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Abstract

Introduction: Pharmacological blockage of glial activity has been proved useful for treatment of neuropathic pain
by lowering proinflammatory cytokines. The present study is to confirm the effect of post-injury administration of
pentoxifylline on chronic constriction injury (CCI)-induced neuropathic pain symptoms_ and improved the efficacy of
morphine anti-nociception.

Methods: Male Wistar rats (230-270 g) underwent surgery for induction of CCI model of neuropathy. In the sham
group the nerve was exposed but not ligated. In 5 groups (n=8) morphine (2.5, 5, 7.5, 10, 15 mg/kg s.c.) was
administered in post-operative days (POD) 0, 6 and 14. To evaluate the analgesic effect of different doses of morphine,
Von Frey and Hargreaves tests were performed before and 30 minutes after morphine administration. In different
groups, pentoxifylline (8, 15, 30 mg/kg i.p.) or normal saline (vehicle) were administered from POD6 to POD13.
Behavioral tests were utilized after last dose of pentoxifylline and also on POD14 again after injection of a single dose
of morphine (5 mg/kg, s.c.).

Results: The analgesic effect of morphine (5 mg/kg) on POD6 and morphine (5, 7.5, 10, 15 mg/kg) on POD14 was
significantly decreased in comparison to PODO0. Pentoxifylline effectively attenuated thermal hyperalgesia (at 15 and 30
mg/kg) and mechanical allodynia (at 30 mg/kg) on POD13. However, pentoxifylline (15, 30 mg/kg) improved the anti-
hyperalgesic effect of morphine (5 mg/kg s.c.) on POD14.

Conclusion: Analgesic effect of morphine was reduced after nerve injury and it may be due to the activation of glia.
Inhibition of glial activity is an effective way to attenuate CCl-induced neuropathic pain and also to improve the anti-

hyperalgesic effect of morphine, without significant effect on its anti-allodynic effect.
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اثر مهار سلول‌های گلیا بر بهبود درد نوروپاتی و افزایش اثر ضد دردی مورفین در یک مدل نوروپاتی در موش صحرایی
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		مرفين و بيان ژن برخي آنزيم‌هاي دخيل در بيوسنتز و تجزيه كتكولامين‌ها
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چكيده

مقدمه: دردهای نوروپاتی از مشکل‌ترین موارد درمان هستند. مهار فعالیت سلول‌های گلیا با ترکیبات دارویی مناسب با کاهش بیان سیتوکین‌های پیش‌التهابی موجب بهبود دردهای نوروپاتی می‌شود. در مطالعه حاضر اثر تجویز داخل صفاقی پنتوکسی‌فیلین بر علائم درد نوروپاتی ناشی از بستن عصب سیاتیک و بهبود اثر ضددردی مورفین مورد بررسی قرار گرفته است.     

روش ها: موش‌های صحرایی نر ويستار (270-230 گرم) برای ایجاد مدل نوروپاتی بستن مزمن عصب سیاتیک تحت عمل جراحی قرار گرفتند، در گروه شم عصب باز شد ولی گره زده نشد. در 5 گروه (8=n) مورفین (mg/kg s.c.5/2، 5، 5/7، 10 ،15) در روز صفر و روزهای 6 و 14 بعد از جراحی تزریق شد، به منظور بررسی اثر ضد دردی دوزهای مختلف مورفین تست‌های رفتاری هارگریوز و فون‌فری قبل و 30 دقیقه بعد از هر نوبت تزریق مورفین انجام گرفت. در گروه‌های جداگانه، پنتوکسی‌فیلین (mg/kg i.p.8، 15، 30) و نرمال سالین (حامل) از روز ششم تا 13بعد از جراحی تزریق گردید، پس از تزریق آخرین دوز پنتوکسی‌فیلین تست‌های رفتاری انجام گرفت، در روز 14 بعد از جراحی مورفین (mg/kg s.c.5) تزریق و تست‌های رفتاری بعمل آمد.

یافته ها: نتایج نشان داد اثر ضد دردی مورفین (mg/kg5) در روز 6 و مورفین (mg/kg5، 5/7، 10، 15) در روز 14 پس از بستن عصب سیاتیک نسبت به روز صفر کاهش معنی‌دار داشته است. پنتوکسی‌فیلین (mg/kg15،30) موجب کاهش هایپرآلژزیای حرارتی و (mg/kg30) موجب کاهش آلودینیای مکانیکی در روز 13 بعد از جراحی و همچنین پنتوکسی‌فیلین (mg/kg15،30) موجب بهبود اثر ضد هیپرآلژزیایی مورفین (mg/kg5) در روز 14 بعد از جراحی گردیده است در حالی که بر اثر ضد آلودینیایی مورفین اثری نداشته است.

نتيجه گيري: بدنبال ایجاد ضایعات عصبی اثر ضد دردی مورفین کاهش می یابد. این اثر می‌تواند ناشی از فعال شدن سلول‌های گلیا باشد زیرا مهار فعالیت سلول‌های گلیا پس از ایجاد آسیب عصبی توانسته است دردهای نوروپاتی را کاهش داده و اثر ضد هیپرآلژزیایی مورفین را که در این شرایط کاهش یافته بهبود بخشد هر چند که بر اثر ضد آلودینیای مورفین تاثیر معنی داری نداشته است.



واژه‌هاي كليدي: درد نوروپاتی، سلول‌های گلیا، مورفین، آلودینیا، هیپرآلژزیا
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درد نوروپاتي نوعی درد مزمن است که بدنبال آسیب سیستم عصبی محیطی یا مرکزی در اثر عواملی از قبیل، ضربه، التهاب، هیپوکسی و بیماری‌هایی مانند دیابت، سرطان، MS، AIDS، هرپس و... بوجود می‌آید و معمولا با علائمی از قبيل ‌هايپرآلژزي و آلودينيا همراه است [8، 41]. این دردها از مشکل‌ترین موارد درمان در کلینیک هستند و میلیون‌ها نفر در سراسر دنیا از این نوع دردها رنج می‌برند. ضد افسردگی‌های سه حلقوی و گاباپنتین داروهای رایج و در دسترس کلینیکی برای دردهای نوروپاتی می باشند ولی در بسیاری از موارد کارایی مطلوبی ندارند [40]. از طرف دیگر به علت ایجاد تحمل به اثرات ضد دردی مورفین در شرایط نوروپاتی، دوزهای متداول اپیوئیدها کارایی خود را از دست داده و باید از دوزهای بالاتر استفاده نمود که معمولابه علت بروز اثرات جانبی، رسیدن به یک دوز درمانی موثر با شکست مواجه می‌شود [5].

تلاش زیادی برای شناسایی مکانیسم‌های دخیل در ایجاد دردهای نوروپاتی صورت گرفته است. یافته‌های اخیر نورون‌ها و سلول‌های گلیا را در بروز دردهای نوروپاتی دخیل دانسته‌اند. مکانیسم‌های نورونی بیان می‌کنند درد نوروپاتی در نتیجه ایجاد تغییرات پلاستیسیتی طولانی مدت در مسیرهای انتقال حس درد در نخاع و مغز ایجاد می‌شود [40]. این تئوری‌ها پیشنهاد می‌کنند بدنبال آسیب‌ها و بیماری‌های عصبی واسطه‌های زیادی از قبیل ATP، پروستاگلندین‌ها، مادهP، گلوتامات و NO در محیط پیرامون نورون‌های در مغز و نخاع آزاد شده و با ایجاد تغییرات پایدار در فعالیت‌های سیناپسی نورون‌های مسیر درد، موجب بروز علائم دردهای نوروپاتی می‌شوند [29]. علاوه بر این شواهد پیشنهاد می‌کند که فعال شدن مکانیسم‌های عصبی- ایمنی در سیستم عصبی مرکزی همراه با فعال شدن سلول‌های گلیا نقش مهمی در ایجاد پلاستیسیتی سیناپسی و حساس شدن نورونی و بروز دردهای نوروپاتی و پدیده تحمل به مورفین ایفا می‌کنند [11، 31، 32، 36، 37]. این تئوری‌ها نشان داده‌اند که فعال شدن سلول‌های گلیا در نخاع و بدنبال آن تولید سیتوکین‌ها و کموکین‌های مختلف می‌تواند فعالیت سیناپسی را به صورت پایدار تغییر داده و موجب ایجاد دردهای نوروپاتی شود. نقش سلول‌های ایمنی در ایجاد درد نوروپاتی اولین بار در سال 1993 عنوان شد. از طرف دیگر عواملی که موجب ایجاد هایپرآلژزیا می‌شوند، غالبا سلول‌های ایمنی را در سیستم عصبی مرکزی و محیطی نیز فعال می‌کنند [35]. در شرایط طبیعی میکروگلیا‌ها به عنوان سلول‌های ناظر سیستم ایمنی در CNS عمل می‌کنند. میکروگلیا‌ها دارای سنسورهای بسیار دقیقی برای کشف تغییرات کوچک محیط اطراف خودشان هستند. محرک‌های مختلفی از قبیل آسیب، التهاب، عفونت، ایسکمی و دژنراسیون عصبی می‌تواند موجب فعال شدن میکروگلیاها شود [25]. با توجه به این شواهد به نظر می‌رسد که میکروگلیاها مسئول آغاز روند نوروپاتی و پایدار شدن آن هستند. از طرف دیگر نقش گلیا‌ها در تنظیم اثر اپیوئید‌ها موضوع جدیدی است که در طول ده سال گذشته مطرح شده است. تحقیقات نشان داده ‌فعال شدن گلیا‌ها در بروز پدیده تحمل به مورفین نیز نقش دارد به نحوی که جلوگیری از فعال شدن گلیا‌ها بروز پدیده تحمل به مورفین را به تاخیر می‌ا‌ندازد. بدنبال تزریق مزمن داخل صفاقی مورفین در موش، سطح GFAP (مارکر فعال شدن سلول‌های آستروسیت) در نخاع، کورتکس سینگولا و هیپوکمپ افزایش می‌یابد، زمانی که جلوی رشد و فعالیت آستروسیت‌ها بوسیله فلوئوروسیترات که یک داروی مهار کننده فعالیت‌های متابولیکی آستروسیت است گرفته می‌شود، بخشی از قدرت ضد دردی مورفین برمی‌گردد [27]. اولین بار Mayer در سال 1999 بیان کرد که احتمالا مکانیسم سلولی و ملکولی ایجاد درد نوروپاتی و بروز پدیده تحمل به مورفین مشابه یکدیگر هستند [16]. این یافته‌ها از این نظر قابل توجه هستند که به وسیله آن می‌توان توضیح داد که چرا استفاده از اپیوئیدها برای درمان دردهای حاد موثرتر است، در حالی که دردهای مزمن و نوروپاتی‌ها به اپیوئیدها پاسخ مناسبی نشان نمی‌دهند و باید از دوزهای بالاتر مورفین برای کنترل این گونه دردها استفاده کرد.

همانگونه که اشاره شد بدنبال آسیب عصبی گلیاها فعال شده و با آزاد کردن سیتوکین‌های پیش‌التهابی و سایر ترکیبات تحریکی موجب تسهیل انتقال درد و ایجاد درد نوروپاتی می‌شوند. بنابراین مهار فعال شدن سلول‌های گلیا‌ با استفاده از ترکیبات دارویی مناسب می‌تواند به عنوان یک دیدگاه جدید برای کنترل و درمان دردهای نوروپاتی مورد توجه قرار گیرد [7، 14، 22، 24]. پروپنتوفیلین، پنتوکسیفیلین، مینوسیکلین و ایبودیلات از مهمترین ترکیباتی هستند که با مهار فعال شدن گلیا‌ها و جلوگیری از تولید سیتوکین‌ها موجب مهار روند ایجاد درد نوروپاتی می‌شوند [19، 28].
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مواد و روش ها

حیوانات آزمایشگاهی: در این آزمایش موش‌های صحرایی نر Wistar با وزن180 – 230 گرم استفاده شد. حیوانات در شرایط یکسان رطوبت، دمای 2±22 درجه سانتی‌گراد و 12 ساعت روشنایی و تاریکی با دسترسی راحت به آب و غذای استاندارد و کافی از یک هفته قبل از آزمایش نگهداری شدند. حیوانات در گروه‌های 8 تایی قرار گرفتند، حیوانات گروه آزمایشی جهت ایجاد مدل نوروپاتی تحت عمل جراحی CCI (Chronic constriction injury)[2] قرار گرفتند. در گروه شاهد (sham operation) پوست و عضله ران برش داده شد و پس از نمایان شدن عصب سیاتیک بدون دستکاری بخیه زده شد. تمامی آزمایش‌ها منطبق با دستورالعمل مراقبت و استفاده از حیوانات آزمایشگاهی (موسسه ملی بهداشت آمریکا، شماره نشر 23-80، تجدید نظر 1996) رعایت شده و کلیه روش‌ها مورد تایید کمیته اخلاق تحقیق دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی بوده است. در این پژوهش از مدل نوروپاتیCCI (Bennett & Xie 1988) استفاده شد [2]. به طور خلاصه ابتدا موش‌ها با تزریق داخل صفاقی مخلوط کتامین و زایلازین (mg/Kg 10/60) بیهوش ‌شدند. سپس پای سمت راست در همه حیوانات اصلاح شده و با ایجاد یک شکاف در عضله دو سر ران دسترسی به عصب سیاتیک فراهم ‌شد، عصب سیاتیک با دقت از بافت‌های همبند اطراف جدا گردید، دور عصب سیاتیک قبل از محل سه شاخه شدن، چهار گره شل بوسیله نخ بخیه کرومیک گات 0-4 به فاصله تقریبی یک میلیمتر قرار ‌گرفت. فشار گره‌ها به قدری اعمال می‌شد که یکسری انقباضات خفیف در عضلات اطراف محل جراحی شده مشاهده شود و جریان خون در زیر غلاف پرینوریون نیز قطع نگردد. سپس عصب سیاتیک در محل خود قرار می‌گرفت، عضلات و پوست بطور جداگانه بخیه شدند، زخم حیوانات ضد عفونی شده و در قفس‌های تمیز قرار گرفتند. حیوانات بعد از عمل به صورت تصادفی به گروه‌های آزمایشی مختلف تقسیم شدند (8=n). 1- گروه نوروپاتی، و شاهد 2- گروه‌هایی که دوزهای مختلف مورفین (mg/kg 2.5، 5، 7.5، 10 ،15) در روز قبل از جراحی و روزهای 6 و 14 بعد از جراحی دریافت کردند 3-  گروه‌هایی که از روز 6 پس از جراحی دوزهای مختلف پنتوکسی‌فیلین (mg/kg i.p. 8 ، 15، 30) به مدت 8 روز متوالی دریافت کردند. تجویز دارو به این شکل بودکه مورفین سولفات (Temad،Iran) در نرمال سالین حل شد و به صورت زیر پوستی تزریق شد. پنتوکسی ‌فیلین                        ((Sigma-Aldrich،Germany  در نرمال سالین حل شد و به صورت داخل صفاقی تزریق شد. گروه شاهد با الگوی مشابهی حجم برابری از نرمال سالین را دریافت کردند.

به منظور ارزيابي وضعیت تغییرات رفتاری طی روند نوروپاتی، تغییر در اثر ضد دردی مورفین و اثر داروهای مورد نظر در بهبود اثر مورفین، تست‌های رفتاری آلودینیای مکانیکی و هیپرآلژزیای حرارتی انجام ‌شد. در گروه نوروپاتی و شاهد تست‌های رفتاری در روزهای صفر، 2، 6، 10 و 14 بعد از عمل جراحی انجام گرفت. در گروه‌هایی که دوزهای مختلف مورفین دریافت کرده بودند، تست‌های رفتاری در روزهای تزریق مورفین (روزهای 0، 6 و 14 بعد از جراحی) و در دو مرحله ابتدا قبل از تزریق و سپس 30 تا 60 دقیقه بعد از تزریق انجام می‌گرفت. در گروه‌هایی که پنتوکسی‌فیلین دریافت کردند تست‌های رفتاری پس از تزریق آخرین دوز پنتوکسی‌فیلین در روز 13 بعد از جراحی انجام گرفت و سپس روز بعد (روز 14 بعد از جراحی) یک تک دوز مورفین (mg/kg 5) تزریق شد و مجددا تست‌های رفتاری بعمل آمد. 

به منظور ارزیابی آلودینیای مکانیکی (تست رفتاری فون‌فری)، موش‌ها روی یک صفحه مشبک فلزی           (cm 5/.×5/.) و درون محفظه پلاستیکی ( cm40×30×30) قرار می‌گرفتند. بعد از گذشت 20 تا 30 دقیقه که حیوان با محیط عادت کرد، تارهای فون‌فری با درجات مختلف 2، 4، 6، 8، 15، 26 و 60 گرمی ‌(Stoelting، wood dale.IL) به روش بالا-پایین Dixon (Up-Down method) به کف پای حیوان اعمال می‌شد [4]. بدین ترتیب که ابتدا از تارg 8 که در وسط سری تارها قرار داشت شروع  می کردیم، تار را به مدت 5 ثانیه به کف پای حیوان اعمال می کردیم، به اندازه‌ای که تار کمی خم شود. اگر پاسخ منفی بود در سری بعدی تاری با نیروی بالاتر و اگر مثبت بود از تاری با نیروی پایین تر استفاده می‌شد، تار g60 به عنوان Cut off در نظر گرفته شد، فاصله بین تحریکات 5 دقیقه بود. پاسخ‌هایی که در اثر حرکت و سایر رفتار‌های طبیعی حیوان بود در نظر گرفته نشد. کمترین شدت محرک بر حسب گرم که می‌توانست 3 پاسخ مثبت را از مجموع 5 بار اعمال تحریک ایجاد کند به عنوان آستانه تحمل حیوان برای محرک مکانیکی غیر دردناک در نظر گرفته می‌شد. 

همچنین به منظور ارزیابی هیپرآلژزیای حرارتی (تست رفتاری هارگریوز)، تغییرات هایپرآلژزیای حرارتی طی روند پیشرفت نوروپاتی با استفاده از دستگاهRadiant heatUgo Basil،(Italy)  مورد بررسی قرار گرفت. حیوانات درون محفظه‌های مخصوص دستگاه قرار می‌گرفتند، بعد از گذشت 20 تا 30 دقیقه که حیوان به محیط جدید عادت کرد محرک حرارتی با شدت ثابت به ناحیه کف پای حیوانات اعمال ‌شد. مدت زمان تحمل در برابر تابش اشعه گرمایی بیانگر آستانه تحمل درد حیوان می‌باشد که بر حسب ثانیه ثبت می‌گردید، زمان 33 ثانیه به عنوان Cut off در نظر گرفته شد. پاسخ‌هایی که در اثر حرکت کردن و سایر رفتار‌های طبیعی حیوان باشد در نظر گرفته نمی‌شد. اینکار 3 بار با فواصل زمانی حداقل 5 دقیقه برای هر پا انجام می‌گرفت [29]. 
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یافته ها

نتایج حاصل از تست هارگریوز در روزهای 2، 6، 10 و 14 بعد از جراحی نشان داد مدت زمان تاخیر در عقب کشیدن پای نوروپاتی شده حیوانات از محرک حرارتی دردناک نسبت به گروه شاهد کاهش معنی‌دار داشته است (001/0 P<) که نشان دهنده بروز هایپرآلژزیای حرارتی می‌باشد (شکل 1). همچنین نتایج حاصل از تست فون‌فری در روزهای 2، 6، 10 و 14 بعداز جراحی نشان داد آستانه تحمل حیوانات برای محرک مکانیکی غیر دردناک نسبت به گروه شاهد کاهش معنی‌دار داشته است (01/0 P<) که حاکی از بروز آلودینیای مکانیکی در پای نوروپاتی شده حیوان می‌باشد (شکل 2).

آنالیز نتایج تست هارگریوز برای بررسی اثر ضد دردی دوزهای مختلف مورفین بر هایپرآلژزیای حرارتی نشان داد بستن عصب سیاتیک موجب کاهش اثر ضد دردی مورفین شده است [F (2, 84) =11.92 P< 0.001]. شکل 3 نشان می‌دهد که در روز 6 بعد از جراحی فقط پاسخ دوز 5 میلی‌گرم مورفین در مقایسه با روز قبل از عمل کاهش معنی داری داشته است (P<0.001). در حالی که در روز 14 بعد از عمل پاسخ همه دوزها به جز دوز 5/2 نسبت به روز قبل از جراحی کاهش معنی‌داری نشان داد ((P<0.001. آنالیز نتایج تست فون‌فری برای بررسی آلودینیای مکانیکی نشان داد بستن عصب سیاتیک به مرور زمان موجب کاهش اثر بی‌دردی مورفین شده است [F (2, 84) = 5.93 P< 0.001]. شکل 4 نشان می‌دهد که پاسخ‌ها در روز 6 بعد از عمل در مقایسه با روز قبل از جراحی کاهش معنی‌داری نداشته است (P>0.05)، در روز 14 بعد از جراحی فقط پاسخ دوز 5 میلی‌گرم مورفین در مقایسه با روز قبل از عمل کاهش معنی‌داری نشان داد ((P<0.05.
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)[image: fig 1][image: fig 2]هایپرآلژزیای ایجاد شده، از روز 6 بعد از عمل تا روز 13 به مدت 8 روز پنتوکسی‌فیلین (mg/kg8، 15، 30) به روش داخل صفاقی تزریق شد. 

[bookmark: OLE_LINK2]آنالیز واریانس یکطرفه نتایج تفاوت معنی‌داری را بین گروه‌ها نشان داد [F(3,28)=18.29,p<0.0001]. بطوریکه مدت زمان عقب کشیدن پای حیوان از محرک حرارتی در گروه پنتوکسی‌فیلین 30 میلی‌گرم (0001/0 ,p= 9/0±3/14) و 15 میلی‌گرم (001/0 p= 65/0±66/12) افزایش معنی‌داری در  (
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شکل 4
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)[image: fig 3][image: fig 4]مقایسه با گروه سالین (31/0±7/8) داشته است، پاسخ گروه پنتوکسی‌فیلین 8 میلی‌گرم در مقایسه با گروه سالین معنی دار نبود، شکلA 5. در روز 6 بعد از جراحی و قبل از شروع تزریق پنتوکسی‌فیلین، میزان هایپرآلژزیا در همه گروه ها یکسان بود (نتایج نشان داده نشده است). به منظور بررسی اثر مهار فعالیت سلول‌های گلیا بر آلودینیای ایجاد شده، از روز 6 بعد از عمل تا روز 13 به مدت 8 روز پنتوکسی‌فیلین (mg/kg8، 15، 30) به روش داخل صفاقی تزریق شد. آنالیز نتایج با استفاده از تست  (
شکل 5
- مقایسه اثر تزریق پنتوکسی‌فیلین (
mg/kg 
i.p
.
 8، 15، 30)
 
به مدت 8 روز از روز 6 تا 13،
 
روی پاسخ های رفتاری در تست هیپرآلژزیای حرارتی (
A
) و تست آلودینیای مکانیکی
 
(
B
)30 دقیقه پس از تزریق آخرین دوز پنتوکسی‌فیلین در روز 13 بعد از 
(n=8) CCI
.
 
*** 
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.
)[image: E:\majaleh\PPJ15N4\ppj154tamam nashodeh\samad nazemi\fwd\fig 5.tif]کروس‌کالوالیس تفاوت معنی‌داری را بین گروه‌ها نشان داد (p<0.05). مقایسه میانگین‌ها نشان داد که مدت زمان عقب کشیدن پای حیوان از محرک مکانیکی در گروه پنتوکسی‌فیلین 30 میلی‌گرم (05/0 p<16/2±88/16) افزایش معنی‌داری در مقایسه با گروه سالین (29/1±25/9) داشته است، پاسخ گروه پنتوکسی‌فیلین 8 و 15 میلی‌گرم در مقایسه با گروه سالین معنی دار نبود، شکلB 5. در روز 6 قبل از شروع تزریق پنتوکسی‌فیلین میزان آلودینیا در همه گروه ها یکسان بود (نتایج نشان داده نشده است).

به منظور بررسی اثر پنتوکسی‌فیلین بر بهبود اثر بخشی مورفین در نوروپاتی پس از تزریق آخرین دوز پنتوکسی‌فیلین یک تک دوز مورفین (mg/kg s.c.5) تزریق شد. با توجه به این که در گروه‌های آزمایشی که دوزهای مختلف مورفین دریافت کرده بودند دوز 5 میلی گرم مورفین در روز 6 بعد از جراحی کاهش معنی داری نسبت به روز قبل از جراحی پیدا کرده بود و در روز 14 نیز این کاهش ادامه داشت، در این بخش از این دوز مورفین استفاده شد تا اثر مهار سلول‌های گلیا را بر کارایی مورفین مورد بررسی قرار دهیم. 

 (
شکل 6
- مقایسه اثر تزریق پنتوکسی‌فیلین (
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 8، 15، 30) به مدت 8 روز از روز 6 تا 13
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 5) در تست‌های رفتاری هیپرآلژزیای حرارتی (
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) یک روز پس از تزریق آخرین دوز پنتوکسی‌فیلین،
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)[image: E:\majaleh\PPJ15N4\ppj154tamam nashodeh\samad nazemi\fwd\fig 6.tif]آنالیز واریانس یکطرفه نتایج در گروه‌هایی که دوزهای مختلف پنتوکسی‌فیلین دریافت کرده بودند در مقایسه با گروهی که سالین دریافت کرده بود، تفاوت معنی‌داری را در اثر ضد دردی دوز 5 میلی‌گرم مورفین در تست هارگریوز نشان داد [F(3, 28)=13.71, P<0.0001]. مقایسه میانگین‌ها نشان داد که اثر ضد هیپرآلژزیایی مورفین در گروه پنتوکسی‌فیلین 30 میلی‌گرم (0001/0 p=42/1±9/22) و 15میلی‌گرم (001/0p= 25/1±85/20) افزایش معنی‌داری در مقایسه با گروه سالین داشته است (06/2±19/14). 

تفاوت پاسخ‌ در گروه پنتوکسی‌فیلین 8 میلی‌گرم در مقایسه با گروه سالین معنی دار نبود، شکلA 6. در تست فون‌فری، تفاوت معنی‌داری در اثر ضد آلودینیایی مورفین 5 میلی‌گرم در گروه های دارویی نسبت به گروه سالین دیده نشد، شکلB 6.

بحث

[bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK7]نتایج این مطالعه نشان داد که بدنبال بستن عصب سیاتیک، هایپرآلژزیای حرارتی و آلودینیای مکانیکی که از مشخصه‌های مهم دردهای نوروپاتی می‌باشد، در پای آسیب دیده بوجود می‌آیدکه با دردهای نوروپاتی در انسان قابل مقایسه می باشد [2]. از روز دوم بعد از CCI آلودینیای مکانیکی و در روز 5 هایپرآلژزی حرارتی ایجاد می شود و در روز 14 به حداکثر خود می‌رسد [15، 30]. در هفته دوم و سوم بعد از بستن عصب سیاتیک فیبرهای میلین‌داری که قطر آنها کمتر از 5 میکرومتر است (فیبرهای (Aδبه میزان زیادی از بین رفته و یا دچار تغییر شده که می‌تواند در بروز رفتارهای مرتبط با درد نوروپاتیک دخالت داشته باشند [10]. در مدل نوروپاتی CCI بستن عصب سیاتیک باعث ایجاد التهاب و فشار در ناحیه بسته شده عصب می‌شود، که در اثر این فشار فیبرهای میلین‌دار بیشتری دچار آسیب می‌شوند در حالی که فیبرهای بدون میلین C که به فشار حساسیت کمتری دارند کمتر آسیب می‌بینند [26]. بررسی‌های میکروسکوپ الکترونی در مدل نوروپاتی CCI نشان داد که در هفته اول بعد از بستن عصب سیاتیک فیبرهای عصبی میلین‌دار از بین رفته و دو هفته بعد از آن فیبرهای بدون میلین نیز از بین می روند و یا دچار تغییر شکل و فعالیت می‌شوند. این شواهد نشان می‌دهند هیپرآلژزیا و آلودینیایی که در این مدل ایجاد می شود به علت از بین رفتن اثر مهاری نورون‌های میلین‌دار بر ورودی‌های آوران‌های مسیر درد در نخاع و تغییر در ویژگی‌های فیبرهای بدون C می‌باشد [1]. دردهای نوروپاتی به درمان با داروهای متداول درد پاسخ نمی‌دهند، اپیوئیدها که از دیر باز برای درمان دردهای حاد به کار می‌روند، کارایی خود را در شرایط نوروپاتی از دست می‌دهند [38]. مقاومت به مورفین یکی دیگر از ویژگی‌های دردهای نوروپاتی است [17، 20]. مکانیسم کاهش اثر مورفین در نوروپاتی هنوز به خوبی شناخته نشده است. برخی محققان پیشنهاد می‌کنند که کاهش رسپتورهای اپیوئیدی بدنبال آسیب نورون‌های آوران حسی به نخاع می‌تواند موجب کاهش کارایی مورفین شود [20]. در این مطالعه نتایج بدست آمده از تزریق دوزهای 5/2، 5، 5/7، 10، 15 میلی‌گرم مورفین در روزهای قبل از CCI و روزهای 6 و 14 بعد از CCI نشان داد اثر ضد دردی مورفین در شرایط نوروپاتی به صورت وابسته به زمان و وابسته به دوز تغییر کرده، که تایید می‌کند در نوروپاتی با پیشرفت درد باید از دوزهای بالاتر مورفین استفاده نمود. نتایج نشان داد که اثر بی‌دردی دوز 5 میلی گرم مورفین در روز 6 و 14 بعد از نوروپاتی نسبت به روز قبل از جراحی کاهش معنی‌دار داشته است. پاسخ دوز 5/7 میلی گرم مورفین در روز 6 بعد از نوروپاتی نسبت به روز قبل از عمل کاهش معنی داری نشان نداده ولی در روز 14 اثر آن به طور معنی‌داری نسبت به روز 6 و روز قبل از عمل کاهش پیدا کرده است. پاسخ دوزهای 5/2 و 10، 15 میلی‌گرم مورفین در روز 14 نسبت به روز قبل از عمل تفاوت معنی‌دار نشان نداد. از طرفی در همه دوزها اثر ضد هایپرآلژزیایی مورفین بیشتر از اثر ضد آلودینیایی آن دچار کاهش شده است. مطالعات نشان داده‌اند بدنبال آکسوتومی محیطی تعداد و تراکم نورون‌های دارای گیرنده µ در گانگلیون پشتی و شاخ خلفی نخاع در موش و میمون کاهش می‌یابد، که می‌تواند یکی از دلایل کاهش کارایی مورفین در نوروپاتی باشد [39]. علاوه بر این بدنبال بستن عصب سیاتیک فیبرهای حسی میلین‌دار که قطر کمتری دارند آسیب بیشتری می‌بینند و به موازات آن تراکم رسپتورهای اپیوئیدی µ در همان سمت نخاع در مقایسه با سمت مقابل کاهش می‌یابد، این کاهش مربوط به از بین رفتن فیبرهای عصبی در سمت آسیب دیده می باشد [3]. با توجه به این شواهد که بدنبال بستن عصب سیاتیک فیبرهای میلین دارAδ  بیشتر از فیبرهای بدون میلین C آسیب می بینند از بین رفتن اثر مهاری فیبرهای میلین‌دار بر ورودی فیبرهای C در نخاع و تغییر فعالیت فیبرهای C همراه با کاهش رسپتورهای اپیوئیدی می‌تواند در تسهیل انتقال درد و ایجاد هیپرآلژزیا و آلودینیا و بروز پدیده تحمل به مورفین نقش داشته باشد.

در قسمت دیگر این مطالعه، از پنتوکسی‌فیلین به عنوان مهار کننده غیر اختصاصی سلول‌های گلیا استفاده شد تا اثر مهار سلول‌های گلیا بر وضعیت درد نوروپاتی و همچنین بهبود اثر ضد دردی مورفین مورد بررسی قرار گیرد، برخی مطالعات نشان داده ‌است که پنتوکسی‌فیلین بروز درد نوروپاتی را در حیوانات آزمایشگاهی تحت تاثیر قرار می دهد [15، 19] و زمانی که به صورت پیش درمانی مورد استفاده قرار می‌گیرد می‌تواند دردهای پس از عمل جراحی را در بیماران کاهش دهد [6، 28]. اثر مصرف پنتوکسی‌فیلین پس از بروز دردهای نوروپاتی هنوز به خوبی مورد بررسی قرار نگرفته است. نتایج این تحقیق نشان داد در گروه‌هایی که پس از بستن عصب سیاتیک، پنتوکسی‌فیلین دریافت کرده بودند نسبت به گروهی که سالین دریافت کرده علائم درد نوروپاتی بهبود پیدا کرده است. همچنین مصرف روزانه پنتوکسی‌فیلین توانسته اثر ضد دردی مورفین 5 میلی‌گرم را افزایش دهد. مشابه این اثر را بعد از استفاده از پروپنتوفیلین در مدل نوروپاتی SNL گزارش شده است [23، 24]. همچنین پنتوکسی‌فیلین با مهار فرآیندهای متابولیکی سلول، مهار سیتوکین‌ها و مهار فسفو‌‌ دی‌استراز، از تولید سیتوکین‌های پیش التهابی از قبیل IL-1b، IL-6 و TNF-α جلوگیری می‌کند [15]. اثر ضد دردی پنتوکسی‌فیلین به علت کاهش تولید سیتوکین‌های پیش التهابی از قبیل IL-1، IL-6 و TNF-α از طریق مهار NF-қB و تحریک تولید IL-10 در مغز و نخاع می باشد [15، 33]. جلوگیری از فعال شدن سلول‌های گلیا در مدل نوروپاتی SNL بروز و پیشرفت علائم رفتاری درد نوروپاتی را کاهش می‌دهد. ولی اثری بر درمان هایپرآلژزیا و آلودینیای مکانیکی ایجاد شده حاصل از آسیب‌های عصبی ندارد، هرچند که فعالیت میکروگلیاها را به مقدار زیادی کاهش می‌دهد [24]. عواملی که موجب ایجاد هایپرآلژزیا می‌شوند، غالبا سلول‌های ایمنی را در سیستم عصبی مرکزی و محیطی نیز فعال می‌کنند [35]. به نظر می‌رسد که سلول‌های گلیای فعال شده در نخاع سیتوکین‌های پیش التهابی و ترکیبات تحریکی دیگری را آزاد می‌کنند و موجب تسهیل انتقال درد می‌شوند [9، 34، 37]. بنابراین ممکن است که فعال شدن سلول‌های گلیا در ایجاد دردهای نوروپاتی نقش داشته باشد. برخی مطالعات نشان داده‌ است که استفاده از ترکیبات مهار کننده سلول‌های گلیا قبل از فعال شدن آنها اثر درمانی بیشتری را ایجاد می کند [7، 22]. برای مهار گلیا‌ها در شرایط نوروپاتی یک پنجره زمانی خاصی وجود دارد به نحوی که استفاده از ترکیبات مهار کننده فعالیت گلیا‌ها تا روز 7 بعد از عمل می‌تواند در پیشگیری از ایجاد نوروپاتی موثر باشد و در روزهای بعد از آن به تدریج اثر آن کم می‌شود [18]. نقش سلول‌های گلیا و سیتوکین‌های آزاد شده از آنها در طی فرایند ایجاد دردهای نوروپاتی را نباید در ایجاد کاهش کارآیی مورفین نادیده گرفت [9، 14، 37]. فعال شدن سلول‌های گلیا و افزایش بیان سیتوکین‌های پیش‌التهابی در نخاع می‌تواند در ایجاد تحمل به مورفین نقش داشته باشد [21، 23، 24]. علاوه بر این اخیرا گزارش شده که میکروگلیاها در پاسخ به مورفین نیز     می توانند فعال شده و سیتوکین های پیش التهابی مانند IL-1b، IL-6 و TNF-α را آزاد کنند و از این طریق در کاهش اثر ضد دردی مورفین و ایجاد وابستگی و تحمل به مورفین نقش ایفا کنند [12، 21، 23، 24]. 

به طور خلاصه نتایج این تحقیق نشان داد بدنبال ایجاد نوروپاتی ناشی از بستن عصب سیاتیک اثر ضد دردی مورفین کاهش پیدا می‌کند و تزریق داخل صفاقی پنتوکسی‌فیلین پس از ایجاد آسیب عصبی، هیپرآلژزیا و آلودینیای ناشی از بستن عصب سیاتیک را کاهش داده و اثر ضد هایپرآلژزیای و ضد آلودینیای مورفین را افزایش می‌دهد. به نظر می‌رسد که پنتوکسی‌فیلین اثرات خود را از طریق مهار سلول‌های گلیا در نخاع اعمال می‌کند. علاوه بر این بهبود اثر ضد دردی مورفین بوسیله مهار کردن سلول‌های گلیا پیشنهاد می‌کند که افزایش فعالیت میکروگلیاها و تولید سیتوکین‌های پیش التهابی بدنبال آسیب‌های عصبی، موجب کاهش اثر بخشی مورفین در این شرایط می‌شود. این نتایج در کنار شواهد فراوانی که اخیرا بدست آمده، تایید می‌کند که مهار سلول‌های گلیا و مکانیسم‌های نوروایمنی سیستم عصبی می‌تواند به عنوان یک هدف درمانی بالقوه برای درمان دردهای نوروپاتی و آسیب‌های عصبی مورد استفاده قرار گیرد و همچنین می تواند موجب بهبود اثر ضد دردی مورفین در این شرایط گردد.

سپاسگزاری

از مرکز تحقیقات علوم اعصاب دانشگاه شهید بهشتی جهت حمایت مالی این پروژه تشکر بعمل می‌آید.
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