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ABSTRACT

Introduction Caloric restriction (CR) has been considered as a kind of diet therapy for 
some neurological diseases. This study was aimed to investigate the effect of CR on the 
seizure behavior induced in rats. Materials & Methods CR was applied with deprivation 
of food and water for 24 hours every other day for a period of four weeks. Seizure 
induced by pentylenetetrazol (PTZ) injection. Animals in CR1 group were accessed 
caloric restriction before PTZ injection. Animals in CR2 group were accessed caloric 
restriction after PTZ injection. Animals in CR3 group were accessed caloric restriction 
before and after PTZ injection. Results The scores of seizure behaviors were significantly 
decreased in groups of animals that received CR before PTZ injection. Conclusion These 
findings suggest the CR reduces scores of seizure behaviour and may be helpful in the 
refractory epilepsy.
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مقدمه محدودیت غذایی )CR(  کیی از انواع درمان با رژیم غذایی در بيماري هاي عصبي در نظر گرفته شده 
است. هدف از این مطالعه بررسی تاثیر محدودیت غذایی بر رفتار تشنجی القا شده در موش صحرایی می باشد. 
مواد و روش ها به منظور محدود شدن رژیم غذایی،  حیوانات یک روز در میان به مدت 4 هفته متوالی از آب 
و غذا محروم شدند. تشنجات نیز به کمک تزریق پنتیلن تترازول )PTZ( القا گردید.  تحریم غذایی حیوانات 
گروه CR1 قبل از تزریق PTZ صورت گرفت. تحریم غذایی حیوانات گروه CR2 بعد از تزریق PTZ صورت 
گرفت. تحریم غذایی در حیوانات گروه CR3 قبل و بعد از تزریق PTZ انجام پذیرفت. يافته ها نمره ی رفتار 
تشنجی در حيواناتي  كه محدوديت غذايي را قبل از تزريق PTZ دريافت كرده بودند، به طور چشمگيري 
كاهش يافت. نتیجه گیری یافته های این مطالعه حاکی از آن است که محدودیت غذایی می تواند نمره ی 

رفتار تشنجی را کاسته و ممكن است در درمان صرع های مقاوم به درمان اثر بخش باشد. 
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مقدمه: 

  بیماری صرع کیی از شایع ترین بیماری های سیستم عصبی 
به شمار می رود و از نظر بالینی با وجود تشنجات خود به خودی و 
راجعه، تشنج تعریف می شود. مطالعات انجام گرفته بر روی پیش 
آگهی درمان صرع نشان دادند که تقریبا 30% بیماران با مصرف 
داروهای ضد صرع، به بهبود کامل دست نیافتند. گزینه های 
درمانی برای این بیماران محدود و احتمالا شامل جراحی، تحریک 
واگ و کنترل رژیم غذایی می باشد. بیماران صرعی قرن ها توسط

 رژیم های غذایی تغییر یافته یا محدود شده  درمان شده اند )1(. 
گزارشات اولیه تاثیر گرسنگی بر صرع به قرن پنجم بر می گردد، 
که درمان تشنج ها در یک مرد توسط پرهیز از تمامی غذاها و 
نوشیدنی ها را گزارش داده اند )1(. بهبود تشنج ها در 20 مورد از 
26 بیمار روزه دار به مدت 20 روز گزارش شد و البته دو مورد از 
این بیماران برای بیش از یک سال بدون تشنج باقی ماندند )2(. 
رژیم کتوژنیک که رژیمی با چربی بالا و کربوهیدرات محدود 
می باشد حدود صد سال در درمان صرع دوران کودکی استفاده 
می شد )4 ،3(. همچنین در پیشگیری از تشنج القا شده توسط 
پنتیلن تترازول )PTZ( در رت های جوان موثر بوده است اما 
فقط زمانی که کالری مصرفی حیوانات به 25-20 درصد معمول 
آن کاهش یافته بود )6 ،5(. رژیم محدودیت کالری، شامل روزه 
داری دوره ای راهبرد دیگری است که تاثیرات عمیق بر عملکرد 
مغز و آسیب پذیری نسبت به آسیب ها و بیماری ها دارد )7(. 
یافته های بحث برانگیزی در مورد اثر ضد صرع و اثرات محافظ 
عصبی رژیم روزه داری طولانی در مدل های مختلف صرع وجود 
دارد. برخی مطالعات فواید احتمالی روزه داری طولانی در درمان 
صرع را نشان داده اند که باعث کاهش فرکانس تشنج و بروز آن و 
آسیب سلولی می شود. روزه داری طولانی، موش های صحرایی 
را نسبت به القای صرع پایدار مقاوم کرده و فرآیند ایجاد صرع در 
مدل پیلوکارپین صرع لوب تمپورال در موش های صحرایی را 
طولانی نموده است )8(. در مقابل روزه داری طولانی تاثیری بر 
شروع تخلیه های الکترکیی انفجاری ایجاد کننده صرع با افزایش 
منیزیم خارج سلولی ندارد )10 ،9(. هشت هفته بعد از روزه داری 
طولانی، موش های صحرایی بالغ بعد از تزریق داخل هیپوکمپ 

اسید کاینكی، در برابر تخریب عصبی محافظت شدند )11(.
اثرات سودمند محدوديت غذايي طولانی به فاکتورهای متعددی از 
جمله مدت و نوع محدودیت کالری بستگی دارد )12(. تفاوت ها 
در اثرات ضد صرع و محافظت عصبی محدوديت غذايي طولانی 
در طی تشنج های مکرر ممکن است به علت الگوهای محدوديت 
غذايي مختلف باشد. این مطالعه به منظور بررسی تاثیرات الگوهای 
مختلف محدوديت غذايي طولانی بر تشنج های القا شده توسط 

پنتیلن تترازول در موش های صحرایی بالغ طراحی شده است.

مواد و روش ها: 

حیوانات 

در این مطالعه از موش های صحرایی نر نژاد ویستار تهیه شده از 
دانشگاه علوم پزشکی تهران استفاده شد. تحت شرایط 12 ساعت 
روشنایی و 12 ساعت تارکیی با دمای  ثابت 22 درجه ي سانتی 
گراد نگهداری شدند. تا یک هفته قبل از شروع آزمایش، حیوانات 

دسترسی آزاد به  آب و غذای کافی داشتند.
حیوانات هم سن و هم وزن  به چهار گروه شش تایی کنترل 
و سه گروه داراي محدوديت غذايي تقسیم شدند. بعد از 4 هفته 
)هفته های 4-1( به همه گروه ها یک روز در میان پنتیلن 
تترازول تزریق شد. برای 4 هفته بعدی )هفته های 8-5( رت 
های گروه کنترل دسترسی آزاد به آب و غذا داشتند و گروه های 
با محدوديت غذايي طولانی تحت برنامه زمان بندی محدوديت 
غذایی متناوب )24 ساعت دسترسی آزاد به غذا هر 48 ساعت( 

به صورت زیر قرار گرفتند:
CR1: حیوانات این گروه تحت محدوديت غذايي طولانی 
برای هفته های 4-1 )بدون تزریق پنتیلن تترازول( قرار 
گرفتند سپس در هفته های 8-5 دسترسی آزاد به آب و 
غذا و القا تشنجات به کمک تزریق یک روز در میان پنتیلن 

تترازول اعمال گردید.
CR2: حیوانات این گروه در هفته های 4-1 بدون تزریق 
پنتیلن تترازول دسترسی آزاد به آب و غذا داشتند. در هفته 
های 8-5 محدوديت غذايي طولانی و تزریق یک روز در 

میان پنتیلن تترازول اعمال شد.
تحت   1-8 های  هفته  در  گروه  این  حیوانات   :CR3
محدوديت غذايي طولانی قرار گرفتند ولی القا تشنجات 

فقط در هفته های 8-5 یک روز در میان اعمال گردید.
  تزریق پنتیلن تترازول در روزهای تغذیه آزاد )یک ساعت بعد از 
دسترسی آزاد به غذا( انجام شد زیرا نشان داده شد تغذیه بعد از 
محدوديت غذايي طولانی تحریک پذیری مغز را تعدیل می کند. 
بعد از هر تزریق پنتیلن تترازول رفتارهای تشنجی برای نیم ساعت 
مشاهده شد و تشنج های حاصل به صورت زیر نمره بندی شدند:

 0= فاقد تشنج، 1= بی حرکتی، 2= سفتی بدن، 3= خاراندن 
مکرر، عدم تعادل در دویدن و حرکت سریع سر، 4= کلونوس اندام 
جلو، بلند شدن و افتادن، 5= رخداد تکراری رفتار رتبه 4 و 6= 
تونیک کلونیک شدید. صرع پایدار هرگز اتفاق نیفتاد. میزان مرگ 

بعد از تزریق پنتیلن تترازول 18 درصد بود.
نهفتگی تشنجات به عنوان زمان بروز تشنجات بر حسب  دقیقه 
بعد از تزریق PTZ تعریف شد. تشنج منتشر با تونوس متقارن اندام 
جلو و عقب و سپس کلونوس اندام عقبی و پرش تعریف شده بود.
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بافتی مطالعات 
  حیوانات تحت بیهوشی عمیق با کلرال هیدرات )350 میلی گرم 
به ازای هر یکلوگرم( قرار گرفتند. محلول سرم فیزیولوژیک به 
میزان 200 سی سی از طریق سیستم قلبی عروقی تزریق گردید. 
به دنبال آن محلول فکیساتیو پارافرمالدئید 4 درصد به میزان 600 
سی سی  وارد سیستم قلبی عروقی گردید. سپس سر حیوانات 
جدا شده و  مغز آن ها خارج گردید و در داخل محلول فکیساتیو 
پارافرمالدئید 4 درصد به مدت حداقل یک هفته نگهداری شد و 
سپس مطالعات بافتی به صورت زیرانجام شد. برش های بافتی به 
صورت پشت سر هم )سریال( با ضخامت 8 مکیرومتر در فاصله 
3/2 تا 3/4 میلی متر عقب تر از برگما )Bregma( تهیه شد )13(. 
لام ها توسط کریزل ویولت  رنگ آمیزی شدند و با روش نمونه گیری 
تصادفی سیستماتیک کینواخت انتخاب شدند. منطقه هیپوکمپ با 
 )BX51, OLYMPUS, JAPAN( یک مکیروسکوپ نوری

مجهز به دوربین دیجیتال مورد بررسی قرار گرفتند.
با  شیئي  های  ازعدسی  استفاده  با  دیجیتال  های  عکس 
بزرگنمایی40× گرفته شد. بزرگنمایی با استفاده از یک مکیرومتر 

محاسبه شد.

روشهای استریولوژیک و نمونه برداری بدنی
ده جفت از مقاطع با فاصله 8 میلی متر، از هر مغز انتخاب 
شد. اولین نمونه هر جفت به عنوان مرجع و نمونه دوم برای 
مقایسه مورد استفاده قرار گرفت. در هر جفت از مقاطع، حداقل

 10 میدان مکیروسکوپی به روش سیستماتیک تصادفی کینواخت 
با استفاده از قاب شمارش، بدون  در هر منطقه انتخاب شدند. 
سوگیری و قانون شمارش نمونه برداری فیزکیی، نورون های تیره 

در هر تصویر شمارش شدند )14(.

تجزیه و تحلیل داده ها
  داده ها به صورت میانگین ± خطای استاندارد نمایش داده 
شد. تجزیه و تحلیل آماری داده ها با استفاده از آزمون یک 
طرفه )ANOVA( و پس از آن آزمون تعقیبی توکی انجام شد. 
این مطالعه توسط  بود.   P ≤ 0/05 آماری معیار معنی داری 

کمیته دانشگاه علوم پزشکی تهران  به تصویب رسید.

يافته ها

اثر محدوديت غذايي بر شدت تشنجات
  در این مطالعه، تمام حیوانات رفتار تشنجی معمول پس از 
تزریق پنتیلن تترازول داشتند. مدت زمان نهفتگی بین تزریق 
پنتیلن تترازول و شروع تشنج، توسط محدوديت غذايي طولانی 
در تمام گروه ها )CR1-CR3( در مقایسه با حیوانات گروه کنترل 

.)ANOVA آزمون ،P =0/86( تحت تاثیر قرار نگرفت
در  تشنج  در طول مدت  محدوديت غذايي طولانی همچنین 
گروه های CR2، CR1 و CR3 نسبت به گروه کنترل تاثیری 
نداشت )P =0/75، آزمون ANOVA(. هنگامی که محدوديت 

 CR1 شدت تشنجات در گروه .PTZ نمودار 1. رتبه بندي شدت تشنجات به دنبال تزريق چهار هفته اي
-نسبت به گروه كنترل كاهش يافته است. داده ها به صورت Mean+SEM نمايش داده شده است.

CR1

CR2

CR3

Control
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 ،)CR1( غذايي طولانی 4 هفته قبل از القاء تشنج داده شد
شدت حملات تشنج بین روزهای 8 و 29 بعد از تزریق پنتیلن 

تترازول به طور قابل توجهی کاهش یافته بود.
  در گروه CR3 که محدوديت غذايي طولانی قبل و بعد از تزریق 
پنتیلن تترازول داده شده بود، شدت حملات تشنج بین روزهای 
16 و 26 پس از تزریق پنتیلن تترازول به میزان قابل توجه کاهش 

یافته بود )P = 0/003، آزمون ANOVA، نمودار 1(.
اثر محدوديت غذايي در بقای نورون 

سلول های عصبی تیره با سیتوپلاسم اسید دوست و هسته تکه 
تکه، به طور معمول برای نشان دادن تغییرات ریختی واضح 
آسیب ها  از  بسیاری  انواع  دنبال  به  دیده  آسیب  نورون های 

شناخته شده است.
ایسکمی،  در صرع،  تیره  نورون  فکیس شده،  مغزی  بافت  در 
هیپوگلیسمی، قرار گرفتن در معرض تحریک کننده اسیدهای 
آمینه و آسیب مکانکیی عصبی دیده شده اند )13(. به منظور 
بررسی اثر محدوديت غذايي طولانی بر آسیب عصبی به دنبال 
تشنج، تراکم نورون های تیره در لایه هرمی CA1 و CA3 از 
منطقه هیپوکمپ مورد بررسی قرار گرفت و بین گروه های مختلف 

مقایسه شد.

محدوديت غذايي طولانی به طور قابل توجهی تراکم نورون های 
تیره را در منطقه CA1 از هیپوکمپ در CR2 و CR3 کاهش داد 
)P = 0/001، آزمون ANOVA(. تراکم نورون های تیره در منطقه 
CA3 در CR1، CR2، CR3 نیز به طور قابل توجهی کاهش یافت 

)P < 0/001، آزمون ANOVA، تصوير 1(. 
بحث و نتيجه گيري

یافته های ما نشان داد که الگوهای مختلف محدوديت غذايي 
نورونی  محافظت  و  تشنجی  ضد  اثرات  توانند  می  طولانی 
متفاوتی در مناطق مختلف مغز داشته باشند. محدوديت غذايي 
طولانی بیشتر اثرات محافظت نورونی در نورون های هرمی 
هیپوکمپی CA1 و CA3 داشتند )تصوير 1(. این امر بیانگر آن 
است که آزمایش های تجربی برای تشخیص آسیب مغزی 
برای  نشان دهد.  را  نتایج مختلفی  تواند  تشنج می  یا شدت 
انجام  تشنج  القای  از  پیش  داری  روزه  موقعیتی که  در  مثال 
به طور چشمگیری کم شده است. وقتی  شده، شدت تشنج 
محدوديت غذايي در طول و یا قبل از القای تشنجات اعمال 
شد، نورون های تیره به طور مشابهی کم شدند. به نظر می 
رسد که سهم عمده ای از تاثیرات محدوديت غذايي بر نورون 
ها حاصل پاسخ استرس سلولی است که در آن مقدار پروتئین 
بقای  و  شوند  می  زیاد  نوروتروپیک  های  عامل  و  چاپرون 

تصویر 1: اثر محدوديت غذايي متناوب بر تراکم نورون های تیره در منطقه هیپوکمپ به دنبال القا 
تشنج. الف( نمونه ای از عکس های گرفته شده به کمک مکیروسکوپ نوری با بزرگنمایی 40×.  ب( 
میانگین تعداد نورون های تیره در منطقه هیپوکمپ.  میانگین تعداد نورون های تیره در گروه های 
CR2 و CR3 در منطقه CA1 و CA3 به شکل معنی داری در مقایسه با گروه کنترل کاهش یافته 
است. در گروه CR1 تنها در منطقه CA3 تعداد نورون های تیره کاهش یافته است. ** و *** به 

ترتیب بیانگر P>  0/001  و P < 0/0001 می باشد.

CR1

CR2

CR3

Control

Control

CR1 CR2 CR3
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پاسخ استرس سلولی  افزایش می دهند )16 ،15(.  را  سلولی 
می تواند توسط یک استرس متابولکیی ملایم تحریک شود که 
مربوط به روزه داری یا استرس فیزیولوژکیی حاصل از گرسنگی 

یا تشنگی است )7(.
يا  داری  روزه  به  فیزیولوژکیی  و  رفتاری  پاسخ های مختلف 
محدوديت غذايي طولانی به طور جدی به مدت درمان بستگی 
دارد. در پایان 12 روز محدوديت غذايي طولانی تغییری در لپتین 

در گردش و سطح انسولین مشاهده نشده است. 
علاوه بر این، پس از محدوديت غذايي متناوب دراز مدت )6 
هفته(، سطوح لپتین افزایش می یابد )17(. تزریق داخل صفاقی 
لپتین،  سبب کاهش آسیب سلولی به دنبال صرع پایدار القا 
شده با اسید  kainic شده است )18(. محتوای گلکیوژن کبد 
در همستر طلایی نر و ماده با محدوديت غذايي متناوب، پس از 
6 هفته محدوديت غذايي متناوب با دسترسی به غذا به مدت 3 
روز در هفته افزایش یافته است )19(. سطح سرمی اینترلویکن 6 
و پروتئین واکنشی C پس از 3 هفته محدوديت غذايي طولانی 
در انسان درهر دو جنس، به طور قابل توجهی کاهش می یابد 
)20(. افزایش موج مهاری شبکه سیناپسی هیپوکمپ پس از4 
هفته محدودیت کالری در موش گزارش شده است )21(. اثرات 
ضد صرعی الگوهای مختلف محدودیت کالری معمولا پس 
ازچند ماه مشاهده شده است )22(. تحقیقات قبلی نشان داده 
اند که مصرف کالری محدود میزان نوروترانسمیتر مهاری گابا 
را در مغز افزایش می دهد )23(. در مقایسه با نتایج ما، برنامه 
کوتاه مدت محدوديت غذايي در موش ها نورون ها را در برابر 
آسیب تحرکیی ناشی از تزریق پیلوکارپین محافظت نمی کند 
برای  )8(. وقتی موش ها در یک محدوديت غذايي طولانی 
چند ماه نگهداری می شدند، کاهش آسیب مغز و بهبود نتیجه 
رفتاری پس از ایسکمی کانونی گذرا دیده می شد )16 ،15(. 
پیشنهاد شده است که بسیاری از اثرات سودمند رژیم محدوديت 
غذايي طولانی ممکن است از یک پاسخ استرس سلولی القا شده 
توسط محدودیت غذایی ایجاد شود. استرس، سطح  پروتئین 
های Chaperones و عوامل نوروتروفیک به دنبال یک رژیم 
محدوديت غذايي را افزایش مي دهد )25 ,24 (. اثر برتر ضد 
تشنج و محافظت نورونی رژیم محدوديت غذايي طولانی در 
مقایسه با یک رژیم محدوديت غذايي کوتاه تر ممکن است به 
علت افزایش مقاومت به استرس سلولی باشد. داده های ما اثرات 
ضد تشنج و محافظت نورونی رژیم محدوديت غذايي طولانی  
در تشنج القا شده توسط پنتیلن تترازول را نشان می دهد. البته 
نیاز به مطالعات بیشتری اختصاصا جهت تعین نقش محدوديت 

غذايي طولانی و متناوب در صرع انسان وجود دارد.
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