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Ruzmarin Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) je biljka koja se u tradicionalnoj
medicini na naSem podru¢ju koristi za postizanje analgetickog, holeretickog 1
hepatoprotektivnog delovanja. Prema Evropskoj agenciji za lekove (2010 godine), indikacije
za sistemsku primenu etarskog ulja ruzmarina su lecenje dispepsije 1 spazama
gastrointestinalnog trakta, a za spoljaSnju primenu se preporucuje u lecenju umereno jakih
bolova u zglobovima i1 miSi¢ima 1 u leCenju poremecaja periferne cirkulacije. Imajuéi u vidu
da komponente etarskog ulja ruzmarina ispoljavaju i druga, potencijalno korisna
farmakoloska svojstva, postoji potreba da se ova delovanja detaljnije ispitaju. Ciljevi
ispitivanja su bili da se utvrdi: 1) analgeticki efekat etarskog ulja ruzmarina i njegov uticaj na
farmakodinamske osobine paracetamola, kodeina, diazepama i pentobarbitala kao i na
farmakokinetske osobine paracetamola; 2) antioksidativni i hepatoprotektivni efekat u
uslovima hemijski izazvanog oksidativnog stresa.

Metodom gasne hromatografije (GC/MS 1 GC/FID) utvrden je kvantitativni sastav
etarskog ulja. Najzastupljenije komponente ulja koje je koriS¢eno u naSem ispitivanju Su
oksidovani monoterpeni 1,8-cineol (43.77%) i kamfor (12.53%) i monoterpenski
ugljovodonik a-pinen (11.51%). Suspenzija etarskog ulja ruzmarina primenjivana je
misevima u dozama 10 i 20 mg/kg tm tokom sedam dana i jednokratno u farmakodinamskim
testovima: test vrele ploce, test ,,uvijanja“ (posle intraperitonealne primene siréetne kiseline),
test za procenu motorne koordinacije zivotinja na rotiraju¢em Stapu i test merenja vremena
trajanja spavanja. Za ispitivanje uticaja etarskog ulja ruzmarina na farmakokinetske osobine
paracetamola i za biohemijska 1 toksikoloska ispitivanja, koriS¢eni su pacovi koji su tokom
sedam dana tretirani suspenzijom etarskog ulja ruzmarina u dozi 5 i 10 mg/kg tm, a sedmog
dana su primili paracetamol i.v. ili p.o.. Za pracenje farmakokinetskih parametara koris¢eni
su uzorci krvi dobijeni iz repne vene pacova u kojima su HPLC metodom merene
koncentracije paracetamola, na osnovu kojih su potom odredeni farmakokinetski parametri
ovog leka. Antioksidativna aktivnost etarskog ulja ruzmarina je odredivana in vitro (DPPH i




Folin-Ciocaulteu testovima) i in vivo. Nakon zrtvovanja zivotinja iz prikupljenih uzoraka krvi
odredivani su iz seruma biohemijski parametri, pokazatelji bubrezne i jetrene funkcije, a u
homogenatu tkiva jetre odredivani su parametri oksidativnog stresa.

Samo etarsko ulje ruzmarina ispoljava analgeticko delovanje 1 smanjuje visceralnu bol
izazvanu siréetnom kiselinom. Pored toga, potencira analgeticki efekat kodeina i
paracetamola.-Etarsko ulje ruzmarina zna¢ajno smanjuje hipnoticko delovanje pentobarbitala
i spreava poremecaj motorne koordinacije nakon primene diazepama. Etarsko ulje
ruzmarina ne uti¢e znacajnije na oralnu biolosku raspolozivost paracetamola. Visekratna
primena razli¢itih doza etarskog ulja ruzmarina ne izaziva toksi¢ne promene u krvi i jetri
ispitivanih zivotinja. Primena etarskog ulja ruzmarina $titi Zivotinje od reaktivnih kiseonicnih
vrsta, umanjuje posledice izloZenosti oksidativnom stresu i ispoljava znacajno
hepatoprotektivno delovanje
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Rosemary Rosmarinus officinalis, L. (Lamiaceae) is traditionally used in folk medicine
for its analgetic, choleretic and hepatoprotective properties. According to the
recommendation of European Medicines Agency from 2010, rosemary essential oil can be
used for treating dyspepsia and mild spasmodic disorders of the gastrointestinal tract, and
also externally as an adjuvant in the relief of minor muscular and articular pain and minor
peripheral circulatory disorders. Different studies conducted with rosemary essential oil show
other pharmacological effects of main components of the oil. The aim of this study was to
examine: 1) analgetic effects of rosemary essential oil and its influence on the
pharmacodynamic properties of paracetamol, codeine, diazepam and pentobarbital, and also
its influence on the pharmacokinetic properties of paracetamol; 2) antioxidant and
hepatoprotective effects on the parameters of chemicaly induced oxidative stress.

The quantification of chemical constituents of the essential oil was carried out by gas
chromatography (GC/FID and GC/MS). The major compounds that were identified and
quantitated by GC-FID and GC-MS were oxygenated monoterpens 1,8-cineole (43.77%),
camphor (12.53%) and monoterpene hydrocarbon a-pinene (11.51%). The suspension of
rosemary essential oil was applied to mice orally (doses: 10 and 20 mg/kg b.w.) for seven
days and in single dose for the pharmacodynamic tests: hot plate, writhing, rotharod and
sleeping time. Rats treated with suspension of rosemary essential oil for seven days orally
(doses: 5 and 10 mg/kg b.w.) were used for the examination of influence of essential oil on
the pharmacokinetic properties of paracetamol. Then on the 7™ day the paracetamol was
applied to them p.o. or i.v.. The parameters of pharmacokinetic were analyzed in blood
samples obtained from rats tail veins. The HPLC method was used for measurement of
concentration of paracetamol in blood samples. Those concentrations were used for
calculation of the pharmacokinetic parameters. The antioxidant activity of the rosemary
essential oil was evaluated in vitro (with DPPH and Folin-Ciocaulteu tests) and in vivo. The
animals were sacrificed and the samples of blood and liver were taken. The obtained serum




was used for determination of standard biochemical parameters and the parameters of
oxidative stress were analyzed in obtained liver homogenates.

The essential oil of rosemary shows analgetic properties and it decreases visceral pain
induced with intraperitoneally injected acetic acid. The rosemary essential oil increases
pharmacological effects of codeine and paracetamol. Also, this oil reduces pentobarbital-
induced sleeping time and diminishes diazepam-induced disorder of psychomotor
coordination. The essential oil of rosemary does not change paracetamol bioavailability. The
rosemary essential oil applied in multiple doses does not induce toxic changes in blood and
liver samples obtained from animals. The use of rosemary essential oil protects animals from
reactive oxygen species, decreases the effects caused by oxidative stress and shows
significant hepatoprotective effect.
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1. UvOD

Upotreba biljaka u ishrani i leCenju je stara koliko i samo covecanstvo. Koristec¢i
biljke kao jednu od osnovnih prehrambenih grupa namirnica, covek je vremenom sticao
saznanja i o njihovom lekovitom dejstvu. Oskudno znanje o bolestima i o njihovim
uzro¢nicima bilo je uzrok tome da su saznanja o upotrebi biljaka u lecenju bila iskljucivo
empirijska. Kasnije, razvojem nauke, iz biljaka su izdvojeni aktivni principi Kkoji su
odgovorni za njihov terapijski efekat i istovremeno zapoc€inju ispitivanja mehanizama
njihovog dejstva.

Siroka primena biljnih preparata tokom istorije je bila posledica nedostatka drugih
nacina leenja. Razvojem hemije i dobijanjem lekova sintetskim putem, upotreba biljnih
preparata opada u leCenju i sprecavanju bolesti. Medutim, poslednjih nekoliko decenija,
upotreba biljnih lekova, kao pomocéne terapije ili kao alternative klasi¢nim lekovima, opet
postaje sve rasprostranjenija pojava [1].

Sve ¢e$c¢a upotreba biljnih preparata se moze objasniti ¢injenicom da vecina ljudi
smatra da kao ,,prirodni, biljni preparati predstavljaju 1 bezbedniji nacin leCenja ili
prevencije bolesti u poredenju sa klasi¢énim lekovima [2,3]. Biljni lekovi su danas lako
dostupni i njihova upotreba najceSée predstavlja oblik samomedikacije, pri ¢emu, jasne
indikacije, bezbednost njihove primene i tacan kvantitativni sastav, predstavljaju pitanja na
koja je neophodno odgovoriti na nau¢no utemeljen nacin. Isto tako, nedovoljno su ispitane
njihove potencijalne interakcije sa klasi¢nim lekovima. Zbog toga su pretklinicka ispitivanja
njihovih farmakodinamskih, farmakokinetskih i toksikoloskih osobina, kao i ispitivanje
uticaja na reprodukciju i utvrdivanje njihovog mutagenog i kancerogenog potencijala vazan
preduslov za procenu bezbednosti i stvarne efikasnosti ovih preparata. Rezultati pretklinickih
ispitivanja su osnova za sprovodenje ispitivanja efekata biljnih preparata na ljudima, ¢iji cilj
je dobijanje dovoljno kvalitetnih podataka o terapijskom delovanju ali i o potencijalnim
nezeljenim efektima preparata biljnog porekla.

Indikacije za najveci broj biljnih preparata su empirijski utemeljene, za razliku od
klasi¢nih lekova, kod kojih, pre stavljanja u promet, prethode opsezna pretklinicka i klinicka
preregistraciona ispitivanja [2, 3, 4, 5]. lako se danas prate neZeljena delovanja biljnih
preparata, sistem farmakovigilance za biljne lekove ipak nije razvijen u onoj meri kao $to je

to slucaj sa klasi¢nim lekovima [3,4].



1.1. Regulativa u oblasti lekovitih biljaka i njihovih preparata

Primena lekovitih biljaka, kao samostalnih preparata ili kao pomoc¢nih terapijskih
sredstava, u spre¢avanju bolesti ili njthovom lecenju, danas je uredena od strane nacionalnih
regulatornih tela.

U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD), proizvodi koji sadrze bioloski aktivne
komponente ili preparate lekovitih biljaka, su klasifikovani kao dodaci ishrani. Pored toga, u
Sjedinjenim Americkim Drzavama, distributeri biljnih preparata su obavezni da prijave sve
nezeljene dogadaje koji se mogu dovesti u vezu sa njihovom upotrebom. Na osnovu dospelih
prijava, Federalna agencija za lekove i hranu (FDA), razmatra i procenjuje rizik za zdravlje i
moze doneti odluku o povlacenju ili potpunoj zabrani primene ovih preparata [4,6].

Evropska agencija za lekove (European Medicines Agency, EMA), objavljuje
monografije (Community Herbal Monographs) za biljne droge i njihove preparate na osnovu
izvestaja o farmakoloskim i toksikoloskim efektima biljnih droga i njihovih preparata,
dobijenih od strane nemacke Komisije E. Ova Komisija je osnovana 70ih godina dvadesetog
veka, sa ciljem da utvrdi opravdanost i bezbednost koriSéenja biljnih lekova, samostalno ili u
kombinaciji sa klasi¢nim lekovima [7].

U na$oj zemlji, upotreba lekovitih biljaka i njihovih preparata je regulisana Zakonom
0 lekovima i medicinskim sredstvima (Sluzbeni glasnik br. 30/2010, od 7.05.2010. god) i
preciznije je uredena Pravilnikom o uslovima 1 na¢inu upisa u Registar tradicionalnih biljnih 1
homeopatskih lekova [8,9].

S obzirom da se u naSoj sredini preparati na bazi biljke ruzmarina (Rosmarinus
officinalis L.) Siroko primenjuju kao zacin u ishrani i u obliku razli¢itih farmaceutskih
preparata za spoljasnju i unutrasnju primenu za lecenje i1 sprecavanje bolesti, neophodna su
detaljnija ispitivanja potencijalno korisnih ali i osobina koje mogu biti Stetne po zdravlje

ljudi.

1.2. Ruzmarin u narodnoj medicini

Na srpskom govornom podruc¢ju ruzmarin se javlja pod razli¢itim imenima u narodnoj
medicini 1 u usmenom narodnom predanju. Ta imena se naj¢eS¢e povezuju sa latinskim
poreklom imena biljke — ros (roris) marinus, ~"morska rosa . U zapisima iz bolnica
osnovanih pri manastirima na nasem podru¢ju, mogu se naci indikacije i nacin upotrebe

ruzmarina u medicinskoj praksi u Srednjem veku [10]. Prema njima, ruzmarin se preporucuje



za lecenje glavobolje 1 bubreznih kolika, u lecenju dismenoreje, respiratornih poremecaja,

dispepsije i spazama gastrointestinalnog trakta [11].

1.3. Biljna droga ruzmarin, Rosmarinus officinalis L. ( Lamiaceae) i etarsko ulje
ruzmarina, Aetherolum Rosmarini
Ruzmarin je gust, uvek zelen, razgranat grm, visine 1-2 m (Slika 1.). Cveta tokom
cele godine sitnim, plavicastim cveti¢ima. Cela biljka ima aromati¢an, intenzivan miris, koji
potice od etarskog ulja, koga u najveéem procentu sadrze listovi biljke (1,5-2%). Etarsko ulje,
Aetheroleum rosmarini, se dobija procesom destilacije pomocu vodene pare iz svezeg lis¢a i

vrhova granéica (herba biljke) ruzmarina, Rosmarinus officinalis [12,13].

Slika 1. Biljka ruzmarin, Rosmarinus officinalis, L., herba [14] i u cvatu [15].

U vazecoj, petoj Jugoslovenskoj farmakopeji (Ph Jug V), etarsko ulje ruzmarina,
Aetheroleum Rosmarini, je oficinalni preparat biljne droge ruzmarina, Rosmarinus officinalis,
L. [16].

Etarska ulja su bioloski proizvodi razli¢itih familija aromati¢nih biljaka, izmedu
kojih i familije usnatica, Lamiaceae, kojoj pripada ruzmarin. Etarska ulja su meSavine od oko
20-60 isparljivin  komponenti. Medu njima su u najveéem procentu zastupljena
monoterpenska jedinjenja tj. ugljovodonici acikli¢ne ili cikli¢ne strukture sa najvise deset
ugljenikovih atoma. Monoterpeni imaju razli¢ite funkcionalne grupe: ketonske, aldehidne,
estarske, etarske i kiselinske; imaju malu molekulsku masu i izrazito su liposolubilni. U
etarskom ulju ruzmarina, monoterpenski ugljovodonici mogu biti alifati¢ne strukture, i to kao
acikli¢ni alifati¢ni monoterpeni (mircen, linalol) i cikli¢ni (a- i B- pinen, kamfen, cimen,
sabinen). Cikli¢ni oksidovani monoterpeni prisutni u etarskom ulju ruzmarina su: 1,8-cineol,

kamfor i borneol. Osim monoterpenskih komponenti, etarsko ulje ruzmarina sadrzi i
3



seskviterpene, kao S§to su longifolen i1 kadinen, koji su slabije isparljivi zbog veéeg broja
ugljenikovih atoma (do petnaest) [12,13,17].

Etarsko ulje ruzmarina je bezbojna ili blago zuta te¢nost, karakteristiécnog mirisa, koji
potic¢e uglavnom od monoterpenskih sastojaka 1,8-cineola, kamfora i a-pinena (Slika 2.). Na
osnovu njihovog procentualnog udela, sedma Evropska farmakopeja (Ph Eur 7) klasifikuje
etarska ulja ruzmarina u dva najvaznija hemotipa: Marokansko/Tunizanski i

Francusko/Spanski hemotip etarskog ulja ruzmarina [11,13,18].

1,8-cineol a-pinen kamfor

Slika 2. Strukturne formule 1,8-cineola, a-pinena i kamfora [19].

1.4. Pregled literature o farmakoloSkim svojstvima ruzmarina, njegovih ekstrakata

i etarskog ulja

1.4.1. Uticaj na centralni nervni sistem

Literaturni podaci o uticaju etarskog ulja ruzmarina na funkciju centralnog nervnog
sistema su brojni. Farmakodinamskim testovima za utvrdivanje antidepresivnog delovanja
(,test u visetem polozaju™ i test ,prinudnog™ plivanja), dokazano je da etarsko ulje
ruzmarina, primenjeno per os kod miseva, ispoljava antidepresivno delovanje [20,21].
Komponenta za koju se smatra da poseduje najizrazenija antidepresivna svojstva je 1,8-cineol
[20]. Stimulacijom monoaminske transmisije, tj. povecanjem koncentracije serotonina i
noradrenalina u centralnom nervnom sistemu laboratorijskih Zivotinja, etarsko ulje ruzmarina

zna¢ajno umanjuje depresivne obrasce ponasanja na ispitivanim zivotinjskim modelima.



Prema literaturnim podacima, ingestijom vece koli¢ine ruzmarina od strane Zivotinja,
nastaje stanje koje karakteriSu plasljivost i pojacana reaktivnost na spoljasnje nadrazaje, bez
razvijanja agresivnosti [11].

Kod coveka, etarsko ulje ruzmarina popravlja raspolozenje i poboljsava kognitivne
funkcije. U jednoj placebo kontrolisanoj studiji, primena etarskog ulja ruzmarina je dovela do
znacajnog poboljsanja memorije ispitanika. Poboljsanje paznje i koncentracije, takode je
znacajno jace izrazeno kod grupe ispitanika koja je uzimala etarsko ulje ruzmarina, u odnosu
na grupu koja je dobijala placebo [22,23].

Poboljsanje kognitivnih funkcija i mentalnog statusa pacijenata pomocu vizuelno-

analogne skale je dokazano i posle aromaterapije tj. inhalacijom etarskog ulja ruzmarina [24].

1.4.2. Analgetsko delovanje

Analgetsko i antiinflamatorno delovanje etarskog ulja ruzmarina su dokazani u
brojnim literaturnim navodima. Etarsko ulje ruzmarina znacajno smanjuje broj gréeva
izazvanih intraperitonealnom primenom sirc¢etne kiseline Swiss albino miSevima [25], dok u
formalinskom testu, sprovedenom na belim laboratorijskim pacovima soja Wistar, izaziva
inhibiciju i rane (neurogene) i kasne (inflamatorne) komponente bola [25]. Pored toga, u
drugim studijama je utvrdeno da i pojedina¢ne komponente etarskog ulja, 1,8-cineol, kamfor
I a-pinen, imaju analgeticki potencijal [26]. Mehanizam analgetskog delovanja etarskog ulja
ruzmarina jos uvek nije potpuno razjasnjen, ali se smatra da se javlja kao posledica njegovog
delovanja na jonske kanale, u literaturi poznate pod nazivom receptori ,,TRP” tipa (“transient
receptor potential (TRP) ion channels”), koji su odgovorni za prenosenje bola izazvanog
stimulusima sa periferije u centralni nervni sistem [26,27,28]. Imaju¢i u vidu da su ovi
receptori znacajni i u etiopatogenezi neuropatskog bola, etarsko ulje ruzmarina se ispituje i
kao preparat koji moze doprineti otklanjanju ne samo nociceptivnog, ve¢ i bola nastalog
strukturnim i funkcionalnim poremecajima somatosenzornog neurona. Komponenta etarskog
ulja ruzmarina, koja poseduje najizrazenije delovanje u smislu otklanjanja ili ublazavanja
neuropatskog bola je 1,8- cineol [29].

Rezultati ispitivanja analgetskog delovanja etarskog ulja ruzmarina ukazuju da
acikli¢ni monoterpeni, mircen i linalol, analgeziju izazivaju moduliranjem efekata opioidnih
receptora, dok monocikli¢ni i bicikli¢ni monoterpeni (monocikli¢ni: y-terpinen, a-terpinen i

p-cimen; bicikli¢ni: 1,8-cineol, kamfor, a-pinen), pored delovanja na ,,TRP* kanale, dovode



do analgetskog efekta i blokadom cikloksigenaze i sinteze prostaglandina, ¢ijim delovanjem

se pojacava osetljivost perifernih senzitivnih vlakana na nociceptivne stimuluse [30] .

Antiinflamatorno delovanje etarskog ulja ruzmarina je takode ispitivano na
zivotinjskim  laboratorijskim modelima. Smanjenjem migracije leukocita i eksudacije,
etarsko ulje smanjuje edem Sapa pacova izazvan karagenom [31]. Tokom in vitro ispitivanja
na humanim monocitima, 1,8-cineol inhibira stvaranje citokina i arahidonske kiseline, pa je
najverovatniji mehanizam antiinflamatornog delovanja etarskog ulja ruzmarina, inhibicija
metabolickih puteva arahidonske kiseline (ciklooksigenaznog, kojim se sprecava sinteza
prostaglandina 1 lipooksigenaznog, kojim se spreCava nastanak 1 oSteCenje tkiva
leukotrienima) [30,32].

Na antiinflamatorno delovanje etarskog ulja ruzmarina ukazuju i rezultati ispitivanja
sprovedenom na eksperimentalnom modelu Kkolitisa pacova, izazvanog primenom
trinitrobenzensulfonske Kiseline. Pretretman etarskim uljem ruzmarina je u pomenutom
ispitivanju doveo do skoro potpunog povlacenja ostecenja sluznice kolona izazvanog

trinitrobenzensulfonskom kiselinom [33].

1.4.3. Hepatoprotektivno delovanje

Oksidativni stres kao disbalans izmedu endogenog stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih
grupa i aktivnosti antioksidativnih enzimskih sistema je klju¢ni faktor u nastanku oste¢enja
jetre [34,35].

Upotreba prirodnih antioksidativnih preparata, u koje spada i etarsko ulje ruzmarina,
je sve cesca u prevenciji i lecenju poremecaja jetre, izazvanih oksidativnim stresom [36].
Hepatoprotektivni efekat ruzmarina je potvrden na razlicitim eksperimentalnim modelima
ostecenja jetre. Tako je u studiji sprovedenoj na pacovima, metanolni ekstrakt ruzmarina
sprecio kako akutna, tako i hroni¢na ostecenja jetre izazvana primenom ugljentetrahlorida
[37].

Preparati ruzmarina spreCavaju oSteCenja jetre izazvana lekovima. Primenom
vodenog ekstrakta ruzmarina sprec¢ava se akutno ostecenje jetre izazvano imunosupresivnim
lekom, azatioprinom, a hepatoprotektivni efekat etarskog ulja ruzmarina je posledica
njegovog antioksidadivnog delovanja [38].

Antikoksidativno delovanje etarskog ulja ruzmarina je znacajno i uporedivo je sa

antioksidativnim efektom vitamina E [39,40,41]. Najveéi antioksidativni potencijal etarskog
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ulja ruzmarina poseduju monoterpenska komponenta 1,8-cineol i seskviterpenska
komponenta kadinen [42].

U prilog antioksidativnog i hepatoprotektivnog delovanja etarskog ulja ruzmarina
ukazuju rezultati in vitro pretretmana celija jetre karnozinskom kiselinom, polifenolnom
komponentom ruzmarina, kojim se znacajno redukuje nivo slobodnih kiseoni¢nih grupa,

nastalih usled delovanja aflatoksina B1 na izolovane hepatocite [43].

1.4.4. Uticaj na funkciju kardiovaskularnog sistema i krvi

Ruzmarin i njegovi ekstrakti deluju na funkciju kardiovaskularnog sistema
ispoljavanjem diuretickog delovanja, inhibicijom aktivnosti sistema renin-angiotenzin-
aldosteron i direktnim vazodilatatornim delovanjem. Zbog toga, pri istovremenoj primeni ove
biljke ili njenih ekstrakata sa lekovima koji deluju na kardiovaskularni sistem, ne mogu se
iskljuciti potencijalno znacajne interakcije. Prema rezultatima Haloui i1 sar, kod pacova
tretiranih vodenim ekstraktom ruzmarina, doslo je do znacajnog diuretic¢kog delovanja zbog
povecéanja izlu¢ivanja natrijuma, kalijuma i hlorida putem tubula bubrega [44]. Rezultati
drugih istrazivanja pokazuju da je vodeni ekstrakt ruzmarina inhibisao aktivnost angiotenzin
konvertuju¢eg enzima i tako otklonio vazokonstriktorni efekat angiotenzina II i sprecio
njegov stimulativni efekat na lu¢enje aldosterona [45].

Etarsko ulje ruzmarina, sa visokim sadrzajem biciklicnog monoterpena 1,8-cineola,
primenjeno kod pacova, izaziva direktnu vazodilataciju 1 snizenje krvnog pritiska tretiranih
Zivotinja [46].

U prospektivnoj, placebo kontrolisanoj klini¢koj studiji, sprovedenoj na pacijentima
sa dijagnostikovanom primarnom hipotenzijom, ispitivan je uticaj etarskog ulja ruzmarina na
vrednosti krvnog pritiska ali 1 na kvalitet Zivota ispitanika koji pate od niskog krvnog pritiska.
Marokansko-tunizanski tip etarskog ulja je primenjivan na osam sati u dozi od 1 ml, tokom
72 nedelje, u skladu sa vodicem Svetske zdravstvene organizacije (SZO) o metodologiji
ispitivanja tradicionalnih lekova. Evaluacija uticaja etarskog ulja ruzmarina na krvni pritisak
je sprovedena prema standardima Americkog druStva za hipertenziju, a kvalitet Zivota
ispitanika je procenjivan pomocu upitnika standardizovanog od strane Evropske Agencije za
lekove i Federalne agencije za lekove i hranu. Prema rezultatima studije, etarsko ulje
ruzmarina je ispoljilo klinicki znacajno antihipotenzivno delovanje i dovelo je do poboljSanja
kvaliteta zivota ispitanika koji pate od primarne hipotenzije. Pri tome, etarsko ulje ruzmarina

nije izazvalo ubrzanje sr¢ane frekvence. Prema autorima studije, ispoljeno antihipotenzivno
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delovanje etarskog ulja ruzmarina je posledica njegovog uticaja na tonus krvnih sudova, bez
ispoljenog uticaja na snagu kontrakcije i frekvencu sréanog misica [47].

U ispitivanju sprovedenom na C57BL/6 misevima muskog pola, podvrgnutim rezimu
ishrane koji je podrazumevao dijetu bogatu mastima sa prisutnim osusenim ruzmarinom (0,5
— 5%) tokom 12 nedelja, utvrdeno je izrazeno antiagregaciono delovanje ruzmarina,

sprecavanje nastanka tromba u arterijskim krvnim sudovima i vazodilatacija [48,49].

1.4.5. Uticaj etarskog ulja ruzmarina na homeostazu glukoze

Uticaj preparata ruzmarina na glikoregulaciju zavisi od tipa ekstrakcije ove biljne
droge. U studiji na pacovima, etarsko ulje ruzmarina je nakon intramuskularne primene,
dovelo do porasta nivoa glukoze kod zdravih Zivotinja. Povecanje je iznosilo 55% u odnosu
na vrednosti kontrolne grupe. Kod istih Zivotinja doslo je do smanjenja oslobadanja insulina
za 30%. U istoj studiji, kod Zivotinja sa indukovanim dijabetesom, nivo glukoze u serumu je
porastao za 17%, u odnosu na kontrolnu grupu [50]. Nasuprot ovim rezultatima, etanolni
ekstrakt ruzmarina ispoljava hipoglikemijsko delovanje i povecava koncentraciju insulina u
krvi normoglikemicnih i dijabeti¢nih pacova [51].

U komparativnoj, kohortnoj studiji, sprovedenoj na 59 pacijenata obolelih od
dijabetesne nefropatije, poredeni su efekti standardne terapije dijabetesa i ACE inhibitora
(kontrolna grupa) sa kombinacijom standardne terapije, ACE inhibitora i biljnog preparata
koji je sadrzao list ruzmarina (studijska grupa ispitanika). Posle Sestomesecnog pracenja,
mikroalbuminurija i lipidna peroksidacija su znacajno redukovane kod studijske u poredenju

sa kontrolnom grupom ispitanika [52].

1.4.6. Ulticaj etarskog ulja ruzmarina na endokrini sistem

Ruzmarin utice na funkciju nadbubrezne zlezde i efekte polnih hormona. U ispitivanju
sprovedenom na zdravim, odraslim dobrovoljcima, aromaterapija etarskim uljem ruzmarina
je dovela do snizenja nivoa hormona stresa, kortizola, u plazmi ispitanika [53].

Komponente etarskog ulja ruzmarina 1,8 — cineol i kadinen u ispitivanju na pacovima,
dovele su do znacajnog pojacanja hidroksilacije testosterona, indukcijom aktivnosti CYP 2B1
i CYP 3A2 [42].

Kod zenki miseva, dijeta sa 2% metanolnim ekstraktom ruzmarina, ispoljila je izraZzen

efekat na metabolizam endogenih estrogena, stimuliSu¢i njihovu hidroksilaciju i



glukuronidaciju. Na taj nacin je smanjena koncentracija cirkuliSuéih estrogena i umanjen je

njihov stimuliSu¢i efekat na endometrijum [54].

1.4.7. Antimikrobna svojstva etarskog ulja ruzmarina

Mikrodilucionom metodom, u in vitro studiji, ispitivan je uticaj etarskog ulja
ruzmarina, koje u najve¢em procentu sadrzi kamfor i verbenon (oksidovane monoterpene), na
mikroorganizme odgovorne za nastanak karijesa. U ovom ispitivanju pojedina¢ne, izolovane
komponente su bile efikasnije od samog ulja. Najvecu osetljivost na komponente etarskog
ulja ruzmarina je pokazao Streptoccocus mitis, dok je Enterococcus faecalis na ispitivane
supstance- bio najotporniji [55].

Rezultati in vitro ispitivanja antibakterijske aktivnosti etarskog ulja ruzmarina,
pokazali su da je ono aktivno protiv vise od 60 Klini¢ki znacajnih sojeva Escherichia coli
[56,57]. Takode, samo etarsko ulje ruzmarina pokazuje visoku aktivnost protiv
Staphylococcus aureus-a, Salmonella-e typhi, Salmonella-e enteritidis i Shigella-e sonei. Pri
tome, etarsko ulje ruzmarina ispoljava baktericidno delovanje i na sojeve bakterija koje
produkuju B-laktamazu [58]. Ispitivanja ukazuju i na Cinjenicu da etarsko ulje ruzmarina
ispoljava veci antimikrobni potencijal protiv sojeva Gram pozitivnih u poredenju sa
delovanjem na Gram negativne bakterije [59].

Ispitivanjem antibakterijskog efekta pojedinacnin komponenti etarskog ulja

ruzmarina, najjacu antimikrobnu aktivnost imale su komponente borneol, kamfor i verbenon
[60].
Pored delovanja na bakterije, etarsko ulje ruzmarina ispoljava i antigljivicno delovanje,
izrazeno posebno na sojeve Candida albicans [59], Trichophyton tonsurans i Trichophyton
rubrum. U poredenju sa bifonazolom, antigljivicnim lekom iz grupe azola, za pomenute
sojeve gljivica, etarsko ulje ruzmarina ima nizu minimalnu inhibitornu koncentraciju [57].

Lokalno primenjeno na kozu pacova inficiranu Aspergilus spp., u koncentraciji 0,2-
1%, etarsko ulje ruzmarina inhibira sintezu aflatoksina i spre¢ava micelarni rast aspergilusa
[61,62].

Kada se primenjuje u kombinaciji sa antibakterijskim i1 antigljiviénim lekovima,
delovanje etarskog ulja ruzmarina na mikroorganizme zavisi prvenstveno od sastava tj. od
vrste preparata i koncentracije aktivnih komponenti u njima. U studiji sprovedenoj od strane
van Vuuren-a i sar, preparati etarskog ulja ruzmarina su u kombinaciji sa ciprofloksacinom,

ispoljili sinergisticko baktericidno delovanje na sojeve Klebsiella pneumoniae. Medutim, u
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istoj studiji, primenjeno etarsko ulje ruzmarina je antagonizovalo baktericidno delovanje na
sojeve Staphylococcus aureus-a. U istom ispitivanju, delovanje amfotericina B na Candida
albicans je umanjeno, kada se lek primenjuje u kombinaciji sa etarskim uljem ruzmarina
[63].

1.5. Interakcije etarskog ulja ruzmarina sa klasi¢nim lekovima

Postoje podaci o klinicki znacajnim interakcijama koje se javljaju pri istovremenoj
primeni ruzmarina i konvencionalnih lekova. Tako, etanolni ekstrakt ove biljke, bogat
fenolnim komponentama, karnozolom, karnozinskom i rozmarinskom kiselinom, koji se
koristi kao dodatak hrani u svojstvu antioksidansa, smanjuje procenat resorpcije gvozda iz
intestinalnog trakta [64].

U ispitivanju na izolovanim C¢elijama raka dojke koje poseduju efluksni P-
glikoprotein, metanolni ekstrakt ruzmarina povecava intracelularnu kumulaciju doksorubicina
i vinblastina. Inhibicijom aktivnosti P-glikoproteina, ekstrakt ruzmarina znacajno povecava
osetljivost malignih ¢éelija na pomenute lekove i spre¢ava nastanak multirezistencije malignih
¢elija na njih [65].

Brojni literaturni podaci potvrduju uticaj etarskog ulja ruzmarina na aktivnost
mikrozomalnih enzima. Same komponente etarskog ulja ruzmarina podlezu biotransformaciji
i pri tome indukuju aktivnost enzima kojima se metabolisu [66,67]. Komponente 1,8-cineol,
a-pinen i kadinen prvenstveno indukuju aktivnost enzima | faze biotransformacije lekova, pre
svega CYP3A4, CYP2B1 i CYP3A2, CYP1A, CYP2B i CYP2EL, ali isto tako, pojacavaju i
aktivnost enzima ukljucenih u drugu fazu metabolizma ksenobiotika, kao $to je uridildifosfat-
glukuronil transferaza (UDP-glukuronil transferaza) [42,68,69,70].

Pomoc¢u ELISA metode, u in vitro uslovima, uz dodatak etarskog ulja ruzmarina,
spektrofotometrijski su merene aktivnosti acetilholin (AchE) i butirilholinesteraze (BchE).
Rezultati ove studije su pokazali da etarsko ulje ruzmarina inhibira aktivnost AChE do 64%,
a BChE i do 74%. Ovaj efekat se pripisuje najzastupljenijim komponentama u etarskom ulju,
1,8-cineolu i a-pinenu [71] i njihovom medusobnom sinergisitickom delovanju na enzim.

S obzirom da aktivni principi etarskog ulja ruzmarina, 1,8-cineol i a-pinen, inhibisu
aktivnost acetilholin i butirilholin esteraze, ne moze se iskljuciti moguénost stupanja u
klini¢ki znacajne interakcije sa lekovima koji su supstrat ova dva enzima koji vrSe procese

hidrolize estarskih jedinjenja [72].
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1.6. Odobrene indikacije za etarsko ulje ruzmarina

Evropska Agencija za lekove je 2010. godine dala preporuke za koriS¢enje etarskog
ulja ruzmarina. Sistemski, u obliku kapi za unutrasnju primenu, etarsko ulje ruzmarina je
odobreno za leCenje dispepsije i spazama gastrointestinalnog trakta. Prema Evropskoj
Agenciji za lekove, etarsko ulje ruzmarina se preporucuje za spoljasnju primenu u lecenju
umereno jakih bolova u zglobovima i miSi¢ima kao i u leCenju poremecaja periferne
cirkulacije [72].

Sistemska primena etarskog ulja ruzmarina je kontraindikovana kod obolelih od
epilepsije, u trudno¢i i periodu dojenja, kao i kod osoba mladih od 18 godina. Takode,
etarsko ulje ruzmarina ne bi trebalo primenjivati kod opstrukcije Zu¢nih puteva, kao i kod
prisustva kamenaca u zuci i bubregu [73].

Prema Evropskoj Agenciji za lekove, preporucena dnevna doza etarskog ulja
ruzmarina za peroralnu primenu iznosi 2 kapi/dan, a u preparatima za spoljasnju primenu se
preporucuje koncentracija 6-10% [72].

Nezeljena delovanja koja se mogu javiti pri sistemskoj primeni etarskog ulja
ruzmarina su stimulacija centralnog nervnog sistema i pojava epileptiformnih napada [3]. S
obzirom da je kamfor komponenta etarskog ulja ruzmarina koja je odgovorna za smanjenje
praga nadraZaja centralnog nervnog sistema, prema Evropskoj agenciji za bezbednost hrane
(EFSA - European Food Safety Agency), odredivanje koncentracije ove supstance je klju¢no
za bezbednost sistemske primene etarskog ulja ruzmarina. Ni u jednoj starosnoj grupi,
sistemska izlozenost kamforu ne bi smela da prede 2 mg/kg tm na dan [74]. Primenom
kamfora u dozi vec¢oj od 5 mg/kg tm kod ljudi, pored stimulacije centralnog nervnog sistema,
moze do¢i do nadrazaja i iritacije sluznice usne duplje i Zeluca, mucnine i povracanja,
uzbudenja, halucinacija, delirijuma i prenadrazenosti skeletne muskulature [74]. Ekscitatorno
delovanje ruzmarina na centralni nervni sistem se dovodi u vezu sa efektima 1,8-cineola i
kamfora, koji izazivaju hiperekscitabilnosti neurona sprecavanjem preuzimanja kiseonika i
gubitkom elektrohemijskog gradijenta za Na* i K* [75,76].

Nezeljena delovanja etarskog ulja ruzmarina, koja se mogu javiti pri lokalnoj primeni
uobicajenih terapijskih koncentracija, kod ljudi su iritacija koze, konjunktiva i sluznice
respiratornog trakta [69].

Na osnovu ograni¢enog broja ispitivanja na Zivotinjama, nisu utvrdena kancerogena,
genotoksicna svojstva, kao ni reproduktivna i1 razvojna toksi¢nost etarskog ulja ruzmarina,

primenjenog u dozama koje su ekvivalentne preporuc¢enim dozama za humanu upotrebu [73].
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S obzirom da etarsko ulje ruzmarina pored primene u lecenju dispepsije, spazama
gastrointestinalnog trakta i bola miSi¢no-zglobnog sistema, poseduje i druga farmakoloska i
toksikoloska delovanja, u ovom istrazivanju ona su detaljnije ispitana, u cilju jasnijeg uvida
u potencijalno nova indikaciona podrucja, bezbednost primene kao i u interakcije koje mogu
biti klini¢ki znacajne, ukoliko se etarsko ulje ruzmarina primenjuje istovremeno sa klasi¢nim

lekovima.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj rada je bio da se primenom odgovarajuc¢ih metoda ispita:

1. Analgetsko delovanje etarskog ulja ruzmarina;

2. Uticaj etarskog ulja ruzmarina na farmakodinamske osobine paracetamola, kodeina,
diazepama i pentobarbitala;

3. Uticaj etarskog ulja ruzmarina na farmakokineticke osobine paracetamola;

4. Uticaj etarskog ulja ruzmarina na parametre toksi¢nosti kod zivotinja izloZenih

oksidativnom stresu.
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3. RADNE HIPOTEZE

Na osnovu prethodno definisanih ciljeva istrazivanja postavljene su sledece hipoteze:

1. Primena preparata etarskog ulja ruzmarina ispoljava analgeti¢cko delovanje na oglednim
Zivotinjama.

2. Etarsko ulje ruzmarina utiCe na farmakoloske osobine paracetamola, kodeina,
diazepama i pentobarbitala.

3. Etarsko ulje ruzmarina utice na farmakokineticke osobine paracetamola.

4. Primena etarskog ulja ruzmarina sprecava toksicne promene kod Zzivotinja izloZenih

oksidativnom stresu.
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4. MATERIJAL | METODE
4.1. Eksperimentalne Zivotinje

Farmakodinamska ispitivanja su izvedena na polno zrelim belim laboratorijskim
misevima, soja NMRI-Haan, oba pola, telesne mase 20-35 gr, odabranih metodom sluc¢ajnog

uzorka iz okota sa VVojno-tehnickog instituta u Beogradu.

Za biohemijske, toksikoloske analize i za farmakokinetska ispitivanja koris¢eni su
zdravi beli laboratorijski pacovi, oba pola, soja Wistar, telesne mase 150-300 grama,

odabrani metodom slu¢ajnog izbora iz okota sa Vojno-tehnickiog instituta u Beogradu.

Laboratorijske zivotinje su boravile u Uni-Protect (Ehret, Emendingen, Nemacka)
ormanima za ¢uvanje laboratorijskih Zivotinja sa filterskim sistemom za protok vazduha, na
Zavodu za farmakologiju, toksikologiju i klinicku farmakologiju Medicinskog fakulteta u
Novom Sadu. U ormarima je temperatura vazduha odrzavana izmedu 20 1 25°C, uz kontrolu
vlaznosti vazduha i odrzavanje cirkadijalnog ritma (smena dana i no¢i u trajanju od 12").
Zivotinje su imale slobodan pristup vodi i standardnoj hrani za sitne laboratorijske Zivotinje

(Veterinarski institut Zemun, Srbija).

Briga o zivotinjama i sve eksperimentalne procedure su sprovodene u skladu sa eti¢kim
nacelima rada sa laboratorijskim zivotinjama. Izvodenje ogleda je odobrila Eti¢ka komisija
Univerziteta u Novom Sadu daju¢i svoju saglasnost sa planom ovog ispitivanja, broj

odobrenja IVV-2011-01.
4.2. Etarsko ulje ruzmarina i izracunavanje doza

Etarsko ulje ruzmarina, Aetheroleum Rosmarini, koriséeno za ispitivanja, dobijeno je
iz Instituta za lekovite biljke "Dr Josif Panci¢". Iz droge ruzmarina Rosmarinus officinalis L.
(Lamiaceae) osusene na vazduhu, dobijeno je etarsko ulje ruzmarina destilacijom pomocu
vodene pare, prema vazecoj Ph Eur 7. Hemijski sastav etarskog ulja je odreden na Institutu za

lekovite biljke ’Dr Josif Panci¢’’ u Beogradu.

Identifikacija i kvantifikacija hemijskih komponenti etarskog ulja je izvrsena gasnom
hromatografijom sa plameno jonizuju¢im detektorom (GC/FID) i sa spektrofotometrijskom
analizom masa (GC/MS). Analiza ulja metodom GC/FID je obavljena na Hewlett-Packard

HP 5890 series Il hromatografu, opremljenom autosemplerom i split injekcionim sistemom.
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Koris¢ena je kapilarna kolona HP-5 (25 m X 0.32 mm; debljine filma 0.52 um), povezana sa
plameno jonizuju¢im detektorom (FID). Temperatura injektora i detektora je bila podeSena na
250°C i1 300°C, a temperatura kolone je programirana od 40 do 260°C sa brzinom zagrevanja
od 4°C/min. Brzina protoka noseceg gasa, vodonika, bila je 1 ml/min. Uzorak pripremljen
kao 1% rastvor ulja u etanolu (1 pl) injektovan je po split modelu (split ratio, 1:30). GC/MS
analiza je izvrSena na Hewlett-Packard HP G1800C series II GCD sistemu u istim analiti¢kim
uslovima kao GC/FID. Kolona kori$¢ena za ovu analizu bila je HP-5MS (30 m x 0.25 mm;
debljine filma GC/FID 0.25 um), a noseéi gas je bio helijum. Temperatura linije je podesena
na 260°C. Maseni spektri su snimani pri elektronskoj jonizaciji od 70eV, u masenom spektru
(m/z) 40-450 Da.

Identifikacija komponenata etarskog ulja je izvrsena poredenjem masenih spektara i
retencionih indeksa sa referentnom supstancom, kamforom i literaturnih podataka o masenim
spektrima [77]. Kvantitativna analiza etarskog ulja ruzmarina u procentima je izraCunata

normalizacijom povrsina ispod pika dobijenih metodom FID.

Etarsko ulje ruzmarina je primenjivano per 0s, pomocu gastricne sonde u obliku

odgovarajuce suspenzije u fizioloskom rastvoru.

Primenjivane doze etarskog ulja ruzmarina su dobijene preracunavanjem preporucene
terapijske doze za Coveka [72], pomocu formule za preracunavanje doza za eksperimentalne

zivotinje [78].

Etarsko ulje ruzmarina, Aetheroleum Rosmarini, primenjivano je u dozama 10 i 20
mg/kg tm/dan, za miseve, tokom 7 dana i u jednokratnom rezimu; i 5 i 10 mg/kg tm/dan za

pacove, tokom 7 dana.

16



4.3. Lekovite supstance koriséene u ogledu

Sledece lekovite supstance su koris¢ene u ispitivanju:
-Aminofenazon, Aminophenasone 98% powder (Sigma-Aldrich, Nemacka);
-Kodein, Codeine, raw powder 99,96% (Lewis Chemicals Ltd., Turska);
-Diazepam, 10 mg/2 ml, ampula (Galenika, Srbija);
-Pentobarbital, Pentobarbital sodium (Sigma-Aldrich, Nemacka);
-Fizioloski rastvor 500 ml (Hemofarm, Srbija);
-Siréetna kiselina, Acidum Aceticum 99% (J.T. Baker, USA);
-Ugljen tetrahlorid, Carbon tetrachloride 99,9% (Sigma-Aldrich, Nemacka);
-Maslinovo ulje (Sinefarm, Beograd, Srbija);

-Uretan, Urethan (Sigma Chemicals Co, St Louis, USA).

4.4. Tretman i podela eksperimentalnih grupa

U okviru ispitivanja za pracenje efekata etarskog ulja ruzmarina, Zivotinje su bile
podeljene u grupe u odnosu na ispitivanu dozu etarskog ulja ruzmarina i u odnosu na lek koji
su primile neposredno pre odgovarajuceg eksperimenta. Ispitivane Zivotinje su nasumi¢no
podeljene na eksperimentalne 1 kontrolne grupe, pri ¢emu je svaka grupa brojala po 6
zivotinja. Sve Zivotinje su bile podvrgnute merenju telesne mase pre tretmana i nakon

tretmana etarskim uljem ruzmarina.
Farmakodinamska ispitivanja su vr§ena na miSevima.

Doze primenjenih lekova u pretretmanu bile su:

- fizioloski rastvor u zapremini 10 ml/kg tm, per os;

- etarsko ulje ruzmarina (EUR) 10 mg/kg tm, per os;

- etarsko ulje ruzmarina (EUR) 20 mg/kg tm, per os.

Doze lekova korisé¢enih u farmakodinamskim ogledima bile su sledece:

- paracetamol 60 mg/kg tm, intraperitonealno;
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- kodein 30 mg/kg tm, intraperitonealno;

- sir¢etna kiselina 1% rastvor u zapremini od 10 ml/kg tm, intraperitonealno;

- diazepam 2,5 mg/kg tm, intramuskularno;

- pentobarbital 40 mg/kg tm, intraperitonealno.

Eksperimentalne Zivotinje bile su podeljene na osnovu pretretmana na sledece grupe:
1. Kontrolna grupa tretirana fizioloskim rastvorom 7 dana, KONy,

2. Kontrolna grupa tretirana EUR u dozi 20 mg/kg tm 1 dan, Eur20;,,

3. Kontrolna grupa tretirana EUR u dozi 20 mg/kg tm 7 dana, Eur20,

4. Kontrolna grupa tretirana fizioloSkim rastvorom 1 dan i paracetamolom, KON;+Par

5. Kontrolna grupa tretirana fizioloskim rastvorom 7 dana, koja je sedmog dana primila

paracetamol KON-+Par,
6. Kontrolna grupa tretirana fizioloskim rastvorom 1 dan i kodeinom, KON;+Kod,

7. Kontrolna grupa tretirana fizioloskim rastvorom 7 dana, koja je sedmog dana primila
kodein, KON7+Kod,

8. Kontrolna grupa tretirana fizioloSkim rastvorom 1 dan 1 siretnom kiselinom |,

KON+Acet

9. Kontrolna grupa tretirana fizioloskim rastvorom 7 dana, koja je sedmog dana primila

sir¢etnu Kiselinu, KON7+Acet,
10. Kontrolna grupa tretirana fizioloskim rastvorom 1 dan i diazepamom, KON;+Diaz,

11. Kontrolna grupa tretirana fizioloskim rastvorom 7 dana, koja je sedmog dana primila
diazepam, KON+Diaz,

12. Kontrolna grupa tretirana fizioloskim rastvorom 1 dan i pentobarbitalom, KON;+Pentb,

13. Kontrolna grupa tretirana fizioloskim rastvorom 7 dana, koja je sedmog dana primila
pentobarbital, KON7+Pentb,

14. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 10 mg/kg tm 1 dan i paracetamolom,
Eurl0O;+Par,
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15. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 20 mg/kg tm 1 dan i paracetamolom,
Eur20;+Par,

16. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 10 mg/kg tm 7 dana, koja je sedmog dana
primila paracetamol, Eurl0,+Par,

17. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 20 mg/kg tm 7 dana, koja je sedmog dana

primila paracetamol, Eur20,+Par,

18. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 10 mg/kg tm 1 dan i kodeinom,
Eurl0,;+Kod,

19. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 20 mg/kg tm 1 dan i kodeinom,
Eur20;+Kod,

20. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi od 10 mg/kg tm 7 dana, koja je sedmog
dana primila kodein, Eur10,+Kod,

21. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 20 mg/kg tm 7 dana, koja je sedmog dana

primila kodein, Eur20;+Kod,

22. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 10 mg/kg tm 1 dan i siréetnom
kiselinom, Eur10;+Acet,

23. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 20 mg/kg tm 1 dan i sir¢etnom kiselinom,
Eur20;+Acet,

24. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 10 mg/kg tm 7 dana, koja je sedmog dana

primila sir¢etnu kiselinu, Eur10,+Acet,

25. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 20 mg/kg tm 7 dana, koja je sedmog dana

primila sir¢etnu kiselinu, Eur20;,+Acet,

26. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 10 mg/kg tm 1 dan i diazepamom,
Eurl0;+Diaz,

27. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 20 mg/kg tm 1 dan i diazepamom,
Eur20,+Diaz,

28. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 10 mg/kg tm 7 dana, koja je sedmog dana

primila diazepam, Eur10;+Diaz,
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29. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 20 mg/kg tm 7 dana, koja je sedmog dana

primila diazepam, Eur20;+Diaz,

30. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 10 mg/kg tm 1 dan i pentobarbitalom,
Eurl0,+Pentb,

31. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 20 mg/kg tm 1 dan i pentobarbitalom,
Eur20;+Pentb,

32. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 10 mg/kg tm 7 dana, koja je sedmog dana
primila pentobarbital, Eur10,+Pentb,

33. Eksperimentalna grupa pretretirana EUR u dozi 20 mg/kg tm 7 dana, koja je sedmog dana

primila pentobarbital, Eur20,+Pentb.

Biohemijska, toksikoloska i farmakokinetska ispitivanja su vrsena na pacovima.
Doze primenjenih lekova u pretretmanu bile su:

- fizioloski rastvor 1 ml/kg tm, per os;

- etarsko ulje ruzmarina 5 mg/kg tm, per os;

- etarsko ulje ruzmarina 10 mg/kg tm, per os.

Supstance kori§¢ene u ovim ispitivanjima primenjene su u slede¢im dozama.

- ugljen tetrahlorid 50% rastvor u maslinovom ulju, 1 ml/kg tm, per os;

- uretan 25% rastvor, 5 ml/kg tm, intraperitonealno;

- paracetamol 20 mg/kg tm, intravenski i per os.

Eksperimentalne zivotinje bile su podeljene na osnovu pretretmana na sledece grupe:
| Grupe zivotinja za farmakokinetska ispitivanja

1. Kontrolna grupa tretirana fizioloskim rastvorom 7 dana, koja je sedmog dana primila
paracetamol p.o., KON;+PAR,

2. Kontrolna grupa tretirana fizioloskim rastvorom 7 dana, koja je sedmog dana primila

paracetamol i.v., KON7+PAR;,,
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3. Eksperimentalna grupa tretirana EUR 5 pg/kg tm 7 dana, koja je sedmog dana primila

paracetamol p.o., Eur5;+PAR;,,

4. Eksperimentalna grupa tretirana EUR 5 pg/kg tm 7 dana, koja je sedmog dana primila
paracetamol i.v., Eur5;+PAR;,,

5. Eksperimentalna grupa tretirana EUR 10 pg/kg tm 7 dana, koja je sedmog dana primila

paracetamol p.o., Eurl0,+PAR,

6. Eksperimentalna grupa tretirana EUR 10 pg/kg tm 7 dana, koja je sedmog dana primila
paracetamol i.v., Eurl0+PAR;, .

Il Grupe zivotinja za biohemijska i toksikoloska ispitivanja
1. Kontrolna grupa koja je primala fizioloski rastvor 7 dana,, KONy,

2. Kontrolna grupa tretirana fizioloskim rastvorom 7 dana, koja je sedmog dana primila
ugljentetrahlorid, KON;+CCly,

3. Kontrolna grupa koja je tretirana EUR u dozi od 5 mg/kg tm 7 dana, Eur5,
4. Kontrolna grupa koja je tretirana EUR u dozi od 10 mg/kg tm 7 dana, Eurl10y,

5. Eksperimentalna grupa tretirana EUR u dozi od 5 mg/kg tm 7 dana, koja je sedmog dana

primila ugljen tetrahlorid, Eur5;+CCly,

6. Eksperimentalna grupa tretirana EUR u dozi od 10 mg/kg tm 7 dana, koja je sedmog dana

primila ugljen tetrahlorid, Eur10,+CCl,.

4.5. Farmakodinamska ispitivanja

Analgetsko svojstvo etarskog ulja ruzmarina je ispitivano testom sa siréetnom
kiselinom (“testom uvijanja“). Uticaj etarskog ulja ruzmarina na analgetski efekat kodeina i
paracetamola ispitivan je metodom vrele ploce. Farmakodinamskim testom rotirajuceg Stapa
ispitivan je uticaj etarskog ulja ruzmarina na poremec¢aj motorne koordinacije nakon primene
diazepama. Merenjem duzine vremena spavanja ispitivan je uticaj etarskog ulja ruzmarina na

hipnoti¢ko delovanje pentobarbitala.

21



4.5.1. Metod vrele ploce

Analgetsko dejstvo paracetamola i kodeina je ispitivano metodom vrele plo¢e zagrejane
na 52,5°C [79]. Kodein je primenjen u dozi od 30 mg/kg tm, intraperitonealno, a paracetamol
u dozi 60 mg/kg tm, takode intraperitonealno, i to 30 minuta nakon davanja zadnje doze
etarskog ulja ruzmarina sedmog dana tretmana. Pre primene lekova merena su 2 kontrolna
reakciona vremena, u razmaku od 10 minuta, a potom i reakciona vremena 5, 10, 15, 20, 30,
40, 50, 60 minuta nakon injektovanja leka. Maksimalno dozvoljeno reakciono vreme je 2

vrednosti srednjeg kontrolnog vremena.

Analgetski efekat kodeina i paracetamola izraCunavan je kao postotak promene

reakcionog vremena (produZzenje ili skracenje) prema jednacini:
(A-B)/B*100=% efekta
A — mereno reakciono vreme

B — srednja vrednost kontrolnog reakcionog vremena

4.5.2. Test sa sircetnom kiselinom (,, test uvijanja ‘)

Ovom metodom se ispituju slabi analgetici [78]. Bolna draz se izaziva hemijskim
sredstvom, siréetnom kiselinom, i to u rastvoru koncentracije od 1%, tako $to se ubrizga u
peritoneum misa u zapremini od 10 ml/kg tm. Sir¢etna kiselina se daje 10 minuta nakon
poslednje doze etarskog ulja, a 5 minuta kasnije se poc¢inje sa brojanjem gréeva. Gréevi su
brojani od petog do dvadeset i petog minuta nakon primene siréetne kiseline (prvi period) i

od dvadeset i petog minuta do Cetrdeset i petog minuta (drugi period).

Analgetski efekat etarskog ulja ruzmarina izrazavan je kao procenat inhibicije broja

gréeva prema obrascu:

Analgetski efekat (%) = 100 — (broj gréeva u oglednoj grupi / broj gréeva u kontrolnoj
grupi) x 100
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4.5.3. Metod rotirajuceg stapa

Depresija motorne koordinacije izazvana diazepamom ispitivana je metodom
rotirajuceg Stapa [79]. Doza diazepama iznosila je 2,5 mg/kg tm, i.m., a primenjivana je 30
minuta posle zadnje doze etarskog ulja, sedmog dana tretmana. Kontrolno vreme bilo je 300
s, a vreme odrzavanja zivotinja na Stapu u sekundama mereno je 5, 10, 15, 20, 25, 30 i1 35
minuta nakon primene leka. Maksimalno dozvoljeno vreme koje su zivotinje provodile na

Stapu bilo je 300 s.

Depresivno-hipnoticki efekat diazepama izrac¢unat je kao postotak promene vremena (s)

provedenog na rotiraju¢em Stapu prema jednadini:
100 — (A *100)/B = % depresije,
A je mereno vreme, a B je kontrolno-maksimalno vreme (300 s).
4.5.4. Vreme trajanja spavanja

Hipnoticko dejstvo pentobarbitala je ispitivano merenjem trajanja spavanja Zivotinja
[79]. Doza datog rastvora pentobarbitala, intraperitonealno, bila je 40 mg/kg tm i to 30
minuta nakon primene zadnje doze etarskog ulja ruzmarina, sedmog dana tretmana. Mereno
je vreme od primene leka do gubitka refleksa uspravljanja, odnosno indukciono vreme, i od
gubitka refleksa uspravljanja do njegovog ponovnog uspostavljanja, odnosno vreme

spavanja, u minutima.

4.6. Ispitivanje uticaja etarskog ulja ruzmarina na farmakokinetske osobine

paracetamola
4.6.1. Prikupljanje uzoraka krvi

U svim eksperimentalnim grupama uzorkovanje krvi iz repne vene je zapocinjano pre
aplikacije paracetamola (nulti uzorak, bez prisustva leka). Paracetamol je primenjen 30
minuta nakon poslednje doze etarskog ulja ruzmarina, a vreme uzorkovanja krvi racunalo se
od momenta aplikacije leka. Uzorkovano je ukupno 10 uzoraka krvi po zivotinji. Uzorci su
uzimani u 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240 i 300 minuta nakon davanja paracetamola p.o.

ili i.v.. Nakon aplikacije paracetamola zivotinje su stavljane u imobilizacioni kavez za
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pacove. Rep im je potom potapan u posudu sa toplom vodom kako bi se izazvala hiperemija.
Rep koji je posuSen papirnim ubrusom mazan je vazelinom i masiran u svrhu izazivanja
dodatne hiperemije. Potom je 1 cm od vrha repa, lancetom pravljena perforacija koze i u
adekvatno obelezenu mikroepruvetu iz repne vene pacova uzorkovano je oko 200 pL krvi.
Potom su uzorci krvi centrifugirani 10 minuta na 6000 obr/min. Nakon centrifugiranja
pipetiran je supernatant i prenesen u nove pravilno obeleZene mikroepruvete. Do momenta
analiticke obrade, uzorci seruma su odlagani u obelezenim mikroepruvetama u zamrzivac i
Cuvani na temperaturi od -80°C. Detekcija lekova u uzorcima seruma izvrsena je HPLC

metodologijom [80].
4.6.2. Standardi i hemikalije

Svi vodeni rastvori pripremani su koris¢enjem vode HPLC stepena Cistoée — JT
Baker. KoriS¢ene hemikalije bile su najviSeg dostupnog stepena cCistoce i1 nisu dodatno
precis¢avane. Svi koris¢eni rastvaraci bili su HPLC stepena Cisto¢e — JT Baker. Stock rastvor

pravljen je u koncentraciji Img/ml.
4.6.3. Aparatura

Analiza uzoraka vrsena je na Dionex HPLC uredaju sa UV detektorom. Sistem za
separaciju 1 hromatografsku detekciju paracetamola sastojao se iz sledec¢ih elemenata: kolona
ZORBAX Extend C-18 Narrow-Bore 2.1 x 150 mm 5-Micron; pretkolona ZORBAX Eclipse
Plus-C 18, Analytical Guard Column 4.6x12.5 mm 5-Micron.

U ispitivanju je koriséen je izokratski tip elucije sa konstatnim protokom te¢ne faze od
protok 0.4 ml/min. Mobilnu fazu ¢inila je meSavina vode i acetonitrila u odnosu H20 : ACN

=88:12.

Uzorci su injektovani koriS¢enjem autosamplera ASI 100 autosampler plus. Volumen
injekta iznosio je 20 pl. Kompartman sa kolonom odrZavan je na konstatnoj temperaturi od
20°C. U analiziranim uzorcima paracetamol je detektovan je UV DAAD detektorom na
talasnoj duzini od A=254 nm. Retenciono vreme parcetamola u bioloSkim uzorcima iznosilo

je 2.2 minuta, a ukupno trajanje analize iznosilo je 8 minuta.

Kontrola HPLC uredaja i obrada dobijenih podataka — hromatograma vrsena je pomoc¢u
programskog paketa CHROMELEON v.6.70, Chromatography management syste, Dionex,

2005.
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4.6.4. Priprema uzorka

Serum je u obeleZenim krioepruvetama ¢uvan u zamrzivac¢u na temeperaturi od -80 C°

do trenutka analize.

Priprema uzorka za analizu obavljena je metodom precipitacije acetonitrilom. Nakon
odmrzavanja uzorka, 80 ul preneto je u epruvetu. Uzorku seruma dodavano je 160 pl
acetonitrila. Ovako dobijena smesSa je izmeSana na ,,vorteks* mesalici 2 puta po 15 sekundi.
Nakon toga uzorci su centrifugirani u trajanju od 2.5 minuta brzinom od 3200 obrtaja u
minutu. Nakon centrifugiranja, supernatant u Kkoli¢ini 120 pl je prenet u ,vijale®“.
Automatskim putem 20 pl supernatanta je injektovano direktno u uredaj, nakon Cega je

merena koncentracija paracetamola u svakom od pripremljenih uzoraka.

U uzorcima krvi zivotinja pre tretmana paracetamolom (blank) na hromatogramu nije

bilo pika na retencionom vremenu paracetamola.

Linearnost metode ispitivana je i potvrdena ubrizgavanjem 5 razli¢itih koncentracija
standarda paracetamola u serumu u rasponu doza 0.5 do 200 pg/ml, sa koeficijentom

korelacije r=0.99.

Koncentracija paracetamola u uzorku automatski je izracunavana na osnovu povrsina

pikova razli¢itih koncentracija eksternog standarda.

4.7. Uticaj etarskog ulja ruzmarina na parametre toksi¢nosti
4.7.1. Biohemijski parametri

Od biohemijskih parametara u serumu je odredivana koncentracija lipida, odnosno
lipidni status. Takode, u cilju pracenja jetrene i bubrezne funkcije u serumu ispitivanih
zivotinja je odredivana enzimska aktivnost aspartat aminotransferaze (AST) 1 alanin
aminotransferaze (ALT), nivo ukupnog i direktnog bilirubina i koncentracija uree, kreatinina
i mokra¢ne kiseline. Sve analize su radene prema standardnim spektrofotometrijskim
metodama na automatskom sistemu za hemijske analize Olympus AU 400 (Hamburg,

Nemacka).
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4.7.2. Procena in vitro antioksidativne aktivnosti
4.7.2.1. Procena antioksidativne aktivnosti etarskog ulja ruzmarina DPPH testom

Antioksidativna aktivnost etarskog ulja ruzmarina je odredivana kao kapacitet za
neutralisanje slobodnih radikala, odnosno slobodnih kiseoni¢nih grupa (FRSC). Ispitivana je
sposobnost etarskog ulja ruzmarina da donira elektron i stabilizuje 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) radikal [81]. Uzorak i metanolni rastvor a-tokoferola, kao pozitivne kontrole,
pomesan je sa rastvorom DPPH i nakon 60 minuta, preostala koli¢ina ljubiasto obojenog

rastvora DPPH odredivana je spektrofotometrijski na 515 nm.
Kapacitet za neutralisanje slobodnih radikala (RSC) izracunat je na slede¢i nacin:
RSCzloo‘loO*Auzorka/Aslepe probe-

Asiepe probe J€ apsorbanca razblazenog rastvora DPPH, dok je Ayzorka @psorbanca etarskog ulja,

odnosno referentog rastvora.

Sva ispitivanja su izvedena po tri puta i uzeta je srednja vrednost za izracunavanje.
Vrednost srednje inhibitorne koncentracije (IC50), koja predstavlja koncentraciju uzorka koja
je potrebna da izazove inhibiciju 50% kolicine DPPH radikala, procenjena je linearnom

regresionom analizom dobijene RSC vrednosti 1 izraZena je u pl etarskog ulja po ml.
4.7.2.2. Ukupni sadrzaj fenola u etarskom ulju ruzmarina

Ukupni sadrzaj fenola u etarskom ulju ruzmarina ispitivan je Folin-Ciocalteu
reagensom [82]. Etarsko ulje ruzmarina je pomesano sa reagensom i rastvorom natrijum
karbonatom u test epruveti. Nakon mesanja vortex mesalicom i inkubacije na tamnom u toku
2 sata, merena je apsorbanca na 740 nm. Procena ukupnog sadrzaja fenolnih komponenti je
vrsena tri puta i rezultat je izrazen kao mg ekvivalentni sadrzaju galne kiseline (GAE) po

litru.

4.7.3. Procena in vivo antioksidativne aktivnosti

Uljani rastvor ugljentetrahlorida, 50%, u maslinovom ulju, primenjen je
intraperitonealno, u dozi 1 ml/kg tm sedmog dana tretmana etarskim uljem, 30 minuta nakon

zadnje doze etarskog ulja, a 24 sata pre zrtvovanja zivotinja. Osmog dana zivotinje su
26



anestezirane 25% rastvorom uretana, u dozi od 5 ml/kg tm intraperitonealno. Nakon gubitka
refleksa uspravljanja, zivotinje su zrtvovane kardiopunkcijom u cilju uzimanja uzoraka krvi i

jetre za dalja ispitivanja.

Homogenat jetre je pripremljen od 1gr tkiva jetre i TRIS-HCI pufera, pH=7,4; u
odnosu 1:3 (w/v) na temperaturi od 4°C, koristeci elektricni homogenizator tipa B. Braun,
Potter S (Melsungen, Nemacka). Odredivanje parametara oksidativnog stresa u homogenatu
tkiva je vrSeno spektrofotometrom Agilent 8453 UV/Vis (Santa Klara, SAD) prema

procedurama opisanim u literaturi.
Od parametara oksidativnog stresa spektrofotometrijski su odredivani:

1. Intenzitet lipidne peroksidacije je meren na osnovu koncentracije malonilaldehida koji je

krajnji produkt lipidne degradacije sastojaka ¢elijske membrane (LPXx) [83],
2. Aktivnost enzima glutation peroksidaze (GSH-Px) [84],

3. Aktivnost enzima glutation reduktaze (GR) [85],

4. Aktivnost peroksidaze (Px) [86],

5. Aktivnost katalaze (CAT) [87],

6. Aktivnost ksantin oksidaze (XOD) [88],

7. Sadrzaj redukovanog glutationa (GSH) [89].
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4.8. Statisti¢ka obrada podataka

Rezultati dobijeni tokom farmakodinamskih, biohemijskih i toksikoloskih ispitivanja,
obradeni su statistiCkim programom MedCalc 9.2.0.1. software. Kao mera srednje vrednosti
neke grupe podataka odredena je aritmetiCka sredina m, a mera varijacije medu podacima
izrazena je standardnom devijacijom Sd. Statisticka znacajnost razlika odredenih grupa sa

verovatno¢om p<0.05, ispitivana je Student t-testom za male nezavisne uzorke.
Rezultati su prikazani tabelarno ili graficki.

Rezultati farmakokinetskih ispitivanja obradeni su u statistiCkom paketu SPSS
statistics, ver. 17, programom Winnonline verzija 4.. Rezultati su podvrgnuti
nekompartmanskoj analizi. Odredena je aritmeticka sredina m, a mera varijacije medu

podacima izrazena je standardnom devijacijom Sd, m+Sd.
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5. REZULTATI

5.1. Hemijska analiza etarskog ulja ruzmarina

Hemijski sastav etarskog ulja ruzmarina odreden metodom gasne hromatografije,

prikazan je u tabelama 1, 2, 3 i 4.

Tabela 1. Ukupan sadrzaj identifikovanih komponenti u ispitivanom uzorku etarskog ulja
ruzmarina (% m/m)

Komponenta Broj identifikovanih Sadrzaj, procenat %(m/m)
komponenti
Monoterpenski 14 31.22

ugljovodonici
Oksidovani monoterpeni 9 63.88

Seskviterpenski 6 4.77
ugljovodonici

Ukupan broj/sadrzaj 29 99.87

identifikovanih komponenti

Sadrzaj neidentifikovanih 0.13

komponenti

Ukupan broj identifikovanih komponenti je 29, §to iznosi 99.87% ispitivanog uzorka
ulja. Etarsko wulje ruzmarina se sastoji od kompleksne meSavine monoterpenskih
ugljovodonika (31.22%), oksidovanih monoterpena (63.88%) i seskviterpenskih komponenti
(4.77%).
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Tabela 2. Sastav i sadrzaj monoterpenskih ugljovodonika u ispitivanom uzorku etarskog ulja
ruzmarina (% m/m)

Komponente RT-FID? RT-MSP RRT® Sadrzaj,

procenat

(% m/m)
Monoterpenski ugljovodonici 31.22
triciklen 12.640 6.82 0.579 0.23
a-tujen 12.777 7.00 0.585 0.13
a-pinen 13.100 7.19 0.600 11.51
kamfen 13.737 7.62 0.629 4.55
sabinen 14.697 8.47 0.673 0.05
B-pinen 14.887 8.50 0.681 8.16
B-mircen 15.292 9.04 0.700 0.99
a-felandren 15.955 9.43 0.730 0.19
83-karen 16.212 9.62 0.742 0.13
o-terpinen 16.456 9.85 0.753 0.14
p-cimen 16.782 10.13 0.768 1.23
limonen 16.970 10.25 0.777 2.80
y-terpinen 18.178 11.30 0.832 0.92
a-terpinolen 19.416 12.31 0.889 0.19

®RT-FID — retenciono vreme u GC/FID sistemu;
YRT-MS — retenciono vreme u GC/MS sistemu:;
°RRT - relativno retenciono vreme u odnosu na kamfor.

Ukupni udeo monoterpenskih ugljovodonika u ispitivanom uzorku etarskog ulja je
31.22%. Najveci udeo u smesi monoterpenskih ugljovodonika ¢ine a-pinen, 11.51%; B-pinen,
8.16%; kamfen, 4.55%; limonen, 2.80% i p-cimen, 1.23%. U ovoj smesi SU prisutni i -
mircen, 0.99% i y-terpinen, 0.92%, kao i drugi monoterpenski ugljovodonici u manjim
procentima (triciklen, 0.23%; a-felandren, 0.19%; a-terpinolen, 0,19%; a-terpinen, 0.14%; a-
tujen, 0.13%; 8°-karen, 0.13%) i u tragovima sabinen, 0.05%.
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Tabela 3. Sastav i sadrzaj oksidovanih monoterpena u ispitivanom uzorku etarskog ulja
ruzmarina (% m/m)

Komponente RT-FID? RT-MSP RRT® Sadrzaj,

procenat

(% m/m)
Oksidovani monoterpeni 63.88
1,8-cineol 17.124 10.43 0.784 43.77
linalol 19.746 12.82 0.904 0.46
kamfor 21.845 14.30 1.000 12.53
izoborneol 22.318 14.71 1.022 0.53
borneol 22.655 15.05 1.037 2.97
terpinen-4-ol 23.059 15.44 1.056 0.56
a-terpineol 23.548 15.93 1.078 1.53
y-terpineol 23.802 16.17 1.090 0.40
bornil-acetate 27.185 19.14 1.244 1.13

*RT-FID — retenciono vreme u GC/FID sistemu;
PRT-MS — retenciono vreme u GC/MS sistemu;
°RR — relativno retenciono vreme u odnosu na kamfor.

Oksidovani monoterpeni ¢ine 63.88% ispitivanog uzorka etarskog ulja.
Najzastupljenije komponente u smesi oksidovanih monoterpena su 1,8-cineol, 43.77%;
kamfor, 12.53%; borneol, 2.97% ; a-terpineol, 1.53% i bornilacetat, 1.13%, dok su u nizem
procentu zastupljeni linalol, 0.46%; izoborneol, 0.53%; terpinen-4-ol, 0.56% i y-terpineol,
0.40% .



Tabela 4. Sadrzaj seskviterpenskih ugljovodonika u uzorku ispitivanog etarskog ulja
ruzmarina (% m/m)

Komponente RT-FID? RT-MSP RRT® Sadrzaj,

procenat

(% m/m)
Seskviterpenski ugljovodonici 4.77
a-kopaen 30.598 22.03 1.401 0.12
longifolen 31.866 22.93 1.459 0.18
p-kariofilen 32.240 23.41 1.476 3.93
a-humulen 33.406 24.45 1.529 0.36
germakren D 34.029 25.18 1.558 0.08
8-kadinen 35.528 26.59 1.626 0.10

®RT-FID - retenciono vreme u GC/FID sistemu;
PRT-MS - retenciono vreme u GC/MS sistemu;
‘RR - relativno retenciono vreme u odnosu na kamfor.

U ispitivanom uzorku etarskog ulja seskviterpenski ugljovodonici ¢ine ukupno 4.77%.
U najveCem procentu je zastupljena komponenta [-kariofilen, 3.93%; u ne$to manjem
procentu je prisutna komponenta o-humulen, 0.36%; dok su komponente a-kopaen, 0.12%;
longifolen, 0.18% i &-kadinen, 0.10%, zastupljene u pribliZznom odnosu, a u tragovima je

prisutan germakren D, 0.08%.
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5.2. Parametri farmakodinamskih ispitivanja

Ispitivanje uticaja etarskog ulja ruzmarina na efekte paracetamola, kodeina,
diazepama i pentobarbitala, kao i ispitivanje analgetskog efekta etarskog ulja ruzmarina
nakon primene sir¢etne kiseline kao izvora bolne drazi, dovelo je do promene ispitivanih

parametara u primenjenim farmakodinamskim testovima.

5.2.1. Uticaj etarskog ulja ruzmarina na analgetski efekat paracetamola i kodeina

5.2.1.1. Analgetski efekat etarskog ulja ruzmarina

Tabela 5. Trajanje reakcije na toplotni stimulus nakon sedmodnevnog tretmana u grupama
KONy, Eur20;, KON7+Kod i KON7+Par (m%Sd,sec)

Interval
merenja
[min] 0 5 10 15 20 30 40 50 60
Grupe
zivotinja
KON 10.91+ 11.11+ 0.87+ 12.47+ | 10.06+ | 1091+ | 1027+ | 11.58+ | 11.88+
! 2.61 4.52 2.17 3.27 1.84 2.87 1.91 1.64 2.70
EUr20 10.91+ 12.92+ | 13.85+ | 15.21+ | 14.17+ | 14.66+ | 1424+ | 1558+ | 14.44+
uress 2.80 3.30% 7.70 3.00 3.20" 7.50 6.50 3.10™ 3.90
10.91+ 20.08+ | 20.78+ | 21.11+ | 15.92+ | 12.92+ | 15.36+ | 15.69+ | 14.92+
KON7+KOd * * * *
2.87 8.74 12.80 14.20 5.06 4.78 5.81 3.01 3.90
10.91+ 10.34+ | 12.38+ | 11.73+ | 11.08+ | 11.56+ | 12.42+ | 13.32+ | 12.10+
KON,+Par N
2.61 1.05 3.97 2.32 3.85 2.92 1.80 2.28 5.08

(*) vrednosti statisti¢ki znacajno razli¢ite od grupe KONy, p<0.05,
(#) vrednosti statisticki znacajno razli¢ite od grupe KON,+Par, p<0.05,
(g) vrednosti statisticki znacajno razlicite od grupe KON+ Kod, p<0.05.

Tokom naSeg ispitivanja, koris¢eni su paracetamol i kodein kao referentni lekovi koji
ispoljavaju analgeticko delovanje. Etarsko ulje ruzmarina primenjeno tokom sedam dana u
dozi od 20 mg/kg, grupa Eur20;, dovelo je do statisticki znacajno duzeg zadrzavanja miseva
na vreloj plo¢i u 20om i 500m minutu testa, u poredenju sa kontrolnom grupom (KONy).
Reakciono vreme u grupi zivotinja koje su tretirane paracetamolom je bilo statisticki

znacajno duze u 40om minutu testa u odnosu na kontrolnu grupu.
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Primena kodeina je statisticki znaCajno produzila reakciono vreme u odnoOsu nha
kontrolu u 10om, 150m, 20om i 500m minutu eksperimenta.
Rezultati pokazuju da je analgetski efekat etarskog ulja ruzmarina, grupa Eur20, izraZeniji
od analgetskog efekta paracetamola (KON +Par), sa dostignutom statistickom zna¢ajnosc¢u u
50m, 20om i 500m minutu testa.

Nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike analgetickog delovanja etarskog

ulja ruzmarina primenjenog sedam dana u odnosu na analgeticki efekat kodeina.

5.2.1.2. Interakcija etarskog ulja ruzmarina sa paracetamolom

Tabela 6. Trajanje reakcije na toplotni stimulus nakon sedmodnevnog pretretmana etarskim
uljem ruzmarina i jednokratne primene paracetamola u grupama KON, Eur20;, KON7+Par,
Eurl0,+Par i Eur20;+Par (m+Sd,sec)

Interval
merenja
min] 0 5 10 15 20 30 40 50 60
Grupe
Zivotinja
KON 11.63+ 11.11+ 0.87+ 12.47+ 10.06+ 10.91+ 10.27+ 11.58+ 11.88+
! 2.57 4.52 2.17 3.27 1.84 2.87 1.91 1.64 2.70
EUr20 10.91+ 12.92+ 13.85+ 15.21+ 14.17+ 14.66+ 14.24+ 15.58+ 14.44+
! 2.80 3.30 7.70 3.00 3.20 7.50 6.50 3.10 3.90
KON+ 10.91+ 10.34+ 12.38+ 11.73+ 11.08+ 11.56+ 12.42+ 13.32+ 12.10+
Par 2.61 1.05 3.97 2.32 3.85 2.92 1.80 2.28 5.08
Eurl0,+ 10.91+ 10.91+ 11.97+ 13.08+ 12.63+ 12.20+ 13.68+ 11.93+ 13.41+
Par 2.61 2.61 2.55 4.00 2.26" 3.15 2.04° 1.40" 3.85
Eur20.+ 10.91+ 13.17+ 11.53+ 14.45+ 13.25+ 16.53+ 15.48+ 18.50+ 12.78+
Par 2.61 3.18" 7.59 8.80 419" 5.35" 557 6.40° 3.25

(*) vrednosti statisticki znacajno razlicite od grupe KONy, p<0,05;

(#) vrednosti statisticki znacajno razlic¢ite od grupe KON,+Par, p<0,05.

Etarsko ulje ruzmarina primenjeno sedam dana u dozi od 10 mg/kg, dovelo je do
statisticki znacajnog produzenja reakcionog vremena miseva tretiranih paracetamolom, u

odnosu na kontrolu, u 20om, 40om i 500m minutu eksperimenta.

Etarsko ulje ruzmarina primenjeno sedam dana u dozi od 20 mg/kg, dovelo je do
statisticki znac¢ajnog produzenja reakcionog vremena miseva tretiranih paracetamolom, u
odnosu na kontrolu, u 20om, 30om, 40om i 500m minutu eksperimenta.
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Sedmodnevni pretretman etarskim uljem ruzmarina u dozi od 20 mg/kg, potencirao je
analgeti¢ko delovanje paracetamola i doveo do statisticki znacajnog produzenja reakcionog

vremena u 5om i 30om minutu eksperimenta, u odnosu na grupu KONz+Par.

Tabela 7. Procenat depresije bola nakon sedmodnevnog pretretmana etarskim uljem
ruzmarina i jednokratne primene paracetamola u grupama KON;, Eur20;, KON+Par,
Eurl0;+Par, Eur20,+Par (m£Sd, %)

Interval
erenja
min] 5 10 15 20 30 40 50 60
Grupe
Zivotinja
KON % -0.0017 151+ 8.53+ 0.06+ 20.68+ -1.19+ 10.72+ 4.80+
7 +23.02 21.41 25.71 17.71 12.22 13.01 7.82 14.50
Eur20.0, | 0-005% 10.74+ 0.013+ 6.89+ 0.13+ 5.68+ 4.72+ 0.02+
7 25.82 54.19 19.90 29.22 26.66 42.42 12.85 26.71
KON+ 1.76+ 1.74+ -0.00+ -0.002+ -0.00+ -0.002 0.00+ 0.00+
Par % 11.56 32.39 19.82 34.82 20.97 +14.54 17.12 41.98
Eurl0+ 0.06+ 0.72+ 19.92+ 15.61+ 11.86+ 28.43+ 24.64+ 22.97+
Par ¢ 23.96 23.42 36.70 20.76 28.90 19.97% | 12.85"* 14.89
ar %
Eur20,+ 20.72+ 7.24+ 32.47+ 21.44+ 52.91+ 48.66+ 75.40+ 6.24+
Par % 29.22 69.56 80.73 38.40 47.14% 32.50% 49.45% 29.07

(*) vrednosti statisticki znac¢ajno razlicite u odnosu na grupu KONy, p<0,05;
(#) vrednosti statisticki znac¢ajno razlicite u odnosu na grupu KON-+Par, p<0,05;
(x) vrednosti statisti¢ki znacajno razligite u odnosu na grupu Eur20,, p<0,05.

Procenat depresije bola kod grupe miseva koja je sedam dana pretretirana etarskim
uljem ruzmarina u dozi od 20 mg/kg i potom primila paracetamol, statisticki je znac¢ajno veci
u odnosu na grupu tretiranu samo paracetamolom u 30om, 40om i 50om minutu testa. U
odnosu na grupu miseva koja je tokom sedam dana tretirana samo etarskim uljem ruzmarina
u dozi od 20 mg/kg (grupa Eur20;), kod grupe pretretirane sedam dana etarskim uljem
ruzmarina u dozi od 20 mg/kg i potom paracetamolom, zabelezen je statisticki znacajno veci

procenat depresije bola u 30om i 50om minutu.

Etarsko ulje ruzmarina u dozi od 10 mg/kg nakon primene paracetamola (grupa
Eurl0;+Par), znacajno povecava procenat depresije bola u odnosu na kontrolu i grupu
tretiranu samo paracetamolom (KONz+Par) i u odnosu na kontrolnu grupu (KONy5), u 40om i

50om minutu, dok je u poredenju sa grupom miseva koja je sedam dana pretretirana etarskim
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uljem ruzmarina u dozi od 20 mg/kg (Eur20;) povecanje depresije bola bilo zna¢ajno samo u

500m minutu testa.

Tabela 8. Trajanje reakcije na toplotni stimulus nakon jednokratnog pretretmana etarskim
uljem ruzmarina i jednokratne primene paracetamola u grupama KON, Eur20,, KON;+Par,
Eurl0,+Par, Eur20;+Par (sec, m+Sd)

Interval
erenja
min] 0 5 10 15 20 30 40 50 60
Grupe
Zivotinja
KON 11.63+ 11.11+ 0.87+ 12.47+ 10.06+ 10.91+ 10.27+ 11.58+ 11.88+
! 2.57 4.52 2.17 3.27 1.84 2.87 1.91 1.64 2.70
EUr20 10.38+ 8.63+ 12.29+ 12.83+ 13.07+ 10.47+ 12.54+ 14.05+ 14.37+
! 2.37 2.08" 4.50 2.43 3.20 2.46 3.47 3.38 2.06
KON, + 11.63+ 13.06+ 9.91+ 11.38+ 12.93+ 12.09+ 14.12+ 16.44+ 13.84+
Par 2.29 4.23 2.52 1.67 2.35" 3.41 2.44" 351" 4.46
Eur10,+ 13.36+ 12.74+ 13.78+ 12.14+ 14.54+ 12.68+ 13.41+ 14.66+ 15.37 +
Par 3.41 4.54 2.54"% 2.67 4.38" 4.74 3.76 2.68" 3.88
Eur20,+ 13.75+ 14.28+ 14.62+ 12.98+ 13.21+ 13.01+ 14.08+ 15.71+ 14.90 +
Par 3.84 3.39 4.06™ 3.82 2.38" 2.46 2.18" 5.72 2.80"

(*) vrednosti statisticki znacajno razlicite od grupe KONy, p<0,05;
(#) vrednosti statisticki znac¢ajno razlicite od grupe KON +Par, p<0,05;
(X) vrednosti statisti¢ki znacajno razli¢ite od grupe Eur204, p<0,05.

Etarsko ulje ruzmarina, primenjeno kod miSeva u dozi od 10 mg/kg, tokom sedam
dana, koji su potom primili paracetamol, dovelo je do statisticki znacajnog produzenja
vremena zadrzavanja na vreloj plo¢i u 10om, 200m i 500m minutu testa u odnosu na
kontrolnu grupu.

Etarsko ulje ruzmarina, primenjeno kod miseva u dozi od 20 mg/kg, tokom sedam
dana, koji su potom primili paracetamol, dovelo je do statisticki znacajnog produzenja
vremena zadrzavanja na vreloj plo¢i u 100m, 20om, 40om i 60om minutu testa u odnosu na
kontrolnu grupu.

Jednokratni pretretman etarskim uljem ruzmarina u dozi od 10 i 20 mg/kg, znacajno
je potencirao analgeticko delovanje paracetamola. U poredenju sa grupom tretiranom samo
paracetamolom, obe doze etarskog ulja ruzmarina su znacajno produzile vreme zadrzavanja
miseva na vreloj plo¢i u 10om minutu eksperimenta.

U grupi tretiranoj samo etarskim uljem ruzmarina, Eur20;, primecuje se zna¢ajno

krac¢e reakciono vreme u 5om minutu u odnosu na grupu koja je primila samo paracetamol
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(KONz+Par). Znac¢ajno duze zadrzavanje miSeva na vreloj plo¢i nakon primene paracetamola
(KONz+Par), izmereno je u 20om, 40om i 50om minutu testa u odnosu na kontrolnu grupu
(KONy).

Jednokratni pretretman etarskim uljem ruzmarina u dozi od 20 mg/kg, nakon primene
paracetamola, doveo je do znacajnog produzenja reakcionog vremena u 5Som minutu

eksperimenta, u odnosu na grupu tretiranu samo etarskim uljem ruzmarina u dozi 20 mg/kg.

5.2.1.3. Interakcija etarskog ulja ruzmarina sa kodeinom

Tabela 9. Trajanje reakcije na toplotni stimulus nakon sedmodnevnog pretretmana etarskim
uljem ruzmarina i jednokratne primene kodeina u grupama KON, Eur20;, KON;+Kod,
Eurl0,+Kod, Eur20,+Kod (sec, m+Sd)

Interval
merenja
min] 0 5 10 15 20 30 40 50 60
Grupe
Zivotinja
KON 11.63+ 11.11+ 0.87+ 12.47+ 10.06+ 10.91+ 10.27+ 11.58+ 11.88+
! 2.57 4.52 2.17 3.27 1.84 2.87 1.91 1.64 2.70
Eur20 10.91+ 12.92+ 13.85+ 15.21+ 14.17+ 14.66+ 14.24+ 15.58+ 14.44+
! 2.80 3.30 7.70 3.00 3.20 7.50 6.50 3.10 3.90
KON+ 10.91+ 20.08+ 20.78+ 21.11+ 15.92+ 12.92+ 15.36+ 15.69+ 14.92+
Kod 2.87 8.74 12.80 14.20 5.06 4.78 5.81 3.01 3.90
Eurl0,+ 10.91+ 18.28+ 18.74+ 16.90+ 15.94+ 16.87+ 13.36+ 12.75+ 14.20+
Kod 2.61 3.97 13.10 5.69% 5.82" 7.51 3.54 2.98 1.18"
Eur20,+ 10.91+ 16.93+ 22.78+ 22.68+ 19.00+ 18.18+ 14.26+ 16.00+ 16.91+
Kod 2.61 6.78 3.22™ 7.51™ 5.32" 4.40™ 4.22" 4.76" 4.69

(*) vrednosti statisti¢ki znac¢ajno razlicite od grupe KON;, p<0,05;

(g) vrednosti statisticki znacajno razlicite od grupe KON;+Kod, p<0,05;
(x) vrednosti statisticki znacajno razlicite od grupe Eur207, p<0,05.

U eksperimentalnim grupama visestruko tretiranim etarskim uljem ruzmarina u
dozama 10 i 20 mg/kg, doslo je do statisticki znacajnog produzenja reakcionog vremena u
odnosu na kontrolnu grupu (KONy), i to u grupi Eurl0;+Kod u 50m, 20om i 60om minutu
testa, dok se u grupi Eur20,+Kod isti efekat ispoljilo u periodu od 10og do 60og minuta
eksperimenta.
Poredenjem reakcionih vremena eksperimentalnih grupa sa pozitivnom kontrolom
KON,+Kod, nije dostignuta statisticka znacajnost razlika izmerenih vrednosti.
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U odnosu na grupu visekratno tretiranu etarskim uljem ruzmarina u dozi od 20
mg/kg, viSekratna primena etarskog ulja ruzmarina u dozi od 10 mg/kg i kodeina, znacajno je
produzila reakciono vreme u Som i 150m minutu eksperimenta, dok je visekratna primena
etarskog ulja ruzmarina u dozi od 20 mg/kg i kodeina, znacajno je produzila reakciono vreme

u 10om, 150m i 30om minutu eksperimenta.

Tabela 10. Procenat depresije bola nakon sedmodnevnog pretretmana etarskim uljem

ruzmarina i jednokratne primene kodeina u grupama KON;, Eur20;, KON;+Kod,
Eurl0,+Kod, Eur20,+Kod (mzSd,%)
Interval
erenja
min] 5 10 15 20 30 40 50 60
Grupe
zivotinja
KON, % -0.0017 1.51+ 8.53+ 0.06+ 20.68+ -1.19+ 10.72+ 4.80+
+23.02 21.41 25.71 17.71 12.22 13.91 7.82 14.50
Eur20, % -0.005+ 10.74+ 0.013+ 6.89+ 0.13+ 5.68+ 472+ 0.02+
25.82 54,199 19.90 29.22 26.66 42.42 12.85 26.71
KON+ 5.68+ 0.01+ 0.03+ 0.04+ 0.04+ 0.04+ 0.01+ 1.38+
Kod % 30.71 61.67 67.53 31.83 34.82 37.86 19.16 29.82
Eurl0,+ 67.56+ 20.75+ 31.75+ 46.1+ 54.63+ | 2245+ | 19.84+ | 30.15%
Kod % 36.43™ 42.18 7.57 53.34 68.81 3251 2500 | 16.39°
Eur20,+ 55.20+ 99.26*1 85.27*1 74.14;.* 49.88+ 30.76x 30.18+ 55.0&'11
Kod % 62.10 20.24°% | 4587°% | 48.75°% | 4367% | 38.68 37.26 | 43.02°%

(*) vrednosti statisti¢ki znacajno razli¢ite u odnosu na grupe KONy, p<0,05;
(q) vrednosti statisti¢ki znacajno razli¢ite u odnosu na grupu KON;+Kod, p<0,05;
(x) vrednosti statisti¢ki znacajno razli¢ite u odnosu na grupu Eur20,, p<0,05.

Primena kodeina u grupi viSekratno tretiranoj etarskim uljem ruzmarina u dozi 20
mg/kg nakon jednokratne primene kodeina znac¢ajno produzava odgovor miSeva na toplotni
stimulus, grupa Eur20,+Kod, u poredenju sa kontrolnom grupom tretiranom samo kodeinom
(KON7+Kod) u 10om, 150m, 20o0m, 30om i u 60om minutu testa. Isti efekat se uoc¢ava u ovoj
grupi (Eur20,+Kod) i u odnosu na grupu visekratno tretiranu etarskim uljem ruzmarina u dozi
20 mg/kg, koja nije primila kodein (Eur207). Pretretman etarskim uljem ruzmarina u dozi od
10 mg/kg (Eurl0;+Kod) u odnosu na grupu tretiranu samo kodeinom (KON;+Kod), u 5om
minutu testa statisticki znacajno pojacava analgeticki efekat kodeina. Ne postoji statisticki
znacajna razlika depresije bola izmedu grupe tretirane etarskim uljem u dozi od 10 mg/kg i
kodeinom u odnosu na grupu koja je visekratno (tokom sedam dana) tretirana samo etarskim

uljem ruzmarina u dozi od 20 mg/kg (Eur20-).
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Poredenjem analgetickog efekta u grupama tretiranim samo etarskim uljem u dozi od
20 mg/kg (Eur20;) i samo kodeinom (KON7+Kod), znacajno izraZenije analgeticko delovanje
je izmereno grupi Eur20; u 100m minutu testa.

U grupi Eur20,+Kod u odnosu na kontrolnu grupu KON-, procenat depresije bola je
bio statisticki zna¢ajno veéi u 10om, 150m, 20om i 60om minutu testa. U grupi Eur10,+Kod
procenat depresije bola je bio statisticki znac¢ajno veci u odnosu na kontrolnu grupu KON7, u

50m i 60om minutu testa.

Tabela 11. Trajanje reakcije na toplotni stimulus nakon jednokratnog pretretmana etarskim
uljem ruzmarina, i jednokratne primene kodeina u grupama KON;, Eur20;, KON;+Kod,
Eurl0;+Kod, Eur20;+Kod (m+Sd,sec)

Interval
erenja
min] 0 5 10 15 20 30 40 50 60
Grupe
Zivotinja
KON 11.63+ 11.11+ 0.87+ 12.47+ 10.06+ 10.91+ 10.27+ 11.58+ 11.88+
! 2.57 452 2.17 3.27 1.84 2.87 1.091 1.64 2.70
Eur20 10.38+ 8.63+ 12.29+ 12.83+ 13.07+ 10.47+ 12.54+ 14.05+ 14.37+
! 2.37 2.08 4.50 2.43 3.20 2.46 3.47 3.38 2.06
KON, + 11.63+ 13.590+ 16.20+ 13.61+ 15.49+ 15.98+ 12.54+ 14.00+ 14.92+
Kod 2.87 3.91 3.54" 2.63 3.81" 3.60° 3.67 2.06" 3.90
Eurl0,+ 11.11+ 13.32+ 18.18+ 21.54+ 21.16+ 16.27+ 17.38+ 16.46+ 14.54+
Kod 4,53 3.86" 3.23 4.80% 5.70 5.92% 1,729 5.19" 3.71"
Eur20,+ 0.88+ 15.25+ 15.57+ 16.07+ 13.40+ 13.73+ 13.93+ 16.36+ 13.83+
Kod 2.17 7.40 2.99 6.50 2.64" 2.75 5.36 9.97 8.12

(*) vrednosti statisticki znacajno razlicite od grupe KONy, p<0,05;

(g) vrednosti statisticki znacajno razlicite od grupe KON;+Kod, p<0,05;
(x) vrednosti statisticki znacajno razli¢ite od grupe Eur20,, p<0,05.

Etarsko ulje ruzmarina, jednokratno primenjeno u dozi od 10 mg/kg, grupa
Eurl0,+Kod, dovodi do znacajno duzeg zadrzavanja zivotinja na vreloj plo¢i u odnosu na
kontrolnu grupu, KONy, u 10om, 150m i 200m minutu, i u 40om, 50om i 60om minutu testa;
dok je statisticki znacajna razlika u produZenju vremena reakcije dostignuta u 150m i 40om
minutu eksperimenta u poredenju sa grupom tretiranom samo kodeinom KON;+Kod.

U dozi od 20 mg/kg etarsko ulje ruzmarina, u grupi Eur20,+Kod, znac¢ajno produzava

vreme zadrzavanja miSeva na vreloj plo¢i u 10om 1 20om minutu, u odnosu na kontrolnu
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grupu, KON;j. Primenjeno u dozi od 20 mg/kg etarsko ulje u grupi Eur20;+Kod, nije dovelo
do statisticki znacajne promene vremena zadrzavanja miSeva na vreloj plo¢i u odnosu na
grupu tretiranu samo kodeinom, KON;+Kod.

U grupi tretiranoj samo kodeinom (KON;+Kod), vreme zadrzavanja zivotinja na
vreloj ploci je statistiCki znacajno duze u 10om, 20om, 30om i 50om minutu testa, u odnosu
na kontrolnu grupu (KONy).

U 150m minutu testa u grupi tretiranoj samo kodeinom (KON;+Kod), ispoljio se
znacajno jaci analgetski efekat u odnosu na grupu jednokratno pretretiranu etarskim uljem
ruzmarina u dozi od 20 mg/kg (Eur20,).

Etarsko ulje ruzmarina u dozi od 10 mg/kg zajedno sa kodeinom, EurlO;+Kod,
produzava reakciono vreme zivotinja u Som, 10om, 150m, 20om, 30om i 40om minutu, u
odnosu na vreme boravka na vreloj plo¢i zivotinja iz grupe Eur201, dok u grupi Eur20;,+Kod

isti efekat postize u 30om minutu.

5.2.2. Test sa siréetnom kiselinom (,,test uvijanja“)

Tabela 12. Broj gréeva izazvanih jednokratnom primenom siréetne kiseline nakon
sedmodnevnog pretretmana etarskim uljem ruzmarina u grupama KON-;+Acet, Eurl0;+Acet i
Eur20,+Acet (m=Sd)

Grupe Zivotinja

Period brojanja gréeva KON7+Acet Eurl0;+Acet Eur20,+Acet
Prvi period/broj gréeva 52.67+ 9.05 39.1746.99" 4345.42"
Drugi period/broj gréeva 28.67+6.77 24+ 5.69 26+8.41

(*) vrednosti satisticki znacajno razli¢ite od kontrolne grupe KON.+Acet, p<0.05.

Intraperitonealna primena 1% rastvora siréetne kiseline u fizioloSkom rastvoru u
zapremini ekvivalentnoj 10 ml/kg telesne mase, izazvala je gréeve kod svih eksperimentalnih

Zivotinja.
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U prvom periodu brojanja gréeva, od 50og do 250g minuta nakon primene siréetne
kiseline, kod obe grupe Zivotinja pretretiranih etarskim uljem ruzmarina EurlO;+Acet i
Eur20;+Acet, doslo je do statisticki znacajnog smanjenja broja gréeva u odnosu na kontrolnu
grupu, KON7+Acet. Ovaj efekat je izrazeniji u grupi zivotinja tretiranoj etarskim uljem

ruzmarina u dozi od 10 mg/kg telesne mase, Eur10,+Acet.

U drugom periodu brojanja gréeva, od 250g do 450g minuta nakon primene siréetne

kiseline, nije dostignuta statisticki znacajna razlika u reakciji u odnosu na grupu KON7+Acet.

Tabela 13. Broj gréeva izazvanih jednokratnom primenom siréetne Kkiseline nakon
jednokratnog pretretmana etarskim uljem ruzmarina u grupama KON;+Acet, Eurl0;+Acet i
Eur20;+Acet (mzSd)

Grupe Zivotinja
Period brojanja gréeva KON;+Acet Eurl0,+Acet Eur20,+Acet
Prvi period/broj gréeva 38.00+9.48 42.17+12.64 48.77+12.44
Drugi period/broj gréeva 13.40+5.32 28.1745.88" 23.83+£11.12

(*) vrednosti satisti¢ki zna€ajno razli¢ite od kontrolne grupe KON;+Acet, p<0.05.

Nakon jednokratnog tretmana Zivotinja etarskim uljem ruzmarina, u prvom periodu brojanja
gréeva, od 50g do 250g minuta od primene siretne kiseline, u grupama EurlO;+Acet i
Eur20;+Acet, nije se ispoljila statistiCki znaajna razlika u broju gréeva u odnosu na

kontrolnu grupu KON;+Acet.

U drugom periodu brojanja gréeva u grupi Eurl0;+Acet, broj gréeva je statisticki znac¢ajno

veci u odnosu na kontrolnu grupu, KON;+Acet.

5.2.3. Efekat diazepama na motornu koordinaciju (test rotirajuceg Stapa)

Tabela 14. Uticaj sedmodnevnog pretretmana etarskim uljem ruzmarina na psihomotornu
koordinaciju miseva nakon jednokratne primene diazepama u grupama KONz+Diaz,
Eurl0;+Diaz i Eur20,+Diaz. Vreme zadrzavanja Zivotinja na rotiraju¢em S$tapu je izraZzeno u
sekundama (mzxSd, sec)
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Vremenski interval Grupe fivotinja
od trenutka
davanja diazepama | KON;+Diaz Eurl0,+Diaz Eur20,+Diaz
5 min. 27.0 £12.99 117.17+73.18 106.83 + 57.81
20 min. 300+0.00 300+0.00 30040.00
35 min. 300+0.00 300+0.00 300+0.00

(*) statisti¢ki znacajno razli¢ite vrednosti od KON;+Diaz grupe, p<0.05.

U prvom merenom intervalu tj. 5 minuta nakon primene diazepama u kontrolnoj
grupi, dolazi do znacajnog skracenja zadrZzavanja miSeva na rotiraju¢em Stapu u odnosu na
kontrolno vreme (300 s). Kod zivotinja koje su pre diazepama pretretirane sedam dana
etarskim uljem ruzimarina u dozi od 10 i 20 mg/kg, 5 minuta posle primene diazepama je
takode skraceno zadrzavanje miSeva na rotirajuéem Stapu u odnosu na kontrolno vreme, ali je
skraéenje znacajno manje u odnosu na ono koje postoji kod grupe koja je tretirana samo

diazepamom.

Ne postoji znacajna razlika vremena zadrZavanja miSeva na rotiraju¢em Stapu u druga
dva merena intervala tj. u 20om 1 350m minutu nakon primene diazepama izmedu kontrolne
grupe, tretirane samo diazepamom i grupa koje su pre diazepama pretretirane sedam dana

etarskim uljem ruzmarina u dozi od 10 i 20 mg/kg.

Tabela 15. Uticaj jednokratnog tretmana etarskim uljem ruzmarina na psihomotornu
koordinaciju miseva nakon jednokratne primene diazepama u grupama KON;+Diaz,
Eurl0,+Diaz i Eur20;+Diaz, izrazenu kao vreme zadrzavanja miseva na rotirajucem stapu (m
+ Sd, sec)

Vremenski interval Grupe %ivotinja
od trenutka
davanja diazepama | KON;+Diaz Eurl10,+Diaz Eur20,+Diaz
5 min. 35.35+24.60 72.33+84.48 21.38+88.22
20 min. 300+0.00 300+0.00 30040.00
35 min. 300+0.00 300+0.00 300+0.00




Jednokratni tretman etarskim uljem ruzmarina u dozi od 10 i 20 mg/kg nije izazvao

statisticki  znac¢ajnu  promenu vremena zadrzavanja zivotinja na rotiraju¢em Stapu u

eksperimentalnim grupama EurlQ;+Diaz i Eur20;+Diaz, u odnosu na kontrolnu grupu
KON;+Diaz.

Tabela 16. Depresija psihomotorne koordinacije miseva izazvana diazepamom nakon
visekratnog i jednokratnog pretretmana etarskim uljem ruzmarina u grupama KON7+Diaz,
Eurl0;+Diaz, Eur20,+Diaz, KON;+Diaz, Eurl0;+Diaz i Eur20;+Diaz, izrazena u %

Visekratni pretretman Jednokratni pretretman
Interval . . .
merenja KON7+Diaz | Eurl0r+Diaz | Eur207+Diaz KON;+Diaz | Eurl0,+Diaz | Eur20,+Diaz
5-10 min 91.00% 60.94 %" 64.39%" 88.22 % 75.89% 92.87%

(*) statisti¢ki znacajno razli¢ite vrednosti od KON;+Diaz grupe, p<0.05.

Statisticki znacajno smanjenje depresije psihomotorne aktivnosti miSeva izazvane
primenom diazepama, izrazeno U %, uo¢ava se u obe eksperimentalne grupe, Eurl07+Diaz i
Eur20,+Diaz, u odnosu na kontrolnu grupu, KON,+Diaz, nakon visekratnog tretmana
etarskim uljem ruzmarina.

Nije bilo znac¢ajnije razlike u depresiji psihomotorne aktivnosti zivotinja izazvane
diazepamom izmedu eksperimentalnih grupa jednokratno tretiranih etarskim uljem

ruzmarina, Eurl0;+Diaz i Eur20;+Diaz u odnosu na kontrolu.
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5.2.4. Hipnoticki efekat pentobarbitala (vreme spavanja)

Tabela 17. Uticaj sedmodnevnog pretretmana etarskim uljem ruzmarina na indukciono
vreme i vreme trajanja spavanja izazvano jednokratnom primenom pentobarbitala u grupama
KON7+Pentb, Eurl0,+Pentb i Eur20,+Pentb (mSd, min)

Vreme trajanja
Grupe Zivotinja Indukciono vreme spavanja
KON-,+Pentb 4.20+0.83 65.10+10.48
Eur10,+Pentb 5.16+1.60 28.80+8.58"
Eur20,+Pentb 5.00+£1.40 43.60+28.65

(*) statisti¢ki znacajno razli¢ite vrednosti od KON;+Pentb grupe, p<0.05.

Intraperitonealna primena pentobarbitala u dozi od 40 mg/kg, dovela je do
uspavljivanja veéine Zivotinja, dok su Zivotinje koje nisu zaspale iskljucene iz ispitivanja ili

zamenjene drugima, tako da je broj ispitivanih Zivotinja u grupi ostao isti (n=6).

Ne postoji statisticki znacajna razlika trajanja indukcionog vremena izmedu kontrolne
grupe, tretirane samo pentobarbitalom i eksperimentalnih grupa, koje su pre hipnotika

pretretirane sedam dana etarskim uljem ruzmarina u dozi od 10 i 20 mg/kg.

Vreme trajanja spavanja zivotinja je statisticki znafajno skraéeno u grupi
Eurl0,+Pentb u odnosu na kontrolnu grupu, KON-7+Pentbh. Sedmodnevni tretman etarskim
uljem ruzmarina u grupi Eur20,+Pentb, nije statisticki znacajno promenio vreme trajanja

spavanja u odnosu na kontrolu.
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Tabela 18. Uticaj jednokratnog pretretmana etarskim uljem ruzmarina na indukciono vreme
i vreme trajanja spavanja izazvano jednokratnom primenom pentobarbitala u grupama
KON;j+Pentb, Eurl0;+Pentb i Eur20,+Pentb (mzSd, min)

Grupe Zivotinja Indukciono vreme Vreme trajanja
spavanja
KON;+Pentb 4.20+1.44 65.00+12.75
Eurl0,+Pentb 5.40+1.52 60.80+15.75
Eur20,+Pentb 4.83+1.17 86.60+14.76

(*) statisti¢ki znacajno razli¢ite vrednosti od KON;+Pentb grupe, p<0.05.

Jednokratni pretretman etarskim uljem ruzmarina u dozi od 10 i 20 mg/kg produzio je
indukciono vreme u grupama EurlO;+Pentb i Eur20;+Pentb u odnosu na kontrolnu grupu
KON;+Pentb, ali bez dokazane statisticke znacajnosti. U grupi Eurl0;+Pentb nije doslo do
znacajnije promene trajanja spavanja izazvanog pentobarbitalom, u poredenju sa kontrolnom

grupom laboratorijskih zivotinja KON;+Pentb.

Medutim, etarsko ulje ruzmarina u grupi Eur20;+Pentb je dovelo do statisticki

Znacajnog produzenja spavanja zZivotinja, u odnosu na kontrolnu grupu KONj+Pentb.

Jednokratna primena etarskog ulja ruzmarina u dozi od 20 mg/kg, grupa
Eur20,+Pentb, statisticki je znacajno produzila vreme trajanja spavanja u odnosu na primenu

iste doze etarskog ulja tokom sedam dana, Eur20,+Pentb.
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5.3. Rezultati ispitivanja uticaja etarskog ulja ruzmarina na farmakokinetske
osobine paracetamola

Tabela 19. Uticaj etarskog ulja ruzmarina primenjenog per os, tokom sedam dana u dozi od 5
i 10 pg/kg, na farmakokinetske osobine paracetamola primenjenog intravenski, 20 mg/kg,
kod belih laboratorijskih pacova (x+Sd)

Farmakokinetski KON7+PAR;.. Eur5:+PAR;,. Eurl0;,+PAR;,.
parametri
konstanta 1/min .0159200+.00328512 .0198000+.01152302 .0168800+.00281993
t1/2 45.4219+11.53134 43.5469+19.69024 42.1651+8.48182
min
Co 47.6536+18.38939 24.2481+11.34083 27.6276+12.81024
ug /ml
AUC 0-t 1256.6926+441.40337 1001.3590+428.61705 982.5832+502.43821
min*ug/ml
vd 3917.89404+1319.236619 | 5283.79093+4060.844931 | 5188.55392+2164.924006
mi/kg
Cl 60.35664+19.717386 76.13328+30.517755 87.22034+39.834617
ml/min/kg
MRT o-t 34.6609+5.55932 51.2963+18.71620 42.9908+11.28523
Min
MRT inf 46.0397+£17.75112 66.5937+32.76246 52.9279+7.54134
Min
Vss 2673.2749+958.17128 5662.0444+4834.81689 4435.3853+£1588.72057
mi/kg

(*) vrednosti statisti¢ki znacajno razli¢ite od vrednosti u kontrolnoj grupi KON,+PAR(i.v.)

U odnosu na kontrolnu grupu zivotinja tretiranu sedam dana fizioloSkim

rastvorom, vrednost konstante eliminacije paracetamola (1/min), je povecana u
eksperimentalnim grupama koje su pre paracetamola, tokom sedam dana, pretretirane
etarskim uljem ruzmarina, u dozi od 5 pg/kg i 10 pg/kg, ali bez dostizanja statistiCke
znaCajnosti. Poluvreme eliminacije paracetamola (t1/2), u eksperimentalnim grupama je
kra¢e u odnosu na kontrolnu grupu. Dobijene razlike u odnosu na kontrolnu grupu su narocito
izrazene kod grupe pretretirane etarskim uljem ruzmarina u dozi od 5 pg/kg, medutim,

statisticka znaCajnost nije postignuta.
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Koncentracija paracetamola u nultom vremenu (Cy), je statisti¢ki zna¢ajno niza u
eksperimentalnoj grupi tretiranoj etarskim uljem ruzmarina, 5ug/kg, u odnosu na kontrolnu
grupu, p=0.044. U grupi tretiranoj etarskim uljem ruzmarina, 10 pg/kg, vrednosti Cy su

takode nize u poredenju sa kontrolom, bez dostizanja statistiCke znacajnosti.

Vrednosti povrSina ispod krive koncentracije paracetamola od prvog do zadnjeg
uzorkovanja krvi (AUCo: ), su smanjene u obe eksperimentalne grupe, bez dostignute
statistiCke znacCajnosti. PovrSine ispod krive koncentracije paracetamola ekstrapolirane u
beskonacnost  (AUCy.), su nize u poredenju sa kontrolom, bez dostizanja statisticke

znacajnosti. Razlika vrednosti povrsina ispod krive AUCp.¢i AUCy., nije bila visa od 10%.

Vrednosti volumena distribucije paracetamola (Vd), su poveéane u grupama
pretretiranim sedam dana etarskim uljem ruzmarina (najveéa vrednost je izmerena u grupi
pretretiranoj nizom dozom etarskog ulja ruzmarina, 5 pg/kg). Ipak, statisiticka znac¢ajnost nije

postignuta.

Vrednosti klirensa paracetamola (CI), su poveéane posle pretretmana etarskim uljem

ruzmar ina, u odnosu na kontrolnu grupu, bez dostignute statisticke znacajnosti.

Vrednosti srednjih vremena zadrzavanja (MRT), su vise kod eksperimentalnih u

odnosu na kont rolnu grupu. Statisti¢ka znacajnost razlike nije postignuta.

Volumen distribucije u stanju ravnotezne koncentracije paracetamola (Vss), je
poveéan u grupama pretretiranim etarskim uljem ruzmarina u odnosu na kontrolu, bez

dostizanja statisticke znacajnosti.
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Tabela 20. Uticaj etarskog ulja ruzmarina primenjenog per os, tokom sedam dana, u dozi od
51 10 pg/kg, na farmakokinetske osobine paracetamola primenjenog per os, 20 mg/kg, kod

belih laboratorijskih pacova (x+Sd, min;max)

Farmakokinetski KON7+PAR . Eur5;+PARp.,. Eurl0,+PAR,.
parametri
konstanta 1/min .00910000+.004189670 .00732000+.001866012 .01013333+.004427038
t1/2 89.7655+39.57825 101.6538+34.48685 78.1277+28.28341
min
t max 41.2500+18.87459 36.0000+8.21584 35.0000+12.24745
min
Cmax 3.2047+.44277 2.3763£.85913 2.7991+.74478
ug/ml
Cmax/D .0446+.00801 .0335+.01117 .0373+.01064
ug/mg*ml
AUC 0-t 354.1204+101.99869 262.1137+68.71719 272.0571+72.09058
min*ug/ml
Vd /F 20295.32605+9874.253398 | 31557.88736+8648.047692 | 25370.30527+8838.719778
mi/kg
Cl/F 160.90530+51.643215 225.05086+68.813578 231.07888+63.769635
ml/min/kg
AUMC 34122.9239+17934.04361 24866.7109+6442.28592 20562.0000+6860.45097
min*min*ug/ml
MRT o-t 91.8948+22.32940 95.1266+9.68864 74.6699+12.84300
Min
MRT inf 159.5440+48.07526 158.4141+43.01127 122.8457+36.38651
Min

(*) vrednosti statisticki zna¢ajno razlicite od vrednosti u kontrolnoj grupi KON;+PAR(p.0.)

U odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja, vrednosti konstante eliminacije paracetamola

su povecane u eksperimentalnoj grupi pretretiranoj etarskim uljem ruzmarina, 10 pg/kg, a

poluvreme eliminacije je duze. Statisticka znacajnost razlike nije postignuta.

Nasuprot tome, kod grupe pretretirane etarskim uljem ruzmarina, 5 pg, konstanta

eliminacije je niza, a poluvreme izlu¢ivanja produzeno u poredenju sa kontrolom. Statisticka

znacajnost nije postignuta.Vreme za koje se postizu maksimalne koncentracije paracetamola

u serumu (tmax) je kraée u grupama pretretiranim etarskim uljem ruzmarina u odnosu na

kontrolu, bez statisticke znacajnosti razlike. Vrednosti postignutih maksimalnih koncentracija
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paracetamola su nize u grupama pretretiranim etarskim uljem ruzmarina u odnosu na

kontrolnu grupu.

Povrsina ispod krive koncentracije paracetamola od prvog do poslednjeg uzorkovanja
seruma AUC,., pokazuje tendenciju smanjenja u obe eksperimentalne grupe u odnosu na
kontrolu, $to je jaCe izrazeno u grupi pretretiranoj sa 5 pg etarskog ulja ruzmarina. Isti efekat
se primecuje i kod povrsine ispod krive ekstrapolirane u beskona¢nost (AUCy.,). Razlika

vrednosti povrsina ispod krive AUCq.¢i AUCy., nije bila visa od 10%.

Vrednost volumena distribucije paracetamola primenjenog per os je visa kod grupa

pretretiranih etarskim uljem ruzmarina, u odnosu na kontrolu.

Vrednosti klirensa paracetamola su viSe kod grupa pretretiranih etarskim uljem

ruzmarina u odnosu na kontrolu, bez statisticke znacajnosti razlike.

Vrednost srednjeg vremena zadrzavanja (MRTy.;) veca je u eksperimentalnoj grupi
tretiranoj nizom dozom etarskog ulja ruzmarina, 5 pg, u odnosu na kontrolnu grupu, a niza je
u grupi tretiranoj ve¢om dozom etarskog ulja ruzmarina, 10 pg, bez dostignute statistiCke

znacajnosti.

Tabela 21. Bioraspolozivost paracetamola (F,%), izracunata kao odnos srednjih vrednosti
povrsina ispod krive nakon per os i intravenske primene (AUC p, i AUC i), u kontrolnoj
grupi i eksperimentalnim grupama tretiranim etarskim uljem ruzmarina u dozi od 5ug i 10 ug

GRUPE AUC,,/AUC,,, F(%)

KONTROLA 0.2818+ 28.18
0.2000

Eurl0pg 0.2769+ 27.69
+paracetamol 0.1604

EurSpg 0.2618+ 26.18
+paracetamol 0.1434

Vrednosti bioloske raspolozivosti paracetamola su nize kod grupa pretretiranih
etarskim uljem ruzmarina, u odnosu na kontrolnu grupu. Iako nema statisti¢ki znacajne

razlike izmedu bioloSke raspolozivosti paracetamola, ona je najniza kod grupe tretirane
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etarskim uljem ruzmarina u dozi od 5 pg. Vrednosti standardnih devijacija pokazuju da su

velike interindividualne razlike unutar kontrolne i eksperimentalnih grupa.

5.4. Uticaj etarskog ulja ruzmarina na parametre toksi¢nosti

5.4.1. Biohemijski pokazatelji funkcije jetre

Tabela 22. Koncentracija triglicerida, holesterola, ukupnog i direktnog bilirubina; i aktivnost
enzima AST i ALT, u serumu zdravih pacova, nakon sedmodnevnog pretretmana etarskim
uljem ruzmarina i jednokratne primene ugljen-tetrahlorida u grupama KON;, KON7+CCly,
Eur5;, Eurl07, Eur5;+CCl, i Eurl0,+CCly (m£Sd)

Grupe TG Holesterol Ukupni Direktni AST ALT
fivotinja bilirubin bilirubin
KON, 0.81+ 1.56+ 2.05+ 0.35+ 125.30+ 49.70+
0.08 0.08 0.15 0.03 4.20 1.70
KON,+CCl, 0.52+ 1.38+ 4.02+ 1.32+ 3185.00+ 966.80+
0.04 0.08 0.35° 0.24" 477.90° 244.40
Eurs, 0.79+ 1.39+ 2.24+ 0.38+ 130.20+ 63.80+
0.06 0.03 0.06" 0.05" 6.20" 4.30"
Eurl0, 1.03+ 1.68+ 2.55+ 0.55+ 143.70+ 65.70+
0.10" 0.06 0.07* 0.02* 7.90* 2.10"
Eur5,+CCl, 0.63+ 1.54+ 3.94+ 1.16+ 2701.70+ 595.40+
0.09 0.06 0.35 0.15" 583.00" 143.70
Eurl0,+CCl, 0.42+ 1.31+ 4.22+ 1.81+ 1648.60+ 893.50+
0.03" 0.13™ 0.48™ 0.24™* 104.40™* 200.80 ™

(*) statisti¢ki znacajno razli¢ite vrednosti od KON grupe, p<0.05;

(#) statisti¢ki znacajno razli¢ite vrednosti od KON;+CCl, grupe, p<0.05;
(x) statisticki znacajno razli¢ite vrednosti od Eurl0; grupe, p<0.05;

(y) statisti¢ki znacajno razliite vrednosti od Eur5; grupe, p<0.05.

TG - trigliceridi (mmol/l),

Holesterol (mmol/l),

Ukupni bilirubin (pmol/1),

Direktni bilirubin (pmol/1),

AST — aspartat aminotransferaza (U/1),

ALT — alanin aminotransferaza (U/I).

Statisticki znacajno sniZenje nivoa triglicerida (TG) u odnosu na kontrolnu grupu,
KONy, dostignuto je u eksperimentalnoj grupi, Eurl0,+CCl,. Ista tendencija postoji i u grupi
Eur5;+CCly, ali bez dostignute statisticke znacajnosti.Vrednosti TG u grupi tretiranoj samim
etarskim uljem ruzmarina u dozi 10 mg/kg, Eurl0O;, su znacajno veée u odnosu na grupu
KON7+CCl,. Kod grupe pacova visekratno pretretiranih etarskim uljem ruzmarina u dozi od
10 mg/kg koja je potom dobila ugljentetrahlorid, koncentracija ukupnog holesterola je

znacajno niza u poredenju sa kontrolnom grupom.
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Koncentracija ukupnog holesterola je znacajno visa kod grupe pacova koja je
visekratno tretirana etarskim uljem ruzmarina u dozi od 10 mg/kg u odnosu na grupu koja je

nakon visekratnog pretretmana istom dozom etarskog ulja dobila i ugljen tetrahlorid.

U eksperimentalnim grupama Eur5,+CCl, i Eurl0;+CCly, kao i u grupi KON7+CCl,,
doslo je do statisticki znacajnog porasta koncentracije ukupnog bilirubina, u odnosu na
kontrolnu grupu, KON7. U grupama viSekratno tretiranim etarskim uljem ruzmarina u
dozama 5 i 10 mg/kg, Eurb7 i Eurl0;, statisticki su zna¢ajno nize koncentracije bilirubina u
odnosu na grupu KON7+CCl,. Takode, u eksperimentalnoj grupi Eurl0;+CCl, je znacajno
povecana koncentracija ukupnog bilirubina, u odnosu na grupu viSekratno tretiranu etarskim

uljem ruzmarina u dozi 10mg/kg, Eurl0-.

Statisticki znacajan porast koncentracije direktnog bilirubina, u odnosu na kontrolnu
grupu, KONy, ispoljen je u eksperimentalnim grupama Eur5;+CCl, i Eurl0;+CCly, kao i u
kontrolnoj grupi KON7+CCl,. U grupama pretretiranim tokom sedam dana etarskim uljem
ruzmarina u dozama 5 i 10 mg/kg, Eur5; i Eurl0y, znacajno su nize koncentracije direktnog
bilirubina u odnosu na grupu tretiranu ugljen tetrahloridom nakon pretretmana fizioloSkim
rastvorom, KON;+CCl;. Takode, u eksperimentalnoj grupi, Eur5;+CCl; povecana je
koncentracija direktnog bilirubina, u odnosu na grupu tretiranu samo etarskim uljem

ruzmarina 5mg/kg, Eur5s.

Povecéanje aktivnosti aspartat aminotransferaze (AST) u odnosu na kontrolnu grupu,
KONy, sa dostizanjem statisticke znacajnosti, ispoljeno je u grupi KON7+CCl,, kao i u
eksperimentalnim grupama Eur5;,+CCl, i Eurl0;,+CCl;. U odnosu na KON7+CCl, grupu,
aktivnost AST u grupama Eur5;, Eurl0; i Eurl0,+CCly je niza, sa dostizanjem statisticke
znacajnosti. U odnosu na grupu Eurl07, u eksperimentalnoj grupi Eurl0,+CCly, znac¢ajno je

povecana aktivnost AST.

Statisticki zna¢ajno povecanje aktivnosti alanin aminotransferaze (ALT) u odnosu na
kontrolnu grupu, KONy, ispoljeno je u grupi KON7+CCly, kao i u grupi Eur10,+CCl,. U
odnosu na KON7+CCl, grupu, aktivnost u grupama Eur57 i Eurl07 znacajno je niza.
Poredenjem sa grupom Eurl0y, statisticki znacajno povecanje aktivnosti ALT je dostignuto u

grupi Eurl0,+CCl,.
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5.4.2. Parametri bubrezne funkcije

Tabela 23. Koncentracija uree, kreatinina i mokra¢ne kiseline u serumu zdravih pacova,
nakon sedmodnevnog pretretmana etarskim uljem ruzmarina i jednokratne primene ugljen
tetrahlorida u grupama KON;, KON7+CCl,, Eur5;, EurlO;, Eur5;,+CCl, i Eurl0;+CCl,

(mzSd)

Grupe Urea Kreatinin Mokraéna
Zivotinja kiselina
KON, 7.28+0.25 46.00+1.18 62.00+1.73
KON,+CCl, 7.7240.17 53.20+0.70° | 104.00+12.02"
Eurs;, 7.65+0.08 44.20+1.14" 53.00+2.86"
Eurl0, 7.45+0.24 50.30+0.42 60.70+3.69"
*y
Eur5,+CCl, 7.98+0.29 51.50+1.59 74.3045.86™
Eurl0,+CCl, | 6.33+0.29% 47.70+0.99% 79.20+6.65"

(*) statisti¢ki znacajno razli¢ite vrednosti od KONj5 grupe, p<0.05;

(#) statistic¢ki znacajno razli¢ite vrednosti od KON/+CCl, grupe, p<0.05;
(x) statisticki znacajno razli¢ite vrednosti od EurlO; grupe, p<0.05;

(y) statisticki znacajno razlicite vrednosti od Eur5; grupe, p<0.05.

Urea (mmol/l),

Kreatinin (pmol/l),

Mokraéna kiselina (umol/l).

Poredenjem vrednosti uree u eksperimentalnim grupama sa kontrolnom grupom,
KONy, nije dostignuta statisti¢ki znacajna razlika. U odnosu na grupu KON7+CCl4, u grupi
Eurl0,+CCl, je doslo do statisticki znacajnog snizenja koncentracije uree u serumu. Takode,
koncentracija uree u grupi Eurl0;+CCl; je znacajno niza i u poredenju sa grupom

pretretiranom samo etarskim uljem ruzmarina u dozi 10 mg/kg, Eurl0.

Koncentracija kreatinina je znacajno povecana u grupama KON;,+CCl, i Eur5;+CCl,
u odnosu na kontrolnu grupu (KONjy). Poredenjem vrednosti koncentracije kreatinina u grupi
KON7+CCl; sa drugim grupama, statisticki znacajno nize koncentracije kreatinina su
izmerene u grupama Eurb; i Eurl0,+CCl,. U odnosu na grupu Eur5;, u grupi Eur5;+CCl,
vrednosti kreatinina su statisti¢ki znacajno vece; dok su vrednosti Eur107+CCls, u odnosu na

grupu Eurl0; statisticki znacajno nize.
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U odnosu na kontrolnu grupu, KONy, sadrzaj mokraéne kiseline je znacajno veci u

grupi KON7+CCl4. U odnosu na grupe Eur57 i Eurl0;, porast sadrzaja mokracne kiseline se

uoCava u obe eksperimentalne grupe koje su primile ugljen tetrahlorid Eur5;+CCly, i

Eurl0,+CCl,.

Poredenjem sa grupom koja je tretirana samo ugljen tetrahloridom, KON7+CCl,, u

grupama Eur5;, Eurl0; i Eur5;,+CCl,, sadrzaj mokraéne kiseline u serumu je statisticki

znacajno nizi.

5.5. Rezultati procene in vitro antioksidantne aktivnosti etarskog ulja ruzmarina

5.5.1. Rezultat DPPH testa
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Slika 3. DPPH analiza etarskog ulja ruzmarina

Rezultati DPPH testa su izraZeni kroz vrednost srednje inhibitorne koncentracije ICsp,

koja predstavlja koncentraciju antioksidansa potrebnu da stabilizuje 50% prisutnog DPPH

radikala u testiranom rastvoru.

Tabela 24. Vrednosti srednje inhibitorne koncentracije 1Cso (ul/ml) etarskog ulja ruzmarina
i metanolnog rastvora vitamina E

Etarsko ulje ruzmarina Metanolni rastvor vitamina E

77.60

25.30
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Rezultati pokazuju da etarsko ulje ima visoku aktivnost neutralisanja slobodnih
radikala sa ICsp vrednoséu od 77.6 ul/ml. Poredenje je vrseno sa a-tokoferolom (vitamin E),
koji je dobro poznat, vrlo efikasan antioksidans i hvata¢ slobodnih radikala, koji ispoljava
ICso vrednost od 25.3 pg/ml. Prema tome, 1 png o-tokoferola je ekvivalentan 3.1 pl

ispitivanog etarskog ulja ruzmarina.

5.5.2. Ukupni sadrzaj fenola u etarskom ulju ruzmarina

Kalibraciona kriva za galnu kiselinu
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Slika 4. Kalibraciona kriva za galnu kiselinu

Na slici je prikazana kalibraciona kriva galne kiseline, dobijena tokom odredivanja

sadrzaja ukupnih fenola u uzorku etarskog ulja ruzmarina, Folin-Ciocalteu metodom.

Tabela 25. Sadrzaj ukupnih fenola (TPC, mg GAE/l) ispitivanog uzorka etarskog ulja
ruzmarina

Etarsko ulje ruzmarina

TPC, mg GAE/I 153.35

Ukupan sadrzaj fenola u ispitivanom uzorku EUR, koji je odreden pomocu Folin-

Ciocalteu metoda je 153.35 mg GAE.
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5.6. Procena in vivo antioksidativne aktivnosti

Da bi se ispitao antioksidativni potencijal etarskog ulja ruzmarina i sposobnost
spreavanja patoloSkih promena na jetri pacova izlozenih ugljen-tetrahloridu, u homogenatu
jetre je meren nivo malondialdehida (MDA\) i redukovanog glutationa (GSH), kao i aktivnost
katalaze (CAT) i peroksidaze (Px), glutation peroksidaze (GPx), glutation reduktaze (GR) i
ksantin oksidaze (XOD), kao pokazatelja antioksidantnog i hepatoprotektivnog efekta EUR.

Tabela 26. Nivo LPx, GSH-Px, GSH, GR, Px, XOD i CAT u homogenatu jetre zdravih
pacova nakon sedmodnevnog pretretmana etarskim uljem ruzmarina i jednokratne primene
ugljen tetrahlorida u grupama KON;, KON;+CCl,, Eur57, Eurl07, Eur5;+CCl, i Eurl0,+CCl,
(m=Sd)

Grupe LPx GSH-Px GSH GR Px XOD CAT
Zivotinja
KON, 2.84+ 8.54 + 171+ 5.24 + 10.46+ 1.24+ 0.41+
2.13 0.23 0.42 0.82 0.39 0.18 0.20
KON+ 0.82 + 21.63+ 0.73+ 1.25+ 4.07+ 2.07+ 2.92+
CCl, 0.74" 1.09° 0.13" 0.10° 0.49" 0.15 0.53"
Eurs; 4.26+ 9.45 + 1.04 + 3.02 + 10.53+ 1.23+ 9.06+
2.56" 0.71% 0.36" 1.14™* 0.84" 0.06" 0.28™
Eurl0, 4.96 + 7.37+ 251+ 3.63+ 12.65+ 1.21+ 0.98+
1.78" 0.49" 0.74* 0.56™ 0.97"% 0.16" 0.74*
Eur5,+ 8.10+ 16.78+ 1.00+ 1.94+ 6.73+ 1.90+ 462 +
CCl, 0.92°% 1.02°% 0.24™* 0.29"% 0.39°% 0.09% 0.37°%Y
Eurl0, 6.69+ 8.24+ 2.08 + 1.54+ 9.92+ 1.45+ 8.10 +
+CCl, 2.15% 0.58" 1.12* 0.34™ 0.82% 0.12"# 0.717%x

(*) statisti¢ki znacajno razli¢ite vrednosti od KON grupe, p<0.05;
(#) statisti¢ki znacajno razli¢ite vrednosti od KON+CCl, grupe, p<0.05;
(x) statisticki znacajno razlicite vrednosti od EurlO0 grupe, p<0.05;
(y) statisticki znacajno razlicite vrednosti od Eur5 grupe, p<0.05.
LPx — Lipidna peroksidaza (hmol MDA/mg proteina),

GSH-Px — Glutation peroksidaza (nmol/mg proteina/min),

GSH - Glutation (nmolGSH/mg proteina),

GR — Glutation reduktaza (nmol/mg proteina/min),

Px — Peroksidaza (nmol/mg proteina/min),

XOD - Ksantin oksidaza (nmol/mg proteina/min),

CAT — Katalaza (hmol/mg proteina/min).

Intenzitet lipidne peroksidacije meren koncentracijom malondialdehida (MDA)
statistiCki je znacCajno poviSen u grupama Eur57+CCl4 i Eurl07+CCl4, u odnosu na
kontrolnu grupu, KON7. U grupama koje su pretretirane samim etarskim uljem ruzmarina,

Eur57 1 Eur107, nije doslo do statisticki znacajnog povecanja lipidne peroksidacije u odnosu
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na kontrolnu grupu KONy, iako se uocava porast koncentracije MDA. Lipidna peroksidacija
u grupama Eurl0,+CCl, i Eur5;+CCly, statistiCki je znacajno niZza u odnosu na grupu
tretiranu samo ugljen tetrahloridom, KON;+CCl,. Statisticki znacajno niza koncentracija
malondialdehida je izmerena i u grupama Eur5; i EurlO;, u odnosu na istu grupu,
KON7+CCly. U grupi Eur5;+CCl,, u odnosu na grupu tretiranu samim etarskim uljem u dozi

od 5 mg/kg (Eurby), lipidna peroksidacija je bila statisticki zna¢ajno povecana.

U eksperimentalnoj grupi Eur5;+CCl,, kao i u grupama Eur57, Eurl0; i KON7+CCly,
aktivnost GSH-Px je statisticki znac¢ajno povecana u odnosu na kontrolnu grupu KON;. U
grupi zivotinja pretretiranoj etarskim uljem ruzmarina u dozi od 10 mg/kg i ugljen
tetrahloridom (Eurl0,+CCl,), sprecen je porast aktivnosti enzima glutation peroksidaze i
izmerena aktivnost je skoro identi¢na aktivnosti ovog enzima u kontrolnoj grupi, pretretiranoj
samo fiziolo§kim rastvotrom (KONy7) (8.54 £0.23 vs 8.24+0.58, p<0.05). U isto vreme,
aktivnost glutation peroksidaze je statisticki znacajno povecana u grupi KON7;+CCl, u

odnosu na kontrolnu grupu KONj.

Aktivnost GSH-Px je statisticki znacajno niza u eksperimentalnim grupama
Eur5:+CCls i Eurl0,+CCls u odnosu na grupu tretiranu ugljen tetrahloridom (KON7+CCly).
Aktivnost GSH-Px u grupama Eur5;+CCl, i Eurl07+CCl4 je bila statisti¢ki znacajno visa u
odnosu na grupe-koje su primile samo etarsko ulje, Eur5; i Eurl0;.

Nivo glutationa je statisticki znaCajno manji U grupama Eur5;, Eur5;+CCl, i
KON7+CCl,; u odnosu na kontrolnu grupu KONy, dok je nivo glutationa zna¢ajno povecan u
grupama Eurl0O; i Eurl0;+CCl,. U isto vreme vrednosti glutationa u grupama EurlO;,
Eur5;+CCly i Eurl0;+CCls u poredenju sa grupom, KON;+CCly, su znacajno vise i dostizu

statisticku znacajnost.

Aktivnost enzima glutation reduktaze (GR) u svim eksperimentalnim grupama je
statisticki zna¢ajno nizi od nivoa u kontrolnoj grupi, KON7. U odnosu na grupu KON7+CCl,
aktivnost GR u eksperimentalnim grupama Eur5;+CCl,, kao i Eur5; i Eurl0Oy, je statisticki
znacajno povecana. Aktivnost enzima u grupama Eur5;+CCl, i Eurl0;+CCls, u odnosu na
grupe tretirane sedam dana samo etarskim uljem ruzmarina, Eur5; i EurlO;, znacajno se

smanjila.
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Aktivnost enzima peroksidaze (Px) je u eksperimentalnoj grupi Eur5;,+CCl,, kao i u
grupi KON7+CCl,, statisticki zna¢ajno niza u odnosu na kontrolnu grupu, KONy, dok je u

odnosu na istu grupu, u grupi Eurl0y aktivnost enzima peroksidaze statisticki znacajno veca.

Poredenjem aktivnosti enzima Px u kontrolnoj grupi KON7+CCl,, sa aktivno$éu
enzima u kontrolnim i eksperimentalnim grupama, uocava se statisticki zna¢ajno povecanje
aktivnosti Px u svim grupama. Aktivnost enzima u grupama Eur5;+CCly i Eurl0,+CCly, u

odnosu na grupe Eur5; i Eurl0;, znacajno je smanjena.

U eksperimentalnim grupama Eur5;+CCl, i Eurl0,+CCls, u odnosu na kontrolnu
grupu, KONy, aktivnost ksantin oksidaze je statisticki znac¢ajno povecana. Statisti¢ki znacajno
povecéanje aktivnosti je uoceno i u grupi KON,+CCl,, dok je aktivnost ksantin oksidaze u
grupama pretretiranim etarskim uljem ruzmarina u dozi od 5 i 10 mg/kg, Eur5; i Eurl07, na
nivou pribliznom aktivnosti enzima u kontrolnoj grupi. U odnosu na KON7+CCl, grupu u
svim eksperimentalnim grupama doSlo je do reverzije aktivnosti enzima u statisticki

znacajnoj meri.

Aktivnost enzima ksantin oksidaze u eksperimentalnim grupama Eur5;+CCl, i
Eurl0;+CCly, u odnosu na grupe tretirane sedam dana samo EUR 5 i 10 mg/kg, znacajno se

povecala.

Aktivnost CAT je u svim eksperimentalnim grupama je statisti¢ki znac¢ajno povecana
u odnosu na KON7+CCl, grupu, dok je aktivnost enzima u poredenju sa kontrolnom grupom,
KONy, statisti¢ki znacajno smanjena U Svim grupama 0Sim u grupi pretretiranoj samim
etarskim uljem ruzmarina u dozi 10 mg/kg, Eur10;. U ovoj grupi aktivnost CAT je povecana
u odnosu na grupu KONz, ali bez dostignute statisticke znacajnosti. Aktivnost enzima u
eksperimentalnim grupama Eur5;+CCl, i Eurl0;+ CCly, u odnosu na grupe tretirane sedam
dana samo etarskim uljem ruzmarina u dozi od 5 i 10 mg/kg, Eur5; i Eurl07, znacajno je

smanjena.
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6. DISKUSIJA

6.1. Hemijski sastav etarskog ulja

Ruzmarin (Rosmarinus officinalis L., Lamiaceae) je visegodisnja biljka, poreklom iz
Mediteranskog podrucja, koja se sada gaji Sirom sveta kao ukrasna i aromati¢na biljka.
Listovi ruzmarina se obi¢no koriste za zacinjavanje hrane, kao dodatak jelima, ali isto tako,
ova biljka se Cesto primenjuje i u medicinske svrhe. U tradicinalnoj medicini, ruzmarin se
primenjuje kao analgetik i smatra se jednom od najefikasnijih biljaka ¢iji se delovi koriste za
leCenje glavobolje, loSe cirkulacije, zapaljenskih procesa, zamora i mentalne slabosti. U
narodnoj medicini, ruzmarin se empirijski koristi kao holeretik i hepatoprotektiv [90,91].

Prema preporukama Evropske Agencije za lekove (EMA), etarsko ulje ruzmarina se
primenjuje u lecenju dispepsije i gastrointestinalnih poremecaja pracenih spazmima i kao
pomoc¢na terapija u leCenju bolova u miSi¢ima i zglobovima i poremecajima periferne
cirkulacije [72]. U ispitivanjima etarskog ulja ruzmarina, pored antinociceptivnog i
antiinflamatornog, dokazano je nekoliko drugih, zna¢ajnih farmakoloskih efekata, kao $to su
antidepresivno delovanje i poboljSanje kognitivnih funkcija, antikancersko i DNK zastitno
delovanje [20,24,32]. Zbog izrazenog antioksidativnog delovanja, danas se Cesto sprovode
ispitivanja vezana za potencijalno nova podrucja terapijske primene etarskog ulja ruzmarina
[90].

Najzastupljeniji sastojci etarskog ulja ruzmarina su monoterpeni 1,8-cineol, kamfor i
a-pinen. Na osnovu njihovog odnosa, odreduje se hemotip etarskog ulja ruzmarina.

Evropska farmakopeja propisuje da se identifikacija ulja vrSi pomocu gasne
hromatografije, pri cemu je neophodno iz gasno hromatografskog profila odrediti minimalno
12 komponenti, a klasifikacija etarskog ulja ruzmarina se vr$i na osnovu sadrZaja
najzastupljenijin  komponenti u dva osnovna hemotipa. U Marokansko/Tunizanskom
hemotipu ulja, odnos jedinjenja je slede¢i: 1,8-cineol (38-55%), a-pinen (9-14%) i kamfor (5-
15%); dok su u Francusko/Spanskom hemotipu najzastupljeniji a-pinen (18-26%) i 1,8-cineol
(16-25%), a potom kamfor (13-21%) [18]. Metodom gasno-masene hromatografije, u naSem
uzorku etarskog ulja ruzmarina je odreden kvantitativni sastav, a najzastupljenije komponente
su oksidovani monoterpeni 1,8-cineol (43.77%) i kamfor (12.53%) kao i monoterpenski
ugljovodonik, a-pinen (11.51%). Na osnovu sadrzaja najzastupljenijih komponenti, uzorak
etarskog ulja ruzmarina koriS¢en u ovom ispitivanju pripada Marokansko/Tunizanskom

hemotipu.
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6.2. Analgetsko delovanje etarskog ulja ruzmarina i interakcija sa paracetamolom i

kodeinom

Od kako je izolovan iz ¢aura maka (Papaver somniferum L.), 1832 godine, kodein se
primenjivao kao analgetik, antitusik i lek za lecenje dijareje. Razmatrajuci njegov analgeticki
efekat, kodein je prolek koji se reakcijama O-demetilacije citohromom CYP2D6 metabolise u
morfin, a N-demetilacijom u norkodein, pomoc¢u izoenzima CYP3A4. Deo kodeina koji nije
podlegao demetilaciji, kao i njegovi aktivni metaboliti, morfin i norkodein, potom podlezu
glukuronidaciji i u obliku neaktivnih glukuronida se izlucuju bubrezima. Analgeticko
delovanje morfina je najve¢im delom posledica agonistickog delovanja morfina na p-
opioidnim receptorima [92]. Genetski polimorfizam CYP2D6 moze znacajno uticati na
terapijske efekte kodeina. Smanjena aktivnost citohroma 2D6 ima za posledicu izostanak
analgetickog efekta kodeina, dok se kod ljudi sa pojacanom aktivnoscu ovog izoenzima
povecava rizik ispoljavanja opioidnih nezeljenih delovanja pri upotrebi uobicajenih
terapijskih doza kodeina [93].

Drugi analgetik, c¢ija interakcija sa etarskim uljem ruzmarina je ispitivana u nasoj
studiji je paracetamol, efikasan analgetik u le¢enju akutnog i hroni¢cnog bola. Za razliku od
drugih analgo-antipiretika, paracetamol ne poseduje znacajnije antiinflamatorno delovanje.
Svoja farmakodinamska delovanja ostvaruje prvenstveno centralnim mehanizmima
(inhibicijom ciklooksigenaze u hipotalamusu) [94,95]. Noviji literaturni podaci ukazuju da je
analgeticko delovanje paracetamola posledica njegovog efekta i na kanabinoidni sistem,
vezuju¢i se za kanabinoidne CB; receptore. Kada se primenjuje u terapijskim dozama,
najveci deo leka se konjuguje sa glukuronskom kiselinom i u manjem obimu sa sulfatima i
cisteinom. Oko 5 do 15% unetog paracetamola se oksidise izoenzimima citohroma CYP2E1,
CYP1A2, CYP3A4 i CYP2AG6 pri ¢emu nastaje visoko reaktivan i hepatotoksican metabolit,
N-acetil-p-benzohinonimin (NAPQI), koji se potom brzo konjuguje sa glutationom i formira
netoksi¢ne konjugate sa cisteinom i merkaptopurnom kiselinom [96]. Povecanje aktivnosti
mikrozomalnih enzima moze potencirati hepatotoksi¢nost paracetamola i zato potencijal
stupanja u interakcije izmedu biljnih lekova i ovog leka mora biti pazljivo razmotren.

Ispitivanjem analgetskog efekta etarskog ulja ruzmarina metodom vrele ploce,
sedmodnevna primena etarskog ulja ruzmarina misevima u dozi od 20 mg/kg, ispoljila je
znacajno analgetsko delovanje; sto je pokazano i u prethodnim ispitivanjima u kojima je
analgetsko dejstvo etarskog ulja ruzmarina potvrdeno razlicitim nociceptivnim

eksperimentalnim modelima. Primena etarskog ulja ruzmarina je inhibisala nastanak edema
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Sapa pacova izazvanog karagenom i pri tome ispoljila dozno zavisno analgeti¢cko delovanje,
znacajno je smanjila broj grceva miseva koji su intraperitonealno primili rastvor siréetne
kiseline i inhibisala je ranu, neurogenu i kasnu, inflamatornu fazu bola tokom formalinskog
testa, sto sve potvrduje izrazen antinociceptivni i antiinflamatorni efekat etarskog ulja
ruzmarina [25]. Pored toga, etarsko ulje ruzmarina je ispoljilo dozno zavisan antinociceptivni
efekat na modelu bolom izazvanog funkcionalnog oste¢enja kod pacova (PIFIR model) [96].
Pored etarskog ulja, literaturni navodi potvrduju i analgeticko delovanje razlicitih
monoterpena, koji ¢ine vise od 90% etarskog ulja ruzmarina [30], kao i etanolnog ekstrakta
ruzmarina [98], u kome se u najve¢em procentu nalazi karnozol [99] i triterpena izdvojenih iz
ekstrakta ruzmarina [100]. Gasno masenom hromatografijom uzorka etarskog ulja ruzmarina
koris¢enog u ovom ispitivanju, nije utvrdeno postojanje karnozola i triterpena, tako da se
dobijeni rezultati analgetskog delovanja mogu objasniti ¢injenicom da su u primenjenom
uzorku etarskog ulja ruzmarina monoterpeni (monoterpenski ugljovodonici i oksidovani
monoterpeni), koji su ¢inili vise od 90% etarskog ulja, nosioci antinociceptivnog delovanja.
Ispoljen analgetski efekat etarskog ulja ruzmarina tokom testa vrele ploce, ukazuje na
centralni mehanizam analgezije, jer su lizanje zadnjih sapa i njihovo karakteristicno
podizanje sa vrele ploce refleksni pokreti integrisani u visim sferama mozga, kao odgovor na
toplotnu draz [101]. Rezultati istrazivanja drugih autora ukazuju da su serotoninergicki i
opioidni endogeni sistemi takode ukljuceni u mehanizam antinociceptivnog delovanja
etarskog ulja izolovanog iz ruzmarina [97]. Takode, GABA-ergicki sistem bi mogao biti
slede¢i mehanizam kojim se ostvaruju farmakoloski efekti etarskog ulja ruzmarina [98].
Analgetsko delovanje monoterpena je dokazano u nekoliko studija u kojima su
razliciti nociceptivni in vivo modeli [102]. Prema rezultatima ovih studija, sva tri glavna
konstituenta etarskog ulja ruzmarina koji je koris¢en u nasoj studiji (1,8-cineol, kamfor i a-
pinen) su ispoljili analgeticko delovanje u testu gréenja miseva izazvanim siréetnom
kiselinom [26]. Tacan mehanizam antinociceptivnog delovanja monoterpena je jos uvek
nejasan u potpunosti, ali se pretpostavlja da je posledica delovanja na tzv. TRP jonske kanale,
koji neselektivno propustaju katjone kalcijuma, magnezijuma i natrijuma i ¢ijom blokadom se
postize analgeticki efekat. Delovanje na ove kanale je potvrdeno za kamfor [27].
Pretpostavlja se da aciklicni monoterpeni (mircen i linalol) primarno moduliraju aktivnost
opioidnog sistema, dok monocikli¢ni i biciklicni monoterpeni (prisutni u najve¢em procentu
u uzorku koris¢enom u nasem ispitivanju) analgeticko delovanje ostvaruju perifernim

mehanizmima [30]. Izrazeno analgeticko i antiinflamatorno delovanje 1,8-cineola, kao jedne
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od dominantih komponenti etarskog ulja ruzmarina, ostvaruje se inhibicijom ciklooksigenaze
i spre¢avanjem oslobadanja citokina, interleukina IL-1p i faktora tumorske nekroze (TNFa)
[103].

Rezultati nase studije su pokazali da sedmodnevna primena etarskog ulja ruzmarina u
dozi od 20 mg/kg, ispoljava analgetsko delovanje koje je jace u odnosu na paracetamol, a
slabije u poredenju sa kodeinom. Pored analgeti¢kog delovanja, etarsko ulje ruzmarina utice i
na aktivnost mikrozomalnih enzima, a time i na biotransformaciju lekova sa kojima se

istovremeno primenjuje. Etarsko ulje ruzmarina bogato 1,8-cineolom indukuje aktivnost

mikrozomalnih enzima, posebno citohroma CYP2B1, 3A2, 2E1, 1A2 i UDP-
glukuroniltransferaze, zbog ¢ega moze stupiti u interakciju sa kodeinom i paracetamolom
[42,68,104,105].

Etarsko ulje ruzmarina je u kombinaciji sa kodeinom i paracetamolom ispoljilo
razli¢it efekat u zavisnosti od doze u kojoj je primenjeno. Etarsko ulje ruzmarina primenjeno
u dozi od 20 mg/kg, tokom sedam dana, pokazalo je znacajno veci uticaj na
farmakodinamske osobine i kodeina i paracetamola u odnosu na dozu od 10 mg/kg.
Analgetsko delovanje oba leka je znacajno pojacano. Dobijeni rezultati ukazuju da je doza ta
koja odreduje da li ¢e etarsko ulje ruzmarina prvenstveno uticati na aktivnost mikrozomalnih
enzima ili ¢e ispoljiti analgeticki efekat i delovati sinergisticki sa primenjenim
antinociceptivnim lekovima. Ipak, rezultati drugih autora ukazuju na dozno nezavisan
antinociceptivni efekat monoterpena, zbog cega je za ispoljavanje efikasnog analgetskog
delovanja etarskog ulja ruzmarina neophodno odrediti raspon doza u kojima se primenjuje
[106]. Uzimajuéi u obzir nelinearni odnos doze i analgetskog efekta monoterpena, kao i
potencijal stupanja u znacajne interakcije sa analgeticima sa kojima se istovremeno
primenjuje, neophodno je utvrditi u kojoj dozi etarsko ulje ruzmarina moze poboljsati
farmakodinamski odgovor analgetika, a da pri tome ne dode do nezeljenih reakcija usled
interakcije.

S obzirom da u literaturi postoje podaci o znacajnim farmakoloskim efektima
jednokratnog pretretmana etarskim uljem ruzmarina [46], u nasem ispitivanju, pored
sedmodnevnog, ispitan je i uticaj jedne doze EUR na farmakodinamske osobine kodeina i
paracetamola. Rezultati naseg ispitivanja su pokazali da nema znacajnije promene
analgetskog delovanja kodeina i paracetamola kod miseva jednokratno pretretiranih etarskim

uljem ruzmarina.
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U ovom ispitivanju, analgetsko delovanje etarskog ulja ruzmarina je potvrdeno i u
modelu izazivanja bolnog nadrazaja intraperitonealnom primenom siréetne kiseline. Pri tome,
sedmodnevna primena obe doze etarskog ulja je znacajno smanjila broj gréeva izazvanih
sirCetnom kiselinom. Sircetna kiselina dovodi do oslobadanja medijatora zapaljenja, faktora
tumorske nekroze (TNF-a), interleukina 1P i IL-8 iz makrofagnih ¢elija peritoneuma i time
izaziva bolni nadrazaj eksperimentalnih Zivotinja [107]. Komponente etarskog ulja ruzmarina
posle intraperitonealne primene siréetne Kiseline ispoljavaju analgetski i antiinflamatorni
efekat spreCavaju¢i sintezu 1 oslobadanje citokina, inhibiSu¢i aktivnost enzima
ciklooksigenaze [103]. U ispitivanjima sprovedenim na istom eksperimentalnom modelu od
strane drugih autora, potvrdeno je da je analgetsko delovanje ekstrakta ruzmarina uporedivo
sa antinociceptivnim delovanjem ketorolaka, heterocikli¢nog derivata siréetne kiseline [100].
Pored toga, za sve tri najzastupljenije komponente u uzorku etarskog ulja koris¢enog u nasoj
studiji (1,8-cineol, kamfor i a-pinen) je utvrdeno postojanje znacajnog analgetskog efekta u
testu sa sircetnom kiselinom [26,32].

Za razliku od viSekratne primene etarskog ulja ruzmarina koja je znac¢ajno smanjila
broj gréeva nakon intraperitonealne primene sircetne kiseline, jednokratni pretretman je
doveo do pojave hiperalgezije, tj. broj gréeva je bio znacajno veci kod grupa Zivotinja koje su
jednokratno pretretirane etarskim uljem u odnosu na kontrolu. U literaturi nisu pronadeni
podaci o hiperalgeziji izazvanoj jednokratnom primenom etarskog ulja ruzmarina. Prema
podacima dobijenim u studijama drugih autora, jednokratni pretretman etanolnim ekstraktom
ruzmarina je ispoljio izraZeno antinociceptivno delovanje procenjivano ,,writhing® testom
[100], ali su dominantne komponente koris¢enog ekstrakta bili triterpeni, koji nisu bili

prisutni u nasem uzorku etarskog ulja ruzmarina.

6.3. Uticaj etarskog ulja ruzmarina na farmakokinetiku paracetamola

S obzirom da je u radu dokazan znacajan uticaj etarskog ulja ruzmarina na
farmakodinamske osobine paracetamola, tj. analgeticko delovanje paracetamola je znacajno
povecano posle pretretmana etarskim uljem ruzmarina, u drugom delu studije je ispitan uticaj
etarskog ulja na farmakokinetske osobine ovog leka.

Kod coveka, bioloSka raspolozivost per os preparata paracetamola je 80 1 vise

procenata, zavisno od farmaceutskog oblika u kome se lek primenjuje [108]. Imajuéi u vidu
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da je bioloska raspoloZivost procenat doze oralno primenjenog leka koji dospe u sistemsku
cirkulaciju, na njene vrednosti uti¢e intestinalna resorpcija leka, aktivnost tzv. ,,efluksnih®
transportera prisutnih u sluznici intestinalnog trakta, biotransfromacija leka u samom
intestinalnom traktu koja moze biti pod uticajem enzima sluznice ili bakterijske mikroflore i
metabolizam pri prvom prolasku leka u jetri. Svi pobrojani faktori su razlog znacajnih
interindividualnih razlika bioraspolozivosti, ali i moguénosti uticaja hrane, lekova i

spoljasnjih faktora na biolosku raspolozivost leka [109].

Rezultati naSeg ispitivanja su pokazali da su povrSine ispod krive koncentracije
paracetamola u serumu pacova (AUC) vise od tri puta nize kod per os, u poredenju sa
intravenskom primenom ovog leka tj. da je bioloSka raspolozivot paracetamola kod pacova
soja Wistar znac¢ajno niza u poredenju sa oralnom biolo§kom raspolozivosti paracetamola kod
ljudi. Dobijeni rezultati bi se mogli objasniti razli¢itom aktivnosti humanih u odnosu na

mikrozomalne enzime pacova, ukljucene u biotransformaciju paracetamola [110].

BioloSka raspoloZivost paracetamola kod grupa pacova prethodno pretretiranih
etarskim uljem ruzmarina je niza u odnosu na kontrolu. Dobijeni rezultati bi mogli biti
posledica uticaja etarskog ulja ruzmarina na procenat resorpcije paracetamola i na pojacanje
presistemskog metabolizam leka u neaktivne metabolite. Prema literaturnim podacima [111],
paracetamol je supstrat P-glikoproteina, a ekstrakt ruzmarina znaajno uti¢e na aktivnost
ovog transportnog proteina [65]. Smanjenje bioloske raspolozivosti paracetamola nakon
pretretmana etarskim uljem ruzmarina se moze objasniti i uticajem monoterpena 1,8-cineola,
jednog od najzasupljenijih aktivnih principa u koris¢enom preparatu u nasoj studiji, na
aktivnost mikrozomalnih enzima, sulfotransferaze, UDP-glukuronil transferaze i citohroma
CYP3A4, CYP1A2, CYP2D6, CYP2E1, ukljucenih u biotransformaciju paracetamola
[30,72,112,113]. Ipak, smanjenje bioraspolozivosti paracetamola nakon pretretmana etarskim

uljem ruzmarina u odnosu na kontrolnu grupu je svega 2% i ne moze se smatrati zna¢ajnom.

Zanimljivo je da se vrednosti maksimalnih koncentracija paracetamola u serumu
pacova razlikuju izmedu sojeva iste vrste. Tako su u nasem ispitivanju, nakon oralne primene
ovog leka kod pacova soja Wistar, vrednost maksimalne koncentracije (Cmax) 1 povrsine ispod
krive (AUCy.) znacajno nize u poredenju sa vrednostima ovih parametra kod Sprague-

Dawley soja [114].
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U nasem ispitivanju, vrednosti farmakokinetskih parametara koji opisuju izlucivanje
leka, (poluvreme eliminacije, konstanta eliminacije, klirens leka i srednje retenciono vreme)
posle intravenske primene paracetamola, ukazuju na ubrzanje eliminacije paracetamola kod
grupa pacova prethodno pretretiranih etarskim uljem ruzmarina u poredenju sa kontrolnom
grupom. lako statisticka znacajnost nije postignuta, moze se pretpostaviti da pretretman
etarskim uljem ruzmarina ubrzava metabolicki Klirens paracetamola i tako ubrzava
eliminaciju leka iz centralnog kompartmana. U prilog ovoj pretpostavci idu i vrednosti
povrsine ispod krive (AUC,.) i “nultih” koncentracija (co), koje su znacajno nize kod grupa
pretretiranih etarskim uljem u odnosu na kontrolu.

Kod per os primene paracetamola, u ovom ispitivanju, vrednosti povrsine ispod krive,
kao 1 maksimalne koncentracije paracetamola posle primene etarskog ulja ruzmarina su bile
nize u odnosu na kontrolnu grupu, dok se parametri koji opisuju eliminaciju nisu znacajnije
razlikovali u odnosu na kontrolu. Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da je
smanjenje koncentracije paracetamola u grupama pacova pretretiranih etarskim uljem
posledica interakcije na nivou enzima koji uc¢estvuju u biotransformaciji paracetamola, sto je
u skladu sa literaturnim podacima po kojima etarsko ulje ruzmarina poseduje znacajan
potencijal za promenu aktivnosti mikrozomalnih enzima [30,72,112,113].

U nasim prethodnim ispitivanjima uticaja biljnih preparata na farmakokinetske
parametre paracetamola, visekratni pretretman kantarionom je statisti¢cki znacajno pojacao
eliminaciju paracetamola iz seruma Swiss albino miseva i slicno kao i u ovoj studiji, smanjio
koncentracije leka u serumu [115].

Na osnovu svega proizilazi da biljni lekovi, stupanjem pre svega u metabolicke i
farmakodinamske interakcije sa klasicnim lekovima, mogu znacajno menjati njihove

farmakoloske osobine ali i bezbednost primene u humanoj populaciji.

6.4. Interakcija etarskog ulja ruzmarina sa diazepamom i pentobarbitalom

Etarsko ulje ruzmarina ispoljava uticaj na funkciju centralnog nervnog sistema §to je
potvrdeno kako u pretklinickim, tako i u klinickim studijama. StimuliSu¢i transmisiju
dopamina, serotonina i noradrenalina, izaziva psihostimulatorni i antidepresivni efekat
[103,116,117]. Inhalacija etarskog ulja poboljsava raspolozenje i kognitivne funkcije zdravih,

odraslih dobrovoljaca [24]. Pomenuta svojstva etarskog ulja ruzmarina su posledica
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delovanja monoterpena kamfora, a-pinena i 1,8-cineola, koji oslobadaju monoamine iz

vezikula neurona u centralnom nervnom sistemu [116,117].

U studiji Alnamera i saradnika [117], mereno je indukciono vreme i vreme spavanja
izazvano tiopentalom (barbiturat ultrakratkog delovanja). Studija je pokazala statisticki
znacajno produzenje indukcionog vremena, a skracenje trajanja spavanja miSeva Koji su per

os viSekratno tretirani razli¢itim dozama etarskog ulja ruzmarina.

Cilj naSeg ispitivanja je bio da se ispita interakcija etarskog ulja ruzmarina sa
lekovima koji depresivno delovanje na centralni nervni sistem ispoljavaju prvenstveno
potenciranjem transmisije gama-amino buterne kiseline (GABA), benzodiazepinima i
barbituratima [118]. Poznato je da barbiturati pored delovanja na GABA receptore, svoje

farmakoloske efekte ostvaruju i antagonizovanjem ekscitatornih efekata glutamata [119].

S obzirom na visoku upotrebu benzodiazepina u Srbiji [120], kako u bolni¢kim, tako i
u vanbolnickim uslovima, u radu smo se opredelili za ispitivanje interakcije diazepama, ¢ija
je upotreba i zloupotreba visoka u nasoj sredini, sa etarskim uljem ruzmarina. lako primenjen
u terapijskim dozama i za odgovarajuce indikacije, diazepam izaziva predvidiva, poznata
nezeljena delovanja, jo§ uvek je nepoznata njegova bezbednost kada se istovremeno
primenjuje sa biljnim preparatima koji mogu uticati na farmakoloske osobine ovog leka.

Diazepam podleze oksidativnom metabolizmu putem demetilacije posredovane
citohromima 2C9, 2C19, 2B6 i 3A4 i hidroksilacije posredovane citohromima 3A4 i 2C19 u
farmakoloski aktivne metabolite, desmetildiazepam, temazepam i oksazepam, koji se nakon
glukuronidacije u obliku neaktivnih glukurokonjugata izluc¢uju bubrezima [113,122].

Sli¢no rezultatima do kojih su dosli Alnamer i saradnici [117], i u naSem ispitivanju,
visekratna primena obe doze etarskog ulja, 10 i 20 mg/kg, sprecila je poremecaj motorne
koordinacije miSeva izazvan diazepamom, procenjivan metodom rotirajuceg Stapa. Pri tome,
etarsko ulje u dozi od 10 mg/kg u vec¢oj meri umanjuje farmakoloske osobine diazepama u
odnosu na dozu od 20 mg/kg.

Smanjenje efekta diazepama posle visekratne primene etarskog ulja ruzmarina, moze
se objasniti indukcijom aktivnosti glukuronil-transferaze, ¢ijim delovanjem se diazepam
metabolise u neaktivne metabolite, sto je pokazano i u studijama sprovednim od strane drugih
autora [122]. U jednokratnom tretmanu etarsko ulje ruzmarina nije ispoljilo znacajan uticaj

na efekte diazepama.
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Drugi lek koji svoje farmakoloSke osobine ostvaruje delovanjem na GABA receptore,
Cija interakcija sa etarskim uljem ruzmarina je ispitivana u naSem istrazivanju je
pentobarbital, barbiturat kratkog delovanja, koji se danas ne primenjuje u farmakoterapiji s
obzirom da se kao lekovi prvog izbora u lecenju nesanice koriste nebarbituratni hipnotici
[123]. Ipak, pentobarbital je znacajan u eksperimentalnoj farmakologiji, za izvodenje testa
vremena trajanja spavanja (,,sleeping time test”). Ksenobiotici sa kojima se pentobarbital
primenjuje istovremeno mogu znacajno uticati na aktivnost mikrozomalnih enzima i tako
menjati osobine ovog leka, Sto se u pomenutom testu odrazava na vrednosti indukcionog
vremena kao i na trajanje spavanja [78].

Pentobarbital se gotovo u potpunosti metaboliSe reakcijama hidroksilacije, koje se

odvijaju izoenzimima citohroma CYP2B6 i CYP2D6 i pri ¢emu nastaju neaktivni metaboliti
ovog leka [124].
U naSem ispitivanju, obe doze etarskog ulja ruzmarina, 10 mg/kg i 20 mg/kg, primenjene
tokom sedam dana, produzile su indukciono vreme, a skratile vreme trajanja spavanja,
izazvanog pentobarbitalom, pri ¢emu je efekat doze od 10 mg/kg bio izrazeniji u odnosu na
dozu od 20 mg/kg. Kao Sto je ve¢ pomenuto ranije, ekscitatorni efekti etarskog ulja na
centralni nervni sistem mogu biti razlog dobijenih rezultata. Isto tako, s obzirom da
komponente etarskog ulja 1,8-cineol, a-pinen i kadinen, znacajno indukuju aktivnost
citohroma uklju¢enih u hidroksilaciju pentobarbitala (CYP2B6 i CYP2D6) pri ¢emu nastaju
neaktivni metaboliti, ne moze se iskljuciti da je smanjenje farmakodinamskog efekta ovog
leka bar jednim delom posledica farmakokinetske interakcije pentobarbitala i etarskog ulja
ruzmarina [42].

Jednokratni pretretman etarskim uljem ruzmarina u dozi od 20 mg/kg znacajno je
produzio trajanje spavanja u odnosu na kontrolnu grupu. Razli¢it efekat jednokratne i
viSekratne primene etarskog ulja ruzmarina na hipnoticko dejstvo pentobaritala se objasnjava
¢injenicom da je za postizanje indukcije mikrozomalnih enzima potrebno znacajno duze
vremena u odnosu na inhibiciju [125]. Rezultati pojedinih studija ukazuju na uticaj duZzine
tretmana na procese biotransformacije lekova, odnosno, da akutna primena ksenobiotika
izaziva inhibiciju, dok hroni¢an tretman istom supstancom izaziva indukciju mikrozomalnih
enzima [126,127]. Zbog toga se moze pretpostaviti da je jednokratna primena etarskog ulja
ruzmarina inhibisala aktivnost citohroma kojima se pentobarbital metaboliSe 1 usled toga

potencirala njegovo farmakolosko delovanje.
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6.5. Antioksidativna aktivnost i hepatoprotektivno delovanje etarskog ulja

ruzmarina

Jetra je organ koji ima centralnu ulogu u metabolizmu i detoksikaciji ksenobiotika.
Metaboli¢ke transformacije toksi¢nih materija putem jetrenih enzima, citohroma P-450,
zahtevaju prisustvo molekulskog kiseonika. Od ukupne koli¢ine kiseonika u ¢eliji, jedan mali
deo (2-3%) se uobicajeno transformiSe u reaktivne oblike, kao $to su hidroksil radikal,
superoksid anjon i vodonik peroksid. Ove aktivne forme kiseonika, u stanju su da reaguju sa
osnovnim sastojcima ¢elije i izazovu promenu njihove strukture i funkcije [128]. Da bi se
zastitila 1 odrzala homeostaza, zivi organizmi su razvili endogenu antioksidativnu zastitu u
vidu enzimskih 1 neenzimskih sistema, koji neutraliSu stvorene reaktivne kiseoni¢ne vrste i
spreavaju ulazak u stanje oksidativnog stresa. Oksidativni stres se moze definisati kao
¢elijsko osteCenje prouzrokovano reaktivnim radikalima, a proizilazi iz poremecene
ravnoteze prooksidantnih i antioksidativnih ¢inilaca. Brojne studije pokazuju da su upravo
oSteCenja nastala usled oksidativnog stresa od prvorazrednog znaCaja za razvoj
patofizioloSkih promena koje su u osnovi razliCitih jetrenih oboljenja: nekroti¢nog
inflamatornog hepatitisa, ciroze jetre, hepatocelularnog karcinoma [34,35].

Hepatoprotektivni efekti biljke ruzmarina su ispitivani na razli¢itim eksperimentalnim
modelima hemijski-indukovane hepatotoksi¢nosti. Metanolni ekstrakt ruzmarina se pokazao
kao efikasna preventiva hepatotoksi¢nosti izazvanoj ugljen-tetrahloridom [129], a vodeni
ekstrakt ruzmarina je pokazao =zastitni efekat kod hepatotoksi¢nosti nakon primene
azatioprina kod pacova [38]. Prema nasim saznanjima, medutim, hepatoprotektivni potencijal

izolovanog etarskog ulja ruzmarina do sada nije testiran na in vivo modelima.

6.5.1. Biohemijski parametri u serumu pacova

U nasoj studiji pretretman etarskim uljem ruzmarina u dozi od 10 mg/kg ispoljio je
hepatoprotektivni efekat, smanjenjem aktivnosti i alanin aminotransferaze i aspartat
aminotransferaze, u odnosu na grupu Zivotinja tretiranu samo ugljen-tetrahloridom. Sli¢no, u
studijama Sotelo-Felix-a i saradnika [129], i Gutiérrez-a i saradnika [37], metanolni ekstrakt
ruzmarina u dozi od 200 mg/kg, normalizovao je aktivnost alanin transaminaze u serumu u
dva eksperimentalna modela: u slucaju ugljen-tetrahlorid-indukovane hepatotoksi¢nosti i

indukovane akutne ciroze jetre [129,37].

67



Tretman Zivotinja ugljen-tetrahloridom dovodi do statisticki znacajnog porasta nivoa
ukupnog, kao i direktnog bilirubina u serumu, §to ukazuje na oSte¢enu ekskretornu funkciju
jetre. Ovaj poremecaj je izostao kod grupa koje su pre ugljen-tetrahlorida pretretirane
etarskim uljem ruzmarina. Takode, vrednosti ukupnog bilirubina kod zivotinja pretretiranih
samim etarskim uljem ruzmarina su bile identi¢ne vrednostima kontrolne grupe. Dobijeni
rezultati su u skladu sa rezultatima drugih autora, po kojima je vodeni ekstrakt ruzmarina
ispoljio znacajno hepatoprotektivno delovanje, ispitivano na pacovima sa streptozotocin
izazvanim dijabetesom [130].

Odredivanjem koncentracije holesterola i triglicerida u serumu pacova, procenjivan je
uticaj etarskog ulja ruzmarina na metaboli¢ku funkciju jetre. U naSem ispitivanju, ugljen-
tetrahlorid je doveo do blagog pada nivoa triglicerida i holesterola, a njihove koncentracije su
poveéane kod grupa pacova koje su pre ugljen-tetrahlorida tretirane etarskim uljem
ruzmarina. Sedmodnevna primena samog etarskog ulja nije znacajnije uticala na
koncentraciju lipida u serumu pacova. U ispitivanju sprovedenom na pacijentima obolelim od
bronhijalne astme sa poviSenim koncentracijama lipida u krvi i poremecajem odnosa
pojedinih frakcija holesterola, etarska ulja bogata a- 1 B-pinenom i kamforom, znacajno

popravljaju antioksidantni i lipidni status ispitanika [131].

Serumska koncentracija uree, kreatinina i mokrac¢ne kiseline kao biomarkera bubrezne
funkcije, takode su ispitivane u nasoj studiji. Ovi biohemijski parametri su povecani u grupi
tretiranoj ugljen-tetrahloridom i ukazuju na njegovu nefrotoksi¢nost, ali je viSekratna primena
etarskog ulja ruzmarina sprecila porast njihove koncentracije. Normalizaciju vrednosti ovih
parametara izaziva doza od 10 mg/kg etarskog ulja ruzmarina, pri ¢emu pad nivoa uree i
kreatinina dostize visoku statisticCku znacajnost. Ovakvi rezultati sugeriSu sposobnost
etarskog ulja ruzmarina da oporavi oste¢enu bubreznu ekskretornu funkciju i u skladu su sa
rezultatima koje su dobili u svojoj studiji Sakr u Lamfon [132], gde je vodeni ekstrakt
ruzmarina smanjio koncentraciju uree i kreatinina u serumu pacova, u poredenju sa grupom

zivotinja tretiranom ugljen-tetrahloridom.

6.5.2. Invitro antioksidativna aktivnost i ukupni sadrzaj fenola
In vitro ispitivanjem utvrden je relativno visok antioksidativni kapacitet etarskog ulja,
sa vrednoscu inhibitorne koncentracije ICso od 77,6 ul/ml. Rezultati naSeg istrazivanja su u

skladu sa prethodno objavljenim studijama o antioksidativnoj aktivnosti etarskih ulja bliskih
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po hemijskom sastavu i hemotipu onom koji je testiran u nasoj studiji [133]. Takode,
procenjeni sadrzaj ukupnih fenola u etarskom ulju Folin-Ciocalteu metodom, sli¢an je

rezultatima do kojih su dosli drugi autori [133].

6.5.3. Parametri antioksidativne aktivnosti etarskog ulja ruzmarina ispitivane in vivo

na pacovima nakon primene ugljentetrahlorida

S obzirom da je poznat mehanizam kojim slobodni radikali dovode do razvoja
oksidativnog stresa 1 posledi¢no razli¢itth oboljenja jetre, opredelili smo se za
eksperimentalni model ugljen-tetrahloridom indukovane hepatotoksi¢nosti. Ovo jedinjenje se
metabolise u jetri dehalogenovanjem koje je praceno oksidacijom, pod dejstvom cithroma P-
450. U toku metabolisanja dolazi do formiranja CCI3" i CI3COO" radikala, koji dovode do
lipidne peroksidacije membrane hepatocita. Malondialdehid (MDA) je jedan od najvaznijih
sekundarnih proizvoda peroksidacije lipida, te se zato odreduje kao pokazatelj oksidativnog
oSte¢enja hepatocita [37,129]. Etarsko ulje ruzmarina primenjeno pre ugljen-tetrahlorida
preveniralo je porast malondialdehida u homogenatu jetre, odnosno, ispoljilo je znacajnu
sposobnost ocuvanja ¢elijskog integriteta hepatocita. Ovaj efekat inhibicije lipidne
peroksidacije je najverovatnije posledica visokog kapaciteta hvatanja slobodnih radikala, tj.
,»scavenger™ aktivnosti komponenata etarskog ulja, koja je potvrdena DPPH testom, kao i in
vitro studijama sprovedenim od strane drugih autora [134].

Ostecenje jetre pocinje oksidativnim stresom, a to je ujedno i tacka kada se moze
spreciti dalja progresija njenog oSteCenja. Jetru od oSte¢enja brani Citav sistem
antioksidativne zastite. Glutation je glavni neenzimski endogeni antioksidans u hepatocitima.
Antioksidativni enzimi peroksidaza, glutation peroksidaza i katalaza katalizuju redukciju
potencijalno opasnih peroksida u vodu ili alkohol. Redukcijom peroksida nastaje disulfidni
oblik glutationa (GS-SG), a njega enzim glutation reduktaza (GR) ponovo redukuje u
sulfhidrilnu formu (GSH). Enzim ksantin oksidaza (XOD) deluje prooksidativno. Ona
transformiSe hipoksantin u ksantin, odnosno ksantin u mokra¢nu kiselinu, formiraju¢i pritom
reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS), superoksid-anjon radikal i vodonik-peroksid [35].

Rezultati naSeg ispitivanja su pokazali da ugljen-tetrahlorid trosi redukovani glutation.
Glutation je kofaktor antioksidativnih enzima u jetri, ali je poznato da moze i direktno da
reaguje sa reaktivnim kiseoni¢nim vrstama, pa se trosi i inhibisuci radikale koji nastaju u toku
metabolizma ugljen-tetrahlorida u jetri. Takode, u nasem ispitivanju, pored redukovaog

glutationa, doSlo je i1 do statisticki znacajnog smanjenja aktivnosti katalaze, peroksidaze i
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glutation reduktaze. Razlog smanjene aktivnosti ovih enzima je njihova inaktivacija zbog
prekomernog stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih radikala, koja daleko prevazilazi
antioksidativni kapacitet enzima. Zanimljivo je da rezultati pokazuju istovremeno statisticki
znacajno povecanje aktivnosti antioksidativnog enzima glutation peroksidaze nakon primene
ugljen-tetrahlorida. To se moZe objasniti pozitivnom regulacijom (povecanom sintezom)
enzima, kao adaptivnog odgovora hepatocita na oksidativno oSte¢enje. Ukupno posmatrano,
biohemijski pokazatelji oksidativnog stresa u jetri su u znacajnoj meri normalizovani nakon
pretretmana etarskim uljem ruzmarina u dozi od 10 mg/kg. Ovakvi rezultati su potvrda da
ispitivano etarsko ulje poseduje potencijal sprefavanja oStecenja hepatocita slobodnim
kiseoni¢nim vrstama i prooksidativnim radikalima.

Hepatoprotektivna aktivnost ispitivanog uzorka etarskog ulja izolovanog iz ruzmarina
moze se pripisati 1,8-cineolu, kao njegovoj najzastupljenijoj komponenti. U modelu
septi¢nog Soka in vivo, indukovanog D-galaktozamin lipopolisaharidom, na miSevima, koji se
karakteriSe pocetkom apoptoze, a kasnije lizom hepatocita; 1,8-cineol je u poredenju sa
deksametazonom u znacajno vecoj meri doveo do smanjenja porasta mase jetre, smanjio
aktivnost transaminaza u serumu i spre¢io nekrozu i hemoragiju jetrenog parenhima.
Hepatoprotektivni efekat etarskog ulja ruzmarina je praden smanjenjem serumske
koncentracije faktora tumorske nekroze o (TNF-a) [135].

Rezultati drugih studija su pokazali da su kod pacova tretiranih zagadivacem Zzivotne
sredine  2,3,7,8-tetrahlorodibenzo-p-dioksinom (TCDD) tokom 30 dana, aktivnost
antioksidantnih enzima glutation peroksidaze (GSH-PXx) i katalaze (CAT) i nivo redukovanog
glutationa (GSH) u jetri znacajno smanjeni, a koncentracija malondialdehida (MDA)
znacajno poviSena u odnosu na netretiranu grupu. Kada se primenjuje zajedno sa TCDD, 1,8-
cineol znac¢ajno povecava aktivnost GSH-Px, CAT i nivo GSH, uz smanjenje koncentracije
MDA skoro do nivoa kontrolne grupe, sugerisuci aktiviranje antioksidantnih sistema odbrane
kao jedan od hepatoprotektivnih mehanizama pokrenutih 1,8-cineolom [136].

Sli¢no tome, utvrdeno je da tretman kolona 1,8-cineolom poboljSava oksidativnu
ravnotezu kod pacova sa TNBS-indukovanim kolitisom, jer je u stanju da smanji aktivnost
mijeloperoksidaza koje su markeri akumulacije polimorfonuklearnih leukocita i moze da
uravnotezi nivo GSH u ¢elijama [135].

U in vitro studiji koju su sproveli Berreta i sar [134], potvrdeno je da etarsko ulje
ruzmarina  pokazuje razli¢itu aktivnost neutralisanja reaktivnih kiseoni¢nih grupa, u

zavisnosti od hemijskog sastava i1 sadrzaja pojedinih monoterpena. Na eksperimentalnom
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modelu ¢elijske membrane utvrdeno je da linalol, terpinen-4-ol (u naSem uzorku zastupljeni
0,46% i 0,56%), orjentiSu svoje polarne grupe, prema vodenim slojevima membrane iz kojih
dolaze radikali OH®, koje monoterpeni heliraju. Takode je utvrdeno da 1,8-cineol i borneol (u
nasem uzorku zastupljeni 43,77% 1 2,97%), svoje polarne grupe postavljaju tako da su
okrenute prema polarnim delovima lipidnog dvosloja, i tako lak§e mogu da neutrali$u lipidne
peroksil radikale ROO® i RO®. Na taj na¢in ove komponente mogu sinergisti¢ki dovesti do
efikasnog neutralisanja reaktivnih kiseoni¢nih grupa razli¢itog porekla [134].

Ovakvi nalazi podrzavaju rezultate naseg ispitivanja gde je etarsko ulje ruzmarina
spreéilo lipidnu peroksidaciju izazvanu primenom ugljen-tetrahlorida.

Jedini ispitivani monoterpen [134], koji nije imao stabilnu poziciju u membrani ve¢ se
ona menjala tokom trajanja eksperimenta je bio kamfor, koji nije ispoljio antioksidativni
efekat. Ovakvi rezultati sugeriSu da njegovo kretanje kroz membranu izaziva nestabilnost
membranske strukture, koja za posledicu moze imati poja¢anu ekscitativnost membrane. Ovi
nalazi su u skladu sa rezultatima studija koje navode kamfor kao uzrok pojacane
ekscitativnosti membrane neurona [76, 137].

Manje zastupljene komponente u etarskom ulju ruzmarina mogu biti vaZne za
ispoljavanje efekata naseg uzorka etarskog ulja ruzmarina na jetru, tako da rezultati
ispitivanja, koje su sproveli Baratta i sar [134], mogu pomo¢i u razjasnjavanju mehanizama
delovanja i pojedinih komponenti etarskog ulja ruzmarina, ali i ulja u celini.

Etarsko ulje ruzmarina svoje hepatoprotektivne efekte ostvaruje ne samo sposobnoscéu
neutralisanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (,,scavenger activity), ve¢ i aktivacijom fizioloSkih
odbrambenih mehanizama u jetri, dejstvom na antioksidativne enzime. Ipak, upotreba
etarskog ulja ruzmarina u prevenciji i/ili terapiji oboljenja jetre zahteva prethodnu
identifikaciju aktivnih sastojaka, razjasnjenje mehanizma njihovog delovanja, kao i podatke

koji se odnose na pretklini¢ku i klini¢ku procenu bezbednosti.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata istrazivanja moze se zakljuciti da:

1. Etarsko ulje ruzmarina ispoljava znacajno antinociceptivno delovanje i potencira efekat
lekova koji analgetiski efekat ostvaruju centralnim i perifernim mehanizmima.

2. Etarsko ulje ruzmarina znacajno smanjuje visceralnu bol izazvanu nadrazajnim
delovanjem siréetne kiseline.

3. Primena etarskog ulja ruzmarina ne utic¢e znacajno na biolosku raspolozivost
paracetamola.

4. Etarsko ulje ruzmarina je znacajno smanjilo depresivni efekat diazepama i
pentobarbitala na centralni nervni sistem.

5. Visekratna primena razli¢itih doza etarskog ulja ruzmarina ne izaziva toksi¢ne promene
u krvi 1 jetri ispitivanih Zivotinja.

6. Primena etarskog ulja ruzmarina §titi Zivotinje od reaktivnih kiseoni¢nih vrsta,
umanjuje posledice izloZenosti oksidativnom stresu i ispoljava znacajno

hepatoprotektivno delovanje.
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