Evaluation of Short- and Long-Term Pretreatment with the flavonoid Rutin on Postoperative Pain in a Rat Paw Incision Model
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Abstract
Introduction: Postoperative pain remains a significant clinical challenge, often prolonging recovery and increasing the risk of chronic pain. Rutin, a flavonoid with antioxidant and anti-inflammatory properties, offers a multifaceted approach to pain modulation. The objective of this study was to evaluate both acute perioperative and long-term preventive effects of rutin on postoperative pain via dual modulation of hyperalgesia and allodynia in a rat paw incision model.
Methods: 
This experimental study was conducted on male Wistar rats using both short-term and long-term pretreatment protocols. In the first study, the flavonoid rutin was administered orally at doses of 5, 10, and 20 mg/kg, starting 20 minutes before surgery and continuing for seven days post-surgery. In the second study, the same doses were administered from seven days prior to surgery until seven days post-surgery. Mechanical allodynia (PWT), thermal hyperalgesia (PWL), and cold allodynia (PWF) were assessed from 2 hours up to 7 days postoperatively.
Results: Postoperative pain resulted in mechanical allodynia, thermal hyperalgesia, and cold allodynia compared to the control group. The flavonoid rutin, especially at a dose of 20 mg/kg, significantly reduced the amount of allodynia and hyperalgesia compared to the postoperative pain group (P<0.05 to P<0.001).
Conclusion: The administration of long-term, routine flavonoid pretreatment may intercept early sensitization processes, mitigating the transition to chronic postoperative pain. 
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چکیده
مقدمه: مدیریت درد پس از جراحی یکی از چالش‌های مهم بالینی است که می‌تواند به طولانی‌شدن دوره بهبودی و خطر تبدیل شدن به درد مزمن منجر شود. فلاونوئید روتین با خواص آنتی‌اکسیدانی و ضدالتهابی، پتانسیل تنظیم چندگانه پاسخ‌های درد را دارد. هدف از این مطالعه بررسی اثرات حاد و پیشگیرانه فلاونوئید روتین در کاهش درد پس از جراحی از طریق تعدیل دوگانه هایپرآلژزی و آلودینیا در مدل برش کف‌پنجه رت بود.
مواد و روش‌ها: این مطالعه تجربی به دو صورت پیش‌درمانی کوتاه‌مدت و بلندمدت بر روی رتهای نر ویستار انجام شد. در مطالعه  اول فلاونوئید روتین را به دوزهای خوراکی ۵، ۱۰ و ۲۰ میلی‌گرم بر کیلوگرم از ۲۰ دقیقه قبل تا هفت روز پس از عمل دریافت کردند و در مطالعه دوم همان دوزها را از هفت روز قبل تا هفت روز پس از جراحی مصرف نمودند. برای اندازه‌گیری میزان درد پس از برش کف‌پنجه، آلودینیای مکانیکی ، هایپرآلژزی حرارتی و آلودینیای سرمایی  در بازه زمانی دو ساعت تا هفت روز پس از عمل ارزیابی شدند.  
یافته‌ها: درد پس از جراحی منجر به ایجاد آلودینیای مکانیکی ، هایپرآلژزی حرارتی و آلودینیای سرمایی   در مقایسه با گروه کنترل شد. فلاونوئید روتین به‌ویژه در دوز ۲۰ میلی‌گرم بر کیلوگرم به‌طور معناداری میزان آلودینیای و هایپرآلژزی را نسبت به گروه درد پس از جراحی کاهش داد( P<0.05  تا  P<0.001  ) .  
نتیجه‌گیری: تجویز پیش‌درمانی بلندمدت فلاونوئید روتین با مداخله در مراحل ابتدایی حساس‌سازی می‌تواند از پیشرفت درد حاد به مزمن جلوگیری کند. 
واژه‌های کلیدی: روتین، مدیریت درد، فلاونوئیدها، بی دردی، داروهای گیاهی


مقدمه 
درد از شــایع‏‌ترین مشکلات  بهداشــتی اســت کــه افــراد را وادار بــه درخواســت کمــک مراقبتــی، بهداشــتی و درمانــی می نمایــد  کـه درد بیشـتر از زمـانی کـه از نظـر فیزیولوژیـکی الزم اسـت ادامــه یابــد، می توانــد کیفیــت زنــدگی را کاهــش دهــد(1, 2). رنج می تواند منبع رنج های شخصی و خانوادگی باشد(3).
مدیریت درد پس از جراحی[footnoteRef:1] همچنان یکی از چالش‌های اساسی در طب بالینی مدرن به شمار می‌رود؛ به‌ویژه با توجه به انجام بیش از ۲۳۰ میلیون عمل جراحی در سراسر جهان در هر سال، که این رقم همچنان در حال افزایش است(4). علی‌رغم پیشرفت‌های حاصل در تکنیک‌های جراحی و مراقبت‌های پیرامون جراحی، کنترل ناکافی درد همچنان به عنوان یک معضل جدی مطرح است که می‌تواند منجر به طولانی‌شدن دوره بهبودی، اختلال در توان‌بخشی و افزایش خطر ابتلا به درد مزمن[footnoteRef:2] پس از جراحی شود (5, 6).  [1:  Postoperative pain management]  [2:  Chronic pain] 

راهکارهای دارویی موجود، از جمله داروهای ضدالتهابی غیر استروئیدی[footnoteRef:3] (NSAIDs) و اپیوئیدها، به دلیل عوارض جانبی همچون اختلالات گوارشی، سمیت کلیوی، و همچنین وابستگی و تحمل دارویی، محدودیت‌های قابل‌توجهی دارند(7).   [3:  Nonsteroidal anti-inflammatory drugs] 

از این‌رو، نیاز فوری به یافتن مسکن‌هایی ایمن‌تر و مؤثرتر احساس می‌شود. در این میان، ترکیبات طبیعی به‌ویژه فلاونوئیدهای گیاهی[footnoteRef:4]، به دلیل مکانیسم‌های چندگانه عملکرد و ایمنی بالاتر، به عنوان گزینه‌هایی نویدبخش مورد توجه قرار گرفته‌اند (8)  .  [4:  Plant flavonoids] 

 روتین[footnoteRef:5]، یکی از بیوفلاونوئیدهای موجود در میوه‌ها، سبزیجات و گیاهان دارویی، به دلیل دارا بودن خواص آنتی‌اکسیدانی، ضدالتهابی و ضد درد[footnoteRef:6]، توجه پژوهشگران را به خود جلب کرده است(9). مطالعات پیش‌بالینی، اثربخشی روتین را در مدل‌های مختلف درد مانند دردهای نوروپاتیک (10)، و التهابی (11) نشان داده‌اند؛  اثری که از طریق تنظیم مسیرهای کینازهای فعال‌شونده با میتوژن[footnoteRef:7] (MAPKs) (12)، سرکوب میانجی‌های التهاب عصبی (13)، و همچنین مسیرهای اپیوئیدی (10, 14) صورت می‌گیرد. به‌ویژه، توانایی فلاونوئید روتین در مهار سنتز فاکتور نکروز توموری آلفا[footnoteRef:8] (TNF-α)  و کاهش فعال‌سازی میکروگلیا در مدل‌های حیوانی، نشانگر پتانسیل آن در هدف‌گیری مسیرهای کلیدی فیزیولوژی درد است (9). با این حال، با وجود یافته‌های امیدوارکننده فوق، نقش روتین در درد پس از جراحی همچنان به خوبی بررسی نشده است.   [5:  Rutin]  [6:  Antinociceptive]  [7:  Mitogen activated protein kinase pathways]  [8:  Tumor necrosis factor alpha synthesis] 

مدل‌های درد پس از جراحی، نظیر مدل برش کف پنجه[footnoteRef:9] در جوندگان، ویژگی‌های بالینی آسیب جراحی همچون آلودینیای مکانیکی[footnoteRef:10]، هایپرآلژزی حرارتی[footnoteRef:11] و حساسیت به سرما[footnoteRef:12] را بازتولید می‌کنند و بستر مناسبی برای ارزیابی درمان‌های نوین فراهم می‌سازند(5) .  [9:  Paw excision]  [10:  Mechanical allodynia]  [11:  Thermal hyperalgesia]  [12:  Cold sensitivity] 

[bookmark: _Hlk210032439]اغلب پژوهش‌ها تاکنون بر دردهای حاد یا مزمن تمرکز داشته‌اند و تأثیر تجویز پیشگیرانه یا درمانی فلاونوئید روتین بر سیر درد پس از جراحی را نادیده گرفته‌اند. افزون بر این، با وجود گزارش‌هایی از تعاملات هم‌افزای فلاونوئید روتین با داروهای ضد درد معمول مانند ناپروکسن[footnoteRef:13] (15)، اثربخشی مستقل آن، دوز مطلوب و زمان‌بندی مناسب تجویز آن در بستر جراحی همچنان نامشخص باقی مانده است.   [13:  Naproxen] 

مطالعه حاضر، با هدف پر کردن این خلأ، به بررسی اثرات سیستمی ضد درد فلاونوئید روتین در یک مدل معتبر حیوانی درد پس از جراحی پرداخته است. دو پروتکل آزمایشی متمایز مورد استفاده قرار گرفت: (۱) درمان پیشگیرانه کوتاه مدت (۲۰ دقیقه پیش از جراحی تا ۷ روز پس از آن) و (۲) درمان پیشگیرانه طولانی‌مدت (از ۷ روز پیش از جراحی تا ۷ روز پس از آن). ارزیابی‌های رفتاری شامل آلودینیای مکانیکی، آلودینیای سرمایی و هایپرآلژزی حرارتی انجام شد تا اثربخشی وابسته به دوز و مقایسه مزایای نسبی تجویز پیشگیرانه و درمانی بررسی شود. با روشن شدن توانایی فلاونوئید روتین در کاهش درد پس از جراحی و تبیین سازوکارهای آن، این مطالعه نه‌تنها افق‌های درمانی نوینی برای دردهای جراحی ارائه می‌دهد، بلکه در راستای رویکرد رو به رشد استفاده از ترکیبات طبیعی به عنوان مکمل یا جایگزین داروهای ضد درد متداول نیز قرار می‌گیرد. یافته‌های این پژوهش می‌تواند پایه‌گذار کارآزمایی‌های بالینی برای بهینه‌سازی مدیریت درد پیرامون جراحی با هدف کاهش وابستگی به اپیوئیدها و عوارض ناشی از آن‌ها باشد. 
مواد و روش‌ها
تأیید اخلاقی و شرایط نگهداری حیوانات
کلیه مراحل آزمایشگاهی مطابق با راهنمای مراقبت و استفاده از حیوانات آزمایشگاهی مؤسسه ملی سلامت ایالات متحده[footnoteRef:14] (NIH) انجام شد و طرح پژوهش توسط کمیته اخلاق در پژوهش‌های حیوانی دانشگاه علوم پزشکی مشهد مورد تأیید قرار گرفت [14:  National Institutes of Health] 

[bookmark: _Hlk210865055] (کد اخلاق:IR.MUMS.AEC.1401.104). 80 رت نر نژاد ویستار  انجام گرفت. برای با وزن ۲۵۰ تا ۳۰۰ گرم از مرکز حیوانات دانشگاه تهیه و در شرایط استاندارد شامل دمای ۲۲ ± ۱ درجه سلسیوس، چرخه نوری ۱۲ ساعته (روشنایی/تاریکی)، تغذیه و آب به‌صورت نامحدود نگهداری شدند. برای کاهش اثرات تنش محیطی، حیوانات به مدت سه روز پیش از شروع مطالعه به شرایط آزمایشگاهی عادت داده شدند.
مدل درد پس از جراحی
برای القای درد پس از جراحی، از مدل برش کف پنجه استفاده شد. حیوانات با تزریق درون‌صفاقی کتامین (100 میلی گرم بر کیلوگرم) و زایلازین (10 میلی گرم بر کیلوگرم) بیهوش شدند و پس از ضدعفونی سطح کف پنجه راست، یک برش یک سانتی‌متری از پوست تا عضله ایجاد شد (16). خونریزی با فشار کنترل گردید و زخم با بخیه بسته شد. 
طراحی آزمایش و نحوه تجویز دارو
[bookmark: _Hlk210865098]حیوانات در هر مطالعه به‌صورت تصادفی به پنج گروه (8 n=) تقسیم شدند. دو پروتکل برای تجویز روتین اجرا گردید: در پروتکل اول (پیش‌درمانی کوتاه‌مدت)، دارو یا نرمال سالین از ۲۰ دقیقه پیش از جراحی تا ۷ روز پس از آن، دو بار در روز به حیوانات داده شد. در پروتکل دوم (پیش‌درمانی طولانی‌مدت)، تجویز فلاونوئید روتین به مدت ۷ روز پیش از جراحی آغاز شد و تا ۷ روز پس از آن ادامه یافت. دوزهای مورد استفاده برای روتین شامل ۵، ۱۰ و ۲۰ میلی‌گرم بر کیلوگرم بود که به‌صورت خوراکی از طریق گاواژ تجویز شد. مبنای انتخاب دوز بر مبنای مطالعات قبلی می باشد(11). در گروه کنترل، تمام مراحل مشابه مدل درد پس از جراحی انجام شد، اما بدون ایجاد برش بافتی. یک گروه درد پس از جراحی در مطالعه وجود دارد. فلاونوئید روتین قبل از مصرف خوراکی در محلول نرمال سالین  حاوی 1% DMSO حل شد و خوراکی از طریق گاواژ تجویز شد.  در گروه کنترل و درد پس از جراحی در زمانهای تجویز دارو نرمال سالین حاوی 1% DMSO به صورت خوراکی از طریق گاواژ دریافت کردند. 
 ارزیابی‌های رفتاری
ارزیابی‌های رفتاری شامل آلودینیای مکانیکی، هایپرآلژزی حرارتی و آلودینیای سرمایی بودند. اندازه‌گیری‌ها یک روز پیش از جراحی و سپس در فاصله زمانی ۲ ساعت تا روز هفتم پس از جراحی انجام گردید. 

[bookmark: _Hlk192729383]آلودینیای مکانیکی:
آزمایش آلودینیای مکانیکی برای بررسی  آستانه پس کشیدن پنجه (PWT) [footnoteRef:15]در پاسخ به تحریک با رشته‌های ون فری در محدوده 2 تا 60 گرم (2، 4، 6، 8، 15، 26، 60) جهت سنجش حساسیت پوست به تحریکات تماسی استفاده شد. حیوانات به مدت 15 دقیقه در یک محفظه شفاف بر روی یک کف مشبک فلزی قرار داده شدند تا به محیط عادت کنند. پاسخ‌های مثبت، عقب‌نشینی ناگهانی پنجه و تکان دادن بود. اگر حداقل 3 پاسخ از 5 تست مثبت بود به عنوان PWT در نظر گرفته می شود (17)   .  [15:  Paw Withdrawal Threshold] 

پردردی حرارتی:
تست صفحه داغ برای حساسیت درد انجام شد. در این آزمایش رت ها روی صفحه داغ با دمای 2±52 درجه سانتیگراد قرار می گیرند. زمان پاسخ به درد حرارتی با بلند کردن پنجه جلویی ثبت شد ) PWL ([footnoteRef:16]  (17).  [16:  Paw Withdrawal Latency] 

آلودینیای سرد
تست آلودینیای سرد با لمس یک قطره استون به پوست کف پا راست بررسی شد. واکنش حیوان در پاسخ به درد لیسیدن پنجه، عقب کشیدن یا تکان دادن پنجه بود. این آزمایش برای هر حیوان پنج بار و با فاصله یک دقیقه انجام شد. فرکانس پاسخ به استون به صورت فرکانس خروج پنجه (PWF)[footnoteRef:17] بیان شد (17). [17:  Paw Withdrawal Frequency] 

تحلیل آماری
حجم نمونه با استفاده از نرم‌افزار G*Power و بر اساس مطالعات پیشین تعیین شد. با در نظر گرفتن سطح معنی‌داری α = 0.05، توان آزمون 0.85 و میانگین زمان تأخیر در عقب کشیدن پنجه در تست صفحه داغ (حداکثر = 28، حداقل = 15 و انحراف معیار = 7.13)، حجم نمونه برای هر مطالعه پیش درمانی کوتاه مدت و پیش درمانی طولانی مدت 40 سر محاسبه گردید. داده‌ها به صورت میانگین ± خطای استاندارد میانگین (S.E.M) گزارش شدند. برای مقایسه داده‌ها، از تحلیل واریانس دوطرفه با اندازه ‌گیری‌های مکرر و آزمون تعقیبی Bonferroni استفاده شد. در این مطالعه، اثر متغیرهای «روز» و «گروه‌ها» به عنوان متغیرهای مستقل نظر گرفته شدند و متغیر های وابسته شاخص‌های رفتاری شامل عقب کشیدن پا (بر حسب ثانیه)، لیسیدن پا (بر حسب درصد) و آستانه کشیدن پا (بر حسب گرم) بودند.
مقدار P کمتر از 0.05 به عنوان معنی‌دار آماری در نظر گرفته شد. کلیه تحلیل‌ها با نرم‌افزار GraphPad Prism نسخه ۹ انجام گردید.
یافته‌ها
آزمایش اول: پیش‌درمانی کوتاه‌مدت فلاونوئید روتین 
[bookmark: OLE_LINK5]القاء درد پس از جراحی منجر به کاهش چشمگیر آستانه برداشت پنجه (PWT) نسبت به گروه کنترل شد (نمودار 1، الف)؛ به‌ویژه در زمان ۲ ساعت پس از عمل و روزهای اول تا چهارم (P< 0.001) و روز پنجم (P< 0.05)، این کاهش به‌صورت معنادار نسبت به گروه کنترل شد مشاهده گردید. تجویز خوراکی فلاونوئید روتین با دوز ۲۰ میلی‌گرم بر کیلوگرم، موجب افزایش معنادار PWT در روز اول و تداوم آن تا روز چهارم پس از جراحی نسبت به گروه درد پس از جراحی گردید (p< 0.05). 
در ارزیابی هایپرآلژزی حرارتی (نمودار 1، ب)، زمان تأخیر در واکنش پنجه (PWL) در گروه جراحی‌شده به‌طور معناداری نسبت به گروه کنترل کاهش یافت (در ۲ ساعت و روزهای ۱ تا ۵، p< 0.001). و روز 6)  p< 0.05 (. درمان با فلاونوئید روتین در دوز 10 میلی‌گرم بر کیلوگرم موجب افزایش PWL در روز اول (p< 0.01)روز دوم  ( p< 0.05 ) روز سوم (p< 0.01) و روز چهارم (p< 0.001) نسبت به گروه درد پس از جراحی  شد. دوز ۲۰ میلی‌گرم قوی‌ترین اثر ضد درد را داشت و موفق شد PWL را در روزهای ۱ تا 4 نسبت به گروه درد پس از جراحی  افزایش دهد (p< 0.001) و این اثر تا روز پنجم نیز حفظ شد (p< 0.05).
[bookmark: _Hlk210865439]در مورد آلودینیای سرمایی (نمودار 1، ج)، فراوانی واکنش پنجه (PWF) پس از جراحی در ۲ ساعت و روزهای ۱ تا 4 (p < 0.001) و روز 5 (p < 0.05)  نسبت به گروه کنترل افزایش یافت. تجویز فلاونوئید روتین با دوز ۱۰ میلی‌گرم بر کیلوگرم موجب کاهش PWF در روز ۱  نسبت به گروه درد پس از جراحی گردید (p< 0.05). در مقابل، دوز ۲۰ میلی‌گرم حساسیت به سرما را به‌طور چشمگیری در روزهای ۱  تا 4  نسبت به گروه درد پس از جراحی کاهش داد ( به ترتیب p< 0.01 ، p< 0.001  ، p< 0.001 و p< 0.05 ).


[image: E:\postoperative pain\elham eslahi\bavafa\shefa\farsi\pish kotah.tif]





[bookmark: _Hlk199573149]نمودار ۱. تأثیر پیش‌درمانی کوتاه‌مدت فلاونوئید روتین بر رفتارهای درد در مدل برش کف‌پنجه رت؛ (الف) آلودینیای مکانیکی ، (ب)  هایپرآلژزی حرارتی؛ (ج) آلودینیای سرمایی ؛ * سطح معناداری کمتر از پنج¬ صدم نسبت به گروه درد پس از جراحی  ، ** سطح معناداری کمتر از یک ¬صدم نسبت به گروه گروه درد پس از جراحی ،  *** سطح معنادری کمتر از یک هزارم نسبت به گروه درد پس از جراحی. # سطح معناداری کمتر از پنج¬ صدم نسبت به گروه کنترل،  ### سطح معنادری کمتر از یک هزارم نسبت به گروه کنترل. : روز، س : ساعت.
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[bookmark: OLE_LINK1]نمودار 2.تأثیر تجویزپیش‌درمانی بلند مدت فلاونوئید روتین طولانی‌مدت روتین بر رفتارهای درد در مدل برش کف‌پنجه رت؛ (الف) آلودینیای مکانیکی ، (ب)  هایپرآلژزی حرارتی ؛ (ج) آلودینیای سرمایی ؛ * سطح معناداری کمتر از پنج صدم نسبت به گروه درد پس از جراحی  ، ** سطح معناداری کمتر از یک صدم نسبت به گروه درد پس از جراحی ،  *** سطح معنادری کمتر از یک هزارم نسبت به گروه درد پس از جراحی. # سطح معناداری کمتر از پنج صدم نسبت به گروه کنترل  ، ## سطح معناداری کمتر از یک صدم نسبت به گروه کنترل،  ### سطح معنادری کمتر از یک هزارم نسبت به گروه کنترل.  ر: روز، س : ساعت. 
آزمایش دوم: تجویزپیش‌درمانی بلند مدت فلاونوئید روتین 

القاء درد پس از جراحی منجر به کاهش چشمگیر آستانه برداشت پنجه (PWT) نسبت به گروه کنترل شد (نمودار 2، الف)؛ 
در زمان ۲ ساعت پس از عمل و روزهای اول تا سوم (P< 0.001) و روز چهارم (P< 0.01)، این کاهش به‌صورت معنادار مشاهده گردید.
[bookmark: _Hlk210865803][bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK3]درمان پیشگیرانه با فلاونوئید روتین به مدت ۷ روز پیش از جراحی منجر به اثرات محافظتی قوی‌تری شد. در گروه دریافت‌کننده دوز ۲۰ میلی‌گرم بر کیلوگرم، آلودینیای مکانیکی به‌طور قابل‌توجهی نسبت به گروه درد پس از جراحی کاهش یافت و افزایش در PWT در 2 ساعت بعد جراحی  (p< 0.01)،  روزهای 1 و 2 (p< 0.001)  روز 3  (p< 0.01)  و روز 4    (p< 0.05) شد. فلاونوئید روتین با دوز 10 میلی گرم بر کیلوگرم منجر به افزایش PWT  در روز 1   (p< 0.05)  و روز  2  (p< 0.01)  نسبت به گروه درد پس از جراحی شد.  (نمودار 2، الف).  
در ارزیابی هایپرآلژزی حرارتی (نمودار 2، ب)، زمان تأخیر در واکنش پنجه (PWL) در گروه جراحی‌شده به‌طور معناداری نسبت به گروه کنترل کاهش یافت (در ۲ ساعت و روزهای ۱ تا ۵، p< 0.001). و روز 6)  p< 0.05 (. 
[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK6]در مورد هایپرآلژزی حرارتی (شکل 2، ب)، دوز 5 میلی گرم بر کیلوگرم منجر به افزایش PWL در 2 ساعت و روز 1(p< 0.01)  و روز دوم (p< 0.05) پس از جراحی نسبت به گروه درد پس از جراحی شد. دوز ۱۰ میلی‌گرم موجب افزایش PWL در  2 ساعت (p< 0.01) و روز اول (p< 0.001) و روز دوم (p< 0.01)  نسبت به گروه درد پس از جراحی شد . در حالی‌که دوز ۲۰ میلی‌گرم توانست زمان تأخیر واکنش را در ۲ ساعت نخست و روزهای ۱ تا ۳ (p< 0.001) و روزها 5 (p< 0.01)   نسبت به گروه درد پس از جراحی افزایش دهد.    
در مورد آلودینیای سرمایی (نمودار 2، ج)، فراوانی واکنش پنجه (PWF) پس از جراحی در ۲ ساعت و روزهای ۱ تا 3 (p < 0.001)   و روز 4 (p< 0.01) و روز 6 و 7 (p< 0.05) نسبت به گروه کنترل افزایش یافت.
در آلودینیای سرمایی نیز (نمودار 2، ج)، پیشگیری با روتین در دوز ۲۰ میلی‌گرم بیشترین اثربخشی را داشت؛ به‌طوری‌که فراوانی واکنش پنجه در 2 ساعت نخست p< 0.01 و روزهای ۱ تا 2، ( p< 0.001 ) و روز 3 ( p< 0.01 )   وروز 4 p< 0.05 نسبت به گروه درد پس از جراحی کاهش یافت .  فلاونوئید روتین با دوز 10 میلی گرم بر کیلوگرم توانست میزان آلودینیای سرمایی را در روزهای 1 و3 (p< 0.05) و روز 2 (p< 0.01)  نسبت به گروه درد پس از جراحی کاهش دهد.  
بحث
یافته‌های این مطالعه شواهد روشنی ارائه می‌دهد که فلاونوئید روتین، به‌عنوان یک فلاونوئید طبیعی، دارای اثرات ضد درد قابل‌توجهی در مدل حیوانی درد پس از جراحی است. نتایج به‌دست‌آمده، با افزایش روزافزون توجه به فلاونوئیدها به‌عنوان ترکیبات ضددرد چندوجهی هم‌راستا بوده و فراتر از آن، اثربخشی فلاونوئید روتین را به‌طور نظام‌مند در زمینه آسیب جراحی ـکه با تعاملات پیچیده بین حساس‌سازی محیطی، التهاب عصبی و پلاستیسیته مرکزی همراه استـ بررسی می‌کند. 
دو نکته کلیدی از نتایج مطالعه حاضر استخراج می‌شود: نخست، توانایی فلاونوئید روتین در کاهش وابسته به دوز آلودینیای مکانیکی، آلودینیای سرمایی و هایپرآلژزی حرارتی، گویای دامنه وسیع عملکرد آن در مواجهه با انواع دردهای پس از جراحی است؛ دوم، تجویز فلاونوئید روتین منجر به تأخیر در بروز درد و کاهش قابل‌توجه حساس‌سازی در مراحل ابتدایی پس از جراحی گردید که این مرحله، پنجره‌ای بحرانی در پیشگیری از مزمن‌شدن درد محسوب می‌شود. این نتایج، فلاونوئید روتین را به‌عنوان گزینه‌ای نویدبخش در مدیریت درد پیرامون جراحی مطرح می‌کند؛ به‌ویژه با توجه به محدودیت‌های درمان‌های رایج کنونی. 
التهــاب پاسخ فیزیولوژی بــدن بــه آســیبهای بافتــی اســت کــه باعــث ایجــاد علایم درد، قرمزی، گرما و ادم در ناحیــۀ آســیب دیده می گردد(18). 
اثربخشی مشاهده‌شده برای فلاونوئید روتین، احتمالاً ریشه در پروفایل فارماکودینامیک چندوجهی آن دارد. مطالعات پیش‌بالینی، اثرات ضد درد روتین را به مهار سیتوکین‌های پیش‌التهابی (مانند TNF-α و IL-1β)، سرکوب فعال‌سازی میکروگلیا و تعدیل مسیرهای MAPK/NF-κB نسبت داده‌اند(9, 11).  
داده‌های رفتاری این مطالعه با این مکانیسم‌ها همخوانی دارد؛ زیرا توانایی فلاونوئید روتین در بهبود هایپرآلژزی حرارتی و آلودینیای مکانیکی با اثرات ضد التهاب عصبی آن در مطالعات پیشین مطابقت دارد. برتری تجویز پیشگیرانه طولانی مدت نشان می‌دهد که روتین ممکن است با مداخله در مراحل اولیه القای درد ــ ازجمله نفوذ نوتروفیل‌ها و آزادسازی سیتوکین‌ها ــ روند حساس‌سازی محیطی و مرکزی را مهار کند (19, 20)؛ مسئله‌ای که با راهبردهای نوین "ضد درد پیشگیرانه" در ادبیات بالینی همخوانی دارد. 
پاسخ دوز-وابسته فلاونوئید روتین (در محدوده ۵ تا ۲۰ میلی‌گرم بر کیلوگرم) نیز بر قابلیت درمانی آن تأکید دارد. دوز ۲۰ میلی‌گرم، تقریباً به‌طور کامل علائم درد را معکوس کرد و عملکردی مشابه با دوزهای پایین اپیوئیدها -بدون خطرات جانبی  تضعیف تنفس یا وابستگی دارویی- در مدل‌های مشابه داشت. این اثربخشی ممکن است ناشی از تعامل هم‌افزای خواص آنتی‌اکسیدانی و ضدالتهابی روتین باشد. در تایید این یافتهها، مطالعه ژائو[footnoteRef:18] و همکاران نشان داد که مهار گونه‌های فعال اکسیژن (ROS) می‌تواند منجر به کاهش حساسیت گیرنده TRPV1 شود که نقشی کلیدی در هایپرآلژزی حرارتی دارد (21). همچنین، مهار مسیر COX-2  ،  [18:  Gao] 

i-NOS  توسط روتین (22)، احتمالاً در کاهش آلودینیای مکانیکی مؤثر است(23). این عملکرد چندوجهی فلاونوئید روتین، بر خلاف داروهای NSAIDs است که عمدتاً مسیرهای خاصی را هدف قرار می‌دهند و از تأثیرگذاری مطلوب بر تعاملات عصب-ایمنی ناتوان هستند (24). درمان پیشگیرانه با فلاونوئید روتین بسیار چشمگیر است؛ یافته‌ای که با داده‌های بالینی مبنی بر تأثیر مثبت ضد دردهای پیش از عمل در بهبود نتایج بلندمدت تطابق دارد(25). این موضوع نشان می‌دهد که فلاونوئید روتین ممکن است با تنظیم مجدد آستانه‌های درد، سیستم عصبی را نسبت به آسیب جراحی به صورت پیشگیرانه آماده نماید؛ 
پدیده‌ای که در سایر مداخلات حاوی فلاونوئید نیز گزارش شده است (26, 27). با این حال، هرچند داده‌های رفتاری این مطالعه از این فرضیه حمایت می‌کنند، بررسی‌های مولکولی بیشتر ــ مانند تحلیل‌های ایمنوهیستوشیمی ــ برای تبیین دقیق سازوکارهای درگیر ضروری است.
محدودیت‌ها و پیشنهادهای آینده
با وجود آنکه این مطالعه به‌طور دقیق اثرات رفتاری روتین را در زمینه درد پس از جراحی بررسی کرده است، تفسیرهای مکانیستی ارائه‌شده عمدتاً مبتنی بر یافته‌های پیشین بوده و از استنتاج غیرمستقیم بهره می‌برد. سنجش مستقیم شاخص‌های التهابی (نظیر TNF-α و IL-6  یا فعالیت عصبی (مانند بیان c-Fos) می‌توانست قدرت تبیین علّی یافته‌ها را تقویت نماید. علاوه‌براین، طراحی تک‌جنسی (استفاده صرف از رت نر) امکان استنتاج درباره تفاوت‌های جنسی در پاسخ به روتین را محدود می‌سازد، در حالی‌که مطالعات متعدد وجود تمایزات مرتبط با جنس را در مسیرهای درد را تأیید کرده‌اند(28).
از این‌رو، انجام پژوهش‌هایی با در نظر گرفتن نمونه‌های ماده و همچنین بررسی اثرات ترکیبی فلاونوئید روتین با داروهای ضد درد رایج مانند گاباپنتین یا کتامین، ممکن است به درک دقیق‌تر ظرفیت درمانی و هم‌افزایی روتین در مدیریت درد کمک نماید.
نتیجه‌گیری
در مجموع، نتایج این پژوهش فلاونوئید روتین را به‌عنوان یک ترکیب مؤثر و ایمن با قابلیت کاربرد در پیشگیری و درمان درد پس از جراحی معرفی می‌نماید. توانایی آن در کاهش هم‌زمان هایپرآلژزی و آلودینیای ــ به‌همراه اثربخشی وابسته به دوزــ جایگاه آن را به‌عنوان یک گزینه درمانی بالقوه برای انتقال به عرصه بالین تقویت می‌کند. این یافته‌ها از ضرورت طراحی کارآزمایی‌های بالینی تصادفی‌شده برای ارزیابی اثربخشی فلاونوئید روتین در بیماران جراحی‌شده، به‌ویژه در رژیم‌های جایگزین یا مکمل اپیوئیدها، حمایت می‌نماید. به‌عنوان مطالعه‌ای پیشگام که پتانسیل پیشگیرانه روتین را در زمینه درد جراحی بررسی می‌کند، این پژوهش نه‌تنها دامنه داروهای طبیعی ضددرد را گسترش می‌دهد، بلکه چالشی در برابر رویکرد صرفاً واکنشی به مدیریت درد پس از جراحی مطرح می‌سازد.
حمایت مالی: این مطالعه با حمایت مالی معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی مشهد انجام شده است. 
ملاحظات اخلاقی: پژوهش حاضر برگرفته از طرح تحقیقاتی شماره 4011748 بوده و از نظر ملاحظات اخلاقی در دانشگاه علوم پزشکی مشهد تصویب گردیده است. 
تضاد منافع: هیچگونه تضاد منافعی در این مطالعه وجود ندارد.
تشکر و قدردانی: بدینوسیله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی مشهد به دلیل حمایت مالی صورت گرفته از این پژوهش تشکر و قدردانی میشود.
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