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Abstract

Equistum arvense, also called horsetail has been widely used in traditional medicine for wound
healing due to having free silica. Also this plant has an important role in enhancing skin elasticity
and resistance, and can be effective in restoration of tissue after cell death. The aim of this work
was to evaluate histometrically and histopathologically the ability of dried extract ointment of
Equistem arvense in enhancing the healing process of full- thickness excisional skin wound in
rabbits following topical application, compared with zinc oxide ointment. Under surgical
anesthesia, full thickness similar excisional wounds were made on the back of 40 rabbits that
were divided into 4 groups of Equistum arvense 20%, zinc oxide ointment, eucerin, and control.
A double-blind method was employed throughout the study. All the cases were treated with
topical ointments daily for 28 days. Healing process of the wounds were quantified daily and
compared using digital photography and image analysis software. Histopathologic examination
was performed on days 0, 7, 14, 21 and 28 and the wound healing was scored using healing
grades I to VI with regard to the wound healing parameters such as oedema, congestion &
hemorrhage, fibroplasia, epithelium regeneration, wound contraction, collagen deposition and
granulation tissue maturation. The overall out come of the wound recovery for each individual
group was calculated, and the results were put under statistical analysis using SPSS software.
According to histometric findings, the skin contraction rate in equistum arvense 20% group on
treatment period was much higher than that in the other groups. Also, histopathologic results
revealed that overall healing rate into group I in the second and third weeks was higher than that
in the other groups (p<0.01). Equistum arvense could be a new promising therapeutic approach to
improve skin wound healing because of its potential anti- inflammatory and wound healing
stimulatory effects.

Keywords: Equistum arvense, Wound healing, Anti- inflammatory, Skin, Rabbit
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چكيده

گياه Equistum arvense كه در فارسي دم اسب ناميده مي‌شود، در طب سنتي به علت دارا بودن سيليس آزاد داروئي مؤثر در درمان زخم​ها به شمار مي‌رود. همچنين اين گياه در بالا بردن خاصيت ارتجاعي و مقاومت پوست نقش دارد و مي‌تواند در موارد مرگ سلولي اثر مفيد ترميمی در بافت ايجاد كند. در اين تحقيق اثرات ضد التهابي و ترميمي پماد عصاره گياه دم اسب در مقايسه با پماد اكسيد روي با پايه مشترك اوسرين بعد از ايجاد زخم تجربي پوست خرگوش در مطالعه هيستومتري و هيستوپاتولوژي دوسوكور بررسي شد. پس از القاي بيهوشي در 40 خرگوش، با استفاده از شابلون 25 ميلي‌متري يك زخم دايره‌اي شكل تمام ضخامت در پشت هركدام از آنها ايجاد شد و روند التيامي در 4 گروه شامل پماد عصاره دم اسب 20%، اكسيدروي، اوسرين و شاهد مورد مطالعه قرار گرفت. تجويز داروها و اندازه‌گيري زخم‌ها با آناليز تصاوير ديجيتالي، به مدت 28 روز انجام گرفت. جهت مطالعه ميكروسكوپي در روزهاي 0، 7، 14 و 21 از محل ترميم نمونه‌برداري شده و تصاویر ريزبيني با توجه به فاكتورهاي ادم و واكنش آماسي، پرخوني و خونريزي، فيبروپلازي بازسازي، بافت پوشش، انقباض زخم، كلاژنيزاسيون و بلوغ نسج گرانوله رتبه‌بندي شدند. بعد از مطالعه هيستوپاتولوژي و محاسبه برآيند كلي التیام زخم براي هر دارو، نتايج به دست آمده با نرم‌افزار spss تجزيه و تحليل شد. با تكيه بر يافته‌هاي هيستومتري دوره تيمار، در گروه درمان با دوز 20% عصاره دم اسب بيشترين و در گروه شاهد كمترين ميزان جمع‌شدگي زخم مشاهده شد. همچنين براساس نتايج هيستوپاتولوژي، برآيند كلي التيام اين گروه در هفته دوم و سوم بهتر از ساير گروه‌ها بوده و نسج ترميمي سازمان يافتگي بهتري نسبت به گروه‌هاي ديگر داشت (05/0>p). با توجه به اثرات ضد التهابي و ترميمي، عصاره گياه دم اسب نسبت به اكسيد روي عامل مؤثرتري در التيام زخم‌هاي جلد‌ي تمام ضخامت مي‌باشد.


مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، 1389، دوره 4، شماره 2، پیاپی 14، صفحات: 853-843. 

کلید واژه​ها: عصاره گياه دم اسب (Equistum arvense)، التيام زخم، ضد التهاب، پوست خرگوش

مقدمه

با پيشرفت علم پزشكي اثرات سوء داروهاي شيميايي بيش از پيش آشكار مي‌شود و در مقابل، استفاده از داروها و مواد گياهي روز به روز بيشتر مي‌شود كه اين به سازگاري بيشتر بدن انسان با اجزاي طبيعت كه خود نيز جزئي از آن است، برمي‌گردد. آسيب‌هاي پوستي جزو موارد روزمره‌اي است كه آدمي هميشه با آنها سروكار دارد. جراحات پوستي به​دليل اينكه بر زيبايي ظاهري بسيار مؤثر هستند، بسيار مورد توجه قرار مي‌گيرند. از همين رو است كه استفاده از داروها و موادي كه بتوانند سرعت و كيفيت بهبودي را بالا ببرند با استقبال بيشتري مواجه خواهند شد. 


بيشتر تحقيقات تجربي در ارتباط با مسئله ترميم به​علت دسترسي آسان به پوست روي زخم‌هاي جلدی صورت مي‌گيرد. اگرچه كليه عوامل تشريحي، فيزيولوژيكي، بيماري و ميكروبيولوژي در التيام زخم مؤثرند، ليكن كيفيت آن عمدتاً بر مهاجرت سلولي به منظور پر كردن شكاف زخم، تکثیر و تزاید سلولي جهت جانشينی‌ سلول​هائي كه از بين رفته​اند و نهايتاً بلوغ سلولي بر دوباره از سر گرفتن اعمال بافتي متكي است.


يكي از گياهاني كه از ديرباز مورد توجه آدمي بوده است، گياه Equistum arvense می​باشد كه در فارسي به دم اسب معروف است. این گیاه در سراسر اروپا پراكندگي دارد و در ايران در نواحي شمالي ايران مانند گرگان، بندر گز، گيلان، سواحل جنوبي مرداب خزر و كردستان و آذربايجان در مراتع باتلاقي مي‌رويد. گياهي است پايا بدون گل با ريزومي سياه رنگ كه دو نوع ساقه (يك ساقه بهاري و يك ساقه تابستاني) دارد و قسمت مورد استفاده اين گياه پايه‌هاي نازاي آن است كه داراي ذرات كلروفيل مي‌باشد (1 و 5). تركيبات شيميايي اين گياه شامل: اسيد سيليسيك، اكساليك، ماليك، اكونيتيك، گلوكزيد، آلكالوئيد و املاح آلومينيم و پتاسيم و نوعي ساپونين بنام اكوئي​ستين است. دم اسب در طب سنتي به​علت دارا بودن سيليس آزاد داروئي مؤثر در درمان زخم‌ها و اولسرها به شمار می‌رود. همچنين اين گياه در بالا بردن خاصيت ارتجاعي و مقاومت پوست نقش دارد و مي‌تواند در موارد مرگ سلولي اثر درماني مفيد ترميمی در بافت ايجاد كند (3 و 4). 

در گياه درماني معاصر آمريكا هم اكنون دم اسب را در مصارف خارجي براي التيام زخم و در مصارف داخلي براي رفع ناراحتي​هاي مجاري ادرار و پروستات توصيه مي‌كنند و در دامپروري از اين گياه به عنوان علوفه براي گاوان شيرده مورد استفاده قرار مي‌دهند که براي ازدياد شير بسيار مؤثر است (2).


بررسي​ها نشان داده است كه سيليس كلوئيدي خاصيت ارتجاعي و مقاومت پوست بدن را افزایش می​دهد (13).


تسريع ترميم زخم امروزه به عنوان يك اصل در درمان مورد توجه مي​باشد كه هدف از آن علاوه بر افزایش سرعت بهبودي، بهبود زخم​هاي بد درمان و مزمن در بيماري​هاي نظير ديابت مليتوس، فشار خون بالا و چاقي است. افزايش كيفيت درمان زخم نيز هميشه مورد تأكيد محققین بوده است. در اين راستا رويكرد به گياهان دارویی براي توليد داروهاي جديد كه مؤثرتر، قوي​تر و سازگارتر با بدن موجودات زنده مي‌باشند، در دستور كار محققين علوم دارويي و طب انساني و حيواني قرار گرفته است كه با توجه به استقبال عمومي به داروهاي گياهي و پتانسيل‌هاي موجود در گياه دم اسب انجام چنين تحقيقاتي ضروري به نظر مي‌رسد (3). هدف از اين مطالعه ارزيابي ميزان تسريع و ترميم زخم و كاهش التهاب آن پس از به كارگيري موضعي پماد عصاره دم اسب در مقايسه با پماد اكسيد روي مي‌باشد.

مواد و روش​ها

مواد دارويي

عصاره گياه دم اسب در دانشگاه آزاد اسلامي واحد اهر تهيه گرديد و روش عصاره​گيری بدين صورت بود که ميزان 500 گرم از اجزای مورد نظر شامل گل، برگ و سرشاخه​های جوان از گياه خشک شده دم اسب پس از آسياب به صورت پودر درآمده و به​مدت 48 ساعت در درون حلال مرکّب کلروفرم متانول (60-40) خيسانده شد، سپس مخلوط به​دست آمده صاف و به وسيله دستگاه روتاری تحت خلأ حلال تبخير گردید و مخلوط باقيمانده جهت چربی​زدائی در کمترين ميزان متانول حل گردید و دوباره بدون استفاده از خلأ صاف ‌شد. حلال مجدداً تحت خلأ تبخير شده و باقيمانده در ميزان کمی از دی کلرومتان يا کلروفرم حل و به​وسيله سولفات سديم آب زدائی گردید. حلال مجدداً تحت خلأ تبخير قرار گرفته و عصاره خالص تهيه شد. عصاره گياه دم اسب بعد از توزين به شكل پماد 20 درصد با پايه اوسرين تهيه شد. پماد اكسيد روي به صورت آماده به شكل 20% در پايه اوسرين از شركت داروسازي مينو ايران تهيه شد. 

تهيه و نگهداري حيوانات:


در اين تحقيق 40 سر خرگوش سفید، ماده با وزن متوسط 150±1500 گرم و سن متوسط سه ماه انتخاب شد. خرگوش‌ها با غذاي پلت (ساخت شركت نيرو سهند تبريز) و آب سالم تغذيه شدند. تحقيق در اتاقي به مساحت 80 مترمربع و با شرايط كنترل شده (درجه حرارت 24 درجه سانتي‌‌گراد و رطوبت نسبي 70 درصد) و در قفسه‌هاي جداگانه با روشنايي طبيعي انجام گرفت.


نحوه ايجاد زخم


پس از القاي بيهوشي با زايلازين 2% (5 ميلي‌گرم به ازاي هر كيلو وزن بدن) و كتامين 10% (35 ميلي‌گرم به ازاي هر كيلو وزن بدن) خرگوش‌ها به​صورت شكمي روي ميز جراحي قرار داده شدند. سپس منطقه وسيع پشت حيوان در ناحيه كتف آماده‌سازي و اسكراپ شد. ابتدا جراح توسط يك استوانه استاندارد با قطر داخلي 25 ميلي‌متر كه كاملا استريل شده است، وسعت دايره مورد نظر بر پشت حيوان را مشخص مي‌كند. برای ایجاد برش تمام ضخامت در پوست ناحیه مورد نظر، از اسکالپل، قیــچی و پنس استفاده شد. در این مرحله پوست به صورت تمام ضخامت و به قطر 25 میلی متر کاملاً از محل مورد نظر جدا گردید (نگاره 1). پس از انجام مراحل فوق حیوانات از نظر خونریزی از محل زخم کنترل شده و به درون قفس‌های خود منتقل ‌شدند. روشی که در این تحقیق جهت ایجاد زخم به​کار گرفته شد، Exisional Wounding بود که در این روش، لایه‌های اپیدرم، درم،‌ هایپودرم و Panniculus Cavernosus به طور کامل برداشته شد. پس از ایجاد زخم، همه خرگوش‌ها به صورت تصادفی با استفاده از رنگ‌های غیر سمی در ناحیه داخل گوش شماره‌گذاری شدند و به چهار گروه ده​تایی تقسیم گردیدند.

گروه اول با پماد دوز 20% عصارة دم‌اسب و گروه دوم تحت عنوان گروه کنترل مثبت با پماد اكسيد روي و گروه سوم تحت عنوان گروه کنترل منفی با اوسرین تيمار شد و گروه شاهد (گروه چهارم) هيچ دارویی دریافت نمی‌کرد. براي هر گروه 10 سر خرگوش در نظر گرفته شد كه 5 خرگوش براي مطالعه هيستومتري و 5 خرگوش براي نمونه​برداري هيستوپاتولوژي استفاده شد. به منظور انجام مطالعه دو سوكور پمادها كد گذاري شدند و توسط فردي كه از محتوي آنها اطلاعي نداشت به شكل موضعي به طوري​كه تمام حفره زخم را پر كند به مدت 28 روز پياپي تجويز شد.

نمونه‌برداري و تهيه مقاطع ميكروسكوپي:

در روزهاي 0، 7، 14 و 21 از هر گروه دو خرگوش به صورت تصادفي انتخاب شد و نمونه بافتي به شكل مربع تمام ضخامت از محل ترميم زخم به همراه پوست سالم اطراف آن با استفاده از قيچي اخذ و به آزمايشگاه ارسال گرديد. اخذ بافت تحت بيهوشي جراحي با كتامين و رامپون انجام گرفت و خرگوش​هاي مزبور حذف شدند.

تحليل داده‌هاي هيستومتري و هيستوپاتولوژي:


روزانه قبل از تجويز هر دارو ابتدا سطح هر يك از زخم​ها با يك تامپون استريل آغشته به سرم فيزيولوژي به طور جداگانه، به آرامي و با دقت تميز مي​شدند. در اين مطالعه حيوانات در روزهاي صفر، هفت، چهارده و بيست يك و بيست و هشت از نظر مساحت زخم بررسي مي‌شدند. مساحت زخم به دو صورت محاسبه مي​شد. روش اول استفاده از نرم افزار Scion image™ بود كه با قرار دادن ماركر در مجاورت و به موازات لبه‌هاي زخم (نگاره 2)، بدون آنكه فشار يا كششي بر پوست مجاور وارد شود، تصاویری توسط دوربين دیجیتال تهيه مي​شد. روش دوم، محاسبه مساحت زخم‌ها توسط نرم افزار مهندسی MATLAB بود به این صورت که خرگوش‌ها به صورت بي‌حركت روي ميز تثبيت مي‌شدند، سپس با استفاده از يك ورقه شفاف بسيار نازك و با استفاده از ماژيك ضد آب، مساحت زخم‌ها عيناً با قراردادن ورقه مذكور روي زخم و كپي‌برداري از ناحيه زخم، به​دست مي‌آمد. 


پس از بررسي مقاطع، كليه تصاویر ريزبيني با توجه به فاكتورهاي ادم و واكنش آماسي، پرخوني و خونريزي، فيبروپلازي، بازسازي بافت پوششي، انقباض زخم، كلاژنيزاسيون و بلوغ نسج گرانوله بر اساس جدول 1 رتبه​بندي شدند و سپس مورد آناليز آماري قرار گرفتند.


رتبه 1 نشان دهنده ضعيف​ترين و رتبه 7 نشان دهنده عالي​ترين  درجه التيام بود. تمامي داده​هاي هيستومتري و هيستوپاتولوژي در نهايت با نرم افزار SPSS و با آزمون​هاي آناليز واريانس يك طرفه و آزمون تعقيبي توكي مورد ارزيابي قرار گرفت و براي سهولت تجزيه و تحليل داده​ها نمودار رسم گرديد (10).


یافته​ها


 يافته‌هاي هيستومتري


در روز 7 دوره تيمار اندازه زخم در هر 4 گروه در مقايسه با روز صفر افزايش قابل توجهي را نشان داد. در روز 14 اندازه زخم در گروه تيمار با پماد دم اسب كاهش چشمگيري نسبت به گروه پماد اكسيد روي، گروه اوسرين و گروه شاهد داشت. به مرور زمان تا روز 21 اندازه زخم​ها به ترتيب در گروه​های تيمار با پماد دم اسب و اكسيد روي و بعد از آن گروه​هاي اوسرين و شاهد بيشترين ميزان جمع​شدگي را نشان داد. 


در روز 21 دوره تيمار در گروه تيمار با پماد دم اسب بيشترين و در گروه شاهد كمترين ميزان جمع​شدگي زخم مشاهده شد و گروه اكسيد روي و اوسرين در رتبه​هاي دوم و سوم قرار گرفتند ( نمودار 1).

يافته‌هاي هيستوپاتولوژي

در روز صفر که بلافاصله بعد از جراحي كه تشکیل لخته از جوانب زخم مشاهده می​گرديد، ارتشاح شديد سلول​های آماسی نوع چرکی و رسوب مقادیر اندکی فیبرین در محل زخم قابل مشاهده بود.

در روز 7 دوره آزمايش پديده غالب مشاهده شده در گروه شاهد، گسترش بافت همبند سست آرئولار هيپودرم از جوانب و قسمت‌هاي عمقي زخم به فضاي خالي آن بود. خونريزي و ايجاد لخته كه باعث پرشدن فضاي خالي زخم و درزگيري (Sealing) آن در قسمت‌هاي سطحي زخم شده بود، نيز قابل مشاهده بود. ارتشاح پراكنده و دور رگي سلول‌هاي آماسي، پرخوني و خونريزي‌هاي پراكنده در بافت همبند سست آرئولار كه قسمت اعظم فضاي زخم را پر كرده بود، قابل مشاهده بود (نگاره 3). 


در روز 7 دوره آزمايش، در گروه‌هاي تيمار با اوسرين و اكسيد روي، دلمه حاصل از لخته خون محتوي فيبرين، سلول‌هاي آماسي و بقاياي‌ بافت‌هاي نكروتيك (Debris)، سطح زخم را در تمامي گروه‌ها پوشش داده بود. فضاي زخم نيز به‌طور كامل توسط نسج گرانولاسيون جوان پر عروق و پرسلول اشغال شده بود. سلول‌هاي آماسي نوع حادّ به‌طور پراكنده همراه با پرخوني و خونريزي‌هاي پراكنده در نسج گرانولاسيون قابل مشاهده بود (نگاره​های 4 و 5). 


در روز 7 دوره آزمايش، در گروه‌هاي تيمار با عصاره گياه دم‌ اسب، فضاي زخم به‌طور كامل توسط نسج گرانولاسيون جوان پر عروق و پر سلول همراه با پرخوني و خونريزي‌هاي جزئي و پراكنده پر شده بود. حضور سلول‌هاي آماسي نوع حادّ نيز عمدتاً محدود به قسمت‌هاي سطحي زخم و زير دلمه بود. سطح زخم نيز توسط دلمه‌اي متشكل از لخته خون حاوي فيبرين، سلول‌هاي آماسي و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك پوشيده شده بود. بافت پوششي سنگفرشي كه با ايجاد جوانه پوششي شروع به نوزايش كرده و از سطح زير دلمه در حال گسترش به‌طرف سطح زخم بود، مشاهده مي‌گرديد (نگاره ‌6).


در روز 14 دوره آزمايش، در همه گروه‌ها لخته خون حاوي فيبرين، سلول‌هاي آماسي و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك كم‌ و بيش سطح زخم را پوشانيده بود. در گروه شاهد وجود ادم در نسج ترميمي باعث گسترش فضاي ميان بافتي شده بود. سلول‌هاي آماسي فراوان و بافت‌هاي نكروتيك همراه با پرگنه‌هاي باكتريايي به‌صورت گسترده در فضاي درون زخم مشاهده مي‌شد (نگاره 7). 


در گروه‌هاي تيمار با اوسرين و اكسيد روي در روز 14 دوره آزمايش، فضاي زخم به‌طور كامل توسط نسج گرانولاسيون جوان پر عروق و پر سلول اشغال شده و پرخوني خفيف همچنان در عروق نوساز آن مشاهده مي‌شد. سلول‌هاي آماسي فراواني در جوانب و قسمت‌هاي سطحي زخم، در اين گروه‌ها همچنان مشاهده مي‌شد. بافت پوششي سنگفرشي كه با ايجاد جوانه پوششي شروع به نوزايش كرده و از سطح زير دلمه در حال گسترش به‌طرف سطح زخم بود، مشاهده مي‌گرديد (نگاره​های 8 و 9).


در گروه‌هاي تيمار با عصاره گياه دم‌ اسب در روز 14 دوره آزمايش، همانند گروه‌هاي تيمار با اوسرين و اكسيد روي فضاي زخم به‌طور كامل توسط نسج گرانولاسيون اشغال شده بود، لكن اين بافت از بلوغ (Maturation) بيشتري برخوردار بوده و حاوي رشته‌هاي ظريف كلاژن بود. از شدت پرخوني و آماس نيز در اين گروه‌ها كاسته شده بود و بافت پوششي سنگفرشي نوبنياد كه از سطح زير دلمه در حال گسترش به‌طرف سطح زخم بود، مشاهده مي‌گرديد. از ضخامت دلمه در سطح زخم نيز كاسته شده بود (نگاره 10).


در روز 21 پس از جراحي در گروه شاهد، بافت پوششي سنگفرشي با ايجاد جوانه پوششي شروع به نوزايش كرده و از سطح زير دلمه در حال گسترش به‌طرف سطح زخم بود. سطح زخم همچنان توسط دلمه متشكل از لخته خون، سلول‌هاي آماسي فراوان و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك پوشيده شده بود. فضاي زخم به‌طور كامل توسط نسج گرانولاسيون جوان پر عروق و پر سلول اشغال شده بود و پر خوني خفيفي در عروق نوساز اين ناحيه مشاهده مي‌شد (نگاره 11).


در گروه‌هاي تيمار با اوسرين و اكسيد روي در روز 21 دوره آزمايش، بافت پوششي سنگفرشي نوبنياد قسمت اعظم سطح زخم را پوشانده بود و سطح رخنه و شكاف باقي‌مانده موجود در دهانه زخم (Epithelial gap) توسط دلمه كوچكي متشكل از لخته خون، سلول‌هاي آماسي و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك پوشيده شده بود. فضاي زخم به‌طور كامل توسط نسج گرانولاسيون جوان كه داراي رشته‌هاي فيبروزي بيشتري بود اشغال شده بود. ارتشاح سلول‌هاي آماسي در سطح زير دلمه بيشتر از ساير قسمت‌هاي نسج ترميمي بود (نگاره​های 12 و 13). 


در گروه‌هاي تيمار با عصاره گياه دم‌ اسب در روز 21 دوره آزمايش، اندازه زخم به شدت كاهش يافته و بافت پوششي سنگفرشي نوساز عمده‌ترين قسمت سطح زخم را پوشانده بود و سطح رخنه و شكاف كوچك باقي‌مانده موجود در دهانه زخم توسط دلمه كوچكي متشكل از لخته خون، سلول‌هاي آماسي و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك پوشيده شده بود. از تعداد 


سلول‌هاي آماسي حتي در قسمت‌هاي سطحي زخم به شدت كاسته شده بود. فضاي زخم به‌طور كامل توسط نسج گرانولاسيون كه بالغ‌تر بود و داراي رشته‌هاي كلاژن سازمان‌يافته‌ و متراكم‌تري بود، پر شده بود. اندازه زخم به‌دليل افزايش رشته‌هاي كلاژن و همچنين عملكرد ميوفيبروبلاست‌ها 
نسبت به ساير گروه‌ها كاهش بيشتري را نشان مي‌داد. (نگاره 14).

برآیند کلی ترمیم در گروه​های مورد مطالعه در روزهای صفر، 7، 14 و 21 دوره تیمار در نمودار 2 مقایسه شده است.

جدول 1- درجه‌بندي هيستوپاتولوژي پارامترهاي مؤثر در ترميم زخم

		درجه بندي جهت ارزيابي هموستاز متعاقب جراحي

1 خونريزي در فضاي زخم به‌ميزان بيش از يك دوم ميدان ميكروسكوپي با بزرگنمايي پايين(10×)

2 خونريزي در فضاي زخم به‌ميزان يك چهارم تا يك دوم ميدان ميكروسكوپي با بزرگنمايي پايين(10×)

3 خونريزي در فضاي زخم به‌‌ميزان كمتر از يك چهارم ميدان ميكروسكوپي با بزرگنمايي پايين(10×)

4 خونريزي ملايم و محدود به كناره‌هاي محل برش جراحي

5 خونريزي جزئي فقط در محل برش جراحي


6 عدم مشاهده خونريزي


درجه بندي ميزان التهاب

1 ارتشاح دور رگي و مشاهده سلول‌هاي آماسي نوع حادّ به ميزان بيش از يك دوم ميدان ديد ميكروسكوپي با بزرگنمايي پايين (10×) توام با نكروز بافتي

2 ارتشاح دور رگي و مشاهده سلول‌هاي آماسي نوع حادّ در حد مابين يك چهارم تا يك دوم ميدان ديد ميكروسكوپي با بزرگنمايي پايين (10×) بدون نكروز بافتي

3 ارتشاح دور رگي و مشاهده سلول‌هاي آماسي نوع حادّ به ميزان كمتر از يك چهارم ميدان ديد ميكروسكوپي با بزرگنمايي پايين (10×)

4 ارتشاح جزعی و پراكنده سلول‌هاي آماسي نوع حادّ داخل بافت همبندي 

5 عدم وجود التهاب


 درجه بندي روند فيبروپلازي در فضاي زخم

1 عدم ظهور بافت جوانه‌اي (جوانه گوشتي) در محل زخم و اشغال فضاي زخم توسط لخته خون حاوي فيبرين و سلول‌هاي خوني و آماسي و پر شدن فضاي زخم توسط گسترش بافت همبند سست آرئولار از بافت‌هاي زيرين

2 ظهور اوليه بافت جوانه‌اي درمحل زخم 

3 گسترش بافت جوانه‌اي پر سلول توام با عروق نوساز در فضاي زخم (آنژيوژنز)

4 ظهور اوليه الياف كلاژن (مشاهده رشته‌هاي فيبروز) در فضاي زخم

5 ايجاد نظم در الياف كلاژن (رشته‌هاي فيبروزي) در فضاي زخم

6 تجمع، تراكم و سازمان‌دهي به طور سرتاسري در رشته‌هاي كلاژن و ايجاد اسكار (نسج جوشگاهي) در فضاي زخم


درجه بندي بازسازي بافت پوششي

1 عدم مشاهده بازسازي بافت پوششي ( درزگيري اوليه زخم توسط لخته خون حاوي فيبرين و سلولهاي خوني و تبخير از سطح لخته و ايجاد دلمه در سطح زخم، در برخي مواقع ترشحات موكوئيدي با منشا مزانشيال به شكل مواد شاخي در سطح زخم تجمه يافته و سخت شده و به‌شكل طبقه‌اي كاملا مشخص روي زخم مشاهده مي‌شود).

2 مشاهده آغاز بازسازي بافت پوششي از لبه‌هاي زخم (در لبه‌هاي زخم بافت پوششي ضخيم شده و ايجاد جوانه پوششي مي‌كند).

3 بازسازي بافت پوششي به‌طوري‌كه حدود يك سوم زخم را پوشش دهد.

4 بازسازي بافت پوششي به‌طوري‌كه حدود يك دوم زخم را پوشش دهد.

5 بازسازي بافت پوششي به‌طوري‌كه حدود سه چهارم زخم را پوشش دهد.

6 بازسازي بافت پوششي به‌طوري‌كه سراسر زخم را با ضخامت نامنظم و كيفيت و سازماندهي نامناسب پوشش دهد. 

7 بازسازي بافت پوششي به‌طوري‌كه سراسر زخم را به طور مناسب و با كيفيت و سازماندهي خوب پوشش دهد. 
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نگاره 1-  نحوه ایجاد برش تمام ضخامت جراحی بر روی پوست خرگوش


نگاره 2- نحوه انجام هیستومتری زخم پوست خرگوش

نگاره 3- نماي ريزبيني از محل زخم جراحي در پوست يك خرگوش از گروه شاهد در روز 7 پس از جراحي. فضاي توسط زخم بافت همبند سست آرئولار (پيكان ضخيم) در قسمت‌هاي عمقي پر شده است كه با پر خوني شديد (پيكان نازك)، ارتشاح پراكنده و دور رگي سلول‌هاي آماسي و خونريزي‌هاي پراكنده همراه مي‌باشد. قسمت سطحي زخم توسط لخته خون حاوي فيبرين، سلول‌هاي آماسي و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك (Debris) پوشيده شده است. نسج گرانولاسيون جوان حاوي فيبروبلاست‌هاي فعال چاق و گوشتالو در زير دلمه سطح زخم مشاهده مي‌گردد كه در حال گسترش به قسمت‌هاي زيرين مي‌باشد (هماتوكسيلين-ائوزين، بزرگنمايي 40×).

نگاره 4- نماي ريزبيني از محل زخم جراحي در پوست يك خرگوش از گروه تيمار با اوسرين در روز 7 پس از جراحي. فضاي زخم به‌طور كامل توسط نسج گرانولاسيون جوان پر عروق (پيكان‌ها) و پر سلول اشغال شده است. پرخوني خفيفي در عروق نوساز بافت جوانه گوشتي مشاهده مي‌شود. سطح زخم توسط دلمه‌اي از لخته خون حاوي فيبرين، سلول‌هاي آماسي و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك پوشيده شده است (هماتوكسيلين-ائوزين، بزرگنمايي 40×).


نگاره 5- نماي ريزبيني از محل زخم جراحي در پوست يك خرگوش از گروه تيمار با اكسيد روي در روز 7 پس از جراحي. فضاي زخم به‌طور كامل توسط نسج گرانولاسيون جوان حاوي سلول‌هاي آماسي نوع حاد به‌شكل پراكنده و خونريزي جزعي و پراكنده (پيكان‌هاي نازك) اشغال شده است. سطح زخم توسط دلمه‌اي (پيكان ضخيم) از لخته خون حاوي فيبرين، سلول‌هاي آماسي و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك پوشيده شده است (هماتوكسيلين-ائوزين، بزرگنمايي 100×).


نگاره 6- نماي ريزبيني از محل زخم جراحي در پوست يك خرگوش از گروه تيمار با عصاره گياه دم‌اسب در روز 7 پس از جراحي. سطح زخم توسط دلمه‌اي متشكل از لخته خون حاوي فيبرين، سلول‌هاي آماسي و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك پوشيده شده است (پيكان‌هاي نازك). فضاي زخم به‌طور كامل توسط نسج گرانولاسيون جوان پر عروق (نوك پيكان‌ها) و پر سلول پر شده است. حضور سلول‌هاي آماسي نوع حاد نيز عمدتاً محدود به قسمت‌هاي سطحي زخم و زير دلمه مي‌باشد. بافت پوششي سنگفرشي كه با ايجاد جونه پوششي (پيكان) شروع به نوزايش كرده و از سطح زير دلمه در حال گسترش به‌طرف سطح زخم مي‌باشد قابل مشاهده است (هماتوكسيلين-ائوزين، بزرگنمايي 100×).
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نگاره 7- نماي ريزبيني از محل زخم جراحي در پوست يك خرگوش از گروه شاهد در روز 14 پس از جراحي. سطح زخم توسط دلمه‌اي متشكل از لخته خون، سلول‌هاي آماسي فراوان و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك پوشيده شده است (پيكان ضخيم). وجود ادم در نسج ترميمي زخم باعث گسترش فضاي ميان بافتي (پيكان‌هاي نازك) شده است. گسترش سلول‌هاي آماسي در اين مناطق نيز كاملاَ مشخص مي‌باشد (هماتوكسيلين-ائوزين، بزرگنمايي 40×).


نگاره 8- نماي ريزبيني از محل زخم جراحي در پوست يك خرگوش از گروه تيمار با اوسرين در روز 14 پس از جراحي. فضاي زخم به‌طور كامل توسط نسج گرانولاسيون جوان پر عروق (پيكان‌هاي نازك) و پر سلول اشغال شده است. پرخوني خفيفي در عروق نوساز بافت جوانه گوشتي مشاهده مي‌شود. سطح زخم توسط دلمه‌ لخته خون حاوي فيبرين، سلول‌هاي آماسي و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك پوشيده شده است. ارتشاح سلول‌هاي آماسي در سطح زير دلمه از شدت و گستردگي بيشتري برخوردار است (نوك پيكان‌ها). بافت پوششي سنگفرشي كه با ايجاد جونه پوششي (پيكان ضخيم) شروع به نوزايش كرده و از سطح زير دلمه در حال گسترش به طرف سطح زخم مي‌باشد، قابل مشاهده است (هماتوكسيلين-ائوزين، بزرگنمايي 40×).


نگاره 9- نماي ريزبيني از محل زخم جراحي در پوست يك خرگوش از گروه تيمار با اكسيد روي در روز 14 پس از جراحي. سطح زخم توسط دلمه‌ لخته خون حاوي فيبرين، سلول‌هاي آماسي و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك پوشيده شده است (پيكان‌هاي نازك). ارتشاح سلول‌هاي آماسي در سطح زير دلمه و لبه‌هاي زخم از شدت و گستردگي بيشتري برخوردار است (نوك پيكان‌ها). بافت پوششي سنگفرشي كه با ايجاد جونه پوششي (پيكان ضخيم) شروع به نوزايش كرده و از سطح زير دلمه در حال گسترش به‌طرف سطح زخم مي‌باشد، قابل مشاهده است (هماتوكسيلين-ائوزين، بزرگنمايي 100×).

نگاره 10- نماي ريزبيني از محل زخم جراحي در پوست يك خرگوش از گروه تيمار با عصاره گياه دم‌اسب در روز 14 پس از جراحي. فضاي زخم به‌طور كامل توسط نسج گرانولاسيون كه بلوغ بيشتري را نشان داده و حاوي رشته‌هاي ظريف كلاژن (پيكان‌هاي نازك) به‌صورت پراكنده بوده، لكن حاوي سلول‌هاي آماسي اندكي نيز مي‌باشد، پر شده است. سطح زخم توسط دلمه‌اي متشكل از لخته خون حاوي فيبرين، سلول‌هاي آماسي و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك پوشيده شده است. بافت پوششي سنگفرشي نوبنياد (پيكان) كه از سطح زير دلمه در حال گسترش به‌طرف سطح زخم مي‌باشد، قابل مشاهده است (هماتوكسيلين-ائوزين، بزرگنمايي 40×).


نگاره 11- نماي ريزبيني از محل زخم جراحي در پوست يك خرگوش از گروه شاهد در روز 21 پس از جراحي. بافت پوششي سنگفرشي كه با ايجاد جونه پوششي (پيكان ضخيم) شروع به نوزايش كرده و از سطح زير دلمه در حال گسترش به‌طرف سطح زخم مي‌باشد، قابل مشاهده است. سطح زخم همچنان توسط دلمه متشكل از لخته خون، سلول‌هاي آماسي فراوان و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك پوشيده شده است (نوك پيكان). فضاي زخم به‌طور كامل توسط نسج گرانولاسيون جوان پر عروق و پر سلول اشغال شده است. پرخوني خفيفي (پيكان‌هاي نازك) در عروق نوساز اين ناحيه مشاهده مي‌شود (هماتوكسيلين-ائوزين، بزرگنمايي 40×).


نگاره 12- نماي ريزبيني از محل زخم جراحي در پوست يك خرگوش از گروه تيمار با اوسرين در روز 21 پس از جراحي. بافت پوششي سنگفرشي نوبنياد (پيكان) كه از سطح زير دلمه در حال گسترش به‌طرف سطح زخم مي‌باشد، قابل مشاهده است. سطح زخم همچنان توسط دلمه متشكل از لخته خون، سلول‌هاي آماسي فراوان و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك پوشيده شده است. ارتشاح سلول‌هاي آماسي در سطح زير دلمه از شدت و گستردگي بيشتري برخوردار است. فضاي زخم به‌طور كامل توسط نسج گرانولاسيون جوان پر عروق و پر سلول اشغال شده است (هماتوكسيلين-ائوزين، بزرگنمايي 40×).


نگاره 13- نماي ريزبيني از محل زخم جراحي در پوست يك خرگوش از گروه تيمار با اكسيد روي در روز 21 پس از جراحي. بافت پوششي سنگفرشي نوبنياد (پيكان ضخيم) كه از سطح زير دلمه در حال گسترش به‌طرف سطح زخم مي‌باشد، قابل مشاهده است. سطح زخم همچنان توسط دلمه متشكل از لخته خون، سلول‌هاي آماسي فراوان و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك پوشيده شده است. ارتشاح سلول‌هاي آماسي در سطح زير دلمه از شدت و گستردگي بيشتري برخوردار است (نوك پيكان). فضاي زخم به‌طور كامل توسط نسج گرانولاسيون كه داراي رشته‌هاي فيبروزي بيشتري است (پيكان نازك)، اشغال شده است (هماتوكسيلين-ائوزين، بزرگنمايي 40×).


نگاره 14- نماي ريزبيني از محل زخم جراحي در پوست يك خرگوش از گروه تيمار با عصاره گياه دم‌اسب در روز 21 پس از جراحي. فضاي زخم به‌طور كامل توسط نسج گرانولاسيون كه بلوغ بيشتري را نشان داده و حاوي رشته‌هاي كلاژني كه سازمان يافته‌تر بوده و از تراكم بيشتري برخوردار مي‌باشد (نوك پيكان‌ها) پر شده است. اندازه زخم به شدت كاهش يافته و بافت پوششي سنگفرشي نوبنياد (پيكان‌هاي ضخيم) كه از هر دو طرف، از سطح زير دلمه در حال گسترش به‌طرف سطح زخم و پوشش دادن آن مي‌باشد، قابل مشاهده است. قسمت باقيمانده سطح زخم كه هنوز توسط يافت پوششي پوشيده نشده توسط دلمه متشكل از لخته خون حاوي فيبرين، سلول‌هاي آماسي و بقاياي بافت‌هاي نكروتيك پوشيده شده است (هماتوكسيلين-ائوزين، بزرگنمايي 20×).
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          نمودار 1- تغييرات اندازه مساحت زخم در طول دوره تيمار                                     
نمودار 2- مقايسه برآيند كلي ترميم در گروه‌هاي تيمار در چهار گروه

                                                                                                                          مورد مطالعه در روزهاي صفر، 7، 14 و 21 دوره تيمار

بحث و نتيجه‌گيري   

پماد اکسید روی یکی از پرمصرف‌ترين پمادها در درمان زخم​هاي موضعي مي‌باشد كه محتوي 20 درصد پودر اكسيد روي است. محافظت سطحي، قابض بودن، آنتي سپتيك و غيرسمي بودن خصوصيات بارزي هستند كه باعث شده امروزه اين دارو به عنوان يك ماده مؤثر در تركيبات بهداشتي و دارويي به وفور استفاده شود (6). در اين تحقيق نيز از اين پماد به عنوان گروه كنترل مثبت استفاده شده است.


متعاقب ايجاد زخم جراحي، ماست سل‌ها و بازوفيل‌ها فعال شده و منجر به سنتز و ترشح مدياتورهاي ليپيدي مي‌شوند كه اثرات مختلفي بر رگ​هاي خوني و لوكوسيت​ها دارند. مهمترين اين مدياتورها، متابوليت​هاي سيكلواكسيژنازي و ليپواكسيژنازي اسيد آراشيدونيك هستند. مدياتور اصلي مشتق از اسيد آراشيدونيك كه توسط مسير سيكلواكسيژناز در ماست سل‌ها توليد مي‌شود، پروستوگلاندين‌ D2 است (12 و 13).


پروستوگلاندين D2 به سلول​هاي ماهيچه‌اي صاف متصل شده و باعث انبساط عروق و كموتاكسي نوتروفيل​ها و تجمع آنها در جايگاه​هاي اتصالي مي‌شود كه با استفاده از مواد بازدارنده سيكلواكسيژناز مانند ضد التهاب‌هاي غير استروئيدي كه داراي تركيباتی از گروه​هاي شيميايي فنيل اتانوئيد، فلاونوئيد و ايريدوئيد هستند، مي‌توان از سنتز پروستوگلاندين D2 جلوگيري كرد (11).


داروهاي ضدالتهاب به​خصوص از نوع غيراستروئيدها از پرمصرف‌ترين داروها بعد از جراحي به منظور كاهش درد و التهاب و بهتر نمودن وضعيت عمومي بيمار در جهت تسريع روند بهبودي مي‌باشد. با توجه به اهميت التيام و ترميم سريع زخم​هاي جراحي براي جلوگيري از عفونت​هاي ثانويه و 
به​دست آوردن سريع عملكرد فيزيولوژيك بافت، مطالعات فراواني در زمينه اثر داروهاي ضدالتهاب غير استرونيدي بر تسريع روند ترميم انجام گرفته است و طبيعتاً گياهان داروئي كه داراي اثرات ضدالتهاب و تأثير مثبت در هر كدام از مراحل ترميم داشته باشند، التيام را تسريع خواهند نمود (7 و 11).


گياه دم اسب به علت دارا بودن سيليس آزاد دارويي مؤثر در درمان زخم‌ها است و همچنين اشاره شده است که اين گياه در بالا بردن خاصيت ارتجاعي و مقاومت پوست نقش دارد (2 و 4).  

در مطالعه حاضر افزايش مساحت زخم در روزهاي آغازين مطالعه به واسطه تطابق زماني با فاز آماسي ترميم زخم قابل توجيه است. علاوه بر التهاب و آماس، كشش پوست و عضلات نيز در افزايش مساحت زخم در اين روزها دخالت دارند. در حالت كلي، در بخش نتايج هيستومتري از لحاظ هماهنگي با فرضيه‌هاي تئوري اختلالي وجود نداشت و كاهش اندازه زخم متأثر از كاهش ميزان التهاب و پيشرفت ترميم زخم بود و چنانچه در بخش نتايج ارائه گرديد، در نهايت بهترين پاسخ اول مربوط به گروه تيمار با عصاره دم اسب 20% بود.


بر اساس نتايج اين بررسی، پماد عصاره دم اسب 20% فرآيند ترميم زخم را در پوست تسريع مي‌كند، اين در حالي است كه پماد اكسيد روي كه سالهاست اثرات ترمیمی خوبي از خود نشان داده در این مطالعه نيز نتايج خوبي برجاي گذاشته است (6).


فيبروبلاست​ها مسئول سنتز رشته‌هاي كلاژن و بافت همبند مي‌باشند و با نفوذ به داخل بافت همبند آروئولار تشكيل شده در نسج ترميمي، موجب بلوغ بافت همبند مي‌گردند و از آنجايي كه عصاره گياه دم​اسب فعاليت فيبروبلاست​ها و ماكروفاژها را تحريك مي‌كند اين دو رده سلولي در تعامل با يكديگر با تحريك نفوذ عروق نوساز فراوان به بافت گرانوله جوان سرعت بيشتري را به ترميم زخم مي‌بخشد (8 و 11).


اوسرين در كل طول دوره درمان همواره نتايج بهتري از گروه شاهد نشان داد. هر چند اوسرين ماده‌اي خنثي تلقي مي‌شود، لکن این ماده با خاصيت چرب كنندگي زخم، مانع از خونريزي‌هاي شديد و كاهش ورود عوامل عفوني به داخل زخم مي‌شود كه مي‌تواند در بهبود ترمیم زخم مؤثر باشد (9). در هر حال نتايج دقيق نيازمند آزمايشات اختصاصي مي‌باشد (9).

در نتيجه​گيري كلي مي​توان اظهار داشت كه بر اساس مطالعات مختلف، گياه دارويي دم اسب با كاهش آماس و التهاب ناشي از زخم جراحي و انواع واسطه​هاي شيميايي مؤثر در التهاب، تقويت سيستم ايمني سلولي، مهار آنزيم​ها و واسطه​هاي سلولي و باكتريايي موجب بهبودي سريع​تر زخم​هاي جلدي باز (Excisional) نسبت به ساير داروهاي مورد مطالعه می​شود. 


استفاده از روش‌های مولکولی بسیار دقیق برای شناسایی مواد موجود در عصاره این گیاه و شناسایی دقیق خواص مربوط به تک تک آنها می‌تواند بسیار مفید باشد. همچنین استخراج مواد مؤثر و فعال موجود در این گیاه به صورت جداگانه و استفاده از آنها در فرآورده‌های داروی بسیار مفید خواهد بود.
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