Vasko Roganovic

Ispitivanje Tibetanskog leka u leCenju
ateroskleroze

Ispitivano je dejstvo Tibetanskog leka u lecenju ateroskleroze. Kao bioloski mo-
del u eksperimentu, koriscen je pacov. U toku 6 nedelja, u zavisnosti od difere-
ncijacije po grupama, pacovi su dobijali hranu bogatu lipidnom komponentom i
Tibetanski lek. Nakon 6 nedelja napravijeni su histoloski preparati sréanog
misica, jetre i aorte, i odreden je lipidni status pacova. Svi rezultati ukazuju na
pozitivno dejstvo Tibetanskog leka kao inhibitora ugradnje holesterola u zidove
krvnih sudova i neefrikasan uticaj na smanjenje koncentracije lipida u krvi.

Uvod

Od davnina je poznato lekovito dejstvo belog luka. RazliCiti Casopisi
Cesto donose Clanke o blagotvornom dejstvu belog luka na zdravlje.

Beli luk (Allium sativum) sadrZi inulin i skrob, pa je etarsko ulje op-
ticki neaktivno, Zitko, specificnog jakog mirisa. Najaktivnija supstanca be-
log luka je alicin (2-propen-tiosulfinat), koji nastaje dejstvom enzima
alinaze na derivat cisteina aliin (s-alol-1-cistein-sulfoksid). Pored alicina,
beli luk sadrzi i antibiotik geralicin, koji ne sadrZi sumpor. Alicin se pod
dejstvom kiseonika iz vazduha razlaZe na uljaste sekundarne proizvode (dia-
lildisulfid i dr.).

Utvrdeno je da vodeni rastvor alicina ima veliku baktericidnu moc¢
(Tucakov 1990). Cak i u razblazenuju 1:85000 do 1:125000 pokazuje an-
tibakterijsko dejstvo u odnosu na neke Gram pozitivne i Gram negativne
mikroorganizme (stafilokoke, streptokoke, bacili tifusa, dizenterije i kole-
re). Primena belog luka u medicini i farmaciji je velika. On ulazi u sastav
preparata za poboljSanje apetita, stimulaciju nervnog sistema, protiv povi-
Senog krvnog pritiska i ateroskleroze, koristi se kao antiseptik itd.

Ateroskleroza

Ateroskleroza je jedna od najrasprostranjenijih bolesti sadasnjice.
Njen znacaj se ogleda u tome Sto stvara uslove za lak$i nastanak infarkta
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u raznim organima, Sto rezultira izumiranjem njihovog tkiva, a to moze
imati i smrtne posledice. Stoga, svaka rana dijagnoza ove bolesti ima
veliki znacaj, kao i ispitivanje lekova koji bi doveli do njenog sprecavanja
i leCenja.

Ateroskleroza je naziv za grupu bolesti arterija, Cija je zajednicka
osobina zadebljanje zida aretrija uz gubitak elasti¢nosti. Tu postoje tri ja-
sno odvojena oblika: monkebergova skleroza, ateroskleroza i arteriolosk-
leroza.

Ateroskleroza je bolest velikih i srednjih arterija, koja se odlikuje po-
javom vezivnih plo¢a u unutrasnjem sloju (intimi) zida arterija, koje se is-
pupe u zjap arterije i dovode do njegovog suZenja. Ove plocCe se sastoje
iz jednog centralnog dela u kome se nalaze masna jedinjenja, uglavnom
estri holesterola u celijama glatkih miSica i van njih, kao i raspadnute ée-
lije. Centralni deo je okruZen omotaem sastavljenim od celija glatkih mi-
Sica, kolagenih vlakana i makrofaga. U daljem toku u ove ploce se taloZe
soli kalcijuma. Endotel koji pokriva ove ploce nema viSe sposobnost da
sintetiSe prostaglandin 2 (koji spreCava adheziju trombocita i Siri zjap ar-
terija), te poCinju da se stvaraju krvni ugrusci, koji jo§ viSe suzavaju zjap
arterija, ali mogu i da se otkinu i uzrokuju tromboembolije.

Postoje brojne teorije o uzrocima nastajanja aterosklerotskih ploca, ali
danas je jednodusno prihvadeno miSljenje da su ove promene uzrokovane
reakcijom krvnog suda na lokalno osteéenje endotela. Stetni uticaji koji do
ovakvog oStedenja dovode mogu biti mehanicki i hemijski.

Endotelne celije su izloZene neprekidnim oStecenjima i to od strane
vrtloga toka krvne struje. Ova pojava je naroCito izraZena kod osoba sa
poviSenim krvnim pritiskom (arterijska hipertenzija). Posledica ovog me-
hanizma je odlubljivanje endotelnih celija unutrasnjeg omotaca (intime) kr-
vnih sudova, $to dovodi do athezije i agregacije trombocita, odnosno
aktiviranje kaskadnog sistema faktora koagulacije i povecanja propustlji-
vosti intime krvnih sudova za neke sastojke krvi koji ucestvuju u stvaranju
ateromske ploce.

Znacajna uloga trombocita u genezi ateromskih ploca je oslobadanje
materije poznate pod nazivom mitogeni Cinilac iz trombocita, $to u mediji
(srednjem sloju arterijskog zida) dovodi do bujanja Celija glatkih miSica,
koje prelaze u intimu na mestu oStecenja endotela. Za osnovu ovih Celija
vezuju se dalje kolagena i vezivna vlakna, te se na ovu osnovu dalje taloze
lipidi iz krvi. Stoga su ove glatke miSi¢ne Celije glavni sastojci ateromskih
ploca. Uloga trombocita u nastanku ateromskih ploc¢a vazna je i zbog toga
S§to iz svoje citoplazme oslobadaju serotonin, amin koji ubrzava odlublji-
vanje endotela i izaziva spazam arterija, Sto dodatno dovodi do smanji-
vanja lumena arterije na mestu ateromskih promena i otezava cirkulaciju
krvi.
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Medu hemijskim Stetnim Ciniocima jedno od najvaZznijih je hroni¢no
povecanje koncentracije holesterola u krvi. Kako masti dolaze u zid krv-
nog suda iz krvi, razumljivo je da ¢e viSe masti , tj. holesterola dolaziti u
zid krvnog suda, ukoliko je njegova koncentracija u krvi veca i ukoliko je
krvni pritisak visi. Prema tome, razumljivo je da su hiperlipidemije, pored
puSenja duvana, povisenog krvnog pritiska i Secerne bolesti, najvazniji fak-
tori rizika za razvoj ateroskleroze i njenih posledica: koronarne bolesti srca
sa infarktom miokarda, ateroskleroznih suZenja moZzdanih krvnih sudova sa
apoplekti¢nim inzultom i obliteracija perifernih arterija sa klaudikacijom i
gangrenom (Plav§i¢ 1992).

Holesterol

Od svih sterola u ljudskom organizmu, holesterol je najzastupljeniji.
Kao i ostali steroli, on je alkohol, velike molekulske mase i ima tetraci-
kli¢nu perhidroenantrensku strukturu sa 27 C-atoma.

Spada u grupu lipida zajedno sa estrima holesterola, fosfolipidima,
trigliceridima i masnim kiselinama. Lipidi su nerastvorljivi u vodi, pa je
njihovo prenosenje putem krvi moguce samo kada stvore komplekse sa be-
lanCevinama apoproteinima, ¢ineci lipoproteine.

Lipoproteini plazme mogu da se podele na dva nacina: u odnosu na
specificnu teZinu i u odnosu na karakteristike mobiliteta pri elektroforezi.
Po prvoj podeli, lipoproteini se dele na HDL (High Denstity Lipoproteins
- lipoproteini velike gustine), LDL (Low Denstity Lipoproteins - lipopro-
teini male gustine), VLDL (Very Low Denstity Lipoproteins - lipoproteini
veoma male gustine). Na osnovu druge podele, lipoproteini se dele na b-
lipoproteine, pre b-lipoproteine, a-liporoteine i hilomikrone. Pre b-liporo-
tein odgovara VLDL, b-liporotein odgovara LDL, a a-liporotein odgovara
HDL.

Hilomikroni su najvecih dimenzija i nastaju iz triglicerida unetih hra-
nom. Oni odlaze u kapilare masnog i miSiénog tkiva, gde se skladiSte, od-
nosno sluZe kao izvor energije. Preostali hilomikroni odlaze u jetru gde se
stvaraju VLDL. LDL Ccestice prenose oko 60% ukupnog kolesterola u krvi,
iz kojih se preko LDL receptora omoguéava ulazak holestreola u celije.
HDL cestice, koje prenose oko 20% ukupnog holesterola krvi, zadrZavaju
ga na sebi i Stite organizam od ateroskleroze, te je njegova sniZena kon-
centracija takode rizik za aterosklerozu. Nutritivne hiperlipoproteinemije
nastaju pri ishrani velikog kalorijskog unosa. VLDL su poviSeni pri
hiperkalori¢noj ishrani i poviSenom unosu zasienih masnh kiselina, jedno-
stavnih ugljenih hidrata i etil alkohola. LDL su poviSene pri velikom uno-
su holesterola i zasi¢enih masnih kiselina (Karlson 1989).

Jetra predstavlja primarno mesto biosinteze holesterola. Nastali
holesterol se opet otpusta u krv, delimi¢no kao lipoprotein. Tako jetra
snabdeva ostale organe u kojima je biosinteza holesterola smanjena zbog
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prisutnog holesterola vezanog za lipoproteine. Jetra prima holesterol iz kr-
votoka, a preradenog ga izluuje ne samo u krv, veé i u zu¢. Zu¢ sadrzi i
7ucne kiseline, glavne produkte razgradnje holesterola. Zu¢ne kiseline ima-
ju vaznu funkciju emulgatora. One su nezamenljive prilikom resorpcije
msti u crevima. Holesterol se takode sintetiSe u nadbubreznim i polnim
Zlezdama.

Na osnovu iznetih Cinjenica opredelili smo se za ispitivanje dejstva
tibetanskog leka na bioloSkom modelu pacova podvrgnutih dijeti bogatoj
holesterolom.

Materijal 1 metode

Kao bioloski model u eksperimentima su koriséeni odrasli pacovi soja
Wistar (stari 2 meseca), muskog pola. Ukupan broj od 24 eksperimentalne
Zivotinje podeljen je u 4 grupe od po 6 Zivotinja:

1. grupa - kontrolna (uobiCajena ishrana)

2. grupa - ishrana bogata holesterolom (po Semi)

3. grupa - ishrana bogata holesterolom (po Semi) i Tibetanski lek

4. grupa - uobiCajena ishrana uz primenjen Tibetanski lek

Sema reZima ishrane obogacene holesterolom:

UobicCajena ishrana laboratorijskih Zivotinja podrazumeva brikete hra-
ne u ukupnoj masi od 150 g dnevno, bez ograni¢enja unosa vode. Na ovaj
nacin hranjene su laboratorijske Zivotinje iz 1. i 4. grupe. Laboratorijske
Zivotinje iz 2. i 3. grupe dobijale su istu koli¢inu briketa, natopljenih sa 4
ml 20% uljanog rastvora holesterola (proizvodac: ICN Galenika).

Tibetanski lek predstavljen je tinkturom belog luka, spravljenom u la-
boratoriji po receptu. Zivotinje iz 3. i 4. grupe dobijale su tibetanski lek
kao dodatak vodi za pice. Zivotinje su bile smetene u specijalno konstru-
isanom kavezu, koji se sastojao iz posebnih komora za po 2 pacova, pre-
gradenih pleksiglasom, tako da pacovi nisu bili izloZeni eventualnom
stresu usled izolacije.

Recept za tibetanski lek (za ljudsku upotrebu)

NP4

350 g dobro ocis¢enog i opranog belog luka usitni se tu¢kom od dr-
veta ili peCene gline, i potopi u 300 g 96% etil-alkohola. Drzi se 10 dana
na hladnom mestu, sve se procedi kroz gustu tkaninu, i nakon 2-3 dana je
spreman za koriS¢enje (u 50 g mleka sobne temperature).

Sema za upotrebu leka za Goveka i pacova data je u tabeli 1. Uzi-
majudi za parametre prose¢nu masu ¢oveka, masu pacova i dozu leka za
ljudsku upotrebu, proporcijom je izracunata doza leka za pacove. Zatim je
doza uvecana 7 puta, kao prosecna vrednost odnosa povecane brzine me-
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tabolizma pacova u odnosu na ¢oveka (Fekete 1993). Kako u eksperimentu
nije postojala mogucénost da se lek dozira podeljen u tri obroka, niti da se
koristi mleko (iz fizioloSkih razloga), izracunata dnevna doza leka primen-
jena je u vodi koju su pacovi iz odgovarajucih grupa koristili u toku celog
dana.

Tabela 1. Doziranje leka [ml] po danima

v

Dani Covek Pacov
dorucak rucak vecera
1 0.1 02 03 0.14
2 04 05 0.6 0.35
3 0.7 0.8 09 0.56
4 1.0 1.1 12 0.77
5 1.3 14 1.5 0.98
6 1.5 14 1.3 0.98
7 12 1.1 10 0.77
8 09 0.8 0.7 0.56
9 0.6 05 04 0.35
10 03 02 0.1 0.14
11-42 25 2.5 2.5 1.75

Literaturni podaci ukazuju da je kod pacova 42 dana (6 nedelja) mini-
malno vreme za nastanak aterosklerotskih plakova (Fekete 1993; Gross
1991).

Nakon perioda od 6 nedelja utvrden je lipidni status krvi (uzete iz
srca) za po Cetri laboratorijske Zivotinje iz svake grupe. Krv je centrifugi-
rana (7000 obrtaja/min), a zatim je iz dobijenih seruma odredena koncen-
tracija holesterola, triglicerida i HDL. Koncentracije holesterola i HDL su
odredene enzimskom metodom (CHOD-PAP) dok su koncentracije trigli-
cerida odredene standardnom GPO-PAP metodom (Majki¢-Singh 1994).
Koncentracija LDL odredena je racunskim putem, koriSéenjem Friedwald-
ove formule:

LDL = Hol - (Tri/2.2 + HDL)

Pacovi su Zrtvovani i u svrhu izrade patohistoloSkih preparata aorte,
sréanog misica i jetre. Patohistoloski preparati seeni su u kriostatu i bo-
jeni Sudan metodom i analizirani svetlosnim mikroskopom.

Rezultati

Lipidni status krvi laboratorijskih Zivotinja Zrtvovanih nakon eksperi-
menat prikazan je u tabeli 2.
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Tabela 2. Lipidni status laboratorijskih Zivotinja

Grupa Koncentracija [mmol/]]

trigliceridi holesterol HDL LDL
1 1.38+0.16 0.83+0.05 0.1440.03 0.06£0.04
2 1.33+0.40 1.45+0.21 0.1540.05 0.69£0.37
3 2.07+0.46 2.42+0.12 0.17£0.04 1.31£0.32
4 0.51+0.14 0.931£0.2 0.05+0.04 0.65%0.14

Dobijeni rezultati su analizirani primenom Studentovog t-testa i poka-
zano je da izmedu ove Cetiri eksperimentalne grupe postoji statisti¢ki zna-
¢ajna razlika (p < 0.01) na bar jednom ispitivanom parametru.

Kod 3. grupe pacova (koja je dobijala holesterol i lek) postoji pove-
¢anje koncentracije svih lipida u odnosu na ostale grupe. Kod 4. grupe pa-
cova (dobijala uobicajenu ishranu i lek) postoji povecanje koncentracije
holesterola u odnosu na kontrolnu grupu, kao i znacajno povecanje kon-
centracije LDL. Kod 2. grupe pacova (dobijala hranu obogacenu holeste-
rolom) uoCen je povisen nivo holesterola i LDL u odnosu na kontrolnu
grupu. Nivo HDL je znatno smanjen kod 4. grupe.

Lipidni status odreden kod kontrolne grupe je u pozitivnoj korelaciji
sa literaturnim podacima.

Histoloskim pregledom preparata aorte kod ispitivanih grupa, prime-
¢eno je da kod grupe 2 intima i bazalna membrana prikazanog dela aorte
pokazuju lipidne depozite koji u potvrdeni Sudan bojenjem (slika 2).

U grupi 3 na histoloSkom preparatu nisu pronadeni lipidni depoziti
kao kod grupe 2, ali su primedene minimalne promene na intimi i bazalnoj
membrani.Iz tehnickih razloga nije bilo mogucée odrediti da li su histoloske
promene kod ove grupe posledice procesa ateromatoze, ili su neke druge
prirode (slika 3).

Diskusija

Sprovedena istrazivanja ukazuju na znacajne izmene metabolizma pa-
cova, kako u uslovima formiranmja eksperimentalne ateroskleroze, tako i
u uslovima primene tibetanskog leka kao antiaterogenog sredstva.

Ishrana bogata holesterolom je sledstveno uzrokovala povisen nivo
holesterola u krvi kao i LDL frakcije lipoproteina koji su nosioci znacaj-
nog procenta holesterola u krvi pacova, §to je u skladu sa nalazima drugih
istrazivaCa (Stefanovié¢ 1980; Gross 1991; Robins 1994).

Poremecaj lipidnog statusa uz prethodno opisane histoloske promene
u grupi pacova koji su pored holesterolske dijete dobijali i Tibetanski lek,
verovatno je posledica nedovoljnog poznatog metabolickog puta, kojim Ti-
betanski lek utice na proces ateromatoze.
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Slika 1.
Aorta - kontrolna

grupa

Figure 1.
The aorta - controls

Slika 2.
Aorta - holesterol

Figure 2.
The aorta -
cholesterol
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Slika 3.
Aorta
- holesterol + lek

Figure 3.
The aorta -
cholesterol + drug

Slika 4
Aorta - lek

Figure 4.
- The aorta drug
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Kod svih grupa pacova zapaZen je nizak nivo HDL. Ovakav nalaz
ukazuje na neukljucivanje prirodnih odbrambenih mehanizama protiv po-
viSene koncentracije holesterola u krvi, ¢ime je sledstveno povecan rizik
od nastajanja ateroskleroze u krvnim sudovima. Neukljucivanje opisanog
zaStitnog mehanizma je verovatno uslovljeno relativno kratkim vremen-
skim periodom izlaganja ishrani bogatoj holesterolom.

Zakljucak

Utvrdeno je pozitivno dejstvo Tibetanskog leka u smislu sprecavanja
ugradnje holesterola u zidove krvnih sudova i njegova neefikasnost u po-
gledu smanjenja koncentracije lipida u krvi. Naime, kod svih grupa koje
su primale hranu bogatu holesterolom utvrden je skok lipidnih komponenti,
S$to je propraceno smanjenjem koncentracije HDL Cestica koje se smatraju
zastitnim faktorom jer uti€e na ukanjanje lipida iz krvi.

Rezultati ovog istraZivanja upucuju na zakljucak da postoji potreba da
se ovo ispitivanje produbi, uz neophodnu analizu mehanizma dejstva i me-
tabolickog puta tibetanskog leka, koji su ostali nepoznati.
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Vasko Roganovic¢

Study of Tibetan Drug in Treatment of Atherosclerosis

We studied the action of a tibetan drug in treatment of
atherosclerosis. The rat was used as a biological model in the experiment.
For 6 weeks (the groups were differentiated) the rats received lipid-rich
food and the tibetan drug. After six weeks histological preparations of the
cardiac muscle, liver and aorta were made and the lipid state of the rats
was determined. All results suggest favourable effect of the tibetan drug
as the inhibitor of choleterol uptake in the blood vessels and lack of the @
effect on the lipid blood levels.
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