesima hepatocita. Osim toga, smanjenje aktivnosti ALP moze ukazivati na
modulaciju oksidativnog stresa u jetri, jer kombinovani tretmani mogu uticati na redoks ravnotezu i
osetljivost enzima na oksidativna oStecenja (Han i sar., 2021; Henry, 1991).

Aktivnost y-GT, jo§ jednog kljuénog markera funkcije jetre, takode je pokazala znaajne
promene, ali isklju¢ivo kod kombinacije ivermektina i verapamila (p=0,0387). Ostale kombinacije
zadrZale su nivo aktivnosti y-GT sli¢an kontrolnoj grupi tretiranoj samo ivermektinom. SniZenje y-
GT nakon primene kombinacije ivermektina i verapamila bilo je statisticki znac¢ajno i u poredenju sa
netretiranom kontrolnom grupom (p=0,0029), sto dodatno ukazuje na specificnu interakciju izmedu
ova dva leka. Smanjenje aktivnosti ALP i y-GT sugeriSe da kombinovane terapije lekovima mogu
znacajno uticati na funkciju jetre, potencijalno kroz inhibiciju kljuénih enzima ukljuenih u
metabolizam jetrenih markera. Verapamil, kao inhibitor P-gp i citohroma P-450, moZe doprineti
smanjenju njihove aktivnosti modulacijom farmakokinetike ivermektina i modulacijom oksidativnog
stresa u hepatocitima (Bansal i sar.,, 2009; Wang 1 sar., 2004). Specificna interakcija izmedu
verapamila 1 ivermektina, koja je evidentirana kroz smanjenje y-GT, moZe ukazivati na zajednicki
mehanizam koji utiCe na regulaciju hepatocelularne detoksikacije ili na stabilizaciju celijske
membrane hepatocita. S obzirom na to da su i ALP i y-GT klju¢ni markeri hepatobilijarne funkcije,
ovi rezultati imaju znacajne implikacije na razumevanje potencijalnih hepatotoksi¢nih efekata
kombinovane primene ivermektina sa blokatorima kalcijumskih kanala.

Kombinacije lekova nisu znafajno uticale na koncentracije ukupnih proteina, $to moze
ukazivati na oCuvanje osnovnih funkcija sinteze proteina u jetri. Takode, interesantno je da je
ivermektin neutralisao povecanje nivoa triglicerida koje su izazvali verapamil, diltiazem, azitromicin
1 klaritromicin kada su primenjivani pojedina¢no, Sto sugeriSe na njegov specifican efekat na lipidni
metabolizam.

Takode su interesantni podaci o parametrima bubrezne funkcije. Dok su koncentracije
kreatinina bile signifikantno smanjene posle pojedinacne primene verapamila, diltiazema,
azitromicina i klaritromicina, kombinacija ovih lekova sa ivermektinom izavala je poviSenje nivoa
cak 1 neSto iznad kontrolnog nivoa. Koncentracije uree su bile signifikantno povecane posle
samostalnog davanja verapamila i diltiazema, dok je kombinacija sa ivermektinom smanjila nivoe do
kontrolne vrednosti. Ovo moze biti povezano sa kinetikom eliminacije uree kroz modifikaciju
renalnih transportnih sistema ili sa smanjenom sintezom u jetri.

Nasi nalazi ukazuju na sinergisticke 1 potencijalno Stetne efekte kombinacija ivermektina sa
ispitivanim lekovima na funkciju jetre i bubrega, koji se mogu pratiti kroz promene nivoa enzima,
ALT, ALP, y-GT, kao 1 modifikacije lipidnog metabolizma. Takode, funkcija bubrega bi mogla da se
kontroliSe kroz nivoe kreatinina i uree jer ovi parametri mogu biti kljucni indikatori specifi¢nih
interakcija izmedu ivermektina i lekova koji uti¢u na P-gp i metabolizam u jetri.
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Nakon primene ivermektina sa verapamilom, diltiazemom, azitromicinom 1 klaritromicinom,
koncentracije citohroma P-450 u plazmi pacova bile su nize u odnosu na vrednost koja je zabelezena
samo sa ivermektinom ali bez statistiCke znacajnosti. Sa druge strane, vrednosti su i dalje bile vise od
kontrolnog nalaza. Dobijeni nalazi jasno ilustriraju sposobnost ivermektina da znacajno utie na
ekspresiju citohroma P-450, Sto moze biti od klinickog znacaja u pogledu interakcija lekova.
Istovremeno, kada se kombinuje sa lekovima koje smo testirali taj njegov indukcioni kapacitet se
smanjuje. Nasi nalazi sugeriSu da ivermektin moze znac¢ajno indukovati sintezu citohroma P-450, dok
njegovo kombinovanje sa inhibitorima poput verapamila i diltiazema delimi¢no modulira ovaj efekat.
S druge strane, makrolidi azitromicin i klaritromicin, koji takode mogu inhibirati citohrom P-450, u
kombinaciji sa ivermektinom proizvode blago povecanje koncentracije enzima. Ova kompleksna
interakcija ukazuje na potrebu za daljim istrazivanjima kako bi se identifikovali molekularni
mehanizmi regulacije proteinske ekspresije citohroma P-450 pod uticajem ispitivanih lekova.
Razumevanje ovih procesa moze biti kljucno za optimizaciju terapijskih rezima i smanjenje rizika od
nezeljenih efekata povezanih sa predoziranjem ili toksi¢noscu.

Rezultati ispitivanja uticaja ivermektina na koncentracije verapamila, diltiazema, azitromicina
i klaritromicina u plazmi i mozdanom tkivu pokazuju znacajne promene u distribuciji ovih lekova
(Tabela 21). Ivermektin je udvostrucio koncentraciju diltiazema i klaritromicina u plazmi tretiranih
pacova, dok na koncentraciju verapamila i azitromicina nije znacajnije uticao. To moze da se dovede
u vezu sa nekom vrstom inhibicije ezima koji u€estvuju u metabolizmu ovih lekova ali 1 inhibicijom
P-gp u sluzokozi creva a samim tim i poveéanom resorpcijim supstrata (ispitivanih lekova) (Ballent
1 sar., 2006). Sa druge strane, kombinovana primena ivermektina sa verapamilom i diltiazemom
dovela je do znacajnog povecanja njihovih koncentracija u mozgu u poredenju sa samostalnom
primenom. Ovo sugeriSe da ivermektin moZe uticati na transportne sisteme poput P-gp, $to smo 1
prethodno naveli, ¢ime se omoguéava veéu penetraciju ovih lekova kroz KMB. Takva povecanja
mogu imati znacajne posledice, posebno u kontekstu potencijalnih kardiovaskularnih i neurotoksi¢nih
efekata.

Suprotno, koncentracija klaritromcina u mozdanom tkivu pacova, kada je on primenjivan
zajedno sa ivermektinom, bila je signifikantno niZza od vrednosti koju je klaritromicin samostalno
postigao. Naglasavamo da mu je koncentracija u plazmi bila dvostruko vi§a u odnosu na postignutu
posle samostalne primene. Ovakav nalaz je veoma interesantan jer su ivermektin 1 klaritromicin
jedinjenja makrolidne strukture za koje vaZi da su izrazito lipofilni i da deluju kao inhibitori P-gp
(Nau 1 sar., 2010). Jedno od mogucih objaSnjenja je 1 uklju¢ivanje nekog drugog efluks sistema na
KMB kada je P-gp zasi¢en, kao §to je na primer neki drugi ABC transporter ili transporter iz druge
SLC superfamilije (Chaves i sar., 2024).

Ovi rezultati imaju klini¢ki znacaj jer pokazuju da kombinacije ivermektina primenjenog
koncentracijama visim od terapijskih sa lekovima koji uti¢u na P-gp ili metabolizam putem citohroma
P-450 mogu izazvati neZeljene efekte, posebno u centralnom nervnom sistemu. Prilagodavanje doza
ovih lekova u kombinovanoj terapiji je od kljucne vaznosti za smanjenje rizika od kardiovaskularnih
1 neurotoksi¢nih komplikacija.

Rezultati analize koncentracija ivermektina nakon samostalne i kombinovane primene sa
verapamilom, diltiazemom, azitromicinom 1 klaritromicinom otkrivaju znacajne promene u
distribuciji ovog leka u plazmi i mozgu. Koncentracija ivermektina u plazmi bila je signifikantno visa
samo posle primene kombinacije sa diltiazemom, $to moze biti posledica inhibicije aktivnosti enzima
koji ga metabolisu, ali i inhibicije P-gp u crevima, ali je ¢udno da takav efekt nije proizveo i
verapamil, dokazani inhibitor P-gp (Misaka 1 sar., 2013).

Kombinacija ivermektina sa inhibitorima P-gp transportera, kao $to su verapamil 1 diltiazem
povecala je njegovu koncentraciju u mozdanom tkivu, §to ukazuje na inhibiciju funkcije ovog
transportera 1 pojacano prolaZzenje ivermektina kroz KMB (Tabela 22). Diltiazem je imao najsnazZniji
efekat, povecavajuéi koncentraciju ivermektina u plazmi i mozgu za 59,8% odnosno 273%, u
poredenju sa samostalnom primenom. Ovo sugeriSe da diltiazem deluje ne samo na transportne
proteine ve¢ verovatno i na metabolizam ivermektina, inhibicijom citohroma P450. Sli¢an, ali manje
izraZen efekat primecen je sa verapamilom, koji nije uticao na koncentracije u plazmi, ali je povecao
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koncentraciju ivermektina u mozgu za 75,3%, Sto ukazuje na specifi¢nije dejstvo, verovatno samo na
ABC transportere na KMB.

Makrolidni antibiotici azitromicin i klaritromicin pokazali su takode, specificne efekte. Iako
azitromicin nije znac¢ajno promenio plazmatske koncentracije ivermektina, povecao je koncentraciju
u mozgu za 122,5%, §to moze biti posledica selektivnije interakcije sa ABC transporterima na KMB.
Klaritromicin je, nasuprot tome, smanjio koncentraciju ivermektina u plazmi za 34,9%, dok je
znacajno povecao koncentraciju u mozgu za 88%. I ovde se ocigledno radi o specificnom dejstvu
klaritromicina, gde i pored smanjenja koncentracije ivermektina u plazmi dovodi do povecanja
koncentracije u mozdanom tkivu. Potencijalni uzrok ovakve interacije moze da bude selektivno
inhibitorno dejstvo na transportne sisteme na KMB.

Klinicke posledice ovakvih rezultata mogu boiti znacajne. Povecanje koncentracije ivermektina
u mozgu, posebno u kombinaciji sa diltiazemom, moZze povecati rizik od neurotoksi¢nih efekata, kao
Sto su letargija, konvulzije ili smrt, zbog potencijalnog preopterecenja centralnog nervnog sistema
ivermektinom. Istovremeno, smanjenje koncentracije ivermektina u plazmi kod kombinaciji sa
klaritromicinom moZze smanjiti njegovu efikasnost protiv parazita.

U okviru trece faze istrazivanja, analizirali smo efekte kombinovane primene ivermektina sa
verapamilom, diltiazemom, azitromicinom i klaritromicinom na parametre oksidativnog stresa kod
pacova, ukljucujuéi koncentracije MDA, GSH, TOS, TAS i OSI (Tabela 23). Ova analiza pruza
mogucnost procene farmakodinamicke interakcije izmedu ivermektina 1 ispitivanih lekova sa
potencijalnom za modulaciju oksidativnog stanja organizma.

MDA, pokazatelj lipidne peroksidacije, bio je znacajno nizi pri kombinaciji ivermektina sa
verapamilom u poredenju sa tretmanom isklju¢ivo ivermektinom, §to ukazuje na moguci protektivni
efekat verapamila na oksidativnu Stetu lipida. Sli¢na, ali manje izrazena, redukcija MDA zabeleZena
je kod kombinacija sa diltiazemom i azitromicinom, dok su vrednosti pri kombinaciji sa
klaritromicinom bile blize onima u grupi tretiranoj samo ivermektinom. Ovi nalazi sugeriSu razlicit
stepen inhibicije lipidne peroksidacije zavisno od koris¢enih lekova. Redukcija lipidne peroksidacije
pri kombinaciji verapamila i ivermektina moze ukazivati na sinergisti¢ki efekat koji ogranicava
oksidativno oSte¢enje membranskih lipida.

GSH, kljucni antioksidant, bio je statisticki znacajno povecan pri kombinaciji diltiazema 1
ivermektina (p=0,0429), ukazujuéi na povecanje antioksidativnog kapaciteta. Slicno povecanje
zabeleZeno je 1 kod verapamila, dok su kombinacije sa azitromicinom i klaritromicinom pokazale
vrednosti sliéne grupi tretiranoj samo ivermektinom. Rezultati ukazuju na selektivhu modulaciju
antioksidativne odbrane zavisno od farmakodinamickih svojstava leka, gde diltiazem 1 verapamil
mogu pojacati intracelularnu sintezu glutationa ili smanjiti njegovo troSenje.

TOS je bio blago povisen kod kombinacije klaritromicina i ivermektina, §to ukazuje na povecan
oksidativni potencijal pri ovoj kombinaciji. Ostale kombinacije nisu znacajno uticale na TOS u
poredenju sa ivermektinom, $to sugeriSe da verapamil, diltiazem 1 azitromicin ne povecavaju
oksidativno opterecenje. Klaritromicin, koji dostize ve¢e koncentracije u plazmi kada se koristi sa
ivermektinom, moZe doprineti intenzivnijoj oksidativnoj aktivnosti zbog povecane koncentracije
reaktivnih vrsta kiseonika.

TAS nije pokazao statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa, $to ukazuje na o€uvanje
ukupnog antioksidativnog kapaciteta nezavisno od kombinacije lekova. Ovaj rezultat moZe
odrazavati relativno stabilnu aktivnost ukupnih antioksidativnih sistema koji nisu znacajno
modulirani kratkotrajnim tretmanom kombinacijama lekova.

OSI, kao odnos TOS i TAS, bio je najvisi kod kombinacije klaritromicina i1 ivermektina, §to
odrazava povecano oksidativno opterecenje. Kombinacije verapamila i diltiazema s ivermektinom
takode su pokazale poviSene vrednosti OSI, dok je kombinacija sa azitromicinom imala najnizu
vrednost, sugeriSu¢i manji oksidativni stres. Visoke vrednosti OSI kod klaritromicina mogu biti
indikativne za potencijalne toksicne efekte povezane s indukcijom oksidativnog stresa, $to bi moglo
ogranicCiti njegovu sigurnu primenu u kombinaciji sa ivermektinom.

Kombinacije ivermektina sa verapamilom i diltiazemom pokazale su znacajnu redukciju lipidne
peroksidacije 1 povecanje nivoa GSH, Sto ukazuje na protektivne efekte kombinacije ovih lekova u
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ublazavanju oksidativnog stresa izazvanog ivermektinom. Verapamil i diltiazem, kao inhibitori P-gp,
mogu doprineti povecanoj intracerebralnoj koncentraciji ivermektina, $to moZze pojacati oksidativni
stres u tkivu mozga, ali i istovremeno aktivirati mehanizme antioksidativne odbrane. Nasuprot tome,
kombinacija sa klaritromicinom rezultirala je povecanim oksidativnim optere¢enjem, §to moze imati
klinicke implikacije, narocito u kontekstu neurotoksic¢nosti i kardiovaskularnog rizika. Kombinacija
azitromicina i ivermektina imala je najmanji uticaj na parametre oksidativnog stresa, $to je relevantno
za terapijske rezime gde je kontrola oksidativnog opterecenja prioritet.

Makroskopski pregled nije otkrio bilo kakve promene na organima tretiranih pacova, ali
histopatoloska analiza je pokazala znaCajne promene tkiva. Kombinovana primena ivermektina i
verapamila rezultirala je upadljivim histopatoloSkim promenama u vise organa. U jetri, kod polovine
tretiranih pacova dokazan je fokalni mononuklearni infiltrat, dok je intracelularni edem bio prisutan
kod dve zivotinje. U odnosu na pacove tretirane samo ivermektinom 1,2 mg/kg intracelularni edem
je dodatna promena i ona je videna i posle tretmana verapamilom, ali samo kod jednog od 6 tretiranih
pacova. U bubrezima su dominirali znaci intersticijalnog krvavljenja kod pet pacova, a pojedinacni
su bili slucajevi skleroze glomerula i intersticijalnog nefritisa, koji ukazuju na ozbiljna oStec¢enja
bubreznog tkiva. Skleroza glomerula je uoc¢ena i kod nekih od pacova koji su dobijali samo verapamil.
Takode, ove promene su zabelezene i1 kod pacova koji su dobijali samo ivermektin. Dilatacija tubula
i intracelularni edem zabeleZeni su kod dva pacova ali su ove promene videne i kao posledica davanja
samog ivermektina. Generalno, sve promene su bile ucestalije posle primene kombinacije
ivermektina sa verapamilm nego kod njihove pojedinacne primene. U mozgu veéine zivotinja
primeceno je fokalno krvavljenje, sa edemom kod jednog pacova. Ove promene potencijalno
odrazavaju neurotoksi¢ne efekte kombinacije, jer nisu videne kod pacova koji su dobijali samo
ivermektin u dozi od 1,2 mg/kg, ve¢ posle primene najvise testirane doze ivermektina od 4,8 mg/kg.
Sli¢no je uoCeno i sa degenerativnim promenama u testisima, koji su ukljucivali degeneraciju semenih
kanalica, a nisu zabelezene posle davanja samo ivermektina 1,2 mg/kg niti verapamila.

Kombinacija diltiazema 1 ivermektina dovela je do sli¢nih patoloskih promena. U jetri je
primecena fokalna mononuklearna infiltracija i intracelularni edem kod vecine pacova, a vakuolarna
degeneracija hepatocita uocena je kod jedne Zivotinje, §to ukazuje na dodatno oStec¢enje Celijske
strukture (Slika 13a). Ovakve promene su zabeleZene i kod pacova tretiranih samo ivermektinom 1,2
mg/kg, medutim intracelularni edem 1 vakuolarna degeneracija hepatocita uglavnom su bili nalaz kod
pacova tretiranih sa dve viSe doze ivermektina (2,4 i 4,8 mg/kg). Sam diltiazem je kod vecine pacova
doveo do vakuolarne degeneracije. U bubrezima je intracelularni edem bio prisutan kod svih pacova
(Slika 13b), dok su intersticijalno krvavljenje i skleroza glomerula zabeleZeni kod pojedinih zivotinja.
Sli¢ne promene u bubrezima je izazvao i1 sam diltiazem ali kod manjeg broja Zivotinja u odnosu na
ovu grupu. U mozgu je uoceno fokalno krvavljenje kod polovine pacova, dok su edem i glioza nadeni
kod jedne zZivotinje, Sto dodatno potvrduje neurotoksicne efekte ove kombinacije. Promene u
testisima ukljucivale su degeneraciju germinativnog epitela semenih kanali¢a i1 epididimisa kod
polovine pacova, §to svakako moze uticati na reproduktivnu funkciju. Promene u tkivu mozga i testisa
posle samostalne primene diltiazema nisu zapaZene.

Kombinacija azitromicina i ivermektina rezultirala je fokalnom mononuklearnom infiltracijom
1 intracelularnim edemom u jetri ve¢ine pacova, dok su vakuolarna degeneracija i edem primeceni
kod polovine tretiranih Zivotinja. Ovakve promene izazvao je 1 ivermektin primenjen samostalno, ali
dominantno posle visih doza (2,4 1 4,8 mg/kg), Sto ukazuju na znacajnije osteéenje jetre posle primene
njegove kombinacije sa azitromicinom. Sa druge strane, kod pacova koji su dobijali samo azitromicin
jedino je vakuolarna degeneracija hepatocita na periferiji lobulusa jetre bio dominantan nalaz. U
bubrezima su intracelularni edem 1 dilatacija tubula bili dominantni, uz rede prisustvo intersticijalnog
krvavljenja. Ovaj nalaz je slican nalazu kod pacova koji su dobijali samo ivermektin, dok su skleroza
glomerula 1 intracelularni edem bili nalaz u bubrezima pacova tretiranih samo azitromicinom. Sve
tretirane zivotinje imale su fokalna krvavljenja u meningama mozga, $to moZe imati posledice po
neuroloske funkcije. Promene u testisima nisu zabeleZene, §to ukazuje na izostanak negativnog
uticaja ove kombinacije.
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Histopatoloske promene kod kombinacije klaritromicina 1 ivermektina ukljucivale su izrazen
intracelularni edem u jetri sa fokalnom mononuklearnom infiltracijom kod tri pacova, dok su
vakuolarna degeneracija i edem zabelezeni samo kod jedne zivotinje. Ovakav nalaz ukazuje na slabije
izrazenu hepatotoksicnost primenjene kombinacije. U bubrezima su intersticijalno krvavljenje i
intracelularni edem bili ucestali, dok su skleroza glomerula i dilatacija tubula sporadi¢no primeceni.
Slicne promene su zabelezene i posle pojedina¢ne primene ivermektina i klaritromicina. U tkivu
mozga zabelezeno je fokalno krvavljenje kod dve Zivotinje, uz edem kod jedne. Ovakve promene
nisu zabeleZene posle pojedinacnih primena ivermektina i klaritromicina. Najverovatnije su promene
u mozgu posledica poviSenih koncentracija ivermektina (dvostruko visa od koncentracije posle
davanja samog ivermektina 1,2 mg/kg), jer je koncentracija klaritromicina istovremeno bila
dvostruko niza od koncentracije posle samostalne primene ovog makrolida. HistopatoloSkih promena
u testisima tretiranih pacova nije bilo.

Nasa istrazivanja su pokazala da visoke doze ivermektina koje su primenjivane kod ljudi tokom
COVID-19 pandemije dovode do znacajnih poremecaja u organizmu tretiranih pacova, osteéenja jetre
1 bubrega, koje se mogu pratiti kroz promene u koncentracijama enzima jetre, ali i histopatoloskih
promena u mozgu i testisima posle najvise testirana doze od 4,8 mg/kg. Interesantno je da uticaj na
funkciju CNS-a, niti bilo koji drugi klini¢ki simptomi trovanja nisu uoéeni. Znac¢ajan nalaz je da ¢ak
i najvisa testirana doza ivermektina (4,8 mg/kg), tokom 5 dana proizvodi koncentracije u plazmi i
mozgu daleko nize od publikovane ICsp za replikaciju SARS-Co-2 virusa, protiv koga je
primenjivana. Znacajan je nalaz da ivermektin dozno-zavisno stimuliSe sintezu citohroma P-450 koji
ga metabolise, ali samo do najvise primenjene doze koja ne ispoljava ovakav efekt. Generalno
mozemo zakljuciti da primenjene doze ivermektina 3, 6, 12 1 24 puta vise od terapijske antiparazitske
doze ne proizvode antivirusne koncentracije dokazane in vitro, ali mogu dovesti do ozbiljnih
ostecenja organizma tretiranih pacova.

Desetodnevna primena terapijskih doza verapamila, diltiazema, azitromicina i klaritromicina
nije imala za posledicu poremecaje opsteg zdravstvenog stanja pacova, nije uticala na funkcije CNS-
a i motoronu koordinaciju, nije dovela do znacajniih promena u hematolo§kim parametrima i nije
uticala na koncentracije enzima citohroma P-450 u plazmi. Znacajno je da su svi tretirani pacovi imali
signifikantno povecane koncentracije triglicerida a pacovi tretitani verapamilom i diltiazemom i
povecanje koncentracije uree u plazmi. Znacajno je 1 to da su verapamil, diltiazem 1 azitromicin u
mozgu dostizali koncentracije 10 i viSe puta vece od koncentracija u plazmi. Ovo je posebno vazno
jer se kalcijumski antagonisti sve ¢eS€e spominju u prenameni za leCenje 1 nekih degenerativnih
bolesti mozga, a za azitromicin je ovaj na$ nalaz znacajan zbog njegove primene u le¢enju infekcija
CNS-a. Analiziraju¢i patohistoloske promene u jetri i bubrezima tretiranih pacova, mozemo zakljuciti
se one uklapaju u ve¢ opisana prolazna nezeljena dejstva testiranih lekova i da kvalitativno nove
nezeljene efekte, koji do sada nisu opisani, nismo ustanovili.

Kombinovana primena ivermektina u dozi od 1,2 mg/kg i terapijskih doza inhibitora aktivnosti
enzima citohroma P-450, odnosno inhibitora P-gp nije uticala na telesnu masu, uzimanje hrane i vode
niti su uoceni bilo kakvi simtomi toksi¢nosti ukljucuju¢i i promene u funkciji CNS-a. U
hematoloSkom nalazu izdvaja se jedino signifikantno smanjenje MCV 1 povec¢anje MCHC koja nisu
zabeleZena posle primene ivermektina i mogu se pripisati interakciji sa primenjenm lekovima. Kao
posledicu interakcije ivermektina sa verapamilom, diltiazemom i klaritromicinom mozemo da
ozna¢imo i1 povecanje nivoa ALT i smanjivanje koncentracije ALP, dok je interakcija ivermektina sa
verapamilom dovela do smanjenja vrednosti y-GT. Ovi parametri mogu biti znacajni za pracenje
potencijalnih Stetnih interakcija ivermektina sa lekovina na funkcije jetre. Interesantne su i pozitivne
interakcije, naime kombinacija ivermektina sa testiranim lekovima imala je za posledicu snizavanje
nivoa triglicerida u odnosu na rezultat koji je dobijen kada su lekovi primenjeni samostalno, kao i
koncentraciju uree, koja je ¢ak bila niza kod svih kombinacija u odnosu na samostalnu primenu
lekova i ivermektina. Interakcija lekova sa ivermektinom imala je za posledicu snizenje koncentracije
citohroma P-450 u odnosu na samostalnu primenu ivermektina i bila je blizu nalaza kod netretirane
kontrole. Kombinacija sa ivermektinom je udvostrucila koncentracije diltiazema i klaritromicina u
plazmi i signifikantno povecala i do 4 puta koncentracije verapamila 1 diltiazema a dvostruko smanjila
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koncentraciju azitromicina u mozgu pacova. Ocigledno da ivermektin ispoljava dejstvo na
metabolizam i distribuciju testiranih lekova. Sa druge strane, samo je diltiazem povecao koncentraciju
ivermektina u plazmi, dok su svi lekovi signifikantno povecali koncentraciju ivermektina u
mozdanom tkivu. HistopatoloSke promene u jetri i bubrezima su bile iste kao i kod samostalne
primene ivermektina, samo ucestalije i1 intezivnije, dok je kvalitativno novi nalaz bio krvavljene u
mozgu i degenerativne promene u testisima koje su videne samo kod najvise doze ivermektina od 4,8
mg/kg 1 ocigledno su posledica interakcije.
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7. ZAKLJUCCI

Istrazivanja koja smo sproveli imala su za cilj da analiziraju toksi¢ne efekte ivermektina kod
pacova, primenjenog u dozama koje su vise od antiparazitskih terapijskih doza i koje su primenjivane
duze vreme, a koris¢ene su tokom COVID-19 pandemije kod ljudi u takvom rezimu doziranja.
Takode, ispitali smo interakciju ivermekina, primenjenog istovremeno sa lekovima inhibitorima
enzima citohroma P-450 (kalcijumskim antagonistima verapamilom i diltiazemom) i inhibitorima P-
glikoproteinskih transportera (makrolidnim antibioticima azitromicinom i klaritromicinom).

Na osnovu definisanih ciljeva i ostvarenih rezultata u sprovedenim istrazivanjima mogu se
formulisati slede¢i zakljucci:

1. Petodnevni tretman ivermektinom, u dozama koje su 3, 6, 12 i 24 puta vise od antiparazitske
terapijske doze (0,6; 1,2; 2,4 i 4,8 mg/kQ):

a.

Ne dovodi do uginuéa niti pojave klini¢kih znakova toksi¢nosti, ne utice na ponasanje,
unos hrane i vode i telesnu masu pacova, ne izaziva depresiju CNS-a niti poremecaje
neuromisi¢ne koordinacije na roda-rod testu.

Ne uti¢e na ukupan broj leukocita, koncentraciju hemoglobina niti hematokrit,
medutim dovodi do dozno-nezavisnog smanjenja hematoloskih indeksa MCV i MCH
1 pove¢anja MCHC kod svih tretiranih pacova. Ipak ove vrednosti nisu izaSle iz
referentnih fizioloskih granica.

Izaziva povecanje aktivnosti ALT koje nije dozno-zavisno i dozno-zavisno poveéanje
aktivnosti y-GT, pri ¢emu su vrednosti viSe od fizioloskih i ukazuju na poremecaj
funkcije jetre ve¢ pri najnizoj testiranoj dozi ivermektina.

Dozno-zavisno povecava koncentraciju enzima P-450 izoforme 3A4 posle doza do 12
puta visih od terapijske (0,6; 1,2 i 2,4 mg/kg), dok najvisa testirana doza ivermektina
(4,8 mg/kg) ne izaziva promene u odnosu na netretiranu kontrolu i ocigledno ne
stimuliSe sintezu enzima.

Dozno-zavisno povecava koncentraciju ivermektina u plazmi 1 mozgu tretiranih
pacova, pri ¢emu udvostrucenje doze ivermektina rezultira proporcionalnim
povecanjem koncentracije u plazmi i mozgu, osim pri najvisoj testiranoj dozi (4,8
mg/kg), gde koncentracija u mozgu petostruko nadmasuje prethodni dozni nivo sto
moze da se tumaci intezivnijim prolaskom ivermektina u mozdano tkivo zbog
inhibicije transportnih sistema na KMB.

Rezultira dostizanjem koncentracija ivermektina u plazmi koje su i posle primene
najvise doze (4,8 mg/kg) 1 dalje deset puta nize od publikovanih vrednosti ICsp
ivermektina za replikaciju SARS-Co-2 virusa.

Ima za posledicu dostizanje koncentracija ivermektina u mozgu za koje postoje dokazi
da ispoljavaju toksi¢na dejstva na mozdano tkivo.

U visim dozama (1,2 1 2,4 mg/kg) ispoljava znacajan uticaj na oksidativni stres,
poveéava nivo MDA, smanjuje GSH i TAS (1,2; 2,4 14,8 mg/kg) i poveéava TOS (2,4
i 4,8 mg/kg) i OSI (0,6; 1,2; 2,4 i 4,8 mg/kg). Ovi nalazi ukazuju da ivermektin
primenjivan u visokim dozama 1 duzi vremenski period mozZe doprineti oksidativnom
oStecenju tkiva.

Dovodi od histopatoloskih promena u jetri (fokalna mononuklearna infiltracija,
intraceularni edem i vakuolarna degeneracija posle dve najvise doze ivermektina) |
bubrezima (dilatacija tubula, intracelularni edem i krvarenje u intersticijumu), a
najvisa primenjena doza ivermektina (4,8 mg/kg) dovela je i do histopatoloskih
promena u mozgu (fokalno i perivaskularno krvavljenje) i testisima tretiranih pacova
(degeneracija germinativnog epitela semenih kanalica 1 epitela epididimisa |
smanjenje i odsustvo spermatogeneze).
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2. Desetodnevna primena terapijskih doza verapamila, diltiazema, azitromicina i klaritromicina:

a.

b.

Ne izaziva klinicki izraZene toksi¢ne efekte niti ispoljava dejstva na motornu
koordinaciju 1 funkciju CNS-a tretiranih pacova.

Dovodi do nesignifikantnih promena u hematoloskim i biohemijskim parametrima,
izuzev statisticki znacajnog poveéanja koncentracije triglicerida, kod svih tretiranih
pacova, ali ove vrednosti su i dalje u granicama fizioloskih vrednosti.

Ima za posledicu signifikantno povecanje koncentracije uree u plazmi ali samo posle
primene verapamila i diltiazema, pri ¢emu su zabelezene vrednosti bile iznad
maksimalne referentne.

Ne utice na koncentraciju citohroma P-450 izoforme 3A4 u plazmi pacova.

Ima za posledicu dostizanje relativno visokih koncentracija verapamila, diltiazema i
azitromicina u mozgu u odnosu na serumske koncentracije, $to opravdava potencijalnu
prenamenu kalcijumskih antagonista za lecenje poremecaja CNS koji se dovode u
vezu sa funkcijom kalcijumskih kanala.

Pojacava intezitet oksidativnog ostec¢enja, smanjuje ukupni antioksidativni kapacitet i
poveéava lipidnu peroksidaciju, pri ¢emu je Kklaritromicin pokazao najizrazeniji
prooksidativni efekat.

Dovodi do histopatoloskih promena u jetri i bubrezima sa znacima vakuolarne
degeneracije hepatocita i skleroza glomerula posle primene verapamila i diltiazema,
dok su azitromicin i Kklaritromicin izazvali sliéne promene ali kod manjeg broja
Zivotinja, sa izrazenijim oSte¢enjem bubreznog tkiva posle primene klaritromicina.
Ne dovode do histopatoloskih promena u mozgu i testisima.

Sva zabelezena nezeljena dejstva su ve¢ opisana, oznacena kao retka i reverzibilna i
uneta u Sazetke karakteristike leka.

3. Kombinovana primena ivermektina (1,2 mg/kg) i terapijskih doza verapamila, diltiazema,
azitromicina i klaritromicina:

a.

b.

Ne dovodi do ispoljavanja klinickih znakova toksi¢nosti, promena u unosu hrane, vode
i telesnoj masi, ne dovodi ni do promena u motornoj koordinaciji i funkciji CNS-a.
Ne uti¢e znacajnije na ukupan broj leukocita, eritrocita, koncentraciju hemoglobina i
hematokritsku vrednost, ali izaziva signifikantno smanjenje MCV koji je ispod
fizioloSke granice 1 najizraZeniji je kod kombinacije ivermektina sa klaritromicinom,
kao i statisticki znacajno povecanje MCHC koje je prevazi§lo maksimalne fizioloske
vrednosti a bilo je navece kod kombinacije ivermektina i klaritromicina, §to ukazuje
na poremecaj osmotske rezistencije eritrocita.

Dovodi do povecanja aktivnosti ALT u grupama koje su dobijale ivermektin sa
verapamilom, azitromicinom i klaritromicinom u odnosu na netretiranu kontrolnu
vrednost ali i izvesnog smanjenja u odnosu na dejstvo samog ivermektina, dok je
aktivnost ALP i y-GT bila smanjena posle primene kombinacija ivermektina sa
verapamilom i diltiazemom a koncentracija triglicerida pove¢ana u grupi tretiranoj
kombinacijom azitromicina i ivermektina. Ove promene mogu biti dovedene u vezu
sa dejstvom primenjenih lekova.

Smanjuje koncentraciju citohroma P-450 izoforme 3A4 u odnosu na sam ivermektin,
ali su vrednosti bile neSto vise u odnosu na netretiranu kontrolu, sto govori da
primenjeni lekovi najve¢im delom neutralisu stimulatorno dejstvo ivermektina na
sintezu enzima.

Nema za posledicu znacajnije promene koncentracija verapamila i azitromicina, ali
gotovo udvostrucuje koncentracije diltiazema i klaritromicina u plazmi. Sa druge
strane signifikantno poveéava koncentracije verapamila i diltiazema, nesignifikantno
povecéava koncentraciju azitromicina a smanjuje koncentraciju klaritromicina u tkivu
mozga. Ovakavi rezultati ukazuju da ivermektin moze direktno da utice na
farmakokinetiku lekova sa kojima se u isto vreme primenjuje.
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f. Ukazuje da jedino diltiazem signifikantno povecava koncentraciju ivermektina u
plazmi, §to se moze pripisati inhibiciji biotransformacije, dok su svi primenji lekovi
signifikantno povecali koncentraciju ivermektina u tkivu mozga, $to sa druge strane
ukazuje na potencijalnu inhibiciju transportnih sistema na KMB.

g. Pokazuje da verapamil i diltiazem a donekle i azitromicin ispoljavaju protektivno
dejstvo na oksidativni stres izazvan ivermektinom.

h. Pojacava intezitet i uCestalost histopatoloskih promena u tkivu jetre i bubrega u odnosu
na pojedina¢nu primenu testiranih lekova, dok se kvalitativno nove histopatoloske
promene nalaze u mozgu (fokalna krvarenja) i testisima (degeneracija germinativnog
epitela semenih kanali¢a) tretiranih pacova. Ove promene nisu prethodno uo¢ene kod
pojedinacne primene ivermektina u dozi od 1,2 mg/kg ili lekova, ali su primec¢ene kod
doze ivermektina od 4,8 mg/kg, pa se mogu oznaciti kao posledica interakcije.

Nasa istrazivanja pokazuju da visoke doze ivermektina koriS¢ene protiv SARS-CoV-2 mogu
izazvati ozbiljna oSteCenja organizma pacova a da interakcija ivermektina sa kalcijumskim
antagonistima i makrolidnim antibioticima takva oSte¢enja potencira. Takode, nasi rezultati ukazuju
da visoke doze ivermektina primenjivane 5 dana ne obezbeduju njegove efikasne antivirusne
koncentracije, ¢ime se postavlja pitanje opravdanosti ovakve primene.
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lista).

Potpis doktoranda

U Beogradu, 26.03.2025. god. |
Yt
«/ |

Doktorska disertacija Vladimir Z. Marjanovié



Prilozi

1. Autorstvo - Dozvoljavate umnozZavanje, distribuciju i javno saopétavanje dela, i prerade, ako se
navede ime autora na nacin cdreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i u komercijalne svrhe.
Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno saop$tavanje dela, i
prerade, ako se navede ime autora ha nadin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo - nekomercijalno — bez prerade. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopstavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime
autora na na¢in odreden od strane autora ili davaoca licence, Ova licenca ne dozvoljava
komercijainu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava najvedi
obim prava kori$éenja dela.

4, Autorstvo - nekomercijalno — deliti pod istim uslovima, Dozvcljavate umnoZavanje, distribuciju i

javno saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili
davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istomn ili sliénom licencom. Ova licenca ne
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerade. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, bez
promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom dely, ako se navede ime autora na nadin odreden
od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijainu upotrebu dela.

8. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopStavanje
dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence i
ako se prerada distribuira pod istom ili sliénom licencom. Ova licenca dozvoljava komercijalnu
upotrebu dela i prerada. Slicha je softverskim licencama, odnosno licencama otvorenog koda.

Dolktorska disertacija Viadimir Z. Marjanovié



