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UVOD 

Gentamicin je aminoglikozidni antibiotik niske cene i velike efikasnosti u lečenju teških,  

životno ugrožavajućih, Gram negativnih infekcija. Njegovu upotrebu ograničavaju neželjeni 

efekti kao što su nefrotoksičnost i ototoksičnost. Do 30%  pacijenata lečenih gentamicinom 

pokazuje neke od znakova akutne bubrežne insuficijencije. Gentamicin se izlučuje prvenstveno 

preko bubrega. Delimično se reapsorbuje i akumulira unutar proksimalnih tubula gde ispoljava 

svoje najizraženije toksične efekte. Sam mehanizam nastanka gentamicinske nefrotoksičnosti 

nije u potpunosti razjašnjen ali se smatra da glavnu ulogu u njenom razvoju ima nastanak 

visokoreaktivnih kiseoničnih i azotnih slobodnih radikala. Pored direktnog štetnog efekta 

slobodnih radikala na tkivo (usled reakcije sa masnim kiselinama, proteinima, ugljenim 

hidratima i nukleinskim kiselinama), oni izazivaju nakupljanje i aktiviranje leukocita u 

oštećenom tkivu i posledično stvaranje enzima (mijeloperoksidaze, elastaze, proteaze) koji 

oštećuju tkivo i sami oslobađaju nove slobodne radikale. Gentamicinom nastao oksidativni stres 

takođe smanjuje aktivnost endogenih antioksidativnih enzima u bubregu. Time se stvara začarani 

krug između oksidativnog stresa i zapaljenja. Utvrđeno je da različiti antioksidansi ublažavaju 

akutnu bubrežnu isuficijenciju izazvanu gentamicinom. Antioksidansi su jedinjenja koja mogu 

inhibiranjem inicijacije ili propagacije lančane reakcije oksidacije da odlože ili inhibiraju 

oksidaciju lipida i drugih molekula. Organizam se protiv slobodnih radikala, osim sopstvenim 

odbrambenim mehanizmima, brani i prirodnim antioksidansima koji se unose hranom. 

Blagotvorno dejstvo biljaka na zdravlje pripisuje se visokom sadržaju raznih sekundarnih biljnih 

metabolita, od kojih su najzastupljenija fenolna jednjenja. Antioksidativna aktivnost fenolnih 

jedinjenja se pripisuje njihovim redoks osobinama koje mogu da igraju važnu ulogu u 

neutralisanju slobodnih radikala, zaustavljanju lančanih reakcija (lipidne peroksidacije) ili 

raspadanju peroksida. Iako u poređenju sa sintetskim lekovitim supstancama, biljni aktivni 

metaboliti imaju niži bioaktivni potencijal, uočeno je da svakodnevni unos hranom u malim 

količinama, dugoročno mogu izazvati primetan fiziološki efekat.   

Upotreba biljaka u svrhu lečenja je stara koliko i čovečanstvo. Do početka XX veka gotovo 90% 

lekova je bilo poreklom iz prirode. Biljke su se prvenstveno koristile u ishrani, ali su sa 

uočavanjem njihovih lekovitih svojstava dobijale sve veći značaj kao izvor i bioaktivnih 
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supstanci. Pre više od dve hiljade godina, Hipokrat, otac medicine, je preporučivao svojim 

pacijentima: “Neka vaš lek bude hrana vaša, a hrana vaša lek”.  

List zelenog čaja i plod borovnice se koriste u ishrani širom sveta, a u literaturi postoji mnogo 

podataka o njihovoj snažnoj antioksidativnoj aktivnosti.  Kako do sada nema objavljenih studija 

o mogućem efektu ploda borovnice kao ni dovoljno podataka o mehanizmu zaštitnog efekta 

zelenog čaja na bubrege, ovo istraživanje se bavi procenom uticaja etanolnog ekstrakta lista 

zelenog čaja i metanolnog ekstrakta ploda borovnice na gentamicinom izazvanu akutnu bubrežnu 

insuficijenciju.  
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PREGLED LITERATURE 

Bubreg 

Bubreg je vitalni organ koji igra ključnu ulogu u zdravlju, bolesti i sveukupnom rastu i razvoju. 

Glavna funkcija bubrega je održavanje normalne zapremine i sastava telesnih tečnosti i 

regulacija acido-bazne ravnoteže. Veliki broj faktora iz spoljašnje sredine, uključujući i neke 

lekove, utiču na ove funkcije (Priyamvada i sar., 2008). 

Sa starenjem dolazi do funkcionalnih i strukturnih fizioloških promena u bubregu. Ukupan broj 

nefrona se smanjuje, kao i njihova efikasnost.  Ove promene se pripisuju oksidativnom stresu, za 

koji se zna da se povećava sa godinama, što objašnjava efekte starenja na molekularnom nivou. 

Morfološke promene bubrega obuhvataju zadebljanje intime krvnih sudova unutar bubrega, 

infiltraciju zapaljenskim ćelijama, fibrozu strome i zadebljanje bazalne membrane glomerula. 

Najviše promena tokom starenja trpe tubulske ćelije. One gube svoj pravilan oblik  (postaju 

nepravilnog oblika), gube četkasti pokrov, smanjuje se broj vakuola u njima, a povećava broj 

lizozoma i nakupljanje lipofuscina. Tubulska bazalna membrana zadebljava, isto kao 

glomerulska, a mitohondrije podležu degenerativnim promenama (Akyol i sar., 2014). 

Kako sa starenjem endogeni antioksidantni sistem slabi, a oksidativni stres se povećava, to bi 

trebalo kompenzovati pojačanjem primene egzogenih antioksidanasa, odnosno njihovim 

povećanim unosom preko hrane.  

Gentamicin 

Poreklo i farmakologija gentamicina 

Aminoglikozidni antibiotik gentamicin izolovali su Weinstein i saradnici 1963. godine iz gljive 

Micromonospora purpura (Actinomycete). Uveden je u SAD 1969. godine kao kompleks 

gentamicina C1, C1a i C2 i gentamicina A, koji se po strukturi razlikuje od ostalih članova 

kompleksa. Unutar grupe aminoglikozida, sufiks “micin” se koristi u imenu kada se antibiotik 

stvara iz kulture Micromonospora, dok se sufiks “mycin” koristi kada se stvara iz kulture 

Streptomyces.  
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Gentamicin se sastoji od 2 aminošećera vezana glikozidnom vezom za heksoznu osnovu. To je 

polarni katjon (Currier i sar., 1994), jako hidrosolubilan, sa optimalnom pH vrednošću od 6 do 8. 

Dvovalentni katjoni i kisela sredina mu inhibišu antibiotsko dejstvo. 

Gentamicin sulfat je higroskopni prah bez mirisa, bele boje do boje mesa koji ne sadrži više od 

15% vode. Tačka topljenja mu je između 200 i 250 ºC, što ga čini veoma stabilnim na toploti. 

Osim u vodi, umereno se rastvara u etanolu, metanolu i acetonu. Dejstvo gentamicin sulfata se 

gubi čuvanjem u plastičnim špricevima pri čemu se formira braon precipitat. Čuvanje u 

staklenim špricevima ne bi trebalo da traje duže od 30 dana. Smatra se da je bioraspoloživost 

gentamicina nakon intramuskularne i intravenske injekcije potpuna. 

To je najčešće korišćen i najbolje proučen lek od svih aminoglikozida (Balakumar i sar., 2010; 

Ali i sar., 2011). Koristi se za lečenje teških infekcija, uglavnom izazvanih Gram negativnim 

bakterijama kao što su Pseudomonas, Proteus i Serratia (Gonzalez i Spencer, 1998; Tam i sar., 

2006), ali i nekih Gram pozitivnih poput Enterococcus i Staphylococcus (Gonzales i Spencer, 

1998; Tam i sar., 2006). Anaerobi nisu osetljivi na njega, dok su Streptococcus haemolyticus i 

Pneumococcus slabo osetljivi. Najčešće indikacije za njegovu upotrebu su: septikemija, 

neonatalna sepsa, neontalni meningitis, infekcije žučnih puteva, pijelonefritis, prostatitis i 

endokarditis. Uobičajena doza kod odrasnih pacijenata sa normalnom bubrežnom funkcijom je 3-

5 mg/kg dnevno, raspoređena na po 12 sati (Gilbert, 1997; Gonzalez i Spencer, 1998).  

Kontraindikacije za upotrebu gentamicina su trudnoća i myastenia gravis, dok je opreznost pri 

upotrebi potrebna u slučaju prethodno postojećeg oštećenja bubrega, odmaklih godina kao i 

istovremene upotrebe diuretika Henleove petlje, cefalosporina ili neuromišićnih blokatora.  

Gentamicin se ne vezuje značajno za proteine plazme. Najveću koncentraciju u plazmi dostiže 

nakon 30 do 90 minuta posle intramuskularnog davanja i odmah posle intravenskog davanja 

(Tam i sar., 2006). 

Koncentracija gentamicina u sekretima i većini tkiva je niska. Visoka je u proksimalnim 

tubulima bubrega, endolimfi i perilimfi unutrašnjeg uva. Koncentracija u žuči iznosi 30% one u 

plazmi. Koncentracija u cerebrospinalnoj tečnosti je manja od 10%, dok u prisustvu meningitisa 

može da dostigne 20% koncentracije u plazmi (Lopez-Novoa i sar., 2011).  
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Poluvreme eliminacije kod pacijenata sa normalnom bubrežnom funkcijom iznosi 2 sata. Kada 

se klirens kreatinina prepolovi, poluvreme eliminacije u serumu se udvostručuje. Zato su 

neophodne korekcije doza ili produženje intervala davanja kod pacijenata sa slabošću bubrega. 

Gentamicin se ne metaboliše u telu već se eliminiše glomerulskom filtracijom u aktivnoj, 

nepromenjenoj formi i delimično ga reapsorbuju ćelije proksimalnih tubula  Iako se većina leka 

putem glomerulske filtracije izlučuje urinom (Gonzalez i Spencer, 1998), 5-10% doze se taloži u 

bubrežnom korteksu i zadržava se tu dugo po prestanku davanja leka. Intravenski dat gentamicin 

se skoro u potpunosti odstranjuje putem bubrega, ali i mala količina koja se selektivno apsorbuje 

i akumulira u proksimalnim tubulima je toksična. U proksimalnim tubulima gentamicin se prvo 

nakuplja u lizozomima. U slučaju predoziranja, gentamicin se može otpustiti iz lizozoma u 

citoplazmu, direktnim probijanjem membrane lizozoma ili retrogradnim transportom kroz 

Goldžijev aparat i endoplazmatski retikulum što rezultuje ćelijskom smrću (Sandoval 2004; 

Servais i sar., 2006). 

Glavni štetni efekti su: vestibularno oštećenje, ototoksičnost i nefrotoksičnost (Lopez-Novoa i 

sar., 2011) i neuromišićna blokada (Gonzalez i Spencer, 1998). Oštećenje vestibularnog dela 

osmog kranijalnog živca je veće od oštećenja kohlearnog dela. Neke studije ukazuju na genetsku 

sklonost ka auditornoj ototoksičnosti usled mutacije mitohondrijalne DNK (Hutchin i Cortopassi, 

1994; Cassano i sar., 1999), što se manifestuje kao tinitus, gluvoća, mučnina, poraćanje, 

vrtoglavica i nistagmus. Nedavno je otkriveno da davanje antibiotika geldanamicina štiti ćelije 

unutrašnjeg uva od toksičnosti uzrokovane gentamicinom (Yu i sar., 2009). Gentamcinska 

nefrotoksičnost je dozno zavisna (Gonzalez i Spencer, 1998; Lopez-Novoa, 2011) i manifestuje 

se akutnom tubularnom nekrozom i bubrežnom slabošću (Salem i sar., 2010). U pojedinim 

slučajevima štetni efekti gentamicina su toliko izraženi da se upotreba leka mora obustaviti 

(Gonzalez i Spencer, 1998). 

Gentamicin se može ukloniti iz tela hemodijalizom i peritonealnom dijalizom. Oko 50% unete 

doze može se odstraniti hemodijalizom tokom 12 sati.  
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Nefrotoksičnost gentamicina 

Katjonska struktura aminoglikozida, koja zavisi od broja amino kiselina i njihovog rasporeda 

unutar molekula, ima važnu ulogu u njihovoj toksičnosti koja uglavnom zahvata tkiva u kojima 

se akumuliraju: bubreg (nefrotoksičnost) i uvo (ototoksičnost). 

 Uprkos svojim neželjenim efektima, aminoglikozidi još uvek predstavljaju jedinu efikasnu 

terapijsku alternativu protiv infekcija neosetljivih na ostale antibiotike. (Nicolau i sar., 1995; 

Gilbert, 1997; Bertino i Rotschafer, 1997; Gonzalez i Spencer, 1998;  Lopez-Novoa i sar., 2011). 

To je uglavnom zbog njihove hemijske stabilnosti, brzog baktericidnog efekta, sinergije sa beta 

laktamskim antibioticima, male rezistencije i niske cene (Gonzalez i Spencer, 1998). Iako spada 

u jedan od najnefrotoksičnijih aminoglikozida, gentamicin se još uvek često primenjuje kao lek 

prvog i drugog izbora, sam ili u kombinaciji sa antibioticima koji deluju na ćelijski zid, za 

lečenje teških i životno ugrožavajućih infekcija izazvanih Gram pozitivnim i Gram negativnim 

aerobima (Gilbert, 1997; Gonzalez i Spencer, 1998; Lopez-Novoa i sar., 2011). Koristi se u 

eksperimentalnom modelu nefrotoksičnosti ove grupe lekova, kako u studijama na životinjama 

(Tavafi, 2012; Tavafi i sar. 2012): kunićima, miševima i pacovima (Balakumar i sar., 2008; Ali i 

sar., 2011; Nabavi i sar., 2012, Moreira i sar., 2013), tako i u humanim studijama (Laurent i sar., 

1982; Laurent i sar. 1990; Kacew i Bergeron, 1990; Lopez-Novoa i sar., 2011, Awodele i sar., 

2015). Upravo zbog toga može da posluži kao jedan od najboljih eksperimentalnih modela za 

procenu efikasnosti prirodnih antioksidanasa protiv nefrotoksičnosti (Moreira i sar., 2013; Dhodi 

i sar., 2015). 

Od pacijenata lečenih gentamicinom duže od 7 dana, 30% pokazuje neke znake nefrotoksičnosti. 

Ona je uvek ograničavajući faktor u terapijskoj primeni gentamicina. Neželjeni efekti terapijske 

primene gentamicina su često uslovljeni ograničenjem ukupne doze ili trajanjem lečenja. Kod 

bolesnika sa smanjenom bubrežnom funkcijom neophodno je dozu primenjenog gentamicina 

korigovati (Gonzalez i Spencer, 1998). Kliničke studije tvrde da učestalost gentamicinske 

nefrotoksičnosti zavisi od ciljne populacije, jer su neke osobe podložnije od ostalih. 

Najveći faktori rizika su: poodmaklo životno doba, već smanjena bubrežna funkcija, trudnoća, 

dehidratacija, lečenje koje dugo traje, visoke doze, podeljene doze, kao i istovremena primena 

nekih drugih lekova (nesteroidnih antiinflamatornih lekova, diuretika, amfotericina, cisplatine, 
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ciklosporina). Toksični efekti ovog antibiotika nastaju usled njegovog inhibitornog dejstva na 

stvaranje proteina u ćelijama bubrega (Salem i sar., 2010; Stojiljkovic i sar., 2012; Ranđelović, 

2013; Akyol i sar., 2014). Mehanizam gentamicinske nefrotoksičnosti uključuje: stvaranje 

slobodnih radikala u bubregu, smanjenje sposobnosti endogenih antioksidantnih mehanizama, 

akutnu tubularnu nekrozu i kongestiju glomerula. Svi zajedno uzrokuju smanjenu glomerulsku 

filtraciju i funkciju bubrega (Lopez-Novoa i sar., 2011; Randjelovic i sar., 2012). Iako 

gentamicinska nefrotoksičnost nastaje zajedničkim dejstvom tubulskih, glomerulskih i 

vaskularnih efekata gentamicina (Lopez-Novoa i sar., 2011), najbolje su proučeni tubulski efekti 

(Ranđelović, 2013) koji nastaju usled značajne akumulacije i retencije gentamicina u 

proksimalnim izvijuganim tubulima bubrega (Lopez-Novoa i sar., 2011; Acharya i sar., 2013). 

Eksperimentalno je potvrđeno da su, uprkos oporavku bubrežne funkcije, 30 dana po prestanku 

davanja gentamicina, pacovi i dalje imali povećanu infiltraciju makrofaga i miofibroblasta u 

tkivu bubrega (Geleilete i sar., 2002). Inflamatorni i fibrogeni odgovori na gentamicin se 

povezuju sa povećanjem nivoa transformišućeg faktora rasta beta, endotelina i angiotenzina II, 

što ukazuje na njihovu ulogu u progresiji tubulointersticijalnog nefritisa. Takođe je nađeno da 

davanje gentamicina kulturi proksimalnih tubulocita izaziva njihovu apoptozu (Servais i sar., 

2005). Smatra se da povećan nivo oksidativnog stresa nastao usled primene ovog antibiotika 

dovodi do stimulacije stvaranja proapoptotičnih ili medijatora zapaljenja, u koje spadaju 

nuklearni faktor kapa-B (NF-KB), leukocitni adhezioni molekuli, mitogenima-aktivisane protein 

kinaze i transformišući faktor rasta B1 i da svi zajedno doprinose oštećenju bubrega (Lopez-

Novoa i sar., 2011, Otunctemur i sar., 2013).  

Najčešća klinička slika aminoglikozidne toksičnosti je neoligurični ili čak poliurični 

hipoosmolarni poremećaj bubrežne ekskrecije  praćen smanjenom sposobnošću bubrega da 

koncentriše mokraću, porastom ureje i kreatinina u plazmi, odnosno, pacijent sa azotemijom koji 

mokri 1-2 l urina dnevno (Kaloyanides i Pastoriza-Munoz, 1980). Takođe su prisutni: tubularna 

proteinurija, lizozomalna enzimurija, aminoacidurija, blaga glikozurija i poremećaji elektrolita 

(hiperkalciurija, hipermagneziurija, hipokalcemija i hipomagneziemija) (Kaloyanides i Pastoriza-

Munoz, 1980; Lopez-Novoa i sar., 2011). 

Faktori koji utiču na gentamicinsku nefrotoksičnost kod pacova: 
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Pol pacova 

Na istu dozu gentamicina mužjaci imaju izraženiji nefrotoksični efekat nego ženke. Nađeno je da 

testosteron povećava aktivnost lizozoma u proksimalnim tubulima bubrega miševa. Takođe, 

mužjaci imaju veću aktivnost mitohondrijalnih citohrom oksidaza u bubregu (Parker i sar., 

1980). Razlog zbog čega su mužjaci osetljiviji na gentamicin od ženki bi mogao da leži u tome 

što gentamicin oštećuje respiratornu aktivnost mitohondrija. U eksperimentalnim modelima 

gentamicinske nefrotoksičnosti nađeno je da su ženke imale manje povećanje ureje i kreatinina u 

plazmi. S druge strane, kod njih se najizraženije oštećenje bubrega dogodilo nešto ranije nego 

kod mužjaka. Tokom svih dana eksperimenta, akumulacija gentamicina u korteksu bubrega bila 

je manje izražena kod ženki uprkos podjednako zastupljenoj nekrozi tubula. Egzogeno dat 

testosteron ženkama pacova nije promenio nalaze kao ni kastracija mužjaka pre puberteta (Parker 

i sar., 1980). Zbog svega ovoga je pol pacova nije važna varijabla koju treba uzeti u obzir u 

eksperimentima. 

Ostali faktori: 

Kao i kod ostalih modela akutne bubrežne insuficijencije, prethodno postojeća deplecija 

volumena ekstraćelijske tečnosti pogoršava nefrotoksičnost. Ishrana siromašna natrijumom pre 

gentamicinskog tretmana je davala ozbiljniju nefrotoksičnost, sa pojedinim slučajevima rane 

smrti. Veliko unošenje natrijuma, iako smanjuje taloženje gentamicina u korteksu, nije imalo 

uticaj na akutnu nekrozu tubula. Diuretici Henleove petlje pogoršavaju gentamcinsku 

nefrotoksičnost, najverovatnije zbog smanjenja volumena ekstraćelijske tečnosti, a ne same 

interakcije lekova. Metabolička acidoza i hipokalijemija pogoršavaju gentamicinsku 

nefrotoksičnost (Porter, 2013).  

Tubulski efekti 

Toksičnost gentamicina u tubulima se ispoljava u vidu smrti mahom proksimalnih tubulocita 

(Upaganlawar i sar., 2006) sa okolnim zapaljenjem i poremećajem transporta vode i elektrolita. 

Ćelijska smrt usled davanja gentamicina u eksperimentima, kao i u kulturi ćelija može da se 

ispolji kao apoptoza (Li i sar., 2009) ili nekroza ćelija (Edwards i sar., 2007; Lopez-Novoa i sar., 

2011; Ranđelović, 2013). Fenotip ćelijske smrti koji će se ispoljiti zavisi od koncentracije leka, 

kao i prisustva drugih predisponirajućih faktora (Saito i sar., 2006). Smisao ćelijske smrti bi 
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mogao da bude čišćenje bubrega od već oštećenih ćelija i kompenzatorni proliferativni odgovor. 

(Stojiljkovic i sar., 2012). Apoptoza je proces za koji je potreban ATP. Kada ćelijske zalihe 

ATP-a padnu, ćelijska smrt gubi karakteristike apoptoze i dobija karakteristike nekroze (Lopez-

Novoa i sar., 2011).  

Kako se gentamicin najviše akumulira u epitelnim ćelija proksimalnih tubula, njihovo oštećenje 

je najzastupljenije. Njegovo dugo zadržavanje u proksimalnim tubulocitima dovodi do gubitka 

integriteta četkastog pokrova ćelije (Dhodi i sar., 2015). Supresija Na-K ATP-aze i sinteze DNK 

u proksimalnim tubulima i stvaranje slobodnih kiseoničkih radikala udruženo sa povećanom 

lipidnom peroksidacijom uzrokuje nefrotoksičnost (Dhodi i sar., 2015). U manjoj meri prisutno 

je oštećenje distalnih i sabirnih tubula (Ranđelović, 2013). 

Veliki endocitozni kompleks, koga čine megalin i kubilin, ograničen je na proksimalne tubule. 

On prenosi gentamicin, i aminoglikozide uopšte, endocitozom (Schmitz i sar., 2002), nakon čega 

ih akumulira u lizozomima, Goldžijevom aparatu i endoplazminom retikulumu (Lopez-Novoa i 

sar., 2011).  Gentamicin se vezuje za membranu fosfolipida, menjajući njihov metabolizam i obrt 

i izaziva fosfolipidozu. Lizozomalna fosfolipidoza nastaje usled smanjenja negativnog 

naelektrisanja potrebnog za ispravnu funkciju fosfolipida i inhibiciju A1, A2 i C1 fosfolipaza. 

Usled inhibicija lizozomalnih fosfolipaza dolazi do taloženja fosfolipida i stvaranja lizozomalnih 

mijeloidnih tela, za koje se smatra da predstavljaju direktan mehanizam nefrotoksičnosti 

(Laurent i sar., 1982; Lopez-Novoa i sar., 2011). Fosfolipidoza je direktno proporcionalna nivou 

toksičnosti aminoglikozida (Laurent i sar., 1990; Lopez-Novoa i sar., 2011). Nađeno je da agensi 

koji štite od fosfolipidoze, kao što je poliaspartična kiselina, takođe sprečavaju aminoglikozidnu 

nefrotoksičnost (Swan i sar., 1991). 

Kada koncentracija aminoglikozida u endozomima pređe još uvek neodređeni prag, njihova 

membrana prska i njihov sadržaj, zajedno sa lekom se izliva u citosol. Gentamicin u citosolu 

deluje direktno i indirektno na mitohondrije, aktivira pri tom unutrašnji put apoptoze, prekida 

respiratorni lanac, oštećuje stvaranje ATP-a i stvara oksidativni stres za ćeliju, povećavajući nivo 

superoksidnih anjona i hidroksilnih radikala što dalje ubrzava ćelijsku smrt. Indirektan 

mitohondrijski efekat je povezan sa povećanjem nivoa Bax-a preko sprečavanja njegove 

razgradnje u proteazomima. Sami lizozomi takođe sadrže veoma jake proteaze i katepsine koji 

mogu da izazovu ćelijsku smrt po tipu apoptoze (Chwieralski i sar., 2006). U velikim 
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količinama, i naročito u nedostatku ATP-a, kaspaze izazivaju ćelijsku smrt po tipu nekroze 

(Goldstein i Kroemer, 2007; Lopez-Novoa i sar., 2011). 

Gentamicin ometa sintezu proteina u endoplazminom retikulumu, remeti preciznost translacije i 

posttranslacione modifikacije proteina. To izaziva pogrešno stvaranje proteina, što ukoliko se 

stalno ponavlja dovodi do apoptoze (Peyrou i sar., 2007). 

Izmena u polarnosti tubulocita i intraćelijskoj raspodeli proteina koji transportuju jone su glavne 

molekulske posledice akutnog oštećenja bubrega i intraćelijskog trošenja energije (Tavafi, 2013). 

Gentamicin oštećuje funkciju Na-K ATP-aze (Lopez-Novoa i sar., 2011) što dovodi do oticanja 

ćelije sa mogućim prskanjem, i opet, nastanka apoptoze ili nekroze. Već posle samo 30 minuta 

od prodiranja gentamicina u bubreg, ili 3 sata posle njegovog davanja pacovima, dolazi do 

nedovoljne reapsorpcije kalcijuma i magnezijuma sa posledičnom hiperkalciurijom, 

hipermagneziurijom i hipomagnezijemijom, čak i pre bilo kakvih izmena u bubrežnom 

preuzimanju Na i K i bilo kakvih vidljivih znakova bubrežnog oštećenja. Gentamicin se za svoj 

transport preko megalin-kubilin endocioznog kompleksa u proksimalnim tubulima takmiči sa 

proteinima, katjonima i ostalim molekulima što remeti njihovu reapsorpciju (Nagai i sar., 2002; 

Nagai i sar., 2006). 

Prosipanje tkivnih i ćelijskih ostataka u lumen tubula dovodi do delimične ili potpune opstrukcije 

tubula (Neugarten i sar., 1983; Rivas-Cabanero i sar., 1993). Opstrukcija tubula smanjuje ili čak 

u potpunosti uništava ekskretornu funkciju zahvaćenih nefrona. Uz to, povećan hidrostatski 

pritisak unutar tubula i Boumanove kapsule smanjuje glomerulsku filtraciju i ekskreciju 

proizvoda filtracije. 

Oštećenje tubula dovodi do poremećaja reapsorpcije što doprema ogromnu količinu vode i 

elektrolita u distalni deo nefrona i aktivira mehanizam tubuloglomerulske povratne sprege 

(TGP). TGP sprega se odvija da bi sprečio masivni gubitak vode i elektrolita, a nju aktivira 

smanjena glomerulska filtracija koja stimuliše renin-angiotenzin-aldostetron (RAA) sistem. 

Međutim, sam mehanizam TGP sprege se adaptira unutar perioda od 1 do 24 sata, iako 

glomerulska filtracija nastavlja da opada (Lopez-Novoa i sar., 2011). 
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Glomerulski efekti 

Gentamicinom uzrokovana nekroza tubula može da smanji broj funkcionalnih nefrona sa 

posledičnim smanjenjem intenziteta glomerulske filtracije. Ovo može da dovede do višestrukih 

adaptivnih procesa praćenih povećanjem funkcije ostalih nefrona, od kojih je najupečatljivija 

izmena brojnih transportnih mehanizama unutar tubula, uključujući povećanu reapsorpciju 

natrijuma i sekreciju kalijuma (Martinez-Salgado i sar., 2007). 

Supstance koje prolaze kroz bubreg prvo dolaze u kontakt sa glomerulom. Gentamicin remeti 

glomerulsku filtraciju (Dos Santos i sar., 1991) kontrakcijom mezangijalnih ćelija (Martinez-

Salgado i sar., 2007) i smanjenjem koeficijenta filtracije (Kf). Takođe, u isto vreme stimuliše 

proliferaciju mezangijalnih ćelija i ubrzava njihovu apoptozu, na neki način poništavajući ta dva 

procesa (Martinez-Salgado i sar., 2005; Martinez-Salgado i sar., 2007). Iako se glavne 

morfološke promene usled dejstva gentamicina vide na tubulu, pri davanju velikih doza dolazi i 

do blagog uvećanja glomerula, izmene njihovog ovalnog oblika i gustine, difuznog oticanja 

filtracione barijere sa infiltracijom neutrofila (Stojiljkovic i sar., 2008) i gubitka njene 

selektivnosti usled oštećenja negativnog naelektrisanja (De-Barros-e-Silva i sar., 1992). Sve to 

dovodi do proteinurije. 

Gentamicin smanjuje broj i veličinu pora na fenestrama endotelnih ćelija glomerula (Lopez-

Novoa i sar., 2011). Ovaj efekat nastaje  kao posledica kontrakcije mezangijalnih ćelija. 

Mezangijalne ćelije se kontrahuju: aktiviranjem trombocitnog faktora aktivacije (PAF), renin-

angitenzin-aldosteron (RAA) sistema i vazokonstriktora kao što su endotelin-1 i tromboksan A2 

usled oštećenja endotela. Povećanje oksidativnog stresa u ćeliji takođe daje svoj doprinos 

(Martinez-Salgado i sar., 2007).  

Gentamicin povećava koncentraciju kalcijuma u ćelijama stimulacijom Ca2+ senzitivnih 

receptora (CaSR), što se smatra jednim od uzroka proliferacije mezangijalnih ćelija. Proliferacija 

je posredovana kalcijum zavisnom AP-1 aktivacijom (Lopez-Novoa i sar., 2011). 

Zbog istovremene apoptoze i proliferacije mezangijalnih ćelija, nema izmene u broju istih. 

Apoptoza je posredovana povećanim oksidativnim stresom i prekomernom produkcijom NO 

(Martinez-Salgado i sar., 2007). Gentamicin stimuliše ekspresiju inducibilne NO sintetaze i 

samim tim stvaranje NO u izolovanim glomerulima i mezangijalnim ćelijama (Leung i sar., 
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2004). Azot monoksid stvoren u ogromnim količinama naročito u uslovima oksidativnog stresa 

reaguje sa superoksidnim anjonom i stvara peroksinitrit što uzrokuje nitrozativni stres i 

citotoksičnost (Pedraza-Chaverri i sar., 2004).  

Smatra se da je između uvećane proliferacije i apoptoze mezangijalnih ćelija, apoptoza primarni 

proces koji je praćen kompenzatornom proliferacijom usled održavanja homeostaze (Lopez-

Novoa i sar., 2011).  

Vaskularni efekti 

Gentamicinom izazvani oksidativni stres stimuliše stvaranje vazoaktivnih medijatora koji mogu 

da menjaju funkciju bubrega bilo direktno, uzrokujući vazokonstrikciju unutar bubrega, ili 

smanjujući koeficijent filtracije unutar glomerulskih kapilara i samim tim stopu filtracije. Isti 

oksidativni stres može još i da ošteti ekspresiju endotelne NO sintetaze, dok superoksidni anjon 

može da veže sam NO, smanjujući time količinu edogenog vazodilatatora unutar krvnih sudova 

(Martinez-Salgado i sar., 2007; Silan i sar., 2007). 

Gentamicin povećava otpor u krvnim sudovima bubrega i smanjuje perfuzioni pritisak, što za  

posledicu ima smanjenje protoka krvi kroz bubreg (Papanikolaou i sar., 1992; Valdivieslo i sar., 

1999). Smanjeni protok krvi čini da glomerulska filtracija pada,  umanjuje se dopremanje 

kiseonika i ATP-a u područje tubulskih ćelija i time favorizuje njihovo oštećenje. Protok krvi 

kroz bubrege se u početku smanjuje aktivacijom TGP sprege da bi se sprečio prekomerni gubitak 

tečnosti. Kasnije se protok progresivno smanjuje usled adaptacije same TGP sprege, stvaranjem 

vazokonstriktora i direktnim dejstvom gentamicina na ćelije krvnih sudova (Lopez-Novoa i sar., 

2011).  

Vazokonstriktori koji se pojačano stvaraju iz endotelnih i mezangijalnih ćelija usled dejstva 

gentamicina su: endotelin-1 (Valdivieslo i sar., 1999), PAF, tromboksan A2 i prostaglandini 

(Martinez-Salgado i sar., 1997). Oni imaju parakrino dejstvo na glatke mišiće krvnih sudova i 

izazivaju vazokonstrikciju. Pored toga što povećava stvaranje vazokonstriktora, gentamicin 

takođe smanjuje stvaranje vazodilatatora (Papanikolaou i sar., 1992). Pri niskim nivoima 

endotelna NO sintetaza uzrokuje vazodilataciju, a pri prekomernim nivoima, zbog prejake 

ekspresije inducibilne NO sintetaze, citotoksičnost okolnih ćelija. NO reaguje sa superoksidnim 

anjonom i stvara peroksinitrit koji uzrokuje oštećenje proteina i ćelija i čini da endotelna NO 
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sintetaza postane nefunkcionalni enzim koji sam stvara superoksidni anjon i doprinosi 

oksidativnom stresu unutar krvnih sudova (Forstermann, 2010).  

Gentamicin takođe oštećuje sposobnost relaksacije glatkih mišića krvnih sudova što još više 

doprinosi vazokonstrikciji i smanjenju protoka unutar bubrega (Wickman i sar., 2001; Seçilmişi i 

sar., 2005).  

Međutim, za gentamicin je takođe otkriveno da uzrokuje relaksaciju prethodno kontrahovanih 

arterija (Wickman i sar., 2001) preko inhibicije fosfolipaze C, protein kinaze C i kalcijumom 

izazvanih kontrakcija (Wickman i sar., 2001). Ovaj efekat se zapaža direktno na glatko mišićne 

ćelije i odigrava se uprkos tome što gentamicin sprečava oslobađanje endotel-zavisnog faktora 

relaksacije.  

Najzad, u krvnim sudovima retine davanje gentamicina dovodi do marginacije leukocita, 

kongestije, začepljenja krvnih sudova i infakta posle samo 48 do 72 sata od terapije (Hines i sar., 

1993). Pretpostavlja se da se začepljenje krvnih sudova i ishemija dešavaju i u bubregu, naročito 

pod jakim proinflamatornim uslovima, ali je potrebno još podataka da bi ovaj zaključak sa 

sigurnošću mogao da se izvede (Lopez-Novoa i sar., 2011). 

Conway i sar. su još 1989. ispitivali toksične efekte gentamicina na krvne sudove retine primata, 

dajući majmunima dozu od 1000 do 3000 μg u staklasto telo. Posle samo 3 dana ova doza leka 

izazvala je infarkt makule i izrazito oštećenje unutrašnjih slojeva retine sa slabijim zahvatanjem 

spoljašnjih slojeva. Ovi nalazi ukazuju da je davanje gentamicina u staklasto telo bilo dovoljno 

da izazove potpuni prestanak lokalnog protoka krvi, verovatno mehanizmom začepljenjenja 

kapilara nakupljenim granulocitima. Pošto su se ovi efekti desili pri dozi znatno većoj od 

preporučene terapijske doze kod ljudi, ostaje da se utvrdi bezbedna doza koja se sme dati 

intravitrealno (Conway i sar., 1989). 

Oksidativni stres i zapaljenje 

Kiseonik je od vitalne važnosti za sve žive organizme, osim za striktne anaerobe. Ipak, paradoks 

aerobnog načina života je oksidativno oštećenje ključnih bioloških molekula, koje ugrožava 

strukturu i funkcionisanje živog organizma (Lobo i sar. 2010). 
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Dokazano je da gentamicin pojačano stvara ROS (superoskid anjon, hidroksilni radikali, vodonik 

peroksid) (Feyissa i sar., 2013), ali i slobodne azotne radikale (RNS) u bubregu koji dovode do 

lipidne peroksidacije (Upaganlawar i sar., 2006; El-Ashmawy i sar., 2006; Tavafi i sar., 2012;  

Dhodi i sar., 2015), oksidacije proteina u bubregu i njegovog oštećenja (Tavafi i Ahmadvand, 

2011). Lipidna peroksidacija membrane tokom oksidativnog stresa dovodi do fragmentacije 

višestruko nezasićenih masnih kiselina, oslobađanja različitih aldehida i alkena, i ukoliko je 

ozbiljna, oštećenja integriteta ćelijske membrane (Pedraza-Chaverri i sar., 2004).  

Subtoksični nivoi ROS imaju važnu fiziološku ulogu u biološkoj signalizaciji (npr. superoksid 

radikal je antibiotik izuzetno širokog spektra, medijator zapaljenja, transmiter signala i regulator 

genske ekspresije) (Lobo i sar., 2010). 

Smatra se da oksidativni stres ima glavnu ulogu u gentamicinskoj nefrotoksičnosti (Nabavi i sar., 

2012). Na taj zaključak navodi veliki broj već izvedenih eksperimenata u kojima je istovremeno 

davanje različitih antioksidanasa ublažavalo oštećenje bubrega izazvano gentamicinom (Morales 

i sar., 2002; Ali, 2003; Randjelovic i sar., 2012), iako klinički podaci nisu sasvim usaglašeni 

(Koyner i sar., 2008). 

Gentamicin povećava stvaranje slobodnih kiseoničkih radikala (ROS) u mitohondrijama 

(Morales i sar., 2010) koji mogu da oštete razne strukture unutar ćelija kao što su proteini, lipidi i 

nukleinske kiseline i dovedu do ćelijske smrti (Lopez-Novoa i sar., 2011; Randjelovic i sar., 

2012). Oksidativno oštećenje ovih molekula dovodi do inaktivacije enzima, mutacija, pucanja 

membrana, povećanja aterogenosti LDL-a, disfunkcije mitohondrija i ćelijske smrti. Ovi toksični 

efekti kiseonika su uključeni u proces starenja i razvoj hroničnih, inflamatornih, degenerativnih i 

bolesti vezanih za starenje (McCord, 2000; Turrens, 2003). Oksidativni stres je uključen i u 

razvoj gotovo polovine svih humanih karcinoma, a utvrđena je veoma dobra korelacija 

antioksidativne i antimutagene aktivnosti (Yen i Chen, 1995). Gentamicin aktivira poli ADP 

riboznu polimerazu (PARP) u proksimalnim tubulima. U isto vreme on smanjuje efikasnost 

antioksidativnih enzima u bubregu kao što su: superoksid dizmutaza (SOD), katalaza (CAT), 

glutation peroksidaza (GPX) i glutation reduktaza (GSH) (El-Ashmawy i sar., 2006; Tavafi i 

Ahmadvand, 2011; Tavafi i sar., 2012). 

Ishrana bogata voćem i povrćem odlaže procese starenja i smanjuje rizik nastanka različitih 

bolesti uslovljenih stilom života, pre svega kardiovaskularnih oboljenja i tumora, ali i ostalih 
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poremećaja u koje spadaju reumatoidni artritis, plućne bolesti, katarakta, Parkinsonova ili 

Alchajmerova bolest (Yin i sar., 2008; Szajdek i Borowska, 2008). Veruje se da su za ovaj 

zaštitni efekat na zdravlje zaslužni antioksidansi.  

Antioksidansi se mogu podeliti na ’’endogene’’ (sastavni deo organizma) i ’’egzogene’’ (uneti 

hranom) (Lobo i sar., 2010). Biljke su bogat izvor antioksidanasa (Nabavi i sar., 2012), naročito 

zeleni čaj i borovnica koji su korišćeni u ovom eksperimentu.  

U njihove sastojke se ubrajaju vitamin C i polifenoli u koje spadaju: antocijanini, fenolne 

kiseline, flavanoli, flavonoli i tanini. Poznati su kao prirodni antioksidansi i zbog svoje velike 

koncentracije i kvalitativne raznovrsnosti, hrana bogata njima se naziva prirodnom, 

funkcionalnom hranom. Bioraspoloživost ovih prirodno dostupnih supstanci značajno nadmašuje 

zdravstvene koristi koje nastaju uzimanjem odgovarajućih suplemenata u doziranim 

farmaceutskim oblicima (Szajdek i Borowska, 2008). 

Slobodni radikali, stvoreni gentamicinom, takođe doprinose kontrakciji mezangijskih ćelija, 

krvnih sudova i razvoju zapaljenja (Lopez-Novoa i sar., 2011; Bae i sar., 2013). Sam zapaljenski 

odgovor izazvan gentamicinom na početku nastaje kao odbrambeni mehanizam, ali na kraju i 

sam doprinosi napredovanju bubrežnog oštećenja. Ovo zapaljenje se karakteriše infiltracijom 

monocita/makrofaga i miofibroblasta. Makrofagi koji infiltrišu intersticijum tubula mogu da 

oslobađaju proimflamatorne hemoatraktante, dovodeći do nastanka začaranog kruga. Oni takođe 

stvaraju profibrotske citokine kao što je transformišući faktor rasta B1 (TGF B1), koji igra 

ključnu ulogu u progresivnoj fibrozi bubrega (Bae i sar., 2013). Pored toga, in vitro studije su 

pokazale da aktivacija puta ekstracelularne signalom-regulisane kinaze (ERK) takođe igra 

ključnu ulogu u proliferaciji tubulocita i miofibroblasta. Ipak tačna uloga ovog puta u 

progresivnom oštećenju bubrega ostaje da se utvrdi (Bae i sar., 2013). Nađeno je da mehanizmi 

koji štite od oštećenja bubrega izazvanog gentamicinom zapravo sprečavaju zapaljenski odgovor 

(Bledsoe i sar., 2006; Sue i sar., 2009). 

To što ROS učestvuju u stvaranju zapaljenja objašnjava zašto su antioksidansi toliko efikasni u 

ublažavanju bubrežnog oštećenja izazvanog gentamicinom. Smatra se da oksidativni stres 

značajno doprinosi razvoju i pogoršanju svih inflamatornih oboljenja (Lobo i sar., 2010). ROS 

aktiviraju nuklearni faktor kB (NF kB) koji započinje proces zapaljenja, izazivajući ekspresiju 

medijatora zapaljenja (Bae i sar., 2013) i iNOS (Pedraza-Chaverri i sar., 2004). Stvoreni NO 

može da reaguje sa superoksidnim anjonom i stvori peroksinitrit, veoma reaktivan molekul koji 
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doprinosi ćelijskom oštećenju i otežanoj relaksaciji krvnih sudova. Zaista, nađeno je da inhibitori 

nuklearnog faktora kB štite bubreg od gentamicinom uzrokovanog oštećenja (Lopez-Novoa i 

sar., 2011).  Nekrozom izazvano oštećenje ćelija dovodi do nastanka zapaljenja. Jako zapaljenje 

dalje oštećuje tkivo, što ponovo dovodi do zapaljenja. 

 

Zeleni čaj 

Theae folium, Chamellia sinensis L. Kuntze, syn. Thea sinensis L., Theaceae 

Čaj predstavlja drugi najpopularniji napitak na svetu, odmah posle vode (Chen i sar., 2015; 

Vergote i sar., 2002). Na osnovu viševekovnog iskustva se tradicionalno koristi i kao lek (Wang i 

sar., 2012). Poslednjih decenija su efekti čaja na zdravlje u žiži naučnog interesovanja (Vergote i 

sar., 2002). Po engleskim istraživanjima koja su uključila preko 7000 odraslih osoba, preko 77% 

ispitanika redovno pije čaj, odnosno prosečno se konzumira 540 ml ili 2.3 šolje čaja dnevno. 

Veruje se da ima mogući medicinski značaj u sprečavanju i lečenju mnogih bolesti i da je 

dugovečnost (posebno azijskih naroda)  često povezana sa navikama ljudi da piju čaj (Wang i 

sar., 2012). 

Biljka čaj (biljna vrsta Chamellia sinensis L. Kuntze, syn. Thea sinensis L., familije Theaceae)  

je visoki žbun koji raste u brdovitim, vlažnim oblastima Kine. Danas se gaji u tropskim i 

subtropskim predelima Azije, Evrope i Afrike. Listovi su kožasti, eliptični, naspramno 

raspoređeni; mladi listovi su dlakavi i testerasto nazubljenih ivica. U pazuhu listova se nalazi 

nekoliko mirisnih, belih cvetova. Plod je čaura sa tri semena. Drogu predstavljaju osušeni, još 

nerazvijeni listovi. U procesu proizvodnje vrši se njihovo odvajanje od razvijenih, grubljih 

listova čaja (Bruneton, 1999; Kovačević, 2002). 

Na tržištu postoje 3 osnovne grupe čajeva koji se međusobno razlikuju po procesima obrade i 

posledično nastalim hemijskim sastojcima:  

• zeleni (nefermentisani)  

• ulong (polufermentisani) i 

• crni (fermentisani) čaj (Kovačević, 2002). 

Zeleni čaj se dobija stabilizacijom, brzim sušenjem i mašinskim zavijanjem  listova čaja. 

Prirodne je, zelene boje, oporog ukusa i bez mirisa (Kovačević, 2002). Najviše se pije u Kini i 
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Japanu, ali postaje sve prihvaćeniji i u ostalim delovima sveta. Prva istraživanja o koristima 

zelenog čaja su izvedena u ovim zemljama zbog lokalnih običaja (Crespy i Williamson, 2004). 

Tu su do detalja opisane fiziološke aktivnosti sastojaka čaja. Ekstrakti zelenog čaja se koriste u 

terpijske svrhe i za izradu kozmetičkih preparata. 

Za proizvodnju crnog čaja, posle branja i selekcije, listovi se ostave da svenu, uvijaju se, gnječe i 

fermentiraju tokom nekoliko sati. Zatim se suše u struji toplog vazduha. To izaziva oksidaciju 

polifenola što daje konačnu, crnu boju. Tokom fermentacije deluju različiti enzimi i dolazi do 

promene boje, mirisa, ukusa, arome i sastava čaja. Formira se mala količina smolastog, etarskog 

ulja koje daje lepu aromu čaju. Sastojci ulja nastaju transformacijom karotenoida i nezasićenih 

masnih kiselina (Kovačević, 2002; Wang i sar., 2012; Chen i sar., 2015). 

List čaja sadrži 2-4% kofeina i malu količinu drugih purinskih derivata. Pored toga, u njemu ima 

i do 30% različitih polifenolnih sastojaka, u koje spadaju složena mešavina fenolkarbonskih 

kiselina (hlorogenska, kafena i galna kiselina) i galotanin. Nefermentisani list sadrži do 20% 

proteina, 5% šećera, vitamin C i vitamine B kompleksa (Bruneton, 1999; Kovačević, 2002). 

Esencijalni polifenoli u hrani su flavonoidi i tanini. Nalaze se u velikim količinama u voću i 

povrću i imaju snažnu antioksidativnu sposobnost. Zeleni čaj predstavlja izuzetno bogat izvor 

prirodnih polifenola i zbog toga se smatra da ima koristan učinak na jetru, serum i centralni 

nervni sistem (CNS). Najznačajniji među njima su: katehin (C), epikatehin (EC), epikatehin-3-

galat (ECG), epigalokatehin (EGC), epigalokatehin-3-galat (EGCG) i galokatehingalat (GCG). 

Najzastupljeniji katehin u zelenom čaju je EGCG i čini 30-50% ukupnog katehinskog sadržaja 

(Vergote i sar., 2002; Chen i sar., 2015). Polifenoli su poznati antioksidansi sposobni da vezuju 

slobodne radikale i heliraju metale, ali ispoljavaju i antikancersku i antimutagenu aktivnost 

(Vergote i sar., 2002; Elhalwagy i sar., 2008). Pokazuju zaštitno dejstvo protiv čitavog spektra 

slobodnih radikala kao što su: superoksidni anjon i peroksinitrit. Zeleni čaj povećava aktivnost 

antioksidativnih enzima u jetri (kao što je glutation peroksidaza) ali i sadržaj redukovanog 

glutationa i ukupni antioksidativni status (TAS) organizma. Polifenoli zelenog čaja imaju 20 puta 

jaču antioksidativnu aktivnost od vitamina C (Elhalwagy i sar., 2008). 

Dokazano je da EGCG poseduje jaku antiinflamatornu i antiproliferativnu aktivnost kojom 

inhibiše ćelijski rast i uzrokuje apoptozu raznih humanih kancerskih ćelija sa malim ili nikakvim 

efektom na normalne ćelije (Syed i sar., 2007). Za apoptozu nastalu pod dejstvom EGCG je 

utvrđeno da je posredovana stvaranjem vodonik peroksida i inhibicijom transkripcionog faktora 
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NFkB. Za drugi polifenol zelenog čaja, EGC se dokazalo da inhibiše rast MCF-7 ćelija raka 

dojke. I ovaj katehin inhibiše isključivo rast ćelija kancera dojke, bez ikakvih efekata na 

normalne epitelne ćelije dojke. Do inhibicije rasta kancerskih ćelija dolazi usled indukcije 

apoptoze Fas-zavisnim mehanizmom, bez ikakve promene u napredovanju ćelijskog ciklusa 

(Vergote i sar., 2002). Epigalokatehin štiti od hemijskih karcinogena u različitim organima kao 

što su creva, pluća, jetra, prostata i dojka. Oralno davanje zelenog čaja smanjuje ukupnu 

tumorsku masu, kao i incidenciju displazije i karcinoma usne duplje (Crespy i Williamson, 

2004).  

Mnoge in vitro studije o katehinima su usaglašene u stavu da oni štite od nastanka 

degenerativnih bolesti. Međutim, većina ovih studija koristi toliko visoke doze katehina koje se 

ne podudaraju sa uobičajenim koncentracijama katehina u ljudskoj ili životinjskoj plazmi. Jako 

je teško ekstrapolirati ove rezultate u in vivo istraživanjima. Štaviše, negalonizovani katehini su 

prisutni u plazmi u konjugovanom obliku, osim EGC i EC koji su nekonjugovani. Zbog 

nepostojanja konjugovanih formi kao standarda ili komponenti testa, nije moguće in vitro 

testirati njihove biološke efekte. Zbog toga su studije na životinjama mnogo značajnije u 

proučavanju fizioloških efekata katehina (Crespy i Williamson, 2004).  

Katehini zelenog čaja utiču različitim putevima na metabolizam masti i sprečavaju nastanak 

aterosklerotskog plaka. Unos zelenog čaja smanjuje apsorpciju triglicerida i holesterola i 

povećava ekskreciju masti. Sam mehanizam još uvek nije utvrđen. Neke studije tvrde da katehini 

zelenog čaja smanjuju ukupni holesterol i trigliceride u krvi, ali se efekti razlikuju između 

studija. Ta razlika bi mogla biti zbog različitih životinjskih modela koji su korišćeni (pacovi, 

miševi, kunići). Holesterol se smanjuje samo kada je unos zelenog čaja u opsegu visokih doza 

(veći od 0.5% ishrane). Ovo ukazuje da se efekat na holesterol odigrava samo pri visokim 

dozama. Sve u svemu, zeleni čaj smanjuje LDL, povećava HDL, odnosno ima 

antiaterosklerotsko dejstvo. Ovaj efekat je potvrđen i na miševima koji nemaju apolipoproten. 

Sveukupni rezultati pokazuju da dugoročna upotreba katehina zelenog čaja u ishrani može da 

bude korisna u suzbijanju gojaznosti izazvane visokim sadržajem masti u ishrani, preko izmene 

metabolizma masti. Time zeleni čaj smanjuje rizik nastanka udruženih bolesti, kao što su 

dijabetes i koronarne bolesti (Crespy i Williamson, 2004). 

U zdravom bubregu je ujednačeno stvaranje tromboksana A2 (TXA2) i prostaciklina I2 (PGI2), 

čime se održava homeostaza in vivo. Izmena tog odnosa ubrzava trombogenezu u bubrežnim 
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tubulima, povećavajući rizik za nastanak oštećenja funkcije i nastanka ateroskleroze. Stvaranje 

ovih supstanci zavisi od aktivnosti fosfolipaze A2 i sastava masnih kiselina (Crespy i 

Williamson, 2004). Kako gentamicin povećava stvaranje TXA2, unošenje zelenog čaja bi moglo 

da smanji njegovu sintezu i poveća sintezu PGI2. Funkcija bubrega narušena gentamicinom bi 

mogla da se poboljša katehinima zelenog čaja pošto oni ispoljavaju antitrombogenu aktivnost 

koja menja kaskadni sistem arahidonske kiseline, inhibiše fosfolipazu A2 i ciklooksigenazu. To 

bi sve zajedno moglo da poboljša narušene glomerulske i vaskularne efekte izazvane 

gentamicinom. 

Katehini u čaju mogu da utiču na apsorpciju gvožđa, naročito kod osoba sa sideropenijskom 

anemijom. Uzimanje zelenog čaja tokom dužeg vremenskog perioda ne utiče na apsorpciju 

bakra, dok apsorpciju cinka smanjuje, a magnezijuma povećava. Ipak, unos katehina ne utiče na 

koncentraciju ovih jona u plazmi. Katehini zelenog čaja imaju sposobnost da utiču na apsorpciju 

i metabolizam jona zato što flavonoidi interaguju sa različitima jonima metala (Crespy i 

Williamson, 2004). Međutim, Wang i sar. (2012) su otkrili da davanje ogromnih doza ekstrakta 

zelenog čaja (5000 mg/kg/dnevno) tokom 91 dana smanjuje nivo kalcijuma u serumu pacova. To 

je objašnjeno činjenicom da prekomerni unos zelenog čaja dovodi do hepatotoksičnosti i 

depozicije kalcijuma (Wang i sar., 2012). 

Dugotrajan unos zelenog čaja povećava aktivnost UDP-glukuronil transferase (UDP-GT) kod 

pacova i posle apsorpcije katehini se metabolišu enzimima za metabolizam lekova u različitim 

organima. Smatra se da povećana aktivnost UDP-GT doprinosi antikarcinogenom efektu zelenog 

čaja time što olakšava prelazak hemijskih karcinogena u neaktivne metabolite koji se lako 

izbacuju iz organizma (Crespy i Williamson, 2004). 

U velikoj dozi (5% ishrane koja traje 13 nedelja) ekstrakt zelenog čaja izaziva uvećanje štitne 

žlezde (strumu) u normalnih pacova. Ova visoka doza je takođe izmenila nivo tireoidnih 

hormona u plazmi pacova. Međutim, korišćenje čak i velike količine zelenog čaja u ishrani ljudi 

teško da bi moglo da izazove takve efekte (Crespy i Williamson, 2004). Epigalokatehin-3-galat 

takođe pokazuje slabu embriotoksičnost kod ranog izlaganja embriona (Wang i sar., 2012). 

Velike količine zelenog čaja se potroše u svakodnevnom životu za izradu napitaka. Jedna šolja 

napitka zelenog čaja sadrži od 30 do 400 mg polifenola (Bruneton, 1999). Stariji listovi čaja i 

grančice se koriste za ekstrakciju alkaloida (kofeina), ali i za dobijanje kompleksa tanina zelenog 

čaja. Danas je ekstrakt zelenog čaja veoma popularan. Pored potvđenog antioksidativnog dejstva, 
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pokazano je da ima zaštitni efekat na krvne sudove, koristi se kod blagih dijareja, funkcionalne 

astenije, kao dopuna programima gubitka telesne mase i kao diuretik. U kozmetičkim 

preparatima deluje emolijentno i smanjuje perutanje i deskvamaciju površinskih slojeva kože 

(Kovačević, 2002). 

Borovnica 

Myrtilli fructus, Vaccinium myrtillus L., Vacciniaceae 

Biljka borovnica (vrsta Vaccinium myrtillus L. Familije Vacciniaceae) je listopadni žbunić. 

Donji delovi su odrveneli, a vršni deo je zeljast. Listovi su eliptični, zašiljeni na vrhu, testerastog 

oboda i svetlo zelene boje. U pazuhu listova nalaze se pojedinačni cvetovi, bledozelene do 

ružičaste boje. Plod je sočna, višesemena bobica, tamno ljubičaste boje, prekrivena voštanom 

prevlakom. Raste u visokoplaninskom regionu, po obodu šuma i proplancima (Kovačević, 2002). 

Botanička definicija bobičastog voća se razlikuje od definicije prosečnog potrošača na tržištu. U 

botaničkoj nomenklaturi termin bobočasto je sočno voće koje proizvodi jedan plodnik. U 

uobičajenom govoru “bobica” se koristi da se opiše bilo koja vrsta sitnog jestivog voća, obično 

sočnog i okruglog oblika, koje može da ima semenke unutar tkiva, slatkog do kiselkastog ukusa i 

različitog stepena prebojavanja (Joseph i sar., 2014). 

Novije epidemiološke studije ukazuju da ishrana bogata voćem i povrćem poboljšava zdravlje, 

odlaže procese starenja i smanjuje rizik od različitih bolesti koje se povezuju sa stilom života, 

poput kardiovaskularnih bolesti i tumora (Szajdek i Borowska, 2008; Joseph i sar., 2014). Takva 

ishrana može takođe biti korisna u prevenciji zapaljenja i nekih hroničnih bolesti, kao što su 

dijabetes i degenerativne bolesti (Paredes-Lopez i sar., 2010; Joseph i sar., 2014). 

Zapaljenje je glavni faktor koji doprinosi nastanku ovih bolesti. Višak telesnih masti, naročito 

centralna gojaznost udružena je sa perzistentnim niskim stepenom zapaljenja. Konzumiranje 

obroka koji su tipični za zapadni način ishrane, a to su obroci bogati energijom koji sadrže višak 

ugljenih hidrata i masti, uzrokuju akutni zapaljenski stres kod pojedinaca sa preporučenom, kao i 

kod onih sa povećanom telesnom masom. Nasuprot tome, populacione studije ukazuju da je 

ishrana bogata voćem i povćem obrnuto povezana sa zapaljenskim stresom (Joseph i sar., 2014). 

Postoje podaci koji pokazuju da su zdravstvene koristi voća i povrća uzrokovane njihovim 

antioksidativnim sastojcima kao što su flavonoidi, vitamini i minerali. Veruje se da ovi sastojci 
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ispoljavaju svoje zaštitne efekte tako što sprečavaju slobodne radikale da izazovu oštećenje 

proteina, lipida i nukleinskih kiselina (Vardi i sar., 2013). Poslednjih godina, zdravstvene koristi 

polifenola su privukle pažnju istraživača, indistrije hrane i šire javnosti što dokazuje povećan 

broj publikacija i nagli porast tržišta funkcionalne hrane (Joseph i sar., 2014). 

Plod borovnice se vekovima koristi kao hrana i zbog svoje visoke hranljive vrednosti danas 

predstavlja prirodni delikates (Valentova i sar., 2007). Predstavlja naročito bogat izvor 

antioksidanasa, kao što su antocijani, fenolne kiseline, flavanoli, flavonoli i tanini. Ova 

jedinjenja su poznata kao prirodni antioksidansi. Antocijani se nalaze uglavnom u spoljašnjim 

slojevima hipoderma ploda (kora), dok su unutrašnjem tkivu voća prisutni u maloj količini ili 

nisu prisutni uopšte. Oni se u ćelijama nalaze u vakuolama u formi granula (Szajdek i Borowska, 

2008).  

Antocijani su grupa hidrosolubilnih pigmenata koji borovnici daju tamno-ljubičastu boju (Joseph 

i sar., 2014). Njihovo ime potiče od grčkih reči anthos (cvet) i kyanos (plav). Pojam antocijan 

označava heterozide, a antocijanidini su aglikonske komponente. Lako dolazi do razlaganja 

njihove strukture, tako da je procedura ekstrakcije, izolacije i hemijske karakterizacije jako 

otežana. Određivanje ovih pigmenata se vrši spektrofotometrijski ili metodom tečne 

hromatografije (Kovačević, 2002).  

Antocijani su u biljnom tkivu obojeni samo u kiseloj sredini. Mnogi antocijani u potpunosti 

razvijaju boju tek u okviru kompleksa sa flavonodima i odgovarajućim metalnim jonima 

(Kovačević, 2002).  Tokom poslednjih 20 godina, su u fokusu istraživanja zbog svojih pozitivnih 

efekata po zdravlje. Količina antocijana koja se unosi umnogome se razlikuje u zavisnosti od 

regiona, godišnjeg doba, kao i kod pojedinaca sa različitim socijalnim, kulturološkim i 

obrazovnim statusom. Procenjeno je da je prosečan unos antocijana u Francuskoj 57 mg, a u 

Finskoj 47 mg/dan. Od ukupnh antocijana koji se unesu u toku dana, 70% potiče od voća. Jabuke 

su najčešće konzumirano voće, ali obezbeđuju samo 8% ukupnog unosa antocijana putem voća. 

Nasuprot njima, borovnice su znatno ređe konzumirano voće, ali obezbeđuju 56% voćem unetih 

antocijana (Joseph i sar., 2014). Visok unos antocijana može se obezbediti redovnom 

konzumacijom borovnica, kao voća koje je najbogatije njima, u odnosu na ostale bobice (Fang, 

2015). Amerikanci trenutno konzumiraju oko polovine dnevne preporučene doze voća i po istim 

podacima, raznolikost voća koje unose, naročito onog prebojenog crvenom, plavom i ljubičastom 

bojom je ograničena (Joseph i sar., 2014). 
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Najzastupljeniji antocijanidini borovnice su cijanidin, delfinidin, petunidin, peonidin, 

pelargonidin i malvidin, a njihovim povezivanjem sa šećerima nastaju antocijani (koji su 

najčešće O-heterozidi) (Kovačević, 2002). Antocijani se karakterišu po prisustvu oksonijum jona 

na C prstenu i intenzivnoj prebojenosti (Joseph i sar., 2014; Veberic i sar., 2015). Različiti 

spoljašnji i unutrašnji uslovi utiču na količinu i sastav antocijana u borovnici. Oni uključuju 

genetsku različitost, kao i mnoge faktore spoljašnje sredine u koje spadaju jačina svetlosti, 

vlažnost, temperatura, korišćenje đubriva i pesticida, postojanje rana i infekcija i ostali faktori 

stresa. Zbog klimatskih uslova sveža borovnica je dostupna samo u nekim mesecima ili 

nedeljama tokom sezone. U borovnici antocijani počinju da se pojavljuju na početku sazrevanja, 

kada aktivnost enzima fenilpropanoidnog puta počinje da raste i nastavlja da se povećava tokom 

sazrevanja voća, zajedno sa antocijanima.  Zbog njihove velike količine i kvalitativne 

raznovrsnosti, za borovnicu postoje podaci da ispoljava mnogobrojne biološke efekte u koje 

spadaju antikarcinogeni, antiinflamatorni i antimikrobni efekat (Paredes-Lopez i sar., 2010). 

Kako ima brojne korisne efekate, borovnica se ubraja u funkcionalnu hranu (Szajdek i 

Borowska, 2008; Može i sar., 2011). 

V. corymbosum je najčešća vrsta borovnice koja se gaji. Plod je krupniji, ali antocijana ima samo 

u spoljašnjem delu perikarpa. U svakom pogledu je plod ove vrste manje kvalitetan, i kao voće i 

kao terapijsko sredstvo. V. vitis-idaea i V. uliginosum su samonikle vrste, rasprostranjene kod 

nas. Plodovi su im manje ukusni, a po boji i obliku se lako razlikuju od prave borovnice 

(Kovačević, 2002). 

Prethodna istraživanja otkrila su povezanost između antocijana i smanjene učestalosti 

kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa i tumora. Takođe, studije hrane su pokazale poboljšane 

kliničke i biomedicinske indekse kod pacijenata sa različitim zdravstvenim poremećajima koji su 

unosili voće bogato antocijanima (Joseph i sar., 2014; Fang, 2015). Ima podataka da metaboliti 

fenolne kiseline doprinose efektima koje antocijani pokazuju na zdravlje, zato što neki od njih 

ispoljavaju antioksidativno, antiinflamatorno i ostala povoljna dejstva (Fang, 2015). Zato je 

jedan od ciljeva ovog istraživanja da naglasi važnost upotrebe borovnice u svakodnevnoj ishrani 

u cilju sprečavanja različitih bolesti.  

Fenolna jedinjenja su sekundarni metaboliti biljaka, nastaju u sekundarnom metabolizmu koji je 

direktan nastavak primarnog metabolizma i upotpunjuju funkcionisanje organizma koji ih 
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sintetiše (Kovačević, 2002). Oni štite biljku od raznih nepovoljnih faktora koji bi mogli da 

ugroze njen opstanak, kao što su suša, UV zračenje, infekcije ili fizičko oštećenje. Borovnice 

koje rastu u hladnoj klimi sa kratkim periodom vegetacije, bez đubriva i pesticida se odlikuju 

većim sadržajem polifenola od onih koje rastu u blažoj klimi (Szajdek i Borowska, 2008). 

Veruje se da fenolna jedinjenja štite komponente borovnice koje lako oksidišu. Ona inhibišu 

oksidaciju vitamina C, karotenoida i nezasićenih masnih kiselina. Flavonoidi inhibišu lipidnu 

oksidaciju, heliraju metale i vezuju aktivne oblike kiseonika (Heim i sar., 2002, Szajdek i 

Borowska, 2008). Antocijani inhibišu oksidaciju humanih LDL i lipozoma i vezuju slobodne 

radikale. Oni štite vitamin C od oksidacije. U grupi fenolnih kiselina, derivati cimetne kiseline, 

kao što su kafena kiselina, hlorogena kiselina, ferulna kiselina i p-kumarinska kiselina su mnogo 

jači antioksidansi od derivata benzoeve kiseline, kao što su p-hidroksibenzoeva i vanilična 

kiselina (Zheng i Wang, 2003). Meyer i sar. (1998) su pokazali da su derivati hidroksicimetne 

kiseline sposobni da inhibišu LDL oksidaciju in vitro. U grupi fenolnih jedinjenja tanini se 

karakterišu naročito visokom antioksidantnom moći. Derivati elagične kiseline i kondenzovani 

tanini imaju mnogo veću sposobnost vezivanja slobodnih radikala nego vitamin C, E i polifenoli 

male molekulske mase (Szajdek i Borowska, 2008). 

Sam vitamin C u borovnici ometa početak i dalje odvijanje oksidacionog procesa, odlaže proces 

oksidacije LDL frakcije holesterola izazvan bakrom i neutrališe veliki broj slobodnih radikala u 

vodenoj sredini. Uključen je u proces detoksifikacije zagađivača vazuha, kao što su ozon, NO2 i 

slobodni radikali u dimu cigareta. Zbog velike koncentracije polifenola u borovnici, udeo samog 

vitamina C u njenoj antioksidantnoj aktivnosti je prilično mali i ne prelazi 15% (Wang i sar., 

1996, Szajdek i Borowska, 2008). Pored svojih antioksidantnih osobina, vitamin C učestvuje u 

sintezi kolagena, neurotransmitera i hormona. Olakšava apsorpciju gvožđa koje nije u hem 

obliku, jača imunitet i neutrališe razne karcinogene i mutagene koje se nalaze u digestivnom 

traktu ili koje dospevaju u digestivni trakt putem hrane (Szajdek i Borowska, 2008). 

Sastojci borovnice imaju povoljno dejstvo i na cirkulatorni sistem. Antocijani poboljšavaju 

elastičnost i permeabilnost kapilara očne jabučice, a samim tim i kretanje krvi i vid tokom 

sumraka i noći. Zahvaljujući ovoj osobini, antocijani borovnice se koriste u pripremi 

oftalmoloških preparata (Canter i Ernst, 2004). Zbog svojih bioloških aktivnosti, fenolna 

jedinjenja borovnice se takođe koriste i kao prirodni lekovi u terapiji brojnih bolesti kao što su 
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poremećaji cirkulatornog, respiratornog, digestivnog i urinarnog sistema (Szajdek i Borowska, 

2008). 

Uglavnom su istraživanja o borovnicama fokusirana na njihove antioksidativne sposobnosti. 

Borovnice i njihovi ekstrakti pokazuju jako in vitro antioksidativno dejstvo. Već je dokazano da 

polifenoli, uključujući i antocijane imaju antioksidativnu aktivnost. Međutim, neke studije 

ukazuju da su njihovi in vivo efekti izazvani ne antioksidativnim nego antiinflamatornim 

osobinama (Szajdek i Borowska, 2008). 
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CILJ ISTRAŽIVANJA 

Ciljevi ovog istraživanja su: 

- utvrđivanje moguće uloge oksidativnog stresa u nastanku nefrotoksičnosti pod dejstvom 

gentamicina 

- utvrđivanje sastava ekstrakata lista zelenog čaja i ploda borovnice spektrofotometrijskom 

metodom i/ili HPLC DAD metodom 

- in vitro procena antioksidativne aktivnosti ekstrakata 

- biohemijsko ispitivanje veličine promena markera oksidativnog stresa i antioksidativnih 

markera kod svih eksperimentalnih grupa pacova 

- procena morfoloških promena u buregu životinja tretiranih samo gentamicinom, u odnosu 

na one koje su dobijale ekstrakte lista zelenog čaja ili ploda borovnice 

- procena promena ureje i kreatinina u krvi životinja koje su tretirane gentamicinom, u 

odnosu na one koje su dobijale ekstrakt zelenog čaja ili borovnice 

- upoređivanje morfoloških promena bubrega sa biohemijskim promenama u krvi i 

promenama markera oksidativnog stresa kod svih eksperimentalnih grupa pacova 

- ispitivanje da li unos zelenog čaja i borovnice putem ishrane može da ima zaštitini efekat 

na gentamicinsku nefrotoksičnost 
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MATERIJAL I METODE 

Esktrakcija biljnog materijala 

Zeleni čaj 

Uzorak zelenog čaja (“Institut za proučavanje lekovitog bilja Dr Josif Pančić, Pančevo”) kupljen 

je u lokalnoj apoteci. Osušen biljni materijal je usitnjavan do konzistencije grubog praška (pulvis 

grossus), sito 0.75 po farmakopeji Ph. 7.0 (Pharmacopoeia, 2011) (otvor ivice sita 0.75 mm), 

neposredno pred ekstrakciju. 

 Ekstrakcija je vršena postupkom perkolacije korišćenjem 70% (v/v) etanola. Usitnjen čaj je 

dobro izmešan sa delom rastvarača za ekstrakciju i ostavljen da stoji određeno vreme. Smeša je 

preneta u perkolator i omogućen je spor perkolacioni protok na sobnoj temperaturi, koji 

obezbeđuje da čaj bude ekstrahovan tako što je uvek prekriven slojem preostalog rastvarača za 

ekstrakciju. Ostatak iz perkolatora je ispresovan i dobijena tečnost je sjedinjena sa perkolatom. 

Etanolni ekstrakt je dobijen uparavanjem pod sniženim pritiskom (pomoću vakuum uparivača na 

temperaturi do 45° C), do suva i dobijen prinos je bio 33%. Suvi ekstrakt (nakon utvrđivanja 

prinosa) je prenet i do analize čuvan u dobro zatvorenim posudicama u frižideru.  

Borovnica 

Potpuno zrele divlje borovnice su ubrane jula 2011. u šumama Koroške i Škofje u Sloveniji. 

Čuvane su nedelju dana na -20° C i onda je pripremljen ekstrakt. Ekstrakcija je izvršena po 

modifikovanoj metodi koju su opisali Može i sar. (2011). 600 g smrznutih borovnica prvo je 

homogenizovano u 2 l ledeno hladnog deoksigenizovanog metanola, koji je prethodno nekoliko 

minuta ispiran azotom. Homogenat je ekstrahovan 1 h mešanjem magnetskom mešalicom IKA 

REO Basic C (Königswinter, Nemačka) na sobnoj temperature. Nakon toga ekstrakt je filtriran 

vakuumom kroz tehnički filter papir. Ostatak je ponovo ekstrahovan u jednom litru ledeno 

hladnog deoksigenizovanog metanola tokom pola sata i suspenzija je filtrirana kao i ranije. I treći 

put je ekstrakcija ponovljena po prethodno opisanom načinu. Najzad su sva 3 uzorka filtrata 

spojena, isprana azotom par minuta i čuvana na -20 °C pre analize. Za in vivo ispitivanje suvi 

ekstrakt je dobijen uparavanjem vakuumom na 40 °C i rastvoren u destilovanoj vodi pre nego što 

je oralno davan pacovima. 
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Određivanje sastojaka ekstrakta 

Određivanje ukupnih polifenola i tanina 

Folin-Ciocalteu (F-C) ispitivanje se decenijama koristi za određivanje ukupnih fenola u 

prirodnim proizvodima ali, pošto se bazira na činjenici da su fenoli redukujući agensi i u osnovi 

je oksido-redukciona reakcija, može se smatrati i antioksidativnom metodom. Originalna F-C 

metoda je razvijena još davne 1927. godine za analizu tirozina, pri čemu oksidacija fenola 

molibdotungistatom daje obojene proizvode sa maksimumom apsorpcije na 745-750 nm. 

Metoda je jednostavna, osetljiva i precizna. Međutim, reakcija je spora na niskoj pH i nedostaje 

joj specifičnost. Modifikacijom metode i korišćenjem molibdotungstofosfornog 

heteropolianjonskog reagensa postiže se specifičnija redukcija fenola a Λmax proizvoda je 765 

nm. Takođe su uvedeni obavezni koraci koji obezbeđuju dobijanje pouzdanih i reproduktivnih 

podataka: odgovarajući odnos zapremina baze i F-C reagensa, optimalno reakciono vreme i 

temperatura za razvoj boje, merenje na talasnoj dužini od 765 nm i korišćenje galne kiseline kao 

referentnog standardnog fenola (Prior i sar., 2005).  

Svi tanini su fenoli ali nisu svi fenoli tanini. F-C određivanje (Makkar i sar., 2000) se može 

izvesti uz korišćenje nerastvornog matriksa (kao delimično hemijsko ali delimično i fizičko 

određivanje), polivinil polipirolidona (PVPP), da bi se odredio sadržaj tanina pošto PVPP vezuje 

tanine. Razlika ukupnih i ne-taninskih polifenola predstavlja sadržaj tanina (Makkar i sar., 2005). 

Kao standard za izradu kalibracione krive se može koristiti katehin ili galna kiselina, pa se 

rezultati obično izražavaju kao ekvivalenti katehina ili galne kiseline (g ekvivalent na 100g suve 

materije) ili kao % polifenola (ili tanina) u suvom uzorku (Makkar i sar., 2000, Surveswaran i 

sar., 2007). 

Postupak: 

Sadržaj ukupnih fenola se izračunava pomoću kalibracione krive katehin standarda ili standarda 

galne kiseline i izražava u mg katehinskih ekvivalenata po gramu ekstrakta (CE)/g ili mg galne 

kiseline (GA)/ml uzorka (Makkar i sar., 2000). 

Određivanje ukupnih tanina:  
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Tanini se vezuju na nerastvorni PVPP. Odmeri se 100 mg PVPP u epruvetu, doda 1 ml 

destilovane vode i 1 ml uzorka (100 mg PVPP je dovoljno da veže 2 mg tanina, ako je sadržaj 

tanina već i od 10 %, uzorak se mora razblažiti) i dobro promućka. Nakon 15 minuta na 4 ºC 

smeša se ponovo promućka, a zatim centrifugira (10 minuta na 3000 obrtaja/min). U 

supernatantu se nalaze sva fenolna jedinjenja izuzev tanina (tanini su se vezali za PVPP – a još 

bolje vezivanje tanina za PVPP se postiže na pH 3) pa se on koristi za određivanje ne-taninskih 

polifenola po istom postupku za određivanje ukupnih polifenola. Međutim, pošto se početni 

uzorak razblažuje 1:1 vodom i kako u supernatantu nema više tanina, preporučuje se da se za 

ispitivanje koristi dva ili tri puta veća zapremina uzorka. Sadržaj ne-taninskih polifenola se 

izražava takođe u mg katehinskih ekvivalenata po gramu ekstrakta (CE)/g ili mg galne kiseline 

(GA)/ml uzorka a iz razlike koja se dobija u odnosu na sadržaj ukupnih polifenola izraženih u 

istim jedinicama (Makkar i sar., 2000). 

 

Određivanje flavonoida 

Spektrofotometrijskim određivanjem po metodi sa aluminijum hloridom koju su opisali 

Lamaison i Carnat (1990) se određuju ukupni flavonoidi, a rezultat se izražava kao mg 

ekvivalenata rutina po gramu uzorka (mg Ru/g; prosečna vrednost 5 proba ± standardna greška). 

Kvantifikacija se vrši korišćenjem standardne kalibracione krive sa rutinom (koncentracioni 

opseg 1-5 μg/ml) tretiranim na isti način. 

 

Određivanje fenilpropanoida 

Sadržaj ukupnih fenilpropanoida se može odrediti spektrofotometrijski, metodom po Arnow-u 

koja se zasniva na reakciji derivata o-dihidroksicimetne kiseline sa natrijum molibdatom. Sadržaj 

fenilpropanoida se izražava kao sadržaj odgovarajućeg derivata hidroksicimetne kiseline (Didry i 

sar., 1999). Postupak određivanja fenilpropanoida u nekim drogama daje Ph. Eur. 7.0. (2011) U 

monografiji droge Fraxini folium spektrofotometrijski određen sadržaj fenilpropanoida se 

izražava kao % hlorogenske kiseline. 
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Apsorbancija uzoraka se meri uz slepu probu na 525 nm, uzimajući da je vrednost specifične 

apsorbancije hlorogenske kiseline 188, a sadržaj fenilpropanoida se izražava kao sadržaj derivata 

hidroksicimetne kiseline, prema formuli: 

hlorogenska kiselina (%) = A x 5,3 / m 

A = apsorpcija na 525 nm 

m = masa droge u gramima (European Pharmacopeia 7.0, 2011). 

 

Određivanje antocijana 

Sadržaj ukupnih antocijana u soku borovnice je određivan prema propisu iz monografije svežeg 

ploda borovnice Myrtilli fructus recens iz sedme evropske Farmakopeje (Ph Eur 7.0, 2011). 

Absorbanca test rastvora je merena na 528 nm uz 0.1% (v/v) rastvora HCl u metanolu kao slepu 

probu. Sadržaj antocijana u procentima je izražen kao cijanidin-3-glukozid hlorid i izračunat iz 

jednačine:  

Ax5000/ 718xM 

 gde je 718 specifična absorbanca cijanidin-3-glukozid hlorida na 528 nm, A je absorbanca na 

528 nm, a M je masa supstance koja je ispitivana u gramima. 

 

HPLC analiza 

Najviše korišćena analitička separaciona tehnika danas je HPLC, a razlog za njenu popularnost je 

velika osetljivost, mogućnost kvantitativnog određivanja i izdvajanja neisparljivih i termolabilnih 

supstanci. Kvantifikacija se može vršiti na više načina: analizom koja se bazira na visini ili 

površini pika, kalibracijom uz standard, metodom internog standarda ili metodom normalizacije 

površine. 

HPLC analiza je izvedena na instrumentu Agilent 1100 HPLC system (Agilent Technologies, 

Santa Clara, Kalifornija, SAD) opremljenom binarnom pumpom  G1312A, Gemini C18 kolonom 

(150 × 2.00, 3 µm), zaštićenim Gemini C18 Security Guard ketridžom (4.0 × 2.0 mm) 

(Phenomenex, Torrance, CA, USA) i fotodiodnim detektorom G1315B. 

Antocijani ekstrakta borovnice su kvantifikovani po metodi koju su opisali Može i sar. (2011). 
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Mobilna faza se sastojala od 3% mravlje kiseline (A) i smeše acetonitril:metanol (85:15; v:v) 

(B). Antocijani su izdvajani na 40 ºC sledećim koracima: 0-2 min, 7-9% B; 2-4 min, 9-11% B; 4-

12 min, 11-12% B; 12-13 min, 12% B; 13-25 min, 12-13% B; 25-40 min, 13-100% B. Protok 

mobilne faze je bio 0.250 ml/min od 0 do 4 min, 0.225 ml/min od 4 do 13 min i 0.200 ml/min od 

13 do 40 min, što je obezbedilo bolje odvajanje po metodi koju su opisali Može i sar. (2011). 

Injekcioni volumen je bio 10 µL. Kvantifikovanje pojedinačnih antocijana je izračunato tako što 

je cijanidin 3-glukozid korišćen kao spoljašnji standard iz kalibracione krive u opsegu od 0.5 

mg/l do 45 mg/l. Sadržaj je izražen u µg standarda  ekvivalenata cijanidin 3-glukozida po 1 l 

ekstrakta. Svaki uzorak je analiziran u 3 ponavljanja. Standardna kalibraciona kriva bila je 

linearna sa korelacionim koeficijentom 0.9983. Granica detekcije, kvantifikacije i ponovljivosti 

je određena prema propisu koji su dali Može i sar. (2011). 

 

In vitro utvrđivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata 

DPPH metoda 

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH˙) radikal je jedan od par stabilnih organskih azotnih radikala 

(široko se koristi u studijama antioksidativne aktivnosti pojedinačnih supstanci, biljnih 

ekstrakata, hrane i sl.), komercijalno je dostupan a odlikuje se tamno ljubičastom bojom. Metoda 

se bazira na redukciji alkoholnog rastvora DPPH˙ na 517 nm u prisustvu antioksidanta (AH), uz 

formiranje ne-radikalskog oblika DPPH-H i smanjenje apsorbance – obezbojavanje DPPH˙ koje 

se prati spektrofotometrijski (Koleva i sar., 2002). Preostali DPPH˙, izmeren nakon određenog 

vremena, je obrnuto srazmeran sposobnosti antioksidanta da uklanja radikale. Osetljivost metode 

se zasniva na snažnoj apsorpciji DPPH˙. 

Koncentracija koja snižava početnu koncentraciju DPPH˙ za 50% se definiše kao IC50.  

Brza i jednostavna DPPH metoda ne zahteva skupe reagense i opremu i veoma je korisna u 

traženju novih antioksidanata u fitohemijskim ispitivanjima. Pozitivne strane su i to što 

hidrofilnost/lipofilnost uzorka ne utiče na aktivnost uklanjanja DPPH radikala i što se reakcija 

odvija na sobnoj temperaturi pa se eliminiše rizik od termalne degradacije testiranih molekula 

(Bondet i sar., 1997; Koleva i sar., 2002).  
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Nakon odvijanja reakcije (tokom 30 minuta u mraku) apsorbancija se očitava na 540 nm u 

odnosu na korišćeni rastvarač (metanol ili etanol) kao slepu probu. Paralelno se pipetira i očitava 

i kontrola koja sadrži samo rastvarač i reagens. Izračunavanje procenta neutralizacije slobodnog 

radikala se vrši na osnovu jednačine: 

% = (Ak – Aa)/ Ak x 100 

Ak = apsorbanca kontrole 

Aa = apsorbanca analize 

Sposobnost neutralizacije slobodnog radikala se može odrediti na osnovu vrednosti IC50, 

odnosno koncentracije ekstrakta koja uklanja (neutrališe) 50% stabilnog DPPH radikala iz 

rastvora (Cuendet i sar., 1997).  

 

Test inhibicije lipidne peroksidacije u lipozomima 

LP oksidacija se javlja kada kiseonik reaguje sa lipidima u seriji slobodnoradikalskih lančanih 

reakcija koje vode složenim hemijskim promenama. Oksidacija lipida hrane narušava njen 

kvalitet. In vivo, LP može učestvovati u razvoju koronarnih oboljenja, ateroskleroze, kancera i 

starenja (Fukumoto i Mazza, 2000).  

Razlaganje lipidnih peroksida ubrzano jonima gvožđa ili bakra ili zagrevanjem (npr. korišćenje 

oksidisanih ulja za kuvanje) daje složenu smešu toksičnih proizvoda, uključujući epokside, 

zasićene aldehide, nezasićene aldehide, ketone i ugljovodonike kao što su etan i pentan. Posebno 

toksični aldehidi su malonildialdehid – MDA (nastaje peroksidcijom iz linolenske, arahidonske 

ili dokozaheksanoične kiseline) i 4-hidroksinonenal (nastaje iz peroksida linolenske i 

arahidonske kiseline). Oba se intenzivno vezuju za membranske proteine, inaktivirajući enzime i 

receptore, a mogu napasti i DNK i stvoriti mutagene lezije (Halliwell, 2006). 

Postojanje LP se može utvrditi ukoliko se pri zagrevanju uzorka (hrana, biološko tkivo ili 

tečnost) sa 2-tiobarbiturnom kiselinom – TBA (thiobarbituric acid) u kiseloj sredini razvije jasna 

ružičasta boja. Supstance koje reaguju sa tiobarbiturnom kiselinom – TBARS (Thiobarbituric 

Acid Reacting Substances) su sekundarni proizvodi LP; to su uglavnom aldehidi, pri čemu je 

najzastupljeniji upravo toksični MDA (Gutteridge i Halliwell, 2000; Pinelo i sar., 2005). 

Određivanje intenziteta LP u prisustvu kiseoničnih slobodnih radikala se često koristi u 

medicinskim i biološkim istraživanjima. Metoda određivanja antioksidativnog kapaciteta na 
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osnovu sposobnosti inhibicije LP se zasnivana na merenju nivoa TBARS u Fentonovoj reakciji, 

pri čemu se detektuje neenzimska autooksidacija. Fe(II)-EDTA kompleks u vodenom rastvoru 

polako daje O2- koji brzo prelazi u H2O2 na pH 7,4 a H2O2 interaguje sa Fe2+ i formira OH u 

prisustvu askorbinske kiseline kao katalizatora. 

Slobodni radikal OH napada nezasićene lipide membrane i gradi MDA, koji se može detektovati 

na osnovu osobine da reaguje sa TBA i formira ružičasti hromogen. 

Uloga askorbata je da redukuje Fe3+ u Fe2+ i na taj način favorizuje Fentonovu reakciju. 

Količina MDA je srazmerna odigranoj LP. U reakciji MDA sa TBA nastaje kompleks koji se 

može određivati spektrofotometrijski, pa se LP u uzorku može proceniti na osnovu proizvodnje 

TBARS (Ranjbar i sar., 2006; Caillet i sar., 2007). 

Postupak: 

Apsorbancija se očitava na 533 nm. 

Istovremeno se radi i kontrola u 3 ponavljanja (ona sadrži sve reagense sem ekstrakta), kao i 

slepa proba (sadrži pufer, lipozome i rastvarač u kome je rastvaran ekstrakt). Rezultati se 

izražavaju kao IC50 vrednosti, odnosno koncentracije ekstrakta koje inhibiraju za 50% lipidnu 

peroksidaciju u lipozomima. Izračunavanje: 

nmol (MDA)/g = A x 32.54 x razblaženje 

Inhibicija LP se određuje iz razlike apsorbance uzorka i kontrole prema sledećoj formuli: 

% inhibicije = 100 – A x 100 / K 

A = apsorbanca analize 

K = apsorbanca kontrole (Štajner, 1990). 
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Ekspermintalne životinje 

Za ovaj eksperiment izabrani su Wistar albino pacovi, oba pola, telesne mase 200-350 g. 

Životinje su uzgajane na Institiutu za biomedicinska istraživanja Medicinskog fakulteta u Nišu. 

Čuvane su u dobro provetrenoj prostoriji pod dobro kontrolisanim uslovima spoljašnje sredine. 

Bile su smeštene u čistim, polikarbonskim kavezima uz dvanaestočasovni dnevno-noćni ciklus, 

na temperaturi od 20 ± 2 °C. Voda za piće i hrana specijalno prilagođena glodarima bili su im 

dostupni ad libitum. Sve eksperimentalne procedure su izvedene u skladu sa Helsinškom 

deklaracijom i po uputstvima Evropske Unije za etičko postupanje sa laboratorijskim 

životinjama (86/609/EEC). Odobrenje je takođe dobijeno od strane Etičkog komiteta 

Medicinskog fakulteta u Nišu i zavedeno pod brojem 01-2625-8. 

Eksperimentalna procedura 

Nakon adaptacionog perioda od 7 dana, sve eksperimentalne životinje su nasumično podeljene u 

6 grupa. Svaku grupu je činilo po 8 životinja.  

1. Prvih 8 životinja služile su kao kontrola (C grupa) i primale 1 ml fiziološkog rastvora 

dnevno tokom 15 dana. 

2. GT grupa oralno je primala 300 mg/kg TT etanolni ekstrakt lista zelenog čaja preko 

intragastrične sonde tokom 15 dana eksperimenta.  

3. Treća grupa pacova (GT+GM grupa) je dobijala oralno etanolni ekstrakt lista zelenog 

čaja tokom 15 dana i tokom poslednjih 8 dana eksperimenta zajedno sa njim i gentamicin 

intraperitonealno u dozi od 100 mg/kg TT. 

4. Četvrta grupa uzimala je oralno ekstrakt ploda borovnice (100 mg/kg TT) tokom 15 dana. 

5. Peta grupa je uzimala ekstrakt borovnice tokom svih 15 dana eksperimenta i pored toga, 

poslednjih 8 dana eksperimenta zajedno sa borovnicom intraperitonealno i gentamicin. 

6. Šesta grupa životinja je primala intraperitonealno gentamicin tokom poslednjih 8 dana 

eksperimenta. 

Dan nakon primanja poslednje doze, sve životinje su bile anestezirane ketaminom (Ketamidor 

10%, Richter Pharma AG, Wels, Austria) i žrtvovane. Neposredno nakon žrtvovanja uzeto im je 

2 ml krvi iz aorte za biohemijske analize. Tkivo bubrega svake eksperimentalne životinje je 

podeljeno na dva dela, za biohemijske analize i svetlosno mikroskopsko ispitivanje. 
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Biohemijske analize 

Određivana je koncentracija biohemijskih parametara akutne bubrežne insuficijencije, ureje i 

kreatinina, iz krvi pacova. Analiza je vršena uz pomoć automatskog biohemijskog analizatora 

(A25 biosystems, Barselona, Španija) u laboratoriji Klinike za nefrologiju KC u Nišu.  

Za određivanje parametara oksidativnog stresa tkivo bubrega isečeno je na male komade i 

homogenizovano u ledenoj vodi pomoću homogenizatora (IKA® Works do Brasil Ltda, Rio de 

Žaneiro, Brazil). 10% (w/v) homogenati su centrifugirani na 1500 x g na 4 °C kako bi se uklonio 

ćelijski debri. Supernatant je čuvan na −20 °C pre nego što su urađene biohemijske analize. 

Proteini su određivani metodom po Lowry-ju (Lowry, 1951) uz upotrebu goveđeg serumskog 

albumina kao standarda. 

In vivo procena lipidne peroksidacije (MDA) 

Intenzitet lipidne peroksidacije u tkivu bubrega određen je spektrofotometrijski, na osnovu 

reakcije sa tiobarbituratnom kiselinom (TBA) (Ohkhawa, 1979). Nivo malondialdehida (MDA) u 

serumu procenjen je kao krajnji proizvod i in vivo marker lipidne peroksidacije. Apsorpcija 

homogenata je merena na 532 nm. Koncentracija MDA je izražena kao µmol/mg proteina po 

homogenatu. 

In vivo procena oksidacije proteina (AOPP) 

Određivana je koncentracija AOPP, kao marker oksidativno izmenjenih proteina i pratećeg 

zapaljenja. Spektrofotometrijski metod je baziran na reakciji AOPP sa kalijum jodidom u 

kiselom medijumu. Intenzitet boje snimljen je na 340 nm. Vrednosti su izražene kao µmol/mg 

proteina (Witko-Sarsat i sar., 1996).  

In vivo procena aktivnosti katalaze (CAT) 

Tkivna katalaza (CAT), kao in vivo antioksidativni marker merena je po metodi koju je opisao 

Goth (1991). Ova metoda je zasnovana na sposobnosti katalaze da rastvori substrat (H2O2), pri 

čemu se enzimska reakcija zaustavlja dodavanjem amonijum molibdata. Žuti kompleks 

molibdata i H2O2  meren je na 405 nm i enzimska aktivnost je izražena u katalitičkim jedinicama 

po gramu proteina (kU/g). 
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Histopatološka ispitivanja 

Za strukturna ispitivanja tkiva bubrega, komadići bubrega svih životinja su neposredno nakon 

žrtvovanja fiksirani u 10% puferisanom formaldehidu. Nakon fiksacije, tkiva su kalupljena u 

parafinu i sečena uz pomoć rotacionog mikrotoma pri čemu je debljina isečka iznosila 5 µm. 

Dobijeni isečci su bojeni sledećim histološkim metodama bojenja: 

1. Hematoksilin-eozin metoda za proučavanje morfoloških promena bubrega 

2. Perjodna kiselina - Šifovo bojenje (PAS) histohemjska metoda za utvrđivanje sadržaja 

glikogena 

3. JONES bojenje (srebro metenamin) za bojenje bazalnih membrana tubula i kapilara glomerula 

Za pregled svih preparata korišćen je svetlosni mikroskop Leica DMR (Leica Microsystems AG, 

Wetzlar, Nemačka). 

Morfometrijska analiza 

Nakon što su bubrezi pacova histološki obrađeni, zabeležene su njihove digitalne slike primenom 

kamere povezane sa prethodno navedenim svetlosnim mikroskopom. Za kvantifikaciju promena 

utvrđenih histološkom analizom izvršena je morfometrijska analiza glomerula, proksimalnih i 

distalnih tubula i jedara intersticijumskih ćelija bubrega. Ova analiza je izvršena primenom 

kompjuterskoh programa Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/).  Pre svake analize izvršena je 

prostorna kalibracija korišćenjem objektnog mikrometra. Iz svake eksperimentalne grupe 

analizirane su 4 nasumično izabrane životinje i njihovi tkivni preparati bili su bojeni PAS 

metodom. Mereni morfometrijski parametri uključuju: površinu glomerula (μm2), površinu 

proksimalnih i distalnih tubula (μm2), površinu jedara intersticijumskih ćelija (μm2) i 

cirkularnost jedara intersticijumskih ćelija. Kod svake životinje analizirano je 50 glomerula, 

proksimalnih i distalnih tubula i 100 jedara intersticijumskih ćelija. 

Za analizu glomerula korišćeni su preparati bojeni PAS metodom i slikani pod uvećanjem 

objektiva 20 puta. Analizom su bili obuhvaćeni svi uočeni glomeruli na 10 ili više, po principu 

slučajnog izbora odabranih vidnih polja po jednom slučaju, sve dok ukupan broj analiziranih 

glomerula ne dostigne 50.  

Za analizu proksimalnih i distalnih tubula korišćeno je uvećanje 40 puta. Analiza je uključivala 

10 ili više, po principu slučajnog izbora odabranih vidnih polja, sve dok ukupan broj analiziranih 



42 
 

i proksimalnih i distalih tubula ne dostigne 50. Merena je površina tubulskog epitela. Analizom 

su bili obuhvaćeni samo tubuli čije se granice jasno vide.  

Morfometrijska analiza jedara intersticijumskih ćelija vršena je na PAS preparatima pod 

uvećanjem objektiva 40 puta, na ukupno odabranih 10 vidnih polja. Na svakom vidnom polju 

analizirano je 10 nasumično odabranih jedara (ukupno 100 jedara po životinji). Merena je 

njihova površina i celularnost. 

Statistička analiza 

Za statističku analizu podataka korišćen je kompjuterski program Graph Pad Prism 5.03 San 

Diego, Kalifornija, SAD. Statistička obrada svih podataka izvršena je izračunavanjem srednjih 

vredosti i standardne devijacije. Statistička značajnost je utvrđena jednosmernom analizom 

varijanse (ANOVA) i post hoc Tukey testom. Kao statistički značajne uzimane su statističke 

vrednosti verovatnoće p<0.05. 

Sva eksperimentalna istraživanja obavljena su na Institutu za fiziologiju, histologiju, biohemiju i 

Institutu za biomedicinska istraživanja Medicinskog fakulteta u Nišu. 
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REZULTATI 

Određivanje sastojaka ekstrakta 

Značajne količine fenolnih jedinjenja nađene su u ekstraktima lista zelenog čaja i ploda 

borovnice. 

Ekstrakt lista zelenog čaja 

U ekstraktu zelenog čaja izmeren je ukupni sadržaj polifenola od 313.26 ± 4.42 mg katehinskih 

ekvivalenata po gramu ekstrakta (CE)/g. Ukupan sadržaj flavonoida bio je 35.46 ± 0.46 mg  

ekvivalenata rutina po gramu ekstrakta (Ru)/g, a tanina 274.96 ± 4.01 mg katehinskih 

ekvivalenata po gramu ekstrakta (CE)/g. Frakcija tanina predstavljala je skoro 88% ukupnih 

polifenolnih jedinjenja. Znatne količine fenilpropanoida nađene su u ekstraktu lista zelenog čaja. 

Njihova vrednost iznosila je 1.08 ± 0.02% hlorogenske kiseline (g CA/100g ekstrakta). 

Ekstrakt ploda borovnice 

Velike količine polifenolnih jedinjenja nađene su u ekstraktu ploda borovnice. Njihov izmeren 

sadržaj je iznosio 10677.08 ± 482.57 mg ekvivalenata galne kiseline na 100 grama tečne mase 

ekstrakta (mg GA/100 ml). Ukupan sadržaj tanina bio je 7294.63 ± 123.12 mg GA/100 ml 

ekstrakta. Znatne količine fenilpropanoida nađene su i u ekstraktu borovnice. Njihove vrednosti 

izražene su kao procenti hlorogenske kiseline i iznosile su 2.77 ± 0.01 % (g/100g). Ukupan 

izmeren sadržaj antocijana u ekstraktu borovnice je iznosio 1.1239 ± 0.0071% (g/100g). 

Rezultati HPLC-DAD analize 

Pojedinačni sadržaj antocijana određen je HPLC-DAD metodom uz pomoć linearne kalibracione 

krive (koeficijent korelacije = 0.9983) izraženih kao mg ekvivalenata cijanidin 3-glukozida na 

100 g svežih borovnica (mg/100 g) i mg/l ekstrakta borovnice. Sveže borovnice koje su 

korišćene za pripremu ekstrakta su sadržale 980.3 ± 13.5 mg antocijana izraženih u 

ekvivalentima cijanidin 3-glukozida na 100 g tečne mase ektrakta. Identifikovano je 15 

antocijana – glikozida 5 antocijnidina: delfinidina, cijanidina, petunidina, peonidina i malvidina. 

Detaljna analiza pojedinačnih antocijana u svežim borovnicama potvrdila je da su delfinidin i 

cijanidin najzastupljeniji (430.5 i 288.2 mg ekvivalenata cijanidin 3-glukozida/100 g tečnog 

ekstrakta. Sadržaj petunidina (121.2 mg/100 g ), malvidina (93.4 mg /100 g ) i peonidina (47.0 
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mg /100 gtečnog ekstrakta) je niži ali i dalje značajan. Sadržaj pojedinačnih antocijana prikazan 

je u Tabeli 1. 

Tabela 1. Antocijani identifikovani u ekstraktu borovnice. 

 

Rezultati in vitro određivanja antioksidativnog kapaciteta 

Korišćene su 2 komplementarne test metode za preliminarni in vitro antioksidativni skrining 

ekstrakata zelenog čaja i borovnice: uklanjanje slobodnih radikala u DPPH testu i inhibicija 

lipidne peroksidacije u lipozomima. Izmerena antioksidativna aktivnost ekstrakta zelenog čaja 

bila je značajna: IC50 vrednosti iznosile su 0.0103 ± 0.0049 µg/ml za DPPH test i 0.0870 ± 

0.0015 µg/ml za test inhibicije lipidne peroksidacije u lipozomima. Vrednosti izmerene kod 

ekstrakta ploda borovnice su iznosile: 0.2019 ± 0.0076 mg/ml za DPPH test i 0.3320 ± 0.0149 

 

Antocijani 

Koncentracija 

u ekstraktu 

Masena 

koncentracija 
Procenat 

mg/l mg/100 g % 

1 delfinidin 3-galaktozid 692.0 ± 1.1 153.4 ± 0.3 15.6 

2 delfinidin 3-glukozid 654.8 ± 1.5 145.1 ± 0.3 14.8 

3 cijanidin 3-galaktozid 506.7 ± 1.6 112.3 ± 0.4 11.5 

4 delfinidin 3-arabinozid 595. 6 ± 1.7 132.0 ± 0.4 13.5 

5 cijanidin 3-glukozid 495.5 ± 0.8 109.8 ± 0.2 11.2 

6 petunidin 3-galaktozid 153.0 ± 1.0 33.9 ± 0.2 3.5 

7 cijanidin  3-arabinozid 298.3 ± 0.4 66.1 ± 0.1 6.7 

8 petunidin 3-glucozid 298.4 ± 7.7 66.1 ± 1.7 6.7 

9 peonidin 3-galaktozid 38.6 ± 0.3 8.6 ± 0.1 0.9 

10 petunidin 3-arabinozid 95.5 ± 0.4 21.2 ± 0.1 2.2 

11 peonidin 3-glukozid 158.2 ± 0.3 35.1 ± 0.1 3.6 

12 malvidin 3-galaktozid 88.2 ± 0.2 19.5 ± 0.0 2.0 

13 peonidin 3-arabinozid 14.7 ± 0.1 3.3 ± 0.0 0.3 

14 malvidin 3-glukozid 269.9 ± 0.8 59.8 ± 0.2 6.1 

15 malvidin 3-arabinozid 63.5 ± 1.5 14.1 ± 0.3 1.4 

 ukupno: 4422.8 ± 61.0 980.3 ± 13.5 100.0 
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mg/ml za test inhibicije lipidne peroksidacije. Kako niža IC50 vrednost predstavlja jači 

antioksidativni efekat, ovi in vitro rezultati ukazuju da je ekstrakt zelenog čaja  snažniji 

antioksidans a oba ekstrakta su nešto aktivnija u uklanjanju slobodnih radikala, iako je i 

inhibicija lipidne peroksidacije u lizozomima znatna. 

Rezultati biohemijskih analiza krvi 

Primenom jednofaktorskog ANOVA testa utvrđeno je da se prosečne vrednosti koncentracija 

kreatinina i ureje statistički značajno razlikuju. Primenom Tukey-Kramer post hoc testa utvrđeno 

je da je prosečna vrednost kreatinina i ureje, markera akutne bubrežne insuficijencije, GM grupe 

statistički značajno viša (p<0.001) od prosečne vrednosti kreatinina kontrolne grupe, što ukazuje 

na gentamicinom uzrokovanu nefrotoksičnost kod ovih pacova. Istovremena primena bilo 

ekstrakta zelenog čaja (GT+GM grupa) bilo borovnice (B+GM grupa) značajno je smanjila 

vrednosti ovih markera u poređenju sa grupom koja je primala samo gentamicin (p<0.001).  

Nasuprot tome, kod životinja koje su uzimale samo ekstrakte (GT i B grupa), nije došlo do 

značajnih promena ovih parametara u odnosu na kontrolu (Slika 1 i Slika 2). 

Rezultati analize markera okisidativnog stresa i antioksidativne zaštite 

u tkivu bubrega 

Procena lipidne peroksidacije (MDA) 

Kao parametar lipidne peroskidacije, analizirali smo nivo MDA, kao glavni i najviše proučavani 

proizvod peroksidacije nezasićenih masnih kiselina. Naši rezultati pokazuju značajno povećan 

nivo MDA u GM grupi u odnosu na kontrolnu grupu pacova (p<0.001). Simultano davanje 

zelenog čaja i borovnice sa gentamicinom (GT+GM i B+GM grupa) smanjilo je lipidnu 

peroksidaciju, što je dokazano značajno nižim nivoom MDA u bubregu u odnosu na 

gentamicinsku grupu (p<0.001). Rezultati su prikazani na Slici 3. 
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Slika 1. Rezultati serumskih koncentracija kreatinina (μmol/l) kontrolnih i eksperimentalnih 

grupa pacova. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± SD; *** — p < 0.001 vs. C, ### — 

p < 0.001 vs. GM. 

 

Slika 2. Rezultati serumskih koncentracija ureje (mmol/l) kontrolnih i eksperimentalnih grupa 

pacova. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± SD; *** — p < 0.001 vs. C, ### — p < 

0.001 vs. GM. 
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Slika 3. Rezultati serumskih koncentracija MDA (μmol/mg) kontrolnih i eksperimentalnih grupa 

pacova. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± SD; *** — p < 0.001 vs. C, ### — p < 

0.001 vs. GM. 

 

Slika 4. Rezultati serumskih koncentracija AOPP (μmol/mg) kontrolnih i eksperimentalnih grupa 

pacova. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± SD; *** — p < 0.001 vs. C, ### — p < 

0.001 vs. GM. 

Procena oksidacije proteina (AOPP) 

Kako slobodni kiseonični radikali mogu da reaguju ne samo sa nezasićenim masnim kiselinama 

u ćelijskim mebranama, već i sa ćelijskim proteinima, kao marker oksidacije proteina koristili 
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smo AOPP. Slično MDA, vrednosti AOPP su bile značajno više kod pacova koji su primali samo 

gentamicin u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.001). Istovremeno davanje ekstrakata zelenog čaja 

ili borovnice (GT+GM ili B+GM grupa) značajno je smanjilo AOPP nivo u poređenju sa grupom 

koja je tretirana isključivo gentamicinom (p<0.001) i učinilo ga približnijim nivou u kontrolnoj 

grupi (Slika 4). 

 

Slika 5. Rezultati serumskih koncentracija katalaze (IJ/g) kontrolnih i eksperimentalnih grupa 

pacova. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± SD; *** — p < 0.001 vs. C, ### — p < 

0.001 vs. GM. 

Procena aktivnosti katalaze (CAT) 

Katalaza, dobro poznat enzimski marker antioksidativne odbrane organizma, je takođe deo ovog 

istraživanja. Njeni nivoi su bili značajno sniženi u poređenju sa kontrolnom grupom (p<0.001). I 

grupe koje su primale isključivo ekstrakte (GT i B) i one koje su ih primale u kombinaciji sa 

gentamicinom (GT+GM i B+GM grupa) imale su značajno viši nivo katalaze u poređenju sa 

grupom koja je primala samo gentamicin (p<0.001). Rezultati su prikazani na Slici 5.  
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Rezultati histološke analize 

Mikroskopskim ispitivanjem tkiva bubrega kontrolne grupe (Slika 6), kao i grupa koje su primale 

ekstrakte (GT i B grupa) uočeni su normalni glomeruli okruženi kapsulom, kao i normalni 

proksimalni, distalni i sabirni kanali, bez ikakvih patoloških promena (Slike 7 i 8). 

Primena gentamicina uzrokovala je znatno oštećenje bubrežne strukture i pokazala kongestiju 

glomerula, suženje Boumanog prostora i periglomerulsko zapaljenje u korteksu (Slike 11 i 17). 

Zabeležena je nekroza proksimalnih tubula zajedno sa vakuolarnom degeneracijom citoplazme. 

Štaviše, prisutno je povećano prisustvo PAS pozitivnih hijalinih cilindara i masivni 

mononuklearni zapaljenski infiltrat u intersticijumu. Na preparatima bojenim Jones metodom 

jasno se uočava da je bazalna membrana tubula u ovoj grupi često bila oštećena i prekinuta 

(Slika 23).  

Kada se ekstrakti zelenog čaja i borovnice daju zajedno sa gentamicinom, većina patohistoloških 

promena se smanjila (Slike 9, 10, 15 i 16). Spoljašnji delovi bubrežnog korteksa bili su bez 

zapaljenja. Glomeruli su pokazali normalne konture, uz prisustvo blage kongestije. Ekstrakti 

zelenog čaja i borovnice sprečili su nekrozu proksimalnih tubula i pojavu hijalinih cilindara. 

Samo je zaostala tubulska degeneracija. Ekstrakt zelenog čaja uspeo je da svede gentamicinom 

izazvani masivni zapaljenski mononuklearni infiltrat na umeren nivo, dok je ekstrakt borovnice 

pokazao jači zaštitni efekat i isti sveo samo na blag nivo. Na preparatima bojenim Jones 

metodom jasno se uočava da je bazalna membrana tubula očuvana i bez oštećenja (Slike 21 i 22). 
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Slika 6. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova kontrole grupe (HE x200) 

 

Slika 7. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova GT grupe (HE x 200) 
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Slika 8. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova B grupe (HE x 200) 

 

Slika 9. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova GT+GM grupe (HE x 200) 
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Slika 10. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova B+GM grupe (HE x 100) 

 

Slika 11. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova GM grupe (HE x 200) 
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Slika 12. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova kontrolne grupe (PAS x 200) 

 
Slika 13. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova GT grupe (PAS x 200) 
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Slika 14. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova B grupe (PAS x 200) 

 
Slika 15. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova GT+GM grupe (PAS x 200) 
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Slika 16. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova B+GM grupe (PAS x 200) 

 
Slika 17. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova GM grupe (PAS x 200) 
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Slika 18. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova kontrolne grupe (Jones x 200) 

 

Slika 19. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova GT grupe (Jones x 200) 
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Slika 20. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova B grupe (Jones x 200) 

 

Slika 21. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova GT+GM grupe (Jones x 200) 

 



58 
 

 

Slika 22. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova B+GM grupe (Jones x 200) 

 
Slika 23. Svetlosno mikroskopski izgled tkiva bubrega pacova GM grupe (Jones x 200) 
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Rezultati morfometrijskih ispitivanja tkiva bubrega 

Morfometrijski parametri životinja svake grupe prikazani su na Slikama 24-28. Glomeruli 

životinja tretiranih gentamicinom imali su značajno veću površinu glomerula u poređenju sa 

životinjama kontrolne grupe (p<0.001), što ukazuje na kongestiju glomerula. Davanje borovnice 

umanjilo je ovu kongestiju (ali ne statistički značajno), što se prikazuje nižim vrednostima 

površine glomerula kod pacova B+GM grupe. Nasuprot borovnici, zeleni čaj je značajno 

umanjio kongestiju glomerula kada se primeni zajedno sa gentamicinom (GT+GM grupa) u 

odnosu na tretman isključivo gentamicinom (p<0.05). Životinje GM grupe imale su značajno 

veću površinu i proksimalnih i distalnih tubula nego one u kontroli (p<0.001). Davanje zelenog 

čaja ili borovnice istovremeno sa njim (GT+GM i B+GM grupa) značajno je smanjilo površine i 

jednih i drugih tubula u poređenju sa gentamicinskom grupom (p<0.001). Cirkularnost jedara 

intersticijumskih ćelija u GM grupi bila je značajno veća nego kod životinja koje su istovremeno 

primale i ekstrakte i to u odnosu na paralelnu primenu zelenog čaja (GT+GM grupu): p<0.05, a u 

odnosu na paralelnu primenu borovnice: p<0.001, što ukazuje na nastanak eksperimentalno 

izazvanog zapaljenja i posledične limfocitne infiltracije.  

 

 

Slika 24. Površina glomerula (μm2) eksperimentalnih i kontrolnih grupa životinja. Rezultati su 

prikazani kao srednje vrednosti ± SD; *** — p < 0.001 vs. C, ### — p < 0.001, # — p <0.05 vs. 

GM. 
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Slika 25. Površina proksimalnih tubula (μm2) eksperimentalnih i kontrolnih grupa životinja. 

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± SD; *** — p < 0.001, ** — p < 0.01 vs. C, ### 

— p < 0.001, ## — p < 0.01 vs. GM. 

 

Slika 26. Površina distalnih tubula (μm2) eksperimentalnih i kontrolnih grupa životinja. 

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± SD; *** — p < 0.001 vs. C, ### — p < 0.001, ## 

— p < 0.01 vs. GM. 
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Slika 27. Površina jedara intersticijumskih ćelija (μm2) eksperimentalnih i kontrolnih grupa 

životinja. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± SD; *** — p < 0.001, * — p < 0.05 vs. 

C, ## — p < 0.01, # — p <0.05 vs. GM. 

 

Slika 28. Cirkularnost jedara intersticijumskih ćelija eksperimentalnih i kontrolnih grupa 

životinja. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± SD; * — p < 0.05 vs. C, ### — p < 

0.001, ## — p < 0.01, # — p <0.05 vs. GM. 
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DISKUSIJA 

Primenjene doze i periodi tretiranja kontrolnih i eksperimentalnih grupa životinja ustanovljene su 

na osnovu podataka iz literature i našeg prethodnog iskustva. U ranijim eksperimentima 

(Veljković i sar., 2015) utvrđeno je da je 8 dana dovoljno za GM da ispolji svoju nefrotoksičnost  

u dozi od 100 mg/kg/dnevno. Imajući u vidu da se i zeleni čaj i borovnica upotrebljavaju 

svakodnevno širom sveta kao hrana i narodni lek, a svoj puni efekat ispoljavaju posle 2-4 

nedelje, životinje su njima tretirane tokom 15 dana, kako bi bilo dovoljno vremena da pokažu 

svoj puni uticaj na gentamicinsku nefrotoksičnost.  

Gentamicin je još uvek vodeći aminoglikozidni antibiotik u lečenju teških Gram negativnih 

infekcija, uprkos uvođenju novijih antimikrobnih agenasa sa manjom toksičnošću. To je 

hidrosolubilni antibiotik sa koncentraciono-zavisnom baktericidnom aktivnošću i potencijalom 

da izaziva nefrotoksičnost (Acharya i sar., 2013). Upravo je nefrotoksičnost najveća 

komplikacija i glavni razlog ograničavanja primene GM u borbi protiv životno ugrožavajućih 

infekcija. Gentamicinom uzrokovana nefrotoksičnost je značajni uzrok akutne bubrežne 

insuficijencije. Zato, postoji mogućnost da bi njena prevencija ili ublažavanje povećalo kliničku 

upotrebu GM. Nekoliko pristupa koji podrazumevaju korišćenje hemijskih supstanci 

(Stojiljković i sar., 2012) kao i prirodnih antioksidanasa (Tavafi i Ahmadvand, 2011; Veljković i 

sar., 2015) preduzeto je u pokušaju da se umanji gentamicinska nefrotoksičnost. Njena 

specifičnost se odnosi na prvenstvenu akumulaciju gentamicina unutar proksimalnih tubula i 

lizozoma (Nagai i Takano, 2004). Aminoglikozidni antibiotici, kao što je GM, se ne metabolišu u 

živom organizmu (Randjelović i sar., 2012). Ekskretuju se glomerulskom filtracijom, ali se jedan 

njihov deo reapsorbuje u proksimalnim tubulima gde ostaju u nekoliko puta većoj koncentraciji 

od koncentracije u plazmi (Acharya i sar., 2013). Takođe se pasivno reasporbuju u proksimalnim 

tubulima procesom endocitoze (Beauchamp i sar., 1997; El Mouedden i sar., 2000). 

Smatra se da kiseli fosfolipidi, široko zastupljeni u ćelijskim membranama raznih tkiva, 

predstavljaju vezujuće mesto za aminoglikozide na četkastom pokrovu proksimalnih tubulocita 

(Nagai i Takano, 2004, Nagai 2006, Salem i sar., 2010). Endocitozne vakuole koje sadrže GM se 

spajaju sa lizozomima unutar kojih se lek nagomilava. Ovo nagomilavanje vodi razvoju 

lizozomalne fosfolipidoze, koju karakteriše narušavanje aktivnosti fosfolipaze A1 i 

sfingomijelinaze i nakupljanje fosfolipida unutar lizozoma. Posle nekog vremena, prepunjeni 

lizozomi počinju da otiču. In vivo, ovo može da izazove gubitak integriteta membrane lizozoma i 
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oslobađanje velike količine hidrolitičkih enzima, fosfolipida i aminoglikozida u citoplazmu. 

Oslobođeni aminoglikozidi mogu da dospeju do ostalih organela, kao što su mitohondrije, i 

oštete njihovu funkciju što vodi ćelijskoj smrti u vidu apoptoze ili nekroze (Beauchamp i sar., 

1997; El Mouedden i sar., 2000). Smatra se da velika količina nakupljenih aminoglikozida u 

ćelijama proksimalnih tubula izaziva nefrotoksičnost (Abdel-Naim i sar., 1999; Randjelović i 

sar., 2012). 

Poznato je da GM uzrokuje značajno histološko oštećenje naročito proksimalnih tubula u vidu 

oticanja, vakuolizacije i nekroze njihovih epitelnih ćelija i nakupljanja mijelinskih telašaca 

unutar njih (Ali i Bashir, 1994). GM dovodi do apoptoze i nekroze tubulocita u in vivo i in vitro 

uslovima (Li i sar., 2009; Pessoa i sar., 2009). Smatra se da je glavni uzrok tubulske toksičnosti 

GM njegovo nakupljanje u citoplazmi i lizozomima (Servais i sar., 2008). Najveći deo GM ulazi 

u ćelije pomoću kompleksa megalin/kubilin, a manji deo ostalim mehanizmima (Myrdal i sar., 

2005). Presudni trenutak je kada njegova koncentarcija u lizozomima, Goldžijevom aparatu i 

endoplazminom retikulumu pređe prag koji narušava integritet njihovih membrana (Ngaha i sar., 

1983). Gentamicin oslobođen u citoplazmu oštećuje mitohondrije putem oksidativnog stresa, 

smanjenja rezervi ATP-a i izazivanjem apoptoze (Morales i sar., 2010). Pucanje lizozoma dovodi 

do oslobađanja proteolitičkih enzima katepsina koji takođe uzrokuju apoptozu (Schnellmann i 

sar., 1998). Uobičajen izgled ćelije koja prolazi kroz process apoptoze je nakupljanje grudvi 

hromatina uz jedarnu membranu (apoptotična tela), dok organele najčešće imaju normalan 

izgled. Jedarne promene karakteristične za apoptozu mogu se često videti u ćelijama koje 

pokazuju znake apoptoze. Apoptoza je process koji zahteva ATP. Čim njegove rezerve padnu, 

ćelijska smrt gubi karakteristike apoptoze i dobija oblik nekroze koagulacionog tipa (Chiarugi, 

2005). Nekroza se može objasniti inhibicijom membranskog transporta. Smanjen izlazak 

natrijuma iz ćelija izazvan GM uzrokuje da se smanjuje količina glukoze u ćelijama jer se ona 

reapsorbuje mehanizmom kotransporta sa natrijumom. To dalje smanjuje količinu stvorenog 

ATP-a u ćelijama i aktivnost Na-K pumpe. Njena smanjena aktivnost dovodi do nakupljanja 

natrijuma unutar ćelije koji sa sobom povlači vodu. Dolazi do oticanja ćelije i nekroze 

(Lieberthal i Levine, 1996). 

Gentamicinom uzrokovana nefrotoksičnost se široko koristi kao životinjski model za 

proučavanje akutne bubrežne insuficijencije u eksperimentalnom radu (Tavafi i Ahmadvand, 

2011). Manifestacije ove nefrotoksičnosti su dobro proučene i kod ljudi. Njeni početni znaci 
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ispoljavaju se u vidu prisustva enzima četkastog pokrova (γ-glutamil-transpeptidaze (γ-GT)) i 

lizozoma (N-acetil-β-D-glukozaminidaza (NAG)) u urinu zajedno sa poliurijom, 

hipoosmolarnošću urina i smanjenom sposobnošću bubrega da koncentriše mokraću (Tilkian i 

sar., 1995). 

Značajno povećan nivo ureje i kreatinina u eksperimentu, kao markera aktivnosti bubrega, 

(p<0.001) ukazuje na izraženo funkcionalno oštećenje bubrega u GM grupi. Koncentracija 

kreatinina u serumu pacova je precizniji pokazatelj ranog stadijuma oštećenja bubrega od ureje 

čije koncentracije počinju da rastu tek nakon oštećenja parenhima (Tavafi i Ahmadvand, 2011). 

Povećanje ovih markera povezano je sa smanjenjem glomerulske filtracije. Takođe, izraženo 

oštećenje proksimalnih tubulocita odgovorno je za glikozuriju, proteinuriju, pojavu cilindara u 

mokraći i povećane vrednosti Na, K i Mg u urinu (Cojocel i sar., 1984). 

Naši rezultati su u skladu sa podacima iz literature. Značajno povećanje nivoa ureje i kreatinina u 

našem eksperimentu (p<0.001) ukazuje na izrazito oštećenje funkcije bubrega pacova u GM 

grupi. 

Postoje podaci da gentamicinska nefrotoksičnost kod eksperimentalnih životinja izaziva akutnu 

bubrežnu insuficijenciju i smanjenje koncentracije kalijuma u serumu (Cronin i Thompson, 

1991). Gentamicinom uslovljena nekroza tubula dovodi do smanjenja broja funkcionalnih 

nefrona sa posledičnim smanjenjem glomerulske filtracije. To može da dovede do pokretanja 

kompenzatornih mehanizama u očuvanim nefronima, kao na primer poremećaj u raznim 

procesima tubulskog transporta uključujući reapsorpciju natrijuma i kalijuma (Abd-El Latif i 

sar., 2008). Gentamicin menja aktivnost membranskih enzima, što uključuje promene u 

membranskom transportu Ca2+ i povećanje koncentracije Ca2+ unutar ćelije. Zbog izmene 

permeabilnosti ćelijske membrane, velika količina Ca2+ ulazi u ćelije i istovremeno dolazi do 

preraspodele intraćelijskih depoa Ca2+ (Burke i sar., 1984). 

Jedan od glavnih toksičnih efekata gentamicina je kontrakcija glomerula koja se ispoljava 

smanjenjem filtracione površine i smanjenjem glomerulske filtracije. Gentamicin takođe 

povećava ulazak Ca2+ u mezangijalne ćelije. Povećana koncentracija Ca2+ u njima dovodi do 

kontrakcije mezangijalnih ćelija, a samim tim i kontrakcije glomerula. Krajnja posledica ovih 

procesa je smanjenja koeficijenta ultrafiltracije (Kf) i glomerulske filtracije (Martinez-Salgado i 

sar., 2007). Mehanizam preko koga GM dovodi do kontrakcije mezangijalnih ćelija je stvaranje 

pojedinih vazokonstriktora kao što su: faktor aktivacije trombocita (PAF) (Dos Santos i sar., 
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1991), endotelin-1 (Valdivieslo i sar., 1999), tromboksan A2 (Papanikolau i sar., 1992) i ROS 

(Perdaza-Chaverri i sar., 2004). Ovi vazokonstriktori parakrinim putem dolaze do glatkih mišića 

krvih sudova i izazivaju vazokonstrikciju. Osim što stimuliše sintezu vazokonstriktora, GM 

takođe blokira sintezu vazodilatatornih prostaglandina (Assael i sar., 1985). Nastala hipoksija 

stimuliše ekspresiju iNOS, a time i pojačano stvaranje NO koji reaguje sa superoksidnim 

anjonom i formira peroksinitrit, koji dalje stimuliše vazokonstrikciju i doprinosi smanjenju 

glomerulske filtracije (Forstermann, 2010). 

Gentamicin, putem smanjenja protoka krvi kroz bubreg, smanjuje dostupnost kiseonika i ATP-a 

ćelijama tubula. Pošto se zbog narušene funkcije tubula narušava i reapsorpcija u njima, kao 

posledica aktivacije tubulo-glomerulske povratne sprege nastaje porast vaskularnog otpora u 

bubregu. Na taj način se smanjuje preveliki gubitak vode i elektrolita urinom u uslovima 

smanjene tubulske reapsorpcije (Morales i sar., 2002). 

Eksperimentalni podaci ukazuju na stvaranje slobodnih radikala, kao medijatora gentamicinske 

nefrotoksičnosti (Randjelović i sar., 2012) pa se antioksidantna terapija predlaže kao mogućnost 

njene prevencije (Koyner i sar., 2008). 

Postoje podaci da slobodni radikali i oksidativni stres imaju glavnu ulogu u nastanku mnogih 

hroničnih bolesti (Szajdek i Borowska, 2008; Paredes-Lopez i sar., 2010). Slobodni radikalni 

predstavljaju visoko reaktivne i stoga destruktivne molekule koji imaju jedan ili više neuparenih 

elektrona u spoljašnjoj orbiti. U njih spadaju ROS kao što su: superoksid anjon, hidroksilni 

radikal, vodonik peroksid i RNS, kao što je peroksinitrit (Tavafi i sar., 2012; Vardi i sar., 2013). 

Ovi molekuli poseduju sposobnost da reaguju sa ćelijskim komponentama, kakvi su lipidi, 

proteini i DNK, i da ih unište (Acharya i sar., 2013). 

Dokazano je da GM povećava stvaranje superoksid anjona i vodonik peroksida u 

mitohondrijama bubrežnog korteksa (Abdel-Raheem i sar., 2010). Kako je mitohondrijalna DNK 

podložna oksidativnom stresu, izlazak slobodnih radikala iz mitohondrijalnog matriksa u 

citoplazmu može dalje da ošteti razne ćelijske komponente. Slobodni radikali takođe oštećuju 

sintezu DNK sa gubitkom integriteta membrane i izlaskom proteina (Acharya i sar., 2013). 

Otkriveno je da ROS aktiviraju nuklearni faktor kapa B (Tavafi, 2012), transkripcioni faktor koji 

ima ulogu u ekspresiji proinflamatornih gena i indukovanju zapaljenja (Lawrence, 2009). Zima i 

sar. (1995) ustanovili su da slobodni radikali preko nuklearnog faktora kapa B stimulišu 
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stvaranje različitih medijatora zapaljenja kao što su TNF-alfa, IL-1, IL-6 i ekspresiju citokina 

specifičnih za monocite (CSF-1 and MCP-1). Pojava zapaljenja je jasno pokazana u našem 

eksperimentu u vidu masivnog intersticijalnog mononuklearnog zapaljenjskog infiltrata pacova u 

GM grupi, koji su kasnije svedeni na umeren nivo kod istovremene primene zelenog čaja i blag 

nivo kod primene borovnice. Zapaljenje koje kod gentamicinske toksičnosti započinje kao 

odbrambeni mehanizam, kasnije doprinosi napredovanju oštećenja bubrega i pojačava ga. U 

početku se javlja nekroza tubulskih ćelija. Zatim akutno zapaljenje izaziva dalje oštećenje koje s 

druge strane opet pojačava zapaljenski proces (Karkar, 2008). Zapaljenje takođe aktiviraju ćelije 

kao što su mezangijalne, epitelne, endotelne, podociti i leukociti proizvodnjom citokina i faktora 

rasta koji pojačavaju oštećenje tubula. Stoga, zapaljenje i oksidativni stres predstavljaju vezu 

između nekroze tubula i kontrakcije mezangijalnih ćelija glomerula i krvnih sudova, što dalje 

doprinosi smanjenje protoka krvi u glomerulu i oštećenju tubula (Sue i sar., 2009). 

Osim indirektno, putem zapaljenja, ROS takođe direktno oštećuju tkivo bubrega, putem 

kontrakcije mezangijalnih ćelija i smanjenja filtracione površine (Vardi i sar., 2013). 

Naši rezultati jasno pokazuju da GM izaziva oštećenje bubrega oksidativnim stresom, što je 

dokazano povećanom lipidnom peroksidacijom (MDA) i oksidacijom proteina (AOPP), kao i 

smanjenom katalazom u bubrezima pacova. Malondialdehid je završni produkt oksidativne 

razgradnje nezasićenih masnih kiselina, dok AOPP ukazuje na povećan nivo oksidisanih proteina 

i zapaljenje (Witko-Sarsat i sar., 2003). Ovi oksidativni parametri su verovatno povišeni zbog 

smanjenja aktivnosti katalaze, koja je jedan od glavnih endogenih antioksidativnih enzima. 

Dokazano je da oksidativna izmena proteina može da izazove strukturne i funkcionalne promene 

mnogih enzimskih proteina (Sitte i sar., 2000). Oksidativno izmenjeni proteini su podložniji 

degradaciji proteolitičkim mehanizmima u odnosu na ostale proteine. Ova gentamicinom 

uzrokovana akumulacija oksidisanih proteina je odraz i posledica njime stvorenih slobodnih 

radikala (Randjelović i sar., 2012). 

Smanjena aktivnost antioksidativnih enzima u GM grupi može da poveća koncentraciju O2-, koja 

kasnije može da reaguje sa NO i stvori peroksinitrit. Peroksinitrit je citotoksični RNS koji 

zajedno sa već povećanim nivoom ROS može da bude odgovoran za smanjenje glomerulske 

filtracije (Vardi i sar., 2013) u pacova tretiranih gentamicinom. On direktno oštećuje krvne 

sudove u uslovima smanjene dostupnosti NO kao vazodilatatora (Kim i sar., 2003). Povišeni 

nivoi ureje i kreatinina, zajedno sa rezultatima patohistološke analize, oksidativnim i 
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antioksidativnim parametrima, potvrdili su oksidativnim stresom izazvan razvoj akutne bubrežne 

insuficijencije kod pacova u GM grupi. Ishrana bogata antioksidansima kao što su borovnica i 

zeleni čaj mogla bi da bude korisna u održavanju aktivnosti antioksidativnih enzima u grupama 

GT+GM i B+GM grupe, unutar kojih smo merili nivo katalaze. Naš eksperiment je takođe 

pokazao da bi ovakva ishrana pored smanjenja oksidativnog stresa mogla da obnovi funkciju 

bubrega nakon tretiranja gentamicinom. 

Svi ovi rezultati potvrđeni su patohistološkim nalazom. Pacovi u GM grupi pokazali su izraženo 

strukturno oštećenje bubrega sa masivnom nekrozom proksimalnih tubula, vakuolarnom 

degeneracijom citoplazme, PAS pozitivnim hijalinim cilindrima i masivnim intersticijumskim 

zapaljenjem. Pojava hijalinih cilindara može se objasniti pojavom proteinurije u uslovima 

smanjene tubulske reapsorpcije koja prati akutnu bubrežnu insuficijenciju izazvanu GM. 

Pretpostavlja se da je uzrok proteinurije gubitak selektivnosti glomerulske bazalne membrane 

zbog neutralizacije negativnog naelektrisanja (De-Barros-e-Silva i sar., 1992). Razvoju 

proteinurije u GM nefrotoksičnosti najverovatnije značajno doprinosi i nekroza tubulocita 

proksimalnih tubula. Ove strukture bubrega u fiziološkim uslovima omogućavaju tubulsku 

reapsorpciju male količine otfiltriranih proteina. Pošto su tubulociti proksimalnih tubula oštećeni, 

oni ovu svoju značajnu funkciju ne ostvaruju. Tubulska nekroza se nije javila kod pacova koji su 

simultano tretirani borovnicom ili zelenim čajem uz GM, dok su vakuolarna degeneracija i 

intersticijumski infiltrati smanjeni. 

Morfometrijski, glomerulska kongestija je potvrđena povećanom površinom glomerula u GM 

grupi u odnosu na kontrolnu. Veća površina i proksimalnih i distalnih tubula u GM u poređenju 

sa kontrolnom grupom bi se mogla objasniti prisustvom dve vrste tubula u GM grupi životinja: 

onih sa edemom, kompenzatornom hipertrofijom i očuvanim integritetom epitela i onih kod 

kojih je epitel potpuno oštećen. Hipertrofija i edem bi mogli da nastanu zbog veće površine i 

debljine epitela u odnosu na kontrolu. Peritubulski kapilari su verovatno oštećeni i postali su 

pojačano permeabilni usled upotrebe gentamicina. Ovo može da objasni glomerulsku kongestiju 

u našem eksperimentu, usled otežane drenaže krvi. Moguće je da je oštećenje distalnih tubula 

nastupilo sekundarno, usled oštećenja proksimalnih. Povećana cirkularnost jedara 

intersticijumskih ćelija u GM grupi u odnosu na kontrolnu može da bude zbog masivne 

limfocitne infiltracije usled gentamicinom izazvanog zapaljenja. Povećana cirkularnost upućuje 
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na prisustvo okruglih ćelija sa hiperhromatskim jedrima, što je potvrđeno u patohistološkom 

nalazu prisustvom masivnog zapaljenjskog infiltrata u intersticijumu.  

 

Efekat zelenog čaja na akutnu bubrežnu insuficijenciju pacova izazvanu 

gentamicinom 

Pozitivni efekti ekstrakta zelenog čaja i njegovih sekundarnih metabolita, od kojih je 

najznačajniji EGCG su detaljno opisani od strane mnogih autora (Chacko i sar., 2010; Graziose i 

sar., 2010; Kim i sar., 2014). Najviše je proučavana njegova antitumorska (Lee i sar., 2011) i 

antiinflamatorna aktivnost (Chacko i sar., 2010). Vekovima se u Aziji zeleni čaj povezuje sa 

mnogobrojnim pozitivnim efektima po zdravlje (Graziose i sar., 2010). Brojne in vitro studije su 

pokazale da su proantocijanidini, od kojih je glavni EGCG, efikasni na različitim nivoima, kao: 

antioksidansi (Quideau i sar., 2011), inhibitori ulaska virusa (Calland i sar., 2012), inhibitori 

enzima ili molekuli koji interaguju sa proteinima (Quideau i sar., 2011). Ovi nalazi se slažu sa in 

vivo studijama koje su izvedene kako na životinjama, tako i na zdravim ljudskim dobrovoljcima. 

One ukazuju na koristan efekat u prevenciji ili lečenju različitih hroničnih bolesti i bolesti koje se 

povezuju sa stilom života, kao što su tumori i kardiovakularne bolesti (Chacko i sar., 2010), 

starenje kože izazvano UV zracima (Hunt i sar., 2010). Kao suplement u ishrani zeleni čaj 

podstiče gubitak težine, ublažavanje konstipacije, a može biti koristan i u tretmanu glaukoma 

(Rhone i Basu, 2008). 

Rezultati našeg eksperimenta pokazali su da je istovremena primena zelenog čaja u dozi od 300 

mg/kg TT sa GM normalizovala serumske vrednosti ureje i kreatinina, markere akutne bubrežne 

insuficijencije. Zaštitni efekat zelenog čaja na razvoj oštećenja bubrega može se objasniti 

njegovim antioksidativnim i antiinflamatornim svojstvima. Smatra se da je glavni uzrok za 

nastanak gentamicinske nefrotoksičnosti oksidativni stres, što je potvrđeno u našem 

eksperimentu, gde se u grupi pacova tretiranih isključivo GM povećao nivo oksidativnih 

parametara (MDA, AOPP) i smanjio nivo glavnog endogenog antioksidativnog enzima katalaze. 

Ovaj porast oksidativnog stresa oštećuje funkciju bubrega, kako direktno, tako i indirektno 

putem izazivanja zapaljenja. U GT+GM grupi pacova isti oksidativni parametri značajno su 

smanjeni (p<0.001), dok je antioksidativni parametar katalaza značajno povećan u poređenju sa 

GM grupom (p<0.001). Ovakav nalaz ukazuje na to da zeleni čaj smanjuje stvaranje slobodnih 
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radikala (čije stvaranje okida GM) u bubregu i sprečava nastanak oksidativnog stresa kao jednog 

od glavnih uzroka gentamicinske nefrotoksičnosti.  

Zeleni čaj znatno povećava antioksidativnu odbranu organizma. U našem eksperimentu povećao 

je nivo katalaze. Khan i sar. (2009) su utvrdili da zeleni čaj pored katalaze povećava nivo SOD, 

još jednog važnog antioksidativnog enzima, što je u skladu sa našim nalazom. Ovi rezulatati 

ukazuju da zeleni čaj obezbeđuje zaštitu od GM nefropatije mehanizmom koji uključuje ili 

katalazu ili SOD ili oba enzima zajedno.  

Richi i sar. (2012) su dokazali antioksidativne efekte zelenog čaja na modelu ćelijskog 

oksidativnog stresa izazvanog γ-zračenjem. Naime, tretiranje splenocita zamorca EGCG zelenog 

čaja 2 sata pre izlaganja γ-zračenju zaštitilo je prekidanje DNK lanca ovih ćelija. Epigalokatehin 

galat je takođe sprečio apoptozu splenocita izazvanu ovim zračenjem, smanjio je nivo lipidne 

peroksidacije i oštećenje membrana, a nivo glutationa i LDH vratio na normalu.  

TNF-α, koji stvaraju ćelije u zapaljenju se povećava kod GM nefrotoksičnosti. Upravo on izaziva 

citotoksičnost  i oštećenje bubrega povezano sa zapaljenjem, a EGCG iz zelenog čaja dovodi do 

njegove nishodne regulacije (Fujiki i sar., 2003). Istraživanja na humanim keratinocitima su 

pokazala da EGCG menja ćelijsku signalizaciju preko p38 MAPK puta, nishodno od MEK3 

(Balasubramanian i sar., 2002). Kako je EGCG efektivan u dozi 15-100 µM, što se fiziološki 

može postići oralnim unosom (Yang i sar., 1999), može se izvesti zaključak da bi oralni unos 

zelenog čaja mogao da zaštiti tkivo bubrega od GM-izazvanog oštećenja. Mehanizmi dejstva bi 

bili: ublažavanje jednog ili više puteva patogeneze (apoptoza, ekspresija gena ili stvaranje 

citokina), antioksidativna aktivnost ili aktivacija p38 puta u tkivu bubrega. Hsu i sar. (2007) su 

dokazali da zeleni čaj štiti od citotoksičnosti uzrokovane TNF-α i to putem p38 signalizacije.  

Azot monoksid je važan signalni molekul kratkog poluživota koji ima značajnu ulogu u 

modulaciji brojnih fizioloških i patofizioloških procesa (Moncada i sar., 1992) kao što su 

citotoksičnost, prenos signala između ćelija, regulacija krvnog pritiska unutar bubrega i 

intraglomerulske dinamike. Već je dokazano da se NO pojačano stvara u glomerulima pacova 

koji su tretirani GM (Martinez-Salgado i sar., 2004), kao i da dolazi do pojačanog stvaranja 

inducibilne NO sintetaze (iNOS) (Martinez-Salgado i sar., 2005). U malim količinama NO daje 

fiziološki vazodilatatorni efekat. Kako smo već naglasili da je jedan od mehanizama GM 

nefrotoksičnosti smanjena perfuzija bubrega, moglo bi se zaključiti da bi primena vazodilatatora 

u ovom slučaju mogla da deluje zaštitno. Koncentracije NO koje imaju vazodilatatorni efekat u 
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bubregu ispoljavaju zaštitni efekat kod akutne bubrežne insuficijencije izazvane GM. S druge 

strane povećane koncentracije NO nastale usled pojačane ekspresije iNOS koju izaziva GM 

dovode do citotoksičnih efekata. Naime, ovakva koncentracija NO izaziva oštećenje DNK i 

deluje mutageno na životinjske, kao i ljudske ćelije (Wink i sar., 1991). Ostali mehanizmi 

citotoksičnosti su: oštećenje oksidativne fosforilacije, inhibicija enzima, nitrozilacija proteina i 

oksidativni stres izazvan peroksinitritom nastalim u interakciji NO i superoksid anjona. 

Peroksinitrit reaguje sa kritičnim biomolekulima i dovodi do njihove strukturne i funkcionalne 

izmene kao što su lipidna peroskidacija, presecanje DNK lanaca, oksidacija i/ili nitracija proteina 

što neizbežno vodi ćelijskoj smrti (Bolaños i sar., 1997). 

Lin i sar. (1998) su zaključili da katehini zelenog čaja inhibiraju iNOS i stvaranje NO. Sudeći po 

jačini supresije iNOS, među teaflavinima, teaflavin 3.3 digalat, sa dve galne komponente, 

ispoljava najjače antiinflamatorno dejstvo. Teaflavin, koji nema galnu komponentu u molekulu, 

ispoljio je najslabije inhibitorne efekte na iNOS, a samim tim ima i najslabiju antiinflamatornu 

aktivnost. Odatle se može izvesti zaključak da je za antiinflamatornu aktivnost teaflavina veoma 

važna galna komponenta. Obzirom da GM izaziva jako zapaljenje intersticijuma, ovo je 

verovatno značajno za zaštitu od GM oštećenja bubrega. Takođe, pored smanjenja ekspresije 

iNOS, zeleni čaj bi mogao ovim mehanizmom i da ispolji antioksidativno dejstvo i smanji 

oksidativni stres bubrega, jer se sa smanjenim stvaranjem NO smanjuje se i nivo peroksinitrita. 

Između ostalih i Zhang i sar. (2011) su potvrdili antiinflamatorno dejstvo EGCG zelenog čaja. U 

njihovom eksperimentu je administracija ovog katehina smanjila stopu ćelijske smrti indukovane 

proinflamatornim citokinima (rekombinantni IL-1β, TNF-α i IFN-γ). Epigalokatehin galat je u 

ovoj studiji smanjio stvaranje citokinima indukovanih slobodnih radikala, gubitak membranskog 

potencijala mitohondrija, oslobađanje citohroma C iz njih i translokaciju Bax proteina iz 

mitohondrija u citosol. Davanje EGCG sprečilo je citokinima uzrokovanu prekomernu ekspresiju 

iNOS i stvaranje NO. Dakle, unos EGCG može sprečiti zapaljenske reakcije koje indukuju 

proinflamatorni citokini, a koje se odvijaju preko mitohondrija. 

Bayer i sar. (2004) su našli da su polifenoli zelenog čaja inhibisali sekreciju INF-γ u ćelijskoj 

kulturi monoklonalnih T limfocita kao i aloreaktivnih T limfocita u mešovitim limfocitnim 

reakcijama. Rezultati njihove studije ukazuju da bi oralni unos zelenog čaja svojim 

antiinflamatornim mehanizmom mogao da posluži kao pomoćna terapija u prevencija 

odbacivanja transplantiranih organa kod ljudi. 
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Wu i sar. (2009) su pokazali da EGCG zelenog čaja u fiziološkim koncentracijama od 2.5 do 10 

µM inhibiše proliferaciju T limfocita bez izazivanja citotoksičnosti i apoptoze. Kao mehanizam 

ovog delovanja naveli su smanjenu ekspresiju receptora za IL-2 i veću akulumaciju IL-2 što 

ukazuje na poremećenu signalizaciju između IL-2 i njegovog receptora. Ovi rezultati upućuju na 

to da bi konzumiranje zelenog čaja moglo da bude korisno kod onih koji imaju pojačanu funkciju 

T limfocita, kao što je slučaj kod autoimunih i inflamatornih oboljenja. Međutim, treba biti 

oprezan kod unosa visokih doza kod pacijenata koji imaju oštećenu funkciju T limfocita. 

Kim i sar. (2009) su otkrili da tretman EGCG-om povećava ćelijske rezerve redukovanog 

glutationa tako što povećava ekspresiju γ-glutamilcistein ligaze (GCL), ključnog enzima u 

metaboličkom putu biosinteze glutationa. Ovi rezultati ukazuju na to da bi EGCG zelenog čaja 

mogao da ima preventivni i/ili terapijski potencijal u akutnoj bubrežnoj insuficijenciji izazvanoj 

GM obzirom na to da pojačava endogenu antioksidativnu odbranu ćelije povećavanjem rezervi 

gulutationa i smanjivanjem učestalosti apoptoze uzrokovane oksidativnim i nitrozativnim 

stresom.  

Rezultati patohistološke analize tkiva bubrega GT+GM grupe pokazali su da zeleni čaj deluje 

zaštitno i na morfološka oštećenja bubrega. Sprečio je većinu patohistoloških promena 

uzrokovanih GM. Glomeruli pacova u ovoj grupi bili su normalne strukture, tubularna 

degeneracija bila je ublažena, a zapaljenski infiltrati u intersticijumu svedeni na blag do umeren 

nivo. Važno je istaći da u ovoj grupi nisu zabeleženi znaci ireverzibilnog oštećenja bubrega u 

vidu nekroze i prekida bazalne membrane tubula. Nije uočeno ni prisustvo hijalinih cilindara. 

Morfometrijska analiza kvantifikovala je ove histološke nalaze. Zeleni čaj je olakšao kongestiju 

glomerula izazvanu GM (p<0.001). Povećana površina proksimalnih tubula je smanjena ali ne 

statistički značajno, što ukazuje da je epitel tubula obnovljen do neke mere, ali verovatno je 

potrebno duže davati zeleni čaj radi postizanja značajnijih efekata. GT+GM grupa je imala 

smanjenu cirkularnost jedara u poređenju sa GM grupom, iako ne značajno, najverovatnije zbog 

malog uzorka. To možemo objasniti time što se limfociti zamenjuju fibroblastima, koji imaju 

veće, eliptično i euhromatsko jedro. Ovi novoformirani fibroblasti su verovatno započeli 

ublažavanje zapaljenskog procesa. Kako fibroblasti predstavljaju veće ćelije od limfocita, ovo bi 

takođe moglo da objasni veću površinu jedara intersticijumskih ćelija GT+GM grupe u odnosu 

na GM grupu. 
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Postoji nekoliko mehanizama koji mogu objasniti znatno smanjenje strukturnog oštećenja 

bubrega usled suplementacije zelenim čajem. U mnogim akutnim zapaljenskim stanjima 

neutrofili koji migriraju na mesto zapaljenja sekretuju agense koji mogu da oštete zdrave ćelije i 

okolno vezivno tkivo (Reiter i sar., 2000). U pregledu literature smo već naglasili da su 

oksidativni stres i zapaljenje stanja koja jedno drugo okidaju i pojačavaju i vremenom vode u 

circulus vitiosus. Tokom ovih stanja i mezangijalne ćelije i neutrofili luče hemoatraktante koji 

dalje privlače nove neutrofile u bubreg i povećavaju njegovo oštećenje (Reiter i sar., 2000). 

Međutim, u intersticijumu bubrega pacova koji su primali i GM i zeleni čaj zapaljenje je bilo 

znatno manje u odnosu na one koji su primali samo GM. Ovo smanjenje zapaljenja potvrđeno je 

i morfometrijskom analizom. Katehini zelenog čaja, za koje je dokazano da imaju 

antiinflamatorno dejstvo, na više načina inhibiraju infiltraciju zapaljenskih ćelija u bubreg 

pacova i time sprečavaju oštećenje tkiva.  

U normalnom tkivu bubrega stvaranje TXA2 i prostaciklina PGI2 je kontrolisano, a ravnoteža 

između njih je važna za održavanje homeostaze organizma. Izmena odnosa PGI2 i TXA2 ubrzava 

stvaranje tromba u bubrežnom intersticijumu povećavajući rizik za oštećenje funkcije i razvoj 

ateroskleroze. Stvaranje ovih molekula zavisi od aktivnosti fosfolipaze A2 i sastava masnih 

kiselina. Gentamicin povećava stvaranje TXA2, smanjuje stvaranje PGI2, čime remeti perfuziju 

bubrega, što je jedan od mehanizama njegove nefrotoksičnosti. Davanje zelenog čaja pacovima 

tretiranih gentamicinom smanjuje stvaranje TXA2 i povećava stvaranje PGI2 i na taj način vraća 

njihov odnos na onakav kakav je kod pacova koji ne primaju GM. Katehini zelenog čaja 

popravljaju funkciju bubrega svojom antitrombogenom aktivnošću, što za uzvrat kontroliše 

kaskadni sistem arahidonske kiseline. To takođe dovodi do povećanja glomerulske filtracije, koja 

je inicijalno bila narušena GM (Rhee i sar., 2002; Crespy i Williamson, 2004). 
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Efekat borovnice na akutnu bubrežnu insuficijenciju pacova izazvanu 

gentamicinom 

U cilju istraživanja mogućih zaštitnih efekata borovnice na oksidativni stres i nefrotoksičnost 

izazvane gentamicinom, ispitivali smo da li davanje metanolnog ekstrakta borovnice u 

koncentraciji 100 mg/kg TT dnevno tokom 15 dana utiče na funkcionalna, strukturna i 

morfometrijska oštećenja bubrega opisana kod životinja tretiranih GM.  

Naše istraživanje ima dva dela. Prvi deo proučava antioksidativni potencijal i hemijski sastav 

ekstrakta borovnice. Antioksidativnu aktivnost našeg ekstrakta potvrdili smo in vitro i in vivo, 

što bi moglo da posluži kao jedno od objašnjenja mogućeg zaštitnog efekta u oštećenju bubrega 

izazvanim oksidativnim stresom (Fitzmaurice i sar., 2011; Pavlović i sar., 2013). Polifenoli su 

uključeni u ovu studiju zbog činjenice da ovi sekundarni metaboliti biljaka sve više ulaze u fokus 

novijih istaživanja zbog svojih korisnih efekata po zdravlje. Fenolna jedinjenja su se dugo 

koristila kao prirodni lekovi u terapiji oboljenja urinarnog trakta (Szajdek i Borowska, 2008). 

Zabeleženi renoprotektivni efekat ekstrakta borovnice protiv oksidativnog oštećenja izazvanim 

gentamicinom se najverovatnije javlja zbog antioksidativnog dejstva njegovih sastojaka, 

uglavnom antocijana, što se slaže sa studijom Valentove i sar. (2007) na jetri eksperimentalnih 

životinja tretiranih borovnicom. Postoji nekoliko unutrašnjih i spoljašnjih faktora koji utiču na 

kvalitet i sastav antocijana kod različitih bobica. Oni uključuju genetsku varijabilnost kao i 

brojne faktore spoljašnje sredine poput intenziteta svetlosti, vlažnosti, temperature, korišćenja 

đubriva i pesticida, prisustva oštećenja ili infekcija na plodu i ostalih stresogenih faktora 

(Kähkönen i sar., 2003). Može i sar. (2011) su otkrili povećan trend u biosintezi antocijana u 

zemljama Severne Evrope, kao i u predelima sa nadmorskom visinom preko 650 m. Ova 

akumulacija povezana sa visinom je naročito značajna za sadržaje definidina i malvidina, dok za 

sadržaje cijanidina i peonidina nije toliko izražena. Borovnice su bogatije antocijanima nego 

ostalo bobičasto voće kao što su crna i crvena ribizla, jagode, brusnice, kupine i maline 

(Heinonen, 2007, Konić-Ristić i sar., 2011). Kod bobica antocijani počinju da se sintetišu na 

početku sazrevanja kada se zapaža velika aktivnost određenih enzima fenilpropanoidnog puta, a 
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nastavljaju da se nagomilavaju tokom sazrevanja (Slatnar i sar., 2012). Ukupan sadržaj 

antocijana u našem metanolnom ekstraktu značajno je viši nego što predviđaju minimalni zahtevi 

iz farmakopeje od 0.3 % antocijana izraženih kao cijanidin-3-glukozid hlorid u suvom plodu 

borovnice (Ph. Eur. 7.0., 2011). Antocijani su hidrosolubilni pigmenti borovnice odgovorni za 

tamno ljubičastu boju njenog ploda i veliki deo efekata koje borovnice ispoljavaju na zdravlje. 

Kako predstavljaju većinski deo fenolnih jedinjenja borovnice, bezbedno je zaključiti da je 

antioksidativna aktivnost ovog ekstrakta postignuta pre svega njegovim antocijanima. Ključna 

korist njihovog antioksidativnog dejstva je da doprinose zaštitnom efektu u borbi protiv 

degenerativnih i hroničnih bolesti (Castaneda-Ovando i sar., 2009; Bornsek i sar., 2012). HPLC 

analiza pokazuje da su delfinidin i cijanidin glikozidi najzastupljeniji antocijani u našem 

ekstraktu borovnice. Dokazano je da imaju jaču antioksidativnu aktivnost od malvidina i 

njegovih glikozida (Bornsek i sar., 2012). Iako su fenolna jedinjenja borovnice najpoznatija po 

svojoj antioksidativnoj aktivnosti, noviji podaci ukazuju da je zapravo njihovo antiinflamatorno 

dejstvo odgovorno za smanjen kardiovaskularni rizik i prevenciju metaboličkih poremećaja. I 

antocijani i proantocijanidini smanjuju zapaljenje preko NF kappa B i TNF-α puteva (Esposito i 

sar., 2014) koje je prisutno kod pacova tretiranih GM kao posledica oksidativnog stresa.  

Ukupni sadržaji polifenola, tanina i fenilpropanoida u našem ekstraktu su bili značajni. Sadržaj 

fenilpropanoida je određivan zbog činjenice da ovi biljni sekundarni metaboliti poseduju 

značajno antiinflamatorno, antimikrobno, citoprotektivno dejstvo i ubrzavaju zarastanje rana. 

Oni ublažavaju zapaljenje tako što deluju kao antioksidansi, heliraju gvožđe, indukuju glutation-

S-transferazu i stimulišu regeneraciju tkiva (Korkina, 2007). 

Hlorogenska kiselina, koja je u značajnoj količini prisutna i u našem ekstraktu, ispoljava 

antiinflamatornu (Shan i sar., 2009), antiedematoznu (Dos Santos i sar., 2006), antinociceptivnu 

aktivnost (Shan i sar., 2009) i snažno inhibiše mikrozomalnu lipidnu peroksidaciju (Korkina, 

2007). Putem ovih aktivnosti ona se verovatno suprotstavlja circulus vitiosus-u masivnog 

intersticijumskog zapaljenja i oksidativnog stresa pacova kojima je davan GM, pri čemu svako 

od ovih patoloških stanja počinje i pojačava ono drugo. Hlorogenska kiselina bi jednim delom 

mogla biti odgovorna za in vivo efekte zabeležene u našoj studiji. 

Rezultati biohemijske analize krvi životinja B+GM grupe bili su u skladu sa njihovim 

patohistološkim i morfometrijskim nalazom. Kontinuitet bazalne membrane glomerula i tubula 

nije bio narušen što ukazuje da nema znakova ireverzibilnih promena. Degeneracija parenhima je 
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znatno manje izražena, dok su zapaljenski infiltrati u intersticijumu svedeni na samo blag nivo. 

Glomerulska površina smanjena je u odnosu na GM grupu, ali ne statistički značajno, moguće 

zbog malog uzorka. Površina proksimalnih i distalnih tubula bila je manja u odnosu na GM 

grupu, što objašnjavamo time da je davanje borovnice smanjilo hipertrofiju i edem tubula i ima 

odličan zaštitni efekat na njih, dok ne sprečava u potpunosti promene glomerula nastale usled 

oštećenja glomerulske kapilarne mreže. U nekom od narednih eksperimenata duže davanje 

borovnice bi možda bilo uspešnije u prevenciji glomerulskih promena izazvanih GM. Izmene 

distalnih tubula, koje su verovatno nastale sekundarno usled izmena proksimalnih, su takođe 

ublažene borovnicom. Masivni mononuklearni zapaljenski infiltrat u intersticijumu GM grupe 

predstavljen je povećanom cirkularnošću jedara intersticijumskih ćelija u odnosu na kontrolu, što 

ukazuje na prisustvo limfocita. Borovnica je očigledno imala antiinflamatorni efekat jer je 

značajno smanjila cirkularnost B+GM grupe u poređenju sa GM grupom (p<0.001). 

Najverovatnije objašnjenje je da su limfociti zamenjeni fibroblastima koji poseduju veliko, 

eliptično i euhromatsko jedro i prisutni su u ranoj fazi oporavka od zapaljenja.  

Naši rezultati jasno pokazuju da GM izaziva oksidativni stres jer znatno povećava MDA i AOPP, 

a smanjuje katalazu u odnosu na kontrolu. Zato smo ispitivali uticaj borovnice na MDA kao 

parametra lipidne peroksidacije u tkivu bubrega i utvrdili da su njene vrednosti znatno manje u 

B+GM grupi životinja u odnosu na grupu koja je tretirana samo GM. Slično stanje je i sa AOPP, 

pokazateljem nivoa oksidisanih proteina i zapaljenja (Witko-Sarsat i sar., 2003). AOPP je bio 

značajno manji kod istovremenog davanja borovnice i GM u odnosu na tretiranje samo GM. 

Kako je značajno povećala nivo katalaze u odnosu na GM grupu, mogli bismo zaključiti da je 

ishrana borovnicom korisna za održavanje aktivnosti endogenih antioksidativnih enzima.  

Naši rezultati su u skladu sa zaključcima Valentove i sar. (2007) koji su ispitivali citoprotektivni 

efekat ekstrakta borovnice na oksidativno oštećenje hepatocita pacova. Zabeležen citoprotektivni 

efekat borovnice nastao je najverovatnije usled antioksidativnih svojstava njenih sastojaka, pre 

svega antocijana. Joshi i sar. (2000) su dokazali zaštitni efekat proantocijanidina ekstrakta grožđa 

na ćelije jetre. Njihovi rezultati podržavaju upotrebu borovnice i njenih ekstrakata kao 

funkcionalne hrane i suplemenata namenjenih prevenciji hroničnih bolesti udruženih sa 

oksidativnim stresom.  

Esposito i sar. (2014) su objavili da malvidin-3 glukozid, u koncentracijama koje se mogu postići 

u digestivnom traktu i portnoj cirkulaciji, inhibiše aktivaciju ključnih proinflamatornih gena 
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usled pojave nekog zapaljenjskog stimulusa. Ovi geni imaju centralnu ulogu u regulaciji 

transkripcionih faktora i citokina koji su prisutni kod akutnog i hroničnog zapaljenja. Njihovi 

rezultati sugerišu da bi ishrana bogata malvidin-3-glukozidom mogla da poboljša ishod imunih i 

metaboličkih poremećaja udruženih sa produženim trajanjem zapaljenja. Bobičasto voće sa 

većim sadržajem cijanidina i peonidina češće ispoljava antiinflamatorni efekat u organizmu 

(Fang i sar., 2015). 

Shi i sar. (2014) su ispitivali da li antocijani borovnice mogu da štite od ciklofosfamidom 

izazvanog oštećenja jetre. Kako ciklofosfamid slično gentamicinu izaziva oštećenje organa 

putem oksidarivnog stresa, i on je doveo do povećanja sličnih parametara kao i GM. Naime, 

povećao je nivo proinflamatornih citokina, a smanjio nivo antiinflamatornih kao i apoptozu 

ispitivanih ćelija, što je dokazano indirektno, putem povećanja proapoptotičnih gena. Antocijani 

su i u ovom slučaju imali zaštitni efekat i izazvali inhibiciju zapaljenja i apoptoze, 

antiinflamatornim i antioksidativnm dejstvom.  

Bertuglia i sar. (1995) su utvrdili da antocijani borovnice štite od oštećenja zida krvnog suda 

nakon ponovnog uspostavljanja cirkulacije posle ishemije. Mehanizmi kojima to čine su: 

smanjivanje adherencije leukocita za zid krvog suda, sprečavanje stvaranja medijatora 

zapaljenja, očuvanje endotela i poboljšanje kapilarne perfuzije. Kako je jedan od mehanizama 

GM nefrotoksičnosti narušavanje perfuzije bubrega i oštećenje kapilarne mreže, može se 

zaključiti da je i jedan od mehanizama kojima borovnica štiti od ove nefrotoksičnosti taj što se 

suprotstavlja vaskularnim štetnim efektima GM. 

Kako antocijani deluju unutar ćelije kao tako moćni antioksidansi u GM nefrotoksičnosti? 

Bornsek i sar. (2012) tvrde da po njihovom ulasku u ćeliju, endogeni antioksidantni sistemi 

organizma stupaju na snagu. Tu spadaju pre svega enzimi, čija se aktivnost povećava. Kakvi god 

mehanizmi bili uključeni, podaci njihovih istraživanja ukazuju da čak i veoma niske 

koncentracije, kao što su one prisutne u plazmi nakon konzumiranja uobičajene porcije 

borovnica (1 nM), mogu da dovedu do izvanredne antioksidativne aktivnosti na nivou ciljnog 

tkiva ili organa. Antocijani unešeni ishranom takođe smanjuju oksidativni stres u HepG2 

ćelijama, što ukazuje da postoji mogućnost da se i oni transportuju u ćelije (Vanzo i sar., 2011). 

Cijanidin-3-glukozid, dat i.v. kako bi se zaobišla crevna barijera, brzo preuzimaju i jetra i 

bubrezi ali ga i brzo metabolišu i vraćaju nazad u plazmu. Nešto kasnije, zapaža se efikasnija 
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ekskrecija putem žuči i urina (Bornsek i sar., 2012). Ovi podaci ukazuju da bi antocijani mogli 

biti ne samo efikasni antioksidansi, već i hepato i renoprotektivni agensi. 

Karlsen i sar. (2010) su ispitivali efekte soka borovnice na biomarkere zapaljenja u serumu i 

plazmi i antioksidantni status kod osoba sa barem jednim faktorom rizika za kardiovaskularne 

bolesti, kao predstavnicima stanja hroničnog zapaljenja. Ubacivanje soka borovnice u ishranu 

izazvalo je značajni pad koncentracije C-reaktivnog proteina, interleukina (IL)-6, IL-15 i  

monokina  indukovanih interferonom INF-γ (MIK). Neočekivano, u njihovoj studiji došlo je do 

porasta u plazma koncentraciji TNF-α kod osoba koje su unosile borovnicu. Kod ovih osoba su 

zabeleženi i povišeni nivoi kvercetina i kumarinske kiseline. Osim toga, nikakve druge razlike 

nisu zabeležene što se tiče kliničkih parametara, oksidativnog stresa ili antioksidativnog statusa.  
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ZAKLJUČAK 

Utvrđeno je prisustvo značajnih količina fenolnih jedinjenja – sekundarnih biljnih metabolita sa 

antioksidativnom aktivnošću: polifenola, flavonoida, tanina i fenilpropanoida u ekstraktima 

zelenog čaja i borovnice, a kod slučaju borovnice i antocijana. U ekstraktu borovnice HPLC 

analizom je identifikovano 15 antocijana (glikozida delfinidina, cijanidina, petunidina, peonidina 

i malvidina). Detaljna analiza pojedinačnih antocijana u svežim borovnicama potvrdila je da su 

delfinidin i cijanidin najzastupljeniji aglikoni. 

I ekstrakt zelenog čaja i ekstrakt borovnice ispoljavaju snažnu antioksidativnu aktivnost u dva 

primenjena komplementarna test sistema (DPPH i inhibicija lipidne peroksidacije u 

lipozomima), iako je efekat zelenog čaja izraženiji.  

Vrednosti kreatinina u serumu GM gupe statistički su značajno veće od vrednosti kreatinina 

kontrolne grupe (p<0.001). Vrednosti kreatinina grupa GT+GM i B+GM bile su statistički 

značajno niže (p<0.001) od istih u GM grupi. 

Vrednosti ureje u serumu GM grupe pacova su statistički značajno veće od vrednosti ureje 

kontrolne grupe (p<0.001), kao i grupa GT+GM i B+GM.  

Vrednosti MDA u tkivu bubrega GM grupe su statistički značajno veće od vrednosti kontrolne 

grupe (p<0.001). Vrednosti MDA grupa GT+GM i B+GM su statistički značajno niže od 

vrednosti MDA u GM grupi (p<0.001). 

Vrednosti AOPP u tkivu bubrega GM grupe su bile statistički značajno veće od vrednosti 

kontrolne grupe (p<0.001). Vrednosti AOPP grupa GT+GM i B+GM su bile statistički značajno 

niže od vrednosti MDA GM grupe (p<0.001). 

Vrednosti katalaze u tkivu bubrega GM grupe su bile statistički značajno niže od vrednosti 

kontrolne grupe (p<0.001). Vrednosti katalaze grupa GT+GM i B+GM su bile statistički 

značajno više od vrednosti katalaze GM grupe (p<0.001). 

Strukturne promene i oštećenja u tkivu bubrega bile su najizraženije kod GM grupe, dok je 

suplementacija zelenim čajem (GT+GM) ili borovnicom (B+GM) znatno ublažila ove promene. 

Površina glomerula GM grupe statistički je značajno viša u odnosu na površinu kontrolne grupe 

(p<0.001), kao i grupe GT+GM (p<0.05). 
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Površina epitela proksimalnih tubula GM grupe bila je statistički značajno viša u odnosu na 

površinu kontrole (p<0.001). Ovaj parameter kod B+GM bio je statistički značajno niži (p<0.01) 

u odnosu na GM grupu, dok je kod GT+GM grupe takođe bio niži, ali ne statistički značajno. 

Površina epitela distalnih tubula GM grupe bila je statistički značajno viša u odnosu na onu kod 

kontrole (p<0.001). Ovaj parameter kod B+GM bio je statistički značajno niži (p<0.01) u odnosu 

na GM grupu, dok je kod GT+GM grupe nije pokazivao statističku značajnost. 

Površina jedara intersticijumskih ćelija GM grupe bila je statistički značajno niža u odnosu na 

kontrolu (p<0.001). Ova vrednost B+GM grupe bila je statistički značajno viša u odnosu na GM 

(p<0.05), dok je kod GT+GM takođe bila viša, ali ne statistički značajno. 

Cirkularnost jedara intersticijumskih ćelija GM grupe bila je viša od cirkularnosti jedara 

intersticijumskih ćelija kontrole ali ne statistički značajno. Ove vrednosti kod GT+GM i B+GM 

grupa su bile statistički značajno niže od vrednosti GM grupe (p<0.05 i p<0.001). 

Na osnovu dobijenih rezultata možemo zaključiti da primena zelenog čaja i borovnice kod 

pacova sa akutnom bubrežnom insuficijencijom izazvanom gentamicinom ima zaštitni efekat i 

umanjuje strukturna i funkcionalna oštećenja. 
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