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Abstract

Introduction: Different doses of morphine affect on cardiac myocytes by k and δ opioid receptors. This study is aimed to determine the effects of morphine addiction on lesion size of myocardial infarction and levels of creatine phosphokinase andlactate dehydrogenase in rats.
Material and method: This study was performed on 30 male wistar rats weighing 200-250gr.The rats were divided into 3 groups includingcontrol, test 1 (administration of chronic morphine + myocardial infarction + 40mg/kg morphine) and test 2 (administration of chronic morphine + myocardial infarction + 20mg/kg morphine). Myocardial infarction was induced by ligation method. After two days rats were killed and blood and heart sampleswere isolated for measurement of creatine phosphokinase and lactate dehydrogenase and infarction size respectively.
Results:This study showed that administration of morphine decreases the infarction size,creatine phosphokinase and lactate dehydrogenase, in study groups.
Conclusion: According to the results of this study, prescribing morphine to addict patients, before myocardial infarction, in doses that they used before, may reduce withdrawal symptoms and myocardial infarction size.
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چکیده
مقدمه: دوزهای متفاوت از مورفین از طریق رسپتورهای اپیوئیدی کاپا و دلتا بر روی میوسیت های قلبی اثر میگذارند. هدف از این مطالعه بررسی اثرات اعتیاد به مورفین بر وسعت ضایعه انفارکتوس میوکارد ومیزان کراتین فسفوکیناز و لاکتات دهیدروژناز در موشهای صحرایی نر بوده است.
مواد و روش ها: این آزمایش بر روی 30 موش صحرایی نر با میانگین وزنی 200 -250 گرم انجام گرفت. موش ها به سه گروه کنترل، گروه تجربی 1 ( مصرف مزمن مورفین+ انفارکتوس+40 میلی گرم برکیلوگرم مورفین) و گروه تجربی 2 (مصرف مزمن مورفین+ انفارکتوس+20 میلی گرم برکیلوگرم مورفین) تقسیم شدند. جراحی به روش لیگاسیون به منظور القاء انفارکتوس در هر سه گروه صورت گرفت. سرانجام بعد از دو روز از همه موش ها  نمونه خون برای تعیین میزان آنزیم های کراتین فسفوکیناز و لاکتات دهیدروژناز گرفته شد. در پایان دو روز، موش ها کشته شدند و بافت عضله قلبی جهت اندازه گیری وسعت ضایعه مورد بررسی قرار گرفت.
نتایج: یافته های این مطالعه نشان داد که تجویز مورفین حجم انفارکتوس و سطوح کراتین فسفوکیناز و لاکتات دهیدروژناز را درگروه های مورد مطالعه کاهش داد.
نتیجه گیری: با توجه به یافته های این مطالعه چه بسا تجویز مورفین به افراد معتاد، به مقدار مصرف قبلیشان پیش از رخداد انفارکتوس میوکارد، باعث کاهش علائم سندرم ترک شده، کاهش وسعت ضایعه انفارکتوس میوکارد در این افراد را در پی داشته باشد.
کلمات کلیدی: اعتیاد؛ مورفین؛ انفارکتوس میوکارد؛ کراتین فسفوکیناز؛ لاکتات دهیدروژناز
	
[bookmark: _Toc511597831]1- مقدمه
سکته های قلبی در افراد معتاد به مواد مخدر، موجب آمار قابل توجهی از مرگ و میر در این افراد می شود(1). مورفین یکی از آلکالوئید های طبیعی تریاک بوده که در آزمایشگاه به شکل سولفات مورفین یا هیدروکلرید مورفین استفاده می شود. ساختمان مورفین از 5 حلقه مرتبط به هم تشکیل شده است. مورفین در دردهای شدید و انفارکتوس شدید قلبی تجویز می‌شود(2،3). اپیات‌ها شبیه ناقلهای عصبی اپیوئیدی درون زاد، گیرندههای اپیوئیدی را تحریک میکنند(4). وجود سه نوع گیرنده اصلی با نام‌های مو(µ)، کاپا(κ) و دلتا(δ)  توسط محققین به اثبات رسیده است(5). بيشتر اپيوئيدها اثرات مستقيم قابل توجهي روي قلب نداشته و ضربان قلب يا ريتم قلب را تغيير نمي‌دهند. فشار خون معمولاً به خوبي حفظ مي‌شود مگر اينکه دستگاه قلبي- عروقي تحت استرس قرار گيرد که در اين حالت ممکن است فشار خون کاهش يابد. اين افت فشار خون احتمالاً ناشي از اتساع شرائين و وريد هاي محيطي است که به تعدادي از مکانيسم ها شامل آزاد شدن هيستامين و تضعيف مکانيسم هاي وازوموتور نسبت داده مي‌شود(6،7). کراتین کیناز (CPK/CK) یک آنزیم است که به مقدار زیاد در قلب و عضلات اسکلتی و به مقدار کمتر در نسج مغز یافت می شود. چون CK در ارگان های کمی وجود دارد، این تست به عنوان معیار اختصاصی آسیب به میوکارد و عضلات استفاده می شود. برای تشخیص MI، براساس سطح CK - MB مهم است که هم افزایش در غلظت CK-MB و هم نسبت بالایCK-MB بهCPK وجود داشته باشد(8). لاکتات دهیدروژناز یا LDH آنزیمی از گروه اکسیدوردوکتازها است که در گیاهان، حیوانات و پروکاریوت‌هایافت می‌شود. لاکتات دهیدروژناز دارای اهمیت پزشکی ویژه‌ای می‌باشد. این آنزیم در گلبول قرمز و عضلات قلب یافت می‌شود و به هنگام آسیب دیدن این بافت‌ها، درون خون آزاد می‌گردد. آگونیست های رسپتور کاپا علایم انفارکتوس و آریتمی را کاهش می دهند. در حالی که آگونیست های µ فقط بر روی انفارکتوس میوکارد تاثیر دارند(9). مورفین بطور روتین برای تسکین درد در بیماران با سکته قلبی در بیمارستان تجویز می شود، اما مقدار تجویز شده در مقایسه با مصرف مورفین در معتادان بسیار کم تر بوده و در حد جلوگیری از علائم سندرم ترک است و به هیج وجه به اندازه مصرف روزانه فرد معتاد نمی باشد. سوال اینجاست که آیا نیاز است فرد معتادی که به علت سکته قلبی به بیمارستان مراجعه کرده مصرف مورفین را به اندازه اعتیاد روزانه ادامه دهدیا نه؟
باتوجه به شیوع بالای مصرف مواد مخدر در کشور، این طرح بدین منظور انجام شده است که روش های درمانی بیماران سکته قلبی را در افراد معتاد و سالم با هم مقایسه نموده، تا در صورت نیاز راه کار جدیدی برای درمان سکته قلبی در افراد معتاد به مورفین پیدا کند.

2- مواد و روش ها
2-1: حیوانات مورد مطالعه
اين تحقيق تجربی بر روي30 موش صحرايي نر نژاد ویستار با میانگین وزنی200 تا250 گرم انجام شد. حيوانات در شرايط دمایي 22- 20 درجه سانتيگراد و 12 ساعت روشنايي و 12 ساعت تاريکي نگهداری شدند و آب و غذا به صورت آزادانه در اختيار آنها قرار گرفت. حيوانات به طور تصادفي به سه گروه تقسيم شدند :

1. گروه کنترل (sham): سالین_ MI_ سالین
در این گروه به موش ها به مدت9روز سالین به صورت داخل صفاقی تزریق شد و روز دهم با روش لیگاسیون MI القا گردید(10). سپس به مدت دو روز سالین داخل صفاقی تزریق شد. بعد از 48 ساعت میزان آنزیم های کراتین فسفوکیناز و لاکتات دهیدروژناز تعیین شد و همچنین موشها کشته شدند، قلب خارج گردید و با استفاده از رنگ آمیزی5,3,2 تری فنیل تترازولیوم کلراید (TTC) اندازه بافت ناحیه دچار ضایعه  قلب مورد بررسی قرار گرفت.

2. گروه تجربی1: مورفین_ MI_ مورفین (mg/kg40)
در این گروه موش ها به مدت 9 روز مورفین با دوزmg/kg 10تاmg/kg 40 به صورت داخل صفاقی با دوزهای افزایشی به ترتیب در سه روز اول mg/kg 10، سه روز دوم mg/kg 20و سه روز سوم  mg/kg 40 تزریق شد(11). در روز دهم از طریق جراحی لیگاسیون MI القا گردید(10). سپس دوباره به مدت دو روز مورفین  mg/kg 40 تزریق شد و بعد از 48 ساعت میزان آنزیم های کراتین فسفوکیناز و لاکتات دهیدروژناز تعیین گردید و همچنین با استفاده از رنگ آمیزی5,3,2 تری فنیل تترازولیوم کلراید ( TTC) اندازه بافت ناحیه دچار ضایعه  قلب مورد بررسی قرار گرفت.

3. گروه تجربی2:مورفین_ MI_ مورفین (mg/kg20)
در این گروه همانند گروه تجربی 1 موش ها به مدت 9 روز در معرض مقدار بالای مورفین قرار گرفتند(11). در روز دهم از طریق جراحی لیگاسیون MI  القا گردید(10). سپس به مدت دو روز مورفین با مقدار  mg/kg20 تزریق شد و بعد از 48 ساعت میزان آنزیم های کراتین فسفوکیناز و لاکتات دهیدروژناز تعیین گردید و همچنین با استفاده از  رنگ آمیزی5,3,2 تری فنیل تترازولیوم کلراید( TTC) اندازه بافت ناحیه دچار ضایعه  قلب مورد بررسی قرار گرفت.
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در این روش موش ها به وسیله ی دستگاه بیهوشی با گاز ایزوفلوران 2 درصد  بیهوش شدند. فضای بین دنده ای چهارم سمت چپ مشخص و مقداری از پوست ناحیه ی چپ سینه بریده شد. با باز کردن ماهیچه های پکتورال ماژور و مینور فضای بین دنده ای چهارم در دسترس قرار گرفت. با استفاده ازکلمپیک حفره ی کوچک در فضای چهارم برای باز کردن غشای پلور و پریکارد ایجاد شد. با فشارکمی به پشت موش، قلب به راحتی و آهسته از حفره بیرون آورده شد. شریان کرونری چپ  مشخص و با نخ سیلک0/6 گره زده شد. لیگاسیون زمانی موفق تلقی شد، که دیواره ی LV رنگ پریده گردید. بعد از لیگاسیون، قلب سریع به فضای داخل سینه برگردانده شد و پوست، بخیه زده شد. سپس موش وارد ریکاوری شد. دوره ی ریکاوری موش ها در حدود 3 تا 4 دقیقه طول کشید و هیچ گونه وسایل کمک تنفسی طی ریکاوری استفاده نشد(10).

2-3: روش اندازه گیری میزان ضایعه بطن چپ
در پایان مطالعه، نمونه های زنده مانده، کشته شدند و بافت قلب سریعا جدا گردید و 5 قطعه به ضخامت 1 میلی متر عمود بر محور طولی قلب برش داده شد. سپس این قسمت ها با 5,3,2تری فنیل تترازولیوم کلراید در محلول فسفات (ph=7.4) برای مدت 15 دقیقه در دمای اتاق انکوبه شد. ناحیه ی سالم محلول را جذب کرد و قرمز رنگ گردید و ناحیه انفارکتوس سفید رنگ بود(10). سپس به صورت دیجیتالی عکس برداری شد و به وسیله نرم افزارImageJ مساحت ناحیه انفارکته و ناحیه سالم به دست آمد.

2-4: اندازه گیری سطح سرمی آنزیم های کراتین کیناز و لاکتات دهیدروژناز
در روز دوم و قبل از جدا کردن قلب، با استفاده از لوله ی مویینه از ورید چشمی موش ها خون گرفته و داخل لوله ی آزمایش ریخته شد. سپس سرم جدا گردید و با استفاده از کیت های مخصوص سنجش آنزیم های کراتین کیناز و لاکتات دهیدروژناز مقدار سرمی هر کدام از نمونه ها اندازه گیری شد (واحد بین المللی I/U ).
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داده های این مطالعه با استفاده از نرم افزارspss 20  مورد آنالیز قرار گرفتند. برای ارزیابی نتایج به دست آمده برای حجم انفارکتوس، کراتین فسفوکیناز و لاکتات دهیدروژناز از آنالیز  ANOVAو سپس آزمونTukey  استفاده شد.










3- نتایج

اندازه گیری حجم انفارکتوس(حجم ضایعه) در گروه های مورد مطالعه: 
اندازه گیری حجم انفارکتوس در گروه های مورد مطالعه نشان داد که تجویز مورفین به میزان 40 میلی گرم، حجم ضایعه را به طور معنی داری نسبت به گروه شاهد و گروه 20 میلی گرم کاهش داد(نمودار 4-1).
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نمودار 4-1: حجم انفارکتوس در گروه های sham، 20و 40 میلی گرم. * P<0.05  در مقایسه با 20 میلی گرم *** P<0.001 در مقایسه باsham . داده ها بر اساس Mean±SEM بيان شده است.




اندازه گیری لاکتات دهیدروژناز (LDH) در گروه های مورد مطالعه:
اندازه گیری لاکتات دهیدروژناز در گروه های مورد مطالعه نشان داد که تجویز مورفین به میزان 40 و 20میلی گرم، LDH  را به طور معنی داری نسبت به گروه شاهد کاهش داد(نمودار 4-2).
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نمودار 4-2: غلظت لاکتات دهیدروژناز در گروه های  sham، 20و 40 میلی گرم.  *** ### P<0.001 در مقایسه باsham . داده ها بر اساس Mean±SEM بيان شده است.




اندازه گیری CK-MB در گروه های مورد مطالعه:
اندازه گیری CK-MB در گروه های مورد مطالعه نشان داد که تجویز مورفین به میزان 40 و 20میلی گرم، CK-MB را به طور معنی داری نسبت به گروه شاهد کاهش داد(نمودار 4-2).
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نمودار 4-3: غلظت کراتین کیناز در گروه های  sham، 20و 40 میلی گرم.  ** P<0.01 و *** P<0.001 در مقایسه باsham . داده ها بر اساس Mean±SEM بيان شده است.







4- بحث و گفتگو

همان طور که در مقدمه ذکر شد، سکته های قلبی در افراد معتاد به مواد مخدر، موجب آمار قابل توجهی از مرگ و میر در این افراد می شود. مورفین بطور روتین برای تسکین درد بیماران با سکته قلبی در بیمارستان تجویز می شود، اما مقدار تجویز شده در مقایسه با مصرف مورفین در معتادان بسیار کم بوده و در حد جلوگیری از علائم سندرم ترک است و به هیج وجه به اندازه مصرف روزانه فرد معتاد نمی باشد. 
نتایج این مطالعه نشان داد که تجویز مورفین در حیوانات معتادی که دچار سکته قلبی شده بودند حجم انفارکتوس را کاهش داد و تفاوت این مطالعه با مطالعات دیگر در ایجاد اعتیاد می باشد. در مطالعه ای  نشان داده شده است که آگونیست های رسپتور اپیوئید شامل مورفین، هنگامیکه قبل و بعد از ایسکمی تجویز می شوند، دارای اثرات محافظت قلبی هستند. همچنین در این مطالعه مشخص شد که پیش درمانی با مورفین قبل از ایسکمی حجم انفارکتوس میوکارد را کاهش می دهد(12). Portoghese و همکارانش نشان دادند که اثر محافظتی میوکارد القا شده توسط آنتاگونیست δ اپیوییدی که تمایل آن تقریبا 200 برابر بیشتر از رسپتورهای μ و κ است بلوک می شود(13). مطالعات همچنین نشان داده اند که آگونیست های رسپتور μ اپیویید از طریق فعال کردن رسپتور δ اپیوییدی باعث کاهش حجم انفارکتوس میوکارد می شوند(14،15). نتایج این مطالعه همچنین نشان داد که تجویز مورفین، میزان  LDH و CK-MB را کاهش می دهد. Bolling و همکارانش در مطالعاتی نشان دادند که تجویز آنتاگونیست های اپیوئید و به ویژه آنتاگونیست δ اپیوئید در طول ایسکمی در واقع ریکاوری عملکردی را در مقایسه با قلب درمان نشده محدود می کند(16). تنها مطالعات کمی اثرات تجویز آگونیست اپیوئید را به تنهایی در دوره های بعد از ایسکمی بررسی کرده اند. مدت هاست که مشخص شده است که کینازهای پاسخگو به استرس در طی ایسکمی و ریپرفیوژن فعال می شوند و تعادل ظریفی بین prodeath و مسیرهای survival وجود داشته و به نظر می رسد که سرنوشت سلول تحت استرس را تعیین می کنند(17،18). بر اساس این مدارک و با توجه به مکانیسم های ذکر شده IordanisMourouzis و همکارانش نشان دادند که مکانیسم های مشابهی توسط مورفین در فرآیند محافظت قلبی دخیل می باشند(19). علاوه بر این در یک مدل آزمایشگاهی in vivo در رت، Gross  و همکارانش کاهش قابل ملاحظه ای را در توسعه حجم انفارکتوس به دنبال فعالیت رسپتورهای اپیوئید در رپرفیوژن یا از طریق مورفین و یا لیگاند رسپتور انتخابی δ اپیوئید،BW373U86، نشان دادند(20). همان محقق همچنین نشان داد که اثرات محافظت قلبی مورفین از طریق گلیکوژن سنتاز کیناز β (GSK-β) و مسیر PI3K میانجی گری می شود(20). ترک تریاک باعث آشفتگی، درد عضلانی، استفراغ، تعریق، میدریاز و همچنین تاکی کاردی و هایپرتانسیون می شود که  می تواند در ارتباط با افزایش گذرا در کاتکول آمین ها باشد. بیماران مسن تر تحت ایسکمی قلبی در معرض خطر بیشتری برای وقایع قلبی در پی ترک ناگهانی تریاک می باشند(21،22). اگرچه این موضوع به چالش کشیده شده است(23). گزارش شده است که بیماران مبتلا به ایسکمی قلبی و آترواسکلروز عروق ممکن است وضعیتشان توسط استرس روحی و جسمی ناشی از سندرم ترک بغرنج شود. اما بعضی ها عقیده دارند که افزایش ناگهانی در سطح کاتکول آمین ها همچون یک سیل سمپاتیکی ممکن است بر روی قلبی که تحت ایسکمی قرار دارد و قلبی که تحت ایسکمی قرار ندارد، اثر داشته باشد. رابطه بالقوه بین اپیویید ها و بیماری های عروق کرونر (CAD) به طور گسترده ای در انسانها و حیوانات مطالعه شده است(20،24). تظاهرات ناشی از اپیوییدها در بیماری عروق کرونر از اثرات محافظتی تا نقش مهم آنها در بیماران مبتلا به CAD بحث برانگیز است(22). گزارش شده است که مصرف تریاک ممکن است به طور مثبتی در ارتباط با خطر CAD در افراد معتاد به تریاک دیابتی تحت آنژیوگرافی کرونر باشد. این اثر وابسته به دوز می باشد(25).
ترک ناگهانی اپیوییدها و یا مصرف آنتاگونیست اپیوییدها در افراد معتاد منجر به علائم سندرم ترک می شود. این سندرم به عنوان یک استرس فیزیکی واقعی محسوب می شود که باعث درد عضلانی شدید، استفراغ، تعریق، و میدریاز می شود. یک افزایش گذرا در کاتکول آمین ها ممکن است باعث تاکی پنه، تاکی کاردی و هایپرتانسیون شود که به عنوان فرضیه overshoot توصیف شده است(26،27). رها سازی کاتکول آمین ها می تواند منجر به بی حس شدن قلب و اختلال پرفیوژن جریان ذخیره کرونر شود(28). افزایش فعالیت نورآدرنرژیک و دوپامینرژیک و اثرات آن بر روی قلب پس از مصرف آنتاگونیست های اپیویید در افراد معتاد در مطالعات قبلی بررسی شده است(29،30). مکانیسم های بالقوه می تواند به شرح زیر باشد: کاهش جریان ذخیره کرونر، اختلال میکرووسکولار، اثرات مستقیم کاتکول آمین ها بر روی میوسیت های قلبی از طریق افزایش کلسیم که توسط cAMP میانجی گری می شود، رادیکال های آزاد اکسیژن، تشکیل لخته در بافت عروق آترواسکلروز، افزایش فشار خون و انقباض بطنی(31،32).
به خوبی شناخته شده است که مواد اعتیاد آور همچون اپیوییدها اثرات زیان آور مهمی بر روی تعدادی از وضعیتهای فیزیولوژیکی و پاتولوژیکی همچون سیستم ایمنی، بیماری پولمونری، نفروپاتی، سکته مغزی و به ویژه فاکتورهای خطر بیماری قلبی عروقی دارند(33). این اثرات ممکن است توسط تغییرات بعضی از بیومارکرهای مرتبط با آترواسکلروز مانند هموگلوبین A1C، HDL، لیپوپروتئین a، فاکتور VIIو فیبرینوژن، به طور بالقوه منجر به CAD نابه هنگام شود(34،35). به دلیل این اثرات، اعتیاد به مواد مخدر خطر ناتوانی و حتی مرگ و میر در پی وقایع قلبی را افزایش می دهد. ثابت شده است که اعتیاد به مواد مخدر می تواند به طور چشمگیری میزان مرگ و میر زودرس را به بیش از دو برابر افراد غیر معتاد به مواد مخدر، در پی MI حاد افزایش دهد(36). گذشته از این، همچنین مطالعاتی درباره ی نقش محافظتی اپیوییدها بر حوادث قلبی عروقی گزارش شده است. این اثر ممکن است منجر به رضایتمندی و افزایش کیفیت زندگی بیماران شود(37). گزارش شده است که مصرف طولانی مدت تریاک و آلکالوییدهای مرتبط با آن باعث کاهش شدت CAD و بنابراین باعث کاهش شیوع MI کشنده و وخیم می شود(38). همچنین نشان داده شده است که افرادی که از وابستگی به مواد مخدر رنج می برند، ممکن است پس از سال ها مصرف تریاک، سرانجام دچار سندرم ترک شوند. بنابراین خطر ابتلا به حملات قلبی عروقی در این افراد می تواند افزایش یابد(39).
مطالعات مختلفی نشان داده اند که مصرف مواد مخدر غیر قانونی یا سواستفاده از مواد مخدر قانونی می تواند به طور بالقوه باعث آسیب های مختلفی در ارگان ها شود. اخیرا مطالعات کلینیکی و آزمایشگاهی بر روی اثرات ویرانگر تریاک و آلکالوییدهای آن بر روی سیستم قلبی عروقی تمرکز کرده اند و بعضی از این مطالعات آسیب موضعی عضله میوکارد را نشان دادند و بیومارکرهای بیماری قلبی، همچون CK-MB بعد از استفاده از تریاک افزایش یافته که توسط بررسی های میکروسکوپیک ثابت شده است(39). این اثرات سو ممکن است نقش مهمی را در اثبات علت مرگ داشته باشد. به طوری که طبق آمارهای داده شده در برخی مطالعات، بیشتر این مرگ و میر ناشی از مصرف مشتقات مواد مخدر بوده است(40). گذشته از این، مصرف تریاک می تواند بر روی پروفایل چربی اثر گذاشته و بنابراین تشکیل آترواسکلروزیس که بیماران را به وقایع قلبی و مرگ مستعد می کند را افزایش دهد(41). به هرحال، قطع سریع مصرف تریاک ممکن است همچنین باعث اثرات عمیقی برروی مصرف کننده داشته باشد و حتی می تواند کشنده باشد. از این رو کاهش استعمال روزانه تریاک یا قطع آن باید تحت نظر متخصص انجام شود.
نتیجه گیری: با توجه به یافته های این مطالعه چه بسا تجویز مورفین به افراد معتاد، به مقدار مصرف قبلیشان پیش از رخداد انفارکتوس میوکارد، باعث کاهش علائم سندرم ترک شده، کاهش وسعت ضایعه انفارکتوس میوکارد در این افراد را در پی داشته باشد.
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