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يافته / دوره پانزدهم / شماره 2 / بهار 92 / ويژه نامه گياهان دارويي



	دريافت مقاله:  22/1/92  ، پذيرش مقاله: 18/3/92

	( مقدمه: عوارض دیابت ممکن است ناشی از تولید رادیکال​های آزاد باشد که سبب بروز مشکلات حافظه می​شود و ابتلا به زوال عقل را افزایش ‌می​دهد. هم چنین افراد دیابتی در معرض خطر دردهای عصبی هستند. اسیدگالیک  دارای خواص آنتی​اکسیدانی و ضد رادیکال​های آزاد است. در این مطالعه اثر تجویز اسیدگالیک ، بر حافظه اجتنابی غیرفعال و درد در موش​های دیابتی بررسی گردید.

	( مواد و روش​ها: حيوانات به گروه​های کنترل (سالم)، دیابتی با STZ (mg/kg60)، 3 گروه سالم و 3 گروه ديابتي که به مدت دو هفته اسيد​گاليك (mg/kg 10، 50 و100) را به روش گاواز دریافت کردند ، تقسیم شدند. ميزان قند​خون با خون​گيري از ناحیه دم اندازه​گيري ​شد.

	( يافته​ها: یافته​​ها کاهش معنی​دار حافظه (تأخیر در پایین آمدن از سکو) در گروه دیابتی در تمامی روزها به جز روز یادگیری (P≤0.01) را نشان​داد. دوز 50 اسیدگالیک  افزایش معنی​داری در حافظه موش​های غیردیابتی در روز اول(P≤0.01)، سوم و هفتم(P≤0.05) و نیز دوز 10 در روز اول (P≤0.05)  ایجاد​نمود. هم چنین افزایش معنی​دار حافظه​ روز اول(P≤0.01)، سوم و هفتم(P≤0.05) گروه​های دیابتی دریافت​کننده​ دوز 50 و10 اسید گالیک  مشاهده​گردید. در رفلکس دورکشیدن دم( تاخیر در پرتاب دم) از کانون درد کاهش معنی​داری(P≤0.01) در گروه دیابتی مشاهده شد و  تنها در گروه دریافت کننده دوز 50 اسیدگالیک، افزایش معنی​داری(P≤0.01) در تاخیر در پرتاب دم مشاهده گردید.

	( بحث و نتيجه​گيري: با توجه به یافته های این تحقیق اسیدگالیک  احتمالاً با اثر آنتی​اكسيدانی قوی منجر به جاروب رادیکال​های آزاد و کاهش عوارض ناشی از دیابت از جمله درد می گردد و احتمالاً بر مسیرهای عصبی حافظه در نواحی خاص مغز اثر می کند و سبب بهبود حافظه در موش​های سالم و دیابتی می شود.

	( واژه​هاي كليدي: دیابت، اسید گالیک ، درد، حافظه، موش صحرایی.



مقدمه

بيماري ديابت اختلالي است متابوليكي كه به وسیله افزايش قند خون مشخص و به دنبال نقص در ترشح انسولين ،مقاومت به عمل انسولين يا هر دو ايجاد مي گردد و در دراز مدت با عوارض چشمي، كليوي، قلبي و عصبي همراه است(1). 

دیابت القا شده توسط استرپتوزوتوسین (STZ)1، منجر به آسیب سلول​های β پانکراس می​شود و در نتیجه کاهش انسولین و افزایش قند خون را به دنبال دارد (2). نوروپاتی دیابتیک دردناک همواره عارضه چالش برانگیزی در دیابت قندی است و درد ناشی از نوروپاتی اعصاب محیطی یکی از شکایات مهم بالینی افراد مبتلا به دیابت قندی محسوب می شود و در مراقبت از بیمار، درمان نوروپاتی دردناک ضروری است (3). از سوی دیگر دیابت با عوارض عصبی در سیستم عصبی مرکزی و محیطی همراه است (3) حافظه به عنوان یکی از فعالیت های شناختی  بنیادی ارزیابی می گردد (4).  اختلال در یادگیری و حافظه نیز به عنوان یک عارضه دیابت شناخته شده است و در نمونه های حیوانی دیابت، مانند موش های دیابتی شده با استرپتوزوتوسین، اختلالات حافظه فضایی نیز گزارش شده اند(3). در تحقیقات گذشته آنتی اکسیدان های بسیاری  یافت شده اند که در بهبود عملکرد شناختی در  موش​های  صحرایی مسن و نیز  برای جلوگیری از کاهش  حافظه و یادگیری متعاقب  آلزایمر مؤثر بوده اند (5). امروزه مطالعه اثر آنتي اكسيدانها تبديل به يكي از مهم​ترین جنبه​هاي تحقيقات بيماري ديابت شده است. پلي فنل ها گروهی از مواد شيميايي هستند كه در گياهان ، ميوه ها و سبزيجات وجود دارند، اسيد فنوليك ها شامل اسيد گاليك (GA)2 ، اسيد كافئيك، اسيد فروليك (FA)3 و پروپيل گالات(PG)4 مي‌باشند (6). اسید گالیک در نوشیدنی‌ها، آجیل، سماق، برگ چای، پوست درخت بلوط و توت فرنگی، آناناس، موز، لیمو، انگور قرمز، پوست سیب و سایر گیاهان دارویی مختلف یافت می شود (9-7). 

اسید گالیک به عنوان یک آنتی اکسیدان عمل و به سلول‌های بدن در محافظت از صدمات اکسیداتیو کمک می کند. با توجه به فعالیت بیولوژیک آن، اسید گالیک اعمال ضد باکتری، ضد ویروسی و ضد التهاب داشته، بررسی اثرات آنتی اکسیدانی آن  از طریق مهار فعالیت‌های تیروزیناز نشان داده شده است (10). همچنین مانع از بالا رفتن چربی رژیم غذایی ناشی از دیس لیپیدمی و نیز اثرات ضد پرولیفراتیو، ضد آپوپتوز و اثرات ضد توموری در سرطان پروستات موش را نشان داده است (11). مصرف گياهان حاوي تركيباتي نظير كاتچين، اسيد گاليك و كافئين است توانسته با مهار يا كاهش گليكاسيون پروتئين ها مثل آلبومين، مانع از بروز برخي از عوارض بيماري ديابتي گردد (12). اثر اسید گالیک  بر کاهش اختلالات عصبی مختلف، از جمله بیماری آلزایمر که با دمانس و کاهش حافظه همراه است، گزارش شده است (13). از آنجا که مطالعه‌ها نشان داده‌اند که استرس اکسيداتيو نقش مهمى در پيدايش بسيارى از تغييرات نورولوژيک و رفتارى در بيمارى ديابت ايفا مي‌کند، بنابراين بررسى تأثير آنتي‌اکسيدان‌ها در تسکين درد نوروپاتيک و آسیب فعالیت های شناختی ديابتى حائز اهميت است. با توجه به این ویژگی ها بر آن شدیم تا اثر اسید گالیک  را بر میزان حافظه و آستانه درد در نمونه حیوانی دیابتی مورد ارزیابی نماییم.
مواد و روش​ها
حيوانات مورد آزمايش و گروه​بندي
در این پژوهش هشتاد سر موش هاي صحرايي نر جوان، نژاد ویستار با وزن 200-250 گرم استفاده شد که از مركز تكثير حيوانات آزمايشگاهي جندی شاپور اهواز  تهيه شدند و در دماي 20 تا 22 درجه سانتيگراد و در رطوبت 60-55  و سيكل روشنایی تاريكي 12 ساعت در محل نگهداری حیوانات آزمایشگاهی دانشگاه آزاد اسلامی واحد ایذه نگهداري شده، دسترسي آزاد به آب و غذا داشتند و حيوانات به صورت تصادفي  به 8 گروه 10 تايي تقسیم شدند این گروه ها شامل گروه​هاي کنترل (غیر دیابتی) که حيوانات اين گروه سالم بودند اما اسيد گاليك و يا داروي استرپتوزتوسين (STZ) به آنها تزريق نگردید و گروه دیابتی شده با STZ (mg/kg60 ) (14) که اسيد گاليك دریافت نکردند و 3 گروه ديابتي شده و 3 گروه غیر دیابتی که به مدت دو هفته اسيد گاليك (mg/kg 10، 50 و100) را به روش گاواژ دریافت کردند (15). در طول مدت دوره تحقيق، حيوانات به صورت نامحدود از غذاي تهيه شده از كارخانه خوراك پارس دام تهران و آب آشاميدني شهر ایذه استفاده كردند. روش کار اين تحقيق بر اساس قوانين بين المللي در مورد حيوانات آزمايشگاهي، در كميته اخلاق دانشگاه به تصويب رسيد.

سنجش قند خون

در اين مطالعه براي ديابتي كردن موش ها از تزريق درون صفاقي داروي  STZ(mg/kg60) استفاده شد (14) پس از گذشت 72 ساعت، ضمن خونگيري از ناحيه دم موش‌ها، با استفاده از نوار گلوكوياب و دستگاه اندازه گیری قند خون  (نمونهBionime rightest GM110، شرکت خسرو مدیسا طب ایران)، ميزان قند خون نمونه​ها اندازه​گيري شد. موش هاي با قند خون بيش از200 mg/dL (16)، موش‌هاي ديابتي در نظر گرفته شدند. كليه تجويزها به صورت گاواژ و در ساعت 10 تا 11 صبح انجام گرديد. 24 ساعت پس از آخرين تجويز مجدداَ میزان قند خون نمونه ها اندازه گیری شد و آزمون های درد و حافظه به صورتی که در زیر آمده است، انجام گردید.

تهیه اسیدگالیک 

 اسیدگالیک (تهیه شده از شرکت سیگما آلدریچ، ایالات متحده آمریکا) در نرمال سالین حل شد و به مدت دو هفته اسيد گاليك (mg/kg 10، 50 و100) به روش گاواژ تجویز گردید.
ارزيابي آستانه درد 
در اين روش ابتدا حیوان درون یک محدود کننده
 قرار گرفت، سپس حیوان روی جایگاه در دستگاه تیل فلیک )شرکت برج صنعت، ایران) قرار داده شد. با تاباندن گرمای ۵٠ درجه سانتی گراد روی نقطه ای در فاصله ۵-۷ سانتی متری از نوك دم موش های صحرايی، مدت زمان تأخير پس کشیدن رفلکسی و يا دوركردن دم از كانون گرمايی ثبت گردید. زمان قطع گرما (Off Time Cut) به منظور پيشگيری از صدمه بافتی در دم، روی ١٠ ثانيه تنظيم و كنترل شد. مدت زمان تاخیر در کشیدن دم در سه مرتبه و به فاصله دو دقیقه، پس از مرحله سنجش خون بعد از پایان تجویز اسید گالیک،  اندازه گیری شد و میانگین آنها به عنوان زمان تاخیر، ثبت گردید.
روش بررسي حافظه اجتنابي غير فعال 

این آزمون نیز پس از سنجش قند خون در مرحله دوم پس از پایان دو هفته تجویز اسید گالیک انجام شد. در اين آزمون از دستگاه Step Down (به سفارش آزمایشگاه تحقیقاتی زیست شناسی واحد ایذه ساخت آقای مهندس پور در اهواز) استفاده گردید. پس از سنجش قند خون در گروه​های دیابتی و غیر دیابتی، در روز يادگيري موش درون استوانه پلاستيكي روي سكوي چوبي گذاشته مي شد، 10 ثانيه بعد استوانه پلاستيكي برداشته شده، زمان تأخير پايين آمدن موش از سكوي چوبي ثبت مي گردید. بلافاصله پس از پايين آمدن حیوان از سكوي چوبي، شوك الكتريكي  mA5/0 براي مدت3 ثانيه از طريق كف ميله اي به کف پاها و دست های حیوان اعمال می شد و سپس موش به قفس برگردانده مي شد. روز بعد (فاصله زماني به ياد آوردن 24ساعته) موش صحرايي مجدداَ روي سكوي درون استوانه پلاستيكي قرار می گرفت و پس از 10 ثانيه استوانه پلاستيكي برداشته مي شد و زمان تأخير  پايين آمدن از سكو ثبت مي گردید. (البته در روز دوم شوك الكتريكي اعمال نمي شد). در صورتي كه موش براي مدت زمان 5 دقيقه در طي آزمون روي سكو می ماند حداكثر نمره 300 ثانيه به حیوان داده مي شد. مجدداً در روزهاي سوم، هفتم و چهاردهم مانند روز دوم زمان تأخير پايين آمدن براي ارزیابی حافظه و به ياد آوردن آزمون مي گردید. نتايج به صورت نمره هاي به ياد آوردن براي هر جلسه آموزش يا حافظه براي هر موش يا هر گروه از فرمول زیر محاسبه گردید.

L0   / (inflection ratio IR= (L1-L0
L0; زمان تأخير اوليه پايين آمدن از سكو در روز يادگيري

L1; زمان تأخير پايين آمدن از سكو در روز هاي آزمون حافظه (روزهاي اول، سوم، هفتم و چهاردهم بعد از يادگيري) (17).
روش هاي آماري

داده‌ها به صورت میانگین خطای استاندارد از میانگین mean±S.E.M ارائه شده و از تحلیل واریانس یک طرفه استفاده گردید و به دنبال آن از آزمون LSD استفاده شد. پس از به دست آوردن اطلاعات از گروه های آزمایشی مختلف، نتایج گروه های فوق تجزیه و تحلیل و 05/0< P به عنوان شاخص معنی دار بودن مطرح گردید. برای تحلیل داده ها از نرم افزار SPSS استفاده شد.  

 يافته​ها

میزان گلوکز (قند خون)

نتايج حاصل از اين پژوهش نشان داد كه تجويز خوراكي اسید گالیک براي مدت دو هفته با دوزهاي10 ،50 و100mg/kg ، باعث كاهش معني​داري در سطوح گلوكز خون در موش​هاي صحرايي ديابتي شده  (001/0≤ P ) در مقايسه با گروه کنترل شد اين در حالي است كه در موش​هاي غيرديابتي، عصاره فوق تأثير معنی​داري بر ميزان قندخون نداشت (نمودار1) .
حافظه اجتنابی غیر فعال
در این بخش از پژوهش حافظه در روزهای مختلف، کاهش معنی​داری را در گروه دیابتی در زمان تأخیر در پایین آمدن از سکو در تمامی روزها به جز روز یادگیری (01/0≤ P) نسبت به گروه کنترل نشان داد و  مقایسه حافظه در روزهای مختلف بین گروه کنترل و گروه​های کنترل دریافت کننده اسید گالیک براي مدت دو هفته با دوزهاي10 ،50 و100mg/kg  نشان داد که زمان تأخیر در پایین آمدن از سکو در تمامی روزها به جز روز یادگیری افزایش یافته است که این افزایش به طور معنی دار در روز اول(01/0≤ P)، سوم و هفتم(05/0≤ P) گروه کنترل دریافت کننده دوز 50 اسید گالیک  و روز اول (05/0≤ P) گروه کنترل دریافت کننده دوز 10 اسید گالیک مشاهده شد (نمودار2) و نیز  افزایش حافظه در گروه های دیابتی دریافت کننده اسید گالیک براي مدت دو هفته با دوزهاي10،50 و100mg/kg نسبت به گروه دیابتی بدون دریافت اسید گالیک مشاهده شد که این افزایش به طور معنی داری در روز اول(01/0≤ P)، سوم و هفتم(05/0≤ P) گروه های دیابتی دریافت کننده دوز 50 و10 اسید گالیک دیده می شود حال آنکه این افزایش در گروه دیابتی دریافت کننده اسید گالیک  با  دوز100 معنی دار نبود (نمودار3). 

ارزيابي آستانه درد 

ارزيابي آستانه درد با مدت زمان تأخير پس کشیدن رفلکسی و يا دوركردن دم از كانون گرمايی بین گروه کنترل و دیابتی، کاهش معنی​داری(01/0≤ P) را در آستانه درد گروه دیابتی نشان داد و تنها دوز 50اسید گالیک بر گروه دیابتی اثر افزایشی معنی​داری(01/0≤ P) در آستانه درد ایجاد نمود  و در موش​هاي غيرديابتي، هیچ یک از دوزهای اسید گالیک تأثير معني​داري بر ميزان آستانه درد نداشت (نمودار4).
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بحث و نتیجه​گیری

مصرف فرآورده هاي دارويي بسياري كه در درمان ديابت به كار مي روند داراي عوارض و مشكلاتي براي بيمار است لذا طي چند دهه اخير مجدداً استفاده از گياهان براي درمان انواع بيماري‌ها به خصوص بيماري ديابت افزايش يافته است (18). نتایج این مطالعه نشان داد که اسید گالیک باعث کاهش شدید میزان قندخون و افزایش حافظه و کاهش میزان درد با افزایش آستانه درد در موش​های دیابتی می​گردد و توانست بر حافظه موش‌های غیر دیابتی نیز اثر افزایشی اعمال نماید. بيماران ديابتي در خطر آسيب عصبي هستند كه اين آسيب عصبي، اغلب باعث درد در بيمار مي‌شود. در برخي موارد، درد به قدري شديد است كه با درمان‌هاي ضددرد معمول بهبود نمي‌يابد (3). 
گرچه علت اصلي آسيب عصبي هنوز مشخص نشده است، محققین بر این باورند كه ديابت باعث اختلال توليد NO  مي‌شود و چون NO  باعث گشاد شدن عروق خوني و عبور آزادانه‌ اكسيژن می شود و كمبود آن موجب كاهش اكسيژن بافت و درد مي‌گردد. فلاونوئيدها ، پلي فنول​هايي هستند كه داراي فعاليت​هاي بيولوژيكي گوناگون از قبيل مهار تجمع پلاكتي، جمع كردن راديكال​هاي آزاد، بهبود عملكردNO  و كاهش ليپوپروتئين هاي با دانسيته پايين در پلاسما هستند(19). نقش کنترل قند در ایجاد نوروپاتی دیابتی مشخص نیست، گرچه چند مطالعه نشان داده اند که ممکن است علائم نوروپاتی با درمان ضددیابتی بهبود یابد. مطالعه‌های دیگری نیز مهر تأییدی بر سودمندی چند دارو یا طبقه دارویی دیگر زده‌اند که شامل عوامل سه حلقه‌ای، گاباپنتین، کاپسیسین1، مکسیلیتن2، اوپیوییدها و آنتی‌اکسیدان‌ها می‌شوند ( 3و20‎) .
در شرايط ديابت و هيپرگليسمي مزمن، ميزان توليد گونه​های اکسیژن واکنشیROS) )3 که عامل آسیب اکسیداتیو است افزایش می یابد. اسید گالیک   توانایی زیادی در تمیز کردن ROS، به عنوان مثال آنیون سوپراکسید، پراکسید هیدروژن، رادیکال های هیدروکسیل و هیپوکلریت دارد و نیز به دلیل فعالیت آنتی موتاژنیک و ضد سرطانی آن توجه زیادی به آن می شود (21و22). مطالعات گذشته نشان داده​اند که عصاره هسته انگور که دارای اسیدگالیک فراوان است در بیماری ایسکمی هیپوپرفیوژن و نیز مقادیر مختلف اسید گالیک در پارکینسون سبب افزایش زمان تأخیر در پایین آمدن از سکو در حافظه اجتنابی غیر فعال می​گردد(15و17). بالو4 و همکاران او در 2005 نشان دادند که اختلال حافظه در موشه​ای پیر، با استفاده از عصاره دانه انگور (GSE) 5بهبود یافت که به خواص آنتی اکسیدانی پلی فنول​های آن همچون اسیدگالیک نسبت داده شد (23). 
این مواد آنتی اکسیدانی در بافت های مغز، در پیشگیری و درمان اختلالات ناشی از آسیب‌های اکسیداتیو مؤثرند و  احتمالاً به عنوان یک آنتی اکسیدان قوی، اسیدگالیک  قادر به بهبود یادگیری و حافظه است (23). ولی زاده در 2012 نشان داد که تجویز خوراکی 10 روزه​ اسید گالیک می تواند یادگیری فضایی و اختلال حافظه ناشی از تزریق Aβ   در نمونه حیوانی آلزایمر را بهبود ببخشد (24). به علاوه مشخص شده که اثر آنتی اکسیدانتی این گروه از مواد از طریق افزایش سطح آنزیم های مربوط به سیستم آنتی اکسیدانت شامل گلوتاتیون پراکسیداز است و از طرف دیگر این مواد قادر به کاهش تولید محصولات نهایی پراکسیداسیون لیپیدی نظیر مالون دی آلدئید می باشند (15). آسیب اکسیداتیو در سلول های عصبی محیطی اغلب باعث افزایش فعالیت سلول​های گلیال و فیبرهای عصبی و منجر به آزادی عوامل پیش التهابی، سایتوکاین و گلوتامات  می​شود و هم چنین به عنوان عامل تقویت کننده حساسیت به محرک های دردناک و درد نوروپاتیک محیطی است (25). کرک و همکاران وی در سال 2006 نشان دادند که درمان آنتی اکسیدان ترکیبی، درد را کاهش می​دهد و منجر به بهبود پانکراتیت مزمن می گردد (26). در مطالعه ما نیز اسید گالیک حافظه را هم در موش های سالم و هم در  موش های دیابتی افزایش داد که مطالعات گذشته را تأیید می​نماید اگر چه روش، مدت زمان و نمونه بیماری ایجاد شده در این تحقیق با سایر تحقیقات گذشته متفاوت است. اسیدگالیک به عنوان جاروب کننده رادیکال​های آزاد بسیار عالی توضیح داده شده است. با توجه به این اثر آنتی​اکسیدانی، عصاره گیاهان حاوی اسید گالیک اثرات ضد دیابت، ضد ملاتوژنیک و کاهش بروز انفارکتوس قلبی و آسیب اکسیداتیو کبد و کلیه را نشان داده​اند (27).
در مجموع القاي ديابت منجر به تضعيف حافظه اجتنابی غیر فعال و  کاهش آستانه درد در موش​هاي صحرایي مي گردد و تيمار  با اسید​گالیک ، احتمالاً از طريق كاهش استرس اكسيداتيو در موش​هاي ديابتي، حافظه و درد را بهبود مي بخشد و ممکن است بر برخی مسیرهای عصبی در نواحی خاص مغز که در حافظه و یادگیری مؤثرند اثر کند و بتواند سبب بهبود حافظه هم در موش​های سالم و هم در موش​های دیابتی گردد. مطالعه حاضر ارزش زیادی در زمینه بهداشت عمومی دارد هر چند آزمایش های حیوانی نیازمند تأیید در مطالعات انسانی است که نیازمند انجام تحقيقات بيشتر در آينده می​باشد. 
تشکر و قدردانی

نويسندگان مقاله بر خود واجب مي دانند كه از حوزه معاونت محترم پژوهشي دانشگاه آزاد اسلامي واحد ایذه كه در اجراي اين تحقيق ما را همراهي كردند، تشكر و قدرداني نمايند.
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