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ABSTRACT

Background & objectives: Pentavalent antimonials are the first-line drugs for treatment of
leishmaniasis, which have multiple side effects such as drug toxicity. Moreover, parasite
resistance to these drugs is rising around the world. Second-line drugs, including
Amphotericin B and pantamidine have also side effects and expensive for patients. According
to the cytotoxic effects of paraquat, this study was conducted to evaluate the effect of
paraquat on Leishmania major promastigotes and HUVECs viability.
Methods: A number of 2.5×106 of Leishmania major promastigotes were treated in each well
of 96 well plates with different concentrations of paraquat. Cells were incubated for 48 hours
in 24 °C. MTT test was performed for evaluating paraquat impact on promastigotes. The
absorbance was measured using a microplate reader at 570 nm.  The trypan blue staining
assay was performed to evaluate the number of viable Leishmania major promastigotes
following paraquat treatment. Furthermore, the effect of paraquat concentrations on HUVECs
viability was evaluated under the cell culture condition.
Results: The results of the MTT test showed that increasing concentrations of paraquat could
significantly reduce the viability and the number of Leishmania major promastigotes in
comparison to control group (p<0.05). In this study, the IC50 for Leishmania major
promastigotes was calculated as 272.46 µg/ml. Trypan blue results were in line with the
finding of MTT assay. Moreover, we found that HUVECs were susceptible to paraquat
(IC50=188.99 µg/ml).
Conclusion: Paraquat has a strong inhibitory effect on Leishmania major promastigotes and
human endothelial cells. Although more comprehensive studies on the effects of the topical
use of paraquat on Leishmania major lesions in animal model and its side effects are
necessary.
Keywords: Leishmania major; Paraquat; MTT Assay
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مقدمه
ــک بیلی ــمانیوز ی ــدپایان  ش ــق بن ــه از طری ــاري منتقل م
در ایجـاد  لیشـمانیا باشد و حدود بیست گونه انگل یم

اشکال گوناگون آن نقش دارنـد. انتقـال لیشـمانیوز در    

هـاي خـاکی مـاده    بین میزبانان پستاندار توسـط پشـه  
ــه عامــل  ]1،2[گیــرد مــیصــورت ــه گون ــا توجــه ب . ب

ختلـف بـالینی دیـده   لیشمانیوز، این بیماري به اشکال م
شود که از اشکال خود محـدود شـونده جلـدي تـا     می

چکیده
ند که داراي عوارض جانبی متعدد ازداروهاي خط اول درمان لیشمانیوز ترکیبات پنج ظرفیتی آنتیموان هستزمینه و هدف: 

باشـد. داروهـایی ماننـد    جمله سمیت دارویی هستند. از طرفی مقاومت به این داروها در سراسر جهـان رو بـه افـزایش مـی    
گیرند، نیز داراي عوارض جانبی بوده یا هزینه بالایی را به بیمـار  آمفوتریسین ب و پنتامیدین که در خط دوم درمان قرار می

لیشـمانیا  هـاي  کنند. با توجه به اثرات سمی پاراکوات، این مطالعه با هدف تاثیر آن روي زنده مـانی پروماسـتیگوت  میتحمیل
انجام گرفت.HUVECهاي و سلولماژور

خانـه اي تحـت مواجهـه بـا     96هـاي  در هـر چاهـک از پلیـت   5/2×106به تعـداد  لیشمانیاهاي انگل پروماستیگوتروش کار: 
براي MTTانجام شد. سپس آزمایش C°24ساعت و در دماي 48ختلف پاراکوات قرار گرفتند. تیمار به مدت هاي مغلظت

نانومتر قرائت 570نوري با استفاده از دستگاه خوانشگر پلیت در طول موج تاثیر پاراکوات انجام گردید. جذبارزیابی میزان
هاي زنده پس از تیمار با پاراکوات استفاده شد. همچنین، روماستیگوتگردید. از رنگ آمیزي تریپان بلو جهت بررسی تعداد پ

در شرایط کشت بررسی گردید.HUVECسلول هاي ءتاثیر غلظت هاي مختلف پاراکوات بر بقا
هـاي  انگـل ءتوانـد بقـا  داري مـی هاي افزایشی پـاراکوات بـه صـورت معنـی    نشان داده که غلظتMTTنتایج تست یافته ها:

هاي پاراکوات بر پروماستگوتIC50را در مقایسه با گروه کنترل تحت تاثیر قرار دهد. در این مطالعه، غلظت پروماستیگوت 
ورد گردید. یافته هاي رنـگ آمیـزي تریپـان بلـو بـا نتـایج روش       آمیکروگرم بر میلی لیتر بر46/272به میزان لیشمانیاانگل 

MTTمطابقت داشت. علاوه بر این، ما متوجه شدیم کهHUVEC) ها حساس به پاراکوات هستندIC50 = 188.99 μg/ml.(
و سـلول هـاي انـدوتلیال انسـانی دارد.    لیشـمانیا مـاژور  هـاي  پاراکوات اثرات مهاري قوي روي پروماسـتیگوت نتیجه گیري: 

اثـرات جـانبی آن در   هاي حیوانی و در مدللیشمانیا ماژورهاي حاصل از آزمایشات بیشتر در زمینه تاثیر پاراکوات روي زخم
باشد.استفاده موضعی این دارو لازم می

MTT، پاراکوات، روش لیشمانیا ماژورواژه هاي کلیدي: 
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لــدي، جلــدي منتشــره و احشــائی ج-اشــکال مخــاطی
. لیشـمانیوز در  ]3[کنـد  میکننده زندگی بروزتهدید

کشور که اغلب جزو کشورهاي گرمسیري 88بیش از 
و بروز آن ]4[و نیمه گرمسیزي هستند اندمیک بوده 

نفر و میزان مرگ و میر ناشـی  1300000تا 700000
در کل جهان در سـال 30000تا 20000از این بیماري 

. با توجه به نتایج مطالعات اپیـدمیولوژیک،  ]5[باشد می
میلیون بیمار مبتلا بـه لیشـمانیوز در جهـان وجـود     12

ــز   350دارد و  ــمانیا خی ــاطق لیش ــر در من ــون نف میلی
باشند. یمکنند و در معرض تهدید بیماريمیزندگی

ایران جزو کشورهایی است کـه لیشـمانیوز جلـدي در    
ــین  لیشــمانیوز احشــائی در دو آن شــایع اســت همچن

کانون شمالغرب (اسـتان اردبیـل و اسـتان آذربایجـان     
ــهر)    ــارس و بوش ــتان ف ــور (اس ــوب کش ــرقی) و جن ش
اندمیک بوده و آلودگی سگ سانان به عنـوان مخـازن   

-6[ش شـده اسـت  در سراسر کشور گزارتقریباًانگل 
ــدود .]8 ــد95ح ــدي در  درص ــمانیوز جل ــوارد لیش م

امریکاي لاتین، کشورهاي حوزه مدیترانه، خاورمیانـه و  
دهد و دو سوم موارد جدید از میآسیاي مرکزي رخ

شش کشور افغانستان، الجزایر، برزیل، کلمبیـا، ایـران و   
20000سـالانه حـدود   .]9[شـود  مـی سوریه گزارش

شود ولـی  میجلدي از ایران گزارشمورد لیشمانیوز 
تواند چندین برابر این رقـم باشـد   میآمار واقعی آن

. در ایران هر دو نوع لیشـمانیوز جلـدي شـهري و    ]5[
اسـتان  15شود، نـوع روسـتایی در   میروستایی دیده

در تمـام منـاطق   تقریبـاً شایع است ولـی نـوع شـهري    
مـوان  ظرفیتی آنتی5ترکیبات . ]10[شهري وجود دارد 

ــان    ــابی در درم ــتام) داروي انتخ ــانتیم و پنتوس (گلوک
باشند که به صورت عضلانی یـا داخـل   میلبشمانیوزها

شوند و با غلظت بالا در پلاسما، کبد میوریدي تزریق
ــترش ــیو طحــال گس ــه  م ــن دارو ب ــد ای ــد. در کب یاب

شود که داراي خاصیت میآنتیموان سه ظرفیتی تبدیل
. درمان طولانی مـدت بـا   ]11[باشد میسمی بیشتري

دارو باعــث تجمــع آن در بافــت بخصــوص در کبــد و 
شود و عوارض جانبی آن شـامل تهـوع، درد   میطحال

شکم، درد عضلانی، التهـاب پـانکراس، آریتمـی قلبـی و     
. از طرفی تاثیر متغیر در درمان ]12[باشد میهپاتیت

لیشمانیوز احشایی و جلدي و همچنین افـزایش مـوارد   
5ي اخیر درمان با ترکیبات هاومت به دارو در سالمقا

ظرفیتی آنتیمـوان را تحـت تـاثیر قـرار داده اسـت و      
منجر به کاهش مصرف دارو و یا حتـی تـرك درمـان    

. بر طبق نظر سازمان جهانی بهداشت ]13[شده است 
نیـز تــاثیر درمـانی گلوکــانتیم در کشـورهاي مختلــف    

نی مختلـف  ي درمـا هـا باشـد و پروتوکـل  مـی متفاوت
. ]14[شوند میبراساس مناطق جغرافیایی خاص تعیین

ظرفیتــی هنــوز در تعــداد زیــادي از 5ي هــاآنتیمــوان
ي دنیا، مناطق اندمیک لیشـمانیازیس از جملـه   هاکشور

ایران، به عنوان داروي خط اول درمان مـورد اسـتفاده   
گیرنــد. امــا در برخــی از کشــورها از جملــه مــیقـرار 

در لیشمانیا دونووانیعدم پاسخ سطههندوستان به وا
ــر گلوکــانتیم و ان متیــل گلوکــامین،  ــاًبراب ــار تقریب کن

.]15[گذاشته شده اند 
ــین  ــان و از  Bآمفوتریس ــط دوم درم ــاي خ از داروه

باشـد کـه خیلـی جزئـی از     مـی ي پلـی ان هـا ماکرولید
شود و تجویز آن به صورت میدستگاه گوارش جذب
رد. مصـرف آمفوتریسـین   گیمیداخل وریدي صورت

B  ،ــرز ــب و لـ ــل تـ ــانبی از قبیـ ــوارض جـ ــث عـ باعـ
ي جـدي  هـا ترومبوفلبیت و گاهی اوقـات مسـمومیت  

مانند میوکاردیت، هیپوکالمی شدید، ناکارآمدي کلیـه  
ــرگ  ــی م ــیو حت ــود م ــر  .]16[ش ــدین از دیگ پنتامی

باشـد کـه بـه    میداروهاي خط دوم درمان لیشمانیوز
ا داخـل وریـدي تجـویز   صورت تزریق داخل عضلانی ی

شود. درمان با این دارو باعـث درد عضـلانی، درد   می
ــق، تهــوع، ســردرد، در بعضــی مــوارد   در محــل تزری
احساس مزه فلز، احساس سوزش، بی حسی و کـاهش  

ــه  مــیفشــار خــون ــین از عــوارض آن ب شــود. همچن
از مـوارد و  درصـد 2هیپوگلیسمی برگشت پـذیر در  

ولین غیر قابل برگشت و دیابت ملیتوس وابسته به انس
مرگ اشاره کرد. تاثیر کـم و سـمیت از علـل کـاهش     

. ]17[باشد میمصرف این دارو
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بـراي درمـان لیشـمانیوز مـورد     میلتفوسین که اخیـراً 
استفاده قرار گرفته است از طریق دهان و به صـورت  

شود. از عوارض مصـرف ایـن دارو  میخوراکی تجویز
و مسـمومیت کلیـوي   تـوان بـه اخـتلالات گوارشـی    می

اشاره کرد. همچنین این دارو تراتوژن بوده و در هـر  
. در پـاره اي از  ]17[باشـد  بیماري قابل اسـتفاده نمـی  

ــدین، ــوارد پنتامی ــین م ــین ب و پارامومیس آمفوتریس
ــ ــوان  علی ــه عن ــان ب ــراي میزب رغم ســمیت بالایشــان ب

ي دوم و در مـوارد بـروز مقاومـت بـه کـار     هـا گزینه
فــرم لیپوزومــال آمفوتریســین ب و یــراًرونــد. اخمــی

پنتوستام سـاخته شـده کـه عـوارض دارویـی کمتـري       
دارند ولی هزینه درمـان بـا ایـن اشـکال دارویـی بـالا      

ــا .]18[باشــد مــی ــاراکوات ی -N,N′-dimethyl-4,4′پ

bipyridinium dichloride     یـک ترکیـب ارگانیـک بـا
بعنوان یک علف کـش بطـور   Cl2[2(C6H7N)]فرمول 

گــردد. ایــن ترکیــب بطــور غیــر ع اســتفاده مــیوســی
هـاي  تواند باعث آسیب یا مـرگ سـلول  اختصاصی می

براي ادامه حیـات  لیشمانیاگیاهی و حیوانی گردد. انگل 
اکسـیدان نیـاز دارد تـا از آسـیب     خود بـه مـواد آنتـی   

هـاي آزاد در امـان بمانـد. پـاراکوات موجـب      رادیکال
داخـل و خــارج  هــاي آزاد اکسـیژن در تولیـد رادیکـال  

بـرد و از  هـا را از بـین مـی   اکسیدانسلول شده و آنتی
لیشـمانیا هـاي  این طریق موجب از بـین رفـتن سـلول   

. همچنـین پـاراکوات از طریـق اخـتلال     ]19[گـردد  می
هـا، تحریـک تولیـد انـواع     عملکرد میتوکنـدري سـلول  

Nuclearهـاي پـیش التهـابی، فعـال سـازي      سایتوکاین

Factor Kappa B (NF-κB) و ایجاد یک عامل سمی در
Hypochlorousداخل سـلول بنـام     Acid  در از بـین

اي . در دو مطالعـه ]20-22[نقش دارد هابردن سلول
بررسی لیشمانیا شاگاسیکه در آنها اثر پاراکوات روي 

شده اسـت نشـان داده شـده اسـت کـه پـاراکوات بـا        
 ـهاافزایش تولید رادیکال اهش ي سوپر اکساید باعث ک

.]23،24[گردیده است لیشمانیاهاي میزان بقاي سلول
با توجه به اثر سیتوتوکسیک و ضد سـرطانی پـاراکوات   

مطالعـــه بـــا هـــدف ارزیـــابی اثـــرات ایـــن]25،26[

لیشمانیایی پاراکوات در مقایسه با داروي گلوکانتیم ضد
.انجام شد1MTTبا استفاده از روش رنگ سنجی

روش کار
) از IR75(لیشــمانیا مــاژوري انگــل اهــپروماســتیگوت

دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشـکی شـهید بهشـتی    
24در انکوبـاتور  BHI2تهیه گردید و در محیط کشت

در هـا درجه سانتیگراد نگهداري و پاساژ داده شد. انگل
فاز ایستا براي انجام آزمایشات استفاده شدند.

ت روي ي مختلف پاراکواهابررسی اثر کشندگی رقت
MTTبه روشلیشمانیا ماژورانگل 

ي انگل هااثر کشندگی پاراکوات بر روي پروماستیگوت
بررسی شد. بـدین  in vitroدر شرایطلیشمانیا ماژور
، 39ي سـریالی پـاراکوات بـا مقـادیر     هـا منظور، رقـت 

6/58 ،1/78 ،2/117 ،2/156 ،3/243 ،5/312 ،7/468 ،
میلـی لیتـر در  میکرو گـرم بـر   1250و 5/937، 625

ــیط  ــداد   BHIمحــ ــد. تعــ ــه شــ از 5/2×106تهیــ
100در فاز ایستا در لیشمانیا ماژوري هاپروماستیگوت

96در هر چاهک از میکروپلیت BHIمیکرولیتر محیط
میکرولیتــر از 10کشــت داده شــدند. حجــم چــاهکی

ي مختلف پاراکوات به هر چاهـک اضـافه و در   هارقت
ار داده شـد. در چاهـک   درجه سانتیگراد قـر 24دماي 

شاهد تنها محـیط کشـت و در چاهـک کنتـرل محـیط      
ــس از      ــد. پ ــل اضــافه ش ــت و انگ ســاعت از 48کش

انکوباسیون، میکروپلیت توسط سـانتریفوژ یخچـال دار   
به مـدت  2700سانتیگراد با دور در دماي چهار درجه

دقیقه سانتریفوژ گردید. مایع رویی به آرامی و به 15
MTTمیکرولیتر محلول50شد و کمک سرنگ تخلیه

با غلظت دو میلی گرم بر میلی لیتر در بافر فسفات به 
میــزان رنگــی کــه تولیــدهــر چاهــک اضــافه گردیــد.

و فعالیـت  هـا شـود بـا میـزان زنـده بـودن سـلول      می
متناســب اســت و توســط روش هــامتــابولیکی ســلول

1 3-(4,5-Dimethyl-2-Thiazolyl)-2,5-Diphenyl-2H-
Tetrazolium Bromide
2 Brain Heart Infusion Broth
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بـراي  هـا باشد. پلیتمیگیريکالریمتریک قابل اندازه
چهار ساعت در انکوباتور و در وضـعیت تـاریکی   مدت

100نگهـداري شـد. پـس از اتمـام انکوباسـیون، حجــم      
اضافه شد و پـس از مـدت   DMSOمیکرولیتر از حلال 

پــنج دقیقــه میــزان جــذب نــوري کــه بیــانگر فعالیــت 
ــتیگوت ــابولیکی پروماس ــامت ــتگاه  ه ــط دس اســت، توس

ــت  ــگر میکروپلی ــول (ELISA Reader)خوانش در ط
نانومتر بررسی شد. آزمایشات بـه صـورت   570ج مو

.]27[تریپلیکات انجام شد و سه بار تکرار گردید 
هابررسی میزان زنده مانی پروماستیگوت

تریپـان  ي غیرزنده از مـاده  هاآمیزي سلولبراي رنگ
مـانی سـلول   شود. در این روش، زنـده میبلو استفاده

جـذب  یی که رنـگ را هاتوسط شمارش پروماستیگوت
شـود. روش  مینکرده اند، در زیر میکروسکوپ انجام

بـا  هـا آزمایش به این صورت بـود کـه پروماسـتیگوت   
میکرولیتر محیط100سلول در حجم 5/2×106تعداد 
BHIي مختلف پاراکوات قرار هاتحت مواجهه با رقت

درجه سانتیگراد انکوبه شـدند.  24گرفتند و در دماي 
20نکوباســـیون، حجـــم ســـاعت ا48پـــس از پایـــان 

ــر یـــک از   ــلولی هـ ــیون سـ میکرولیتـــر از سوسپانسـ
ي با غلظت مختلف پـاراکوات بـا حجـم برابـر     هاچاهک

محلول تریپـان بلـو چهـار درصـد مخلـوط و روي لام      
گذاشته شد و در نهایت در زیر میکروسکوپ شمارش 

ــتیگوت  ــبت پروماس ــاو نس ــل   ه ــه ک ــده ب ــر زن ي غی
. ]27[محاسبه گردید هاپروماستیگوت

در مواجه بـا  HUVECي هابررسی میزان بقاي سلول
ي مختلف پاراکواتهاغلظت

ي انـدوتلیالی  هـا جهت بررسی سمیت سلولی از سـلول 
ایـن رده سـلولی از   استفاده شد.(HUVEC1)انسانی

و پس از ذوب شـدن در  انستیتو پاستور خریداري شد
با مقدار گلـوکز  DMEM2فلاسک حاوي محیط کشت

ــالا حــا ــین گــاوي 10وي ب و (FBS3)درصــد ســرم جن

1 Umbilical Vein Endothelial Cells
2 Dulbecco's Modified Eagle's Medium
3 Fetal Bovine Serum

ــی ــکآنت ــاتور  Pen/Strep(بیوتی ــد و انکوب ــک درص ) ی
ــرکت  ــاي  Memmert(ش ــان) در دم ــه 37آلم درج

درصد نگهداري 5گراد و فشار دي اکسید کربن سانتی
سـلول  5×103و کشت شدند. به طـور خلاصـه، تعـداد    

ــت   ــک از پلی ــر چاه ــد داده  96درون ه ــه اي رش خان
ــس از  ــدند. پ ــت ش ــیون،  24گذش ــاعت از انکوباس س

، 6/58، 39ي مختلـف پـاراکوات (  هـا با غلظـت هاسلول
1/78 ،2/117 ،2/156 ،3/243 ،5/312،7/468 ،625 ،
گرم بر میلی لیتر) تیمار شـدند.  میکرو1250و 5/937

MTTبا افزودن هاساعت بعد از مواجهه بقا سلول48

.]29،28[سنجیده شد 
آماريتجزیه و تحلیل

و خطاي معیار میـانگین بیـان  ±نتایج به صورت میانگین
دار در نظر گرفتـه  معنی05/0ارزش احتمالی کمتر از 

SPSS-15شد. جهت بررسی نتایج از نرم افزار آماري

تسـت تکمیلـی   و و آزمون آنالیز واریانس یـک طرفـه   
توکی استفاده شد. 

هایافته
ظـت  غل11نتایج حاصل از بررسـی اثـر پـاراکوات در    

هاي انگل مختلف بر کاهش میزان بقاي پروماستیگوت
MTTبه روش لیشمانیا ماژور

اثر ضد لیشـمانیایی پـاراکوات بـر روي حیـات سـلولی      
بـه روش سـنجش   لیشـمانیا مـاژور  هاي پروماستیگوت

MTT   2/156بررسی شد. نتایج نشان داد کـه غلظـت
هـاي بـالاتر   میکروگرم بر میلی لیتـر و بـالاتر و رقـت   

راکوات باعـــث کـــاهش درصـــد حیـــات ســـلولی پـــا
گردیــد کــه در لیشــمانیا مــاژورهــاي پروماســتیگوت

دار مشاهده مقایسه با گروه کنترل تفاوت آماري معنی
هاي بالاتر پاراکوات اثر مخربـی  ). غلظت>05/0pشد (

1بر کاهش درصد حیات سلولی داشت که در نمودار 
، MTT. در روش )1نمـودار نشان داده شـده اسـت (  

IC50
ــر4 ــاراکوات ب ــتیگوتپ ــل روي پروماس ــاي انگ ه

4 Inhibitory Concentration
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لیتر بدست میکروگرم بر میلی46/272لیشمانیا ماژور
آمد.

ساعت انکوباسیون48پس از MTTبه روش لیشمانیا ماژورهاي هاي مختلف پاراکوات بر روي پروماستیگوتتاثیر کشندگی غلظت.1نمودار
*P و 05/0کمتر از**Pدر نظر گرفته شد.001/0کمتر از

غلظت مختلف بـر کـاهش تعـداد    11اثر پاراکوات در 
به روش لیشمانیا ماژورهاي زنده انگل پروماستیگوت

ــا آمیــزي حیــاتی بــا تریپــانرنــگ بلــو و شــمارش ب
هموسایتومتر 

اثر ضد لیشـمانیایی پـاراکوات بـر روي حیـات سـلولی      
ــتیگوت ــاي پروماسـ ــاژور هـ ــمانیا مـ ــه روش لیشـ بـ

ــگر ــان ن ــا تریپ ــاتی ب ــزي حی ــا  آمی ــمارش ب ــو و ش بل
ــه     ــان داد ک ــایج نش ــد. نت ــی ش ــایتومتر بررس هموس

ــاراکوات باعــث کــاهش تعــداد  رقــت هــاي مختلــف پ

گردیـد کـه از   لیشمانیا ماژورهاي زنده پروماستیگوت
در مقایسه بـا گـروه کنتـرل تفـاوت     375/234غلظت 

هـاي ). غلظـت >05/0pدار مشاهده شد (آماري معنی
میکروگرم بر میلـی لیتـر و بـالاتر پـاراکوات اثـر      625

ــر پروماســتیگوت داشــت لیشــمانیاي هــاکشــنده اي ب
هـا سلول زنده اي در ایـن غلظـت  تقریباًاي که گونهبه

.)2نموداردیده نشد (

بلو و تی با تریپانحیاآمیزي ه روش رنگبلیشمانیا ماژورهاي هاي مختلف پاراکوات بر روي تعداد پروماستیگوتتاثیر کشندگی غلظت.2نمودار
در نظر گرفته شد.001/0کمتر از P**و 05/0کمتر از P* ساعت انکوباسیون. 48شمارش با هموسایتومتر پس از 
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غلظـت  11نتایج حاصل از بررسـی اثـر پـاراکوات در    
انسانی به روش HUVECهاي مختلف بر بقاي سلول

MTT
وات بر روي حیات سـلولی در  اثر ضد لیشمانیایی پاراک

MTTانسانی بـه روش سـنجش   HUVECهاي سلول

هـاي مختلـف   بررسی شد. نتـایج نشـان داد کـه رقـت    
هـاي  پاراکوات باعث کاهش درصد حیات سلولی سلول

HUVEC انسانی گردید که در مقایسه با گروه کنترل

ــی  ــاري معن ــاوت آم ــدتف ــاهده ش ). >05/0p(دار مش
تـري بـر کـاهش    اکوات اثـر قـوي  هاي بالاتر پارغلظت

مشـخص 3درصد حیات سلولی داشت که در نمـودار  
ــی ــد در روش م ــر روي MTT ،IC50باش ــاراکوات ب پ

میکروگـرم بـر   99/188انسـانی HUVECهاي سلول
.)3نمودار(لیتر بدست آمدمیلی

05/0کمتر از P*ساعت انکوباسیون. 48پس از MTTبه روش HUVECهاي هاي مختلف پاراکوات بر روي بقاي سلولتاثیر کشندگی غلظت.3نمودار 
در نظر گرفته شد.001/0کمتر از P**و 

بحث
ي هـا در مطالعه حاضر تأثیر پاراکوات بر پروماستیگوت

مورد بررسی قرار گرفت. نتایج به لیشمانیا ماژورانگل 
دســت آمــده از مطالعــه حاضــر نشــان داد کــه تــأثیر 

ــا  ــاراکوات ب ــاIC50پ (میکروگــرم بــر 46/272برابــر ب
نسـبت  MTTبه روش لیشمانیا ماژورلیتر) روي میلی

گـرم  (میلی01/71برابر با IC50به داروي گلوکانتیم با
. نتایج ]27[برابر بیشتر است 260حدودلیتر)بر میلی

بــا اســتفاده از روش شــمارش MTTحاصـل از تســت  
د گردیــد. بلــو تأییــآمیــزي تریپــانســلولی و بــا رنــگ

بــا HUVECي هــاهمچنــین مشــخص گردیــد ســلول
99/188IC50=   میکروگرم بر میلی لیتر در مقایسـه بـا

حساسیت بیشتري در برابر لیشمانیاي هاپروماستیگوت
پاراکوات دارند.

ــاره ــر مطالعـــات موجـــود دربـ ــاراکوات بـ ــاثیر پـ تـ
بسـیار محـدود اسـت. در    لیشـمانیا ي هاپروماستیگوت

اي بــراي اثبــات اهمیــت آنــزیم سوپراکســاید مطالعــه
نتایج 1لیشمانیا شاگاسیهاي دیسموتاز داخل گلایکوزوم

، نشان داد که اضافه شـدن  و همکاران2مطالعه پلویس
موجـب  لیشـمانیا شاگاسـی  پاراکوات به محـیط کشـت   

پارازیت شد. در این مطالعه دار رشد اینکاهش معنی
ي هامشخص شد که پاراکوات با افزایش تولید رادیکال

ــاید   ــوپر اکس ــاي   (−˚O)س ــزان بق ــاهش می ــث ک باع
ــاي ســلول ــزیم  لیشــمانیاه ــد آن ــه ژن مول ــد ک گردی

شــده بــود knockoutسوپراکســاید دیســموتاز آنهــا 
و همکـاران نیـز   3پـارامچوك هاي تحقیقات. یافته]23[

دار رشـد  یج پلویس و بیانگر کـاهش معنـی  همسو با نتا

1 Leishmania chagasi
2 Plewes
3 Paramchuk
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در حضور پاراکوات بود و تقش سوپر لیشمانیا شاگاسی
ي متصل به آهن را در محافظـت  هااکساید دیسموتاز

ي سـوپر اکسـاید بـه اثبـات     هـا انگل در برابر رادیکـال 
ــاندند  ــه حاضــــر روي   ]24[رســ ــایج مطالعــ . نتــ

همســو بــا نتــایجلیشــمانیا مــاژوري هــاپروماســتیگوت
مطالعات پلویس و همکـاران و همچنـین پـارامچوك و    

در لیشمانیا شاگاسـی ي هاهمکاران روي پروماستیگوت
جهت کاهش بقا و تعداد انگل بود. 

دهد که اکثر مطالعات بر روي بررسی متون نشان می
کاهش سمیت این مـاده در حیوانـات و بـویژه انسـان     
متمرکــز اســت. بــا توجــه بــه رونــد کشــف و ســاخت 

روهاي شیمی درمانی و با توجه به مکانیسـم سـمیت   دا
توانـد بـراي از   این ماده میرسدمیپاراکوات به نظر

هایی که به داروها مقاوم هستند مـورد  بین بردن انگل
بررسی قرار گیرد. 

هاي موجود مکانیسم سمیت پـاراکوات  با توجه به یافته
باشد:  بدین صورت می

ــاراکوات توســط سی-1 هــاي آنزیمــی ســتممولکــول پ
و NADP-cytochrome P450 reductaseمختلفی مثـل  

Nitric Oxide Synthase (NOS)  شـود.  متـابولیزه مـی
متابولیســم پــاراکوات منجــر بــه تولیــد  یــک رادیکــال 
کاتیونی از پاراکوات شده و این کاتیون در داخل سلول 

کنـد.  دوباره اکسیده شده و تولیـد سوپراکسـاید مـی   
ی این روند مقـدار زیـادي انـواع دیگـر     همچنین در ط

و پراکسی (˚HO)ها مثل رادیکال هیدروکسیل رادیکال
شود. تولید مقدار زیـاد  ساخته می(−ONOO)نیتریت 

هاي اکسیژن و نیتروژن توسط پـاراکوات  انواع رادیکال
هـا و در نتیجـه   منجر به سمیت و آسیب شدید سلول

.]20[گردد هاي مختلف میبافت
ها اکوات باعث اختلال عملکرد میتوکندري سلولپار-2

تواند باعث گردد. ثابت شده است که پاراکوات میمی
کــاهش پتانســیل غشــا و افــزایش نفوذپــذیري غشــاي 

ها گردد. همچنین پاراکوات باعث تحریـک  میتوکندري
. ]21[شود مسیر داخلی آپوپتوزیس میتوکندریایی می

عث تحریـک تولیـد   ثابت شده است که پاراکوات با-3
,TNF-α, IL-1βهاي پیش التهابی مثل انواع سایتوکاین

IL-6سـازي  گردد. همچنین این ماده باعـث فعـال  می
Transcription Factor   ــام ــلولی بن ــل س ــم داخ مه

Nuclear Factor Kappa B (NF-κB) گـردد.  مـی
ــزیم      ــزان آنــ ــزایش میــ ــث افــ ــاراکوات باعــ پــ

Myeloperoxidase (MPO)تیجه باعـث  شده و در ن
ــام        ــلول بن ــل س ــمی در داخ ــل س ــک عام ــکیل ی تش

Hypochlorous Acid (HOCl)شـود. تمـام ایـن    می
توانند باعث تحریـک سیسـتم ایمنـی    عوامل التهابی می

هایی گردند که مولکول پاراکوات وارد آنها علیه سلول
. لازم به ذکر است کـه مـواد بسـیاري    ]22[شده است 

انـد پـس از   انسـان بـوده  که داراي سمیت بالایی براي
مطالعــات فــراوان و تغییــرات ســاختاري کــه بــر روي  
فرمول شیمیایی آنها انجام گرفته است امروزه بعنوان 
دارو در حیطه شـیمی درمـانی کـاربرد پزشـکی پیـدا      

اند. از این رو ایـن مطالعـه طراحـی شـد تـا اثـر       کرده
تـرین  که یکی از مقـاوم لیشمانیاپاراکوات بر روي انگل 

هاي آسیب رسـان و جـدي بـراي سـلامت انسـان      نگلا
باشد مورد بررسی اولیه قرار گیرد. می

گیرينتیجه
=46/272IC50مطالعه حاضر نشان داد که پـاراکوات ( 

ــی  ــر میلـ ــرم بـ ــانی  میکروگـ ــده مـ ــر) روي زنـ لیتـ
باشـد. ایـن   میموثرلیشمانیا ماژوري هاپروماستیگوت

گرم میلی=01/71IC50اثر نسبت به داروي گلوکانتیم (
برابر بیشتر است. آزمایشـات  260لیتر) حدود بر میلی

ي حاصل از هابیشتر در زمینه تاثیر پاراکوات روي زخم
ي حیوانی و اثرات جـانبی آن  هادر مدللیشمانیا ماژور

باشد. میدر استفاده موضعی این دارو لازم

تشکر و قدردانی
ي حرفه اي به کترطالعه حاصل پایان نامه مقطع داین م

ــماره  ــلاق 0738شـــــــــ ــد اخـــــــــ و کـــــــــ
IR.ARUMS.REC.1396.171باشد. نویسندگان می
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69علی نیاپور و همکاران ...ارزیابی تاثیر پاراکوات

مقاله از معاونت محترم تحقیقـات و فنـاوري دانشـگاه    
علوم پزشکی اردبیل به لحاظ تامین مالی پروژه تشـکر  

.کنندمیو قدردانی
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