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  چکیده

ایـن  . شـود  ن برخورد مـی آرود که در بسیاري از موارد بالینی با  ترین عوامل نارسایی حاد کلیوي به شمار می بازخونرسانی کلیه یکی از مهم   -میآسیب ایسک 

-هـاي سـرمی آسـیب آن در آسـیب ناشـی از ایـسکمی                مطالعه به منظور ارزیابی اثرات پیش درمانی با پودر زردچوبه بر هیستوپاتولوژي کلیـه و شـاخص                

شـاهد جراحـی، مـدل      :  گـروه  4 موش صحرایی نر نژاد ویستار بـه طـور تـصادفی در              80در مجموع . هاي صحرایی طرح گردید     بازخونرسانی کلیه در موش   

ه هاي گـرو  موش.  رأس موش در هر گروه تقسیم گردید20با %) 4و % 2(تیمار با پودر زردچوبه     +  بازخونرسانی -ایسکمی  بازخونرسانی و دو گروه    -ایسکمی

سـاعت پـس از   24.  دقیقه در معرض بازخونرسانی قرار گرفت30 درجه در معرض ایسکمی و به مدت37ي   دقیقه در دما   60 بازخونرسانی به مدت     -ایسکمی

دست آمده ه ب نتایج. هاي مورد آزمایش انجام گردید    هاي عملکرد کلیه وآسیب شناسی کلیه در مورد گروه        آزمون. ها آسان کشته شدند     دوره بازخونرسانی موش  

بازخونرسانی در مقایـسه بـا گـروه شـاهد     -هاي گروه ایسکمی افزایش کراتینین، اوره و اسیداوریک در موش . با گروه شاهد جراحی مورد مقایسه قرار گرفت       

د بخـشیده و آسـیب ناشـی از     بازخونرسانی عملکرد کلیه را بهبـو     -وز قبل از القاء ایسکمی     ر 30پیش تیماري با پودر زردچوبه به مدت        . جراحی مشاهده شد  

داري از آسـیب عملکـردي و بـافتی     دهد که پودر زرد چوبه به طور معنـی  دست آمده از مطالعه حاضر نشان میهنتایج ب. دهد آماس و اکسیداتیو را کاهش می   

  . بازخونرسانی جلوگیري کرد-کلیه در اثر ایسکمی

   .1493-1503 :، صفحات21پیاپی ، 1، شماره 6 دوره ،1391مجله دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز، 

   بازخونرسانی، کلیه، موش صحرایی-پودر زردچوبه، ایسکمی: هاواژهکلید

  

  

  مقدمه

هاي بدن در مسیرهاي پاتولوژیک مختلفی براي آسیب بافت     

ها  در اکثر بافت.بازخونرسانی، معرفی شده است- روند ایسکمی

خونرسانی مجدد، عمدتاً توسط -آسیب ناشی از ایسکمی

هاي آزاد بسیار با تولید رادیکال. افتدهاي آزاد اتفاق میرادیکال

فعال اکسیژن یعنی سوپر اکسید و رادیکال هیدروکسیل طی روند 

هاي ساختاري ها متحمل آسیبخونرسانی مجدد، بافت-ایسکمی
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هاي گردند به طوري که آسیبو عملکردي متعددي می

 .)25 (افتد شدیدتر در فاز خونرسانی مجدد اتفاق میپاتولوژیکِ

افتد که جریان خون به یک بافت   زمانی اتفاق می آسیب ایسکمی

قطع شود، اما به صورت متناقض آسیب بافتی بیشتر موقعی روي 

دهد که جریان خون دوباره در طی رپرفیوژن برقرار شود  می

 ن سندروم بالینیهایی است که از ایکلیه یکی از ارگان). 20(

مثلاً در پی کاهش . بیند آسیب می)  رپرفیوژن- آسیب ایسکمی(

جریان خون به کلیه به دلیل خونریزي، شوك، اعمال جراحی 

بزرگ و یا قطع کامل جریان خون به این ارگان در حین انتقال از 

 .افتد دهنده به گیرنده در طی پیوند کلیه این وضعیت اتفاق می

 -تأخیري بافت پیوندي آسیب ایسکمیعلت اصلی عملکرد 

هرچه قدر شدت آسیب اولیه ناشی از . باشد می) I/R( رپرفیوژن

I/R بیشتر باشد، موارد رد پیوند یا اختلال عملکردي آن افزایش 

 اولیه منجر به نتیجه بهتر I/Rبنابراین، کاهش در آسیب . یابد می

 ).19( دشو می براي بقا آلوگرافت در کوتاه مدت و دراز مدت 

، توسط القاء I/Rپاسخ التهابی کوتاه مدت آغاز شده به دلیل 

هاي پیش التهابی، بیان ملکولهاي اتصالی و  آبشار سیتوکاین

عنوان ه ب- TNF و IL-1. شود  سلولی مشخص میارتشاح

هاي پیش التهابی هستند که نقش مهمی را در آسیب  سیتوکاین

I/Rخونرسانی -بروز ایسکمی .)19 (دیوند ارگان دارن بعد از پ

هاي آزاد باعث پراکسیداسیون مجدد در کلیه نیز با تولید رادیکال

). 28 و 16(شود لیپیدي شده که منجر به نارسایی حاد کلیوي می

  استفاده از گیاهان دارویی جهت درمان طیف وسیعی از 

اي به  ویژهها، به سرعت در حال توسعه بوده و توجه بیماري

هاي با منشاء طبیعی در برابر اثرات محافظتی آنتی اکسیدان

گیاهان دارویی فراوانی با خواص ). 15(ها شده است بیماري

رود در پیشگیري از ی وجود دارند، که گمان میاکسیدان آنتی

از جمله . ها موثر باشندخونرسانی مجدد بافت- آسیب ایسکمی

اکسیدانی است گیاهانی که ترکیبات آن داراي خواص قوي آنتی

  ). 39(باشدمی) Turmeric(گیاه زردچوبه 

-هاي قلبیها، پیري، بیماريشرایط پاتولوژیک نظیر سرطان

هاي فعال ی و آماس در تولید و تجمع گونهعروقی، ایسکم

هاي بنابراین، از بین بردن گونه). 10 و 5(اکسیژن دخیل هستند 

هاي رادیکال اکسیژن یک راهکار تدافعی موثري در برابر بیماري

ها موادي هستند که در  اکسیدان آنتی. شودمختلف قلمداد می

توانند  ز، میها و بدن، حتی در مقادیر ناچی صورت وجود در غذا

هاي اکسیداتیو ناشی از  بدن را در مقابل انواع مختلف آسیب

بهداروییگیاهان). 32(هاي فعال اکسیژن محافظت کنند  گونه

صرفه وجانبیعوارضکاهشدسترسی،سهولتعلت

هاي صناعی، داروشایستههاي جایگزینعنوانبهاقتصادي،

طور خاص مورد  هیر ب از چند دهه اخبوده وتوجهموردهمواره

گیاهیمنشأبامواد بیولوژیک.توجه محققین قرار گرفته است

 .دهند تشکیل میراها بیماريمدرنفارماکوتراپیازاي شاخه

ها وجود  اگرچه عوامل دارویی متنوعی براي درمان انواع بیماري

 لکن اغلب بیماران قادر به تحمل اثرات جانبی داروهاي ،دارد

ستند و از سوي دیگر اکثر گیاهان اثرات جانبی بسیار شیمیایی نی

 با انجام این مطالعه .گذارند اندکی در روي بیماران به جاي می

خاصیت دارویی پودر زردچوبه در محافظت از بافت کلیه در 

بازخونرسانی براي اولین بار از طریق آسیب -شرایط ایسکمی

تواند  تائید میگیرد که در صورت  شناسی مورد ارزیابی قرار می

اکسیدانی  مورد  به عنوان یک منبع قابل دسترس با خاصیت آنتی

بدیهی است قبل از آنکه دارویی جدید وارد . استفاده قرار گیرد

عرصه طب شود، لازم است مطالعات متعددي در چندین مرحله 

-هاي بیدر اولین مرحله، دارو در محیط. روي دارو انجام شود

بررسی ) in vivo(یز روي حیوانات زنده و ن) in vitro(جان 

هاي کلی را روي مورد مطالعه شود که در این مرحله ویژگیمی

)Pharmacological profile (دهندمورد بررسی قرار می .

  .شودبعد از این مرحله است که دارو روي انسان آزمایش می

 باشد اکسیدانی میبا توجه به اینکه زردچوبه داراي اثرات آنتی

-رود که مصرف این گیاه بتواند از آسیب ایسکمیانتظار می

با عنایت به اینکه اثر گیاه . خونرسانی مجدد جلوگیري نماید
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با جنبه  مجدد یخونرسان-یسکمی ابیآسمذکور بر 

هیستوپاتولوژیک مورد مطالعه قرار نگرفته است، هدف از مطالعه 

ر آسیب حاضر، بررسی اثرات محافظتی پودر گیاه زردچوبه ب

هاي  شناسی در موش بازخونرسانی کلیه با جنبه آسیب-ایسکمی

  .باشد صحرایی می

  هاروشمواد و 

. باشد گر آزمایشگاهی می مطالعه حاضر از نوع تجربی مداخله    

بالغ سر موش صحرایی نر  80تعداد براي انجام این مطالعه، از 

 9 و در محدوده سنی  گرم20200 با وزن تقریبی ویستارنژاد 

ها  داري براي تمام گروهشرایط تغذیه و نگه. هفته استفاده شد

 221تاریکی و دماي / ساعت روشنایی12یکسان و به صورت 

طور آزاد  جیره غذایی یکسان و آب نیز به. گراد بود درجه سانتی

شرایط در دسترس قرار گرفته و پس از یک هفته عادت به 

 گروه 4طور تصادفی به  ها به موش. جدید، آزمایش شروع شد

- گروه ایسکمی- Sam I/R( 2 (شاهد گروه -1 : مساوي شامل

تیمار با + بازخونرسانی- ایسکمیگروه - I/R (3(بازخونرسانی 

 +low dose turmeric powder (دز پایین پودر زردچوبه

I/R( 4- دز بالاي پودر تیمار با + بازخونرسانی-ایسکمی گروه 

تقسیم ) high dose turmeric powder + I/R (زردچوبه

  .شدند

).Curcuma longa Linn(هاي زیرزمینی تازه زردچوبه  ساقه

تهیه و پس از تائید آن توسط دانشکده کشاورزي دانشگاه آزاد 

طور کامل توسط آب تمیز شسته شده و  اسلامی واحد تبریز، به

پودر . شکل پودر درآمد سیاب بهپس از خشک نمودن توسط آ

در . داري شدحاصله در تمام مدت آزمایش در دماي اتاق نگه

.  روز طول کشید30این مطالعه، تیمار با پودر زردچوبه به مدت 

صرفاً از ) I/R (2و ) Sam I/R (1هاي از زمان شروع، در گرو

 low doseسالم تیمار با  (3هاي جیره پایه و در گروه

turmeric powder+ I/R ( 4و) high dose turmeric 

powder + I/R ( به ترتیب از جیره حاوي پودر زردچوبه به

داري در سایر موارد براي شرایط نگه. استفاده شد% 4و % 2میزان 

مطالعات نشان داده . ها یکسان در نظر گرفته شدتمامی گروه

ر  روز د90به مدت % 5میزان  است که مصرف پودر زردچوبه به

گونه مرگ و یا آسیب  هاي صحرایی هیچ جیره غذایی موش

پاتولوژیک کبدي، کلیوي، ریوي، گوارشی، مغزي و طحال را  

 روز، براي ایجاد ایسکمی و 30پس از ). 12(سبب نشده است 

ها توسط تزریق داخل برقراري مجدد خونرسانی، همه گروه

و خط بیهوش گردیده ) mg/kg 50(صفاقی پنتوباربیتال سدیم 

فقط به  )Sham I/R (شاهددر گروه . وسط برش داده شد

ها دستکاري سرخرگ کلیوي اکتفا کرده و در سایر گروه

  وسیله  دقیقه به60 کلیوي به مدت سرخرگ

پس از برداشتن گیره . تروماتیک عروقی مسدود شدهاي نانگیره

  و رفع انسداد، حفره شکمی بخیه زده شده و حیوانات به 

  .ي خود باز گردانده شدهاقفس

گیري برخی   ساعت بازخونرسانی، جهت اندازه24پس از 

و ) 8(، اسید اوریک )14(هاي بیوشیمیایی شامل اوره فاکتور

 خون نیز از سینوس پشت کره چشم  ، نمونه)40(کراتینین 

)Retro-orbital plexus (هاي خون  سرم نمونه. اخذ گردید

 15 دور در دقیقه و به مدت 2500توسط سانتریفیوژ با سرعت 

زمان همه  هم. گراد جدا شد  درجه سانتی30دقیقه در دماي 

 Cervical (هاي گردن   ها با ایجاد دررفتگی در مهره  موش

dislocation (ها سریعاً  کلیه موش. به راحتی کشته شدند

هاي  از نمونه.  درصد پایدار شدند10خارج و در فرمالین بافري 

هاي رایج پاساژ بافت و تهیه مقاطع  ه از شیوهفوق با استفاد

 میکرون و با روش 5هایی با ضخامت  هیستوپاتولوژي، برش

  ).23( ائوزین تهیه شد -رنگ آمیزي هماتوکسیلین

 هاي مختلف آزمایشی بهمقاطع بافتی کلیه، تهیه شده از گروه

تورم : خبر از لحاظ تغییرات پاتولوژیک از جملهشکل دو سو بی

ها، پرخونی و خونریزي، اتساع لولی بافت پوششی توبولحاد س

ها مورد مطالعه قرار هاي پوششی توبولتوبولی و نکروز سلول

 و Bhalodiaگرفت و از لحاظ شدت آسیب بر اساس روش 
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، آسیب )1(+ به صورت آسیب ملایم 2009همکاران در سال 

  ).      6(رتبه بندي شد ) 3(+، آسیب شدید )2(+متوسط 

  لیل آماريتح

 ارائه و   mean±S.E.Mدست آمده کمی، به صورت        هاي به   داده

و آزمون  ANOVAها توسط آزمون دار بین گروه اختلاف معنی

افـزار      توسط نـرم    >05/0pداري     در سطح معنی   Tukeyتعقیبی  

  . مورد تجزیه و تحلیل قرار خواهند گرفتSPSSآماري 

  هایافته

  شناسیهاي آسیبیافته 

: هاي مختلف آزمایشی شاملهیستوپاتولوژي گروهتغییرات 

زرد چوبه +بازخونرسانی-، ایسکمیبازخونرسانی- شم، ایسکمی

 1 هاينگارهدر %) 4(زرد چوبه +بازخونرسانی-و ایسکمی%) 2(

 ارائه گردیده 1 نشان داده شده و  شدت تغییرات در جدول 8تا 

ییر در گروه شم، ساختار بافت کلیه طبیعی بوده و تغ. است

-در گروه ایسکمی. پاتولوژیک خاصی در آن مشاهده نگردید

هاي توبولی، نکروز حاد  تغییرات دژنراتیو سلولبازخونرسانی

. ها، ادم، پرخونی و خونریزي شدید بینابینی مشاهده گردیدتوبول

در گروه . پرخونی و خونریزي شدید گلومرولی بسیار واضح بود

تیماري توسط ، پیش%)2(زرد چوبه +بازخونرسانی-ایسکمی

بهبود قابل توجهی در بروز تغییرات % 2پودر زردچوبه به میزان 

تغییرات پاتولوژیک مشاهده شده در . پاتولوژیک مشاهده گردید

 و این گروه شامل ادم، پرخونی و خونریزي متوسط در گلومرول

بافت بینابینی کلیه و همچنین تغییرات ملایم دژنراتیو همراه با 

هاي اپیتلیال توبولی در مناطق قشري و خفیف سلولنکروز 

-مقاطع تهیه شده از کلیه گروه ایسکمی. مرکزي  کلیه بود

، بهبود قابل توجهی را در بروز %)4(زرد چوبه +بازخونرسانی

تنها تغییر پاتولوژیک مشاهده شده . تغییرات پاتولوژیک نشان داد

 توبولی و هايدر این گروه شامل واکوئولاسیون خفیف سلول

. پرخونی جزئی بود

  

هاي صحرایی آسیب کلیه در موش-1جدول 

 تورمهاگروه

حاد 

سلولی

  پرخونی و 

خونریزي

اتساع 

توبولی

نکروز 

هاي سلول

پوششی 

هاتوبول

----شم

++++++++++++بازخونرسانی-ایسکمی

-ایسکمی

زردچوبه +بازخونرسانی

)2(%

+++++++++

-ایسکمی

زردچوبه +نرسانیبازخو

)4(%

+++++

  دهنده عدم مشاهده تغییر پاتولوژیک و علامت مثبت علامت منفی نشان

  .باشددهنده تغییرات پاتولوژیک مینشان

  

  

  

نماي ریزبینی از بافت کلیه موش صحرائی گروه کنترل  -1نگاره 

 ساختار بافت کلیه در کورتکس و مدولا سالم بوده و تغییر). شم(جراحی 

 –آمیزي هماتوکسیلین رنگ(شود پاتولوژیک خاصی در آن مشاهده نمی

  ).40ائوزین، بزرگنمایی 
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١۴٩٧

  

نماي ریزبینی از بافت کلیه موش صحرائی گروه کنترل  -2نگاره 

ساختار بافت کلیه در منطقه قشر سالم بوده و تغییر پاتولوژیک ). شم(جراحی 

 ائوزین، –زي هماتوکسیلین آمیرنگ(شود قابل توجهی در آن مشاهده نمی

  ).250بزرگنمایی 

  

  

نماي ریزبینی از بافت کلیه موش صحرائی گروه تحت  -3نگاره 

 و به پرخونی و خونریزي شدید در گلومرول. خونرسانی مجدد/ ایسکمی

  بافت بینابینی کلیه و همچنین تغییرات شدید دژنراتیو همراه با نکروز 

آمیزي رنگ( منطقه قشري کلیه توجه نمائید هاي اپیتلیال توبولی درسلول

).250 ائوزین، بزرگنمایی –هماتوکسیلین 

  

نماي ریزبینی از بافت کلیه موش صحرائی گروه تحت  -4نگاره 

پرخونی و خونریزي شدید در بافت بینابینی کلیه . خونرسانی مجدد/ ایسکمی

ها هاي اپیتلیال توبولو همچنین تغییرات شدید دژنراتیو همراه با نکروز سلول

 –آمیزي هماتوکسیلین رنگ(باشد در قسمت مرکزي کلیه قابل توجه می

  ).250ائوزین، بزرگنمایی 

  

  

نماي ریزبینی از بافت کلیه موش صحرائی گروه تحت  -5نگاره 

به . پودر زردچوبه%) 2(علاوه تیمار با دز پائین هخونرسانی مجدد ب/ ایسکمی

 و بافت بینابینی کلیه و همچنین توسط در گلومرولپرخونی و خونریزي م

هاي اپیتلیال توبولی در تغییرات ملایم دژنراتیو همراه با نکروز خفیف سلول

 ائوزین، –آمیزي هماتوکسیلین رنگ(منطقه قشري کلیه توجه نمائید 

  ).250بزرگنمایی 
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١۴٩٨

  

نماي ریزبینی از بافت کلیه موش صحرائی گروه تحت  -6نگاره 

. پودر زردچوبه%) 2(علاوه تیمار با دز پائین هخونرسانی مجدد ب/ سکمیای

پرخونی و خونریزي ملایم تا متوسط در بافت بینابینی کلیه و همچنین 

ها در هاي اپیتلیال توبولتغییرات ملایم دژنراتیو همراه با نکروز خفیف سلول

 ائوزین، –ین رنگ آمیزي هماتوکسیل(باشد قسمت مرکزي کلیه قابل توجه می

  ).250بزرگنمایی 

  

 نماي ریزبینی از بافت کلیه موش صحرائی گروه تحت -7نگاره 

. پودر زردچوبه%) 4(علاوه تیمار با دز بالاي هخونرسانی مجدد ب/ ایسکمی

پرخونی ملایم در بافت بینابینی کلیه و همچنین تغییرات ملایم دژنراتیو همراه 

یال توبولی در منطقه قشري کلیه قابل مشاهده هاي اپیتلبا نکروز جزئی سلول

  ).250 ائوزین، بزرگنمایی –رنگ آمیزي هماتوکسیلین (باشدمی

  

نماي ریزبینی از بافت کلیه موش صحرائی گروه تحت  -8نگاره 

. پودر زردچوبه%) 4(علاوه تیمار با دز بالاي هخونرسانی مجدد ب/ ایسکمی

ها در هاي اپیتلیال توبولنکروز خفیف سلولتغییرات ملایم دژنراتیو همراه با 

 –رنگ آمیزي هماتوکسیلین (باشد قسمت مرکزي کلیه قابل مشاهده می

  ).250ائوزین، بزرگنمایی 

  

  هاي بیوشیمیایییافته

هاي مختلف تغییرات بیوشیمیایی سرم و مقایسه آماري گروه

-، ایسکمیبازخونرسانی-شم، ایسکمی: آزمایشی شامل

 +بازخونرسانی- و ایسکمی%) 2(زردچوبه +نیبازخونرسا

  .   ارائه گردیده است2در جدول %) 4(زردچوبه 
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١۴٩٩

 تاثیر پیش درمانی زردچوبه بر پارامترهاي سرمی کراتینین، اوره و اسیداوریک -2جدول 

سرم کراتینین گروه

)میلی گرم بر دسی لیتر(

اوره  

)میلی گرم بر دسی لیتر(

میلی گرم بر دسی (اسید اوریک 

)لیتر

79/0 ± 32/6111/0± 55/18/5 ± 09/0  )شم(شاهد 

بازخونرسانی- ایسکمی
a

 21/0± 23/4
a

 75/12± 95/142
a

18/0± 82/1  

  %)2(زردچوبه +  بازخونرسانی-ایسکمی
b

11/0± 60/2
b

 32/7± 95/103  
b

 12/0± 28/1

  %)4(زردچوبه  +  بازخونرسانی-ایسکمی
c 

08/0± 85/1
c

 3/4± 35/72
c

 15/0± 90/0  

a:001/0 p< ،در مقایسه با گروه شم b :05/0 p< و c :01/0 p<بازخونرسانی- در مقایسه با گروه ایسکمی  

  گیري و نتیجهبحث

ها در طب سنتی جهت درمان اختلالات تنفسی  زردچوبه قرن    

اشتهایی،  نظیر سرفه، آسم و آلرژي، اختلالات کبدي، بی

هاي دیابتی و سینوزیت مورد استفاده قرار گرفته  وماتیسم، زخمر

بسیاري از خواص درمانی زردچوبه از جمله اثرات ). 3(است 

، اثرات ضد )13 و 7، 1(،  اثرات ضد التهابی )34(اکسیدانی  آنتی

، اثرات محافظت از کبد )30 و 24(سرطانی و ضد میکروبی 

ات ممانعت از تشکیل اثر) 2(، اثرات محافظت از کلیه )21(

، )41 و 27(، اثرات محافظتی در انفارکتوس قلبی )36(ترومبوز 

، اثرات ضد تورم مفاصل در )38 و 35، 4(اثرات هیپوگلیسمیک 

، توسط تحقیقات مدرن و )11(بیماري آرتریت روماتوئید 

ترین عاملی که باعث مهم.  است پیشرفته مورد تائید قرار گرفته

ره در طب سنتی مورد استفاده قرار گیرد، شده زردچوبه هموا

طوري که، تا به  باشد به جنبه سالم و غیر سمی بودن آن می

 29(اي اثرات سمی براي آن در حیوانات  امروز، در هیچ مطالعه

گزارش نشده است و بدیهی است که ) 22(و انسان ) 33و 

در ).  18(باشد  زردچوبه حتی در مقادیر مصرف زیاد سمی نمی

 أها با منش اکسیدان هاي اخیر دستیابی به انواع جدید آنتی سال

). 37(طور جدي مورد توجه محققین واقع شده است  گیاهی به

یک ترکیب بیولوژیک فعال مستخرج ) Curcumin(کورکومین 

-اکسیدانی قوي میاز ساقه زیرزمینی زردچوبه با خاصیت آنتی

  ).  26(باشد 

کمی رپرفیوژن آسیب سلولی یکی از مسائل بسیار مهم در ایس

باشد، برقراري مجدد جریان خون به شکل متناقضی باعث  می

  گردد، بنابراین علاوه بر  تشدید آسیب سلولی در بافت می

هایی که تا انتهاي دوره ایسکمی دچار آسیب غیرقابل سلول

 روند هاي دیگري نیز در بافت از می برگشت شده بودند، سلول

)9 .(  

دهد پیش درمانی با زردچوبه  مطالعه ما نشان مینتایج حاصل از

-اثرات پیشگیرانه محافظتی و درمانی در برابرآسیب ایسکمی

کلیوي دارد که این موضوع را با آزمایشات ) IR(بازخونرسانی

  . بیوشیمیایی و پاتولوژیکی ثابت کردیم

بازخونرسانی - در آزمایشات ما حیواناتی که دچار آسیب ایسکمی

هاي کلیوي را نشان دادند که شامل کاهش آسیبشده بودند 

اسید اوریک و  عملکرد کلیه به صورت افزایش سطح اوره،

 لازم به ذکر است که مقدار سرمی کراتینین،. کراتینین سرم بود

اسیداوریک نشان دهنده میزان فیلتراسیون گلومرولی  اوره و

) IR( بازخونرسانی-تغییرات حاصل از ایسکمی. هستند

هاي گسترده هیستوپاتولوژیکی را مانند واکوئله شدن  آسیب
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١۵٠٠

نکروز توبولی و  خونریزي، پرخونی، ها، ادم بینابینی،سلول

  .دهد تغییرات گلومرولی را نشان می

با استفاده از زرد چوبه به عنوان پیش درمان در حیواناتی که 

هاي دچار آسیب ایسکمی باز خونرسانی  شدند تغییرات و آسیب

  . یی و هیستوپاتولوژیکی کاهش چشمگیري پیدا کردندبیوشیمیا

 اوره و به طوري که در این مطالعه میزان سرمی کراتینین،

داري بازخونرسانی به طور معنی-اسیداوریک در گروه ایسکمی

نتایج حاصل از آزمایشات ما نشان . بیشتر از گروه شاهد بودند

سرم کراتینین  دهد که پیش درمانی با زرد چوبه افزایش اوره،می

) IR( بازخونرسانی-اسیداوریک را که حاصل اسیب ایسکمی و

دهد همچنین ما به این است را به طور چشمگیري کاهش می

نتیجه رسیدیم که اثر پیش درمانی زردچوبه در جلوگیري از 

مفید ) IR(بازخونرسانی-اختلال عملکردي حاصل از ایسکمی

  .باشدمیوابسته به دوز مصرفی زرد چوبه بود و 

-نارسایی حاد کلیوي ایجاد شده توسط آسیب ایسکمی

  هاي هیستوپاتولوژي که از بافت کلیه بازخونرسانی با نشانه

هاي نکروز سلول دست آمد آسیب گسترده توبول کلیوي،هب

 هايکلیوي با لاشهانسداد توبول  آسیب گلومرولی، توبولی،

 این اختلالات اي ازبخش عمده. سلولی را براي ما نشان داد

توبولی و گلومرولی در طول دوره برقراري مجدد جریان خون به 

هاي فعال دهد و مقدار زیادي گونهدنبال انفجار اکسیداتیو رخ می

رسانی در هم آسیبشوند که یکی از عوامل ماکسیژن تولید می

هاي فعال اکسیژن گونه. باشندباز خونرسانی می-آسیب ایسکمی

)ROS (اکسیداسیون لیپیدي غشاهاي بیولوژیکی مسئول پر

حفاظت . دشونهستند که در نهایت منجر به مرگ سلولی می

  هاي رادیکال هاي آزاد در مقابل ایجاد شده توسط زداینده

-هاي فعال اکسیژن تولید شده در طی آسیب ایسکمیگونه

هاي رادیکال آزاد در دهد که گونهنشان می) IR(بازخونرسانی

  .باشندهاي دچار ایسکمی بازخونرسانی دخیل میلپاتوژنز سلو

-در مجموع مکانیسم اثر حافظتی زرد چوبه در آسیب ایسکمی

توان با فعالیت آنتی اکسیدانی آن بازخونرسانی کلیوي را می

 آنژیوتانسین نقشی محوري را در -سیستم رنین ).34(  کردجیهتو

وتانسین به رنین در تبدیل آنژی. کندتنظیم فشار خون ایفا می

 با کمک آنزیم || به آنژیوتانسین | و آنژیوتانسین |آنژیوتانسین 

-آوري شده نشان میشواهد جمع. آنژیوتانسین نقش داردمبدل 

هاي داخل سلولی  در تحریک تولید فرم||دهد آنژیوتانسین 

 هاي فعال اکسیژن مانند آنیون سوپراکسید و هیدروژن پرگونه

مدت ).17(شود نقش دارد کلیوي میاکسید که منجر به آسیب

هاي فعال اکسیژن یکی از عوامل مهم در ایجاد زمان تشکیل فرم

  .باشدو کمک به به آسیب بازخونرسانی می

هاي تواند منجر به افزایش تولید فرمهاي اکسیداتیو میاسترس

.  فعال اکسیژن گرددهاياکسیژن یا کاهش توانایی مهار فرمفعال 

هاي فعال اکسیژن متصل شده به اسیدهاي چرب غیر مبنابراین فر

اشباع در غشاي لیپیدي ممکن است در نتیجه پراکسیداسیون 

  .منجر به هم ریختگی ساختاري و عملکردي سلولی شود

پس از بازخونرسانی و باز اکسیژن رسانی عدم تعادل بازاکسیژن 

رسانی و عملکرد تنفسی در میتوکندري منجر به تولید نسل 

  ).31( شودیمی آنیون سوپراکسید در میتوکندري میعظ

هاي آنتی تحت این شرایط سیستم دفاعی آنتی اکسیدان و آنزیم

هاي تواند از گریز از فرمدهد اما نمیاکسیدان راتشخیص می

 همین فعال اکسیژن جلوگیري کند به خصوص در میتوکندري  و

ولی دیگر تواند از اثرات آنها در فضاهاي داخل سلطور نمی

لذا، این آبشار حوادث به عنوان سیستم آسیب باز . جلوگیري کند

  .شودخونرسانی شناخته می

دهد پیش درمانی با زردچوبه این نظرات و آزمایشات نشان می

بازخونرسانی شده بودند را در برابر -هایی که دچار ایسکمیکلیه

فزایش ا را از اهکند و کلیهپراکسیداسیون لیپیدي محافظت می

هاي فعال اکسیژن و تخلیه سوپراکسید دسموتاز و شدید فرم

کاتالاز وگلوتاتیون پراکسیداز محافظت کرده و میزان گلوتاتیون 

-هایشان در معرض ایسکمیهایی که کلیهرا در موش

.دهدبازخونرسانی قرار دارد کاهش می
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 نتایج این مطالعه نشان داد که پیش درمانی با پودربه هر حال، 

بازخونرسانی -ایسکمیزرد چوبه به میزان قابل توجهی از آسیب 

هاي صحرایی جلوگیري کرده و نقش محافظتی کلیوي در موش

-را در مقابل آسیب ناشی از استرس اکسیداتیو ایسکمی

در این مطالعه ما مشاهده  .داردبازخونرساتی کلیه اعمال می

اي هتواند وضعیت شاخصکردیم که پودر زرد چوبه می

عملکردي آسیب کلیه و نیز خصوصیات بافتی و ساختاري این 

باز -هاي صحرایی که تحت آسیب ایسکمیاندام را در موش

لکن، شناخت دقیق ماده . اند، بهبود بخشدخونرسانی قرار گرفته

ثر اصلی این محصول گیاهی، تعیین دقیق مکان و ؤیا مواد م

رماکولوژیکی آن در هاي مؤثر در عملکرد فا مکانیسم یا مکانیسم

  .این مورد نیاز به مطالعات آتی دارد
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Abstract

Renal ischemia/reperfusion (I/R) injury is a major cause of acute renal failure (ARF),
which is faced in many clinical situations. This study was designed to investigate the 
effect of pre-treatment with turmeric (Curcuma longa linn) powder on kidney 
histopathology and function markers in renal ischemia / reperfusion (IR) induced injury 
in the rats. A total of 80 male Wistar rats were randomly divided into 4 groups: sham, IR 
model and two I/R+TREE (2%and4%) - treated groups (n=20 per group). I/R groups’
kidneys were subjected to 60 min of global ischemia at 37oc followed by 30min of 
reperfusion. After 24h of reperfusion period, the rats were sacrificed. Kidney function 
tests and histopathological examination were also performed. Results were compared 
with a group of rats with sham operation. High serum creatinine, blood urea nitrogen and 
uric acid were observed in I/R rats compared to the sham rats. Pre-treatment of turmeric 
powder for 30 days prior to IR operation improved renal function reduced IR induced 
renal inflammatory and oxidative injury. The results of this study showed that turmeric 
powder significantly prevented renal I/R-induced functional and histological injuries.
  

Keywords: Curcuma longa linn, Ischemia-reperfusion, Kidney, Rat
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چكيده


آسیب ایسکمی- بازخونرسانی کلیه یکی از مهم​ترین عوامل نارسایی حاد کلیوی به شمار می‌رود که در بسیاری از موارد بالینی با آن برخورد می‌شود. این مطالعه به منظور ارزیابی اثرات پیش درمانی با پودر زردچوبه بر هیستوپاتولوژی کلیه و شاخص‌های سرمی آسیب آن در آسیب ناشی از ایسکمی-بازخونرسانی کلیه در موش‌های صحرایی طرح گردید. در مجموع80 موش صحرایی نر نژاد ویستار به طور تصادفی در 4 گروه: شاهد جراحی، مدل ایسکمی- بازخونرسانی و دو گروه ایسکمی- بازخونرسانی+ تیمار با پودر زردچوبه (2% و 4%) با 20 رأس موش در هر گروه تقسیم گردید. موش‌های گروه ایسکمی- بازخونرسانی به مدت 60 دقیقه در دمای 37 درجه در معرض ایسکمی و به مدت30 دقیقه در معرض بازخونرسانی قرار گرفت. 24ساعت پس از دوره بازخونرسانی موش‌ها آسان کشته شدند. آزمون​های عملکرد کلیه وآسیب شناسی کلیه در مورد گروه​های مورد آزمایش انجام گردید. نتایج به​دست آمده با گروه شاهد جراحی مورد مقایسه قرار گرفت. افزایش کراتینین، اوره و اسیداوریک در موش‌های گروه ایسکمی-بازخونرسانی در مقایسه با گروه شاهد جراحی مشاهده شد. پیش تیماری با پودر زردچوبه به مدت 30 روز قبل از القاء ایسکمی-بازخونرسانی عملکرد کلیه را بهبود بخشیده و آسیب ناشی از آماس و اکسیداتیو را کاهش می‌دهد. نتایج به​دست آمده از مطالعه حاضر نشان می‌دهد که پودر زرد چوبه به طور معنی‌داری از آسیب عملکردی و بافتی کلیه در اثر ایسکمی- بازخونرسانی جلوگیری کرد.


مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، 1391، دوره 6، شماره 1، پیاپی 21، صفحات: 1503-1493. 

كليد واژه​ها: پودر زردچوبه، ایسکمی- بازخونرسانی، کلیه، موش صحرایی

مقدمه

     مسیرهای پاتولوژیک مختلفی برای آسیب بافت​های بدن در روند ایسکمی-بازخونرسانی، معرفی شده است. در اکثر بافت​ها آسیب ناشی از ایسکمی-خونرسانی مجدد، عمدتاً توسط رادیکال​های آزاد اتفاق می​افتد. با تولید رادیکال​های آزاد بسیار فعال اکسیژن یعنی سوپر اکسید و رادیکال هیدروکسیل طی روند ایسکمی-خونرسانی مجدد، بافت​ها متحمل آسیب​های ساختاری و عملکردی متعددی می​گردند به طوری که آسیب​های پاتولوژیکِ شدیدتر در فاز خونرسانی مجدد اتفاق می​افتد (25). آسيب ايسكمي‌ زماني اتفاق مي‌افتد كه جريان خون به يك بافت قطع شود، اما به صورت متناقض آسيب بافتي بيشتر موقعي روي مي‌دهد كه جريان خون دوباره در طي رپرفيوژن برقرار شود (20). كليه يكي از ارگان​هايي است كه از اين سندروم باليني (آسيب ايسكمي- رپرفيوژن) آسيب مي‌بيند. مثلاً در پي كاهش جريان خون به كليه به دليل خونريزي، شوك، اعمال جراحي بزرگ و يا قطع كامل جريان خون به اين ارگان در حين انتقال از دهنده به گيرنده در طي پيوند كليه اين وضعيت اتفاق مي‌افتد. علت اصلي عملكرد تأخيري بافت پيوندي آسيب ايسكمي- رپرفيوژن (I/R) مي‌باشد. هرچه قدر شدت آسيب اوليه ناشي از I/R بيشتر باشد، موارد رد پيوند يا اختلال عملكردي آن افزايش مي‌يابد. بنابراين، كاهش در آسيب I/R اوليه منجر به نتيجه بهتر براي بقا آلوگرافت در كوتاه مدت و دراز مدت ‌مي‌شود (19). پاسخ التهابي كوتاه مدت آغاز شده به دليل I/R، توسط القاء آبشار سيتوكاين‌هاي پيش التهابي، بيان ملكولهاي اتصالي و ارتشاح سلولي مشخص مي‌شود. IL-1 و 
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- TNF به​عنوان سيتوكاين‌هاي پيش التهابي هستند كه نقش مهمي را در آسيب I/R بعد از پيوند ارگان دارند (19). بروز ایسکمی-خونرسانی مجدد در کلیه نیز با تولید رادیکال​های آزاد باعث پراکسیداسیون لیپیدی شده که منجر به نارسایی حاد کلیوی می​شود (16 و 28). استفاده از گیاهان دارویی جهت درمان طیف وسیعی از 
بیماری​ها، به سرعت در حال توسعه بوده و توجه ویژه​ای به  اثرات محافظتی آنتی اکسیدان​های با منشاء طبیعی در برابر بیماری​ها شده است (15). گياهان دارويي فراواني با خواص آنتي‌اكسيداني وجود دارند، که گمان می​رود در پیشگیری از آسیب ایسکمی-خونرسانی مجدد بافت​ها موثر باشند. از جمله گياهاني كه ترکیبات آن دارای خواص قوی آنتی​اکسیدانی است گياه زردچوبه (Turmeric) می​باشد (39). 


شرایط پاتولوژیک نظیر سرطان​ها، پیری، بیماری​های قلبی-عروقی، ایسکمی و آماس در تولید و تجمع گونه​های فعال اکسیژن دخیل هستند (5 و 10). بنابراین، از بین بردن گونه​های رادیکال اکسیژن یک راهکار تدافعی موثری در برابر بیماری​های مختلف قلمداد می​شود. آنتي‌اكسيدان‌ها موادي هستند كه در صورت وجود در غذا‌ها و بدن، حتي در مقادير ناچيز، مي‌توانند بدن را در مقابل انواع مختلف آسيب‌هاي اكسيداتيو ناشي از گونه‌هاي فعال اكسيژن محافظت كنند (32). گیاهان دارویی به علت سهولت دسترسی، کاهش عوارض جانبی و صرفه اقتصادی، به عنوان جایگزین‌های شایسته دارو‌های صناعي، همواره مورد توجه بوده و از چند دهه اخير به‌طور خاص مورد توجه محققين قرار گرفته است. مواد بیولوژیک با منشأ گیاهی شاخه‌اي از فارماکوتراپی مدرن بيماری‌ها را تشكيل مي‌دهند. اگرچه عوامل دارويي متنوعي براي درمان انواع بيماري‌ها وجود دارد، لكن اغلب بيماران قادر به تحمل اثرات جانبي داروهاي شيميايي نيستند و از سوي ديگر اكثر گياهان اثرات جانبي بسيار اندكي در روي بيماران به جاي مي‌گذارند. با انجام اين مطالعه خاصيت دارويي پودر زردچوبه در محافظت از بافت کلیه در شرایط ایسکمی-بازخونرسانی برای اولین بار از طریق آسیب شناسی مورد ارزيابي قرار مي‌گيرد كه در صورت تائيد مي‌تواند به عنوان يك منبع قابل دسترس با خاصيت آنتي‌اكسيداني  مورد استفاده قرار گيرد. بدیهی است قبل از آنکه دارویی جدید وارد عرصه طب شود، لازم است مطالعات متعددی در چندین مرحله روی دارو انجام شود. در اولین مرحله، دارو در محیط​های بی​جان (in vitro) و نیز روی حیوانات زنده (in vivo) بررسی می​شود که در این مرحله ویژگی​های کلی را روی مورد مطالعه (Pharmacological profile) مورد بررسی قرار می​دهند. بعد از این مرحله است که دارو روی انسان آزمایش می​شود.


با توجه به اينكه زردچوبه دارای اثرات آنتی​ اکسیدانی می​باشد انتظار می​رود که مصرف این گیاه بتواند از آسیب ایسکمی-خونرسانی مجدد جلوگیری نماید. با عنایت به اینکه اثر گياه مذكور بر آسیب ایسکمی-خونرسانی مجدد با جنبه هيستوپاتولوژيك مورد مطالعه قرار نگرفته است، هدف از مطالعه حاضر، بررسي اثرات محافظتي پودر گياه زردچوبه بر آسیب ایسکمی-بازخونرسانی كليه با جنبه آسيب‌شناسي در موش‌هاي صحرايي مي‌باشد.


مواد و روش​ها

    مطالعه حاضر از نوع تجربي مداخله‌گر آزمايشگاهي مي‌باشد. براي انجام اين مطالعه، از تعداد 80 سر موش صحرايي نر بالغ نژاد ويستار با وزن تقريبي 20
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200 گرم و در محدوده سنی 9 هفته استفاده شد. شرايط تغذيه و نگه​داري براي تمام گروه‌ها يكسان و به صورت 12 ساعت روشنايي/تاريكي و دماي 2
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21 درجه سانتي‌گراد بود. جيره غذايي يكسان و آب نيز به‌طور آزاد در دسترس قرار گرفته و پس از يك هفته عادت به شرايط جديد، آزمايش شروع شد. موش‌ها به‌طور تصادفي به 4 گروه مساوي شامل:  1- گروه شاهد (Sam I/R) 2- گروه ایسکمی-بازخونرسانی (I/R) 3-گروه ایسکمی-بازخونرسانی+ تیمار با دز پایین پودر زردچوبه  (low dose turmeric powder+ I/R) 4- گروه ایسکمی-بازخونرسانی + تیمار با دز بالای پودر زردچوبه  (high dose turmeric powder + I/R) تقسیم شدند.


ساقه‌هاي زيرزميني تازه زردچوبه (Curcuma longa Linn.) تهيه و پس از تائيد آن توسط دانشکده کشاورزی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبريز، به‌طور كامل توسط آب تميز شسته شده و پس از خشك نمودن توسط آسياب به‌شكل پودر درآمد. پودر حاصله در تمام مدت آزمايش در دماي اتاق نگه​داري شد. در این مطالعه، تیمار با پودر زردچوبه به مدت 30 روز طول کشید. از زمان شروع، در گرو​های 1 (Sam I/R) و 2 (I/R) صرفاً از جیره پایه و در گروه​های 3 (سالم تیمار با low dose turmeric powder+ I/R) و 4 (high dose turmeric powder + I/R) به ترتیب از جیره حاوی پودر زردچوبه به ميزان 2% و 4% استفاده شد. شرايط نگه​داري در ساير موارد براي تمامي گروه​ها يكسان در نظر گرفته شد. مطالعات نشان داده است كه مصرف پودر زردچوبه به‌ميزان 5% به مدت 90 روز در جيره غذايي موش‌هاي صحرايي هيچ‌گونه مرگ و يا آسيب پاتولوژيك كبدي، كليوي، ريوي، گوارشي، مغزي و طحال را  سبب نشده است (12). پس از 30 روز، برای ایجاد ایسکمی و برقراری مجدد خونرسانی، همه گروه​ها توسط تزریق داخل صفاقی پنتوباربیتال سدیم (mg/kg 50) بیهوش گردیده و خط وسط برش داده شد. در گروه شاهد (Sham I/R) فقط به دستکاری سرخرگ کلیوی اکتفا کرده و در سایر گروه​ها سرخرگ​ کلیوی به مدت 60 دقیقه به​وسیله 
گیره​​های نان​تروماتیک عروقی مسدود شد. پس از برداشتن گیره و رفع انسداد، حفره شکمی بخیه زده شده و حیوانات به 
قفس​های خود باز گردانده شد.

پس از 24 ساعت بازخونرسانی، جهت اندازه‌گيري برخي فاكتور‌هاي بيوشيميايي شامل اوره (14)، اسيد اوريك (8) و كراتينين (40)، نمونه‌ خون نيز از سينوس پشت كره چشم (Retro-orbital plexus) اخذ گرديد. سرم نمونه‌هاي خون توسط سانتريفيوژ با سرعت 2500 دور در دقيقه و به مدت 15 دقيقه در دماي 30 درجه سانتي‌گراد جدا شد. هم‌زمان همه موش‌‌ها با ايجاد دررفتگي در مهره‌هاي گردن  (‍Cervical dislocation) به راحتي كشته شدند. کلیه موش‌ها سريعاً خارج و در فرمالين بافري 10 درصد پايدار شدند. از نمونه‌هاي فوق با استفاده از شيوه‌هاي رايج پاساژ بافت و تهيه مقاطع هيستوپاتولوژي، برش‌هايي با ضخامت 5 ميكرون و با روش رنگ آميزي هماتوكسيلين- ائوزين تهيه شد (23).


مقاطع بافتی کلیه، تهیه شده از گروه​های مختلف آزمایشی به شکل دو سو بی​خبر از لحاظ تغییرات پاتولوژیک از جمله: تورم حاد سلولی بافت پوششی توبول​ها، پرخونی و خونریزی، اتساع توبولی و نکروز سلول​های پوششی توبول​ها مورد مطالعه قرار گرفت و از لحاظ شدت آسیب بر اساس روش Bhalodia و همکاران در سال 2009 به صورت آسیب ملایم (+1)، آسیب متوسط (+2)، آسیب شدید (+3) رتبه بندی شد (6).      

تحليل آماري


داده‌هاي به‌دست آمده کمی، به صورت mean±S.E.M ارائه و اختلاف معني‌دار بين گروه‌ها توسط آزمونANOVA  و آزمون تعقيبي Tukey در سطح معني‌داري 05/0p<  توسط نرم‌افزار آماري SPSS مورد تجزيه و تحليل قرار خواهند گرفت.


یافته​ها

 یافته​های آسیب​شناسی

تغییرات هیستوپاتولوژی گروه​های مختلف آزمایشی شامل: شم، ایسکمی-بازخونرسانی، ایسکمی-بازخونرسانی+زرد چوبه (2%) و ایسکمی-بازخونرسانی+زرد چوبه (4%) در نگاره​های 1 تا 8 نشان داده شده و  شدت تغییرات در جدول 1 ارائه گردیده است. در گروه شم، ساختار بافت کلیه طبیعی بوده و تغییر پاتولوژیک خاصی در آن مشاهده نگردید. در گروه ایسکمی-بازخونرسانی تغییرات دژنراتیو سلول​های توبولی، نکروز حاد توبول​ها، ادم، پرخونی و خونریزی شدید بینابینی مشاهده گردید. پرخونی و خونریزی شدید گلومرولی بسیار واضح بود. در گروه ایسکمی-بازخونرسانی+زرد چوبه (2%)، پیش​تیماری توسط پودر زردچوبه به میزان 2% بهبود قابل توجهی در بروز تغییرات پاتولوژیک مشاهده گردید. تغییرات پاتولوژیک مشاهده شده در این گروه شامل ادم، پرخونی و خونریزی متوسط در گلومرول​ و بافت بینابینی کلیه و همچنین تغییرات ملایم دژنراتیو همراه با نکروز خفیف سلول​های اپیتلیال توبولی در مناطق قشری و مرکزی  کلیه بود. مقاطع تهیه شده از کلیه گروه ایسکمی-بازخونرسانی+زرد چوبه (4%)، بهبود قابل توجهی را در بروز تغییرات پاتولوژیک نشان داد. تنها تغییر پاتولوژیک مشاهده شده در این گروه شامل واکوئولاسیون خفیف سلول​های توبولی و پرخونی جزئی بود. 

جدول 1- آسیب کلیه در موش​های صحرایی

		گروه​ها

		تورم حاد سلولی

		پرخونی و 

خونریزی

		اتساع توبولی

		نکروز سلول​های پوششی توبول​ها



		شم

		-

		-

		-

		-



		ایسکمی-بازخونرسانی

		+++

		+++

		+++

		+++



		ایسکمی-بازخونرسانی+زردچوبه (2%)

		+++

		++

		++

		++



		ایسکمی-بازخونرسانی+زردچوبه (4%)

		++

		+

		+

		+





علامت منفی نشان​دهنده عدم مشاهده تغییر پاتولوژیک و علامت مثبت 
نشان​دهنده تغییرات پاتولوژیک می​باشد.
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نگاره 1- نمای ریزبینی از بافت کلیه موش صحرائی گروه کنترل جراحی (شم). ساختار بافت کلیه در کورتکس و مدولا سالم بوده و تغییر پاتولوژیک خاصی در آن مشاهده نمی​شود (رنگ​آمیزی هماتوکسیلین – ائوزین، بزرگنمایی 40×).
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نگاره 2- نمای ریزبینی از بافت کلیه موش صحرائی گروه کنترل جراحی (شم). ساختار بافت کلیه در منطقه قشر سالم بوده و تغییر پاتولوژیک قابل توجهی در آن مشاهده نمی​شود (رنگ​آمیزی هماتوکسیلین – ائوزین، بزرگنمایی 250×).
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نگاره 3- نمای ریزبینی از بافت کلیه موش صحرائی گروه تحت ایسکمی/ خونرسانی مجدد. به پرخونی و خونریزی شدید در گلومرول​ و بافت بینابینی کلیه و همچنین تغییرات شدید دژنراتیو همراه با نکروز 
سلول​های اپیتلیال توبولی در منطقه قشری کلیه توجه نمائید (رنگ​آمیزی هماتوکسیلین – ائوزین، بزرگنمایی 250×).
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نگاره 4- نمای ریزبینی از بافت کلیه موش صحرائی گروه تحت ایسکمی/ خونرسانی مجدد. پرخونی و خونریزی شدید در بافت بینابینی کلیه و همچنین تغییرات شدید دژنراتیو همراه با نکروز سلول​های اپیتلیال توبول​ها در قسمت مرکزی کلیه قابل توجه می​باشد (رنگ​آمیزی هماتوکسیلین – ائوزین، بزرگنمایی 250×).
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نگاره 5- نمای ریزبینی از بافت کلیه موش صحرائی گروه تحت ایسکمی/ خونرسانی مجدد به​علاوه تیمار با دز پائین (2%) پودر زردچوبه. به پرخونی و خونریزی متوسط در گلومرول​ و بافت بینابینی کلیه و همچنین تغییرات ملایم دژنراتیو همراه با نکروز خفیف سلول​های اپیتلیال توبولی در منطقه قشری کلیه توجه نمائید (رنگ​آمیزی هماتوکسیلین – ائوزین، بزرگنمایی 250×).

[image: image9.jpg]





نگاره 6- نمای ریزبینی از بافت کلیه موش صحرائی گروه تحت ایسکمی/ خونرسانی مجدد به​علاوه تیمار با دز پائین (2%) پودر زردچوبه. پرخونی و خونریزی ملایم تا متوسط در بافت بینابینی کلیه و همچنین تغییرات ملایم دژنراتیو همراه با نکروز خفیف سلول​های اپیتلیال توبول​ها در قسمت مرکزی کلیه قابل توجه می​باشد (رنگ آمیزی هماتوکسیلین – ائوزین، بزرگنمایی 250×).

[image: image10.jpg]





نگاره 7- نمای ریزبینی از بافت کلیه موش صحرائی گروه تحت ایسکمی/ خونرسانی مجدد به​علاوه تیمار با دز بالای (4%) پودر زردچوبه. پرخونی ملایم در بافت بینابینی کلیه و همچنین تغییرات ملایم دژنراتیو همراه با نکروز جزئی سلول​های اپیتلیال توبولی در منطقه قشری کلیه قابل مشاهده می​باشد(رنگ آمیزی هماتوکسیلین – ائوزین، بزرگنمایی 250×).
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نگاره 8- نمای ریزبینی از بافت کلیه موش صحرائی گروه تحت ایسکمی/ خونرسانی مجدد به​علاوه تیمار با دز بالای (4%) پودر زردچوبه. تغییرات ملایم دژنراتیو همراه با نکروز خفیف سلول​های اپیتلیال توبول​ها در قسمت مرکزی کلیه قابل مشاهده می​باشد (رنگ آمیزی هماتوکسیلین – ائوزین، بزرگنمایی 250×).

یافته​های بیوشیمیایی

تغییرات بیوشیمیایی سرم و مقایسه آماری گروه​های مختلف آزمایشی شامل: شم، ایسکمی-بازخونرسانی، ایسکمی-بازخونرسانی+زردچوبه (2%) و ایسکمی-بازخونرسانی+ زردچوبه (4%) در جدول 2 ارائه گردیده است.  


جدول 2- تاثیر پیش درمانی زردچوبه بر پارامترهای سرمی کراتینین، اوره و اسیداوریک 

		گروه

		سرم کراتینین 


(میلی گرم بر دسی لیتر)

		اوره  


(میلی گرم بر دسی لیتر)

		اسید اوریک (میلی گرم بر دسی لیتر)



		شاهد (شم)

		09/0 ± 55/1

		8/5 ±32/61

		11/0 ± 79/0



		 ایسکمی-بازخونرسانی

		a 21/0± 23/4

		a 75/12± 95/142

		a18/0± 82/1



		ایسکمی- بازخونرسانی+ زردچوبه (2%)

		b11/0± 60/2

		b 32/7± 95/103

		b 12/0± 28/1



		ایسکمی- بازخونرسانی+ زردچوبه  (4%)

		c 08/0± 85/1

		c 3/4± 35/72

		c 15/0± 90/0





a:001/0 p< در مقایسه با گروه شم، b: 05/0 p< و c: 01/0 p< در مقایسه با گروه ایسکمی-بازخونرسانی


بحث و نتیجه​گیری

    زردچوبه قرن‌ها در طب سنتي جهت درمان اختلالات تنفسي نظير سرفه، آسم و آلرژي، اختلالات كبدي، بي‌اشتهايي، روماتيسم، زخم‌هاي ديابتي و سينوزيت مورد استفاده قرار گرفته است (3). بسياري از خواص درماني زردچوبه از جمله اثرات آنتي‌اكسيداني (34)،  اثرات ضد التهابي (1، 7 و 13)، اثرات ضد سرطاني و ضد ميكروبي (24 و 30)، اثرات محافظت از كبد (21)، اثرات محافظت از كليه (2) اثرات ممانعت از تشكيل ترومبوز (36)، اثرات محافظتي در انفاركتوس قلبي (27 و 41)، اثرات هيپوگليسميك (4، 35 و 38)، اثرات ضد تورم مفاصل در بيماري آرتريت روماتوئيد (11)، توسط تحقيقات مدرن و پيشرفته مورد تائيد قرار گرفته‌ است. مهم​ترين عاملي كه باعث شده زردچوبه همواره در طب سنتي مورد استفاده قرار گيرد، جنبه سالم و غير سمي بودن آن مي‌باشد به‌طوري كه، تا به امروز، در هيچ مطالعه‌اي اثرات سمي براي آن در حيوانات (29 و 33) و انسان (22) گزارش نشده است و بديهي است كه زردچوبه حتي در مقادير مصرف زياد سمي نمي‌باشد (18).  در سال‌هاي اخير دستيابي به انواع جديد آنتي‌اكسيدان‌ها با منشأ گياهي به‌طور جدي مورد توجه محققين واقع شده است (37). كوركومين (Curcumin) يك تركيب بيولوژيك فعال مستخرج از ساقه زيرزميني زردچوبه با خاصيت آنتي​اكسيداني قوی می​باشد (26).  


يكي از مسائل بسيار مهم در ايسكمي رپرفيوژن آسيب سلولي مي‌باشد، برقراري مجدد جريان خون به شكل متناقضي باعث تشديد آسيب سلولي در بافت مي‌گردد، بنابراين علاوه بر 
سلول​هايي كه تا انتهاي دوره ايسكمي دچار آسيب غيرقابل برگشت شده بودند، سلول‌هاي ديگري نيز در بافت از مي‌روند (9). 


نتایج حاصل از مطالعه ما نشان می​دهد پیش درمانی با زردچوبه اثرات پیشگیرانه محافظتی و درمانی در برابرآسیب ایسکمی-بازخونرسانی(IR) کلیوی دارد که این موضوع را با آزمایشات بیوشیمیایی و پاتولوژیکی ثابت کردیم. 


در آزمایشات ما حیواناتی که دچار آسیب ایسکمی-بازخونرسانی شده بودند آسیب​های کلیوی را نشان دادند که شامل کاهش عملکرد کلیه به صورت افزایش سطح اوره، اسید اوریک و کراتینین سرم بود. لازم به ذکر است که مقدار سرمی کراتینین، اوره و اسیداوریک نشان دهنده میزان فیلتراسیون گلومرولی هستند. تغییرات حاصل از ایسکمی-بازخونرسانی (IR) آسیب‌های گسترده هیستوپاتولوژیکی را مانند واکوئله شدن سلول​ها، ادم بینابینی، پرخونی، خونریزی، نکروز توبولی و تغییرات گلومرولی را نشان می‌دهد.


با استفاده از زرد چوبه به عنوان پیش درمان در حیواناتی که دچار آسیب ایسکمی باز خونرسانی  شدند تغییرات و آسیب​های بیوشیمیایی و هیستوپاتولوژیکی کاهش چشمگیری پیدا کردند. 


به طوری که در این مطالعه میزان سرمی کراتینین، اوره و اسیداوریک در گروه ایسکمی-بازخونرسانی به طور معنی​داری بیشتر از گروه شاهد بودند. نتایج حاصل از آزمایشات ما نشان می​دهد که پیش درمانی با زرد چوبه افزایش اوره، سرم کراتینین و اسیداوریک را که حاصل اسیب ایسکمی-بازخونرسانی (IR) است را به طور چشمگیری کاهش می​دهد همچنین ما به این نتیجه رسیدیم که اثر پیش درمانی زردچوبه در جلوگیری از اختلال عملکردی حاصل از ایسکمی-بازخونرسانی(IR) مفید بود و وابسته به دوز مصرفی زرد چوبه می​باشد.


نارسایی حاد کلیوی ایجاد شده توسط آسیب ایسکمی-بازخونرسانی با نشانه​های هیستوپاتولوژی که از بافت کلیه 
به​دست آمد آسیب گسترده توبول کلیوی، نکروز سلول​های توبولی، آسیب گلومرولی، انسداد توبول کلیوی با لاشه​های سلولی را برای ما نشان داد. بخش عمده​ای از این اختلالات توبولی و گلومرولی در طول دوره برقراری مجدد جریان خون به دنبال انفجار اکسیداتیو رخ می​دهد و مقدار زیادی گونه​های فعال اکسیژن تولید می​شوند که یکی از عوامل مهم آسیب​رسانی در آسیب ایسکمی-باز خونرسانی می​باشند. گونه​های فعال اکسیژن (ROS) مسئول پراکسیداسیون لیپیدی غشاهای بیولوژیکی هستند که در نهایت منجر به مرگ سلولی می​شوند. حفاظت ایجاد شده توسط زداینده​های رادیکال های آزاد در مقابل 
گونه​های فعال اکسیژن تولید شده در طی آسیب ایسکمی-بازخونرسانی(IR) نشان می​دهد که گونه​های رادیکال آزاد در پاتوژنز سلول​های دچار ایسکمی بازخونرسانی دخیل می​باشند.


در مجموع مکانیسم اثر حافظتی زرد چوبه در آسیب ایسکمی-بازخونرسانی کلیوی را می​توان با فعالیت آنتی اکسیدانی آن توجیه کرد (34). سیستم رنین- آنژیوتانسین نقشی محوری را در تنظیم فشار خون ایفا می​کند. رنین در تبدیل آنژیوتانسین به آنژیوتانسین | و آنژیوتانسین | به آنژیوتانسین || با کمک آنزیم مبدل آنژیوتانسین نقش دارد. شواهد جمع​آوری شده نشان می​دهد آنژیوتانسین || در تحریک تولید فرم​های داخل سلولی گونه​های فعال اکسیژن مانند آنیون سوپراکسید و هیدروژن پر اکسید که منجر به آسیب کلیوی می​شود نقش دارد (17). مدت زمان تشکیل فرم​های فعال اکسیژن یکی از عوامل مهم در ایجاد و کمک به به آسیب بازخونرسانی می​باشد.


استرس​های اکسیداتیو می​تواند منجر به افزایش تولید فرم​های فعال اکسیژن یا کاهش توانایی مهار فرم​های فعال اکسیژن گردد. بنابراین فرم​های فعال اکسیژن متصل شده به اسیدهای چرب غیر اشباع در غشای لیپیدی ممکن است در نتیجه پراکسیداسیون منجر به هم ریختگی ساختاری و عملکردی سلولی شود.


پس از بازخونرسانی و باز اکسیژن رسانی عدم تعادل بازاکسیژن رسانی و عملکرد تنفسی در میتوکندری منجر به تولید نسل عظیمی آنیون سوپراکسید در میتوکندری می​شود (31).


تحت این شرایط سیستم دفاعی آنتی اکسیدان و آنزیم​های آنتی اکسیدان راتشخیص می​دهد اما نمی​تواند از گریز از فرم​های فعال اکسیژن جلوگیری کند به خصوص در میتوکندری  و همین طور نمی​تواند از اثرات آنها در فضاهای داخل سلولی دیگر جلوگیری کند. لذا، این آبشار حوادث به عنوان سیستم آسیب باز خونرسانی شناخته می​شود.


این نظرات و آزمایشات نشان می​دهد پیش درمانی با زردچوبه کلیه​هایی که دچار ایسکمی-بازخونرسانی شده بودند را در برابر پراکسیداسیون لیپیدی محافظت می​کند و کلیه​ها را از افزایش شدید فرم​های فعال اکسیژن و تخلیه سوپراکسید دسموتاز و کاتالاز وگلوتاتیون پراکسیداز محافظت کرده و میزان گلوتاتیون را در موش​هایی که کلیه​هایشان در معرض ایسکمی-بازخونرسانی قرار دارد کاهش می​دهد.

به هر حال، نتایج این مطالعه نشان داد که پیش درمانی با پودر زرد چوبه به میزان قابل توجهی از آسیب ایسکمی-بازخونرسانی کلیوی در موش​های صحرایی جلوگیری کرده و نقش محافظتی را در مقابل آسیب ناشی از استرس اکسیداتیو ایسکمی-بازخونرساتی کلیه اعمال می​دارد. در اين مطالعه ما مشاهده کردیم که پودر زرد چوبه مي​تواند وضعیت شاخص​هاي عملکردی آسیب کلیه و نيز خصوصيات بافتي و ساختاري اين اندام را در موش​های صحرایی که تحت آسیب ایسکمی-باز خونرسانی قرار گرفته​اند، بهبود بخشد. لكن، شناخت دقيق ماده يا مواد مؤثر اصلي اين محصول گیاهی، تعيين دقيق مكان و مكانيسم يا مكانيسم‌هاي مؤثر در عملكرد فارماكولوژيكي آن در این مورد نياز به مطالعات آتي دارد.
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