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Morfoloska, hemijska i farmakoloSka karakterizacija
odabranih biljnih vrsta rodova Arbutus L., Bruckenthalia Rchb.,

Calluna Salisb. i Erica L. (Ericaceae)

Sazetak

U okviru ovog rada je izvrSeno ispitivanje pet vrsta familije Ericaceae: Arbutus unedo,
Bruckenthalia spiculifolia, Calluna vulgaris, Evica arborea 1 Erica carnea u cilju njihovog
medusobnog poredenja i poredenja sa terapijski najznacajnijom vrstom ove familije,
Arctostaphylos uva ursi. Do sada su samo neke od ovih vrsta delimi¢no proucene.

Morfolosko-anatomska analiza lista i stabla je ukazala na izvesne sli¢nosti u gradi, pri
¢emu se vece odstupanje javlja kod vrste Arbutus unedo.

Hemijska ispitivanja su pokazala da sve proucavane vrste sadrZze hidrohinonske i
fenilpropanoidne derivate, flavonoide i tanine. HPLC analiza je potvrdila prisustvo
arbutina samo u uzorcima vrste Arbutus unedo (i to u uzorku iz Crne Gore u nesto veéem
procentu nego u uzorku iz Grcke) i odsustvo hidrohinona u svim uzorcima.

Semikvantitativnom HPLC analizom etanolnih ekstrakata je u svim uzorcima utvrdeno
prisustvo kvercitrina, kvercetin-3-O-glukozida 1 galne kiseline, dok su ostala
identifikovana fenolna jedinjenja (hlorogenska, elagna i1 ferulna kiselina, apigenin i
apigenin 7-O-glukozid, rutin, kvercetin i kemferol) sporadicno prisutna a ponegde i prvi
put detektovana u ispitivanim vrstama.

U okviru farmakoloske analize je ispitivana antioksidativna, antimikrobna,
spazmoliticka, antiinflamatorna i antiiritantna aktivnost.

Svi etanolni ekstrakti poseduju izuzetnu antioksidativnu aktivnost, pri ¢emu je Arbutus
unedo najsnaznije redukovao jon gvozda i uklanjanjao slobodne radikale a Bruckenthalia
spiculifolia ispoljila najizrazeniju inhibiciju lipidne peroksidacije u oba primenjena testa.

Antimikrobna aktivnost etanolnih ekstrakata prema 10 testiranih bakterijskih sojeva u
agar difuzionom testu je veoma slaba.

Etanolni ekstrakti vrste Arbutus unedo pokazuju znacajnu spazmoliticku aktivnost na
izolovanom ileumu pacova, pri ¢emu je efekat ekstrakta biljnog materijala poreklom iz
Grcke snazniji. Blokada kalcijumovih kanala je utvrdeni mehanizam spazmolitickog
dejstva. Etanolni ekstrakt vrste Erica arborea takode znacajno snizava bazalni tonus
ileuma i redukuje kontrakcije indukovane acetilholinom, mada su efekti slabiji u odnosu na
efekte ekstrakata vrste Arbutus unedo.

Svi testirani ekstrakti vrste Bruckenthalia spiculifolia sa Vlasinskog jezera pokazuju
znacajnu antiinflamatornu aktivnost u modelu akutne inflamacije edema Sapice pacova



indukovane karageninom. Efekti su uporedivi, a ponegde i snazniji od efekta
indometacina.

Hidrogelovi formulisani sa 2% odgovarajuéeg etanolnog ekstrakta ispoljavaju
pozitivne efekte na humanoj koZi pretretiranoj natrijum laurilsulfatom: smanjuju iritaciju,
hidriraju kozu i vra¢aju pH vrednost koze na nivo pre vestacki izazvane iritacije. Najbolji
efekat ispoljava gel sa ekstraktom vrste Erica carnea.

Na osnovu sprovedenih ispitivanja se moze zakljuciti da samo vrsta Arbutus unedo
moze, pod uslovom visestrukog doziranja, posluZiti kao zamena za drogu Uvae ursi folium.
Medutim, sve ispitivane vrste mogu ispoljiti pozitivne efekte u nekim indikacijama (npr.
GIT poremecaji, inflamacije i kozne promene), pre svega zahvaljuju¢i svom fenolnom
sastavu i utvrdenim farmakoloskim aktivnostima.

Kljuéne reci: Ericaceae, arbutin, HPLC, antioksidativna, antimikrobna, spazmoliti¢ka,
antiinflamatorna, antiiritantna aktivnost

Naucna oblast: Farmacija

UzZa naucna oblast: Farmakognozija

UDK: 615.322.004533. 6393, 2



Morphological, chemical and pharmacological characterization
of selected plant species of genus Arbutus L., Bruckenthalia

Rchb., Calluna Salisb. i Erica L. (Ericaceae)

Abstract

In the present study comparative investigation of five species of Ericaceae family:
Arbutus unedo, Bruckenthalia spiculifolia, Calluna vulgaris, Erica arborea and Erica
carnea were carried out. These species were compaired between each other and with
Arctostaphylos uva ursi, species of this family well known for its healthy properties. Untill
now, only few of these selected species are partly investigated.

Morphological and anatomical analysis of aerial parts of these species pointed out
certain structure similarity, with exception of Arbutus unedo.

Preliminary chemical analysis showed the presence of hydroquinone and
phenilpropanoid derivates, flavonoids and tannins in all investigated plant materials. Our
results, obtained using HPLC method, confirmed presence of arbutin only in samples of
Arbutus unedo (with higher content in plant material collected in Montenegro compaired to
one from Greece) and absance of hydroquinone in all tested samples.

Semiquantitative HPLC analysis of ethanolic extracts indicated the presence of
quercitrin, quercetin 3-O-glucoside and gallic acid in all samples, while other identified
phenolic compounds (chologenic, ellagic and ferulic acid, apigenin, apigenin 7-O-glucosid,
rutin, quercetin and kaempferol) are sporadicaly presented and some of them for the first
time found in selected species.

Pharmacological screaning inculded the studies of antioxidant, antimicrobial,
spasmolytical, anti-inflammatory and antiiritant activity of ethanolic extracts.

All samples showed exerted excellent antioxidant activity. The highest scavenging
activity and feri-ion reduction wer obtained with leaves extract of Arbutus unedo.
Bruckenthalia spiculifolia herb extract was most potent inhibitor of lipid peroxidation in
both applied tests.

Antimicrobial activity of the extracts against 10 tested strains of bacteria in disc-
diffusion assay was generaly weak.

Both Arbutus unedo extracts showed significant spasmolytic activity in isolated rat
ileum, with stronger effects of extract from plant material collected in Greece. Spasmolytic
activity is mediated through calcium channel inhibition. Erica arborea extract also
produced considerable decrease of the ileal basal tonus and reduction in contractile
response to acetylcholine, although weaker than extracts of Arbutus unedo.



All' Bruckenthalia spiculifolia extracts showed significant activity in carrageenan-
induced rat paw oedema model. The anti-inflammatory effects of the extracts were
comparable to that of indomethacin.

Hydrogels, each containing 2% of one investigated extract, showed positive effects on
the sodium lauryl sulfate-irritated human skin. All investigated samples significantly
decreased the skin irritation level and reversed the pH of the skin disturbed by preirritation
alongside with its hydration. Hydrogel loaded with Erica carnea extract displayed the best
outcomes.

According to the results of chemical investigation, only Arbutus unedo could be treated
as adequate substitute for herbal drug Uvae ursi folium. However, all investigated species
could provide positive health benefits, due to high content of valuable plant phenols and
demonstrated pharmacologycal activities.

Keywords: Ericaceae, arbutin, HPLC, antioxidant, antimicrobial, spasmolytical, anti-
inflammatory, antiiritant activity

Scientific field: Pharmacy

Major in: Pharmacognosy

UDK: 15,2329 . 01:5 33 683,



Lista skracenica

AA — antiinflamatorna aktivnost

A1E — etanolni ekstrakt vrste Arbutus unedo CG

Al —gelsa2% AI1E

A2E — etanolni ekstrakt vrste Arbutus unedo G

A2 —gel sa2% A2E

Ach — acetilholin

Arbutus unedo CG — biljni materijal vrste Arbutus unedo poreklom iz Crne Gore

Arbutus unedo G- biljni materijal vrste Arbutus unedo poreklom iz Grcke

ATCC — American Type of Culture Collection

ATP — adenozintrifosfat

B — gel sa 2% BE

BE — etanolni ekstrakt vrste Bruckenthalia spiculifolia sa Kopaonika

BC - etanolni ekstrakt dobijen perkolacijom cvasti vrste Bruckenthalia spiculifolia sa
Vlasine

BH — etanolni ekstrakt dobijen perkolacijom nadzemnog dela u cvetu vrste Bruckenthalia
spiculifolia sa Vlasine

BHA — butilhidroksianizol

BHT - butilhidroksitoluol

BK — etanolni ekstrakt dobijen perkolacijom korena vrste Bruckenthalia spiculifolia sa
Vlasine

BL — etanolni ekstrakt dobijen perkolacijom lista vrste Bruckenthalia spiculifolia sa
Vlasine

C —gelsa2% CE

CE — etanolni ekstrakt vrste Erica carnea

CFU/ml — Colony Forming Unit/ml

cGMP — cikli¢ni guanozin monofosfat

COX — ciklooksigenaza

DMSO - dimetilsulfoksid

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

E —gel sa 2% EE

EE — etanolni ekstrakt vrste Erica arborea

EAB — etilacetatna frakcija etanolnog ekstrakta vrste Bruckenthalia spiculifolia sa Vlasine
EC — elektri¢na kapacitivnost koze

EI — eritema indeks

EPC - fosfatidilholin jajeta

ETB —etarska frakcija etanolnog ekstrakta vrste Bruckenthalia spiculifolia sa Vlasine

F-C — Folin-Ciocalteu

FRAP — Ferric reducing/antioxidant power assay

GIT — gastrointestinalni trakt

HFF — Herbarijumu Katedre za botaniku Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
ICso— koncentracija koja inhibira (neutralise) 50% kontrakcija (slobodnih radikala)

ICD - iritantni kontaktni detmatitis

IL — interleukin



Ips — izoprostan

IP; — inozitol trifosfat

L-NAME — L-nitroarginin metil estar

LDL - lipidi male gustine

LOX — lipookigenaza

LP — lipidna peroksidacija

MAO-A — monoaminooksidaza A

MDA — malondialdehid

MGDG - monogalaktozildiacilglicerol

MIC — minimalna inhibitorna koncentracija

NAD(P)H — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NCIMB — National Collection of Industrial Bacteria

NF-kB — nuklearni faktor kapa B

(1) NOS — (inducibilna) azot oksid sintetaza

NP — natural products reagens

NSAIL — nesteroidni antiinflamatorni lek

P — placebo gel

PAF — faktor agregacije trombocita

PB — petroletarska frakcija etanolnog ekstrakta vrste Bruckenthalia spiculifolia sa Vlasine
PEG — polietilenglikol

PMN — polimorfonuklearni leukociti

PUFA - polyunsaturated fatty acids (polinezasi¢ene masne kiseline)
PVPP — polivinil polipirolidon

RNK - ribonukleinska kiselina

ROS — reactive oxygen species (reaktivne kiseonicne vrste)

SC — stratum corneum

SEM - skening elektronski mikroskop

SLS — sodium lauryl sulphate (natrijum lauril sulfat)

SOD — superoksid dismutaza

STAT - signal transducer and activator of transcription

TBA —thiobarbituric acid (2-tiobarbiturna kiselina)

TBARS - thiobarbituric acid reacting substances (supstance koje reaguju sa
tiobarbiturnom kiselinom)

TNF-a — tumor nekrozis faktor a

TPTZ — tripiridiltriazin

UCO (K) — kontrola pod okluzijom

UCW (U) — kontrola bez okluzije

UV — ultravioletno zracenje

V —gel sa 2% VE

VE — etanolni ekstrakt vrste Calluna vulgaris

VB - vodena frakcija etanolnog ekstrakta vrste Bruckenthalia spiculifolia sa Vlasine
WHO — World Health Organisation (Svetska zdravstvena organizacija)
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I OPSTI DEO
Arbutin

Arbutin (C;2H;607; molarna masa = 272,25; ostali nazivi: - arbutin, arbutozid, 3-
D-glukopiranozid-4-hidroksifenil, hidrohinon-B-D-glukopiranozid, hidrohinon glukoza, 4-
hidroksifenil-B-D-glukopiranozid, ursin i uvasol) je Siroko rasprostranjen u biljnom svetu
(Dodatak II). Obicno je prisutan zajedno sa metilarbutinom, posebno u vrstama familije
Ericaceae (1).

Proucavanjem sintetskih metabolickih procesa obolelog krompira potvrdeno je da
arbutin nastaje iz tirozina — Slika 1.1. Enzim monooksigenaza, u in vivo uslovima, moze da
katalizuje hidroksilaciju aromati¢nog prstena reakcionim mehanizmom koji ukljucuje
Sikimatni metabolicki put; tako se fenilalanin hidroksiluje u p-polozaju do tirozina u
prisustvu enzima fenilalaninmonooksigenaze (2,3).
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Slika 1.1. Nastanak arbutina iz tirozina

Sadrzaj arbutina (kao i odnos arbutina i metilarbutina) zavisi od ontogenetske faze
(obic¢no je znatno visi u jesen u fazi ploda) 1 geografskog porekla biljne vrste (1,4,5).



1. Uloga arbutina u biljci

Tolerancija biljke na stres

Na osnovu visokih koncentracija arbutina u biljkama otpornim na veoma visoke ili
veoma niske temperature staniSta, antioksidativne aktivnosti i sposobnosti inhibicije
fosfolipaze A2 (PLA2), pretpostavljeno je da arbutin igra vaznu ulogu u toleranciji biljke
na stres (6).

Vrsta Myrothamnus flabellifolia Welw. (Myrothamnaceae), koja za razliku od
vecine ostalih poikilohidri¢nih biljaka (koje su zeljaste, male i niske) predstavlja Zbun
visok i preko 1 m, sadrzi do 25% arbutina racunato na suvu masu listova. Arbutin se kod
zimzelene vrste Bergenia crassifolia (L.) Fritsch (Saxifragaceae), koja raste u surovim
uslovima Sibira, akumulira u vecoj koli¢ini u jesen; javlja se u visokoj koncentraciji i u
drugim vrstama koje su adaptirane na uslove kao Sto su arkticke niske temperature
(Vaccinium spp., Arctostaphylos spp.), pa se smatra da doprinosi otpornosti biljaka na
niske temperature (6-8).

Smatra se da arbutin doprinosi i zastiti komponenata membrane u uslovima suse
(subcelularna stabilizacija i oporavak tokom rehidratacije), a potvrdeno je da je snazan
antioksidant i da inhibira PLA2 u sistemima sa najvecom dehidratacijom (9,10).

Arbutin kao izvor hidrohinona moze redukovati peroksidaciju nezasi¢enih lipida
membrane, Sto je jedan od kljucnih dogadaja u propadanju biljne ¢elije tokom starenja ili
izlaganja stresu (8). Kao amfifilni molekul moze imati ulogu inhibitora akumulacije
slobodnih masnih kiselina (11).

Arbutin, dakle, ima vaznu ulogu u toleranciji biljke na stres tako $to direktno ili
indirektno stabilizuje ¢elijsku membranu. Medutim, protektivni efekat je strogo zavisan od
prisustva nedvoslojnog lipida (kao S$to je monogalaktozildiacilglicerol — MGDG) u
membrani. Dramati¢no razliciti efekti arbutina na membrane razli¢itog lipidnog sastava se
mogu razumeti pomoc¢u spektroskopskih podataka na osnovu “koncepta oblika”
polimorfizma lipida — Slika 1.2. (6).

EPC + arbutin

Slika 1.2. Sematski prikaz preseka spoljasnjeg sloja lipozomske
membrane koji sadrZi ili samo fosfatidilholin jajeta (EPC) —
cilindricno prikazani molekuli ili smesSu EPC-a i MGDG-a —
koni¢no prikazani molekuli, u odsustvu i prisustvu arbutina.
Tamnije osenceni delovi lipida predstavljaju hidrofobne glave,
a svetliji regione kiselinskih lanaca. Arbutin je predstavljen kao
dve elipse, gde donji deo predstavija fenolni prsten a gornji
EPCMGDG + arbutin glukozu. Arbutin se ugraduje u prazne prostore membrane koje
stvara prisustvo MGDG-a $to smanjuje “krivijenje” i u niskim
koncentracijama arbutina smanjuje nefuzogeno oStecenje.
Medutim, kod visokih koncentracija arbutina, kapacitet
membrane da se prilagodi je postignut i ponovo dominira efekat
pucanja.




Zastita od patogena

Rezistencija kruSaka na soj Erwinia amylovora je blisko povezana sa visokim
nivoom arbutina/hidrohinona, antibakterijske komponente koja je prisutna u spoljasnjim
slojevima pupoljaka, koje bakterija najc¢eS¢e napada. Hidrohinon se oslobada iz arbutina
(nema de novo formiranja) dejstvom B-glukozidaze, ¢ija je aktivnost posebno pojacana
upravo u spolja$njim slojevima pupoljaka. Zato se arbutin ne smatra fitoaleksinom (iako je
hidrohinon, koji se iz njega oslobada, glavni antimikrobni agens kruske) ve¢ predstavlja
tipican prodrug-molekul posto se aktivira tek kada je jedinka ugrozena (12-14).

Oksidacija arbutina, zahvaljuju¢i nastanku toksi¢nih supstanci, ucestvuje u
otpornosti nekih varijeteta krusaka na plamenjacu. Takode, degradacija arbutina se smatra
mogucim uzrokom inkompatibilnosti pri kalemljenju krusaka i dunja (10,15).

2. Znacaj arbutina za medicinu i farmaciju

Arbutin se nalazi u hrani, biljnim dodacima ishrane, pomo¢nim lekovitim
sredstvima i kozmetickim proizvodima za izbeljivanje koze. U terapiji se primenjuje kao
uroantiseptik i kao agens za izbeljivanje koze.

Arbutin — sredstvo za izbeljivanje koze

Arbutin ispoljava efekat izbeljivanja koze na taj naCin Sto smanjuje aktivnost
¢elijske tirozinaze (najvaznijeg enzima u sintezi melanina), bez promene funkcije same
¢elije. Kada se doda kulturi humanih melanocita pokazuje dozno-zavisnu redukciju
aktivnosti tirozinaze 1 znaCajno smanjenje nivoa melanina, uz izuzetno nisku
citotoksi¢nost. Celije tretirane arbutinom pokazuju smanjenje pigmentacije i aktivnosti
tirozinaze bez promene u ekspresiji tirozinaznih gena. Kao potvrdeni inhibitor sinteze
melanina i1 sredstvo za izbeljivanje koze, Cesto se ukljucuje u grupu lekova koji se
primenjuju kod karcinoma koze. Arbutin ¢ak moze spreciti nastanak ozbiljnih suncanih
opekotina izazvanih akumulacijom melanina (nastalog u subkutanom tkivu metabolickim
putem katalizovanim tirozinazom). Medutim, poSto je istovremeno 1 izuzetno
fotosenzitivna supstanca, u preparate je neophodno inkorporirati vecu koli¢inu sredstava za
zastitu od sunca da bi se sprecila njegova razgradnja (1,16).

U kozmeti¢kim preparatima se koristi u koncentracijama koje ne prelaze 2% (17).
Arbutin — uroantiseptik

Efikasnost arbutina kao uroantiseptika je, izmedu ostalog, potvrdena u klinickoj
studiji gde je in vitro koriS¢eno 74 sojeva bakterija, ukljucujuéi vrste Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus. Arbutin (prisutan u
urinu nakon oralne primene 1 g Ciste supstance ili infuza droge koji sadrzi ekvivalentnu
koli¢inu arbutina) je bio aktivan protiv svih testiranih sojeva, odnosno registrovana je jaka
antibakterijska aktivnost u uzorcima urina posle podesavanja pH na 8,0. In vivo, nakon



primene samo jedne doze ekstrakta listova Arctostaphylos uva ursi standardizovanog na
800 mg arbutina, nije uocen rast bakterija u urinu narednih 5 dana (18,19).

Opsta preporuka za najbolju efikasnost uroantisepti¢ne terapije preparatima koji
sadrze arbutin je da se pospe$i izlu€ivanje urina alkalne reakcije (Sto se postize
izostavljanjem namirnica bogatih kiselinama iz ishrane ili uzimanjem sode bikarbone — 0,5
g uz dozu preparata sa arbutinom) (17). Medutim, jedna novija studija metabolizma
arbutina i njegovog efekta na bakteriju E. coli, navodi na zakljucak da je alkalizacija urina
(podesavanje pH na 8,0) suvisna, a da se konjugati hidrohinona mogu smatrati njegovim
prekursorima. Bakterije koje su uzroc¢nici urinarne infekcije ucestvuju u dekonjugaciji i
oslobadanju toksi¢nog slobodnog hidrohinona — $to bi se moglo nazvati samoubilackim
mehanizmom (izmerena je 2,3 puta veca koncentracija slobodnog dekonjugovanog
hidrohinona u uzorcima urina sa suspenzijom E. coli u odnosu na one kojima je dodat
enzima heterozidaza) (20).

Komisija E daje napomenu da preparate koji sadrze arbutin ne bi trebalo uzimati
duze od nedelju dana niti viSe od pet puta godiSnje bez saveta lekara. Primena je
kontraindikovana kod: trudnica, dojilja i dece mlade od 12 godina (18).

Nakon dugotrajne interne upotrebe moguce je ostecenje jetre. lako nema podataka
o kancerogenosti, kogenotoksi¢nosti niti o antigenotoksi¢nosti arbutina, posto se on
metaboliSe do hidrohinona, neophodno je razmotriti njegovu bezbednost sa aspekta
toksi¢nosti ovog fenola (1).

3. Resorpcija, metabolizam i izlu¢ivanje arbutina

Arbutin se resorbuje preko nosaca glukoze (Na'-zavisnim putem resorpcije Secera)
u nizim delovima intestinuma, a bioraspoloziv je kao hidrohinon. Preuzimanje arbutina je
u direktnoj zavisnosti od morfoloskog stanja mukoze ispitivane vrste kao i od prisutnih
mikroorganizama  (gram-pozitivne koke —  Staphylococcus  saprophyticus 1
Enterobacteriaciae — Salmonella paratyphi B, Shigella 1 Proteus vrste ne utiCu znacajnije,
dok gram-pozitivne bakterije — Lactobacillus i svi sojevi E. coli 1 gljivica Candida
albicans inhibiraju resorpciju arbutina) (1,19,21). Arbutin odlaze postpradijalni porast
nivoa glukoze u krvi pa moze biti koristan kao dopuna u tretmanu dijabetesa (22).

Ispitivanjem ekskrecije kod Zenki pacova, uoceno je izluCivanje nepromenjenog
arbutina (82% 1 100% posle 16, odnosno 30 sati) ali i njegov diureticki efekat (21).

U studiji koja je pratila raspolozivost ukupnih hidrohinonskih ekvivalenata u urinu
zdravih dobrovoljaca (unosili per os 3 x 140 mg arbutina iz suvog ekstrakta uve), najveci
deo izlucenih supstanci su bili konjugati hidrohinona sa glukuronskom i sumpornom
kiselinom. Tokom 6 sati od prve doze, samo 0,21% hidrohinona je izlu¢en urinom. Nakon
36 sati je izlueno 0,99 mg, Sto odgovara 0,5% primenjene doze. Nakon pojedina¢ne doze
ekstrakta koji je sadrzao 100 mg arbutina, oko 80 mg arbutinskih ekvivalenata je izlu¢eno
u toku 24 h (tokom prvih 6 h 44%, a u okviru prvih 9 h 67%) (19).



Toksi¢nost hidrohinona

U prirodi se slobodan hidrohinon javlja u nekim biljnim vrstama, a predstavlja
veoma biodegradabilno i fotodegradabilno jedinjenje. Izlaganje hidrohinonu se uglavnom
javlja u industriji: koristi se kao intermedijer u industriji gume 1 pri stabilizaciji monomera,
u litografiji, za izradu fotografskih crno-belih, filmova u boji i bolnic¢kih filmova za
rentgensko zracenje, kao stabilizator boja, izbeljivac¢a, motornih ulja i kao antioksidant u
industriji ulja i masti. Primenjuje se i za spre¢avanje nastanka rde u postrojenjima za
hladenje vode (23,24).

Hidrohinon se metabolise uglavnom konjugacijom ali se mali procenat konvertuje
u 1,4-benzohinon koji se in vitro moze konjugovati sa glutationom ili delovima DNK. To
deluje toksicno na vec¢i broj organa, posebno na bubrege i1 gornje delove
gastrointestinalnog trakta (GIT). Hidrohinon pokazuje mutagenost u mnogim in vitro
sistemima, a nakon intraperitonealne primene izaziva i genotoksi¢nost ili hromozomske
aberacije u kosStanoj srzi.

Grupa radnika, koja je konstantno u toku duzeg vremenskog intervala bila izlozena
hidrohinonu, je imala nisku incidencu karcinoma u poredenju sa dve kontrolne grupe, §to
jo§ uvek nije razjaSnjeno. U grupi litnograficara u samo 2 od 5 sluc¢ajeva malignog
melanoma oboleli radnici su bili izloZeni hidrohinonu. Posto nema adekvatnih dokaza za
kancerogenost hidrohinona u humanoj populaciji, a broj izvedenih studija na
eksperimentalnim Zivotinjama je ogranicen, hidrohinon je svrstan u Grupu 3, odnosno u
supstance koje se ne mogu klasifikovati kao kancerogene po ljude (24).

Fenol i1 hidrohinon se mogu povezati sa pojavom leukemije koja je posledica
izlaganja benzenu, poSto oni predstavljaju hematotoksi¢ne proizvode benzena, oStecuju
DNK i hromozome, inhibiraju topoizomerazu II i selekciju klonova. Medutim, visoki nivoi
fenola i hidrohinona u krvi se javljaju i usled direktnog unosenja hranom, katabolizma
tirozina i drugih supstrata crevnim bakterijama, uzimanja namirnica bogatih arbutinom,
konzumiranja cigareta i nekih lekova koji se nalaze u slobodnoj prodaji. Postavljena je
hipoteza da su ovi izvori fenola i hidrohinona veoma vazni u nastanku nekih formi de novo
leukemije u Sirokoj populaciji, §to potvrduju i epidemioloske studije koje povezuju
leukemiju sa ishranom bogatom mesom i proteinima, koriS¢enjem antibiotika (koji
poremete normalnu crevnu floru), odsustvom ishrane maj¢inim mlekom i smanjenom
aktivnos¢u NAD(P)H hinon oksidoreduktaze (vrsi detoksikaciju hinona 1 Stiti od
benzenske hematotoksi¢nosti). Ova hipoteza bi mogla da objasni zasto mnoge osobe koje
nisu bile izloZene benzenu, a nisu ni pusaci, ipak oboljevaju od leukemije. Naglasava se
znacaj ishrane, unosenja lekova, genetske komponente i sastava crevne flore, a kako je na
poslednja dva faktora veoma teSko uticati ostaje mogucénost promene nacina ishrane i
kontrolisano koriS¢enje lekova koji poviSavaju nivo fenola, kao najbolja strategija za
smanjenje rizika za nastanak leukemije.

Jednom unet u organizam, fenol se, najve¢im delom u jetri, transformiSe u
hidrohinon. Fenol, hidrohinon i srodni molekuli se krvlju transportuju do udaljenih tkiva,
ukljucujudi 1 kosStanu srz. Intenzivna istrazivanja mehanizama leukemogeneze ukazuju na



to da je sam hidrohinon ili hidrohinon u kombinaciji sa fenolima i njihovim metabolitima,
ukljucen u nastanak kancera i njegovu progresiju (25).
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4. Uvae ursi folium — najznacajniji biljni izvor arbutina

List uve (Uvae ursi folium, Arctostaphylos uva-ursi, Ericaceae) se zahvaljujuci
sadrZaju arbutina tradicionalno koristi u tretmanu urinarnih infekcija, kao Sto je npr. akutni
cistitis, kada je bakteriurija ispod 10°/ml bez faktora rizika i kod asimptomatske
bakteriurije kada nije neophodno ukljuciti antibiotike (19). Najc¢esce se primenjuju spraseni
ili usitnjeni listovi u obliku infuza, hladnog macerata ili te¢nog ekstrakta koji obezbeduju
400-840 mg arbutina dnevno. Kao suvi ekstrakt najeS¢e se dozira na 100-210 mg
arbutina. Na trziStu postoje i kapsule, €aj 1 tinktura. Utvrdeno je da osoba koja 4 puta
dnevno popije ¢aj od uve (3 g listova Sto odgovara 6% hidrohinonskih glukozida) unese
720 mg arbutina (1).

Danas je Arctostaphylos uva-ursi oficijalna u farmakopejama Austrije, Ceske
Republike, Egipta, Francuske, Nemacke, Bugarske, Japana, Rusije i Svajcarske, odnosno
nalazimo je u Ph.Eur. 6, DAB 10, BHP. 1990, Ph.Jug. V (18,26,27,28).



Kako su najvazniji biljni izvor arbutina predstavnici familije Ericaceae, u
tradicionalnoj medicini se pored Arctostaphylos uva-ursi 1 neke druge vrste ove familije
koriste u tretmanu urinarnih infekcija. Sto se tice vrsta koje su rasprostranjene u flori
Balkana, uroantisepti¢no i diureticno dejstvo se pripisuje plodu, listu i korenu vrste
Arbutus unedo (29-33) 1 herbama vrsta Calluna vulgaris (18,26,34-36), Erica arborea
(37,38) 1 Erica carnea (39).

Srodne biljne vrste obi¢no proizvode slicne hemijske supstance, a Sto je bliza
taksonomska povezanost veca je verovatnoca da se slicne supstance nadu u okviru ovih
taksona. Kada je neka od nadenih supstanci od medicinskog ili farmaceutskog znacaja, tezi
se pronalazenju sli¢nih ili povezanih supstanci u srodnim biljkama (npr. drugi varijeteti u
okviru iste vrste, druge vrste u okviru istog roda, ¢ak i1 drugi rodovi u okviru iste familije)
(40). Stoga je racionalno ispitati vrste familije Ericaceae u cilju pronalazenja eventualne
zamene za veoma trazenu vrstu Arctostaphylos uva-ursi, koja je zaSti¢ena na teritoriji
Srbije prema ,,Pravilniku o proglasenju 1 zastiti strogo zaSticenih i zasti¢enih divljih vrsta
biljaka, zivotinja i gljiva®, koji je objavljen u ,,Sluzbenom glasniku RS* br. 5/2010.

FAMILIJA ERICACEAE DC.

Familija Ericaceae obuhvata zimzelene i listopadne zbunove ili rede, nisko drvece,
rasprostranjene na obe hemisfere, od arktickih i antarktickih do tropskih krajeva, izuzev
vlaznotropskih oblasti i kontinentalnih pustinja i stepa.
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Slika 1.4. Areal karta familije Ericaceae

Listovi predstavnika ove familije su celi 1 vrlo ¢esto zimzeleni, ponekad veoma
redukovani, naizmeni¢ni, rede naspramni ili prsljenasti, bez zalistaka, lancetasti ili
ljuspasti. Cvetovi su dvopolni, aktinomorfni, retko zigomorfni, pojedinacni ili u vr$nim ili
bo¢nim §titovima, gronjama, grozdovima ili metlicama. Cagica iz 4-5 dela, ili sa 4-5
zubaca, ostaje na plodu, dok je krunica sa (3) 6, Cesto gotovo odeljenih, listi¢a koji opadaju
ili rede ostaju na plodu. Prasnika ima koliko 1 listi¢a krunice ili dva puta viSe, prasni konci
su slobodni ili srasli u donjem delu, dok su praSne kesice sa otvorima a rede se otvaraju
pukotinom. Plodnik je sa 4-5 okaca, semeni zameci su uc¢vrsceni centralno, po jedan ili
viSe u svakom okcu. Stubi¢ je valjkast ili konian sa celim sitnoreznjevitim zigom. Pod
plodnikom je disk koji luci nektar i na ¢ijem spoljnjem kraju su u¢vrscéeni prasni konci i
krunica. Plod je viSesemena Caura, rede bobiCasta viSesemena koStunica sa vrlo sitnim
semenom koje je sa endospermom, 1-2 mm dugo, razli¢itog oblika, ponekad krilato.



Svi evropski predstavnici su mikorizni i javljaju se na siromasnom zemljistu koje je
obi¢no kisele reakcije (35,41,42).

Familija Ericaceae broji vise od 70 rodova sa vise od 1500 vrsta. Flora Europea
vodi 18 a Flora Srbije 5 rodova ove familije (Rhododendron, Arctostaphylos, Calluna,

Erica, Bruckenthalia) (41,42).

Uporedni pregledi vrsta rodova Arbutus, Bruckenthalia,

Calluna 1 Erica opisanih u Flori Evrope 1 Flori Srbije dati su u Tabelama 1.1., 1.2, 1.3. 1

1.4.
Tabela 1.1. Vrste roda Arbutus
Rod Arbutus L.
Flora Europea Flora SR Srbije

A. unedo L.

A. andrachne L.

A. x andrachnoides Link

Tabela 1.2. Vrste roda Bruckenthalia

Rod Bruckenthalia Reichenb.

Flora Europea

Flora SR Srbije

B. spiculifolia (Salisb.) Rchb.

B. spiculifolia Rchb.

Tabela 1.3. Vrste roda Calluna

Rod Calluna Salisb.

Flora Europea

Flora SR Srbije

C. vulgaris (L.) Hull

C. vulgaris (L.) Hull

Tabela 1.4. Vrste roda Erica

Rod Erica L.

Flora Europea

Flora SR Srbije

. herbacea L.

E. carnea L.

. ciliaris L.

. mackaiana Bab. In Mackay

. tetralix L.

. terminalis Salisb.

. australis L.

. umbellata L.

. arborea L.

. lustinica Rudolphi in Schrader

. vagans L.

E
E
E
E
E
E. cinerea L.
E
E
E
E
E
E

. manipuliflora Salisb.

=

. multiflora L.

E. sicula Guss.

E. erigena R.Ros.

E. scoparia L.




1. Rod Arbutus L.

Zimzeleni grmovi ili drvece sa spiralno rasporedenim listovima na lisnim dr§kama.
Cvetovi su sa petoClanim perjantom, u terminalnim metlicastim cvastima sa braktejama.
Casicni listi¢i su srasli u bazi. Krunica peharasta, sa kratkim izvrnutim reZnjevima,
opadajuca. Prasnika je 10 sa dlakavim filamentima. Plod je loptasta bobica (42).

U flori Evrope se javljaju dve vrste: Arbutus unedo i1 Arbutus andrachne L., ali 1
njihov hibrid Arbutus x andrachnoides Link, koji je fertilan i ¢est na mestima gde ove dve
Arbutus vrste rastu zajedno (42).

Arbutus unedo L.
(syn. Arbutus salicifolis Hoftmanns., Arbutus serratifolia Salisb)

Arbutus unedo je zimzelen grm visok do 3 m, rede nisko drvo do 12 m, sa
uspravnim granama i Sirokom kroSnjom. Kora izdanaka je crvenosmeda, a kod starijih
grana je sivosmeda ili crvenkasta i ljusti se u uskim uzduznim ljuskama. Mladi izdanci su,
makar delimicno, Zlezdasto dlakavi. Listovi su spiralno rasporedeni, kozasti, sjajni, ovalno-
lancetasti, dugi 4-11 cm 1 obi¢no 2-3 puta duzi nego Sto su Siroki. Nalaze se na do 10 mm
dugoj, crvenkastoj peteljci. Cvetovi su u terminalnim, vise¢im grozdastim cvastima
zvonastog oblika, pojavljuju se u jesen. Casica je sa zaobljenim reznjevima, peto¢lana, bela
i obi¢no oivi¢ena bledozelenim ili bledoruzi¢astim. Plod je jestiva bobica, unutra socna,
mesnato-brasnjava a spolja bradavi¢asta — pokrivena koni¢nim papilama, Zzute do
tamnocrvene boje. Sazreva tek nakon godinu dana pa se zreli plodovi mogu videti zajedno
sa novim cvetovima. Cveta u jesen a seme je smede, sitno i izduzeno.

Raste na toplim kre¢njackim terenima, deo je makije i crnikinih Suma (42,43).

Opste rasprostranjenje. Mediteran i severozapadna Evropa sve do severozapadne
Irske. Zabelezena je u: Portugaliji, gpaniji, Balearskim ostrvima, Francuskoj, Korzici,
Sardiniji, Siciliji, Italiji, Albaniji, Grckoj, Kritu 1 Karpatosu, Istoénim Egejskim ostrvima,
Turskoj, Azijskom delu Turske, Kipru, Libanu 1 Siriji, Tunisu, Alziru i Maroku (43).

Na prostorima bivse Jugoslavije se sre¢e od Istre do juznog primorja, kako na obali
tako i na ostrvima Mljetu, Bracu, Korculi, Sipanu, Lokrumu, poluostrvu Peljescu. Osetljiva
je na hladnocu i zato ne zalazi u priobalno podrucje Jadrana (30,35,43).

Narodna imena (u engleskom govornom podrucju se ¢itav rod Arbutus naziva Madrones):

planika, bela planika, plani¢ac, mecije grozde, maginja, jagodnjak, jagodicica,
jagodica-rast (srpski),

Strawberry-tree, Arbutus (engleski)

arbousier (francuski)

Erdbeerbaum (nemacki)

albatro, corbezzolo (Spanski)

3eMJISIHU4HOE JiepeBo (bugarski)

[Mnanuka (makedonski) (30,31,44).



2. Rod Bruckenthalia Rchb.

Rod je veoma sli¢an rodu Erica ali je ¢asica zvonasta. Cvetna drska je bez brakteola i
disk je odsutan (42).

U rodu je samo jedna vrsta, koja raste i u Srbiji.

Bruckenthalia spiculifolia (Salisb.) Rchb.
(syn. Erica spiculifolia Salisb., Bruckenthalia spiculiflora Drude)

Bruckenthalia spiculifolia je zimzeleni zbuni¢ visok do 25 cm, polegao, sa
ustaju¢im tankim granama, pokriven tankim granficama. Grancice su pokrivene vrlo
kratkim dladicama, listovi su po 4-5 u prsljenu ili nepravilno spiralno rasporedeni. Listovi
su linearni, blago zaSiljeni, sa neSto povijenim obodom, fino dlakavi, dugi 3-4 (-6) mm,
siroki oko 0,4 mm. Cvetovi su u gustim, terminalnim grozdovima dugim do 3 cm. Cvetovi
su na peteljkama, imaju zvonastu CasSicu koja je do sredine deljena u 4 reznja, ruzicasta,
trajna i kra¢a od krunice. Krunica je zvonasta, ¢etvorodelna, ruzicasta, ostaje na plodu.
Prasnika ima 8, pri¢vrS¢eni su pri osnovi kruni¢nih listica. TuCak je duzi od perijanta a
valjkasti stubi¢ gornjim delom Str¢i iz cveta. Plod je okruglasta ¢aura duga oko 2 mm, sa
vrlo sitnim, izduzenim semenom. Cveta od juna do avgusta. Plod zri od avgusta do
septembra (41,42,45).

Naseljava subalpski i alpski pojas silikatnih masiva, daju¢i pecat planinskim
vriStinama jugoistocnog dela Balkanskog poluostrva i Male Azije, pa se po njoj ova
vegetacija i naziva Bruckenthalion spiculifoliae Horv. Podlogu na stanisStima ove vrste ¢ine
vulkanske stene, najcesce kiselog karaktera (pH-vrednost izmedu 4 i 6). StaniSta su
izlozena fizioloSkoj susi od oktobra do maja ili juna. Raste u bukovom pojasu od 1000 m
(Ostrozub), pa sve do 2400 m nadmorske visine, na planinskim vriStinama, zajedno sa
Vaccinium uliginosum, Daphne mezereum i drugim vrstama (41,45).

Opste rasprostranjenje. Jugozapadna Azija 1 Jugoistocna Evropa a severnim
pravcem do severne Grcke (41,46). Javlja se na prostorima bivse Jugoslavije, u Albaniji,
Bugarskoj, Rumuniji, Gr¢koj i u azijskom delu Turske (43).

Rasprostranjenje u Srbiji. Rasprostranjena je na silikatnim visokoplaninskim
masivima: Stara planina, Zlatibor, Kopaonik, Ogljak, Sar-planina, Rugovsko-metohijske
planine (Zljeb, Mokra planina) (41,46).

Narodna imena. Brukentalija (srpski)
Bpbmnsik (bugarski) (45,46).

3. Rod Calluna Salisb.

U ovom rodu se nalazi samo jedna vrsta, koja raste 1 u Srbiji.
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Calluna vulgaris (L.) Hull
(syn. Erica vulgaris L., Calluna erica DC.)

Calluna vulgaris je polegli ili ustaju¢i zimzelen Zzbun, gusto granat, visok 20-60 (-
100) cm. Grane su tanke, uspravne, polegle ili povijene, Sibolike, guste, lako lomljive.
Kora je sivosmeda i tanka. Na izdancima, koji izbijaju iz jakog korenovog sistema (koji je
toliko gusto razgranat da otezava razvoj drugih biljaka), se razvijaju sitni pupoljci sa
brojnim ljuspama. Grancice su gusto pokrivene, ukrSteno-naspramno u 4 reda
rasporedenim, listovima koji su gus¢i na spoljasnjim gran¢icama koje ne nose cvetove.
Listovi su sitni, ljuspasti, trobridi, dugi oko 2 mm a $iroki oko 0,6 mm, manje-vise polegli
po grancicama, zatupasti, goli a zimi menjaju zelenu boju u smedu. Cvetovi sa kratkim
peteljkama, obicno su okrenuti na jednu stranu i skupljeni u guste grozdaste, lisnate,
uspravne cvasti duge do 25 cm. Pri osnovi cveta su 4 jajasta, fino dlakava pricvetna listi¢a,
caSica duboko cetvorodelna, sjajna i opnasta, duza od krunice a iste ruzicaste do lila boje.
Krunica je ¢etvorodelna, zvonasta, duga do 3 mm i kao i ¢aSica ostaje na plodu. Prasnika je
8, kraci su od krunice. Tucak je duZi od caSice. Cveta jula i avgusta. Plod je okruglasta,
fino dlakava Caura, sa malo veoma sitnih, smedih, jajastih semenki. Zri od septembra do
oktobra (41).

To je heliofitna vrsta, siromasnih, ispranih kiselih zemljiSta. U Srbiji se nalazi na
staniStima gde su nekada bile acidofilne Sume sladuna i cera (30,41).

Opste rasprostranjenje. Siroko je rasprostranjena u Evropi i Aziji, dopire do
severozapadne obale Afrike. Javlja se 1 u Sredozemlju, Maloj Aziji, zapadnom i istoénom
Sibiru, Uralu i severozapadnim primorskim oblastima Severne Amerike (Atlantsko
priobalje) (30,41,46). Javlja se u Portugaliji, Spaniji, Francuskoj, Korzici, na prostorima
bivse Jugoslavije, Bugarske, Grcke, Turske (evropski 1 Azijski deo) i Maroka (43).

Rasprostranjenje u Srbiji. Retka je u zapadnoj Srbiji: Sakar (Podrinje), oko rudnika
Zajaca (kod Loznice), Gu€evo; Crni vrh (izmedu Brodareva i Pljevalja), na granici Srbije 1
Crne Gore (41). S obzirom da se na teritoriji Srbije nalaze svega dva lokaliteta gde se moze
pronaci ova vrsta, Calluna vulgaris se nalazi na Preliminarnoj crvenoj listi flore Srbije 1
Crne Gore (47) 1 strogo je zaSti¢ena na teritoriji Srbije prema ,,Pravilniku o proglasenju i
zastiti strogo zastiCenih i1 zaSti¢enih divljih vrsta biljaka, zivotinja i gljiva“, koji je
objavljen u ,,Sluzbenom glasniku RS br. 5/2010 od 05.02.2010.

Narodna imena. Naziv ovog roda poti¢e od grcke reci kallynein = Cistiti, jer se od
biljke mogu praviti metle (41). Nazivi za jedinu vrstu ovog roda su:

Vres, vresak, vrijes, vresina, vrijesak, vrist (srpski),

vresek, jesenska vresa (slovenacki),

kanmyHa (bugarski),

Bpecuna (makedonski) ,

Heather, Heather herb, Ling, Scotch Heather, White Heather (englesko govorno
podrucje),

Heidekraut, Heidekrautbliiten, Besenheide (nemacki) (26,30,34,43,44,46) .
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4. Rod Erica L.

Naziv Erica potic¢e od grcke reci ereiko koja znaci lomiti, zbog nekih predstavnika
koji su krti (41). Ovaj rod obuhvata zimzelene zbunove ili nisko drvee sa sitnim,
prsljenasto ili naizmeni¢no rasporedenim, linearnim, ljuspastim ili iglicastim listovima
povijenog oboda. Lisne drske su kratke, prilegle. Cvetovi su pojedinacni ili u siroma$nim
ili bogatim terminalnim grozdastim ili Stitastim cvastima na krajevima brojnih grancica.
Cvetne drske su sa dve ili ve¢im brojem brakteola. Cvetovi su obi¢no bele, ruzicaste ili
crvene boje, rede zute. Casica je duboko, gotovo do osovine deljena na 4 dela i kra¢a od
krunice, zelena ili rozikasta. Krunica je zvonasta, posudasta ili levkasta, sa ¢etvorozubim
obodom 1 ostaje na plodu. Prasnika je 8 (-10) sa tankim koncima ucvrS¢enim na disku
ispod tucka dok su prasnice sa tankim na dole usmerenim izraslinama, mada mogu biti i
bez njih. Tucak je prav sa cetvorookim plodnikom i mnogim semenim zamecima. Plod je
caura koja se otvara na 4 dela sa mnogo izduzenih semenki.

Rod ima preko 500 vrsta, najvise ih je u juznoj Africi (kopska oblast) dok je
sekundarni centar rasprostranjenja u severnoj i zapadnoj Evropi. U Srbiji u prirodi raste
jedna vrsta — Erica carnea, dok se u Crnoj Gori javlja i Erica arborea (41,42,48).

Erica arborea L.

Zimzelen, uspravni zbun ili nisko drvo 0,5-2 (7) m visoko. Stablo je sa glatkom
braon korom, grane sivosmede, gusto Cekinjasto dlakave. Listovi 3-4 (6) mm dugacki,
tesno-linearni, iglicasti, goli, slabo usiljeni ka vrhu, jako savijenog oboda. Lisna drSka je
0,5-0,7 mm duga, plitko Zljebasta, prilegla ka grani. Cvetovi na tankim cvetnim dr§kama u
kratkim grozdovima. Cvetne drike gole, sa po 2-3 lancetaste brakteje. Casica etvorodelna
sa jajastim, skoro do osnove slobodnim delovima. Krunica ¢etvorodelna do jedne trecine,
bela, zvonasta. Prasnika je 10, pricvrS¢enih u osnovi plodnika. Antere izduzeno jajaste,
purpurne, otvaraju se ispod vrha. Stubi¢ je kra¢i od cevi krunice (44,46).

Opste rasprostranjenje. Juzna 1 jugoistocna Evropa, Sredozemlje i jugozapadna
Azija (mala Azija) (46). Javlja se u Portugaliji, Spaniji, Francuskoj, Italiji, Albaniji,
Bugarskoj, Grckoj, Turskoj (evropski i azijski delovi), Tunisu, Alziru, Maroku, na Korzici,
Islandu, Kritu, Sardiniji, Siciliji, Isto¢nim Egejskim i Jadranskim ostrvima, poluostrvu
Peljescu i u okolini Dubrovnika i Splita (41,43,44).

Narodna imena. Veliki vres, vrijes (srpski)
Drevesasta resa (slovenacki)
Epuxa (makedonski)
Tree Heath, briar root (engleski) (43,44).

Erica carnea L.
(syn. Erica herbacea L., Erica saxatilis Salisb.)

Erica carnea je zimzelen, polegli zbuni¢ sa ustaju¢im granama, visok do 70 cm,
gusto 1 fino granat. Grancice su gole, lako lomljive, na njima se na kratkim drSkama,
obi¢no po 4 u prsljenu nalaze iglicasti, zaSiljeni, sa lica spljoSteni 1 tamnozeleni, sjajni,
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dosta kruti, a sa nali¢ja svetliji, listovi jako otklonjeni od stabla. Cvetovi su u terminalnim,
lisnatim grozdovima, ve¢inom jednostrano orjentisani, cvetovi vise na tankim drSkama.
Casica je do osnove podeljena u 4 reznja, dva puta kraéa od krunice. Krunica je jajasta, sa
4 kratka reZnji¢a po obodu i kao i ¢aSica crvena. PraSnika je 8, prirasli su za cvetiste, duzi
su od krunice dok su prasnice bez izraslina i otvaraju se sa 2 elipti¢ne pore. Tucak je duzi i
od krunice i od prasnika, ima jedan vrat sa jednim Zigom. Caura je elipsoidna, zatvorena u
krunici, puca od vrha na 4 dela; seme je izduzeno, brazdasto, smede boje. Cveta vrlo rano,
Cesto dok jo$ ima snega (zimocvet) februara-aprila, ¢esto i ranije (30,41).

Raste najcescée u razliCitim bazifilnim borovim Sumama, crnog i belog bora, rede
krivulja, zatim u crnograbovoj Sumi; izrazita kalcifilna vrsta, ali se sem na kre¢njaku i
dolomitu ¢esto javlja i na serpentinu, a takode i u Sumama omorike, crnog bora 1 kitnjaka.
Raste na prostorima do 2000 m nadmorske visine. Izuzetno se srece i na kiselom zemljistu
zajedno sa vrstom Calluna vulgaris (30,41).

Opste rasprostranjenje. Juzne padine krec¢njackih Alpa 1 Apeninsko i Balkansko
poluostrvo: severna i centralna Evropa, severnim pravcem do istocne i centralne Nemacke
i istocnim do isto¢ne Austrije a lokalno se prostire severom do centralne Italije i
Makedonije (41,42). Javlja se u Portugaliji, Spaniji, Francuskoj, Malti, Italiji, Albaniji,
Grckoj, Maroku i na prostorima bivse Jugoslavije (43).

Rasprostranjenje u Srbiji. Rasprostranjena uglavnom u zapadnoj Srbiji (Tara,
Zlatibor, Stolovi, Go¢, Kopaonik 1 drugi masivi), naj¢es¢e u borovim Sumama, obi¢no na
serpentinu (39,41).

Narodna imena. Crnjusa, zimocvet, crnjusa rumena (srpski)
Spomladanska resa (slovenacki)
Bruyére incarnate (francuski)
Friihlings-, Schneeheide, Alpenhederich (nemacki)
Springer heath (engleski)
Scopa carnicina (Spanski)
Bepec, Bepeck (bugarski)
Hpwmyma (makedonski) (30,39,44).
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TRADICIONALNA UPOTREBA I DOSADASNJA
ISPITIVANJA ODABRANIH VRSTA FAMILIJE
ERICACEAE

Od ispitivanih vrsta familije Ericaceae, neke se spominju u narodnoj medicini kao
lekovite, a samo 2 (Arbutus unedo 1 Calluna vulgaris) su detaljnije ispitane sa aspekta
hemijskog sastava i farmakoloSkog dejstva.

1. Tradicionalna upotreba

lako zimzeleni Zbunovi, vrste familije Ericaceae zahvaljujuéi visokoj koncentraciji
tanina (u biljkama predstavljaju zastitu od herbivora), nemaju veliki znacaj u zimskoj
ishrani divljih Zivotinja. Koli¢ine ukupnih kondenzovanih tanina variraju u zavisnosti od
godisnjeg doba, ali je njihov sadrzaji u vrstama Calluna vulgaris 1 Erica arborea visi od
vrednosti za koje se smatra da nisu Stetne za herbivore (vise od 176 g ekvivalenata
kondenzovanih tanina po kg suve materije) (49).

Odabrane vrste familije Ericaceae su znacajne medonosne biljke: cvetovi Erica
vrsta predstavljaju prvu, a cvetovi vrsta Arbutus unedo 1 Calluna vulgaris najkasniju
pcelinju pasu (44,50). Med ¢iji su biljni izvor cvetovi predstavnika familije Ericaceae ima
visok nivo aromati¢nih karboksilnih kiselina (cimetna kiselina je pronadena u opsegu 85 —
3300 ng/g u medu poreklom iz nemackih i Skotskih predstavnika), pa moze sluziti za
popravljanje razli¢itih vrsta meda bez mirisa. Med poreklom sa cvetova vrste E. arborea
kao glavnu komponentu arome ima 4-metoksibenzaldehid (p-anisaldehid), Arbutus unedo
— homogenisticnu kiselinu (2,5-dihidroksifenil siréetna kiselina), a Calluna vulgaris —
fenilsir¢etnu kiselinu (44,50-52).

Bruckenthalia spiculifolia, Calluna vulgaris, Evica arborea 1 Erica carnea uvaju i
vezuju zemljiste (na vrlo strmim, plitkim, skeletnim zemljistima, gde je Sumska vegetacija
devastirana, a zemljiSte izloZzeno degradaciji), a svih 5 odabranih vrsta se gaje kao
dekorativne (41).

Arbutus unedo

Plodovi vrste Arbutus umnedo, crvene ili narandzaste bobice — maginje se
upotrebljavaju za jelo, izradu pekmeza, voénog soka, vitaminskih koncentrata i rakije a
smatra se da mogu delovati i Stetno izazivaju¢i zamagljenje vida (30,31,53). U narodnoj
medicini Turske koriste se zbog svoje adstringentne, diuretske i antisepticke aktivnosti
(29).

U narodnoj medicini se list 1 koren upotrebljavaju kao diretik, urinarni antiseptik,
adstringento, antiinflamatorno sredstvo, antidijabetik, hipotenziv, antidijaroik i za lecenje
koznih bolesti (dekokt listova je cenjen vulnerar na Sardiniji) (30-33). U severoistocnom
Maroku je Arbutus unedo (i to dekokt korena 5 — 10 mg/kg dnevno) jedna od tri najcesce

14



koris¢ena lekovite biljke (odmah iza vrsta Allium sativum 1 Olea europea) u tradicionalnoj
terapiji arterijske hipertenzije (54).

Zbog visokog sadrzaja tanina, hidrohinona, fenolnog heterozida arbutina i drugih
polifenolnih jedinjenja, list se koristi umesto lista Arctostaphylos uva ursi za dezinfekciju
mokraénih kanala (30,31).

Calluna vulgaris

Tokom Srednjeg veka je koriS¢ena kao komponenta smese koja se nazivala >’ gruit’’
a koja je koriS¢ena pre hmelja u proizvodnji piva (55).

Kao droga, poznata pod nazivom Herba Ericae cum floribus, se koriste grancice sa
listovima 1 cvetovima, a upotrebljavaju se uglavnom samo u narodnoj medicini. C. vulgaris
se koristi kao pomoc¢no sredstvo za olakSavanje zarastanja rana a pripisuju joj se i
diureticki, antimikrobni, holagogni i antircumati¢ni efekti, mada ova dejstva tek treba
dokumentovati. U narodnoj medicini se primenjuje kao diuretik, dijaforetik, ekspektorans,
vazokonstriktor, kod gastrointestinalnih poremecaja, dijareje, kolika, spazma, oboljenja
jetre 1 zuCne kesice, gihta, reumatizma, poremecaja i bolesti respiratornog sistema, kod
prehlade 1 kaSlja, nesanice, umora, uznemirenosti, za kupke kod upale oka 1 za leCenje rana
1 groznice. U kombinaciji sa drugim biljnim vrstama se koristi u terapiji dijabetesa,
premenstrualnog sindroma i simptoma menopauze, kod nervne iscrpljenosti, za stimulaciju
digestije i regulaciju cirkulacije (26, 34-36).

Nisu poznata nikakva nezeljena dejstva ako se droga primenjuje u skladu sa
preporukama i u terapijskim dozama. Obicno se koristi cela, seCena ili sprasena droga za
spoljasnju ili unutrasnju primenu i to kao:

dekokt — najcesce se 1,5 g droge 1 250 ml vode kuvaju 3 minuta (3 Solje dnevno
izmedu obroka),

kupka — 500 g droge se kuva u nekoliko litara vode a zatim procedi,

teéni ekstrakt (1:1) (1 — 2 kafene kasi¢ice dnevno) (34).

Komisija E je negativno ocenila ovu drogu, odnosno nije potvrdeno da droga
poseduje delovanja koja joj se pripisuju (26).

Od svezih grancica vrste Calluna vulgaris se priprema homeopatski lek koji se
propisuje kod reumatizma, artritisa i nesanice (36).

Rod Erica

Ovaj biljni rod se spominje u prastarom receptu iz Dioskoridovih spisa koji opisuje
lecenje ujeda zmije kataplazmom pripremljenom od listova Erica vrsta (37,38).

U narodnoj medicini Turske se nadzemni deo biljne vrste Erica arborea koristi kao
diuretik, adstringent, protiv konstipacije i1 za leCenje urinarnih infekcija. Posle obroka se
preporucuje ispijanje Solje sa 5% infuzom ili dekoktom listova u cilju uklanjanja otoka
tokom kura mrsavljenja (37,56).
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U narodnoj medicini se Erica carnea koristi kao sedativ, adstringens i diuretik i to
najcesce protiv upale mokraénih kanala i bubrega, kod uvecane prostate, protiv reume i
gihta. Drogu predstavlja Ericae flos, rede Ericae herba prema HAB 1 (Deutsches
Homoopathisches Arzneibuch iz 1991). Koristi se u homeopatiji (39).

2. Dosadasnja hemijska ispitivanja

Predstavnici familije Ericaceae sintetiSu fenolne kiseline, fenolne glikozide
(arbutin), aukubin glikozide, diterpenoide (grajanotoksin), triterpenoide (ursolna kiselina),
ciklitol i leukoantocijane. Nekoliko vrsta sadrzi i cijanogena jedinjenja a saponini su
odsutni (57). Orcinol (5-metilrezorcinol) je prvi put u visSim biljkama identifikovan u 10
vrsta familije Ericaceae (kao B-glukozid u listovima Erica arborea var. alpina); moze se
smatrati retkim ali rasprostranjenim u ovoj familiji (51).

Arbutus unedo

Plodovi sadrze do 10% Secera, vitamin C, organske kiseline (glikolnu, mle¢nu,
jabu¢nu, fumarnu), antocijane, karotenoide; dosta Ca, Mg, Na i P (2,82% pepela u suvom
plodu) i malo etarskog ulja (0,02%) (31,51,53). Od flavonoida, ¢iji je sadrzaj (0,10 —
0,29%) znatno nizi nego u listovima (0,52 — 2,00 %), TLC metodom je identifikovan
izokvercitrin (58).

U korenu su detektovane slede¢e grupe jedinjenja: tanini, flavonoidi, hinoni,
antocijani i redukovani antrahinoni (59).

CH,
CH, OH

CHy CH,

O — Glukoza
HO
CH; CH,
Slika 1.5. Lupeol i arbutin — jedinjenja odgovorna za veliki deo efekata koje ispoljava Arbutus

unedo

Iz listova su izolovani: glikozidi flavonola — kvercetina i kemferola (kvercitrin,
izokvercitrin, hiperozid, rutin, avikularin, afzelin 1 juglanin) (58,60,61), fenolni glikozidi
(arbutin 1 piceozid) (53), triterpeni (lupeol i ursolna i betulinska kiselina) (53), iridoidni
glikozidi (monotropein, monotropein metilestar, unedid, unedozid, stilberikozid i
genipozid) (53,60), tanini (epikatehin, katehin, katehin galat i galna kiselina) (63,64), lipidi
1 vitamin E (do 0,01328%) (63,65).

Calluna vulgaris

Fitohemijskom analizom herbe je utvrdeno prisustvo: flavonolnih aglikona
(kemferol, kvercetin i miricetin) i glikozida (glikozidi kemferola, kvercetina, galangina i
herbacetina), acildiglikozida, dihidroflavonola (taksifolin-3-glukozid, kalunin, 3-
dezoksikalunin i1 2’’-acetilkalunin), flavona (apigenin 7-(2-acetil 6-metil)glukuronid),
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hromona i antocijana (cijanidin 3-glukozid) (34,36,66,67). Od fenolkarbonskih kiselina su
prisutni derivati kafene kiseline (uklju¢ujué¢i hlorogensku) (34). Detektovani su i:
katehinski tanini ((+)-katehin i (-)-epikatehin, 3-7% mase listova) (34,49), oligomerni
proantocijanidini (leukocijanidin) (34,68), derivati rezorcina (orcinol i orcin) (34,51),
Se¢erne komponente (2-O-metilksiloza i 3-O-metilksiloza) (55), triterpeni (ursolna kiselina
—2,5%), steroidi (beta-sitosterol) (34) 1 hidrohinonski glikozidi (0,6 — 0,68%, ukljucujuci i
arbutin) (34,69).

CH; CHs OH
OH

Slika 1.6. Ursolna kiselina, hlorogenska kiselina i kemferol-30-#-D-galaktozid — jedinjenja
odgovorna za veliki deo efekata koje ispoljava Calluna vulgaris

Rod Erica

Najvazniji pigmenti cvetova vrsta roda Erica su 3-glukozidi, 3-galaktozidi 1 3-
arabinozidi cijanidina, delfinidina, malvidina i pelargonidina, dok su 3-biozidi prisutni u
malim koli¢inama kod nekih predstavnika (68). U vrstama roda Erica su prisutni:
flavonoidi, antocijani, kumarini, triterpenoidi (ursolna kiselina) i malo etarskog ulja (37).

U nadzemnom delu vrste Erica arborea prisutna je znacajna koli¢ina ukupnih
fenola, flavonoida i tanina (49,56). 1zolovana su sledeca jedinjenja: katehinski tanini ((-)-
epikatehin), fenilpropanoidni glikozid ericarbin i flavonoidni glikozidi (derivati kvercetina,
apigenina, tricetina i dihidromircetina) (49,70,71)

Erica carnea sadrzi flavonoide, saponine 1 ursolnu kiselinu (39).

3. Dosadasnja farmakoloska ispitivanja
Arbutus unedo

Razlic¢iti ekstrakti listova pokazuju vazorelaksantno, diureticko, natriureticko,
antihemoragicno 1 antiagregaciono dejstvo, a da pri tom ne ispoljavaju akutne toksi¢ne

efekte (61).

Antioksidativna aktivnost. Za izuzetnu antioksidantnu aktivnost su najverovatnije
odgovorni flavonolni glikozidi i1 tanini. Sadrzaj fenolnih jedinjenja i antioksidativna
aktivnost plodova su nizi u odnosu na listove (62,72,73).
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Antihipertenzivna aktivnost. Vodeni ekstrakt korena i vodeni ekstrakt lista ispoljavaju
snaznu endotel-zavisnu vazorelaksantnu aktivnost koja se moZe pripisati polifenolnim
jedinjenjima kao Sto su oligomerni kondenzovani tanini i katehin galat. Oba ekstrakta
odlazu razvoj hipertenzije, dok ventrikularnu hipertrofiju redukuje samo ekstrakt korena
(koren je bogatiji taninima, dok su listovi bogatiji flavonoidima). Hroni¢na primena
zaustavlja razvoj hipertenzije, poboljSava kardiovaskularne i renalne funkcije u NO
deficijentnoj hipertenziji (54,61,64,74).

Antiagregaciona aktivnost. Sirovi vodeni ekstrakta korena snazno inhibira agregaciju
trombocita pacova (verovatno usled antioksidativne aktivnosti koja inhibira fosforilaciju
tirozina i influks Ca®" u trombocite) zahvaljujuéi prisutnim taninima i flavonoidima; a
osetljivost humanih trombocita je jos veca (75-77).

Antiinflamatorna aktivnost. Vodeni ekstrakt znacajno ublazava akutnu inflamaciju pluca
miSa, pri ¢emu glavne identifikovane komponente (arbutin, katehin i1 kvercetin) ne
inhibiraju aktivaciju prenosioca signala 1 aktivatora transkripcije STATI 1 STAT3.
Mehanizam antiinflamatornog dejstva je povezan sa: redukcijom proizvodnje IL-6,
uticajem na popunjavanje neutrofila i ekspresijom enzima iNOS i COX-2, §to sve dovodi
do smanjenja povrede tkiva (78).

Antihiperglikemicka aktivnost. Vodeni ekstrakt znacajno snizava glikemiju kod pacova
usled inhibicije resorpcije glukoze u jejunumu (79).

Antimikrobna aktivnost. Vodeni ekstrakt i fenolna frakcija korena pokazuju umerenu
antimikrobnu aktivnost prema sojevima E. coli i S. aureus (59).

In vitro je etanolni ekstrakt listova efikasan protiv parazita Leishmania tropica (80), a
etilacetatni pokazuje izuzetnu aktivnost protiv Trichomonas vaginalis (100% inhibicija
rasta pri koncentraciji ekstrakta 500 pg/ml) (81). Ni etanolni ni etilacetatni ekstrakt nisu
ispoljili citotoksicnost u bioispitivanju letalnosti na morskim raci¢ima (za razliku od n-
heksanskog i vodenog ekstrakta) (80).

Potencijalna hemopreventivna aktivnost. Lupeol, [lup-20(29)-en-3b-ol], prisutan u
plodu, in vitro i1 in vivo ispoljava brojne farmakoloske efekte (antiinflamatorni,
antiartriticni, antimutageni) pa se smatra antineoplasticnom supstancom koja obecava (82).

Calluna vulgaris

Antioksidativna aktivnost. U viSe razli¢itih test sistema je potvrdena snaZna
antioksidativna aktivnost razli¢itih ekstrakata herbe (55,83).

Antiinflamatorna aktivnost. Antiinflamatorna aktivnost herbe je potvrdena u dve in vitro
i jednoj in vivo studiji. In vitro je utvrdena sposobnost snazne inhibicije ciklooksigenaze
(84) i lipooksigenaze (zahvaljujuci ursolnoj kiselini koja ve¢ u koncentraciji od 1 uM
blokira metabolizam arahidonske kiseline, a inhibira i humanu leukocitnu elastazu) (85).
Izrazena in vivo antiinflamatorna aktivnost (u modelu karageninom izazvanog edema
Sapice miSa) se moze pripisati kemferol-3-O-B-D-galaktozidu (za koji nije registrovana
akutna toksi¢nost niti pojava oste¢enja u GIT u preliminarnom ispitivanju bezbednosti na
misevima) (36).
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Antinociceptivna aktivnost. Etilacetatna frakcija etanolnog ekstrakta herbe in vivo
ispoljava antinociceptivnu aktivnost na eksperimentalnim zivotinjama (36).

Antibakterijska aktivnost. Metanolni ekstrakt semena inhibira rast sojeva Staphylococcus
aureus 1 Staphylococcus hominis (sa MIC 0,1 pg/ml) (86).

MAO-A inhibicija. Razliciti ekstrakti herbe inhibiraju aktivnost MAO-A, a kvercetin
(izolovan iz najaktivnije frakcije metanolnog ekstrakta) prolazi krvno-mozdanu barijeru i
snazno inhibira MAO-A (87).

Fotohemopreventivna aktivnost. Iako su lezije na kozi eksperimentalnih Zivotinja
pretretiranoj etanolnim ekstraktom herbe bile znatno blaze u odnosu na kontrolu, C.
vulgaris ne pruza znacajnu zastitu od UVB-zracenjem izazvanog oSte¢enja DNK (83,88).

Poslednjih decenija XX veka Calluna vulgaris se pojavljuje i kao kozmeticka
sirovina koja se preporucuje za negu problematicne i normalne koze (89). Heather Extract
AQ (CTFA/INCI naziv: Heather extract; CAS broj: 84603-54-3; EINECS/ELINCS br.
283-255-2; pH: 4,15 — 5,20) sadrzi vodu, butilenglikol i1 ekstrakt ¢itave biljke Calluna
vulgaris, a navodi se da pokazuje antiinflamatorno, antimikrobno i antiage (inhibira
elastazu a time i enzimsku razgradnju elastina) dejstvo. Ekstrakt cvetova vrste Calluna

vulgaris 1 Cvetna voda Calluna vulgaris (vodeni rastvor destilata dobijenog od cvetova) su
dostupni pod istim CAS i EINECS/ELINCS brojem (90).

Erica arborea

Farmakoloske studije su ukazale na antiulceroznu, antimikrobnu, citotoksi¢nu i
hipolipidemijsku aktivnost nekih predstavnika roda Erica (37,38).

Antioksidativna aktivnost. Najsnazniju antioksidativnu aktivnost pokazuje etilacetatna
frakcija metanolnog ekstrakta listova vrste Erica arborea posto je najbogatija ukupnim
fenolima i flavonoidima (56).

Antiinflamatorna aktivnost. Etilacetatna frakcija metanolnog ekstrakta listova vrste
Erica arborea pokazuje znacajnu antiinflamatornu aktivnost u 3 in vivo testa na misevima,
inhibirajuéi 1 inicijalnu 1 sekundarnu fazu inflamatornog odgovora §to ukazuje na inhibiciju
sinteze histamina, serotonina ili prostaglandina (37).

Antinociceptivna aktivnost. U in vivo modelu na miSevima, etilacetana frakcija
metanolnog ekstrakta listova pokazuje snaznu antinociceptivnu aktivnost (gotovo identi¢nu
kao primenjena pozitivna kontrola — acetilsalicilna kiselina). Nije uo¢ena nikakva akutna
toksicnost prilikom primene razlicitih ekstakata Erica arborea listova (37).

Ekstrakt korena vrste Erica arborea predstavlja komercijalnu kozmeticku sirovinu
(CAS broj: 90028-36-7; EINECS/ELINCS br. 289-826-2) koja se koristi kao korigens
mirisa i za aromatizaciju (90).
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II CILJ RADA

Familija Ericaceae obuhvata oko 70 rodova sa vise od 1500 vrsta koje su Siroko
rasprostranjene na obe hemisfere. U Flori Evrope familija Ericaceae je zastupljena sa 18, a
u Flori Srbije sa 5 rodova.

Najvazniji 1 zdravstvenim radnicima najpoznatiji predstavnik ove familije je
medvede grozde ili uva, Arctostaphyllos uva ursi (L.) Spreng. List 1 ekstrakti ove biljne
vrste se koriste kao antiseptici, naroCito kod infekcija i donekle upale organa uro-
genitalnog trakta. U literaturi se ¢esto spominje da, pored medvedeg grozda, i druge vrste
iz iste familije sadrze iste sastojke odgovorne za antisepticko delovanje. U tradicionalnoj
medicini se i1 ostale vrste drugih rodova familije Ericaceae koriste u tretmanu urinarnih
infekcija, mada u zvani¢noj medicini imaju mali znacaj i retko se spominju kao lekovite.

Predmet ove doktorske disertacije su biljke koje pripadaju rodovima: Arbutus L.
(vrsta Arbutus unedo L.), Bruckenthalia Rchb. (vrsta Bruckenthalia spiculifolia Rchb.),
Calluna Salisb. (vrsta Calluna vulgaris (L.) Hull.) i Erica L. (vrste Erica arborea L. i
Erica carnea L.), a rasprostranjene su u flori Balkana. Osnovna ideja rada je da se proveri
prisustvo i koli¢ina jedinjenja antiseptickog delovanja (arbutina) u ovim biljnim vrstama.

Postoje odredeni podaci u narodnoj medicini o koriS¢enju ovih biljnih vrsta za
lecenje nekih stanja 1 oboljenja. Takode, publikovani su i rezultati eksperimentalnih radova
o sastojcima i/ili farmakoloSkoj aktivnosti nekih od njih. Cilj eksperimentalnog rada u
okviru ove doktorske disertacije je da uporedi biljne vrste medusobno i sa vrstom
Arctostaphyllos uva ursi. Nakon morfoloske karakterizacije nadzemnih delova biljaka,
sledi hemijska i1 farmakoloska analiza sekundarnih metabolita koji su nosioci farmakoloske
aktivnosti (arbutin i hidrohinonski derivati, fenilpropanoidi, flavonoidi, polifenoli, tanini) i
skrining antimikrobne, antioksidativne, spazmoliticke, antiinflamatorne i antiiritantne
aktivnosti.
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III MATERIJALI METODE

1. Biljni materijal i ekstrakti
Biljni materijal

Biljni materijal je prikupljan u periodu od 2004. do 2011. godine na teritoriji Srbije,
Crne Gore 1 Greke:

Arbutus unedo Crna Gora, Lustica — Krasi¢i (29.07.2004.) 1173 HFF
Grcka, Halkidiki — Sitonia ~ (28.08.2006.) 2906 HFF
Bruckenthalia spiculifolia Kopaonik — Panc¢i¢ev vch ~ (12.08.2004.) 1217 HFF

Vlasinsko jezero (10.07.2011.) 3364 HFF
Calluna vulgaris Loznica — Gucevo (08.09.2004.) 1272 HFF
Erica arborea Crna Gora, Lustica (29.07.2004.) 1430 HFF
Erica carnea Mokra gora (07.08.2004.) 1431 HFF

Herbarski primerci istrazivanih vrsta se nalaze se u Herbarijumu Katedre za Botaniku
Farmaceutskog fakulteta (HFF) Univerziteta u Beogradu.

Ekstrakcija biljnog materijala

OsuSen biljni materijal je usitnjavan do konzistencije grubog prasSka (pulvis
grossus), sito 0,75 po Ph. Jug. IV (otvor ivice sita 0,75 mm), neposredno pred ispitivanja
biljnog materijala, odnosno pred ekstrakciju.

Ekstrakcija je vrSena postupkom perkolacije sa 70% (V/V) etanolom.
Perkolacija:

Usitnjena droga se dobro izmeSa sa delom rastvaraca za ekstrakciju i ostavi da stoji
odredeno vreme. SmeSa se prenese u perkolator i omoguci spor perkolacioni protok na
sobnoj temperaturi, koji obezbeduje da biljna droga bude ekstrahovana tako Sto je uvek
prekrivena slojem preostalog rastvaraca za ekstrakciju. Ostatak iz perkolatora se moze
ispresovati i dobijena tecnost se sjedini sa perkolatom (91,92).

Deo biljnog materijala vrste Bruckenthalia spiculifolia sa Vlasinskog jezera je
podvrgnut visestrukoj ekstrakciji po sledecoj Semi:
e usitnjavanje suvog biljnog materijala
e obezmasc¢ivanje petroletrom (1:10, 3 x) (po uparavanju dobijen petroletarski
ekstrakt)
susenje biljnog materijala
ekstrakcija 70 % etanolom — maceracija (1:10, 3 x)
uparavanje do suva (po uparavanju odvojen deo punog etanolnog ekstrakta)
rastvaranje etanolnog ekstrakta u mlakoj vodi
teCno — tecna ekstrakcija do obezbojavanja ekstrakata
etrom (po uparavanju dobijen etarski ekstrakt)
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etilacetatom (po uparavanju dobijen etilacetatni ekstrakt)
vodom (po uparavanju dobijen vodeni ekstrakt)
Maceracija:

Usitnjena droga se dobro izmesSa sa propisanim rastvara¢em za ekstrakciju i smesa
ostavi da stoji odredeno vreme u zatvorenom sudu. Ostatak se odvoji od ekstrahovane
teCnosti i, kada je potrebno, ispresuje. Ako se primeni presovanje, dobijena tecnost se
sjedini sa ekstrahovanom te¢nosc¢u dobijenom maceracijom (91,92).

Svi izradeni ekstrakti su uparavani pod snizenim pritiskom (pomoc¢u vakuum-
uparivaca), na temperaturi do 45°C, do suva. Suvi ekstrakti (nakon utvrdivanja prinosa) su
preneti i do analize ¢uvani u dobro zatvorenim staklenim posudicama u frizideru.

2. MorfoloSko-anatomska analiza

Histoloski preseci lista i stabla napravljeni su od biljnog materijala, fiksiranog u
etanolu (50%, V/V), seCenjem na klize¢em mikrotomu, debljine izmedu 10 1 15 pm.
Dobijeni preseci su prosvetljavani parazonom, a zatim bojeni safraninom 1 alician plavim.
Odbojavanje je vrSeno u seriji alkohola rastu¢e koncentracije, a fiksiranje u Kanada
balzamu. Na taj nacin su dobijeni trajni histoloski preparati.

Istrazivanje anatomske grade lista i stabla je vrSeno posmatranjem trajnih
histoloskih preparata. Takode su posmatrani i nativni histoloski preparati koji su tretirani
opstim reaktivom po Tucakovu.

Za analizu povrSinskih struktura stabla i lista koriS¢en je skening elektronski
mikroskop (SEM) i suvi, herbarski materijal prekriven provodljivim filmom pare zlata
pred analizu.

3. Hemijska analiza

3.1. Osnovna hemijska ispitivanja

Ispitivanje opSteg kvaliteta biljnog materijala obuhvata, pored odredivanja
prisustva stranih primesa i stepena usitnjenosti, i opSta hemijska ispitivanja koja se
nazivaju i osnovna gravimetrijska ispitivanja, a obuhvataju odredivanja: vlage (gubitka
suSenjem), ukupnog pepela, sulfatnog pepela, pepela nerastvornog u HCI i ekstraktivnih
materija.

Odredivanje sadrzaja vlage (gubitka suSenjem)

Susenje je najlaksi nacin konzerviranja biljnih organa (droga). Gubitak suSenjem
predstavlja gravimetrijsko ispitivanje koje se primenjuje u farmakopeji za odredivanje
sadrzaja vlage. Pravilno Cuvana droga ne sadrzi veéi procenat vlage od maksimalno
dozvoljenog. Za najveci broj droga maksimalna dozvoljena koli¢ina vlage koju propisuje
Farmakopeja iznosi izmedu 8 1 12%. Za droge sa veoma nestabilnim aktivnim principima
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taj procenat je nizi. Sadrzaj vlage u biljnom materijalu se odreduje gravimetrijski iz razlike
mase droge pre i posle susenja (28,91,93).

Postupak (prema Ph. Jug. V): Odmeri se 1 g droge u prasku u staklenu posudicu sa
brusenim poklopcem (vegeglas) 1 drzi otklopljeno 2h u su$nici na 100 — 105°C, zatim
izvadi, ohladi u eksikatoru, meri i ponovo susi po pola ¢asa, do konstantne mase. Posle
svakog suSenja, posudica sa drogom se hladi u eksikatoru.
IzraCunavanje:
% vlage=100(a-b)/a

a = masa droge (g) pre susenja (1 g)
b = masa droge (g) posle susenja (odmerena masa droge nakon susenja do konstantne
mase) (28).

Rezultati dobijeni ovim odredivanjem su koriS¢eni pri preracunavanju koliCine
odredivanih sastojaka na apsolutno suvu drogu.

Odredivanje pepela

Ostatak nakon zarenja — pepeo oznacava koli¢inu primesa koje zaostaju nakon
zarenja isparljivih neorganskih i pri spaljivanju i zarenju organskih preparata, zavojnog
materijala ili droga (91).

Prema propisu Svetske Zdravstvene Organizacije — WHO pepeo koji ostaje nakon
spaljivanja se moze odrediti trima razli¢itim metodama koje odreduju ukupan pepeo, pepeo
nerastvoran u kiselini i pepeo rastvoran u vodi (93), dok Ph. Jug. V propisuje odredivanje
ukupnog pepela, sulfatnog pepela i pepela nerastvorljivog u hlorovodoni¢noj kiselini (28).

Odredivanje ukupnog pepela

Metoda odredivanja ukupnog pepela se zasniva na merenju ukupne koliine
materijala koji zaostaje nakon sagorevanja. On ukljucuje 1 *’fizioloski pepeo’’, koji daje
samo biljno tkivo, i *’nefizioloski pepeo’’, koji je posledica prisustva eksternih materija
(npr. pesak i zemljiste) sa povrsine biljke (93).

WHO preporucuje izrazavanje sadrzaja ukupnog pepela kao mg po g suvog
materijala (93) dok Ph. Jug. V propisuje izrazavanje u % biljnog materijala (28).

Postupak (Ph. Jug. V): Porcelanski ili platinski lon€i¢ za zarenje (tigl), zagreva se 30 min u
peci za zarenje na temperaturi tamnocrvenog usijanja (700°C + 25°C), zatim ohladi u
eksikatoru 1 izmeri. Ukoliko nije drugacije propisano, 1 g droge u praSku se ravnomerno
rasporedi u lonc¢i¢u za Zarenje, susi u susnici na 100—105°C 1h, zari na reSou sve dok dimi,
zatim prebaci u pe¢ za zarenje i zari do konstantne mase na 600°C + 25°C. Posle svakog
zarenja lonCi¢ sa sadrzajem se hladi u eksikatoru 1 meri. Za vreme procesa odredivanja,
sadrzaj u lon¢i¢u ni jednog trenutka ne sme da se zapali. Ako i1 posle duzeg Zarenja pepeo
jos uvek sadrzi crne Cestice, prelije se toplom vodom, filtrira kroz kvantitativni filter-papir,
zatim se ostatak 1 filter-papir zare. Filtrat i pepeo se spoje, sadrzaj pazljivo upari do suva i
zari do konstantne mase. Koli¢ina ukupnog pepela se izrazava u % odmerene suve droge.
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IzraCunavanje:

% pepela= 100b/a
a = masa droge (g)
b = masa pepela (g) (28).

Odredivanje pepela nerastvornog u hlorovodonic¢noj kiselini

Pepeo nerastvoran u kiselinama se dobija nakon kuvanja ukupnog pepela u
razblazenoj hlorovodonicnoj kiselini i sagorevanjem nerastvornog ostatka. Njime se
odreduje koli¢ina prisutnog silicijuma, posebno u slucaju peska i silikatnog zemljista (93).
WHO preporucuje izrazavanje sadrzaja pepela nerastvornog u kiselinama kao mg po g
suvog materijala (93). Prema Ph. Jug. V, pepeo nerastvoran u HCI predstavlja ostatak
dobijen obradom ukupnog ili sulfatnog pepela sa HCI i izraCunava se u odnosu na 100 g
droge, propis Ph. Jug. IV je isti, ali se sadrzaj SiO; izrazava u odnosu na pepeo (28,91).

Postupak (Ph. Jug. IV): U porcelanski ili platinski lon¢i¢ za zarenje, u kome se nalazi
ostatak posle odredivanja sulfatnog ili ukupnog pepela, doda se 15 ml vode 1 10 ml
koncentrovane HCI. Lonci¢ se prekrije sahatnim staklom, postepeno zagreva do kljucanja
tokom 10 min, zatim ostavi da se ohladi, sadrzaj filtrira preko kvantitativnog filter-papira i
ostatak ispira vodom do neutralne reakcije filtrata. Filter-papir sa ostatkom se prenese u
posudu za zarenje, sus$i, sagoreva i zari na temperaturi crvenog usijanja. Posle hladenja u
eksikatoru, posuda se odmeri. Postupak se ponavlja do konstantne mase (razlika izmedu
dva merenja ne sme biti ve¢a od 1 mg).
IzraCunavanje:

% pepela nerastvorljivog u HCl=c /b x 100
¢ =masa SiO; (pepela nerastvorljivog u HCI)
b = masa ukupnog pepela (91).

Odredivanje ekstraktivnih materija

Odredivanje ekstraktivnih materija predstavlja odredivanje aktivnih komponenata
droge koji se mogu ekstrahovati rastvara¢em iz propisane koli¢ine biljnog materijala.
Propisuje se najeSce za materijale za koje joS uvek ne postoji odgovaraju¢e hemijsko ili
biolosko ispitivanje (93). Ekstrakt je jedan od parametara za procenu kvaliteta droga. Pod
ekstraktom se podrazumeva onaj deo droge koji se propisanim rastvaracem (najcesce se
izraduju vodeni i etanolni ekstrakti) i uz navedene uslove moze ekstrahovati iz droge, a
farmakopeje za pojedine droge propisuju minimalne dozvoljene koli¢ine ekstrakta,
odnosno, droga je kvalitetnija $to je sadrzaj ekstrakta veci.

Preporucene procedure za odredivanje ekstraktivnih materija prema WHO su topla
ekstrakcija i hladna ekstrakcija.

Topla ekstrakcija: u erlenmajeru odmeriti 4,0 g sprasene, na vazduhu osuSene
droge, dodati 100 ml vode i izmeriti ukupnu masu. Energi¢no promuckati i ostaviti da stoji
1h, zatim lagano kuvati 1h uz povratni kondenzator, ohladiti i meriti. Dopuniti do ukupne
mase rastvaracem koji je propisan za ekstrakciju, dobro promuckati i filtrirati kroz suvi
filter papir. Preneti 25 ml filtrata u tariranu posudicu za uparavanje i uparavati na vodenom
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kupatilu do suva. Susiti 6h na 105°C, hladiti 30 minuta u eksikatoru i odmah meriti.
Sadrzaj ekstraktivnih materija se izrazava kao mg po g suve droge.

Hladna ekstrakcija: u erlenmajeru odmeriti 4,0 g spraSene, na vazduhu osuSene
droge, macerirati 6h sa 100 ml rastvarata propisanog za biljni materijal, uz cesce
muckanje, a zatim ostaviti 18h. Filtrirati brzo bez gubitaka, preneti 25 ml filtrata u posudu
za uparavanje i upariti do suva na vodenom kupatilu. Susiti ostatak 6h na 105°C, hladiti 30
minuta u eksikatoru i odmah meriti. Sadrzaj ekstraktivnih materija se izrazava kao mg po g
suve droge (93).

Postupak odredivanja vodenog ekstrakta (Ph. Jug. IV): 5 g droge u prasku (sito 0.75),
prelije se u erlenmajeru sa 50 g vode (1:10) i, uz ¢es¢e muckanje, ostavi 24 Casa. Zatim se
filtrira 1 prvih 10 m1 filtrata baci (prve koli¢ine filtrata su razblazenije, jer se filtriranje vrsi
kroz vodom nakvasen filter-papir). Narednih 10 g filtrata odmeri se u porculanskoj posudi
za uparavanje, promera oko 5 cm, i upari na vodenoj pari do suva. Ostatak se susi do
konstantne mase.
IzraCunavanje:

% ekstrakta=100bxd/axc
a = masa droge (g)
b = masa rastvaraca (g)
¢ = masa filtrata (g)
d = masa suvog ostatka (g) dobijenog posle uparavanja filtrata (91).

Odredivanje vrednosti sluznih droga

Broj bubrenja je veli¢ina kojom se vrednuju droge sa sluzima. To je zapremina
koju zauzima 1 g droge odredenog stepena usitnjenosti (ukljucujuci i sluzavi sloj na njenoj
povrsini) posle 4h bubrenja u vodi, a izrazava se u ml. Predstavlja srednju vrednost 3
ponavljanja (28,91,93).

Postupak (Ph. Jug. V): U menzuru od 25 ml (unutrasnji dijametar menzure bi trebalo da
bude 16 mm, duzina graduisane skale 125 mm, sa podeocima od 0,2 ml od 0 do 25 ml) sa
bruSenim zatvara¢em, prenese se 1 g droge. Ispitivanje se izvodi sa neusitnjenom ili drogom
stepena usitnjenosti propisanog u monografiji. Ukoliko nije drugacije propisano, droga se
navlazi sa 1,0 ml alkohola, doda 25 ml vode i menzura zatvori. Svakih 10 min, tokom prvog
sata, menzura se snazno mucka, a zatim ostavi da stoji naredna tri sata. Veci volumen
tecnosti, zaostao u sloju droge, kao i Cestice droge koje plivaju po povrsini, uklanjaju se 90
min posle pocetka ispitivanja, pazljivim okretanjem menzure oko uzduzne ose. Ocita se

......

njemu. IzraCunava se srednja vrednost tri paralelna odredivanja i izrazi na 1 g droge (28).

3.2. Kvalitativna hemijska analiza

U okviru kvalitativne hemijske analize ispitivano je prisustvo fenolnih heterozida,
flavonoida i tanina u biljnom materijalu. Kori§¢ene su uobiCajene dokazne reakcije i
hromatografija na tankom sloju silikagela. IzvrSena je 1 semikvantitativna HPLC analiza
fenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktima ispitivanih biljnih vrsta.
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3.2.1. Kvalitativna analiza fenolnih heterozida

Fenolni heterozidi se sa jonima gvozda boje crveno, a hidrohinon izdvojen
mikrosublimacijom sa srebro-nitratom daje crn talog. Sprasena droga (0,5 g) se prokuva sa
10 ml vode 1 nakon hladenja filtrira. Kada se 1 ml filtrata doda kristali¢ FeSOy4 te¢nost se
oboji najpre crveno, zatim ljubicasto 1 na kraju tamnoljubicasto (5).

Arbutin je veoma higroskopan, lako hidrolizuje u prisustvu razblazenih kiselina ili
emulzina, daju¢i D-glukozu i hidrohinon u molskom odnosu 1:1 (1).

OH OH OCHj, OCH;

+ +
H (enzim) + glukoza H (enzim) + glukoza
H,0 H,0
O — glukoza
OH o __ OH
ARBUTIN glukoza
METILARBUTIN

Slika 3.1. Hidroliza arbutina i metilarbutina

Arbutin hidrolizom daje glukozu i hidrohinon, a metilarbutin glukozu 1
metilhidrohinon; nakon hidrolize (u kiseloj sredini) se fenolni aglikoni mogu dokazati na
osnovu crvenoljubicaste boje sa Fe'* jonima (17). Termalna razgradnja arbutina poéinje na
200°C 1 zavrSsava se na 288°C. Neisparljivi proizvodi razgradnje su: hidrohinon, 1,6-
anhidro-f-D-glukopiranoza, 1,6-anhidro-p-D-glukofuranoza i a- i B-glukoza (94).

Identifikacija arbutina se moze vr$iti i mikrosublimacijom: zagrevanjem heterozidi
hidrolizuju (iz spraSene droge nakvaSene hlorovodoni¢nom kiselinom), a oslobodeni
hidrohinon sublimuje na 160°C u obliku bezbojnih iglicastih kristala, koji posle rastvaranja
u metanolu (0,5 ml) i reakcije sa srebro-nitratom (2 kapi) daju sivo-crn talog (5,17).

TLC fenolnih heterozida

Najvazniji hidrohinonski derivati prisutni u drogama su arbutin i metilarbutin, a u
malim koli¢inama mogu biti prisutni i 2-O-galoil-arbutin, 6-O-acetil-arbutin i slobodan
hidrohinon. Za ove droge je obic¢no karakteristicno i prisustvo galo- i elagotanina (69).

Postupak (DAB 8): Ekstrakcija biljnog materijala: sprasena droga (5 g) se ekstrahuje sa
75% metanolom (50 ml), uz povratni hladnjak, 30 minuta a zatim se filtrira. Filtrat se upari
na zapreminu od 12 ml i prenese u levak za odvajanje sa 50 ml vode. Ovaj rastvor se dva
puta ekstrahuje sa po 30 ml etra (etarski slojevi se bacaju) a zatim tri puta sa po 50 ml
etilacetata. Etilacetatni slojevi se sakupe i upare do suva, a suvi ostatak se rastvori u 10 ml
metanola. Ovako dobijen ekstrakt je pogodan za odredivanje fenolnih glikozida i
flavonoida. Na TLC ploce se aplikuje 20 pl ekstrakta.

Referentni rastvori: 25 mg hidrohinona, 25 mg galne kiseline i 25 mg arbutina se rastvara u
po 10 ml metanola i aplikuje po 10 pl.

Adsorbent: Silikagel 60 F,s4 (Merck, Darmstadt).

Mobilna faza: etilacetat — mravlja kiselina — voda (88:6:6, V/V/V)

Detekcija: bez hemijskog tretmana se javlja izraZzeno gaSenje fluorescencije u UV 254 nm
u prisustvu arbutina i drugih fenolnih jedinjenja.
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Sprej reagensi za detekciju: sveze pripremljen reagens za Berlinsko plavo reakciju
(10 g FeCls 1 0,5 g kalijum-heksacijanoferata se rastvori u 100 ml destilovane vode) sa
arbutinom, metilarbutinom, hidrohinonom i metilhidrohinonom u VIS oblasti daje plavo
obojene zone (69).

TLC dokazivanje arbutina

Aglikoni fenolnih heterozida sa sumpornom kiselinom, uz zagrevanje, grade
crvenoljubicaste proizvode (93).

Postupak (Ph. Eur. 5.0): TLC metodom uz 1% 2,6 — dihlorhinonhlorimid u metanolu kao
rastvor za detekciju, arbutin se izdvaja u vidu ljubicaste zone. Priprema se metanolni ili
etanolni ekstrakt droge i1 razdvaja u mobilnoj fazi kisele reakcije (kisela sredina sprecava
disocijaciju fenola).

Referentni rastvor: 25 mg hidrohinona, 25 mg galne kiseline i 25 mg arbutina u 10 ml
metanola.

Adsorbens: silica gel G ploce za TLC.

Mobilna faza: mravlja kiselina — voda — etilacetat (6:6:88, V/V/V) (92).

3.2.2. Kvalitativna analiza flavonoida

Flavonoidi se u kiseloj sredini u prisustvu elementarnog Mg ili Zn redukuju do
crveno obojenih antocijanidina — Cijanidinska ili Sinoda reakcija. Ova reakcija oksido-
redukcije se zasniva na veoma izrazenim antioksidativnim karakteristikama flavonoida.

Izrada ekstrakta: 0,5 g sprasene droge se ekstrahuje sa 10 ml metanola, uz povratni
hladnjak, 10 minuta na vodenom kupatilu. Vru¢ rastvor se profiltrira pa filtrat razblazi sa
10 ml vode. Posle hladenja i precis¢avanja sa 5 ml petroletra, vodeno-metanolni sloj se
odvaja i uparava pod snizenim pritiskom. Suvi ostatak se rastvori u 5 ml etilacetata.

Cijanidinska (Sinoda) reakcija: 1 ml etilacetatnog rastvora se upari do suva pa
ostatak rastvori u 1 ml etanola. U etanolni rastvor se doda 0,1 mg opiljaka magnezijuma
(Mg) i 10 kapi koncentrovane hlorovodonicne kiseline (36% HCI). Flavoni, flavanonoli i
njihovi heterozidi se u prisustvu nascentnog vodonika redukuju do crvenih antocijanidina,
a flavanoni daju ljubicasti polimetanski katjon (95,96).

TLC flavonoida

Ekstrakcija biljnog materijala: sprasena droga (1 g) se ekstrahuje 5 minuta sa 10 ml
metanola na vodenom kupatilu. Bistar filtrat se koristi za hromatografiju, posto se ovom
brzom metodom ekstrahuju i lipofilni i hidrofilni flavonoidi.

Referentni rastvori: standardne supstance se pripremaju kao 0,05% rastvori u metanolu i
nanose u zapremini od 10 pl. Prosecni detekcioni limit za flavonoide je 5 — 10 pg (ukoliko
je koncentracija flavonoida u drogi izmedu 0,5 i 1,5% dovoljno je naneti 25 — 30 pl
ekstrakta) . Najcesce se koriste standardi rutina, hlorogenske kiseline i hiperozida.
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Adsorbens: silikagel 60 F,s4 TLC ploc¢e (Merck, Darmstadt).

Mobilna faza: etilacetat — mravlja kiselina — glacijalna siréetna kiselina — voda
(100:11:11:27, V/V/V/V); priprema se tako Sto se prvo pomeSaju etilacetat, mravlja
kiselina i glacijalna sir¢etna kiselina, a zatim se postepeno, uz intenzivno muckanje, dodaje
voda. Ovakva mobilna faza je pogodna za TLC ispitivanje flavonoidnih glikozida.
Detekcija: bez hemijskog tretmana na UV-254 nm svi flavonoidi gase fluorescenciju, §to
se vidi kao tamno plave mrlje na zelenoj povrsini TLC ploce. Na UV-365 nm, u zavisnosti
od strukture, flavonoidi fluoreskuju zuto, plavo ili zeleno.

Sprej reagens za detekciju: Natural products reagent (NP) nakon prskanja izaziva
intenzivniju fluorescenciju na UV-365 nm koja traje oko 15 minuta. Dodatkom
polietilenglikola (PEG) se detekcioni limit smanjuje sa 10 pg na 0,5 ug. Fluorescencija
zavisi od strukture: glukozidi kvercetina i mircetina daju narandzastu, glukozidi kemferola
1 izoramnetina zuto-zelenu, glukozidi luteolina narandzastu a glukozidi apigenina zuto-
zelenu boju.

Sastav NP odnosno NP/PEG reagensa:

rastvor A: 1% rastvor difenilboriloksietilamina u metanolu

rastvor B: 5% PEG 400 u etanolu (69).

Dvodimenziona TLC sa hidrolizom heterozida

Metanolni ekstrakt (isti kao za TLC flavonoida) se nanosi na jedan kraj tankog
sloja Si-gela i1 razvija u mobilnoj fazi 1. Nakon suSenja hromatogram se posmatra pod UV
svetloS¢u na 365 nm i obeleze se izdvojeni heterozidi. Kisela hidroliza razdvojenih
heterozida se vrsi direktno na tankom sloju adsorbensa prskanjem koncentrovanom HCI i
zagrevanjem na 105°C tokom 15 minuta. Pod pravim uglom u odnosu na prvo razvijanje,
v1si se drugo u mobilnoj fazi 2. Vizuelizacija i detekcija izdvojenih aglikona se vrsi na isti
nacin kao i kod slobodnih aglikona (97).

Mobilna faza 1: etilacetat — metanol — voda (100:17:13, V/V/V)
Mobilna faza 2: petroletar — etilacetat — glacijalna sircetna kiselina (90:10:6, V/V/V).

TLC Seéera

Nakon kisele hidrolize heterozida vrsi se TLC analiza oslobodenih monosaharida i
njihova identifikacija poredenjem sa hromatogramom standarda monosaharida.

Ekstrakcija biljnog materijala: sprasena droga (1 g), 40 ml 60% metanola i 5 ml 6M HCIl se
kuva na vodenom kupatilu, uz povratni hladnjak, 2h. Aglikoni se preuzimaju etilacetatom a
kiseli vodeno-metanolni ekstrakt sluzi za analizu Se¢ernih komponenata heterozida.

Silika gel plo¢e za hromatografiju (DC-Alufolien, Kiesegel 60, Fs4, Merck).

Mobilna faza: etilacetat:siréetna kiselina:metanol:voda (60:15:15:10, V/V/V/V)

Standardi: glukoza, aloza, galaktoza, ramnoza i manoza se nanose kao 0,05% rastvori u
metanolu u zapremini od 10 — 20 pl.

Razvijen hromatogram se su$i 30 minuta ispod digestora pa 15 minuta na 80°C, a zatim
prska timol-sulfatna kiselina reagensom (0,5 g timola, 95 ml etanola i 5 ml sumporne
kiseline). Nakon zagrevanja u trajanju od 5 minuta na 120°C, hromatogram se posmatra na
dnevnoj svetlosti (96).
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3.2.3. Kvalitativna analiza tanina

Tanini se mogu dokazati taloznim i bojenim reakcijama, kojima se moze i izvrsiti
razlikovanje hidrolizujuc¢ih (galnih) i kondenzovanih (katehinskih) tanina.

Tabela 3.1. Reagensi i proizvodi njihove reakcije sa taninima

TANINI
REAGENSI GALNI KATEHINSKI MESOVITI
Zelatin (1%) talog talog talog
Strihnin-sulfat (1%) talog talog talog
Pb(CH;CO0), talog talog talog
FeCl; (1%) plavo zeleno plavo-zeleno
FeNH4(SO4), (1%) plavo zeleno plavo-zeleno
Bromna voda (5%) - talog talog
Formaldehid/HCl - talog talog

Izrada ekstrakta: 0,5 g sprasene droge (sito 0,75) se zagreva sa 100 ml destilovane vode 50
min na 90° C. Dokazne reakcije se izvode sa profiltriranim, ohladenim dekoktom.

Formadehidna (tanofarmska) proba: 50 ml dekokta droge zagreva se sa 5 ml
koncentrovane HCI i 10 ml 40% formaldehida, u erlenmajeru od 100 ml, 30 min na
vodenom kupatilu. Katehinski tanini se taloze u vidu smede-crvenog taloga (tanoform,
metilen ditanin). Da bi se dokazali galni pored katehinskih tanina, u 5 ml filtrata koji se
dobija talozenjem katehinskih tanina pomocu formaldehida i HCI, doda se pazljivo, bez
muckanja epruvete, 1 g kristalnog natrijum-acetata i 1 ml rastvora gvozde(IIl)-
amonijumsulfata. Pojava plavo-ljubicastog prstena na mestu odgovaraju¢e pH vrednosti
potice od galne kiseline i ukazuje na prisustvo galnih tanina (95).

3.2.4. HPLC analiza fenolnih jedinjenja

Fenolna jedinjenja se visoko-efikasnom te¢nom hromatografijom reverznih faza
(RP-HPLC) identifikuju poredenjem UV spektara i retencionih vremena uzorka i standarda
pod istim uslovima (98). Kvantifikacija je vrSena na osnovu povrsine pika.

Test rastvor: suvi etanolni ekstrakt rastvoren u acetonitrilu (5 mg/ml za sve testirane
uzorke, izuzev ekstrakta BE koji je analiziran u koncentraciji od 2,5 mg/ml) i filtriran
preko membranskog mikrofiltera pre¢nika 0,45 pm neposredno pred analizu
Referentni rastvor: odgovarajuci standard rastvoren u smesi acetonitril/voda (1:1, V/V) (1
mg/ml)
Kolona: Zorbax Eclipse XDB-C18, dimenzija 4,6 x 250mm sa 5 pm veli¢inom cestica
punjenja.
Mobilna faza: faza A = voda/fosforna kiselina (99,97:0,03, V/V), pH =2,75

faza B = 10% A u acetonitrilu
Protok: 0,8 ml/min.
Temperatura: 25°C.
Detekcija: spektrofotometrijski na 350 nm.
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Tabela 3.2. Gradijent eluacije pri HPLC analizi fenolnih jedinjenja

Vreme (min) Faza A (%) Faza B (%)
0 90 10
5 75 25
20 70 30
25 50 50
30 30 70
35 90 10

3.3. Kvantitativnha hemijska analiza
3.3.1. Odredivanje arbutina

Polarimetrijsko odredivanje arbutina se baziralo na opti¢koj aktivnosti arbutina, a
koris¢eno je za jedno od prvih odredivanja arbutina na naSim prostorima (Milojevié,
Mihajlov 1 Tucakov su odredivali ukupni sadrzaj arbutina i metilarbutina u Uvae ursi
folium, Myrtilli folium 1 Vitis idaeae folium, polarimetrijskom metodom prema
Lindpaintner-u oficinalnom u, tada vazecoj, Ph. Jug. II) (4,99). Jodimetrijska metoda,
oficinalna u devetoj Farmakopeji SSSR-a (100), se zasniva na veoma izrazenim redoks
osobinama para hidrohinon-hinon.

Spektrofotometrijsko odredivanje, koje je propisano za odredivanje arbutina,
izmedu ostalih, i u: Cetvrtoj Jugoslovenskoj Farmakopeji (91), Britanskoj Farmakopeji iz
1998. (101) i1 Petoj Jugoslovenskoj Farmakopeji (u monografiji Uvae ursi folium) (28),
zapravo omogucava kvantifikaciju ukupnih hidrohinonskih derivata.

Peta Evropska farmakopeja propisuje HPLC odredivanje arbutina u drogi Uvae ursi
folium (92).

Spektrofotometrijsko odredivanje hidrohinonskih derivata

Fenoli grade sa aminopirazolonom, u prisustvu kalijum-heksacijanonoferata (III)
(oksidaciono sredstvo) i u baznoj sredini, crvene hinonimine (Emersonova reakcija) (93).
Reakcijom arbutina sa 4-aminofenazonom i amonijacnim rastvorom kalijum-
heksacijanoferata (III) nastaje crveno obojen, liposolubilan hinonimin. Nakon ekstrakcije
nastalog jedinjenja metilenhloridom iz reakcione smese, na osnovu spektrofotometrijskog
merenja intenziteta njegove boje, odreduje se sadrzaj arbutina.

Reagensi:

Aminopirazolon R: 20 g aminopirazolona rastvoreno u 1000 ml destilovane vode.
Amonijak R2: 14 g koncentrovanog amonijaka rastvoreno u 100 ml destilovane vode.
Kalijum-heksacijanoferat (III): 80 g kalijum-heksacijanoferata (III) rastvoreno u 1000 ml
destilovane vode.

Postupak (Ph. Jug. V): Prenese se 0,400 g sprasene droge (suvog ekstrakta) u erlenmajer
od 250 ml sa Slifom. Doda se 50 ml H,O i zagreva 30 minuta uz povratni hladnjak. Kada
se ohladi, dopuni se vodom do 250 ml. Ostavi se da se Cestice staloze, a zatim prenese 5 ml
rastvora u levak za odvajanje. Sukcesivno se dodaje, uz mesanje posle svakog dodavanja,
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45 ml vode, 1 ml rastvora 20 g/l aminopirazolona R, 0,5 ml amonijaka R2 i 1 ml rastvora
80 g/l kalijum-heksacijanoferata (III). Ostavi se da stoji 5 minuta, a zatim izmucka sa 25
ml metilenhlorida. Metilenhloridni sloj se procedi, kroz pamucnu vatu natopljenu
metilenhloridom, u normalni sud od 100 ml. Vodeni sloj se izmucka jo$ 3 puta sa po 25 ml
metilenhlorida, pa se spojeni metilenhloridni slojevi dopune do 100 ml istim rastvaracem.
Aporbancija se meri na 455 nm uz vodu kao slepu probu.
Sadrzaj hidrohinonskih derivata se izracunava u %, izrazeno kao bezvodni arbutin, prema
izrazu:

% hidrohinonskih derivata= A x 7,716 / m
uzimajuci da je vrednost specificne apsorbancije bezvodnog arbutina 648.
A = apsorpcija na 455 nm
m = masa droge (g) (28).

HPLC odredivanje arbutina

Najvise koriS¢ena analiticka separaciona tehnika danas je HPLC, a razlog za njenu
popularnost je velika osetljivost, mogucnost kvantitativne determinacije i separacije
neisparljivih i termolabilnih supstanci. Kvantifikacija se moze vrS$iti na viSe nacina:
analizom koja se bazira na visini ili povrSini pika, kalibracijom uz standard, metodom
internog standarda ili metodom normalizacije povrSine.

Postupak (Ph. Eur. 5). Test rastvor: u erlenmajeru ravnog dna od 100 ml se prenese 0,800 g
sprasene droge, doda se 20 ml vode R (destilovana voda) i1 zagreva, uz povratni
kondenzator, na vodenom kupatilu 30 minuta. Nakon hladenja se filtrira kroz sloj pamucne
vate. Ostatku u erlenmajeru se doda vata kroz koju je vrseno filtriranje i ponovo ekstrahuje
sa 20 ml vode R na vodenom kupatilu tokom 30 minuta. Nakon hladenja se filtrira kroz
filter papir. Filtrati se sjedine i dopune do 50 ml vodom R.
Referentni rastvor: rastvoriti 50 mg arbutina R (standard arbutina) u mobilnoj fazi pa
razblaziti mobilnom fazom do 50 ml.
Kolona: 1 = 0,25 m, @ = 4 mm, stacionarna faza = bazom dezaktivisan oktadecilsilil
silikagel za hromatografiju R (S5pm).
Mobilna faza: metanol R, voda R (10:90, V/V).
Protok: 1,2 ml/min.
Detekcija: spektrofotometrijski na 280 nm.
Sadrzaj arbutina, u procentima, se racuna koris¢enjem sledeceg izraza:

Fi xmy x 100/ F, x my
F; = povrsina pika arbutina sa hromatograma test rastvora
F, = povrsina pika arbutina sa hromatograma referentnog rastvora
m; = masa ispitivane droge, u gramima
m, = masa arbutina R u referentnom rastvoru, u gramima
Rastvori standarda su pripremani rastvaranjem 10 mg arbutina (Sigma, ¢isto¢a min. 98%),
odnosno 2 mg hidrohinona (Sigma, ¢isto¢a min. 99%) u 10 ml prec¢iS¢ene vode za HPLC.
Kolic¢ina arbutina i hidrohinona u uzorcima racunata je u odnosu na odmerenu masu droge,
bez korekcije u pogledu sadrzaja vlage (92).
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3.3.2. Odredivanje flavonoida

Spektrofotometrijskim odredivanjem flavonoida (DAB 10, monografija Crataegi
folium et flores) se odreduju ukupni flavonoidi, a rezultat se izrazava u procentima biljnog
materijala. Ekstrakcija flavonoida se vrsi acetonom uz kiselu hidrolizu flavonoidnih
heterozida. Flavonoidni aglikoni, preuzeti etilacetatom, sa AlCl; grade intenzivno Zuto
obojene helate, ¢ija se apsorbancija meri na 425 nm (95).

Reagensi:

Urotropin (0,5%): rastvor urotropina (metenamin, heksametilentetramin) u destilovanoj
vodi. Dodaje se da spreCi oksidaciju eventualno prisutnih leukoantocijanidina u
antocijanidine, koji sa A1Cl; daju plave helate, $to bi reakcionu smesu umesto zuto obojilo
zeleno.

Aluminijum-hlorid reagens: 2 g AICIl; u 100 ml 5% rastvora siréetne kiseline u metanolu.
Za analizu se koristi sveze pripremljen rastvor.

5% rastvor sir¢etne kiseline u metanolu: 50 ml 98% siréetne kiseline se dopuni
metanolom do 1000 ml.

Postupak (DAB10): Odmeri se 600 mg droge u prasku, prelije sa 20 ml acetona u
erlenmajeru sa Slifom, doda se 1 ml 0,5% rastvora urotropina i 2 ml 25% HC1 i zagreva do
kljuc¢anja 30 min uz povratni hladnjak. Posle hladenja, smesa se procedi preko malo vate
u normalni sud od 100 ml. Ostatak droge i vata se kuvaju jos dva puta po 10 min sa po 20
ml acetona uz povratni hladnjak. Ohladeni ekstrakti se zatim procede preko malo vate
natopljene acetonom u isti normalni sud i sadrzaj dopuni acetonom do 100 ml.

U levku za odvajanje se pomesa 20 ml ovog rastvora sa 20 ml vode i izmucka jednom
sa 15 ml i tri puta sa po 10 ml etil-acetata. Spojeni etilacetatni ekstrakti se u levku za
odvajanje isperu dva puta sa po 50 ml vode, prebace u normalni sud od 50 ml i sadrzaj
dopuni do oznake etilacetatom.

U normalni sud od 25 ml se prebaci 10 ml ovog rastvora, doda 1 ml aluminijum-hlorid-
reagensa 1 dopuni do oznake 5% rastvorom sirc¢etne kiseline u metanolu (ispitivani
rastvor).

Istovremeno se 10 ml ovog rastvora razblazi do 25 ml 5% rastvorom siréetne kiseline u
metanolu (slepa proba).

Apsorbancija ispitivanog rastvora se meri na 425 nm posle 30 min u odnosu na slepu
probu. Sadrzaj flavonoida se izracunava u odnosu na specifi¢ni apsorpcioni koeficijent
hiperozida, Ajyicm = 500.

C%=Aax F/D
A = apsorpcija analize
D = odmerena koli¢ina droge u gramima
F=1,25 (102).
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3.3.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola i tanina
Folin-Ciocalteu metoda

Folin-Ciocalteu (F-C) ispitivanje se godinama koristi za odredivanje ukupnih fenola
u prirodnim proizvodima ali, poSto se bazira na ¢injenici da su fenoli redukujuéi agensi i u
osnovi je oksido-redukciona reakcija, moze se smatrati i antioksidativnom metodom.
Originalna F-C metoda je razvijena jo§ davne 1927. godine za analizu tirozina, pri ¢emu
oksidacija fenola molibdotungistatom daje obojene proizvode sa maksimumom apsorpcije
na 745-750 nm:

Na2W04/Na2MOO4 — (fenol-MoW1104o)4'
Mo(IV) (zut) + e — Mo(V) (plav)

Metoda je jednostavna, osetljiva i precizna. Medutim, reakcija je spora na niskoj
pH 1 nedostaje joj specificnost. Modifikacijom metode 1 koriS¢enjem
molibdotungstofosfornog heteropolianjonskog reagensa:

3H,0-P,05-13W03-5M00s-10 HO
3H20-P205-14WO3-4MOO3-10 Hzo
postize se specificnija redukcija fenola a Apx proizvoda je 765 nm. Takode su uvedeni
obavezni koraci koji obezbeduju dobijanje pouzdanih i reproduktivnih podataka:
odgovaraju¢i odnos zapremina baze i F-C reagensa, optimalno reakciono vreme i
temperatura za razvoj boje, merenje na talasnoj duzini od 765 nm i koriS¢enje galne
kiseline kao referentnog standardnog fenola (103).

F-C reagens meri sposobnost bilo koje smeSe da redukuje fosfomolibdensku i
fosfotungistinsku kiselinu do plavo obojenog kompleksa. Prisustvo askorbinske kiseline ili
drugih supstanci koje veoma lako oksidiSu, a koje nisu fenolna jedinjenja, takode moze
dovesti do pojave plavog obojenja sa F-C reagensom, §to vodi lazno visokim vrednostima
sadrzaja ukupnih fenola, pa se smatra da je ovaj reagens neodgovarajuci kada su u pitanju
ekstrakti sa visokim sadrZajem lako oksidiSucih supstanci. Visoke koncentracije Secera
mogu znacajno reagovati sa ovim reagensom pa dovesti do greske u odredivanju, dok male
koli¢ine Secera ne interaguju. Takode, reakcija F-C reagensa sa fruktozom je intenzivnija
nego sa drugim Secerima. Postoji veliki broj interferirajuc¢ih supstanci (Seceri, aromati¢ni
amini, sumpor dioksid, askorbinska kiselina i1 drugi reduktanti, Fe(II) i organske kiseline)
pa se mora izvrSiti korekcija za prisutne interferirajuée supstance. Dodatne nefenolne
supstance koje reaguju sa F-C reagensom su adenin, adenozin, alanin, alinin,
aminobenzoeva kiselina, benzaldehid, kreatinin, cistein, cistidin, dimetilanilin, difenilamin,
EDTA, fruktoza, guanin, guanozin, glicin, histamin, histidin, indol, metilamin,
nitriloacetnska kiselina, oleinska kiselina, feniltiourea, proteini, piridoksin, saharoza,
sulfanilna kiselina, tiourea, timin, timidin, trimetilamin, triptofan, uracil, uri¢na kiselina i
ksantin. Takode, neke neorganske supstance kao $to su hidrazin, hidroksiamonijumhlorid,
gvozde amonijum sulfat, magnezijum sulfat, KNO;, NaCN, Na-metabisulfit, Na-fosfat,
Na-sulfat, mogu reagovati sa F-C i dati lazno poviSene koncentracije fenola (103,104).

Svi tanini su fenoli ali nisu svi fenoli tanini. F-C odredivanje se moze izvesti uz
koris¢enje nerastvornog matriksa (kao delimi¢no hemijsko ali delimi¢no i fizicko
odredivanje), polivinil polipirolidona (PVPP), da bi se odredio sadrzaj tanina posto PVPP
vezuje tanine. Razlika ukupnih i ne-taninskih polifenola predstavlja sadrzaj tanina (105).
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Kao standard za izradu kalibracione krive se moze koristiti katehin ili galna
kiselina, pa se rezultati obi¢no izrazavaju kao ekvivalenti katehina ili galne kiseline (g
ekvivalent na 100g suve materije) ili kao % polifenola (ili tanina) u suvom uzorku
(105,106).

Tabela 3.3. Priprema uzoraka za izradu kalibracione krive

Rastvor Destilovana | F-C reagens Rastvor Katehin
katehina voda (n Na,CO4 (ng)
(ul) (D) (uh)
Slepa proba 0 500 250 1250 0
S1 20 480 250 1250 2
S2 40 460 250 1250 4
S3 60 440 250 1250 6
S4 80 420 250 1250 8
S5 100 400 250 1250 10

Reagensi:

F-C reagens: razblaziti komercijalno dostupan F-C reagens (2 N) jednakom zapreminom
destilovane vode (1:1, V/V). Do upotrebe ¢uvati u tamnoj boci u frizideru. Reagens treba
da bude zlackaste boje, nije vise za koriS¢enje ako se boja promeni u maslinasto zelenu.
Natrijum-karbonat (20 %): Na,CO; x 10H,0O se rastvori u destilovanoj vodi.

Nerastvorni polivinil polipirolidon: komercijalno dostupan reagens PVPP.

Katehin standard (0,1 mg/ml): 25 mg katehina se rastvori u 25 ml destilovane vode, zatim
se dobijeni rastvor razblazi destilovanom vodom 10 puta za izradu radnog rastvora (uvek
se koristi sveze pripremljen rastvor za izradu kalibracione krive)

Kalibraciona kriva se konstruiSe na osnovu izmerenih apsorbanci rastu¢ih koncentracija
katehina (1 pg/ml, 2 pg/ml, 3 pg/ml, 4 pg/ml 1 5 pg/ml) uz slepu probu, koja umesto
rastvora katehina sadrzi destilovanu vodu. Na osnovu kalibracione krive se izracunava
sadrzaj ukupnih polifenola i tanina.

Postupak:

Odredivanje ukupnih polifenola: 0,02 ml uzorka (razblazenog ekstrakta) se dopuni
destilovanom vodom do 0,5 ml, doda se 0,25 ml FC reagensa i 1,25 ml presi¢enog rastvora
natrijum karbonata. Sadrzaj epruvete se dobro promucka a apsorbancija meri
spektrofotometrijski na 725 nm nakon 40 minuta. Sadrzaj ukupnih fenola se izraCunava
pomocu kalibracione krive i izrazava u % suve materije (105).

Odredivanje ukupnih tanina: Tanini se vezuju na nerastvorni PVPP. Odmeri se 100 mg
PVPP u epruvetu, doda 1 ml destilovane vode i 1 ml uzorka (100 mg PVPP je dovoljno da
veze 2 mg tanina, ako je sadrzaj tanina veci od 10 %, uzorak se mora razblaziti) i dobro
promucka. Nakon 15 minuta na 4°C smeSa se ponovo promucka, a zatim centrifugira (10
minuta na 3000 obrtaja/min). U supernatantu se nalaze sva fenolna jedinjenja izuzev tanina
(tanini su se vezali za PVPP — a joS bolje vezivanje tanina za PVPP se postiZze na pH 3) pa
se on koristi za odredivanje ne-taninskih polifenola po istom postupku za odredivanje
ukupnih polifenola. Medutim, posto se pocetni uzorak na pocetku razblazuje 1:1 vodom i
kako u supernatantu nema viSe tanina, preporucuje se da se za ispitivanje koristi dva ili tri
puta veca zapremina uzorka. Sadrzaj ne-taninskih polifenola se izrazava takode u % na
suvu materiju a iz razlike se dobija % tanina (105).
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3.3.4. Odredivanje sadrzaja fenilpropanoidnih derivata

Sadrzaj ukupnih fenilpropanoida se moze odrediti spektrofotometrijski, metodom po
Arnow-u koja se zasniva na reakciji derivata o-dihidroksicimetne kiseline sa natrijum
molibdatom. Sadrzaj fenilpropanoida se izrazava kao sadrzaj odgovarajuceg derivata
hidroksicimetne kiseline (107). Postupak odredivanja fenilpropanoida u nekim drogama
daje Ph. Eur. 6.0. U monografiji droge Fraxini folium spektrofotometrijski odreden sadrzaj
fenilpropanoida se izraZzava kao % hlorogenske kiseline.

Reagensi:
Hlorovodoni¢na kiselina 0,5 M
Reagens rastvor: 10 g natrijum-nitrita i 10 g natrijum-molibdata rastvoreno u 100 ml vode
Natrijum hidroksid 2M
Postupak (Ph. Eur. 6.0.): 300 mg sprasene droge se ekstrahuje sa 95 ml etanola (50%,
V/V), uz povratni hladnjak, na vodenom kupatilu 30 minuta a zatim hladi i filtrira. Ekstrakt
se prenese u normalni sud od 100 ml i dopuni etanolom (50%, V/V) do crte (osnovni
rastvor).
Test rastvor: 1 ml osnovnog rastvora se prenese u normalni sud od 10 ml, doda 2 ml
hlorovodonicne kiseline (0,5 M), 2 ml reagens rastvora i 2 ml natrijum hidroksida (2M) i
dopuni vodom do crte.
Slepa proba: 1 ml osnovnog rastvora se prenese u normalni sud od 10 ml, doda 2 ml
hlorovodoni¢ne kiseline (0,5 M) i 2 ml natrijum hidroksida (2M) i dopuni vodom do crte.
Apsorbancija uzoraka se meri uz slepu probu na 525 nm, uzimajué¢i da je vrednost
specificne apsorbancije hlorogenske kiseline 188, a sadrzaj fenilpropanoida se izrazava kao
sadrzaj derivata hidroksicimetne kiseline, prema formuli:

hlorogenska kiselina (%) =A x 5,3/ m
A = apsorpcija na 525 nm
m = masa droge u gramima (27).

4. Skrining farmakoloske aktivnosti

4.1. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti

Kiseonik je od vitalne vaznosti za sve zive organizme, osim za striktne anaerobe.
Ipak, paradoks aerobnog nacina zivota je oksidativno osSte¢enje kljuénih bioloskih
molekula, koje ugrozava strukturu i funkcionisanje Zivog organizma. Cak i savremeni
metabolicki putevi poseduju svega par enzima ’’zaduzenih’’ za molekul kiseonika, iako
snabdevanje energijom kompletno zavisi od transfera elektrona ovom akceptoru (108,109).

Postoji mnogo vrsta slobodnih radikala u zivom svetu, ali se najviSe paznje (posto
su najvazniji u patoloskim poremecajima) posvecuje kiseoni¢nim radikalima (110,111).
Veoma cesto koriS¢en termin reaktivne kiseoni¢ne vrste — ROS (reactive oxygen species)
ukljucuje ne samo kiseoni¢ne radikale ve¢ i neke neradikalske derivate kiseonika, tako da
su svi kiseoni¢ni radikali ROS ali nisu svi ROS radikali (108,112).
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Slika 3.2. Glavni izvori slobodnih radikala u telu i posledice njihovog delovanja (110)

Subtoksi¢ni nivoi ROS imaju vaznu fizioloSku ulogu u bioloskoj signalizaciji (npr.
superoksid radikal je antibiotik izuzetno Sirokog spektra, medijator inflamacije, prenosnik
signala i regulator genske ekspresije). ROS se smatraju mogucim signalnim molekulima za
utvrdivanje koncentracije kiseonika u okruZzenju, poSto se i koncentracija kiseonika
(ukljucujuéi 1 hipoksiju) i ROS registruju preko istog mehanizma (108,113,114).

Tabela 3.4. NajvaZniji reaktivni oblici kiseonika (ROS)

Radikali Ne-radikalski oblici

suproksidni anjon 0," singlet kiseonik '0,
peroksidni HOO’ vodonik peroksid H,0,
hidroksi HO’ organski peroksidi ROOH
alil R’ ozon 0O;
alkoksi RO’ hipohlorna kiselina HOCI
peroksi ROO’

”’ Antioksidantne strategije’” su potrebne da bi se ogranicila Stetna reakcija izmedu
ROS 1 raspolozivih supstanci — dragocenih supstrata kao $to su tiolne grupe proteina, DNK
baze i polinezasi¢ene masne kiseline — PUFA (polyunsaturated fatty acids). Oksidativno
oste¢enje ovih molekula dovodi do inaktivacije enzima, mutacija, pucanja membrana,
povecanja aterogenosti LDL-a, disfunkcije mitohondrija 1 ¢elijske smrti. Ovi toksicni
efekti kiseonika su ukljuceni u proces starenja i razvoj hronic¢nih, inflamatornih,
degenerativnih 1 bolesti vezanih za starenje (108,115). Oksidativni stres je ukljucen i u
razvoj gotovo polovine svih humanih karcinoma, a utvrdena je veoma dobra korelacija
antioksidativne i antimutagene aktivnosti (116).

Smatra se da oksidativni stres znacajno doprinosi razvoju i pogorSanju svih
inflamatornih oboljenja (artritis, vaskulitis, glomerulonefritis, lupus, respiratorni distres
sindrom odraslih), ishemijskih oboljenja (bolesti srca, udari, intestinalna ishemija),
hemohromatoza, AIDS-a, emfizema, komplikacija transplantacije organa, gastricnog
ulcera, hipertenzije i preeklampsije, neuroloskih oboljenja (multiple skleroze, amiotrofi¢ne
lateralne skleroze, miSi¢ne distrofije, Alchajmerove bolesti, Parkinsonove bolesti),
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alkoholizma, imunosupresije, dijabetesa, opadanja kose, bolesti povezanih sa pusenjem i
mnogih drugih. Razlog Sto je hiperprodukcija slobodnih radikala osobina tako Sirokog
spektra oboljenja je to Sto je oksidativni metabolizam neraskidivi deo metabolizma svake
¢elije. Kada je celija povredena ili obolela to rezultira mitohondrijalnim osSte¢enjem
(influks kalcijuma, cepanje membrana i sl.), pa raste proizvodnja superoksida (108,117-
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Proizvodnja slobodnih radikala
Antioksidantni enzimi Proteini koji vezuju
l metale
- Superoksid dismutaza - Transferin

- Katalaza — 0,, H,0, - Feritin
- Glutation peroksidaza / - Laktoferin

- Ceruloplazmin

Prelazni metali
Fe%, Cu’
Antioksidanti koji prekidaju lan¢anu reakciju
- Direktni hvataci slobodnih radikala
- Zrtvovani tokom procesa hvatanja
Lipidna faza Vodena faza
- Tokoferoli - Askorbat OH’
- Ubihinol - Urat l

v

- Karotenoidi - Glutation i drugi tioli
- Flavonoidi

OfStecenje tkiva
Mehanizmi popravke —

Slika 3.4. Antioksidativnha odbrana od napada slobodnih radikala. Antioksidantni enzimi
katalizuju unistavanje slobodnih radikala. Proteini koji vezuju prelazne metale sprecavaju
njihovu interakciju sa vodonik peroksidom i superoksidom, koja bi dovela do nastanka visoko
reaktivnih hidroksi radikala. Antioksidanti koji prekidaju lancanu reakciju — snaini donori
elektrona reaguju sa slobodnim radikalima pre nego S$to se oStete ciljni molekuli, sami se
oksiduju i moraju biti regenerisani ili zamenjeni. Radikali antioksidanasa su nereaktivni i ne
mogu da napadnu druge molekule (110).

Antioksidanti se mogu podeliti na ’’endogene’’ (sastavni deo organizma) i

’egzogene’’ (uneti hranom), a javljaju se i *’popravni’’ antioksidanti (sposobni da poprave
nastalo ostecenje koje ROS nacine, a to su uglavnom proteaze, lipaze, transferaze i DNK
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reper-enzimi) (112). Prema drugoj podeli antioksidativni sistemi odbrane se mogu
razvrstati u tri glavne grupe: antioksidantne enzime, proteine koji vezuju prelazne metale i
antioksidante koji prekidaju lan¢anu reakciju (110).

Tabela 3.5. Mehanizmi antioksidativnog dejstva (109)

Mehanizam antioksidativnog dejstva Primer antioksidanta
Fizicka barijera sprec¢ava nastajanje ROS ili njihov prilaz vaznim UV filtri,
bioloskim mestima ¢elijske membrane
Hemijske zamke/tuneli apsorbuju energiju i elektrone, suzbijaju¢i ROS karotenoidi, antocijanidini
Kataliticki sistemi neutrali$u ili skre¢u ROS antioksidantni enzimi: SOD,
katalaza i glutation reduktaza
Vezujuéi/inaktivirajuéi metalne jone sprecavaju stvaranje ROS u Haber— feritin,
Weiss-ovoj reakciji ceruloplazmin,
katehini
Zrtveni i antioksidanti koji prekidaju lan¢anu reakciju, hvataju i unistavaju | askorbinska i uriéna kiselina,
ROS tokoferoli, glutation,
flavonoidi

Opste je prihvaceno da sposobnost neutralizacije slobodnih radikala fenolne
supstance duguju svojoj osobini donacije vodonika: §to je veci broj hidroksilnih grupa to je
veca verovatnoca za aktivnost uklanjanja slobodnih radikala (120). U slucaju derivata
benzoeve i cimetne kiseline, flavonola 1 antocijanidina, sa pove¢anjem broja hidroksilnih
grupa raste 1 antioksidativna aktivnost. Supstance sa 3 OH grupe na fenil prstenu fenolnih
kiselina ili na B prstenu flavonoida imaju izrazenu antioksidantnu aktivnost. Gubitak jedne
hidroksilne grupe blago smanjuje, dok gubitak dve OH grupe drasti¢no utice na smanjenje
aktivnosti. Medutim, ne pokazuju sve OH grupe fenolnih jedinjenja istu reaktivnost.
Polozaj 1 stepen hidroksilacije flavonoida, posebno u B prstenu, je od najveéeg znacaja
kada je u pitanju antioksidativna aktivnost, pri ¢emu 3’,4’-dihidroksi konfiguracija
pokazuje aktivnost. Uvodenje metoksi grupe u fenolnu kiselinu povecava antioksidantnu
aktivnost (120,121). Raspolozivost hidroksilnih grupa je tesno povezana sa hemijskom
strukturom 1 prostornom konformacijom, koje mogu modifikovati reaktivnost molekula
(¢ak 1 orijentacija hidroksilne grupe ima uticaja). Efikasnost u neutralisanju slobodnih
radikala zavisi od sposobnosti antioksidanta da formira stabilan radikal, pa razli¢iti
molekuli Secera mogu ili povecati ili smanjiti stabilnost radikala i uticati na antioksidantnu

moc¢ (122).
OH\<eholna grupa
OH Slika 3.5. Funkcionalne grupe
HO @ katehina odgovorne za
OH e . y
antioksidativau aktivnost
hidroksilne grup
O—C — OH } galatna grupa
OH “
0 OH

OH grupa u orto polozaju se smatra najvaznijom i za tanine kada je u pitanju
inhibicija slobodnih radikala. Aktivnost tanina se povecava sa porastom molekulske mase i
broja galoilnih grupa. Dimerni, trimerni i polimerni tanini generalno pokazuju jacu
aktivnost protiv DPPH radikala u odnosu na monomere i derivate malih molekula (124).
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Antioksidativna aktivnost tanina na autooksidaciju PUFA se pripisuje stabilnosti
njihovih slobodnih radikala, koji pokazuju dobar efekat neutralizacije drugih radikalskih
vrsta (2).

Antiradikalska aktivnost rastvora katehina raste za 50% nakon 2 dana na 25°C, §to
se objasSnjava reakcijama polimerizacije. Nizi antiradikalski kapacitet monofenola u
odnosu na njihove oligomere se objasnjava vecom povrSinom za delokalizaciju
naelektrisanja. Kada stepen polimerizacije prede kriticnu vrednost, povecanje
kompleksnosti molekula smanjuje antioksidantni kapacitet, verovatno usled sternih smetnji
koje umanjuju raspoloZzivost hidroksilnih grupa.

OH

OH

Katehin

Slika 3.6. Oksidativna polimerizacija katehina

Grupa autora, koja je proucavala antioksidativnu aktivnost fenola hrane, je dosla do
zakljucka da aktivnost fenola u razli¢itim rastvara¢ima po vrednostima sledi redosled:
etanol > metanol > voda, odnosno da sa poraséu polarnosti rastvaraca raste i
antioksidativna aktivnost (123).

I oksidanti i1 antioksidanti imaju razli¢ite hemijske 1 fizicke karakteristike.
Pojedinac¢ni antioksidanti mogu, u nekim sluc¢ajevima, delovati razli¢itim mehanizmima u
istom sistemu ili se jedan mehanizam dejstva moze razlikovati u zavisnosti od reakcionog
sistema. Antioksidanti cak mogu na razli¢ite nacine da odgovore na razli¢ite radikale ili
izvore oksidanata. Zbog visestrukih karakteristika reakcije i mehanizama dejstva, kao i
razliCitih faza i lokalizacija u kojima se reakcije deSavaju, pojedinacno ispitivanje nikada
neée u potpunosti rasvetliti sve izvore radikala ili sve antioksidante u kompleksnim
sistemima. Ne postoji jednostavna, univerzalna metoda kojom se ukupan antioksidantni
kapacitet moze kvantitativno i precizno izmeriti (103).

Postoje brojni testovi za odredivanje antioksidativnog potencijala, ali se svi oni
mogu podeliti u dve grupe: ispitivanje sposobnosti uklanjanja radikala i ispitivanje
sposobnosti inhibicije lipidne peroksidacije — LP pod uslovima koji je favorizuju. Test
sistemi za procenu sposobnosti uklanjanja radikala mere redukciju ili stabilnih radikala ili
radikala generisanih radiolizom, fotolizom ili Fentonovom reakcijom. Ubrzani test sistemi
za ispitivanje sposobnosti inhibicije LP uglavnom ukljucuju lipide koji se brzo oksiduju, da
bi se oponasao dugi indukcioni period za kratko vreme, a za ubrzavanje oksidacije koristi
se povisSena temperatura (125).
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U cilju ispitivanja antioksidativne aktivnosti ekstrakata odabranih vrsta familije
Ericaceae koriS¢eno je odredivanje ukupnog redukcionog potencijala ekstrakata (FRAP-
metodom), dva test sistema za ispitivanje sposobnosti inhibicije LP (odredivanje
intenziteta inhibicije LP u lipozomima i odredivanje sposobnosti inhibicije obezbojavanja
B-karotena) i test sistem za utvrdivanje sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala (uz
stabilan DPPH radikal).

4.1.1. Odredivanje ukupnog antioksidativnog potencijala FRAP-metodom
FRAP-metoda

Benzie i Strain su 1996. godine razvili i prvi put izveli merenje redukcionog statusa
plazme u cilju utvrdivanja njene antioksidantne sposobnosti. Ova jednostavna metoda
odreduje redukciju feri-tripiridiltriazin kompleksa (feri-2,4,6-tripiridil-s-triazina ili Fe(III)-
TPTZ) u njegov intenzivno plavo obojen fero oblik (Fe(Il)-TPTZ) na niskoj pH u prisustvu
antioksidanata plazme, odnosno sposobnost plazme da redukuje feri jone (Ferric reducing
ability of plasma ili FRAP). Test uslovi favorizuju redukciju feri-kompleksa i razvijanje
intenzivno plave boje sa maksimumom apsorpcije na 593 nm. Na pocetku dizajnirana za
odredivanje antioksidantne sposobnosti plazme, metoda se ubrzo primenjuje i na druge
supstrate pa se naziv menja u: ispitivanje antioksidantne moci redukcijom gvozda (Ferric
reducing/antioxidant power assay), pri ¢emu skracenica ostaje FRAP. Metoda je pogodna
za merenje ukupnog antioksidantnog kapaciteta lekovitog bilja i biljnih ekstrakata

(103,126-128).
= =
E/; E/;
Fe(IIl) Fe(Il)
X X

= =

\

Slika 3.7. Sema reakcije: Fe3+-TPTZ + reduku]ua antzoks:dant — Fe2+-TPTZ (intenzivno
plave boje na 593 nm)

Posto se redukcija feri oblika gvozda u fero oblik javlja veoma brzo u slucaju
reduktanata sa redukcionim potencijalom nizim od potencijala Fe'/Fe* (reakcijom se
odreduju supstance sa redoks potencijalom manjim od 0,7 V — redoks potencijal Fe*'-
TPTZ), FRAP vrednosti odgovaraju koncentraciji elektron-donirajuc¢ih antioksidanasa.
FRAP koristi antioksidante kao reduktante u redoks reakciji koja je i kolorimetrijska. Nije
potrebna duga i komplikovana priprema uzorka, steheometrijski faktori su konstantni a
linearnost se odrzava u veoma Sirokom opsegu. Sposobnost redukcije je povezana sa
stepenom hidroksilacije 1 konjugacije u polifenolima. Ipak, FRAP ne mozZe detektovati
komponente koje deluju neutralisanjem radikala (H transfer), pogotovo ako se radi o
tiolima (glutation) i proteinima, Sto je prilican nedostatak kada je serum uzorak. Ovaj
nedostatak (reakcija se ne odvija sa tiolima posto je njihov redukcioni potencijal ispod
potencijala para Fe’'/Fe’") nije toliko vazan kada se ispituje biljni materijal. Samo
ograni¢ene koliCine biljnog glutationa se apsorbuju u GIT, a gotovo da i nema drugih
antioksidantnih tiola u biljkama zastupljenim u ishrani (izuzetak je beli luk), pa je FRAP
pogodna metoda za utvrdivanje kolic¢ine ukupnih biljnih antioksidanata (103,129).

40



FRAP se izvodi na niskoj pH vrednosti (pH 3,6 — da bi se odrzala rastvorljivost
gvozda) Sto snizava jonski a povecava redoks potencijal. Medutim, posto redukovani
metali aktivno Sire broj slobodnih radikala tako §to redukuju hidroperokside do RO’, treba
ispitati da li visoke FRAP vrednosti koreliraju sa tendencijom polifenola da postanu
prooksidanti u nekim uslovima (ovo je utvrdeno za neke flavone i flavonoide sa visokim
FRAP vrednostima) (103).

Reagensi:

Acetatni pufer, 300 mmol/l, pH = 3,6 (3,1 g NaCH3COO x 3H,0 i 16 ml koncentrovane
siréetne kiseline za 1 1 rastvora pufera)

40 mmol/l HCI (0,62 ml koncentrovane HCI se razblazi destilovanom vodom do 500 ml)
TPTZ — reagens: 10 mmol/l TPTZ (2,4,6 — tripiridil — S — triazin) rastvoren u 40 mmol/l
HCI (0,078 g TPTZ u 25 ml razblazene HCI)

FeCl; x 6H,0O: 20 mmol/l FeCl; x 6H,0 (1,3515 g FeCl; x 6H,0 rastvoreno u destilovanoj
vodi do zapremine od 250 ml)

FeSO4 x 7 HyO: 1 mmol/l (0,0695 g FeSO4 x 7 H,O rastvoreno u 250 ml destilovane vode)
FRAP reagens se priprema meSanjem sva tri rastvora u odnosu 10:1:1 (FRAP radni
rastvor: 50 ml acetatnog pufera, 5 ml TPTZ rastvora i 5 ml rastvora FeCl; x 6H,0, se uvek
priprema svez).

Kalibracija: vodeni rastvori poznatih koncentracija Fe (II) jona (razblazenja 1 mmol/l
rastvora FeSO4 x 7 H,0) se koriste za konstruisanje kalibracione krive (u opsegu
koncentracija 100-1000 pmol/1).

Postupak: U 100 pl ekstrakta droge (ili rastvorenog suvog ekstrakta droge) dodaje se 3000
ul FRAP reagensa i nakon 5 minuta se meri apsorbancija na 593 nm u odnosu na slepu
probu (100 pl rastvaraca u kome je rastvaran ekstrakt i 3000 pul FRAP reagensa) (130).

Izracunavanje ukupnog antioksidativnog potencijala ispitivanog ekstrakta se vrsi na
osnovu kalibracione krive. Relativna aktivnost uzoraka se moze dobiti poredenjem njihove
aktivnosti sa aktivnoS¢u Troloksa ili L-askorbinske kiseline (127).

4.1.2. Odredivanje intenziteta inhibicije lipidne peroksidacije
Test inhibicije lipidne peroksidacije u lipozomima

LP oksidacija se javlja kada kiseonik reaguje sa lipidima u seriji
slobodnoradikalskih lan¢anih reakcija koje vode slozenim hemijskim promenama.
Oksidacija lipida hrane narusSava njen kvalitet. /n vivo, LP moZe ucestvovati u razvoju
koronarnih oboljenja, ateroskleroze, kancera i starenja (121).

LP je metabolicki proces normalno prisutan u aerobnim uslovima, a predstavlja i
najistrazeniju posledicu aktivnosti ROS na membransku strukturu i funkciju. PUFA,
najvazniji lipidi membrane, su lako podlozne peroksidaciji (114). Krajnji efekti LP su
smanjenje fluidnosti membrane, olakSavanje razmene fosfolipida izmedu dva sloja
dvostrukog omotaca, porast propustljivosti membrane za supstance koje obicno prolaze
kroz nju isklju¢ivo kroz specifi¢ne kanale (npr. K™ i Ca®), i oftecenje membranskih
proteina, inaktivacija receptora, enzima i jonskih kanala. Neki krajnji proizvodi LP i sami
pokazuju Stetna dejstva (izoprostani — Ips, cikli¢ni peroksidi nastali iz PUFA sa bar tri
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dvostruke veze, ukljucujuéi linolensku, arahidonsku — F:lps, eikozapentanoi¢nu — F3Ips i
dokozaheksaenoic¢nu kiselinu — F4lps, ponekad zvane i neuroprostani). Pojacano formiranje
Ips je uoceno kod mnogih bolesti i nakon izlaganja eksperimentalnih Zivotinja velikom
broju toksina, a neki Ips deluju kao vazokonstriktori 1 oste¢uju tkivo. Fitoprostani (Ips iz
linoleata) su zastupljeni u biljkama, ali njihovi efekti nisu toliko prouceni kao efekti
zivotinjskih Ips (111).

Razlaganje lipidnih peroksida ubrzano jonima gvozda ili bakra ili zagrevanjem
(npr. koris¢enje oksidisanih ulja za kuvanje) daje slozenu smesSu toksi¢nih proizvoda,
ukljucujuci epokside, zasi¢ene aldehide, nezasicene aldehide, ketone i ugljovodonike kao
Sto su etan i pentan. Posebno toksi¢ni aldehidi su malonildialdehid — MDA (nastaje
peroksidcijom iz linolenske, arahidonske ili dokozaheksanoicne kiseline) 1 4-
hidroksinonenal (nastaje iz peroksida linolenske i arahidonske kiseline). Oba se intenzivno
vezuju za membranske proteine, inaktivirajuéi enzime i receptore, a mogu napasti i DNK 1
stvoriti mutagene lezije (111).

Postojanje LP se moze utvrditi ukoliko se pri zagrevanju uzorka (hrana, biolosko
tkivo ili teCnost) sa 2-tiobarbiturnom kiselinom — TBA (thiobarbituric acid) u kiseloj
sredini razvije jasna ruzicasta boja. Supstance koje reaguju sa tiobarbiturnom kiselinom —
TBARS (Thiobarbituric Acid Reacting Substances) su sekundarni proizvodi LP; to su
uglavnom aldehidi, pri ¢emu je najzastupljeniji upravo toksi¢ni MDA (113,123).

Iako TBA test ima znacaj za ispitivanje oksidacije u definisanom lipidnom sistemu
(hrana, mikrozomi — pokazuju izuzetnu sposobnost da in vitro podlezu LP i sl.), ne moze
se koristiti za poredenje peroksidacije razli¢itih sistema sa razliCitim PUFA sastavom
(razli¢ite PUFA daju razli¢ite nivoe TBARS), pa ako se koristi sam on je nepouzdan
indeks nivoa LP u ¢elijama, tkivima ili telesnim te¢nostima (113).

Odredivanje intenziteta LP u prisustvu kiseoni¢nih slobodnih radikala se Cesto
koristi u medicinskim i bioloSkim istrazivanjima. Metoda odredivanja antioksidativnog
kapaciteta na osnovu sposobnosti inhibicije LP se zasnivana na merenju nivoa TBARS u
Fentonovoj reakciji, pri ¢emu se detektuje neenzimska autooksidacija. Fe(I[)-EDTA
kompleks u vodenom rastvoru polako daje O, koji brzo prelazi u HO, na pH 7,4 a H,0,
interaguje sa Fe*" i formira OH* u prisustvu askorbinske kiseline kao katalizatora:

H,0, + Fe?-EDTA — OH- + OH + Fe’"-EDTA

Slobodni radikal OH* napada nezasi¢ene lipide membrane i gradi MDA, koji se
moze detektovati na osnovu osobine da reaguje sa TBA i formira ruzicasti hromogen.

CHO

SH \( N. _OH | SH\r/N OH HO SH

~
2N | CH, —> N |

S | CH = CH— CH

oH CHO OH o OH
Tiobarbiturna kiselina  Malonilaldehid obojeni kompleks
(TBA) (MDA) (hromogen)

Slika 3.8. Sema reakcije nastajanja ruficasto obojenog hromogena u reakciji MDA i TBA
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Uloga askorbata je da redukuje Fe’™ u Fe*™ i na taj nagin favorizuje Fentonovu reakciju:
Fe’-EDTA + askorbat — Fe*'-EDTA + oksidovani askorbat

Koli¢ina MDA je srazmerna odigranoj LP. U reakciji MDA sa TBA nastaje
kompleks koji se moze odredivati spektrofotometrijski, pa se LP u uzorku moze proceniti
na osnovu proizvodnje TBARS (131,132).

Pracenje nastajanja MDA iz lipida tokom oksidacije je najSire i najcesc¢e koris¢ena
in vitro metoda za odredivanje LP (133). Ranije su se TBARS in vitro odredivali
neenzimatskom peroksidacijom mikrozoma jetre pacova, medutim, metoda je bila
nepogodna za viSestruka odredivanja, slozena 1 skupa zbog pripreme mikrozoma.
Linolenska kiselina (C 18:3), bilo slobodna ili esterifikovana u fosfolipidima, je efikasan
hvata¢ OH* u lipidnoj autooksidaciji uz formiranje MDA. Linolna kiselina (C 18:2) je
nesto manje efikasna, ali je stabilnija na svetlosti. U cilju postizanja stabilnijeg i
reproduktivnijeg sistema, koriste se sintetske membrane (lipozomi) pa je odgovarajuca
metoda inhibicija LP u lipozomima (132).

Reagensi:

Rastvor za ekstrakciju: 10 ml 10% HCIOy zasiti se na hladno sa TBA 1 doda 30 ml 20%
trihlorsiréetne kiseline (TCA) (ili za 100 ml TBA reagensa: 0,375 g TBA, 15 g TCA 1 2,1
ml HC1Oy se rastvori u destilovanoj vodi i dopuni do 100 ml)

0,075 mol/l FeSO4x 7H,0 : 0,2085 g FeSO4x 7H,0 do 10 ml dopunjeno vodom

0,1 mol/l askorbinske kiseline (0,0882 g askorbinske kiseline do 5 ml dopunjeno vodom)
0,1 mol/l EDTA (3,72 g kompleksona III dopunjeno do 100 ml vodom)

Fosfatni pufer pH = 7,4 (17,6 ml 0,5 mol/l KH,PO4 i 60,8 ml 0,5 mol/l NaHPO4
dopunjeno destilovanom vodom do 1000 ml)

Lipozomi (0,03 g lecitina/ml): komercijalni preparat lipozoma (30%) se razblazi
destilovanom vodom (1:10) na ultrazvu¢nom kupatilu na sobnoj temperaturi 30 minuta.
Postupak: Lipozomi (50 pl) se inkubiraju 60 min na 37°C sa 0,075 mol/l FeSO4 (20 pl),
rastvorom ekstrakta (10 pl) i 0,1 mol/l askorbinske kiseline (20 pl). Za svaki ispitivan
ekstrakt uzeto je 5 razli¢itih koncentracija i sa njima je izvrSeno ispitivanje u 3 ponavljanja.
Nakon inkubacije reakcija se prekida dodavanjem 1,5 ml rastvora za ekstrakciju (TBA-
reagens) i 0,2 ml EDTA, a zatim zagreva na klju¢alom vodenom kupatilu 15 min, ohladi i
centrifugira na 3000 obrtaja 10 minuta. Apsorbancija se ocitava na 533 nm.

Istovremeno se radi i kontrola u 3 ponavljanja (ona sadrzi sve reagense sem ekstrakta), kao
1 slepa proba (sadrzi pufer, lipozome i rastvara¢ u kome je rastvaran ekstrakt).

Analiza: 3,9 ml fosfatnog pufera + 20 pl rastvora FeSO4 + 50 pl rastvora lipozoma + 10 pl
ekstrakta odgovarajuceg razblazenja + 20 pl rastvora askorbinske kiseline

Kontrola: 3,9 ml fosfatnog pufera + 20 pl rastvora FeSO4 + 50 pl rastvora lipozoma + 10
ul rastvaraca u kome je ekstrakt rastvaran + 20 pl rastvora askorbinske kiseline

Slepa proba: 3,95 ml fosfatnog pufera + 50 pl rastvora lipozoma + 10 pl rastvaraca u kome
je ekstrakt rastvaran

[zraCunavanje:
nmol (MDA)/g = A x 32,54 x razblaZenje
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Inhibicija LP se odreduje iz razlike apsorbance uzorka i kontrole prema slede¢oj formuli:
% inhibicije = 100 — A x 100 / K

A = apsorbanca analize

K = apsorbanca kontrole (134).

Test inhibicije obezbojavanja f-karotena

Pored direktnih metoda baziranih na pracenju lancane reakcije LP (kao Sto je
odredivanje intenziteta inhibicije LP u lipozomima), postoje i direktne kompetitivne
metode koje se baziraju na prac¢enju kinetike ne-lancanih procesa. U ovakvim kinetickim
modelima, prirodni antioksidanti se takmice za peroksi radikal sa referentnim hvatacem
slobodnih radikala (135).

Metoda odredivanje sposobnosti inhibicije obezbojavanja B-karotena se bazira na
kompetitivnom izbeljivanju B-karotena tokom autoksidacije linolne kiseline u vodenim
emulzijama, pri ¢emu se prati opadanje absorbance u vidljivoj oblasti. Karotenoidi su
antioksidanti koji veoma efikasno in vitro prekidaju lancane reakcije, a f-karoten snazno
uklanja singletni kiseonik. Dodatak uzorka koji sadrZzi antioksidante, pojedinacnog
antioksidanta ili prirodnih ekstrakata rezultira u zaustavljanju raspadanja p-karotena.
Medutim, antioksidativna aktivnost se moze izraziti samo kao procenat inhibicije a
oksidacija se desava pod nekontrolisanim uslovima koji otezavaju ponovljivost (135,136).

Reagensi: B-karoten, linolna kiselina, hloroform, Tween 20
Priprema reakcione emulzije: 1 mg B-karotena se rastvori u 5 ml hloroforma. U 1 ml ovog
rastvora se doda 25 pl linolne kiseline i 200 mg emulgatora Tween 20, pa se smeSa upari
pod vakumom na temperaturi do 40°C. U ostatak se doda 50 ml sveze kiseonikom zasi¢ene
vode (voda u koju je 30 minuta uvoden kiseonik) i emulzija mucka do izbistravanja.
Postupak:
U polje mikrotitarske ploce sa 96 mesta za uzorke se unosi 25 pl ekstrakta odgovarajuceg
razblazenja 1 200 pl reakcione emulzije. Kontrola sadrzi 25 pl rastvaraca umesto rastvora
ekstrakta. Apsorbanca se ocitava na ELISA c¢itacu na talasnoj duzini od 450 nm nakon
muckanja plo¢e na mikroplejt-Sejkeru. Nakon ocitavanja pocetne apsorbance, ploca se
smesta u inkubator na 55°C na 120 minuta, nakon ¢ega se ponovo ocitava apsorbanca
(137). Sposobnost inhibicije obezbojavanja B-karotena se izrazava u procentima inhibicije
prema formuli (138):

% inhibicije = (Aj20/ Ag) x 100
A0 = apsorbanca ocitana u t=120 min
A = apsorbanca ocitana u t=0 min.

4.1.3. Odredivanje sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala
DPPH metoda

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal je jedan od par stabilnih organskih
azotnih radikala (Siroko se koristi u studijama antioksidativne aktivnosti pojedinacnih

supstanci, biljnih ekstrakata, hrane i sl.), komercijalno je dostupan a odlikuje se tamno
ljubi¢astom bojom. Metoda se bazira na redukciji alkoholnog rastvora DPPH" na 517 nm u
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prisustvu antioksidanta (AH), uz formiranje ne-radikalskog oblika DPPH-H i smanjenje
apsorbance — obezbojavanje DPPH" koje se prati spektrofotometrijski (137):

DPPH' + AH — DPPH-H + A®

Preostali DPPH", izmeren nakon odredenog vremena, je obrnuto srazmeran
sposobnosti antioksidanta da uklanja radikale. Osetljivost metode se zasniva na snaznoj
apsorpciji DPPH".

H .
OZN—O—I:IN R OzN—Q—NN + R
O - O

DPPH radikal (ljubicast) stabilan DPPH-H (zut)
Slika 3.9. Sema redukcije DPPH" u DPPH-H

Koncentracija koja sniZzava pocetnu koncentraciju DPPH" za 50% se definiSe kao
ICs. Test je brz i jednostavan, zahteva samo UV/VIS spektrofotometar, ali je interpretacija
rezultata otezana kada spektar ispitivane supstance prekriva spektar DPPH (tako npr.
interferiraju karotenoidi). Test nije kompetitivna reakcija, posto je DPPH i radikal i
oksidant, a boja se moze izgubiti i radikalskom reakcijom (transfer elektrona) i redukcijom
(transfer atoma vodonika), kao i drugim nevezanim reakcijama. Sterna dostupnost je
najvaznija determinanta reakcije (mali molekuli koji imaju bolji prilaz radikalu ispoljavaju
veci antioksidantni potencijal). Reakcija je linearna u relativno uskom opsegu, DPPH je
stabilan azotni radikal koji nema sli¢nosti sa visoko reaktivnim i1 pokretnim peroksi
radikalima koji su ukljuc¢eni u LP, mnogi antioksidanti koji brzo reaguju sa peroksilnim
radikalima mogu reagovati sporo ili biti inertni prema DPPH radikalu usled sterne
nepristupacnosti, pa antioksidativni kapacitet nije u potpunosti srazmeran sposobnosti
antioksidanta da reaguje sa DPPH" (103).

Ipak, brza i jednostavna DPPH metoda ne zahteva skupe reagense i opremu i
veoma je korisna u traZzenju novih antioksidanata u fitohemijskim ispitivanjima. Pozitivne
strane su i to Sto hidrofilnost/lipofilnost uzorka ne uti¢e na aktivnost uklanjanja DPPH
radikala 1 §to se reakcija odvija na sobnoj temperaturi pa se eliminiSe rizik od termalne
degradacije testiranih molekula (137,139).

Reagens: 0,05 mmol/l DPPH (2,2 — diphenil — 1 — picril — hydrazil) (9,86 mg dopunjeno do
50 ml etanolom ili metanolom)

Postupak I: U epruvete se prenesu rastu¢e zapremine (0,1 ml, 0,2 ml, 0,4 ml, 0,6 ml, 0,8 ml
1 1 ml) rastvora ekstrakta (rastvorenog u etanolu ili metanolu) odgovaraju¢e koncentracije,
epruvete se dopune rastvaratem do 1 ml, doda se jos§ po 3 ml rastvaraca i na kraju i po 1 ml
sveze pripremljenog DPPH reagensa u svaku epruvetu. Epruvete se ostave 30 minuta u
mraku i nakon toga se ocitava apsorbancija na 517 nm u odnosu na koriS¢eni rastvarac
(metanol ili etanol) kao slepu probu. Paralelno se radi i kontrola koja sadrzi 4 ml rastvaraca
i 1 ml DPPH reagensa (140).
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Postupak II (prilagoden ocitavanju na ELISA c¢itacu): U polja mikrotitarske ploce sa 96
mesta se pipetira po 40 ul odgovarajuceg razblazenja ekstrakta (rastvorenog u etanolu ili
metanolu), 120 pl rastvaraca i, na kraju, po 40 ul svezeg DPPH reagensa. Ploca se ostavi
30 minuta u mraku i nakon toga se o€itava apsorbancija na 540 nm u odnosu na kori$¢eni
rastvara¢ (metanol ili etanol) kao slepu probu. Paralelno se pipetira i oCitava i kontrola koja
sadrzi 160 pl rastvaraca i 40 ul DPPH reagensa.

Izracunavanje procenta neutralizacije slobodnog radikala se vr$i na osnovu jednacine:
% = (Ak— Aa)/ Ak x 100

Ay = apsorbanca kontrole

A, = apsorbanca analize

Sposobnost neutralizacije slobodnog radikala se moze odrediti na osnovu vrednosti
IC50, odnosno koncentracije ekstrakta koja uklanja (neutralise) 50% stabilnog DPPH’
radikala iz rastvora (140).

4.2. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

Infektivne bolesti izazvane bakterijama, gljivicama, virusima i parazitima su,
penicilina, 1941. godine, zapocela je moderna era (neracionalne) upotrebe antibiotika.
Tokom poslednje tri dekade drasti¢no raste rezistencija patogena na mnoge od njih, pa se
neprekidno traga za novim antimikrobnim agensima (bilo sintetskim molekulima bilo
prirodnim proizvodima), kojima bi se prevaziSao problem rezistencije i nezeljenih efekata
trenutno raspolozivih antimikrobnih sredstava. lako je vecina prirodnih antibiotika
izolovana iz mikroorganizama zemljiSta, ova ispitivanja ukljucuju i biljke (kao najstariji i
najdostupniji izvor farmakoloski aktivnih jedinjenja), bakterije, gljive, morske organizme i
zivotinje. Uprkos tome §to ¢ovek do kraja 18. veka nije znao niSta o prirodi infektivnih
bolesti, jo§ od starog doba je koristio biljke za njihovo leenje (najraniji pisani tragovi: Pen
Tsao 3000. p.n.e., Eberesov papirus 1500. god. p.n.e. i ’De Medicina’’ Kalzijusa), a neki
od tradicionalnih lekova su jo$§ uvek ukljueni u uobicajeni tretman razli¢itih oboljenja.
Ispitivanje biljnih vrsta, posebno onih koje se koriste u narodnoj medicini, obezbeduje
znacajnu pocetnu informaciju u traganju za novim lekovima (40,141,142).

S obzirom na koli¢inu fitopatogenih mikroorganizama u zemlji$tu, vazduhu i vodi,
postojanje zaStitnih mehanizama omogucéava biljkama normalan Zivotni ciklus. Biljke
proizvode Sirok spektar sekundarnih metabolita, od kojih mnogi poseduju antimikrobnu
aktivnost. Ova jedinjenja se mogu podeliti na konstitutivne — preinfektivne i fitoaleksine —
postinfektivne agense. Cesto su konstitutivne supstance u jednoj vrsti fitoaleksini u drugoj.
Postoji i termin *’fitoanticipini’’ (predlozen od strane Mansfield-a 1983. i Van Etten-a
1995.) koji obuhvata ostale biljne antimikrobne supstance koje nisu pravi fitoaleksini,
odnosno nisu rezultat de novo sinteze enzima nakon napada patogena (40,143).

Distribucija antimikrobnih supstanci u biljkama je Cesto tkivno-specifi¢na. Postoji
tendencija da se ove supstance koncentriSu u spoljasnjim slojevima biljnog organizma, §to
ukazuje na to da oni zaista predstavljaju odbranu od patogena i parazita. Ipak, kod zdravih
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biljaka su antimikrobne supstance najces¢e smesStene u vakuolama ili organelama. Priroda i
nivo antimikrobnih agensa ¢e veoma zavisiti od faktora kao Sto su: genotip, faza razvoja
biljke i brojni faktori okoline (vrsta zemljiSta, klimatski uslovi i sl.) (40,144).

Obicno su fenolna jedinjenja aktivne komponente biljaka sa antimikrobnim

Supstance prirodnog porekla (polifenoli, terpenoidi, alkaloidi i poliacetileni) mogu
delovati na bakterije, viruse, protozoe i gljivice. Izolovan je veliki broj jedinjenja sa
znaCajnom antimikrobnom aktivno$¢u, ali se naj¢eS¢e ne mogu Kkoristiti zbog visoke
toksi¢nosti (57). Medutim, timol je ja¢i antiseptik od fenola a pri tom manje toksican;
upravo su etarska ulja obicno najefikasnija prema mikroorganizmima (koji izazivaju
infektivna oboljenja respiratornog, urinarnog, gastrointestinalnog sistema, zu¢nih puteva i
koze) od brojnih prirodnih proizvoda koji pokazuju antibakterijsko dejstvo (145,146).

Tanini 1 drugi polifenoli pokazuju i antiviralan efekat, a puno biljaka sadrzi i
etarska ulja 1 polifenole. Nasuprot antibioticima, u mnogim slucajevima ove supstance
pokazuju Sirok spektar dejstava. Polifenoli se obi¢no primenjuju i interno i eksterno, dok se
etarska ulja aplikuju spolja ili, izuzetno, mogu biti ingestirane manje koli¢ine (146).

Testovi antimikrobne osetljivosti

Pored klasi¢nog testa antimikrobne osetljivosti (na bakterijama izolovanim iz
klinickih uzoraka za koje se smatra da su uzrocnik infekcije, a ne zna se kako na njih
deluje poznati antimikrobni agens), testovi antimikrobne osetljivosti se izvode i na
komercijalno  dostupnim  mikroorganizmima ili  izolovanim i  definisanim
mikroorganizmima, a u cilju ispitivanja antimikrobnog potencijala razliitih agenasa
(ispitivanja mogucnosti koris¢enja medicinskog bilja, ekstrakata i1 prirodnih proizvoda bilo
samostalno, u kombinaciji ili zajedno sa antibioticima) (147).

Metode antibakterijskih i antifungalnih testova se klasifikuju u tri glavne grupe:
diluciona, difuziona i bioautografska metoda. Cetvrta metoda koja ¢e tek naéi svoju Siru
primenu je konduktometrijsko ispitivanje (detektuje rast mikroorganizama kao promenu u
elektricnoj provodljivosti ili promenu otpora medijuma) (142).

Disk difuzioni metod (poznat i pod nazivom Kirby Bauer test) se intenzivno koristi
u klinickim laboratorijama jo§ od 1966, kada je prvi put opisana standardizovana metoda.
McFarland-ova 0,5 standardizovana suspenzija (suspenzija koja sadrzi 1,5 x 10° CFU/ml —
Colony Forming Unit/ml) se prelije preko povrSine petrijevke sa agarom a zatim se na
povrsinu podloge inokuliSu pojedina¢ne koncetracije antimikrobnog agensa koji se testira.
Nakon inkubacije tokom noci, o€itava se pre¢nik zona inhibicije bakterijskog rasta, a zatim
se bakterijski izolat ocenjuje kao osetljiv, intermedijeran ili rezistentan na ispitivan
antimikrobni agens u skladu sa vaze¢im kriterijumima.

Kod disk difuzionog metoda se javlja gradijent antimikrobne koncentracije kako
antimikrobni agens difunduje u agar — koncentracija opada kako raste rastojanje od diska.
Na kriti¢noj tacki, koli¢ina agensa na datoj lokaciji nije u stanju da inhibira rast testiranog
organizma, i zona inhibicije je formirana. Pre¢nik zone inhibicije koji okruzuje postavljeni
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antibiotik smatra se merom inhibitorne snage antibakterijske supstance u odnosu na
odredeni testirani mikroorganizam. Pored jednostavne interakcije leka i mikroorganizma,
ova metoda zavisi i od mnogih drugih fizickih i hemijskih faktora (npr. priroda hranjive
podloge i1 difuzibilnost, veli¢ina molekula i stabilnost leka). Ipak, standardizacija uslova
pruza mogucnost kvantitativnog testiranja snage testiranog uzorka ili osetljivosti
mikroorganizma. Mala zapremina uzorka i mogucnost testiranja do 6 ekstrakata po ploci
na jedan mikroorganizam su specificne prednosti ove metode, medutim, ona nije pogodna
za testiranje nepolarnih uzoraka ili uzoraka koji ne difunduju lako u agar. Opste uzevsi,
relativni antimikrobni potencijal razli¢itih uzoraka se ne moze uvek porediti, pre svega
zbog razlika u fizi€kim karakteristikama kao $to su rastvorljivost, isparljivost ili difuzione
karakteristike u agaru (142,144,147).

Difuzioni metod je pogodan za ispitivanje polarnih supstanci male ili srednje
molekulske mase i1 odredivanje antimikrobnog spektra, poSto omogucava testiranje
razli¢itih komponenata protiv jednog mikroorganizma. Ipak, metod te¢ne dilucije je
najbolji nacin da se utvrdi realan potencijal Ciste supstance, ali je neophodno da ona bude
rastvorljiva (145).

Dilucioni antimikrobni test osetljivosti se obicno koristi u cilju odredivanja
minimalne inhibitorne koncentracije (MIC), odnosno najnize koncentracije antimikrobnog
agensa koja inhibira rast bakterijskog izolata. Razli¢ite koncentracije antimikrobnog
agensa se dodaju u tecni ili u ¢vrsti medijum. Hranjive podloge se zatim inokulisu
bakterijskim slojevima i inkubiraju. Pod granicnom tackom se podrazumeva koli¢ina
antibakterijske supstance koja je dovoljna da inhibira ili ubije testirane bakterije. Prednost
mikrodilucionog testa je §to pruza kvantitativan rezultat, ukazuju¢i na koli¢inu odredene
antibakterijske supstance koja je potrebna da se inhibira (ili ubije) testirani
mikroorganizam (142,147).

Postupak: Antimikrobna aktivnost etanolnih ekstrakata vrsta familije Ericaceae je
ispitivana disk — difuzionom metodom, koris¢enjem 10 sojeva mikroorganizama. Kontrolu
su predstavljali: rastvara¢ u kome je rastvaran ekstrakt (70% etanol), kristal-violet
(Img/ml) 1 antibiotik na koji je ispitivan mikroorganizam osetljiv (gotovi fabricki diskovi
tetraciklina, streptomicina ili penicilina). KoriS¢eni su standardni mikroorganizmi iz
kolekcija ATCC (American Type of Culture Collection) i NCIMB (National Collection of
Industrial Bacteria, Aberdeen), kao i dva laboratorijska soja:

Gram (+) bakterije:

Staphylococcus aureus ATCC29213
Staphylococcus epidermidis ATCCI12228
Micrococcus flavus ATCC10240
Bacillus subtilis ATCC10707
Sarcina lutea ATCC9391
Gram (—) bakterije:

Pseudomonas aeruginosa ATCC9027
Klebsiella pneumoniae NCIB9111
Escherichia coli (E. coli) ATCC25922
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E. coli SY252 (laboratorijski soj oslabljenog zida)
E. coli LPCA (laboratorijski soj divlje E. coli)

Sojevi su zasejani u tecnu podlogu (u epruvetama) i inkubirani preko no¢i (prekonoéne
kulture). KoriS¢ene su top agar (6 g agara, 5 g NaCl 1 destilovana voda za 1000 ml
podloge) i Mueller — Hinton hranjiva podloga (38 g c¢vrste podloge se rastvara u
destilovanoj vodi za 1000 ml podloge). Napravljene podloge se zajedno sa papirnim
diskovima steriliSu u autoklavu. Pre pocetka ispitivanja antibakterijske aktivnosti pertijeve
Solje sa razlivenom podlogom se preko noci inkubiraju na 37°C, radi provere sterilnosti.
Inkubira se i 10 obelezenih petrijevki sa podlogom na koju su naneti odabrani sojevi
bakterija za proveru viabilnosti 10 kultura mikroorganizma (iSarane ploce prekonoé¢nih
kultura mikroorganizama koji ¢e se koristiti za ispitivanje).

Na sterilnu postoje¢u podlogu u petrijevim Soljama se nanosi smesa od 3 ml top agarai 0,1
ml prekono¢ne kulture mikroorganizma. Po oc¢vrS¢avanju podloge se nanose sterilni
papirni diskovi, a na njih ekstrakt odgovaraju¢eg razblazenja, rastvarac i rastvor kristal-
violeta ili &vrst disk antibiotika. Citav eksperiment se izvodi uz otvoreni plamenik, da bi se
izbegla kontaminacija. Zapremine uzoraka koji se nanose su 10 ili 20 pl.

Sledeceg dana se ocitavaju zone inhibicija i precizno mere njihovi dijametri. Veli¢ina zone
inhibicije se ocitava milimetarskim meracem (pri ¢emu rezultujuéa zona inhibicije
ukljucuje i precnik papirnog diska).

Antibakterijska aktivnost se odreduje uporedivanjem zona inhibicije uzoraka sa kontrolom,
a rezultati se izrazavaju kao pre€nici zona inhibicije rasta mikroorganizama i kao %
aktivnosti komercijalnog antimikrobnog sredstva (odgovarajuéi antibiotik 1 kristal-violet).

4.3. Ispitivanje spazmoliticke aktivnosti

Tanko crevo Coveka ima vaznu ulogu u sekreciji i resorpciji vode i elektrolita,
skladiStenju, a zatim transportu crevnog sadrZaja i preuzimanju nekih nutrijenata nakon
bakterijskog metabolisanja ugljenih hidrata. Ono poseduje unutraSnju i spoljasnju
inervaciju. Unutra$nja inervacija obuhvata mijenteri¢ni (reguliSe funkciju glatkih misica),
submukozni i mukozni (reguliSu sekreciju i resorpciju) pleksus, koji ¢ine enteri¢ki nervni
sistem. On prima impulse iz simpati¢kog i parasimpatickog sistema, ali moze da deluje i
sam za sebe u kontroli motornih i sekretornih funkcija creva (neki enteri¢ki neuroni deluju
kao mehanoreceptori ili hemoreceptori, obezbedujuci lokalne refleksne puteve koji mogu
da kontroliSu gastrointestinalnu funkciju bez spoljasnjih uticaja). Entericki nervni sistem je
farmakoloski kompleksniji od simpatickog ili parasimpatickog sistema i ukljucuje, pored
acetilholina 1 noradrenalina, mnoge neuropeptide i druge transmitere, kao S§to su 5-
hidroksitriptamin (5-HT, serotonin), azotoksid (NO) i adenozintrifosfat (ATP). Spoljasnja
inervacija tankog creva i kolona je deo autonomnog nervnog sistema, a takode utie 1 na
motornu 1 na sekretornu funkciju. Preganglijska parasimpaticka vlakna su veéinom
holinergicka 1 ekcitatorna, a manjim delom inhibitornog karaktera. Dolazna simpaticka
vlakna su ve¢inom postganglijska, i osim $to inervisu krvne sudove, glatke misice i neke
zlezdane celije direktnim putem, mogu da se zavrSavaju u pleksusima, gde inhibiraju
oslobadanje acetilholina (148,149).
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Promene motornih i senzornih funkcija, odnosno poremecaji gastrointestinalne
pokretljivosti, mogu rezultirati razliitim poremecajima kao $to su sindrom iritabilnih
creva, dijareja, spazam i konstipacija. Spazmi i gréevi predstavljaju epizode nevoljnih
kontrakcija jednog ili viSe miSi¢a abdominalne muskulature, uz koje se javljaju bolovi
(grcevi su obicno bolni a spazmi ne moraju biti) i smetnje u funkciji. Nevoljni gréevi
miSi¢a se javljaju usled poremecaja na nivou CNS-a, nizih motornih neurona ili miSi¢a
(148,150). Dijareja je i dalje jedna od glavnih pretnji po zdravlje populacija tropskih i
subtropskih siromasnih zemalja. U zemljama u razvoju oralna rehidrataciona terapija
spaSava hiljade Zivota svake godine, dok lekovite biljke (ukljucujuéi i one koje reguliSu
poremecenu intestinalnu pokretljivost i ubrzan tranzit) predstavljaju vazno sredstvo u
terapiji dijareje. Stoga je racionalno ispitati efikasnost biljaka u ovoj indikaciji, posSto i
sama WHO ohrabruje studije tretmana i prevencije dijareje lekovima tradicionalne
medicine (151,152).

Tokom gladovanja, tanko crevo karakteriSe migracioni motorni kompleks koji vrsi
cikli¢no uklanjanje preostalog sadrzaja creva. Ova serija kontrakcija obi¢no traje 4 minuta,
pojavljuje se na 60 do 90 minuta i ukljucuje Citavo tanko crevo. Nakon unosSenja hrane
tanko crevo proizvodi nepravilne kontrakcije relativno male amplitude, osim na nivou
distalnog ileuma gde se neprekidno javljaju snazne kontrakcije koje obezbeduju praznjenje
ileuma (148). Upravo zbog ovakvih kontrakcija duodenum i ileum eksperimentalnih
Zivotinja (najc¢es¢e pacova) predstavljaju korisne eksperimentalne modele za ispitivanje
efekata ekstrakata i lekova na gastrointestinalni sistem (npr. proucavanje spazmolitickih
efekata na spontane ili indukovane kontrakcije glatkih misi¢a) (150).

Moguca su 3 mehanizma spazmoliti¢kog dejstva:

e prekidanje puta azot oksid/cikli¢ni guanozin monofosfat (NO/cGMP) (utvrduje se
uz L-NAME - inhibitor NOS: L-argininski analog koji kompetitivnim vezivanjem
za NO sintetazu slabi proizvodnju 1 metabolicke puteve NO).

Nakon §to je utvrdeno prisustvo azotoksid sintetaze (NOS) u mijentericnom pleksusu,

azotoksid (NO) se smatra jednim od najvaznijih (neadrenergickih-neholinergickih)

medijatora relaksacije glatkih miSi¢a GIT-a. Relaksacija izazvana NO-om je povezana
sa poviSenjem intracelularnog cGMP.

e interakcija sa muskarinskim acetilholinskim receptorima — mAchr ili 5-
hidroksitriptaminskim receptorima — 5-HTr (utvrduje se uz karbahol ili serotonin 1
atropin).

Muskarinski agonisti izazivaju kontrakciju glatkih misi¢a GIT-a, dolazi do povecanja

peristalticke aktivnosti koja moze dovesti do pojave spazama i gréeva. Svi muskarinski

receptori (pa i M3 koji dovode do kontrakcije viscelarnih glatkih miSi¢a) se aktiviraju

acetilholinom, a blokiraju atropinom. 5-HT je ekscitatorni neurotransmiter za glatke

misic¢e GIT-a: agonisti 5-HTr povecavaju motilitet GIT, direktnom ekscitacijom glatke

muskulature i indirektinim dejstvom preko enteri¢nih neurona.

e interakcija sa jonima Ca” (utvrduje se uz medijume razli¢itog sadrzaja Ca* i K)

Postoje 4 vazna puta kojima Ca®" ulazi u ¢elije prolazeéi kroz plazmatsku membranu:

- voltazni kalcijumski kanali (kanali koji zavise od promene napona), od kojih su L-
kanali posebno znacajni za regulaciju kontraktilnosti glatkih miSica

- ligand-zavisni kanali (kanali koje aktivira vezivanje liganada)

- razmena Na'- Ca*" (razmenjuju se 3 Na“ za 1 Ca™")

50



- depo-zavisni kalcijumski kanali (aktivira ih praznjenje depoa kalcijuma) (149,151).

U glatkom migi¢u, do kontrakcije moze doéi posle ulaska Ca®* kroz voltazne ili
ligand-zavisne kalcijumske kanale, ili posle oslobadanja Ca®" iz sarkoplazmatskog
retikuluma pod uticajem inozitol trifosfata (IP;). IP3 je glavni sekundarni glasnik uklju¢en
u oslobadanje intacelularnog Ca®’, a nastaje aktivacijom nekih tipova receptora vezanih za
G-proteine. Dakle, do oslobadanja Ca®" i kontrakcije u glatkom misiéu moze doéi
nezavisno od elektriénih dogadaja i ulaska ekstracelularnog Ca®" kroz plazmatsku
membranu, aktivnoS¢u ovih receptora (149,151).

Flavonoidi najCes¢e ispoljavaju spazmoliticku aktivnost preko blokade
kalcijumovih kanala koja se potvrduje koris¢enjem visokih koncentracija K™ (80 mmol/l)
za depolarizaciju preparata. Dodavanjem jona K" u organsko kupatilo se postizu stabilne
kontrakcije. Relaksacija preparata tkiva prekontrahovanog kalijumom, usled efekta biljnog
ekstrakta, se izrazava kao procenat kontrolnog odgovora dobijenog samo sa K'. Da bi se
potvrdio efekat blokade kalcijumovih kanala, konstruiSu se krive zavisnosti odgovora od
doze u prisustvu i odsustvu ekstrakta i sa Ca*" i K bogatim medijumom (150). Efekat
ekstrakata na kalcijumove kanale se proverava testiranjem efekata verapamila u istim
uslovima (u medijumu bez kalcijuma uz postepeno dodavanje CaCl,) (152).

Sve eksperimentalne procedure se izvode u skladu sa pravilima Evropske Unije
(European Union Normative 86/609/EEC), uz odobrenje lokalnih Etickih komiteta (br.
5/11 0d 02.11.2011.1 01-7289-1 od 14.10.2011.).

Spazmoliticka aktivnost moZe biti procenjena na osnovu uticaja ekstrakata na spontane i
acetilholinom indukovane kontrakcije izolovanog ileuma pacova.

Zivotinje: odrasli muski pacovi soja Wistar, teski od 200 do 250 g, koji su na standardnoj
ishrani uz slobodan pristup hrani i vodi.

Priprema preparata izolovanog tkiva: Nakon gladovanja tokom no¢i, Zivotinje se
anesteziraju etrom i zrtvuju. Terminalni ileum se odseca i ispiranjem c¢isti od crevnog
sadrzaja. Segmenti ileuma dugi oko 2 cm se potapaju u organsko kupatilo (zapremine 20
ml), napunjeno Tirodovim rastvorom temperature 37°C, u koje se konstantno uvodi smesa
ugljen-dioksida i kiseonika (1:19, V/V).

Sastav Tirodovog rastvora: 136,89 mM NaCl, 2,68 mM KCI, 1,05 mM MgCl,, 1,80 mM
CaCl,, 0,42 mM NaH,POy4, 11,09 mM NaHCOs, 1 5,55 mM glukoze; pH 7.4.

Segment ileuma se zakaci kukicom od nerdajuceg celika pod odgovaraju¢om tenzijom (1
g) 1 ostavi da se stabilizuje 30 minuta pre pocetka eksperimenta. Intestinalni odgovori se
prate preko transdjusera i beleze pomocu sistema za pracenje. Nakon svakog ispitivanja,
tkivo se ispira svezim Tirodovim rastvorom i ostavlja da se stabilizuje desetak minuta.
Ileum pacova pokazuje spontane ritmi¢ne kontrakcije (153).

4.3.1. Odredivanje uticaja ekstrakta na spontane kontrakcije izolovanog ileuma
pacova

Nakon perioda stabilizacije tkiva, u organsko kupatilo se dodaju rastuce
koncentracije ekstrakata (0,01 — 10 mg/ml), uz pracenje tonusa spontanih kontrakcija
ileuma 1 izraZzavanje promene tonusa u procentima u odnosu na vrednosti bazalnog tonusa.
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Rezultati se prikazuju kao koncentracija uzorka potrebna da inhibira 50% kontraktilnosti
ileuma (ICsp) (153).

4.3.2. Odredivanje uticaja ekstrakta na acetilholinom indukovane kontrakcije
izolovanog ileuma pacova

U prisustvu razli¢itih koncentracija ekstrakata (0,3 — 3 mg/ml) u organskom
kupatilu, kumulativno se dodaju rastuc¢e koncentracije acetilholina (6,9 nM — 69000 nM
Ach). Acetilholin, putem muskarinskih Mj; receptora, dovodi do kontrakcije viscelarnih
glatkih miSica (149). Kontrakcije koje se registruju se izraZzavaju kao procenat promene u
odnosu na kontrolu koja predstavlja odgovor na sam acetilholin (153).

4.3.3. Odredivanje mehanizma spazmolitickog dejstva

U cilju testiranja moguceg efekta blokade kalcijumovih kanala, izolovanom ileumu
se dodaje visoka koncentracija K (80 mM) da bi se dobile ustaljene kontrakcije. Zatim se
u organsko kupatilo kumulativno dodaju rastu¢e koncentracije ekstrakta (0,01 — 3 mg/ml).
Relaksacija ileuma, koji je prethodno kontrahovan jonima kalijuma, se izrazava kao
procenat promene u odnosu na kontrolnu gde je dodato samo 80 mM K'. Visoke
koncentracije K™ (>30 mM) izazivaju kontrakcije glatkih migi¢a usled otvaranja sporih
voltaznih kalcijumskih kanala i ulaska ekstracelularnog Ca®" u éeliju (154).

Da bi se potvrdila potencijalna kalcijum-antagonisti¢ka aktivnost uzoraka, ileumu
se nakon stabilizacije (45 min) u Tirodovom rastvoru, eksterni Ca®* eliminise Tirod-0Ca
rastvorom (50 mM KCI, 91,04 mM NacCl, 1,05 mM MgCl,, 11,90 mM NaHCOs3, 0,42 mM
NaH,PO4, 5,55 mM glukoze i 0,1 mM EDTA), a misi¢ depolarizuje izoosmotskim
Tirodovim-0Ca-80 mM K" rastvorom. Kumulativnim dodavanjem CaCl, (od 0,01 pa sve
do 10 mmol/l), u prisustvu i odsustvu ispitivanih ekstrakata (razblazenja 0,3 — 3 mg/ml) i
verapamila, dobijaju se krive zavisnosti doza/odgovor (155). Verapamil predstavlja Ca
antagonist koji direktno uti¢e na voltazne kalcijumske kanale (149).

Sa kriva zavisnosti primenjene koncentracije ekstrakta (mg/ml) i efekta (%
relaksacije) su odredivane koncentracije koje inhibiraju kontrakcije za 50% (ICs), a kako
su svi eksperimenti vrSeni u 6 ponavljanja, odredivana je i standardna devijacija.

4.4. Ispitivanje antiinflamatorne aktivnosti

Izvori zapaljenja mogu biti bioloski, fizicki ili hemijski 1 veoma su brojni
(infekcije, autoimuna i hroni¢na oboljenja, fizicke povrede, izlaganje alergenima, radijaciji
1 toksi¢nim supstancama...). Zapaljenska kaskada vodi razvoju oboljenja kao Sto su
hroni¢na astma, reumatoidni artritis, multipla skleroza, inflamatorno oboljenje creva i
psorijaza. Siroko koriéeni sintetski antiinflamatorni lekovi ¢esto imaju brojne neZeljene
efekte, pa tradicionalni lekovi i prirodni proizvodi predstavljaju znacajan izvor novih
antiinflamatornih supstanci.
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Akutna zapaljenska reakcija je odgovor tkiva na invazivni patogen ili prisustvo
Stetne supstance i znacajna je za prezivljavanje (mada moze biti i Stetna ukoliko se razvije
na neodgovarajuci nacin). Ishod ove protektivne reakcije je zaceljenje (sa ili bez formiranja
oziljnog tkiva) ili, u slucaju trajnog dejstva patogena ili Stetne supstance, hroni¢no
zapaljenje. Hroni¢no zapaljenje moze pogodovati razvoju razli¢itih hroni¢nih oboljenja,
ukljucujudi i karcinom (149,156,157).

Na makroskopskom nivou, zapaljeno podrucje je crveno, ote¢eno, toplo i1 bolno, a
javlja se 1 ometanje ili izmena funkcija. Sa aspekta lokalnih deSavanja u okviru tkiva,
promene se mogu podeliti na celularne i vaskularne dogadaje. Vaskularni dogadaji
obuhvataju inicijalnu dilataciju malih arteriola, poveéanje, a zatim usporavanje protoka i
stazu krvi, sa povecanjem permeabilnosti poskapilarnih venula i eksudacijom tecnosti.
Kada plazma iscuri u tkivo dolazi do aktivacije cCetiri kaskade proteolitickih enzima:
komplementa, koagulacije, fibrinolitickog i kininskog sistema. Od ¢elija ukljucenih u
proces zapaljenja, neke (vaskularne endotelne ¢elije, mastociti 1 tkivni makrofagi) su
normalno prisutne u tkivima, dok druge (trombociti i leukociti) stizu u zahvaéeno podrucije
iz krvi. Medijatori inflamacije se generisu kako iz plazme, tako i iz ¢elija, 1 oni povratno
modifikuju i1 reguliSu vaskularne i1 celularne reakcije. Najvazniji medijatori su:

e histamin i serotonin (biogeni amini)

e medijatori nastali iz fosfolipida: proizvodi metabolizma arahidonske kiseline i
faktor agregacije trombocita (PAF). Prostaglandini i tromboksani nastaju
aktivnoScu ciklooksigenaze (COX-1 je konstitutivni enzim a COX-2 se indukuje u
inflamatornim  ¢elijama tokom zapaljenja) a leukotrijeni aktivnoSéu 5-
lipooksigenaze iz arahidonske kiseline.

e bradikinin (nastaje iz kininogenina plazme pod dejstvom proteolitickog enzima
kalikreina)

e NO (skoro sve inflamirane celije kao odgovor na stimulaciju citokinima
eksprimiraju inducibilni oblik NO sintaze — iNOS)

e citokini (peptidi koje oslobadaju imune i inflamatorne c¢elije u imunim i
inflamatornim reakcijama, a koji reguliSu aktivnost tih ¢elija): interleukini,
hemokini, interferoni, faktori stimulacije rasta kolonija i1 faktori rasta i nekroze
tumora. IL-1 1 TNF-a su vazni primarni inflamatorni citokini, jer indukuju stvaranje
drugih citokina (149).

Zbog kompleksnosti i broja medijatora akutne zapaljenske reakcije, postoje
razliCita ciljna mesta za dejstvo antiinflamatornih supstanci (Slika 3.10.) (156).

Sekundarni metaboliti biljaka koji ispoljavaju znacajno antiinflamatorno delovanje
pripadaju razli¢itim hemijskim klasama jedinjenja (alkaloidi, steroidi, terpenoidi,
polifenoli, fenilpropanoidi, masne kiseline 1 lipidi), a ciljna mesta njihovog delovanja su
brojna: lipooksigenaze, metabolizam arahidonske kiseline, NO, NF-kB, TNF-a, citokini,
hemokini i adhezioni molekuli (156).
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Slika 3.10. Razlicita cilina mesta supstanci koje uticu na inflamtornu kaskadu (156)

Tokom inflamacije, mastociti i leukociti se nagomilavaju na mestu povrede $to
vodi ’’respiratornom prasku’® — pojacanom utrosku kiseonika i porastu oslobadanja i
akumulacije ROS na mestu oStecenja. Sa druge strane, inflamirane ¢elije takode proizvode
medijatore, kao §to su metaboliti arahidonske kiseline, citokini i hemokini, koji dalje
regrutuju inflamatorne celije na mesto oStecenja i proizvodi se jos ROS. U slucaju
hemijskih/fizi¢kih faktora koji izazivaju zapaljenje okidac je Cesto upravo oksidativni stres
— ROS mogu i da pokrenu zapaljensku reakciju. Ovakvo inflamatorno/oksidativno
okruzenje vodi zaCaranom krugu i moZe oStetiti okolne zdrave celije, a nakon duZeg
perioda dovesti i do kancerogeneze (inicijacija kancerogeneze posredovana ROS moze biti
direktna: oksidacija, nitracija, halogenacija nuklearne DNK, RNK 1 lipida, ili posredstvom
signalnih puteva aktiviranih ROS). Kako oslobodeni radikali dalje oSte¢uju tkivo, nekada
je antiinflamtorno dejstvo indirektna posledica uklanjanja ROS. Upravo zbog snazne veze
antioksidativnog i antiinflamatornog dejstva, ispitivan je uticaj ekstrakata i frakcija
etanolnog ekstrakta biljne vrste Bruckenthalia spiculifolia (koja je ispoljila najsnazniju
antioksidativnu aktivnost medu testiranim vrstama familije Ericaceae) u modelu akutne
zapaljenske reakcije (149,156,157).

Karageninom indukovano zapaljenje je klasi¢an test model koji se intenzivno
koristi za ispitivanje novih antiinflamatornih supstanci. Karagenin sadrzi sulfatirane
polisaharide za koje se zna da aktiviraju komplement. U patogenezi karageninskih edema
ucestvuju svi osnovni medijatori zapaljenskog procesa: histamin, serotonin, bradikinin i
prostaglandini. Edem Sapice izazvan karageninom predstavlja akutni lokalni inflamatorni
odgovor koji se opisuje kroz dva stadijuma. U ranom stadijumu (javlja se u okviru prvog
sata) se oslobadaju mnoge vazoaktivne supstance (histamin, 5-hidroksitriptamin,
bradikinin i, u manjoj meri, prostaglandini), razvija se nefagocitni edem (moze se meriti
ve¢ nakon 20-60 minuta) a neutrofili se u ovoj fazi ne detektuju pri histoloskoj sekciji
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tkiva. U kasnijem stadijumu (nakon vise od 1h) dolazi do infiltracije polimorfonuklearnih
leukocita (PMN) i nastavka proizvodnje prostaglandina. Karagenin aktivira makrofage i
PMN koji sekretuju brojne proinflamatorne medijatore. U drugom stadijumu karageninom
indukovane inflamacije, PMN oslobadaju slobodne radikale i ROS, azot oksid i citokine
(kao 8to su TNF-a i IL-6) koji imaju vaznu ulogu u razli¢itim oblicima inflamacije. Sam
edem Sapice se javlja veoma brzo nakon subplanarne injekcije karagenina, obicno se
zapremina Sapice uveca za 50% u toku prvog sata, maksimum se dostize za 3 (6)h i ostaje
na tom nivou do 24h od izazivanja. Nakon 3h se razvija intenzivna fagocitna inflamacija sa
velikim brojem neutrofila 1 otokom tkiva. Inhibicija edema predstavlja dokaz
antiinflamatornog dejstva (158,159).

Studija na zivotinjama je izvedena u skladu sa pravilima Evropske Unije (European
Union Normative 86/609/EEC) koja su prihvacena od strane Etickog komiteta
Vojnomedicinske akademije u Beogradu.

Postupak: antiinflamatorna aktivnost u karageninskom testu inflamirane Sapice pacova
moze biti procenjena na osnovu inhibicije edema Sapice.

Zivotinje: odrasli muski pacovi soja Wistar, teski od 220 do 280 g, odgajani na Farmi za
eksperimentalne zivotinje Vojnomedicinske akademije u Beogradu, na standardnoj ishrani
uz slobodan pristup hrani i vodi. Zivotinjama je 18 h pre eksperimenta ukinuta hrana, uz
slobodan pristup vodi.

Sredstvo za izazivanje inflamacije: 0,1 ml 0,5% rastvora karagenina u fizioloSkom
rastvoru.

Formirane su grupe od 6 Zivotinja za svaku dozu. Ispitivani ekstrakti su rastvarani u
dimetilsulfoksidu (DMSO) i davani per os gastricnom sondom u dozi od 50, 100, i 200
mg/kg telesne mase, 60 minuta pre izazivanja inflamacije. Edem je izazivan injektovanjem
rastvora karagenina u zadnju desnu Sapicu pacova. Ista zapremina (0,1 ml) fizioloSkog
rastvora injektovana je u levu zadnju Sapicu pacova. Tri sata posle injekcije karagenina,
odnosno fizioloskog rastvora, a 4 sata od davanja ekstrakata, Zivotinje su zrtvovane, Sapice
su im amputirane (svaki put na tacno odredenom anatomskom delu) i izmerene na
analitickoj vagi. Kontrolne Zivotinje tretirane su na isti nacin, samo §to su umesto
ekstrakata dobijale peroralno DMSO u dozi od 1 ml/kg. Razlika u masi izmedu desne i
leve Sapice, tretiranih naspram netretiranih pacova, oznacavala je veliCinu edema, odnosno
stepen inflamacije. Antiinflamatorna aktivnost — AA (procenat inhibicije edema Sapice)
racunata je prema formuli:

k—e

AA (%) = x 100

k — razlika izmedu desne i leve Sapice pacova u kontrolnoj grupi
e — razlika izmedu desne i leve Sapice pacova u eksperimentalnoj grupi (158).

Kao pozitivna kontrola koriS¢en je indometacin, NSAIL (nesteroidni
antiinflamatorni lek) koji ispoljava snazno antiinflamatorno delovanje putem neselektivne
inhibicije ciklooksigenaze. NSAIL su medu najviSe koriS¢enim lekovima Sirom sveta.
Medutim, svi trenutno raspoloZzivi, a narocito *’klasi¢ni’” NSAIL, mogu ispoljiti znacajne
nezeljene efekte, Sto je posebno izrazeno kod starijih osoba. Usled inhibicije zaStitnog,
’kucepaziteljskog’’ enzima, COX-1 javlja se, pre svega, oStecenje sluzokoze koje
ukljucuje eroziju, hemoragiju i pojacana zeluda¢na mikrokrvarenja (149).
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Indometacin je pre primene rastvaran u DMSO i davan per os gastricnom sondom u
dozi od 4 mg/kg (1h pre injekcije karagenina pozitivnoj kontrolnoj grupi zivotinja).

4.5. Ispitivanje antiiritantne aktivnosti

Koza je najveéi organ ljudskog tela i predstavlja omota¢ koji je u neposrednom
dodiru sa spoljasnjom sredinom. Njena primarna funkcija je da sluzi kao fizicka barijera i
Stiti organizam od gubitka vode, UV-zracenja i ulaska toksi¢nih materija, alergena,
iritanata 1 mikroorganizama. Sastoji se iz tri sloja: epidermisa (spoljasnji,
nevaskularizovani sloj), dermisa (unutrasnji, vaskularizovani sloj koji naleze na epidermis)
1 hipodermisa (takode vaskularizovani sloj koji naleze na dermis i sastoji se pretezno od
masnog tkiva) (160,161).

Stratum corneum (SC) predstavlja poslednji stupanj u diferencijaciji Celija
epiderma, a ¢ini ga 10-25 slojeva izumrlih keratinocita — korneocita, uronjenih u lipidni
matriks. SC se neprekidno obnavlja (kod zdrave koze za 4-6 nedelja Celija prode ceo
zivotni put od diferencijacije u bazalnom sloju epidermisa do kona¢nog odstranjivanja). U
literaturi se struktura ovog sloja koze predstavlja tzv. modelom *’cigle i maltera’’, gde su
cigle korneociti a malter intercelularni lipidni matriks koji, zbog svog jedinstvenog sastava
1 strukturnog uredenja prisutnih sastojaka, predstavlja odlicnu barijeru (162,163).
Medutim, keratinociti (uz fibroblaste, endotelijalne Celije i imune celije) igraju vaznu
ulogu 1 u inicijaciji, modulaciji i regulaciji inflamacije (160).

Natrijum lauril sulfat — SLS (sodium lauryl sulphate), poznati anjonski surfaktant,
se koristi kao najpopularniji model-iritant za ispitivanje iritacije koze i utvrdivanje
antiiritantnog potencijala topikalnih preparata, posto izlaganje surfaktantima dovodi do
iritantnog kontaktnog detmatitisa (ICD). SLS je iritant koji oSte¢uje kozu direktnim
citotoksicnim dejstvom, bez sistemske toksi¢nosti ili prethodne senzibilizacije, nema
ekstremnu pH vrednost niti kancerogena svojstva (164).

Klinicki, iritacija koZe predstavlja 70% svih slucajeva kontaktnog dermatitisa.
Prisustvo eritema, edema, suvoce, fisura, perutanja, svraba i bola je karakteristi¢no 1 za
iritantni 1 za alergijski kontaktni dermatitis, ali se ICD definiSe kao neimunoloska
inflamatorna reakcija koja se javlja lokalno, ubrzo nakon stimulacije, i nestaje u roku od
nekoliko dana (160).

Hemijski indukovane iritacije koze se mogu podeliti na 3 wvrste: akutnu,
kumulativnu i odlozenu akutnu iritaciju koze (160). Provokativni test iritacije koze ima za
cilj da izazove reakciju iritacije, ali bez pojave opekotina, kod svih testiranih subjekata, u
cilju prouc¢avanja same reakcije iritacije ili mogucénosti njene modifikacije terapeutskim i
profilaktickim merama (165). OpSte je prihvaceno da hemijski agensi mogu inicirati 1
modifikovati iritaciju putem 2 mehanizma: oSte¢enjem barijerne funkcije SC i direktnim
uticajem iritanta na ¢elije koze. Oba mehanizma vode iritaciji, bilo samostalno ili zajedno
(160). ICD rezultira pojacanim transdermalnim gubitkom vode koji prati dehidratacija
koze i ubrzan protok krvi, $to se klinicki manifestuje kao eritem, a moZze se pratiti
objektivnim metodama bioinzenjeringa koZe. Radi se o objektivnim, neinvazivnim
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tehnikama koje su dobile naziv tehnike bioinzenjeringa koze, jer se baziraju na biofizickim
svojstvima koze (elektri¢ne karakteristike vode u kozi, mehanicka svojstva koze, itd.).

Merenje elektricnih karakteristika koze, pre svega njene kapacitativnosti (EC), se
koristi kao bioinzenjerska metoda za procenu stanja vlaznosti koze. Metoda se zasniva na
odredivanju kapacitativnosti kondenzatora pri kontaktu sa povr§inom koze. Obzirom da je
dielektri¢na konstanta vode mnogo veca od dielektri¢ne konstante keratina i epidermalnih
lipida, smatra se da dielektri¢ne osobine SC u velikoj meri zavise od sadrzaja vlage u SC,
odnosno da su promene kapacitativnosti SC pokazatelj promene vlaznosti koze. Ovom
metodom merenja kapacitativnosti omogucava se poredenje efikasnosti razlicitih proizvoda
u pogledu uticaja na stepen hidratacije SC, kao i stepena hidratacije SC u odredenim
vremenskim intervalima nakon aplikacije (166,167).

Pigmenti melanin, hemoglobin, bilirubin i karoten, na koje mogu uticati razli¢iti
faktori (UV zraCenje, lekovi, iritanti), determiniSu boju koze. Kvantifikacija
eksperimentalno izazvanih promena boje koze je Siroko koriS¢ena metoda u dermato-
kozmetickim istrazivanjima. Promena boje koze je indikator stanja koze (integriteta
barijere 1 senzitivnosti), osobina leka (koncentracije, bioraspolozivosti) i nosaca
(formulacije), kao i zastite koze (od sunca). Jednostavni instrumenti (uskopojasni
reflektujuéi spektrofotometri) koji se koriste u dermatoloSkim istrazivanjima se baziraju na
razli¢itoj apsorpciji melanina i hemoglobina na odabranoj talasnoj duZini, a mere eritema i
melanina indekse. Eritema indeks (EI) se izracunava na osnovu intenziteta apsorbovane (na
568 nm) 1 reflektovane (na 660 nm) svetlosti, a predstavlja objektivhu meru stepena
iritacije koze (168).

Koza predstavlja zastitni kiseo omota¢, pri ¢emu kiselost potie iz egzogenih
(mikroorganizmi, lojne i znojne Zlezde) i endogenih izvora (slobodne masne kiseline iz
fosfolipida i izmena jona Na i protona). Izlaganje SC bazama ili neutraliSu¢im puferima
remeti homeostazu koze, uticudi, pre svega, na njenu permeabilnost, pa je odrzanje kisele
reakcije koze od vitalne vaznosti (164).

Termin “’antiiritant’” je prvi put iskoristio, 1965. godine, Goldemberg da opiSe
raznorodnu grupu sastojaka topikalnih preparata koji aktivno redukuju iritacioni potencijal
drugih komponenata istog preparata. Ovaj termin je podrazumevao supstance koje se
koriste uz poznate iritante koze ili o¢iju, da bi redukovale potencijal iritanta dovoljno da
obezbede toleranciju pri aplikaciji. Medutim, antiiritantima se sve viSe smatraju sastojci
kozmetickih proizvoda namenjeni redukovanju postojece iritacije koze. Danas ovaj pojam
obuhvata komponente koje smiruju i lece (efekat leCenja iritirane koze), odnosno,
antiiritanti se dodaju u kozmeticke formulacije sa ciljem da zastite i izlece osetljivu ili
iritiranu kozu. Preporuka je da se supstance sa potencijalnim antiiritantnim dejstvom
ispituju na humanoj kozi u modelu koji imitira ICD (169).

U provokativnom test modelu se koza zdravih dobrovoljaca izlaze visokoj
koncentraciji SLS, a u skladu sa smernicama ESCD (Guidelines of the Standardization
Group of the European Society of Contact Dermatitis), poSto na intenzitet iritacione
reakcije uticu konstitucioni faktori (godine, rasa, pol, anatomsko mesto nanosenja iritanta)
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i faktori okoline (godisnje doba i klima) (165,167,170). Unutrasnji deo podlaktice se
najcesce koristi kao mesto za aplikaciju preparata i merenje parametara koze (167).

Postupak: Procena uticaja ispitivanih uzoraka na vesStacki izazvanu iritaciju se vr$i
neinvazivnim metodama bioinzenjeringa koze, koje obuhvataju odredivanje elektri¢ne
kapacitativnosti (EC), eritema indeksa (EI) 1 pH vrednosti koze.

Iritant: SLS (€isto¢a>99%, Merck, Darmstadt, Germany), 12% rastvor u destilovanoj vodi.

Izrada gelova: 2 g odgovarajueg suvog etanolnog ekstrakta se rastvori u 97,5 ml
destilovane vode na ultrazvu¢nom kupatilu. Geliranje se vr$i pomocu mesalice, tako $to se
nakon 2 minuta mesanja rastvora ekstrakta u vodi (500 rpm) 0,5 g ksantan gume disperguje
10 minuta (800 rpm). Gelovi se konzerviraju koriséenjem Euxyl-a K*300, a zatim pakuju u
bocice od 10 ml sa kapalicom i signiraju odgovaraju¢om oznakom. Gelovi se koriste za
ispitivanje tek nedelju dana nakon izrade.

Ispitivani uzorci:

P — placebo (sadrzi samo destilovanu vodu, ksantan gumu i konzervans)
A1l —-2% A1E u placebu

A2 — 2% A2E u placebu

B — 2% BE u placebu

C —2% CE u placebu

E — 2% EE u placebu

V —2% VE u placebu

Koncentracija od 2% ekstrakta u gelovima je odabrana posto je predlog
proizvodaca da se komercijalna kozmeticka sirovina Heather extract AQ (vodeni ekstrakt
nadzemnog dela vrste Calluna vulgaris) inkorporira u topikalne preparate u
koncentracijama od 0,5 do 3% (90).

Ispitanici: Studija se sprovodi kao randomizirana i dvostruko slepa, a u skladu sa
Helsinskom deklaracijom i odobrenjem lokalnog Etickog komiteta (br. 01-7289-1 od
14.10.2011.). Dobrovoljci, bez istorije atopijskog ekcema ili drugih koZnih oboljenja, koji
u poslednjih mesec dana nisu koristili nikakve sistemske niti lokalne lekove, se ukljucuju u
studiju, uz potpisan dobrovoljni informativni pristanak. Ispitanicima se daju instrukcije da
ne koriste nikakve kozmeticke proizvode na test mestima nedelju dana pre pocetka, kao ni
u toku studije, i da izbegavaju izlaganje suncu.

Kriterijum za iskljucivanje: odsustvo reakcije na primenjen pretretman SLS-om ili
nepridrzavanje dogovorenog nacina primene.

Protokol ispitivanja: Efekti gelova se ispituju na unutras$njoj strani podlaktice. Po
75 pl rastvora iritanta se nanosi pod okluzijom od 6h (nakon ¢ega se okluzija uklanja i
tretirana koza ispira vodom) na ukupno 5 tacno odredenih mesta na obe podlaktice.
Nanogenje iritanta se vr$i pomoéu filter papira (9 cm?), koji se zatim prekriva okluzivnim
filmom (Parafilm®) i fiksira adhezivnim pamuénim flasterom (Sensifix").

Ispitanici se randomizirano dele u dve test grupe, uz davanje jasnih instrukcija da
ispitivane uzorke nanose u odredenoj koli¢ini na iritirana mesta ujutru i uvece (uz
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napomenu da gelove nanose nakon tusiranja). Prva grupa ispitanika testira uzorke Al, A2 i
P, a druga grupa uzorke B, C, V i E. Po jedno test mesto na svakoj ruci u obe grupe se
ostavlja kao netretirana kontrola, bilo da se radi o kontroli pod okluzijom (UCO) na levoj
ruci — gde se prati stanje koze nakon iritacije a bez ikakvog tretmana, ili o kontroli bez
okluzije (UCW) na desnoj ruci — gde se prati stanje koze bez prethodne iritacije.

Merenje vrednosti EC, EI i pH se vr$i pre nanoSenja iritanta (bazalne vrednosti),
24h nakon uklanjanja okluzije, kao i nakon 3, 5 1 7 dana od pocetka studije, i to uvek pre
jutarnje aplikacije. Sva merenja se vrSe u klimatizovanim uslovima (21£1°C). Rezultati
merenja se izrazavaju kao procenat promene u odnosu na netretiranu kontrolu. Poredenje
efikasnosti primenjenih gelova se vr$i medusobno, sa placebom i sa obe kontrole.

5. Statisticka obrada podataka

Dobijeni podaci su obradeni pomocu statistickog softverskog paketa SPSS for
Windows 17.0. Svi rezultati predstavljaju srednju vrednost najmanje 3 (za ispitivanje
spazmoliticke i antiinflamatorne aktivnosti najmanje 6) ponavljanja + standardna
devijacija.

ICso vrednosti su dobijene graficki sa logaritamskih krivih zavisnosti doze i
efekata. Grafici su crtani u programima Microsoft Origin 8.0. i Microsoft Excel 2007.

Statisticka analiza za ispitivanje spazmoliticke i antiinflamatorne aktivnosti je
izvrSena analizom varijanse (ANOVA) uz Studentov t-test za utvrdivanje statisticke
znacajnosti. Vrednost p < 0,05, odnosno vrednosti p < 0,05, p < 0,01 i p < 0,001 su
smatrane statisticki znacajnim i prikazivane uz odgovarajuce podatke.

Parametri dobijeni in vivo merenjem su izrazavani kao relativne promene u odnosu
na bazalne vrednosti (%), a ispitivani uzorci su poredeni sa obe kontrole (UCO i UCW) i
sa placebom. Vrednosti parametara 24h nakon iritacije, nakon 3, 5 i 7 dana studije su
poredeni sa odgovaraju¢im bazalnim vrednostima koriS¢enjem t-testa za uparene uzorke.
Podaci dobijeni sa mesta tretiranih uzorcima su poredeni sa odgovaraju¢im vrednostima
dobijenih za obe kontrole i placebo uzorak koriS¢enjem t-testa za neuparene uzorke.

6. Reagensi i instrumenti
Za ispitivanja su koriS¢eni reagensi analiticke i HPLC ¢istoce.

Za morfoanatomsku analizu je koriS¢en svetlosni mikroskop Olympus i skening
elektronski mikroskop Jeol JSM — 5300.

Spektrofotometrijska odredivanja su vrSena na spektrofotometru Spekol 11 (Carl Zeiss,

Jena), spektrofotometru Evolution 60 Thermo scientific spectrophotometer (Fisher
Scientific, UK) i mikroplejt ¢itacu — ELISA reader MULTISCAN ASCENT No354
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(ThermoLabsystems, Finland). Inkubacija je radena u inkubatoru Incuterm Raypa®trade
(Catalonia, Spain), a Sejkovanje mikroplejtova na Vibramix 30 (Tehtnica, Slovenia).

Za HPLC analizu je koris¢en HPLC uredaj Agilent 1100 HPLC system (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA), sa binarnom pumpom G1312A, Zorbax Eclipse
XDB-C18 kolonom (4,6 x 250mm, veli¢ina ¢estica 5 pum) i1 fotodioda (photodiode array —
DAD) detektorom G1315B.

Ispitivanje spazmoliti¢ke aktivnosti je vrSeno registrovanjem kontrakcija izolovanog
illeuma pomocu transdjusera FSG-01 (Experimetria, Hungary) i TSZ-04-E na
kompjuterizovanom sistemu Spellso (Experimetria Ltd).

Gelovi su pripremani pomoc¢u mesalice RW16 basic (IKA®WERKE, Germany).
Parametri koZe su praceni pomoc¢u aparata Multi Probe Adapter MPA®9 (Courage &
Khazaka Electronic GmbH, Germany) koji ukljucuje 3 probe: Mexameter® MX 18 probe
(EI), Corneometer® CM 825 (EC) i pHmeter 900 (pH). Kalibracija aparata je vrSena
prema preporukama proizvodaca.
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IV Rezultati i diskusija

1. Anatomsko-morfoloska analiza

Grada lista. Kod svih istrazivanih vrsta, izuzev vrste Arbutus unedo koja se odlikuje
krupnim ovalno-lancetastim listovima, list je erikoidne grade, ivice lista se savijaju ka
nali¢ju i1 formiraju udubljenje — kriptu, u kojoj je jednocelijski epidermis sa stomama i
jednocelijskim dlakama. Na povrsini listova je uglavnom debeo sloj kutikule, spoljasnji
¢elijski zidovi epidermisa su zadebljali. Mezofil lista je diferenciran na palisadno i
sunderasto tkivo. U centralnom delu lista je veliki, glavni provodni snopi¢, dok su boc¢ni
snopi¢i uglavnom samo od ksilema obavijeni krupnim ¢elijama provodnog parenhima.

Grada mladog stabla (primarna grada). Stablo je na poprecnom preseku razliitog
oblika, golo do gusto prekriveno razliitim tipovima dlaka. Epidermis je jednoslojan. U
gradi stabla dominira parenhimsko tkivo, kako u kori 1 srzi, tako i1 u vidu razli¢itog broja
Sirokih srznih zrakova.

Grada viSegodiSnjeg stabla (sekundarna grada stabla). Za sekundarno debljanje stabla
je karakteristicno da se felogen, sekundarno meristemsko tkivo, formira u parenhimskim
slojevima kore blizu floema, tako da u kori gotovo nema elemenata primarne grade. Srz
zadrzava oblik iz primarne grade, a uocavaju se dve vrste srznih zrakova: mnogobrojni
uski 1 nekoliko jako Sirokih.

Arbutus unedo

Tamno zeleni, kozasti, sjajni 1 krupni ovalno-lancetasti listovi sa lisnim dr§kama.
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.
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Slika 4.1. A. unedo — poprecni presek lista i detalj lista

Grada lista. List je dorzoventralne grade, prekriven debelim slojem kutikule. Celije
epidermisa su krupne i ovalne, sa vidno zadebljalim spoljaSnjim celijskim zidovima.
Mezofil lista je diferenciran na palisadno 1 sunderasto tkivo. Palisadno tkivo dominira i
sastoji se od dva sloja izduzenih, gusto zbijenih Celija ispod epidermisa lica i jednog do
dva sloja kracih, palisadnih ¢elija ispod epidermisa nali¢ja lista. U centralnom delu lista je
manje ili vise rastresito sunderasto tkivo u kome su prisutni kristali Ca-oksalata i tanini. U
centralnom delu lista je glavni, jako izrazen provodni snopi¢ sa sklerenhimskim vlaknima
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ispod 1 iznad snopica, kao i kolenhimom koji dopire do epidermisa i lica i nali¢ja. Bo¢ni
provodni snopi¢i su mnogo slabije razvijeni, ali sa puno sklerenhima oko njih (Slika 4.1.).
Trihomi su odsutni. List je hipostomatski, sa velikim brojem stoma (Slika 4.2.).

Slika 4.2. Nalidje lista A. unedo — SEM

Sekundarna grada stabla. Stablo je na popre¢nom preseku okruglo. Na povrSini stabla su
ostaci epidermisa i periderma. U sekundarnom drvetu su vidljivi godovi. Od dobro
razvijene srzi se pruzaju mnogobrojni dvoslojni srzni zraci (Slika 4.3.).

Slika 4.3. A. unedo — poprecni presek stabla
Bruckenthalia spiculifolia

Grada lista. List je erikoidne grade sa povijenim ivicama i gustim dlakama u kripti (Slika
4.4., 4.5.). Na povrsini lista, osim u kriptama, je debeo sloj kutikule. Epidermis je od
jednog sloja krupnih ¢elija, osim u kripti gde su ¢elije epidermisa znatno sitnije. Mezofil
lista je od jednog sloja palisadnih celija ispod epidermisa lica, sve do mesta gde poc€inje
prostor koji pripada kripti, kao i ispod epidermisa nali¢ja lista, ispod glavnog provodnog
snopica. Vrlo mali deo mezofila je od sunderastog tkiva. U listu su tri provodna snopica:
jedan veliki centralni i dva manja bo¢na. Uocavaju se idioblasti sa kristalima Ca-oksalata i
zatamnjenja koja se mogu pripisati prisustvu tanina (Slika 4.4).
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Sekundarna grada stabla. Stablo je na poprecnom preseku okruglo sa ostacima
epidermisa i jednocelijskim nezlezdanim dlakama (Slika 4.6.). U stablu dominira ksilem i
stz od krupnih parenhimskih ¢elija (Slika 4.7.).

i X 3 1

Slika 4.4. B. spiculifolia — poprecni presek lista Slika 4.5. Nalicje lista B. spiculifolia —
SEM

A

Slika 4.6. Stablo sa oZiljcima od lisnih dr$ki Slika 4.7. B. spiculifolia — poprecni presek
B. spiculifolia — SEM stabla sekundarne grade

Calluna vulgaris

Listovi su sitni, ljuspasti i trobridi, a zimi menjaju zelenu boju u smedu.

Serm 06070

Slika 4.8. PovrSine nalicja lista i kripte C. vulgaris — SEM

63



Grada lista. List je veoma sitan, ivice lista jako povijene ka nali¢ju gde formiraju gotovo
zatvorenu kriptu u kojoj se nalaze dugacke, jednocelijske, nezlezdane dlake i brojne stome
(Slika 4.8.). Na povrsini lista je debeo sloj kutikule, a jednocelijski epidermis je od veoma
krupnih ¢elija (Slika 4.9.). Mezofil je od palisadnog i sunderastog parenhima.

Slika 4.9. C. vulgaris — poprecni presek lista

Grada stabla. Stablo je ovalnog oblika sa nesto ekscentri¢no postavljenom srzi od krupnih
¢elija. Uocavaju se radijalni srzni zraci 1 diferencirani godovi u drvetu (Slika 4.10.).
Povrsina mladog stabla je gusto pokrivena blago poleglim jednocelijskim nezlezdanim
dlakama (Slika 4.11.).
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Slika 4.11. PovrSina stabla C. vulgaris — SEM

Slika 4.10. C. vulgaris — poprecni presek stabla sekundarne grade
Erica arborea

Listovi su po 3 do 4 u prsljenu, linearni, uspravni, goli, i tamno zeleni. Margine
listova su jako savijene tako da gotovo zatvaraju kriptu na donjoj strani (Slika 4.12).

Grada lista. Na povrsini erikoidnog lista je debeo sloj kutikule. Jednoslojan epidermis je
od jako krupnih ¢elija, upadljivo zadebljalih spoljasnjih zidova, dok su unutrasnji zidovi
bogati sluzima. Mezofil je od jednog do dva sloja palisadnih ¢elija, prvi sloj je od dugackih
a drugi od znatno kracih ¢elija, koje ¢ine postepen prelaz ka sunderastom parenhimu. Na
granici palisadnog i sunderastog parenhima su krupne celije ¢iji je lumen gotovo u
potpunosti ispunjen kristalnim druzama. Povijene ivice lista formiraju kriptu u kojoj su

prisutne jednocelijske nezlezdane dlake (Slika 4.13).
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Primarna grada stabla. Na popre¢nom preseku stablo je u obliku trougla (Slika 4.16.).
Jednoslojni epidermis je sa mnogobrojnim dlakama (Slika 4.14., 4.15.). Nezlezdane dlake
su jednocelijske 1 viSecelijske, biserijatne, a zlezdane kapitatnog tipa. Provodni elementi su
u cilindru koji je na tri mesta preseCen jako Sirokim srznim zracima (Slika 4.16.). U
¢elijama srzi su idioblasti sa kristalima kalcijum-oksalata.

=
I SRS,

Slika 4.14. E. arborea — neZlezdane i Zlezdane vi§elelijske biserijatne dlake

Sekundarna grada stabla. Sekundarna kora je od parenhimskih c¢elija zadebljalih
¢elijskih zidova 1 sporadicnih grupa sklereida. Sitasti elemenati floema se naizmeni¢no
smenjuju sa sklerenhimskim vlaknima. Sekundarno drvo je od ksilemskih elemenata i dva
tipa srznih zraka, mnogobrojnih uskih (od jednog do dva sloja ¢elija), i tri jako Siroka zraka
(od desetak nizova parenhimskih ¢elija). Oblik srzi je kao i u primarnoj gradi stabla (Slika
4.17.).
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Slika 4.17. E. arborea — poprecni presek stabla
Erica carnea

Listovi su tamno zeleni, sitni, po 4 u prsljenu, linearni, manje ili vie zaSiljeni na
vrhu, povijenog oboda.

Slika .1 9. E. carnea — detalj lista

Slika 4.18. E. carnea — poprecni presek lista

Grada lista. List je erikoidne grade. Na povrsini lista je debeo sloj kutikule. Epidermis je
jednoslojan, od krupnih ¢elija €iji su spoljasnji zidovi zadebljali, a unutra$nji sa puno sluzi.
Mezofil je od jednog do dva sloja palisada i sunderastog parenhima (Slika 4.18, 4.19.).
Rastresiti sunderasti parenhim ispunjava centralni deo lista u kome dominira centralni
provodni snopi¢ okruzen sklerenhimom. Boc¢ni provodni snopi¢i su samo od ksilema i
obavijeni su provodnim parenhimom. Epidermis nali¢ja u kripti je sa stomama, i
jednocelijskim nezlezdanim dlakama koje imaju bradavicasta, kutikularna zadebljanja po
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povrsini. I po spoljasnjem obodu lista su prisutne jednocelijske nezlezdane dlake (Slika
4.20.).

B x o 100km DEOSBY . @
Slika 4.20. PovrSina lista E. carnea—SEM

Primarna grada stabla. Mlado stablo je na popre¢nom preseku petougaono i golo (Slika
4.21, 4.22.). Epidermis je jednoslojan, a izrazeni uglovi su od parenhimskih ¢elija. Ispod
uglova su provodni snopici razdvojeni Sirokim srznim zracima, koji se nalaze ta¢no ispod
ulegnuca stabla. Najve¢i deo centralnog cilindra ispunjavaju parenhimske ¢elije srzi.
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Slika 4.21. E. carnea —presek primarne grade
Slika 4.22. PovrSina stabla E. carnea — SEM

Sekundarna grada stabla. U sekundarnoj gradi stabla dominira drvo od ksilemskih
elemenata i srz petougaonog oblika (Slika 4.23.).

Slika 4.23. E. carnea — poprecni presek stabla sekundarne grade
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2. Osnovna hemijska ispitivanja

Rezultati opStih hemijskih ispitivanja biljnog materijala odabranih vrsta su
prikazani u Tabeli 4.1., a predstavljaju srednju vrednost najmanje 3 paralelna odredivanja.

Tabela 4.1. Rezultati op$tih hemijskih ispitivanja

Gubitak Ukupni Pepeo Ekstraktivne Broj
suSenjem pepeo nerastvorljiv u materije bubrenja
(%) (%) HCI (%) (%)
Arbutus 8,12+0,43 4,05+0,01 4,44+0,29 29,45+1,17 3,33+0,24
unedo CG
Bruckenthalia 7,92+0,48 4,31+0,19 4,29+1,46 22,50+3,88 3,83+0,24
spiculifolia
Calluna 8,54+0,56 3,77+0,06 28,79+1,09 20,73+0,44 7,83+0,24
vulgaris
Erica 7,27+0,19 3,06+0,09 2,39+0,20 23,1243,97 3,80+0,24
arborea
Erica 9,31+0,34 4.52+0,12 14,2342,16 21,05+4,27 4,5+0,00
carnea

Gubitak suSenjem se u ispitivanim uzorcima kretao od 7 — 9,5%, a koli¢ina
ukupnog pepela od 3 — 4,5%. Ovakve vrednosti za sadrzaj vlage i ukupni pepeo su u
skladu sa zahtevima monografije WHO za drogu Uvae ursi folium (18): maksimalno 10%
vlage i 5% ukupnog pepela. Ista monografija propisuje maksimalnu koli¢inu pepela
nerastvornog u kiselinama (1,5%) 1 minimalnu koli¢inu od 25% ekstraktivnih materija u
kvalitetnoj drogi Uvae ursi folium.

Sadrzaj u vodi ekstrahovanih materija u uzorcima se kretao od 20 — 30%, pri ¢emu
je samo vrsta Arbutus unedo (sa stanista u Crnoj Gori) dala prinos vodenog ekstrakta veci
od 25%. Za one vrste za koje je utvrden najveci prinos etanolnog ekstrakta (Erica arborea
1 Arbutus unedo) najveci je i prinos vodenog ekstrakta, Sto je ocekivano.

Koli¢ina pepela nerastvornog u kiselinama, kada se izrazi na masu suve droge
(prema obrascu za izraCunavanje koji predlaze WHO) a ne na masu ukupnog pepela, je i za
ispitivane uzorke niza od 1,5% (Cak i kada je u pitanju biljni materijal vrste Calluna
vulgaris koji ima najvecu koli¢inu u kiselinama nerastvornih materija: 28,79% ukupnog
pepela odnosno 1,08% suvog biljnog materijala).

Interesantno je da vrste koje daju dosta pepela nerastvornog u hlorovodonicnoj
kiselini imaju i1 najve¢i broj bubrenja: Erica carnea 4,5 a Calluna vulgaris ¢ak 7,83.
Vodeni ekstrakt herbe vrste Calluna vulgaris se otezavano filtrirao 1 bio izuzetno sluzav,
Sto se moze objasniti upravo ovako visokim brojem bubrenja. Poredenja radi, prema
zahtevima Ph.Jug. IV broj bubrenja za sluzne droge Althaeae radix 1 Althaeae folium ne
sme biti mani od 7 (zahtev Ph. Eur. 6 je strozi: minimalno 10 za koren i 12 za list belog
sleza), tako da se Callunae herba moze smatrati i sluznom drogom (27,91).
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3. Biljni materijal i etanolni ekstrakti

Biljni materijal je nakon suSenja ¢uvan u papirnim kesama, na suvom mestu, do
analize. Za ekstrakciju je koris¢en 70% etanol, poSto se on, odnosno ekstrakti razlicite
konzistencije izradeni sa njim, mogu koristiti bez ve¢ih ograni¢enja u obliku jednostavnih
galenskih proizvoda. Takode, ovakav rastvaraC, smesSa etanola i vode, obezbeduje
ekstrakciju 1 polarnih i nepolarnih jedinjenja.

Prinos ekstrakta (Tabela 4.2.) je varirao od 32 — 47%. Najveéi prinos etanolnog
ekstrakta daju vrste Erica arborea 1 Arbutus unedo (i to biljni materijal iz Crne Gore,
Arbutus unedo CG, nesto visi u odnosu na biljni materijal poreklom iz Grcke, Arbutus
unedo G). Skracenice kojima su obelezavani suvi etanolni ekstrakti su takode date u tabeli
4.2. Ekstrakt BE je dobijen perkolacijom biljnog materijala Bruckenthalia spiculifolia
sakupljenog na Kopaoniku 2004. godine.

Tabela 4.2. Prinos etanolnih ekstrakata dobijenih perkolacijom sa 70% (V/V) etanolom i
skradenice za dobijene ekstrakte

Biljna vrsta Droga Naziv Prinos (%)
ekstrakta
Arbutus unedo CG Arbuti folium Al1E 45,05
Arbutus unedo G Arbuti folium A2E 41,20
Bruckenthalia spiculifolia | Bruckenthaliae folium et flores BE 32,35
Calluna vulgaris Callunae folium et flores VE 33,84
Erica arborea Ericae arboreae folium EE 38,98
Erica carnea Ericae carneae folium CE 38,61

Ekstrakti A1E, A2E, BE, VE, EE i CE su kori$¢eni za skrining farmakoloske
aktivnosti (antioksidativne i antimikrobne aktivnosti kao i za in vivo ispitivanje uticaja na
vestacki iritiranu kozu). Ekstrakti vrste Arbutus unedo Kkoris€eni su za ispitivanje
spazmoliticke aktivnosti, posto je na osnovu dosadaSnjih in vitro 1 in vivo ispitivanja
pretpostavljeno da ¢e ova biljna vrsta ispoljiti 1 spazmoliticku aktivnost. Ispitivan je i uticaj
ekstrakta vrste Erica arborea na motilitet GIT-a.

Istrazivanja biljne vrste Bruckenthalia spiculifolia do sada nisu radena (nema
podataka o tradicionalnoj upotrebi, hemijskom sastavu niti farmakoloSkoj aktivnosti).
Posto je ekstrakt BE dao odli¢ne rezultate u preliminarnim ispitivanjima farmakoloske
aktivnosti (najizrazenija antioksidativna aktivnost), drugi deo eksperimenta je raden sa
ekstraktima biljnog materijala vrste Bruckenthalia spiculifolia sakupljenog 2011. na
lokaciji Vlasinskog jezera. Deo ovog biljnog materijala je ekstrahovan perkolacijom sa
70% etanolom (dobijeni: ekstrakti korena, lista, cveta 1 herbe) a ekstrakcija preostalog
biljnog materijala (list) je vrSena prema proceduri primerenoj istrazivackim zahtevima —
primenjena je ekstrakcija po polarnosti (viSestruka ekstrakcija). Skracenice kojima su
obelezavani suvi ekstrakti dobijeni perkolacijom i frakcionisanjem biljnog materijala vrste
Bruckenthalia spiculifolia sakupljenog na Vlasini 2011. su dati u Tabeli 4.3.

Od ekstrakata dobijenih perkolacijom, najveci prinos je dalo list — Bruckenthaliae
folium, koji je koriS¢en 1 za viSestruku ekstrakciju. Prinos ekstrakta BE (dobijen
perkolacijom Bruckenthaliae folium et flores sa Kopaonika) je ve¢i od prinosa ekstrakta
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BH (dobijen perkolacijom Bruckenthaliae folium et flores sa Vlasine). Svih 9 ekstrakata
biljnog materijala vrste Bruckenthalia spiculifolia sakupljenog 2011. na lokaciji
deo ekstrakta B, dobijenog maceracijom lista nakon
obezmas¢ivanja, je rastvoren u cilju frakcionisanja, a manji deo je ostavljen za ispitivanja)

Vlasinskog jezera (veci

je koris¢eno za ispitivanja antioksidativne i antiinflamatorne aktivnosti.

Tabela 4.3. Prinos ekstrakata dobijenih perkolacijom i viSestrukom ekstrakcijom biljnog
materijala vrste Bruckenthalia spiculifolia sa Vlasinskog jezera i skraéenice za dobijene

ekstrakte
Droga Rastvarac Naziv ekstrakta Prinos (%)
Bruckenthaliae radix Etanol 70% (V/V) BK 11,5
Bruckenthaliae folium Etanol 70% (V/V) BL 25,92
Bruckenthaliae flos Etanol 70% (V/V) BC 21,65
Bruckenthaliae folium Etanol 70% (V/V) BH 25,88
et flores
Petrol etar PB 4,73
Etanol 70% (V/V) B 22,83
maceracija nakon
Bruckenthaliae folium obezmasc¢ivanja
Etar ETB 2,55
Etilacetat EAB 3,78
Voda VB 14,24
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4. Kvalitativna hemijska analiza

4.1. Dokazne hemijske reakcije

U sprasenom biljnom materijalu svih ispitivanih vrsta je utvrdeno prisustvo
flavonoida (Arbutus unedo CG i Arbutus unedo G — crvena, Bruckenthalia spiculifolia —
krv crvena, Calluna vulgaris 1 Erica carnea — cigla crvena, Erica arborea — bordo crvena
boja). Pojava narandzaste, crvene ili bordo boje u Sinoda (cijanidinskoj) reakciji ukazuje
na prisustvo razlicitih tipova flavonoida (osnovna crvena boja ovih reakcija ukazuje na
prisustvo flavona, flavanonola i njihovih heterozida).

U reakciji dekokta spraSenog biljnog materijala ispitivanih vrsta sa rastvorom FeCls
dobijeni su tamni, gotovo crni rastvori. Pozitivna reakcija tanina moze da maskira
pozitivnu reakciju eventualno prisutnih fenolnih heterozida (crveno-smede obojenje) sa
ovim reagensom. Rezultati reakcija dekokta ispitivanih vrsta sa opStim taloznim i
specificnim bojenim reagensima za tanine (zelatin, strihnin-sulfat, Pb(CH3COO),, FeCls,
FeNH4(SO4), 1 bromna voda) ukazuju na prisustvo tanina. Pozitivnim reakcijama su
smatrani i slabi talozi i zamucenje.

Arbutus unedo nakon pozitivne tanoformske (formaldehidne) probe (koju daju svi
ispitivani uzorci) daje i pozitivnu reakciju sa natrijum-acetatom i gvozde(Ill)-amonijum
sulfatom (izraZen plavicast prsten), Sto uz tamno plavu boju reakcije sa rastvorom gvozde-
hlorida ukazuje na prisustvo meSovitih tanina, za razliku od ostalih ispitivanih vrsta gde su
dokazani katehinski tanini.

Ovakvi rezultati dokaznih reakcija za tanine su u skladu sa prethodnim
ispitivanjima ovih biljnih vrsta: za vrstu Arbutus unedo se navodi prisustvo i katehinskih i
galnih (63,64), a za vrste Calluna vulgaris 1 Erica arborea samo katehinskih tanina
(34,49).

U drogi Uvae ursi folium dominiraju galni tanini (18,171), ali se navodi i prisustvo
katehinskih tanina (34).

4.2. TLC odredivanja

Tankoslojnom hromatografijom su ispitivani uzorci sprasenog biljnog materijala
koji je ekstrahovan prema odgovaraju¢im propisima. VrSena je kvalitativna analiza
fenolnih heterozida, flavonoidnih heterozida i njihovih aglikona kao i prisutnih Secera.
Dobijeni hromatogrami su posmatrani i slikani u UV svetlosti (254 nm i 365 nm) pre i
posle prskanja propisanim reagensima.

Podaci o Rf vrednosti za jedno isto jedinjenje u odredenom sistemu rastvaraca se
razlikuju u literaturi, pa je najsigurnije identifikaciju vrsiti uz standardne supstance. Zato
su identifikovane samo mrlje koje odgovaraju standardima nanoSenim paralelno sa
ispitivanim uzorcima, $to podrazumeva isti sistem i iste uslove razvijanja hromatograma.
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Arbutin ne fluorescira u UV svetlosti na 365 nm, a nakon prskanja Berlinskim
plavim daje izrazene plave zone (69). TLC analizom arbutina i hidrohinona, uz standarde
ovih jedinjenja, utvrdeno je da samo Arbutus unedo daje mrlju na Rf vrednosti za arbutin
(0,41), a ni jedna od ispitivanih vrsta ne sadrzi hidrohinon. Moguc¢e je da su fenolni
heterozidi prisutni u tragovima ili malim koli¢inama koje nisu detektovane ovom
analizom.

Rezultati TLC analize flavonoidnih jedinjenja su prikazani u Tabeli 4.4. TLC
hromatogram je slikan pre (svi flavonoidi gase fluorescenciju na UV-254 nm S§to se vidi
kao tamnoplave mrlje na svetloj TLC ploci) i nakon prskanja NP reagensom. Plavicaste
zone blizu startne linije se mogu pripisati taninima, koji su kao molekuli velike mase
veoma slabo pokretljivi. Raspored mrlja ekstrakata vrste Arbutus unedo iz Crne Gore i
Grcke je identian (iste Rf vrednosti i iste boje, odnosno ponaSanje pod UV svetlos¢u i
nakon prskanja NP reagensom: najizraZenije mrlje na Rf 0,50; 0,68 i 0,76), samo se
razlikuju u intenzitetu i debljini, Sto ukazuje na razli¢it sadrzaj pojedinih flavonoida.
Velika slicnost u flavonoidnom sastavu (jedna mrlja razlike) uo€ena je i izmedu vrsta
Bruckenthalia spiculifolia 1 Calluna vulgaris, ali se na osnovu TLC analize flavonoidnih
jedinjenja moze izvesti 1 opsti zakljuCak da ispitivane vrste imaju veci broj zajednickih
komponenata.

Tabela 4.4. Rezultati uporedne TLC analize flavonoidnih jedinjenja ispitivanih vrsta

Rf Arbutus Arbutus Bruckenthalia Calluna Erica Erica
flavonoida | unedo CG unedo G spiculifolia vulgaris arborea carnea
0,48* - - - + + T
0,50 + + - - + +
0,59 - - - - + -
0,61 - - + + - +
0,68 + + - - + -
0,71 + + + + + -
0,76 + + - - - -
0,79 - - + + + -
0,81 + + - - - -
0,86 + + + + - -

* mrlja po polozaju i svetlozelenoj fluorescenciji odgovara standardu hlorogenske kiseline

Dvodimenzionom TLC analizom uz hidrolizu heterozida direktno na ploci, koja je
vrsena u cilju razdvajanja aglikona flavonoida (svi uzorci su dali negativnu Borntrigerovu
reakciju, odnosno nije dokazano prisustvo antrahinonskih heterozida), uoc¢eno je nekoliko
zajednickih, ali i prisustvo aglikona karakteristi¢nih za pojedine ispitivane vrste. Aglikon
na Rf 0,08 se javlja u svim uzorcima (u Calluna vulgaris ekstraktu dva puta), osim kod
vrste Erica arborea. Ova vrsta, sa druge strane, ima zajednicki aglikon sa vrstama Calluna
vulgaris 1 Erica carnea, kao 1 jedan aglikon sa vrstom Bruckenthalia spiculifolia.

TLC analizom je utvrdena i izuzetna sli¢nost u sastavu Secera ispitivanih vrsta. Po
sastavu Secernih komponenata se izdvajaju 4 vrste koje su i u morfoloSkom smislu sli¢ne:
Bruckenthalia spiculifolia, Calluna vulgaris, Erica arborea 1 Erica carnea, pri ¢emu je
utvrdena kompozicija Seéera u vrstama Bruckenthalia spiculifolia 1 Erica arborea
identi¢na. Glukoza i ramnoza (identifikovane na osnovu standarda nanoSenih paralelno sa
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uzorcima) i Secer koji je u primenjenom TLC sistemu imao Rf vrednost 0,79 su prisutni u
svim uzorcima.

4.3. Semikvantitativna HPLC analiza fenolnih jedinjenja

Na osnovu poredenja retencionih vremena i izgleda UV pikova analiziranih
uzoraka i standarda, identifikovano je 11 fenolnih jedinjenja, a utvrdeno je i prisustvo jo§
jedne fenolne kiseline i jo$ jednog glikozida kvercetina (Tabela 4.5.). Semikvantitativna
analiza je izvrSena prevodenjem povrsine ispod odgovarajuceg pika u znak + ili — (ako
jedinjenje nije detektovano). Kvantifikacija hlorogenske kiseline i kvercitrina je vrSena na
osnovu povrsine pika (uz odgovaraju¢u povrsinu standarda hlorogenske kiseline, odnosno
kvercitrina). Hromatogrami i spektri najznacajnijih jedinjenja su dati u Dodatku III.

Tabela 4.5. Rezultati HPLC analize ekstrakata biljnih vrsta Bruckenthalia spiculifolia, Erica
arborea, Erica carnea, Calluna vulgaris, Arbutus unedo CG i Arbutus unedo G

RT Fenolno jedinjenje BE EE CE VE AlE A2E
(min)
4.4 Galna kiselina tr tr tr tr + tr
7,4 Fenolna kiselina - - ++ Tt - i
7,7 Hlorogenska tr ++ ++ 4t _ _
kiselina
10,1 | Rutin + + + - - R
10,9 | Izokvercitrin ++ + + ++ ++ +
11,4 | Elagna kiselina - - - _ 4+ _
12,7 | Kvercetin glikozid ++ ++ - - _ _
14,0 | Kvercitrin -+ +++ tr + -+ +
14,3 | Ferulna kiselina - - - + _ -
15,5 | Apigenin 7-O- - - - + _ -
glukozid
26,7 | Kvercetin + + tr ++ tr -
28,8 | Apigenin - - - tr - -
29,3 | Kemferol - - - + tr -

Kvantifikacija prisutnih fenolnih jedinjenja na osnovu povrsine ispod pika na HPLC
hromatogramu: +++ = najzastupljenije, ++ = veoma zastupljeno, + = prisutno, tr = u tragu
prisutno, - = nije detektovano.

Flavonoidi kvercitrin i kvercetin-3-O-glukozid (izokvercitrin) kao i fenolna kiselina
— galna kiselina su bili prisutni u svim ispitivanim uzorcima. Kvercitrin je dominantna
komponenta u ekstraktima BE, EE i A1E, a hlorogenska kiselina u CE i VE. Hlorogenska
kiselina je samo u tragovima detektovana u ekstraktu BE, a odsutna je u ekstraktima A1E i
A2E.

Aglikon kvercetin je prisutan u 4 ekstrakta (BE, EE, VE 1 A1E), a apigenin i1
kemferol u samo 1, odnosno 2 uzorka. Apigenin i apigenin-7-O-glukozid su detektovani
samo u VE, a rutin u uzorcima BE, CE i EE.

Fenolna kiselina na RT 7,4 min i glikozid kvercetina na RT 17,7 min (za koje nisu
postojali odgovarajuéi standardi) su detektovani u CE 1 VE, odnosno BE i EE.
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Sastav ispitivanih fenolnih jedinjenja u okviru testiranih uzoraka je prilicno
raznovrstan; ne samo u okviru odabranih vrsta familije Ericaceae ve¢ i u okviru istog roda
(EE 1 CE), pa i iste vrste sa razli¢itih staniSta (A1E i A2E).

Prisustvo kvercetina 1 kemferola i njihovih glikozida (29,60,61), kao i galne
kiseline (63,64) u listovima vrste Arbutus unedo je ve¢ potvrdeno, a elagna kiselina je ovde
prvi put detektovana i to samo u biljnom materijalu poreklom iz Crne Gore. Moguce je da
se ona javlja samo sporadi¢no u predstavnicima ove vrste. IzraCunati sadrzaj kvercitrina
(dominantnog flavonoida) u ekstraktu A1E je 26,91 mg/g.

Prisustvo kvercetina, kemferola i njihovih glikozida kao i apigenin-7-O-glukozida
(mada ne 1 slobodnog aglikona apigenina) u herbi vrste Calluna vulgaris se pominje u
literaturi (34,36,66,67). Takode, ve¢ je izolovano vise derivata kafene kiseline (34), pa je
uz hlorogensku 1 ferulnu, i nepoznata fenolna kiselina verovatno neki derivat kafene
kiseline. Prisustvo galne kiseline je sada prvi put registrovano u ovoj vrsti.
Preracunavanjem povrSine dominantnog fenolnog jedinjenja ekstrakta VE utvrdeno je da
sadrzi 35,48 mg hlorogenske kiseline/g.

Rutin, hlorogenska i galna kiselina su prvi put detektovani u vrsti Erica arborea,
dok je prisustvo kvercetina i njegovih glikozida ve¢ poznato (70,71). Kvantifikacijom
dominantnih jedinjenja hromatograma ekstrakta EE, utvrdeno da sadrzi: 21,47 mg
hlorogenske kiseline/g i 51,42 mg kvercitrina/g.

Kako vrste Erica carnea i1 Bruckenthalia spiculifolia do sada nisu ispitivane sa
aspekta sadrzaja sekundarnih metabolita, izvrSena HPLC analiza donosi prve podatke o
njihovom fenolnom sastavu.

U hromatogramu fenolnih jedinjenja ekstrakta CE dominira hlorogenska kiselina
(uz nepoznatu fenolnu kiselinu — verovatno je i ona derivat kafene kiseline), koja je
prisutna u koli¢ini od 26,99 mg/g.

Od 3 fenolna jedinjenja koja dominiraju u ekstraktu BE (izokvercitrin, kvercitrin i
nepoznati glikozid kvercetina), na osnovu povrsine pika je kvantifikovan kvercitrin: 70,91
mg/g. Ova znacajna koli¢ina kvercitrina, uz utvrden visok nivo ukupnih flavonoida
(11,8%), moze barem delom da objasni izuzetnu antioksidativhu aktivnost etanolnog
ekstrakta vrste Bruckenthalia spiculifolia (posebno u testovima inhibicije lipidne
peroksidacije), ali i antiinflamatornu aktivnost razli¢itih ekstrakata i frakcija ove biljne
vrste.

Najvazniji flavonoidi u drogi Uvae ursi folium su glikozidi kvercetina, kemferola i
mircetina (ukljucuju¢i najzastupljeniji  hiperozid, =zatim kvercitrin, izokvercitrin,
mircitrin,...), a fenolna kiselina galna kiselina (prisutne su i p-kumarinska, sinirginska,
salicilna, p-hidroksibenzojeva, ferulna, kafena 1 litosperminska kiselina) (34,171).
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5. Kvantitativna hemijska analiza
5.1. Odredivanje arbutina

Odredivanje arbutina je vrSeno prema propisima Ph. Jug. V (spektrofotometrijska
metoda kojom se kvantifikuje sadrzaj ukupnih hidrohinonskih derivata) i Ph. Eur. 5 (HPLC
odredivanje arbutina i hidrohinona).

Spektrofotometrijsko odredivanje hidrohinonskih derivata po Ph. Jug. V

Spektrofotometrijskom metodom, propisanom u Ph. Jug. V za drogu Uvae —ursi
folium, se odreduju ukupni derivati hidrohinona u biljnom materijalu, a rezultati se
izrazavaju na bezvodni arbutin. Znacajnija koli¢ina ukupnih hidrohinonskih derivata je
spektrofotometrijskim odredivanjem detektovana u vrsti Arbutus unedo sa oba staniSta
(1,66% 1 1,56% u biljnom materijalu iz Crne Gore 1 iz Gr¢ke odnosno 2,65% 1 2,96% u
odgovaraju¢im etanolnim ekstraktima; ovde je interesantno da Arbutus unedo iz Crne Gore
u spraSenom biljnom materijalu ima nesto visi a u suvom etanolnom ekstraktu nesto nizi
sadrzaj hidrohinonskih derivata od iste vrste poreklom iz Grcke). U ostalim vrstama je
sadrzaj hidrohinonskih derivata, izrazenih na arbutin, oko 0,5% u biljnom materijalu, a
ispod 1% u suvom ekstraktu (Tabela 4.6.).

Tabela 4.6. Rezultati spektrofotometrijskog (Ph. Jug. V) odredivanja ukupnih hidrohinonskih
derivata izraZenih kao arbutin

% arbutina = SD
biljni materijal ekstrakt
Arbutus unedo CG 1,66 +0,12 2,65+0,13
Arbutus unedo G 1,56 £ 0,01 2,96 + 0,05
Bruckenthalia spiculifolia 0,50+ 0,00 0,65+ 0,07
Calluna vulgaris 0,51 +0,02 0,80 £ 0,05
Erica arborea 0,47 £ 0,00 0,93 +£0,03
Erica carnea 0,47 £ 0,00 0,76 = 0,02
Arctostaphylos uva ursi 7,29+ 0,11 n.o.
Vaccinium myrtillus 1,06 +£ 0,01 n.o.
Vaccinium vitis-idea 8,47+0,18 n.o.

n.o. = nije odredivano

U literaturi se navodi podatak da vrsta Calluna vulgaris sadrzi arbutin, odnosno 0,6
— 0,68% ukupnih hidrohinonskih glikozida (34,69), §to je nesto viSa vrednost od one koja
je u ovom istrazivanju utvrdena.

Poredenja radi je istom metodom odredivan i sadrzaj ukupnih hidrohinonskih
derivata u sprasenom suvom biljnom materijalu vrsta Arctostaphylos wuva ursi
(komercijalni uzorak), Vaccinium myrtillus 1 Vaccinium vitis-idea (oba uzorka su
sakupljena na Suvoj planini, 27. maja 2006.). Sadrzaj fenolnih heterozida je u ovim
vrstama bio viSi nego u ispitivanim vrstama familije Ericaceae (Tabela 4.6.). Jedini
izuzetak je vrsta Arbutus unedo sa oba stanista u kojoj je odreden sadrzaj bio vecéi nego u
listu borovnice, ali znatno nizi nego u listovima uve i brusnice.
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HPLC odredivanje arbutina

HPLC odredivanjem, po metodi Ph. Eur. 5, utvrden je sadrzaj arbutina i
hidrohinona u spraSenom biljnom materijalu ispitivanih vrsta (Tabela 4.7.). Kvantifikacija
je vrSena na osnovu integrisane povrsSine pikova sa hromatograma, uz koris¢enje eksternog
standarda.

Hidrohinon nije detektovan u ispitivanim uzorcima, a kod vrsta Bruckenthalia
spiculifolia, Calluna vulgaris, Erica arborea 1 Erica carnea nije registrovano ni prisustvo
arbutina. Oba uzorka vrste Arbutus unedo su sadrzale arbutin, 1 to uzorak iz Crne Gore u
neSto veéem procentu od uzorka iz Grcke (Tabela 4.7.), Sto je u skladu sa rezultatima
spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih hidrohinonskih derivata u biljnom materijalu
za ove uzorke. HPLC hromatogrami ova dva uzorka su prikazani u Dodatku III.

Istom metodom je u poredbenim uzorcima — komercijalnom Arctostaphylos uva
ursi 1 Vaccinium vitis-idea sa Suve planine odredeno 5,24% odnosno 3,46% arbutina, dok
u uzorku Vaccinium myrtillus sa Suve planine nije detektovano prisustvo arbutina.

Tabela 4.7. Rezultati HPLC odredivanja arbutina

% arbutina % hidrohinona
Arbutus unedo CG 1,2402 -
Arbutus unedo G 1,0021 -

Sadrzaj arbutina u divljim vrstama A. uva-ursi moze biti i do 17% (15), a prema
zahtevu Ph.Eur. 6 droga Uvae-ursi folium ne sme sadrzati manje od 7% arbutina (m/m
suve droge) (27). Od ispitivanih vrsta familije Ericaceae samo Arbutus unedo (ako se
izuzme poredbena vrsta Vaccinium vitis-idea) bi, na osnovu sadrzaja arbutina, mogao da
posluzi kao eventualna zamena za poznatu uroantisepti¢nu drogu Uvae-ursi folium, uz
uslov korigovanja (povecanja) doze.

Odsustvo hidrohinona u ispitivanim vrstama je pozitivno, ako se ima u vidu
specijalno upozorenje ESCOP-a, da nivo slobodnog hidrohinona u biljnom materijalu i
preparatima treba kontrolisati zbog potencijalne toksi¢nosti (171).

5.2. Odredivanje flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida je odredivan u etanolnim ekstraktima i u biljnom
materijalu. KoriS¢ena je metoda za odredivanje ukupnih flavonoida opisana u DAB 10
monografiji Crataegi folium et flores, sa tim da je prilikom ispitivanja ekstrakata
odmeravana dva puta manja koli¢ina uzorka (po 0,3 g suvih etanolnih ekstrakata).
Rezultati su prikazani u Tabeli 4.8.

Svi uzorci sadrze znacajne koli¢ine ukupnih flavonoidnih jedinjenja. Po sadrzaju
ukupnih flavonoida se izdvaja vrsta Bruckenthalia spiculifolia (3,42% u biljnom materijalu
1 11,8% u ekstraktu), dok su vrednosti za ostale ispitivane vrste prili¢no bliske kada je u
pitanju biljni materijal (0,77 — 1,79%), a krecu se u neSto Sirem opsegu kada su u pitanju
ekstrakti (1,39 — 6,95%). Arbutus unedo sa podruc¢ja Grcke je nesto bogatiji flavonoidima
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od iste vrste sakupljane u Crnoj Gori. Ovi rezultati su veoma bliski gornjoj granici opsega
koji je publikovan za sadrzaj ukupnih flavonida u listovima iste vrste sa podruc¢ja Hrvatske:
0,52 —2,00 % (58).

Tabela 4.8. Sadriaj ukupnih flavonoida u biljnom materijalu i u etanolnim ekstraktima
ispitivanih vrsta familije Ericaceae

% flavonoida + standardna devijacija

biljni materijal ekstrakt
Arbutus unedo CG 1,76 £ 0,07 3,05+0,01
Arbutus unedo G 1,97 £ 0,02 4,60 + 0,09
Bruckenthalia spiculifolia 3,42 + 0,05 11,80+ 0,25
Calluna vulgaris 1,43 £0,03 3,70+ 0,12
Erica arborea 1,79 £ 0,03 6,95+ 0,08
Erica carnea 0,77 £ 0,04 1,39 £ 0,00

Sadrzaj flavonoidnih glikozida u drogu Uvae—ursi folium se krece od 0,8 do 1,5%,
pri ¢emu je dominantna flavonoidna komponenta hiperozid (34). Sadrzaj ukupnih
flanonoidnih jedinjenja je u biljnim materijalima ispitivanih uzoraka visi nego u oficinalnoj
drogi (jedini izuzetak je Erica carnea sa 0,77% ukupnih flavonoida).

5.3. Odredivanje sadrZaja ukupnih polifenola i tanina

Prilikom odredivanja sadrZaja polifenola i tanina koriS¢ene su sledece kalibracione
krive standardnog rastvora katehina:

y =0,0575 x-0,0517 R*=0,9973 (odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola i
tanina u etanolnim ekstraktima A1E, BE, VE, EE i CE)
y =0,0422 x — 0,0431 R*> = 0,9995 (odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola i

tanina u spraSenom biljnom materijalu vrsta: Arbutus unedo CG, Bruckenthalia
spiculifolia, Calluna vulgaris, Erica arborea 1 Erica carnea)

y =0,0417 x + 0,0081 R*=0,9997 (odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola i
tanina u etanolnom ekstraktu A2E)
y =0,0236 x + 0,0076 R*=0,9993 (odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola i

tanina u spraSenom biljnom materijalu vrste Arbutus unedo G)

Sve ispitivane biljne vrste sadrze znacajnu koli¢inu ukupnih polifenola i tanina
(Tabela 4.9.). Najve¢i sadrzaj je odreden u listovima vrste Arbutus unedo (i to je sadrzaj
veéi u biljnom materijalu sakupljanom u Grckoj u odnosu na materijal iz Crne Gore), a
zatim u biljnom materijalu vrsta Bruckenthalia spiculifolia i Calluna vulgaris.

Tabela 4.9. SadrZaj polifenola, netaninskih materija i tanina u biljnom materijalu

% polifenola % netanina % tanina
Arbutus unedo CG 10,18+0,28 2.81+0,10 7,37+0,10
Arbutus unedo G 14,73+0,01 0,76+0,01 13,97+0,00
Bruckenthalia spiculifolia 4,66+0,08 0,86+0,02 3,80+0,06
Calluna vulgaris 4,22+0,12 1,27+0,05 2,95+0,15
Erica arborea 1,46£0,07 0,52+0,05 0,94+0,09
Erica carnea 3,33+0,20 1,59+0,21 1,74+0,01
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Sadrzaj polifenola u ekstraktima je sledio isti raspored: najzastupljeniji su u A2E
(¢ak 28,69% ukupnih polifenola i 24,80% tanina u suvom etanolnom ekstraktu) a najnize

vrednosti su pronadene u ekstraktima EE i CE (Tabela 4.10.).

Tabela 4.10. SadrZaj polifenola, netaninskih materija i tanina u etanolnim ekstraktima

ekstrakt % polifenola % netanina % tanina
Arbutus unedo CG — A1E 20,48 + 0,36 8,16 £0,15 12,32 £0,15
Arbutus unedo G — A2E 28,69 + 0,57 3,89+0,13 24,80+ 0,13
Bruckenthalia spiculifolia — BE 19,00 + 0,48 3,98 +0,07 15,02 +£ 0,07
Calluna vulgaris — VE 18,28 £ 0,12 5,62 +0,28 12,66 + 0,28
Erica arborea — EE 13,99 + 0,12 4,60+0,10 9,39 + 0,02
Erica carnea — CE 12,91 £ 0,10 5,23 +0,33 7,69 +0,23

Ovako visok sadrzaj polifenola, a pre svega tanina, je u skladu sa podacima iz
literature. Jo§ Tucakov navodi da je sadrzaj ukupnih tanina u korenu i listovima vrste
Arbutus unedo oko 18% (31). U Calluna vulgaris monografiji (PDR for herbal medicines)
stoji da su u ovoj biljnoj vrsti obi¢no prisutni katehinski tanini, i to u opsegu od 3 do 7%, a
postoji 1 podatak da vrste Calluna vulgaris 1 Erica arborea mogu sadrzati i preko 17,6%
katehinskih tanina (34,49).

U monografijama droge Uvae ursi folium se navodi da ona sadrzi 15-20% tanina 1
to najve¢im delom galotanina, kao i da su prisutni i elagitanini i kondenzovani tanini
(uglavnom proantocijanidini i njihovi monomeri) (18,34,171). Ispitivane biljne vrste
sadrze nize vrednosti tanina u biljnom materijalu od ove oficinalne droge.

5.4. Odredivanje sadrzaja fenilpropanoidnih derivata

Rezultati odredivanja sadrzaja fenilpropanoidnih derivata u suvim etanolnim
ekstraktima su prikazani u Tabeli 4.11. Najvisi sadrzaj fenilpropanoidnih derivata je
izmeren u ekstraktima vrsta Bruckenthalia spiculifolia 1 Calluna vulgaris, pri ¢emu prvi
ekstrakt ima nesto viSe vrednosti. Najnize vrednosti se nalaze kod vrste Arbutus unedo, pri
¢emu je uzorak iz Crne Gore bogatiji ovom grupom sekundarnih metabolita od uzorka iz
Grcke.

Tabela 4.11. Sadriaj fenilpropanoidnih derivata u etanolnim ekstraktima ispitivanih vrsta
familije Ericaceae

Ekstrakt % hlorogenske kiseline + standardna devijacija
Arbutus unedo CG — A1E 2,42 +0,31
Arbutus unedo G — A2E 1,57 £0,07
Bruckenthalia spiculifolia — BE 6,53 £0,30
Calluna vulgaris — VE 6,33 +0,11
Erica arborea — EE 3,86+0,18
Erica carnea — CE 4,52 +0,06

I TLC 1 HPLC analiza fenolnih jedinjenja je ukazala na odsustvo hlorogenske
kiseline u vrsti Arbutus unedo. U vrsti Bruckenthalia spiculifolia hlorogenska kiselina nije
detektovana TLC analizom, dok je HPLC analizom registrovana u tragovima. Medutim,
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kako ekstrakt ove vrste sadrzi najveci procenat fenilpropanoidnih derivata, namece se
zakljucak da su, iako je hlorogenska kiselina odsutna/prisutna u tragu, ostali derivati
hidroksicimetne kiseline veoma zastupljeni.

Sadrzaj odredivanih grupa fenolnih jedinjenja u suvim etanolnim ekstraktima
ispitivanih biljnih vrsta je, samo radi bolje preglednosti, dat i graficki na Slici 4.24.
Naravno, sadrzaj ukupnih polifenola dominira posto oni obuhvataju i sve ostale odredivane
grupe sekundarnih biljnih metabolita, mada ne predstavlja njihov prost zbir.

Slika 4.24. SadrZaj grupa sekundarnih metabolita u ispitivanim suvim etanolnim ekstraktima
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6. Farmakoloska ispitivanja

6.1. Antioksidativna aktivnost

Antioksidativna aktivnost je osnov iz koga proizilaze mnoge bioloske funkcije kao
Sto su antimutagena, antikancerogena, usporavanje starenja i mnoge druge (136).

Odredivanje ukupnog antioksidativnog potencijala FRAP-metodom

Antioksidativni potencijal je odredivan na osnovu standardne krive dobijene
kori§éenjem rastvora fero-sulfata poznatih koncentracija (Fe*" od 200 — 1000 pM, odnosno
200, 400, 600, 800 1 1000 uM):

y=10,19 x - 0,0992 R* =0,9994
Tabela 4.12. Rezultati odredivanja ukupnog antioksidativnog potencijala FRAP metodom
Ekstrakt A srednje koncentracija Fe*" u analizi FRAP vrednost
(umolFe**/ml) (mmolFe”"/g ekstrakta)
AlE 1,203 £ 0,024 0,13+0,01 5,11 +0,09
BE 0,694 + 0,053 0,08 +0,01 3,11+0,21
VE 0,747 £ 0,020 0,08 £ 0,01 3,32+ 0,08
EE 0,806 + 0,029 0,09 + 0,01 3,55+0,11
CE 0,790 + 0,011 0,09 + 0,01 3,49 + 0,04

Rezultati odredivanja ukupnog antioksidativnog potencijala suvih etanolnih
ekstrakata su prikazani u Tabeli 4.12., a radi bolje preglednosti i na Slici 4.25. Najvecu
moé redukeije Fe** u Fe*" pokazuje ekstrakt vrste Arbutus unedo (najvisa FRAP vrednost:
5,11), Sto se moze povezati sa najviSim sadrzajem hidrohinonskih derivata, dok ostale
ispitivane vrste pokazuju relativno bliske redukcione mo¢i (FRAP vrednosti se kre¢u od
3,11 do 3,55 mmol Fe**/g ekstrakta).

FRAP vrednosti
Bruckenthalia spiculifoli ‘ |
ruckenthalla spiculiiolia .
P ] | Slika 4.25. Odnos FRAP
Calluna wigaris | vrednosti ispitivanih vrsta familije
\ Ericaceae
Erica camea |
Erica arborea |
Arbutus unedo |
I
0 1 2 3 4 5 6
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Odredivanje intenziteta lipidne peroksidacije u lipozomima

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja inhibicije LP u lipozomima TBA
testom su prikazani u Tabeli 4.13. 1 graficki (Slika 4.26.).

Tabela 4.13. Rezultati odredivanja inhibicije intenziteta lipidne peroksidacije

Inhibicija lipidne peroksidacije (%)

Ekstrakt 6,25 pg/ml | 12,5 uyg/ml | 25,0 pg/ml | 62,5 pug/ml | 125,0 pg/ml
AlE 12,85 23,71 36,73 66,16 74,31
A2E 49,31 62,33 65,75 72,47 69,63

BE 50,32 70,70 83,44 95,33 96,32
VE 22,04 34,06 85,97 90,26 88,25
EE - 5,63 14,79 22,63 78,97 67,44
CE - 0,95 3,61 15,50 65,97 29,54

Ekstrakti vrsta Erica arborea i Erica carnea u najnizoj ispitivanoj koncentraciji
pokazuju prooksidativno dejstvo, dok sa porastom koncentracije raste antioksidativna
aktivnost.

Supstance sa antioksidantnom aktivno$¢u mogu pod odredenim uslovima delovati i
kao prooksidanti. Vecina fenolnih jedinjenja moze pokazati prooksidativnu aktivnost u
niskim koncentracijama, nasuprot sintetskim antioksidantima (BHA i1 BHT). Mircetin,
kvercetin 1 kemferol pokazuju prooksidativnu aktivnost u testu odredivanja kapaciteta
apsorpcije kiseoni¢nih radikala sa Cu*" kao prelaznim metalom oksidantom. Delfinidin,
cijanidin, malvidin, malvin i pelagonidin pokazuju izvesnu prooksidantnu aktivnost u
sistemima humanih LDL i lecitinskih lipozoma, kada se kao katalizator koristi Cu®".
kiselinu 1 a-tokoferol) nema znacaja in vivo, gde joni prelaznih metala (od kojih je uticaj
jona bakra najbolje proucen) nisu slobodni, osim u odredenim oboljenjima koja ukljucuju i
povecanu koncentraciju metala (172). Medutim, posto prooksidantna aktivnost moze
ubrzati oSte¢enje molekula kao Sto su DNK, ugljenihidrati ili proteini, potencijalni
antioksidanti se moraju testirati i na prooksidantnu aktivnost (120). Kao najmerodavniji
pokazatelj aktivnosti nekog uzoraka je predlozena zbirna vrednost antioksidantne i
prooksidantne aktivnosti koju on pokazuje (173).

Najizrazeniju dozno-zavisnu inhibiciju LP pokazuje BE (96,32% u koncentraciji od
125 pg/ml). Inhibiciju preko 90% daje i VE (90,26% inhibicije sa koncentracijom od 62,5
pg/ml), dok ostali ekstrakti pokazuju nesto slabiju, ali i dalje znac¢ajnu aktivnost u ovom
testu.

Poredenjem aktivnosti inhibicije LP vrste Arbutus unedo sa dva staniSta uocava se
veoma sli¢no ponaSanje u viSim koncentracijama. Antioksidanti koji su efikasni helatori
jona prelaznih metala mogu razli¢ito doprinositi antioksidativnom odgovoru, posto je
Fe*'/Fe’" aktivan redoks par u Fentonovoj reakciji (125). Dakle, izuzetna sposobnost
redukcije jona gvozda koju ispoljava ekstrakt vrste Arbutus unedo (FRAP test), moze
objasniti nesto slabije rezultate uzoraka A1E i A2E u zaustavljanju LP.
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Slika 4.26. Odnos inhibicija lipidne peroksidacije

Odredivanje sposobnosti inhibicije obezbojavanja p-karotena

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja sposobnost inhibicije obezbojavanja -
karotena u sistemu B-karoten/linolna kiselina, izraZeni u procentima inhibicije u zavisnosti
od primenjene koncentracije rastvora suvog etanolnog ekstrakta, su prikazani u Tabeli
4.14. 1 graficki (Slika 4.27.).

Tabela 4.14. Rezultati odredivanja inhibicije obezbojavanja ff-karotena

Slika 4.27. Odnos inhibicija obezbojavanja f-karotena

Inhibicija obezbojavanja 3-karotena (%)
Ekstrakt 6,25 12,5 25 50 75 100 125.0
ug/ml ug/ml ug/ml pg/ml ug/ml ug/ml pg/ml
AlE 27,01 35,13 40,07 59,82 69,81 86,77 56,68
A2E 28,90 33,32 45,37 60,11 89,16 77,50 53,64
BE 36,79 40,05 42,81 55,87 72,78 86,43 96,54
VE 33,04 37,40 50,39 51,52 62,49 75,15 95,03
EE 37,97 40,87 52,08 51,93 69,18 84,94 82,32
CE 33,87 40,68 45,72 48,48 55,40 68,43 77,09
Inhibicija obezbojavanja beta-karotena
120
100 —e—A1E
—B— A2E
2
‘o BE
2 VE
(=
;\: —¥—EE
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Svi testirani uzorci pokazuju dobru antioksidativnu aktivnost u B-karoten/linolna
kiselina testu, pri ¢emu je dozna zavisnost jaCe izrazena nego u testu inhibicije LP u
sistemu lipozoma.

Razmatranjem rezultata dve antioksidativne metode koja se baziraju na inhibiciji
lipidne peroksidacije uocava se veoma sli¢no ponaSanje uzoraka vrste Arbutus unedo sa
dva razli¢ita staniSta, ali je veoma slicna aktivnost i ekstrakata vrsta BE 1 CE (pokazuju
najizraZeniju inhibiciju obezbojavanja B-karotena, a bile su najefikasnije 1 u inhibiciji
lipidne peroksidacije u sistemu lipozoma).

Tabela 4.15. Rezultati odredivanja inhibicije obezbojavanja p-karotena za ekstrakte vrste
Bruckenthalia spiculifolia sa Vlasinskog jezera

Ekstrakt 1Cso (ug/ml)
BK 9,10+ 0,81
BL 6,56+ 0,27
BC 19,62+ 0,78
BH 5,17+ 0,04
PB /

B 7,86+ 0,91
ETB 2,41+ 0,08
EAB 6,03+ 1,07

VB 6,95+ 0,35

Rezultati  antioksidativne aktivnosti ekstrakata biljnog materijala  vrste
Bruckenthalia spiculifolia (sa Vlasinskog jezera) u B-karotena/linolna kiselina testu su
prikazani u Tabeli 4.15. 1 to kao ICsy vrednosti (koncentracije ekstrakta koje dovode do
50% inhibicije). Aktivnost ovih ekstrakata je veoma izraZena, pri ¢emu je najsnazniji
ekstrakt dobijen perkolacijom herbe etanolom, odnosno kada su u pitanju frakcije
etanolnog ekstrakta, etarska frakcija (ICsp=2,14 pug/ml). Petroletarska frakcija nije dostigla
ICso vrednost u ovom ispitivanju, odnosno delovala je najslabije od svih testiranih uzoraka.

Citava paleta sintetskih antioksidanata (koji pre svega inhibiraju ili odlazu lipidnu
peroksidaciju) se koristi u cilju zastite ne samo namirnica ve¢ i lekova, pomo¢nih lekovitih
sredstava, kozmetickih preparata i1 sl. Butilhidroksianizol (BHA) i butilhidroksitoluol
(BHT), Siroko primenjivani sintetski antioksidanti, pored visoke stabilnosti, niske cene i
ostalih prakti¢nih pogodnosti, imaju nenadma$nu efikasnost u razli¢itim proizvodima.
Medutim, smatra se da sintetski antioksidanti imaju negativne posledice po zdravlje
(potencijalni promoteri kancerogeneze), pa postoje stroga ograni¢enja za njihovu primenu i
trend zamene prirodnim antioksidantima, koji su, izmedu ostalog, i veoma cenjeni od
strane potroSaca. TeZi se pronalaZzenju bezbednog i efikasnog antioksidanta, a dobri
kandidati za tako nesto su, kako su pokazala brojna ispitivanja, biljni fenoli (posebno kada
se radi o jedinjenjima koja prekidaju lanCanu reakciju), i to posebno tanini i flavonoidi
(2,121,124,137,174).

Radi poredenja su ispitivane i sposobnosti komercijalnih sintetskih antioksidanata:

BHT i BHA da inhibiraju obezbojavanje B-karotena. Pri istim uslovima u kojima su
testirani ekstrakti odredene su i ICsy vrednosti za BHT (0,03+0,00 pg/ml) i BHA
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(0,04+0,01 pg/ml). Kao $to je i ocekivano, sintetski antioksidanti pokazuju znatno veéu
aktivnost u zaustavljanju lancane reakcije lipidne peroksidacije.

Odredivanje sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala DPPH testom

Svi ispitivani ekstrakti pokazuju izuzetnu sposobnost neutralizacije slobodnih
radikala, S§to se moze videti na osnovu ICsy vrednosti koje su dobijene DPPH testom
(Tabela 4.16.). Najaktivniji su ekstrakti vrste Arbutus unedo (i to je ekstrakt biljnog
materijala iz Grcke ispoljio nizu ICsy vrednost od onog iz Crne Gore). Kako mali molekuli
(npr. hidrohinon) imaju bolji prilaz radikalu (103), verovatno su ponovo hidrohinonski
derivati, uz polifenolna jedinjenja (donore H atoma), najodgovorniji za antiradikalsku
aktivnost.

Tabela 4.16. Redosled aktivnosti etanolnih ekstrakata ispitivanih vrsta familije Ericaceae,
dobijen poredenjem IC50 koncentracija

Ekstrakt ICso (ng/ml)
A2E 5,38
AlE 7,14

BE 10,29
VE 12,05
EE 12,92
CE 14,34

Sposobnost neutralizacije slobodnog DPPH radikala koju ispoljavaju ekstrakti
biljnog materijala vrste Bruckenthalia spiculifolia (sa Vlasinskog jezera) je prikazana u
Tabeli 4.17. Ponovo najbolju antioksidativhu aktivnost ispoljava ekstrakt dobijen
perkolacijom herbe etanolom, medutim, kada su u pitanju frakcije etanolnog ekstrakta,
najaktivnija u uklanjanju slobodnog radikala je etilacetatna frakcija (ICso=1,07 pg/ml).
Ipak, aktivnost svih testiranih ekstrakata (izuzev petroletarske frakcije, Sto je 1 oc¢ekivano,
posto petroletar ekstrahuje nepolarna jedinjenja) je izuzetna — niza od 4,3 pug/ml.

Tabela 4.17. IC50 vrednosti u DPPH testu za ekstrakte vrste Bruckenthalia spiculifolia sa
Vlasinskog jezera

Ekstrakt 1Cs0 (ng/ml)
BK 2,59 +0,10
BL 3,06 £ 0,21
BC 3,04 £0,20
BH 2,29+0,19
PB 109,65 +2.42

B 2,61+ 0,40
ETB 4,27 £0,58
EAB 1,07 £0,26

VB 3,85+0,38

Redosled antioksidativne aktivnosti ekstrakata biljnog materijala vrste
Bruckenthalia spiculifolia (sa Vlasinskog jezera) je sledeci:
EAB > BH > BK > B > BC > BL > VB > ETB >>>PB (u B-karotena/linolna kiselina testu)
ETB >BH > EAB > BL > VB > B > BK > BC >>>>>PB (u DPPH testu)
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Radi poredenja antiradikalske aktivnosti ispitivana je i sposobnost komercijalnih
sintetskih antioksidanta, BHT i BHA, da uklanjaju slobodne radikale. Pri istim uslovima u
kojima su testirani ekstrakti odredene su ICsy vrednosti: 22,82+2,07 pg/ml (BHT) i1
2,44+0,09 pg/ml (BHA).

Poredenjem dobijenih koncentracija se moze zakljuciti da ekstrakti svih ispitivanih
vrsta familije Ericaceae pokazuju izuzetnu antioksidantnu sposobnost, ¢ak i da bolje
uklanjanju slobodne radikale od komercijalnog antioksidanta BHT-a. Medutim, treba
oprezno izvoditi zakljucke o ’’slabosti’’ sintetskih antioksidanta, odnosno potrebna su
paralelna ispitivanja i u ostalim test-sistemima. Naime, DPPH je stabilan radikal sa
usporenim razlaganjem i reaguje sa ve¢inom supstanci. Kao posledica toga, samo dobri H-
donori reaguju sa stabilnim radikalom na steheometrijski nacin (103): reakcija je veoma
brza a smanjenje broja DPPH- molekula odgovara broju raspoloZivih hidroksilnih grupa.
Ipak, kako reakcioni mehanizam izmedu antioksidanta i DPPH- zavisi od strukturne
konformacije antioksidanta, veliki broj jedinjenja reaguje sporije i kompleksnijim
mehanizmom. Ukoliko radikal nastao iz antioksidanta nije dovoljno stabilan, moguce su 1
mnoge druge reakcije.

OH 0]
(CH3);C_ i _C(CH3); (CH3)3C, i _C(CH;);
CHj CH,

< DPPHe DPPHH
DPPHH > (

DPPHe
Oe OH

(CH3);C C(CH3)3 (CH3):C C(CH3);  (CH3)5C C(CH;);
delokallzaclja He
odredjuje brzinu reakcije
CHj

CH,e
‘\1¢ DPPHe
DPPHe

(CH;);C C(CHs)s

CH,-DPPH
(CHa)C (CH3);C

HO

~—  (@Hac O ‘ C(CH)s
3)3

4 DPPH® oH

C(CH3)s C(CHy)

Slika 4.28. PredloZeni mehanizam reakcije DPPH* i BHT (139)

Kompleksna reakcija BHT-a i DPPH" obuhvata tri razli¢ita reakciona puta: nakon
prve najbrze reakcije (kojom reaguju brzi hvataci ovog slobodnog radikala), BHT moze
dati jo$ jedan H atom ili nakon regeneracije OH grupe dimerizacijom, ona moze da reaguje
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po drugi put sa DPPH-, daju¢i bihinoidnu strukturu. Tre¢i reakcioni put ukljucuje
kompleksiranje (Slika 4.28.).

Proucavanjem kinetike ponaSanja tri razli¢ita antioksidanta (BHT, eugenol i
izoeugenol) utvrdeno je da steheometrijske vrednosti ne objasnjavaju sve aspekte
antioksidantne efikasnosti, ¢ak 1 da postoji inverzna zavisnost steheometrije 1 brzine
reakcije $to ukazuje na to da Sto se sporije reakcija odvija, to je sloZeniji njen mehanizam.
BHT se moze smatrati najboljim antioksidantom posSto 1 mol redukuje otprilike 3 mola
DPPH", uprkos tome $to je reakcija veoma spora (zavrsava se nakon 5 h na 20 °C) (139).

Treba napomenuti da je ¢esto veoma vazna brzina uklanjanja slobodnog radikala —
potencijalne opasnosti u sistemu ¢im se on pojavi, a pre nego S$to nanese nepopravljivu
Stetu okolnim strukturama. Ipak, podaci dobijeni in vitro metodama imaju samo hemijski
znacaj 1 teSko se mogu interpretirati na bioloske sisteme, poSto ne mere bioraspolozivost,
stabilnost in vivo, zadrZzavanje antioksidanata u tkivima 1 reaktivnost in situ (175).

Veza antioksidativne aktivnosti i sadrzaja fenolnih jedinjenja

Mehanizmi koriS¢enih antioksidativnih testova su razliciti i njihovi rezultati ne
moraju da budu medusobno u korelaciji, medutim ne iskljucuju jedni druge. U slucaju
polifenola rezultati su uglavnom bliski u razli¢itim testovima, poSto su oni redukciona
sredstva koja istovremeno imaju i sposobnost neutralisanja slobodnih radikala i vezivanja
teskih i prelaznih metala u vidu kompleksa (176).

ZnaCajna povezanost antioksidantnog kapaciteta i ukupnog sadrzaja fenolnih
supstanci ukazuje na to da su fenolne supstance najzasluznije za antioksidantni kapacitet.
Utvrdena je znacajna korelacija i potvrdeno je da fenolne komponente znac¢ajno doprinose
ukupnom antioksidantnom kapacitetu lekovitog bilja (106,176). Polifenoli poseduju
idealnu hemijsku strukturu za aktivnost uklanjanja slobodnih radikala, i pokazano je da su
in vitro Cesto bolji antioksidanti od tokoferola i askorbata. Antioksidativna aktivnost
polifenola poti¢e od njihove velike reaktivnosti kao donora elektona ili vodonika, od
osobine radikala nastalih iz polifenola da stabilizuju i delokalizuju nespareni elektron
(funkcija prekidanja lancane reakcije) i da heliraju jone prelaznih metala (terminacija
Fentonove reakcije). Jo§ jedan mehanizam koji doprinosi antioksidativnim
karakteristikama fenola je sposobnost flavonoida da promene kinetiku peroksidacije
modifikacijom nacina pakovanja lipida i smanjenjem fluidnosti membrana. Ove promene
mogu sterno ometati difuziju slobodnih radikala i ograniciti reakcije peroksidacije (114).

Vrsta sa najve¢im sadrzajem ukupnih polifenola (Arbutus unedo iz Grcke) ima
najve¢u FRAP vrednost — najve¢i totalni antioksidativni kapacitet, a sa smanjenjem
sadrzaja polifenola i ova vrednost se smanjuje. Statisticki znacajna pozitivna korelacija
(p=0,019, R=0,937) je utvrdena za sadrzaj netaninskih polifenolnih supstanci i totalni
redukcioni kapacitet — FRAP. Vrednosti dobijene u FRAP ispitivanju su jo§ jace povezane
sa vrednostima ukupnih hidrohinonskih derivata — gde svakako upravo vrsta Arbutus
unedo dominira po sadrzaju arbutina i ukupnih hidrohinona: statistiCka znacajnost ove
korelacije je p=0,001 uz R=0,991.
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Sadrzaj ukupnih hidrohinonskih derivata statisticki znacajno korelira i sa ICsg
vrednostima iz DPPH testa: p=0,014 uz R=0,903. Regresionom analizom je utvrdena
statisticki znacajna korelacija izmedu sposobnosti neutralizacije DPPH radikala i sadrzaja
ukupnih polifenola (p=0,007, R=0,932), kao i sadrzaja ukupnih tanina (p=0,039, R=0,834).

Sto se ti¢e inhibicije lipidne peroksidacije, u testu obezbojavanja B-karotena je
utvrdena veoma izrazena korelacija samo sa sadrzajem fenilpropanoidnih jedinjenja
(p=0,001, R=0,97), a postoji 1 inverzna zavisnost sa sadrzajem hidrohinonskih derivata
(p=0,008, R=0,928; posto Arbutus unedo pokazuje najnizu aktivnost u B-karoten/linolna
kiselina testu, a sadrzi najvecu koli¢inu ovih jedinjenja).

Kada je u pitanju drugi test inhibicije lipidne peroksidacije (u sistemu lipozoma),
nije utvrdena statisticki znacajna korelacija ni sa jednom odredivanom grupom
sekundarnih metabolita. Postoji izvesna zavisnost inhibicije lipidne peroksidacije 1 sadrzaja
ukupnih fenilpropanoidnih jedinjenja (R=0,785; p=0,064), odnosno flavonoida (R=0,752;
p=0,084), mada je u oba slucaja p>0,05 (a p<0,05 je odabrano za kriterijum kada je u
pitanju statisticka znacajnost).

Sve ispitivane vrste pokazuju dobru antioksidativnu aktivnost. Interesantno je da
najbolju inhibiciju lipidne peroksidacije (i u testu indukovane peroksidacije u lipozomima i
u B-karoten/linolna kiselina testu) ispoljava BE (etanolni ekstrakt vrste Bruckenthalia
spiculifolia), koji sadrzi najveci procenat flavonoida, fenilpropanoidnih jedinjenja i dosta
visok (u okviru ispitivanih vrsta odmah posle vrste Arbutus) sadrzaj ukupnih polifenola. Sa
druge strane, najbolje rezultate u uklanjanju slobodnih radikala (DPPH test) i redukeciji
jona gvozda (FRAP test) ispoljava vrsta Arbutus unedo, za Sta su verovatno, barem
delimi¢no, odgovorni derivati hidrohinona (ukljuc¢ujuéi prisutni arbutin), mada ne treba
zanemariti ni izuzetno visok sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja.
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6.2. Antimikrobna aktivnost

Antimikrobna aktivnost etanolnih ekstrakata je ispitivana koris¢enjem 10 sojeva
mikroorganizama: 5 Gram-(+) 1 5 Gram-(-). Kontrole su bile diskovi sa rastvaraCem u
kome je rastvaran ekstrakt (70% etanol), kristal-violet (1mg/ml) i antibiotik na koji je
ispitivan mikroorganizam osetljiv (tetraciklin, streptomicin ili penicilin). NanoSene su dve
serije razblazenja. RazblaZeniji ekstrakti (opseg razblazenja od 1:100 do 1:20) nisu dali
merljive zone inhibicije, pa su nanoSeni koncentrovaniji ekstrakti i to: koncentracija 1
(40% rastvor etanolnog ekstrakta odnosno 2:5), koncentracija 2 (20% rastvor etanolnog
ekstrakta odnosno 1:5), koncentracija 3 (10% rastvor etanolnog ekstrakta odnosno 1:10) i 4
(5% rastvor etanolnog ekstrakta odnosno1:20).

Rezultati drugog odredivanja (sa visSim koncentracijama ekstrakata) su prikazani u
Tabeli 4.18. kao prec¢nici ocitanih zona inhibicije (pri ¢emu je pre¢nik diskova na koje su
nanoSeni uzorci 13 mm) i u Tabeli 4.19. kao % aktivnosti antibiotika 1 kristal-violeta.

Tabela 4.18. Rezultati antimikrobnog testa (preCnici zona inhibicije koje daju razliita
razblaZenja ekstrakata, 70% etanol (rastvaracd), kristal-violet i odgovarajudi antibiotik u
kulturama 10 testiranih sojeva mikroorganizama)

Mikroorganizam | A1E BE VE EE CE 70% | Kristal | Antibiotik
etanol | violet

Bacillus subtilis | 1=14.5 1,2,3=14 | 1,2=14 | 1=14 1- / 20 26
ATCC10707 2,3=14 3=13.5 4=14
Pseudomonas / / / / / / / 22
aeruginosa
ATCC9027
E. coli / / / / / / / 15
ATCC25922
Klebsiella / / / / / 13.5 16 17
pneumoniae
NCIB9111
S. epidermidis 1,2=14.5 / / / / / 21 27
ATCC12228 3=14
Micc. flavus 1=17 1=14.5 / 1,2=13.5 / / 22 37
ATCC10240 2,3=16 2=14

4=15
S. aureus / 1=14 1=14.5 / 1=16 / 17 18
ATCC29213 2,3=13.5 | 2,=14 2=15

3=13.5 3=14

Sarcina lutea 1,2=14.5 | 1=15 / 1,2=13.5 | 1=13.5 / 20 47
ATCC9391 3=14 2=14.5
E. coli / / / / / / 14 18
SY252
E. coli 1=15 / / / / / 21 23
LPCA 2=14

3=13.5
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Tabela 4.19. Antimikrobna aktivnost razlicitih koncentracija etanolnih ekstrakta ispitivanih vrsta
izraZena kao % aktivnosti koju u istom test sistemu ispoljava odgovarajudi antibiotik odnosno
kristal-violet

AlE BE EE CE VE
%ak. | %ak. | %ak. | %ak. | %ak. | % ak. % % ak. % % ak.
antib. | kristal | antib. | kristal | antib. | kristal ak. kristal ak. kristal

violeta violeta violeta | antib. | violeta | antib. | violeta
Bacillus 11,54 | 21,43 7,69 14,29 | 7,69 | 1429 | 7,69 | 14,29 | 7,69 | 14,29
subtilis 7,69 | 14,29 7,69 14,29 7,69 | 14,29 | 3,85 3,85
ATCC10707 | 7,69 | 14,29 7,69 14,29 7,69 | 14,29
7,69 | 14,29
S. 10,71 | 18,75
epidermidis | 10,71 | 18,75 / / / / / / / /

ATCC12228 | 7,14 | 12,50

Micc. flavus | 16,67 | 44,44 | 6,25 | 16,67 2,08 5,56

ATCC10240 | 12,50 | 33,33 | 4,17 | 11,11 2,08 5,56 / / / /
12,50 | 33,33
8,33 | 22,22
S. aureus 20,00 | 25,00 60,00 | 75,00 | 60,00 | 75,00
ATCC29213 / / 10,00 | 12,50 / / 40,00 | 50,00 | 40,00 | 50,00
10,00 | 12,50 20,00 | 25,00 | 20,00 | 25,00
Sarcina 441 | 21,43 | 5,88 | 28,57 | 1,47 7,14 1,47 | 7,14
lutea 4,41 | 21,43 | 441 | 21,43 | 1,47 7,14 / /
ATCC9391 2,94 | 14,29
E. coli 20,00 | 25,00
LPCA 10,00 | 12,50 / / / / / / / /
5,00 6,25

Antimikrobna aktivnost testiranih ekstrakata je prilicno slaba. Pseudomonas
aeruginosa ATCC9027, E. coli ATCC25922 i Klebsiella pneumoniae NCIB9111 nisu
osetljive ni na jedan od ispitivanih ekstrakata. Ostali mikroorganizmi daju male zone
inhibicije 1 to uglavnom kada su u pitanju najvece koncentracije ekstrakata. Medutim, ni
detektovana antimikrobna aktivnost ekstrakata nije od ve¢eg znacaja, posto jedva da ponegde
prelazi 50% aktivnosti koju na testirani mikroorganizam ispoljava odgovarajuci antibiotik ili
rastvor kristal-violeta. Kao najbolji rezultati u ovom odredivanju se mogu izdvojiti aktivnosti
ekstrakta VE i CE na soj Staphylococcus aureus: u najvisoj aplikovanoj koncentraciji dosezu
60% aktivnosti antibiotika na koji je bakterija osetljiva, odnosno u dve najviSe koncentracije
dosezu 75 1 50% aktivnosti kristal violeta. Staphylococcus aureus je koagulaza-pozitivan, §to
ga diferencira od drugih vrsta roda Staphylococcus. On je i najceséi izazivac oboljenja ljudi
(gotovo svaka osoba tokom Zivota dobije neku od infekcija koju izaziva S. aureus, od
trovanja hranom ili minorne kozne infekcije do teske infekcije koja ugrozava zivot) (177).
Gram-(+) bakterije su obi¢no osetljivije od Gram-(-) na antimikrobna jedinjenja biljaka
(145). Testirani uzorci ispoljavaju, iako veoma skromnu, antimikrobnu aktivnost upravo
prema Gram-(+) koriS¢enim sojevima (jedini izuzetak je etanolni ekstrakt vrste Arbutus
unedo koji ne deluje na S. aureus, ali ispoljava odredenu antimikrobnu aktivnost prema
Gram-(-) bakteriji: laboratorijskom soju divlje E. coli).

89



Sto se ti¢e dosadasnjih ispitivanja antimikrobne aktivnosti ispitivanih biljnih vrsta,
ona se svode na umerenu aktivnost ekstrakta korena vrste Arbutus unedo prema sojevima E.
coli 1 Staphylococcus aureus (59) 1 bakteriostatsku aktivnost metanolnog ekstrakta semena
vrste Calluna vulgaris prema sojevima Staphylococcus aureus i1 Staphylococcus hominis (sa
MIC 0,1 pg/ml) (86).

Potvrdena je 1 aktivnost ekstrakta listova vrste Arbutus unedo protiv protozoa
Leishmania tropica (80) 1 Trichomonas vaginalis (81).

WHO monografija droge Uvae ursi folium navodi da 30% etanolni ekstrakt ove droge
in vitro inhibira rast sojeva: Bacillus subtilis, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium, Serratia marcescens 1 Staphylococcus aureus, dok 95% etanolni ekstrakt ne
pokazuje antibakterijsku aktivnost. Postoji podatak i o antimikrobnoj aktivnosti koju etanolni
ekstrakt in vitro ispoljava prema sojevima E. coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus faecalis
1 Enterobacter aerogenes, pri cemu se antibakterijska aktivnost pripisuje prisustvu arbutina

(18).

Uzorak u ¢ijem biljnom materijalu je HPLC analizom utvrdeno prisustvo arbutina
(A1E) nije ispoljio znacajnu antimikrobnu aktivnost ni prema jednom od testiranih sojeva.

6.3. Spazmoliticka aktivnost

Ekstrakti listova i korena vrste Arbutus unedo ispoljavaju snazan endotel-zavisni
vazorelaksantni efekat, koji ukljucuje aktivaciju endotelijalne NO sintaze i cGMP sintaze
(61,64). Pored poznate uloge u vazorelaksaciji, NO je vazan medijator relaksacije i glatkih
misi¢a GIT-a (151). Kako se spazmoliticka aktivnost koju ispoljavaju brojni biljni ekstrakti
objasnjava prisustvom fenolnih jedinjenja, a njihov sadrzaj u ovoj biljnoj vrsti je znacajan,
izvrSeno je ispitivanje uticaja ekstrakata vrste Arbutus unedo sa dva lokaliteta na
kontraktilnost izolovanog ileuma pacova.

Arbutus unedo

U cilju utvrdivanja spazmoliticke aktivnosti, prvo je ispitivan uticaj etanolnih
ekstrakata (A1E — etanolni ekstrakt listova vrste Arbutus unedo iz Crne Gore i A2E —
etanolni ekstrakt listova vrste Arbutus unedo iz Gréke) na spontane kontrakcije izolovanog
ileuma pacova. Oba ekstrakta u ispitivanim koncentracijama (0,03 — 10 mg/ml) dovode do
sniZzavanja tonusa spontanih kontrakcija ileuma, i to na dozno-zavisan nacin (Slika 4.29.), §to
ukazuje na spazmoliticku aktivnost.

A2E pokazuje statisticki znacajno visu aktivnost od AlE (p<0.05), $to se moze

.....

ICso (A1E) =5,26 + 0.98 mg/ml
ICs0 (A2E) = 1,66 + 0.39 mg/ml
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Slika 4.29. Miorelaksantni uticaj ekstrakata AIE i A2E na spontane kontrakcije (zavisnost
primenjene doze i postignutog % relaksacije)

Uticaj na pokretljivost creva je procenjivana na osnovu sposobnosti ekstrakata da
blokiraju kontrakcije izazvane agonistima, odnosno meren je efekat A1E i A2E na
acetilholinom indukovane kontrakcije izolovanog ileuma pacova. Acetilholin (Ach) u
koncentracijama od 6,9 do 69000 nM izaziva fazne kontrakcije tkiva sa ICsy vredno$éu
1529,69 + 194,57 nM. A1E i A2E dovode do znacajne koncentraciono-zavisne inhibicije
Ach indukovanih kontrakcija (Slike 4.30. a i b). Atropin u potpunosti blokira efekte Ach.

a) b)
) 100 1 —*— kontrola
100 —e—kontrola —5—0,3 mg/ml A2E
—0— 0,3 mg/ml A1E —*— 1 mg/ml A2E
801 —a—1 mg/ml AME 80 —o— 3 mg/ml A2E
—0—3 mg/ml A1E % 60
kontrakcije
% 60 40
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401 207
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04
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Slika 4.30. Uticaj ekstrakata AIE (a) i A2E (b) na acetilholinom indukovane kontrakcije
izolovanog ileuma pacova

A2E je efikasniji od A1E (p<0,05) i kada je u pitanju relaksacija Ach indukovanih
kontrakcija, odnosno:
ICso (A1E) =79526,71 + 6816,28 nM
ICso (A2E) = 50793,24 + 4912,35 nM

Da bi se ispitao mehanizam dejstva ekstrakata na pokretljivost creva, kori§¢ene su
visoke koncentracije K" (80 mM). Kao $to se vidi na Slici 6.31. a, AIE i A2E (u
koncentracionom opsegu od 0,01 do 3 mg/ml) izazivaju koncentraciono-zavisnu relaksaciju
K"-indukovanih kontrakcija izolovanog ileuma sa ICs, vrednostima:

A1E: 0,76 + 0,05 mg/ml
A2E: 0,62 + 0,03 mg/ml
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Slika 4.31. Uticaj ekstrakata AIE i A2E (a) i verapamila (b) na kontrakcije izolovanog ileuma
pacova indukovane jonima kalijuma

Relaksacija koja se javlja uz primenu ispitivanih ekstrakata na kalijumom
prekontrahovano tkivo je sli¢na relaksaciji koju izaziva poznati blokator kalcijumovih kanala
— verapamil (Slika 4.31. b).

Slika 4.32. (a 1 b) pokazuje krive kalcijum hloridom indukovanih kontrakcija ileuma pacova
u medijumu bez Ca’" koji je bogat K*, u odsustvu i u prisustvu AI1E i A2E. A1E i A2E
pomeraju krive zavisnosti odgovora tkiva od koncentracije kalcijuma na desno, sli¢no kao i
verapamil (Slika 4.32. ¢).

ICso vrednosti dobijene sa krivih zavisnosti kontrakcija od koncentracije Ca*" u
prisustvu testiranih uzoraka (u najve¢im testiranim koncentracijama 3 mg/ml za ekstrakte i
0,3 uM verapamila) su sledece:

ICso(A1E) = 31,02 mmol/l,
ICso (A2E) = 45,11 mmol/l,
ICs¢ (verapamil) = 29,43 mmol/l,
a vrednosti odgovarajucih kontrolnih kriva su: 2,60, 5,26 1 3,18 mmol/I.

Regulacija kontraktilnosti glatkih gastrointestinalnih miSi¢a zavisi od intracelularne
koncentracije Ca®". Acetilholin, neurotransmiter postganglijskih zavrietaka parasimpatickog
nervnog sistema, stimuliSe pokrete glatkih miSi¢a ileuma. On deluje preko muskarinskih
receptora i poveéava intracelularnu koncentraciju Ca*". U visokim koncentracijama (80 mM)
K" aktivira voltazno zavisne Ca®" kanale da pokrenu ulazak Ca’", odnosno dovodi do
kontrakcije glatkih migi¢a putem otvaranja voltazno-zavisnih Ca®" kanala. Supstance koje
blokiraju kontrakcije indukovane visokim koncentracijama K' se smatraju kalcijumskim
blokatorima (154,178).
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Slika 4.32. Uticaj ekstrakata AIE (a), A2E (b) i verapamila (c) na kontrakcije izolovanog ileuma
pacova indukovane jonima kalcijuma

Nasi rezultati pokazuju da etanolni ekstrakti listova vrste Arbutus unedo poseduju
znacajnu spazmoliticku aktivnost. Oba testirana uzorka ispoljavaju inhibitorni efekat, ne
samo na spontane kontrakcije izolovanog ileuma pacova, ve¢ i na kontrakcije indukovane
acetilholinom, jonima kalijuma i kalcijuma, a njihov efekt na ovaj izolovani preparat je
veoma slican sa efektom koji ispoljava verapamil (komercijalni sintetski blokator
kalcijumovih kanala). Namece se zakljucak da se utvrdeni spazmoliticki efekat odvija preko
inhibicije kalcijumovih kanala. Ovakav mehanizam dejstva je donekle i ocekivan, posto je
poznato da komponente sa spazmolitickim efektom prisutne u razli¢itim lekovitim biljkama
obi¢no ispoljavaju svoje dejstvo putem blokade kalcijumovih kanala. Upravo blokada
kalcijumovih kanala je odgovorna za pozitivan uticaj mnogih biljaka na gastrointestinalni,
respiratorni i kardiovaskularni sistem (178,179).

Antagonisti kalcijuma pozitivno uti¢u na GIT poremecaje kao Sto su abdominalni
gréevi 1 dijareja. Droge koje sadrze flavonoide i tanine su efikasni antidijaroici a spreavaju i
inflamaciju posto oblazu sluzokozu tankog creva (57,180). Uz znacajne koli¢ine polifenolnih
jedinjenja (ukljucujuéi tanine i flavonoide) i izrazenu spazmolitiC¢ku aktivnost, listovi vrste
Arbutus unedo bi mogli biti od velike koristi u tretmanu stomacnih poremecaja. Kako
nagomilavanje ROS tokom akutne infekcije GIT moze pogorSati stanje pacijenta, snazna
antioksidativna aktivnost ove biljne vrste doprinosi ukupnoj terapijskoj efikasnosti u
pomenutoj indikaciji.

Flavonoidi su najvaznija grupa sekundarnih metabolita biljaka (uz saponine i
kumarine) kada je u pitanju spazmolitiCka aktivnost (179,181). Flavonoidi deluju kao
spazmolitici tako Sto relaksiraju glatke miSi¢e razli¢itih delova ljudskog tela. Dokazano je da
relaksiraju toni¢ne i fazi¢ne kontrakcije izolovanog ileuma pacova, redukuju tonus izolovane
traheje zamorca, uterusa i krvnih sudova pacova (155). Verovatno su upravo flavonoidi,
barem delom, odgovorni za spazmoliticku aktivnost uzoraka A1E 1 A2E. Najsli¢nije
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ispitivanje koje je radeno je procena vazorelaksantnog dejstva vodenog ekstrakata listova
vrste Arbutus unedo na izolovanoj aorti pacova. Mehanizam vazorelaksantnog dejstva je
endotel-zavisan i ukljucuje aktivaciju endotelijalne NO-sintetaze bez aktivacije muskarinskih
receptora. Oligomerni kondenzovani tanini i katehin galat su odgovorni za dejstvo, a arbutin
ne ispoljava vazorelaksantnu aktivnost (64).

StaniSte biljne vrste ocigledno utiCe na njen sastav (pre svega kada je u pitanju
koli¢ina zastupljenih sekundarnih metabolita) i aktivnost. Tako A2E (etanolni ekstrakt vrste
Arbutus unedo poreklom iz Grcke) ispoljava jacu antioksidativnu i spazmoliticku aktivnost
od uzorka A1E (etanolni ekstrakt vrste Arbutus unedo poreklom iz Crne Gore). Sa druge
strane, u biljnom materijalu iz Crne Gore je utvrden visi sadrzaj arbutina — komponente
odgovorne za uroantisepti¢ne efekte.

Erica arborea

Uticaj etanolnog ekstrakta vrste Erica arborea (EE) na spontane i acetilholinom
indukovane kontrakcije izolovanog ileuma pacova je ispitivan u cilju poredenja sa
utvrdenom spazmolitickom aktivnosc¢u vrste Arbutus unedo.

U prvoj eksperimentalnoj seriji registrovan je kumulativni uticaj EE na spontane
kontrakcije ileuma pacova. Ekstrakt u ispitivanim koncentracijama (0,01 — 1 mg/ml) dovodi
do sniZzavanja tonusa spontanih kontrakcija ileuma i to na dozno-zavisan nacin (Slika 4.33.),
Sto ukazuje na spazmoliticku aktivnost. lako najveca koncentracija (1 mg/ml) uzrokuje
statisticki znacajno smanjenje kontraktilnosti ileuma, za 27,424+3,15% (p<0,01), u ovom
opsegu koncentracija ICsy vrednost nije dostignuta. Aktivnost EE na spontane kontrakcije je
niza u odnosu na efekte koje ispoljavaju A1E i A2E (Slika 4.29.).
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Slika 4.33. Miorelaksantni uticaj ekstrakta EE na spontane kontrakcije (zavisnost primenjena doze
i postignutog % relaksacije)

Uticaj EE na pokretljivost creva je procenjivana na osnovu sposobnosti ekstrakta da
blokira kontrakcije izazvane agonistima, odnosno meren je efekat na acetilholinom
indukovane kontrakcije izolovanog ileuma pacova. Koris¢en je Ach u koncentracijama od 5
do 1500 nM 1 EE u koncentracijama od 0,3 do 1 mg/ml. EE dovodi do koncentraciono-
zavisne inhibicije Ach indukovanih kontrakcija (Slika 4.34), odnosno, u prisustvu etanolnog
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ekstrakta Erica arborea stimulativni efekti acetilholina su bili umanjeni. Koncentracija EE
od 0,3 mg/ml inhibira kontrakcije ileuma pacova indukovane acetilholinom za 10,84+2,75%
a maksimalna testirana koncentracija (1 mg/ml) dovodi do smanjenja od 33,5844.75%
(p<0.01). Atropin u potpunosti blokira efekte Ach.

L0 9 —4— kontrola

—m—EE (0,3 mg/ml)
EE (1 mg/ml)

0] 2 4 ] 8

Slika 4.34. Uticaj ekstrakta EE na acetilholinom indukovane kontrakcije izolovanog ileuma
pacova

Dobijeni rezultati pokazuju da i1 etanolni ekstrakt vrste Erica arborea statisticki
znacajno umanjuje tonus kontrakcija izolovanog ileuma pacova, odnosno izaziva
spazmoliticke efekte. Medutim, aktivnost ekstrakta EE je niza u odnosu na ekstrakte A1E i
A2E.

Inhibitorni efekti svih testiranih ekstrakta su reverzibilni (nestaju nakon ispiranja
preparata fizioloSkim rastvorom), Sto ukazuje na to da utvrdeni spazmoliticki efekti nisu
posledica ireverzibilnih oStecenja ileuma.

6.4. Antiinflamatorna aktivnost

Primenom karageninskog testa akutne inflamacije Sapice pacova utvrdeno je da svi
testirani uzorci (ekstrakti 1 frakcije biljne vrste Bruckenthalia spiculifolia sa Vlasinskog
jezera) u primenjenim dozama (50, 100 i 200 mg/kg telesne mase pacova davano per os)
ispoljavaju znacajanu antiinflamatornu aktivnost (Tabela 4.20.). Iako se kod svakog
ekstrakta uocava dozno-zavisan efekat (sa porastom doze povecava se i antiinflamatorna
aktivnost), razlike u efektu izmedu pojedinih doza samo u nekim slucajevima dostizu nivo
statisticke znacajnosti (krajnja desna kolona Tabele 4.20.).

Indometacin, koris¢en kao pozitivna kontrola, je u dozi od 4 mg/kg dovodio do
smanjenja edema za oko 50%. Efekti testiranih uzoraka su uporedivi sa antiinflamatornim
efektom ovog snaznog sintetskog NSAIL. U najvecoj testiranoj dozi gotovo svi uzorci
(izuzev etarske i petroletarske frakcije) ispoljavaju jaci efekat od indometacina. Etilacetatna i
vodena frakcija, kao i etanolni ekstrakt herbe dobijen perkolacijom, i u najnizoj (50 mg/kg)
aplikovanoj dozi obezbeduju inhibiciju od preko 50%. Etilacetatna i vodena frakcija
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ispoljavaju najsnazniji i medusobno veoma sli¢an efekat, dok etarska i petroletarska frakcija
pokazuju najslabiji efekat od svih testiranih uzoraka. Kada su u pitanju ekstrakti razli¢itih
biljnih delova, njihova aktivnost je veoma bliska, ali se ipak kao neSto efikasniji mogu
izdvojiti ekstrakti herbe i listova u odnosu na cvet i, posebno, koren.

Tabela 4.20. Rezultati ispitivanja antiinflamatorne aktivnosti ekstrakata vrste Bruckenthalia
spiculifolia sa Vlasinskog jezera

Ekstrakt % + SD
Doza (mg/kg p.o.)
50 100 200
BK 38,50+9,95°¢ 40,77 £ 8,67°¢ 52,37+7,03° | 50:100™; 100:200 %
50:200°
BL 4822 +11,89° 53,24 + 8,93 ¢ 58,03+ 15,04° | 50:100 ™; 100:200 ™,
50:200 ™
BC 41,15+7,38°¢ 42,53 +11,54° 57,28 +£11,60° | 50:100 ™; 100:200 ™;
50:200™
BH 51,12+ 6,26 ¢ 56,65+ 6,57 ¢ 61,24+ 15,89° | 50:100 ™; 100:200 ™,
50:200°
PB 27,53 +8,84°¢ 36,36 +9,12°¢ 43,11 £10,82°¢ | 50:100 ™; 100:200™;
50:200*°
B 36.86+10.32° 46,45 +10,62° 58,06+9,23° | 50:100 ™; 100:200 ™,
50:200°
ETB 17,79 + 13,51° 30,97 + 15,42° 39,92 +7,72°¢ | 50:100 ™; 100:200 ™;
50:200°
EAB 55,81 +9,12°¢ 58,07 +11,05° 62,86+9,18° | 50:100 ™; 100:200 ™,
50:200™
VB 53,87 +6,23°¢ 57,28 +11,67°¢ 63,04 +8,42° | 50:100 ™; 100:200 ™;
50:200*°
DMSO (1 ml/kg p*
p.o.) 0,00+ 10,23
Indometacin
(4 mg/kg p.o.) 50,28 £ 6,4

“p<0,05;"p<0,01;°p<0,001 prema kontrolnoj grupi
* p — zna&ajnost razlike izmedu pojedinih doza unutar iste grupe: ™ nije zna¢ajno; * p < 0,05; ° p <
0,01; °p <0,001

Kako injekcija karagenina dovodi do lokalne akutne inflamatorne reakcije, a
proizvodnja metabolita arahidonske kiseline je glavni faktor ukljuCen u obe faze
karageninom izazvane inflamacije, antiinflamatorna aktivnost ekstrakata biljne vrste
Bruckenthalia spiculifolia se moze povezati sa inhibicijom oslobadanja ili sinteze proizvoda
ciklooksigenaze i/ili lipooksigenaze. Sa druge strane, druga faza karageninom indukovane
inflamacije je povezana i sa infiltracijom neutrofila i posledi¢cnom hiperprodukcijom ROS,
pa antiinflamatorna aktivnost moze biti, barem delom, posledica inhibicije infiltracije
neutrofila, kao i uklanjanja slobodnih radikala.
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Najveca grupa biljnih sekundarnih metabolita sa sposobnos¢u modifikacije
inflamatornih puteva su polifenoli: flavonoidi, lignani, floroglucinoli, hinoni, stilbeni,
fenilpropanoidi i diarilheptanoidi. Brojna istrazivanja su pokazala da mnoge aktivne
komponente biljaka, pre svega flavonoidi i fenolkarbonske kiseline, spreavaju infiltraciju
neutrofila u inflamirano podrucje i1 uklanjaju slobodne radikale pa deluju antiinflamatorno.
Flavonoidi mogu da inhibiraju 5-lipooksigenazu i ciklooksigenazu, a deluju i kao inhibitori
PLAZ2, pa uticu na biosintetske puteve prostanoida (63,156,159).

Flavoni generalno pokazuju nesto snaznije antiinflamatorno dejstvo od izoflavona,
flavonola i flavanona. Flavonoli modifikuju inflamatorni odgovor, barem delom,
modulacijom sinteze prostanoida i produkcije citokina. Flavonol kvercetin, koji ispoljava
Sirok spektar bioloskih i farmakoloskih aktivnosti, je jedan od flavonoida (pored luteolina,
vogonina, apigenina, fisetina i baikaleina) ¢ija je antiinflamatorna aktivnost potvrdena u
razli¢itim in vitro 1 in vivo modelima. Ciljna mesta njegovog delovanja ukljucuju: TNF-aq,
IL-6, MMP-2 i MMP-9, RANTES, MIP-2, NO (smanjuje ekspresiju iNOS), NF-kB, 1L-4,
IL-8, MCP-1, B-heksozaminidaza, 15-LOX-1, LOX L1, PGE2,... Antiinflamatorni efekat
kvercetina je potvrden i histoloSkim ispitivanjima. Kada je u pitanju karageninom izazvana
inflamacija, kvercetin prevenira i ranu i kasnu fazu inflamatornog odgovora (posto je
efikasan kada se primeni 1h pre ili zajedno sa karageninom) kao rezultat supresije
transkripcije COX-2 mRNK, insertovanja (na koncentraciono- i pH-zavisan nacin) u lipidni
dvosloj membrane, inhibicije oslobadanja TNF-a (i posledicnog smanjenja nivoa PGE2) i
antioksidativnog kapaciteta. Izovercitrin i rutin ispoljavaju slicne efekte kao kvercetin, Sto
ukazuje na to da Secerna komponenta prisutna kod flavonolnih glikozida ne utice, ili barem
ne negativno, na antiinflamatornu aktivnost (156,182,183).

Namecée se zaklju¢ak da su kvercetin i1 njegovi glikozidi (kvercitrin kao
najzastupljeniji, sa Cak 70,91 mg/g ekstrakta, ali 1 izokvercitrin, nepoznati glikozid
kvercetina 1 rutin), koji su detektovani HPLC analizom u etanolnom ekstraktu herbe
Bruckenthalia spiculifolia, odgovorni, barem delom, za utvrdene efekte ekstrakata i frakcija
ove vrste u testiranom modelu akutne inflamacije. Visok sadrzaj ukupnih polifenola
(flavonoida ali i tanina i fenilpropanoida) i snazna antioksidativna aktivnost verovatno
doprinose antiinflamatornom dejstvu. Sa druge strane, kako je proizvodnja metabolita
arahidonske kiseline glavni faktor ukljucen u obe faze karageninom indukovane inflamacije,
moze se pretpostaviti da je mehanizam antiinflamatornog dejstva povezan sa inhibicijom
sinteze 1 oslobadanja ovih medijatora inflamacije.

Kao §to je i ocekivano, rezultati antiinflamatorne i antioksidativne aktivnosti su u
korelaciji (posebna slicnost u redosledu aktivnosti se uoCava sa testom inhibicije
obezbojavanja B-karotena koji simulira lipidnu peroksidaciju).

Ovo su prvi podaci o farmakoloSkim efektima biljne vrste Bruckenthalia spiculifolia,
a ukazuju na znacajnu antiinflamatornu aktivnost, pa i potencijalnu efikasnost ove vrste u
terapiji akutne inflamacije.

Sto se ti¢e ostalih predstavnika ove familije, u literaturi postoje podaci da:
e vodeni ekstrakt vrste Arbutus unedo ublazava akutnu inflamaciju plu¢a misa (39).
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e Calluna vulgaris inhibira ciklooksigenazu (53), lipooksigenazu i humanu leukocitnu
elastazu (54) (zahvaljuju¢i pre svega prisustvu ursolne kiseline — snaznom prirodnom
antiinflamatornom sredstvu). U modelu karageninom izazvanog edema Sapice miSa
najaktivnija je etilacetatna frakcija etanolnog ekstrakta herbe Calluna vulgaris sa
najzastupljenijim flavonolnim glikozidom: kemferol-3-O-B-D-galaktozidom (48). To je
isti eksperimentalni in vivo model koji je koriS¢en za ispitivanje ekstrakata vrste
Bruckenthalia spiculifolia, pri ¢emu je najaktivnija bila takode etilacetatna frakcija
(verovatno i ona zahvaljuju¢i flavonolnim glikozidima).

e vrste Erica arborea, Erica bocquetii, Erica manipuliflora i Erica sicula subsp. libanotica
pokazuju znacajnu antiinflamatornu aktivnost u 3 in vivo modela. U modelu karageninom
izazvanog edema Sapice miSa ponovo etilacetatna frakcija metanolnog ekstrakta listova
vrste Erica arborea ispoljava najsnazniji efekat — uporediv sa efektom indometacina
(63).

e 50% metanolni ekstrakt listova vrste Arctostaphylos uva-ursi ispoljava antiinflamatorni
efekat u in vivo modelu lokalne inflamacije uha misa (davan intragastri¢no, 100 mg/kg) i
potencira efikasnost prednizolona 1 deksametazona, pri ¢emu arbutin nije komponenta
odgovorna za ovaj efekat (18).

6.5. In vivo odredivanje antiiritantne aktivnosti

Razliciti biljni ekstrakti su veoma cenjeni u leCenju rana, tretmanu ostecene, iritirane
1 ostarele koze i kao topikalni tretman razli¢itih koznih oboljenja. Posto je inflamacija
zajednicki Cinilac veline dermatoza, posebna paznja se obraca na ekstrakte sa
antiinflamatornom aktivnoS¢u pa se oni i naj¢eSce inkorporiraju u topikalne preparate
(184,185).

Ispitivanja odabranih vrsta familije Ericaceae na humanoj kozi do sada nisu radena,
uprkos tome S$to se one tradicionalno koriste (a Calluna vulgaris 1 u savremenoj
komercijalnoj kozmetici) u tretmanu razlicitih stanja i poremecaja koze.

Uticaj hidrogelova, pripremljenih sa suvim etanolnim ekstraktima, na vestacki
iritiranu  kozu je ispitivan neinvazivnim metodama bioinzenjeringa na kozi zdravih
dobrovoljaca nakon iritacije izazvane Na-lauril-sulfatom (SLS). U cilju utvrdivanja
potencijala ispitivanih ekstrakata da modifikuju reakciju iritacije, pracena je njihova
sposobnost da redukuju eritem, hidriraju kozu i vra¢aju pH koZze na pocetne vrednosti.

Od 29 regrutovanih dobrovoljaca, koji su potpisali informisani pristanak za ucesc¢e u
studiji, 18 je zavrSilo studiju (17 zena, 1 muskarac; starosti od 20 do 59 godina, prosek
godina 37,28+11,30).

Interesantno je naglasiti da veliki deo najmladih dobrovoljaca (5 Zena, 4 muskarca;
starosti od 20 do 24 godine, prosek godina 21,78+1,23) nije razvio iritaciju nakon aplikacije
12% rastvora SLS. Ovo se moZe objasniti veoma dobrom barijernom funkcijom i boljim
puferskim kapacitetom koze (obzirom da je SLS baza) mladih osoba u odnosu na starije.
Dobrovoljci kod kojih se nije razvila iritacija i dva dobrovoljca (2 Zene; starosti 40 1 32
godine) koja nisu ispostovala protokol studije su iskljuceni iz istraZivanja.
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Dobrovoljci su podeljeni u dve grupe: prva (9 ispitanika: 8 zena, 1 muskarac; prosek
godina 39,78+10,11) je koristila uzorke Al, A2 i P, a druga grupa (9 Zena, prosek godina
34,78+11,87) uzorke B, C, Vi E.

Odredivanje elektri¢ne kapacitativnosti koze (EC)

Poremec¢aj SC barijere koji izazivaju surfaktanti, posebno SLS, ukljucuje
dezorganizaciju lipidnog dvosloja, pojacano preuzimanje vode od strane SC i prolazno
bubrenje korneocita, koje neposredno nakon iritacije vodi porastu EC iritirane koze. lako
trajanje ovog stanja hiperhidratacije nije utvrdeno, ono je prac¢eno subbazalnim vrednostima
hidratacije, Sto se objaSnjava nepotpunim oporavkom lipidne i proteinske strukture SC i
posledicnom redukcijom kapaciteta za vezivanje vode (160).

Okluzija sa 12% rastvorom SLS u provokativnom testu iritacije znacajno snizava
nivo hidratacije koze 24h nakon iritacije u odnosu na bazalne vrednosti na svim test
mestima, osim onim tretiranim placebom i uzorcima Al i A2 i iritiranom mestu koje sluzi
kao kontrola (UCO) (Slika 4.36.). Ovo moze biti objaSnjeno produzenim preuzimanjem vode
od strane SC nakon iritacije koze na ovim test mestima usled interindividualnih razlika koze
ispitanika (gelovi Al, A2 i P su testirani na jednoj istoj grupi ispitanika!). Ipak, ocekivani
pad nivoa hidratacije se uocava kasnije u toku studije i kod netretiranih i kod test mesta
tretiranih uzorcima A1l i A2, dok se na kozi tretiranoj placebom vidi dalji rast vrednosti EC.
Verovatno prisustvo ksantan gume, koja je koriS¢ena za geliranje, spreCava ocekivano
isusivanje koze. Ksantan guma je poznati humektans a potvrdeno je i da njena topikalna
primena §titi lipide humane koze (186). Namece se zakljucak da formulisani hidrogel per se
moze da blokira redukciju kapaciteta za vezivanje vode kod koze hiperhidrirane neposredno i
nakon iritacije SLS.

Tretman koze gelovima Al i A2 je doveo do poboljsanja nivoa hidratacije koze
nakon 7 dana u odnosu na bazalne vrednosti, mada to poboljSanje nije statisticki znacajno.

Okluzija sa 12% SLS je dovela do znacajnog smanjenja nivoa hidratacije na svim
ostalim test mestima u odnosu na bazalne vrednosti (Slika 4.35.).
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Slika 4.35. Uticaj iritacije i ispitivanih gelova nakon iritacije na EC. Vrednosti EC su izraZene kao
apsolutne promene u odnosu na bazalne vrednosti u razli¢itim vremenskim tackama. Razlike u
odnosu na bazalne vrednosti su proveravane koriséenjem uparenog t-testa pri Cemu je statisticka
znacajnost obeleZavana *; razlike efekata gelova u odnosu na UCO i placebo (P) su proveravane
koriSéenjem neuparenog t-testa pri Cemu je statistiCka znacajnost obeleZavana #, odnosno &.

Gel C je znacajno povecavao hidrataciju koze nakon 7 dana, mada bez znacajne
razlike u odnosu na ostale uzorke. Ocigledno je da, izuzev u sluc¢aju uzorka C, dodavanje
ekstrakata nema aditivne efekte na postojec¢u sposobnost ksantan gume da efikasno hidrira
kozu i Cak sprec¢i redukciju kapaciteta za vezivanje vode koze hiperhidrirane nakon SLS
iritacije. Moze se Cak pretpostaviti da postoji neka vrsta kompeticije za vezivanje vode
izmedu koze i nekih komponenata (verovatno sluzi) inkorporiranih ekstrakata, tako da
aktivni gelovi (za razliku od placeba) zadrzavaju vodu na povrsini koze onemogucavajuci
time njen dalji transport. Neophodna su detaljnija fizi€¢ko-hemijska ispitivanja da bi se
potvrdilo ovo vezivanje i zadrzavanje vode i1 rasvetlio mehanizam ovog efekta testiranih
ekstrakata kada su inkorporirani u gel sa ksantan gumom. Prili¢no visoke vrednost brojeva
bubrenja biljnog materijala ispitivanih ekstrakata bi mogle, barem delom, da objasne
ispoljenu higroskopnost.

lako je primena svih gelova dovela do porasta vlaznosti koze (porast EC), u
poredenju sa UCO (ova razlika je statisticki znacajna samo za gel C), ne moze se izvesti
zakljucak o boljem potencijalu testiranih gelova u odnosu na placebo uzorak.

Ako stanje koze nakon iritacije SLS postavimo za vrednost 1, odnosno dovodenjem
svih krivih promene parametra EC na isti pocetak (Slika 4.36.), moZe se jednostavnije pratiti
nivo hidriranosti koze nakon primene aktivnih gelova i placeba, odnosno hidriranost
neiritirane (U) i koze iritirane SLS-om a koja je ostavljena bez ikakvog tretmana (K). I ovde
se jasno vidi da gel C pokazuje najbolji uticaj na hidrataciju.
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Slika 4.36. Uticaj ispitivanih gelova na EC (pocetna iritacija na svim mestima izjednacena)
Odredivanje eritema indeksa koze (EI)

Kao sto je i ocekivano, vrednost parametra EI, koji je mera eritema koze, je znacajno
porasla nakon iritacije provocirane SLS-om na svim test mestima u odnosu na bazalne
vrednosti (Slika 4.37.), ukljucujuéi i kontrolno mesto (UCO).

Svi testirani uzorci su zna¢ajno smanjivali eritem u toku sedmodnevne studije. Posto
je znaCajna promena vrednosti EI izmerena i1 nakon tretmana placebom, moze se
pretpostaviti da efikasna hidratacija uz protektivnu ulogu na lipide humane koze, koju
ispoljava ksantan guma, dovodi do poboljSanja sopstvenog kapaciteta koze da smiri iritaciju
nakon 7 dana (187). Poznato je da efikasna hidratacija ¢ini kozu manje osetljivom na iritaciju
1 ubrzava oporavak poremecene kozne barijere (188). Ipak, gelovi sa ekstraktima CE, BE,
EE 1 VE, koji nisu pokazali znafajan vlaze¢i kapacitet (Slika 4.35.), su svi statisticki
znacajno snizavali povisene vrednosti EI iritirane kozZe u poredenje sa UCO, $to se moze
objasniti upravo prisustvom ekstrakata.

Aktivnost testiranih gelova na EI je u skladu sa rezultatima odredivanja sadrZaja
hlorogenske kiseline. Sadrzaj ukupnih fenilpropanoidnih derivata, koji se izrazava u %
hlorogenske kiseline, je za ekstrakte sledio redosled:

BE>VE>CE>EE>AIE>A2E

a HPLC analiza je potvrdila prisustvo hlorogenske kiseline u ekstraktima CE, VE, EE i u
tragu u ekstraktu BE (u kome je utvrden najvisi nivo ukupnih fenilpropanoidnih derivata).
A1E 1 A2E u svojim hromatogramima nisu imali pik koji bi mogao pripadati hlorogenskoj
kiselini. Hlorogenska kiselina ispoljava antiinflamatornu aktivnost koja je posredovana
inhibicijom produkcije PGE,, antiedematoznu i antinociceptivnu aktivnost, verovatno usled
inhibicije periferne sinteze/oslobadanja inflamatornih medijatora ukljucenih u ove odgovore,
a izuzetno snazno inhibira i mikrozomalnu lipidnu peroksidaciju (189-191).
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Slika 4.37. Uticaj iritacije i ispitivanih gelova nakon iritacije na EI. Vrednosti EI su izraZene kao
apsolutne promene u odnosu na bazalne vrednosti u razli¢itim vremenskim tackama. Razlike u
odnosu na bazalne vrednosti su proveravane koriséenjem uparenog t-testa pri Cemu je statisticka
znacajnost obeleZavana *; razlike efekata gelova u odnosu na UCO i placebo (P) su proveravane
koriSéenjem neuparenog t-testa pri Cemu je statisticka znacajnost obeleZavana #, odnosno &.

IzraZena aktivnost testiranih gelova na snizavanje EI iritirane koZe se moZe povezati i
sa antioksidativnom aktivnoS¢u inkorporiranih ekstrakata. Svaka povreda koze indukuje
kompleksnu reakciju koja ukljucuje i ranu inflamaciju uz oslobadanje ROS koji u visokim
koncentracijama mogu ozbiljno ostetiti tkivo (192). Obzirom da je oksidativni stres ukljucen
u hemijski-indukovane reakcije koze (kao S§to je akutni iritantni kontaktni dermatitis),
topikalna primena antioksidanata moze zastiti povredeno tkivo od toksi¢nih efekata ROS,
odnosno ublaziti inflamaciju 1 poboljSati stanje koze (193).

Posto su PUFA veoma podlozne peroksidaciji, njithova peroksidacija je jedna od
najistrazenijih posledica dejstva ROS na strukturu i funkciju membrane (114). Proizvodi
lipidne peroksidacije ispoljavaju brojne toksi¢ne efekte u ¢elijama sisara, a kada je stanje
koze u pitanju, mogu dovesti do pojave hiperkeratinoze, diskeratinoze, intraepidermalnog
edema i spongioze (194). Upravo zbog toga je inhibicija LP metoda izbora kada se ispituje
antioksidativna aktivnost topikalnih preparata ili njithovih komponenata.

Gel C je pokazao najbolji potencijal da snizava EI eksperimentalno iritirane koze.
lako ekstrakt CE ima visok sadrzaj fenilpropanoida (mada nizi nego BE i EE), flavonoida i
tanina, kao i dobar potencijal da zaustavlja LP (u oba testirana sistema), najverovatnije je
prisustvo hlorogenske kiseline (dominantan pik u HPLC hromatogramu ekstrakta)
najzasluznije za uticaj gela C na EI koze.
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Dakle, snazna antioksidativna aktivnost je verovatno najzasluznija za pozitivne efekte
koje su gelovi ispoljili na iritiranoj kozi. Fenilpropanoidi su, pored prisutnih flavonoida i
tanina, barem delom odgovorni za ovakvo dejstvo.

Ako stanje koze nakon iritacije SLS postavimo za vrednost 1, odnosno dovodenjem
svih krivih promene parametra EI na isti poCetak (Slika 4.38.), moze se jednostavnije pratiti
nivo eritema koze nakon primene aktivnih gelova i placeba, odnosno eritema koze iritirane
SLS a koja je ostavljena bez ikakvog tretmana (K). I ovde se jasno vidi da gel C pokazuje
najbolji uticaj na stanje iritirane koze.

0,5

-1

-1,5

Slika 4.38. Uticaj ispitivanih gelova na EI (poéetna iritacija na svim mestima izjednacena)
Odredivanje pH vrednosti koZe

Prosec¢na pH vrednost na podlakticama Zena je 5,6+0,4 (prema drugoj grupi autora
5,54) a kod muskaraca je ta vrednost nesto niza 4,6+0,4 (prema drugoj grupi autora 5,80). U
svakom slucaju, koza je veoma dobar pufer, i kada se povrsinski aplikuju kisele ili bazne
supstance, pH se ve¢ u okviru par sati vra¢a na fiziolosku vrednost (195).

Izmerene vrednosti pH koze su bile ocekivane: pod okluzijom, SLS dovodi do
znacajnog porasta pH koze u odnosu na vrednosti pre iritacije. Inicijalni trend rasta pH
nakon iritacije je pra¢en povratkom na bazalne vrednosti ubrzo po pocetku tretmana svim
uzorcima, ukljucujucéi i placebo (Slika 4.39.). Sa druge strane, gelovi B, C, E i V znacajno
snizavaju pH koze nakon 7 dana studije u poredenju sa bazalnim vrednostima, odnosno
izmeren pH je nizi ¢ak i od vrednosti pre iritacije.

Imaju¢i na umu da je porast pH vrednosti koze obi¢no povezan sa pojatanom
iritacijom (196), moze se pretpostaviti da uzorci B, C, E 1 V mogu da snize pH koze bez
pratece iritacije, Sto bi moglo biti od velike koristi u tretmanu nekih patoloskih stanja koze,
mada su upravo ovi uzorci veoma efikasni 1 u smirivanju hemijski indukovane iritacije (Slika
4.37.). Sama neutralizacija SC dovodi do poremecaja njegove funkcije, koji ukljucuju
promenu permeabilnosti i smanjenje integriteta/kohezije SC, pa sredstva koja snizavaju pH
koZze imaju i protektivnu aktivnost (197).
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Slika 4.39. Uticaj iritacije i ispitivanih gelova nakon iritacije na pH vrednost koZe. Vrednosti pH su
izraZene kao apsolutne promene u odnosu na bazalne vrednosti u razglicitim vremenskim tackama.
Razlike u odnosu na bazalne vrednosti su proveravane kori§éenjem uparenog t-testa pri cemu je
statisticka znacajnost obeleZavana *; razlike efekata gelova u odnosu na UCO i placebo (P) su
proveravane kori§éenjem neuparenog t-testa pri Cemu je statisticka znacajnost obeleZavana # ,
odnosno &.

Ako stanje koZe nakon iritacije SLS uzmemo za vrednost 1, odnosno dovodenjem
svih krivih promene parametra pH na isti pocetak (Slika 4.40.), moze se jednostavnije pratiti
nivo pH koze nakon primene aktivnih gelova i placeba, odnosno pH koze iritirane SLS a
koja je ostavljena bez ikakvog tretmana.

——Al
A2

-1,5

Slika 4.40. Uticaj ispitivanih gelova na pH (poletna iritacija na svim mestima izjednacena)

Rezultati dobijeni u in vivo studiji na iritiranoj kozi zdravih dobrovoljaca, prilikom
aplikacije gelova sa po 2% suvog etanolnog ekstrakta odabranih vrsta, ukazuju na njihov
znacajan antiiritacioni efekat u modelu SLS-om iritirane koze, uprkos tome $to nije dobijena
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oc¢ekivana statisticka znacajnost u odnosu na efekat koji ispoljava placebo (gel sa ksantan
gumom). EC, pH koze i EI, parametri kojima je praceno stanje koze, su vracene na bazalne
vrednosti nakon 7 dana studije, bilo da su test mesta tretirana aktivnim gelovima bilo
placebom.

Gelovi sa ekstraktima koji sadrZe viSi nivo ukupnih fenilpropanoida i ispoljavaju
bolju aktivnost inhibicije LP, su pokazali nesto izrazenije efekte. Antioksidativna aktivnost i
fenolni sastav ovih ekstrakata, posebno prisustvo hlorogenske kiseline, verovatno doprinose
njihovoj efikasnosti u smirivanje iritirane koze. Uprkos tome S$to tanini kada se primene
eksterno pokazuju antiinflamatorno dejstvo i ubrzavaju regeneraciju koze i sluzokoze (usled
sprecavanja infekcije, *’zatvaranja’’ manjih povreda kapilara koze i zaustavljanja krvarenja i
smanjenja gubitka vlage) (17), redosled aktivnosti u sprovedenom in vivo ispitivanju ne prati
opadajuéi niz sadrzaja ukupnih tanina u ispitivanim ekstraktima. Cak CE (komponenta gela
C koji je ispoljio najbolji efekat) sadrzi najnizu (mada i dalje znacajnu) koliinu tanina,
ukupnih polifenola i flavonoida od svih testiranih ekstrakata. Medutim, svakako i prisutni
tanini doprinose utvrdenom antiinflamatornom efektu u modelu vestacki izazvane iritacije
koze.

Tradicionalno se listovi vrste Arbutus unedo koriste kao vulnerar i za pripremanje
kupki kod hemoroida (198,199). U eksperimentalnim modelima na zivotinjama je utvrdeno
antiinflamatorno dejstvo ove biljne vrste (78).

Calluna vulgaris se joS od srednjeg veka koristi za pranje tela, obloge i leCenje
ekcema, a smatra se antisepticnim, antimikrobnim, antireumatskim kao i1 sredstvom koje
olakSava zarastanje rana i deluje protiv akni (34,200). Razliciti ekstrakti herbe ove biljne
vrste su ispoljili znacajnu inhibiciju ciklooksigenaze i lipooksigenaze (pripisuje se prisustvu
ursolne kiseline), Sto moze objasniti njenu tradicionalnu i modernu (vodeni ekstrakt je
komercijalno dostupna kozmeticka sirovina) upotrebu (36,85,90).

Vrste roda Erica se vekovima koriste u tretmanu razlicitih inflamatornih stanja kao
Sto su edemi, rane i ujedi zmija. Akkol i saradnici su na eksperimentalnim Zivotinjama
potvrdili znacajnu antiinflamatornu i antinociceptivnu aktivnost vrste Erica arborea (37).
Nema studija koje ispituju efikasnost vrste Erica carnea pri topikalnoj primeni, a u nasem
eksperimentu je upravo ona ispoljila najsnazniji efekat (smirivanja indukovanog eritema i
normalizacije poremecene pH vrednosti koze).

Sto se ti¢e droge Uvae ursi folium, ona se primenjuje topikalno, ali kao agens za
izbeljivanje, zahvaljujuci prisustvu hidrohinona i njegovih derivata (18,34). Utvrdeno je da
posvetljava kozu usled antitirozinazne aktivnosti, inhibicije produkcije melanina, efekta
slicnog aktivnosti superoksid dismutaze i sposobnosti da apsorbuje UV zracenje (34).
Prisustvo slobodnog hidrohinona u listovima uve moze biti problem i pri topikalnoj primeni.
Koncentracija hidrohinona u kremama je u nekim drzavama ogranicena na 2%, posto je
uoceno da izaziva egzogene ohronoze (fleke boje rde) kod Zena crne populacije. Prijavljeno
je 1 nekoliko slucajeva leukoderme pri primeni krema sa 2%, kao i pojave eritema i
alergijskog kontaktnog dermatitisa u sluc¢aju krema sa 1-5% hidrohinona (18,171).
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Hidrogelovi sa po 2% etanolnog ekstrakta testiranih vrsta familije Ericaceae u studiji
na ve¢ iritiranoj kozi (pretretmanom SLS) nisu ispoljili nikakva nezeljena dejstva. Njihov
antiiritantan efekat utvrden u modelu SLS-om iritirane koze zdravih dobrovoljaca moze
delom objasniti neke od topikalnih primena ovih biljnih vrsta.
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VII Zakljuéak

Na osnovu rezultata dobijenih u toku morfoloske, hemijska i farmakoloske analize
odabranih biljnih vrsta Arbutus unedo L., Bruckenthalia spiculifolia Rchb., Calluna vulgaris
(L.) Hull., Erica arborea L. 1 Erica carnea L (Ericaceae) mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Morfoanatomskom analizom ispitivanih biljnih materijala uocene su jasne razlike na nivou
grade:

> lista, koji je kod svih ispitivanih vrsta, osim kod vrste Arbutus unedo, erikoidne grade
(ali razlicitog stepena otvorenosti i oblika kripte; debljine kutikule na povrsini lista;
veliine epidermalnih ¢elija i prisustva sluzi u unutrasnjim slojevima ¢elijskog zida;
broja slojeva palisadnog tkiva; prisustva i veli¢ine ¢elija sa kristalnim druzama).

» mladog stabla, koje je razliCitog oblika, razli¢itog stepena prisutnosti dlaka od golog
stabla (Erica carnea) do gustog indumentuma od nezlezdanih i Zlezdanih dlaka
razlic¢itih tipova (Erica arborea).

» visegodiSnjeg stabla, pre svega na osnovu oblika srzi (koji je zadrzan iz primarne
grade).

» povrsinskih struktura zastupljenih na listu i stablu.

2. Opstim hemijskim ispitivanjima je utvrdeno da sadrzaj vlage i pepela odgovara propisima
za biljne droge. Broj bubrenja se kretao od 3,33 do 4,50 izuzev u biljnom materijalu vrste
Calluna vulgaris (gotovo 8), koja se moze smatrati i sluznom drogom.

3. Kvalitativnom analizom biljnog materijala je utvrdeno prisustvo flavonoidnih heterozida i
tanina (i to meSovitih u vrsti Arbutus unedo, a pretezno kondenzovanih u ostalim ispitivanim
vrstama). TLC analizom je utvrdeno da ispitivane vrste imaju zajedniCke flavonoidne i
Se¢erne komponente, kao 1 da samo vrsta Arbutus unedo sadrzi arbutin a ni jedna od
ispitivanih vrsta ne sadrzi hidrohinon.

4. Spektrofotometrijskom metodom odreden sadrzaj ukupnih hidrohinonskih derivata se
kretao u opsegu 0,47 — 1,66% u biljnom materijalu, odnosno 0,65 — 2,96% u suvim
etanolnim ekstraktima, dok je HPLC metodom arbutin detektovan samo u vrsti Arbutus
unedo. Hidrohinon nije detektovan u ispitivanim vrstama. Na osnovu izvedenog ispitivanja
se moze izvesti zakljucak da samo listovi vrste Arbutus unedo sadrze merljivu koli¢inu
arbutina (1,24% u biljnom materijalu poreklom iz Crne Gore i 1,00% u materijalu iz Grcke),
pa samo oni i mogu posluziti kao eventualna zamena za drogu Uvae ursi folium, i to pod
uslovom visestrukog doziranja.

5. Svi uzorci sadrze znacajne koli¢ine ukupnih flavonoidnih jedinjenja (pri ¢emu se izdvaja

Bruckenthalia spiculifolia sa 3,42% u biljnom materijalu 1 11,8% u suvom ekstraktu),
ukupnih polifenola i1 tanina (najzastupljeniji u vrsti Arbutus unedo poreklom iz Grcke) i
ukupnih fenilpropanoidnih derivata (najnizi u etanolnom ekstraktu vrste Arbutus unedo
poreklom iz Gr¢ke a najvisi u etanolnom ekstraktu vrste Bruckenthalia spiculifolia).
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6. Semikvantitativna HPLC analiza etanolnih ekstrakata je ukazala na razliit sastav
ispitivanih fenolnih jedinjenja, ¢ak i u okviru istog roda (Erica arborea i Erica carnea) pa i
iste vrste sa razlicitih stanista (Arbutus unedo):

» kvercitrin, kvercetin-3-O-glukozid i galna kiselina su prisutni u svim uzorcima

» kvercitrin je dominantna komponenta u ekstraktima vrsta Bruckenthalia spiculifolia,
Erica arborea 1 Arbutus unedo, a hlorogenska kiselina u Erica carnea i1 Calluna
vulgaris.

7. Antioksidativna aktivnost etanolnih ekstrakata je veoma izrazena:

» mnajbolju sposobnost redukcije jona gvozda u FRAP testu i sposobnost neutralizacije
slobodnih radikala ispoljavaju ekstrakti vrste Arbutus unedo.

» najbolju dozno-zavisnu aktivnost u oba testa inhibicije LP pokazuje ekstrakt vrste
Bruckenthalia spiculifolia, odnosno etarska frakcija kada su u pitanju frakcije ovog
ekstrakta.

» rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti su u skladu sa visokim sadrzajem
polifenola (ukljucujuéi tanine, flavonoide, fenilpropanoidne i hidrohinonske derivate)
koji su odredeni u ispitivanim uzorcima.

8. Antimikrobna aktivnost ispitivanih ekstrakata je veoma slaba (tek ponegde uz najvece
aplikovane koncentracije ekstrakata prelazi 50% aktivnosti komercijalnog antibiotika i
kristal-violeta).

9. Ispitivanjem spazmoliticke aktivnosti na izolovanom ileumu pacova je utvrdeno:

» etanolni ekstrakti vrste Arbutus unedo pokazuju znacajnu spazmoliticku aktivnost (i
to bolji efekat ispoljava ekstrakt listova sakupljenih u Grckoj nego u Crnoj Gori) pri
¢emu je mehanizam dejstva inhibicija kalcijumovih kanala.

» ctanolni ekstrakt vrste Erica arborea pokazuje dozno-zavisnu spazmoliticku
aktivnost, ali znatno slabiju od aktivnosti koju ispoljavaju ekstrakti vrste Arbutus
unedo.

» inhibitorni efekti svih testiranih ekstrakta su reverzibilni nakon ispiranja preparata
fizioloskim rastvorom, $to ukazuje da utvrdena spazmoliticka aktivnost nije posledica
ireverzibilnih oStecenja ileuma.

10. Ekstrakti i frakcije vrste Bruckenthalia spiculifolia sa Vlasinskog jezera pokazuju
znacajnu antiinflamatornu aktivnost u modelu akutne inflamacije — karageninom
indukovanog edema Sapice pacova. Efekti su uporedivi, a kada je u pitanju etilacetatna i
vodena frakcija, odnosno ekstrakti herbe i listova, i snazniji od efekta indometacina.

11. Hidrogelovi sa po 2% suvog etanolnog ekstrakta ispitivanih vrsta modifikuju reakciju
iritacije izazvane SLS-om na kozi zdravih dobrovoljaca, odnosno redukuju eritem, hidriraju
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kozu i vracaju pH koze na pocetne vrednosti. Rezultati in vivo ispitivanja na vestacki
iritiranoj kozi se mogu pripisati izrazenoj antioksidativnoj aktivnosti i sadrzaju polifenolnih
jedinjenja, pri ¢emu najbolji efekat ispoljava gel sa ekstraktom vrste Erica carnea u kome
dominira hlorogenska kiselina.

12. Na osnovu dobijenih rezultata hemijske analize i izvrSenih farmakoloskih ispitivanja
moze se zakljuCiti da ispitivane biljne vrste familije Ericaceae poseduju izvestan
farmakoloski potencijal. Dalje analize su neophodne da bi se sagledala moguénost primene
nadzemnih delova ovih biljaka kao potencijalno novih prirodnih lekovitih sirovina.
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DODATAK II
NAJZNACAJNIJI BIOLOSKI IZVORI ARBUTINA
(ARBUTIN KOD PREDSTAVNIKA RAZLICITIH FAMILIJA)

Ericaceae

Red Ericales obuhvata 5 familija: Clethraceae, Cyrillaceae, Ericaceae, Epacridaceae
i Empetraceae; predstavnici su uglavnom zbunovi, a rede nisko drvece ili visegodiSnje biljke
(1).

Arbutin se javlja kod gotovo trecine predstavnika ovog reda (2), ali ga najvise ima
kod predstavnika familije Ericaceae, gde se najcesce javlja sa metilarbutinom (3).

Sadrzaj arbutina u divljim vrstama 4. uva-ursi moze biti i do 17% (4).

Osim u vrstama Arctostaphylos uva ursi Spr., Vaccinium myrtillus L. 1 Vaccinium
vitis idea L., koje se smatraju lekovitim upravo zahvaljujuéi sadrzaju arbutina, arbutin je
prisutan i u drugim vrstama roda Vaccinium:

V. oxycoccos L. (syn. Oxycoccus palustris Pers.)

V. microcarpum (Turcz. ex Rupr.) Schmalh. (syn. Oxycoccus microcarpus Turcz. ex
Rupr.) (5).

I kod drugih predstavnika familije Ericaceae je prisutan arbutin:

Arbutus unedo gde je arbutin prisutan u znacajnoj koliini i delimi¢no objasnjava
izuzetno antioksidativno dejstvo listova ove vrste (6-8).

Calluna vulgaris (L.) Hull (9-11)

Rod Chimaphila Pursh. (12)

Rhododendron ferrugineum L. (13).

Asteraceae
Kod vrsta roda Serratula:
S. radiata Bunge (syn. S. Bracteifolia (Iljin ex Grossh.) Stank., S.radiata ssp. bracteifoia
Iljin ex Grossh., Klasea radiata (Waldst. & Kit.) A. Love & D. Love)
S. erucifolia (L.) Boriss (syn. S. xeranthemum M. Bieb., Xeranthemum erucifolim L., Klasea
erucifolia (L.) Gaertner et Wagenitz)
S. gmelinii Tausch (syn. S. Isophylla Claus, Klasea gmelinii (Tausch) Holub)
S. quinquefolia M. Bieb. Ex Wild (syn. Klasea quinquefoia (Wild.) Greuter et Wagenitz)
S. sogdiana Bunge (syn. Klasea sogdiana (Bunge)) (14,15)
Kod hajducke trave - Achillea millefolium L. (16)

Fabaceae (Leguminosae)
Onobrychis viciifolia Scop. (3)
Eriosema tuberosum A.Rich. (15)
Lathyrus niger (L.) Bernh. (1)

Podocarpaceae
Halocarpus biformis Hook. (3)
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Turnearceae
Turnera diffusa Willd. ex J. A. Schultes (17)

Aquifoliaceae
Arbutin je iskoriS¢en kao hemijski marker za hemotaksonomsku klasifikaciju vrsta u

okviru roda Ilex L. Ovaj rod broji oko 500 vrsta a svakako je Ilex paraguariensis (mate)
najpoznatija. Vrste ovog roda su podeljene u 4 grupe, od kojih su 2 bogate arbutinom i to
grupa C:

L integerrima, I. pseudobuxus i I. theezans
i grupa D:
L. argentina, I. brevicuspis, I. microdonta i I. taubertiana (18).

16_2
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100 caponi 15
aponin .
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" Slika II 1. Podela roda Ilex na 4 grupe na osnovu prisustva
najzastupljenijih sekundarnih metabolita (18).

Plantaginaceae
Wulfeniopsis amherstiana (Benth.) DY Hong,

Scrofella spp.,
vrste Veronicastrum axillare (Sieb. et Zucc) T. Yamaz, Veronicastrum sibiricum (L.)

Pennell i Veronicastrum virginicum (L.) Farw.
vrste Veronica sect. Hebe. (komercijalni hibrid) i Veronica turrilliana (arbutin inace

nije karakteristi¢an za rod Veronica, a povezuje se sa rodom Veronicastrum) (19-21)

Rutaceae
Naringi crenulata (Roxb.) Nicolson (syn. Hespere-thusa crenulata (Roxb.) Roem);

kora izdanaka ove vrste se u Aziji tradicionalno koristi za negu i izbeljivanje koze i to upravo
zahvaljujuci sadrZaju arbutina (22).

Lamiaceae
U rodu Origanum, koji obuhvata 43 wvrste, sinteza arbutina je polimorfna

karakteristika, sa veoma znaCajnim koli¢inama ovog sekundarnog metabolita kod O.
majorana L. ili uz njegovo potpuno odsustvo kod O. vulgare spp. vulgare (4).

Drugi literaturni izvor navodi prisustvo arbutina u vrstama Majorana hortensis
Moench (syn. Origanum majorana L.) 1 Origanum vulgare L.(15).

Thymus vulgaris L. (arbutin izolovan iz butanolne frakcije metanolnog ekstrakta)
(23)

Salvia mexicana L. (3)

Satureja spp. (24).
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Tabela 11 1: Prisustvo arbutina u vrstama roda Origanum (4)

Znacajna koli¢ina Mala koli¢ina Odsustvo

O. majorana O. microphyllum O. vulgare

(gajen 1 samonikli)

O. dubium O. onites O. husnucan-Baseri
(gajen i samonikli)
0. saccatum O. syriacum
0. solymicum

Crassulaceae

Rhodiola sacra SH Fu (3,25)

Vrste roda Sedum: S. acre L., S. aizoon L., S. hybridum L., S. purpureum (L.) Schult.,
S. telephium L (26) i Korejska endemicna vrsta S. fakesimense Nakai. (27).

Caprifoliaceae
Viburnum opulus L. (15)

Saxifragaceae
Bergenia crassifolia (L.) Fritsch. (27-29)

Betulaceae
Betula alba L. (30)

Rosaceae

Pyrus communis L.
Pyrus spp. (31-35).

Myrothamnaceae
Myrothamnus abellifolia (36)
Myrothamnus flabellifolia Welw. (37)

Liliaceae
Borya spp. (24,38)

Navodi se i prisustvo arbutina, bez navoda u kojim vrstama, u familijama:
Buxaceae (25)

Juglandaceae (25)

Fagaceae (25)

Hydrangeaceae (2)

Rubiaceae (2, 38)
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DODATAK III: HPLC HROMATOGRAMI I SPEKTRI

Hromatogrami dobijeni HPLC analizom fenolnih jedinjenja etanolnih ekstrakata ispitivanih
biljnih vrsta 1 spektri najznacajnijih identifikovanih jedinjenja su prikazani na slikama III 1. —
111 14.
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Slika I 1. HPLC hromatogram ekstrakta vrste Arbutus unedo iz Crne
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Slika I11 2. Izgled spektara izokvercitina, elagne kiseline i kvercitrina ekstrakta AIE

126




DADT A, Sig=350,4 Ref=400,100 (ZVEZDANA\ERICAC~T\BRUCKM.D)
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Slika I11 3. HPLC hromatogram ekstrakta vrste Bruckenthalia spiculifolia (BE, 0,25 mg/ml)
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Slika I11 4. Izgled spektara izokvercitina, glikozida kvercetina i kvercitrina ekstrakta BE
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