Effects of Propolis on Oxidative Stress Markers in Female Rats Under Resistance Training and Testosterone Enanthate
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ABSTRACT 
Testosterone enanthate increases muscle growth and athletic performance but is associated with oxidative stress and tissue damage. This study aimed to investigate the effect of propolis on oxidative stress markers induced by testosterone enanthate in the kidney tissue of female Wistar rats undergoing resistance training. Twenty-two 8-week-old female rats, weighing 208.22±14.17 g, were randomly divided into three groups: 1) resistance training + placebo (n=6), 2) resistance training + testosterone enanthate (n=8), 3) resistance training + testosterone enanthate + propolis (n=8). The rats underwent an 8-week resistance training protocol involving ladder climbing (five days per week). Testosterone enanthate was administered at a dose of 20 mg/kg body weight per injection, and propolis was administered at a dose of 400 mg/kg body weight by gavage (each three times a week). The levels of superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPX), and malondialdehyde (MDA) in kidney tissue were measured by spectrophotometry. One-way ANOVA and Bonferroni post hoc tests were used for statistical analysis. The results showed that testosterone enanthate significantly decreased GPX and SOD levels and increased MDA levels. Propolis consumption led to a relative reduction in these oxidative stress markers, demonstrating its potential antioxidant effects.
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تاثیر پروپولیس بر نشانگرهای فشار اکسایشی در موش‌های ماده تحت تمرین مقاومتی و مصرف تستوسترون انانتات
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تستوسترون انانتات باعث افزایش رشد عضلانی و عملکرد ورزشی می‌شود اما با فشار اکسایشی و آسیب بافت‌ها همراه است. این مطالعه تاثیر پروپولیس بر نشانگرهای فشار اکسایشی ناشی از تستوسترون انانتات در بافت کلیه موش‌های صحرایی ماده ویستار تحت تمرین مقاومتی را بررسی کرد. 22 موش‌صحرایی ماده با سن ۸ هفته و وزن 208.22±14.17 گرم به سه گروه تقسیم شدند: 1) تمرین مقاومتی+دارونما (n=6)، 2) تمرین مقاومتی+تستوسترون انانتات (n=8)، 3) تمرین مقاومتی+تستوسترون انانتات+پروپولیس (n=8). موش‌ها تحت پروتکل تمرین مقاومتی 8 هفته‌ای (پنج روز در هفته) قرار گرفتند. تستوسترون انانتات با دوز 20 میلی‌گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن تزریق و پروپولیس با دوز 400 میلی‌گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن گاواژ شد (سه بار در هفته). سطوح سوپراکسید دیسموتاز (SOD)، گلوتاتیون پراکسیداز (GPX) و مالون دی آلدئید (MDA) با اسپکتروفتومتری اندازه‌گیری شدند. تحلیل واریانس یکراهه و آزمون بونفرونی برای مقایسه گروه‌ها استفاده شد. نتایج نشان داد که تستوسترون انانتات باعث کاهش GPX و SOD و افزایش MDA می‌شود. پروپولیس منجر به کاهش نسبی این نشانگرهای فشار اکسایشی شد و اثرات آنتی‌اکسیدانی آن را نشان داد.
واژه های کلیدی: پروپولیس، فشار اکسایشی، بافت کلیه، تستوسترون انانتات
مقدمه

در دهه​های اخیر، مشارکت زنان در ورزش و به خصوص در ورزش​های مقاومتی افزایش چشمگیری داشته است که در نتیجه شیوع مصرف مواد تقویت‌کننده عملکرد ورزشی در بین زنان ورزشکار افزایش یافته است. آمار در سال 2007 نشان داد که 67 درصد از ورزشکاران در ایالت متحده از استروئیدهای آنابولیک-آندروژنیک(AAS) 
 استفاده می​کنند (1). یکی از این مواد که توانسته توجه زیادی به خود جلب کند، تستوسترون انانتات
 است؛ مشتقی مصنوعی از تستوسترون که توسط اتصال به گیرنده‌های آندروژن در سلول‌های عضلانی اثرات خود را اعمال می‌کند. این اتصال، زنجیره‌ای از تغییرات مولکولی را آغاز می‌کند که در نهایت به افزایش تولید پروتئین و بهبود رشد عضلات و عملکرد ورزشی منجر می‌شود (1) با این وجود، علیرغم مزایای بالقوه این ماده، استفاده از تستوسترون با طیف وسیعی از پاسخ های فیزیولوژیکی، از جمله تغییرات در سطوح فشار اکسایشی در اندام های حیاتی مانند کلیه ها مرتبط است (2). استفاده نادرست از تستوسترون باعث تغییرات فیزیولوژیکی نامطلوبی می‌شود که در طیف وسیعی از پاسخ‌های بدن، از جمله تغییرات در سطوح فشار اکسایشی در اندام‌های حیاتی مانند کلیه‌ها، مشاهده می‌شود (3،4).
کلیه‌ها به ‌عنوان اندام‌هایی با عروق فراوان و فعالیت متابولیکی بالا، نقش اساسی در حفظ تعادل سیستمیک و دفع مواد زائد از جریان خون ایفا می‌کنند. به همین دلیل، آنها دائماً در معرض فشار قابل توجهی از مولکول‌هایی هستند که ممکن است به آنها آسیب برسانند، از جمله گونه‌های فعال اکسیژن (ROS)
 (5). فشار اکسایشی به ‌عنوان یک پدیده بیولوژیکی، نتیجه تولید ROS و نیتریک اکسید
 (NO) توسط سلول‌ها است. این گونه‌ها به ‌طور طبیعی در ساز و کارهای بیولوژیکی تولید می‌شوند و در فرآیندهای سلولی مانند انتقال الکترون در زنجیره تنفسی نقش‌های مهمی دارند. با این‌ حال، افزایش ناگهانی تولید ROS و NO  در سازوکار آنتی‌اکسیدانی بدن می‌تواند تعادل این فرآیندها را به خطر اندازد (6). در محیط کلیوی، فشار اکسایشی می‌تواند نقش مهمی در بروز بیماری‌های کلیوی ایفا کند (6). سلول‌های کلیوی به دلیل فعالیت‌های زیستی خود، به میزان زیادی تحت تأثیر اکسیداسیون قرار می‌گیرند و به عنوان محیطی حساس به اثرات مخرب ROS و NO شناخته می‌شوند. ROS  می‌توانند به‌ DNA  داخل سلولی، پروتئین‌ها، لیپیدها و دیگر مولکول‌های حیاتی در سلول‌های کلیه آسیب برسانند. به علاوه، فشار اکسایشی می‌تواند منجر به فعال‌سازی مسیرهای التهابی و کاهش کارایی سلول​های کلیوی شوند (7).
 سازوکار اثر تستوسترون انانتات بر فشار اکسایشی در کلیه‌ها چند وجهی است. سادوسکا و همکاران (۲۰۱۷) نشان دادند  یکی از جنبه‌های کلیدی تأثیر آن بر تنظیم آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی مانند سوپراکسید دیسموتاز
 (SOD) و گلوتاتیون پراکسیداز
 (GPX) می‌باشد (8). آنزیم SOD نقش اصلی را در کاتالیز تبدیل رادیکال‌های سوپراکسید به پراکسید هیدروژن با خطر کمتری بازی می‌کند، در حالی که آنزیم GPX با استفاده از گلوتاتیون به‌عنوان یک عامل کاهنده، پراکسید هیدروژن و هیدروپراکسیدهای لیپیدی را کاهش می‌دهد. تأثیر تستوسترون بر روی این آنزیم‌ها می‌تواند تعادل پیچیده‌ بین تولید ROS و فرآیند پاکسازی از سموم را دچار اختلال کرده و به افزایش فشار اکسایشی کمک کند (6). علاوه بر این، ال چدوری و همکاران (۲۰۱۹) گزارش کردند مصرف تستوسترون می‌تواند منجر به تغییراتی در تولید مالون دی آلدئید
 (MDA) شود که نشانگری از پراکسیداسیون لیپیدی است. این فرآیند معمولاً ناشی از آسیب‌های سلولی به دنبال فشار اکسایشی است. افزایش پراکسیداسیون لیپیدی می‌تواند منجر به تولید MDA شود که به نوبه ‌خود می‌تواند یکپارچگی غشاء‌ها را تخریب کند و توالی از رویدادهای تخریبی را آغاز کند که به اختلال عملکرد سلولی منجر می‌شود (9). در مورد ورزشکاران زنی که در فرآیند تمرینات مقاومتی از تستوسترون انانتات استفاده می‌کنند، کلیه‌ها با چالش‌های منحصر به ‌فردی روبه‌رو هستند. هاکنی و همکاران (۲۰۲۰) گزارش کردند تمرینات مقاومتی با شدت بالا می‌تواند مصرف اکسیژن و متابولیسم را افزایش داده و در نتیجه منجر به افزایش تولید ROS شود. هنگامی که افزایش فشار اکسایشی به ‌علت مصرف تستوسترون نیز به این فرآیند اضافه شود، ممکن است کلیه‌ها با خطر آسیب اکسایشی بیشتری رو به‌ رو شوند (10).
 پروپولیس
 یک ماده ترشحی از زنبور عسل است که به عنوان ماده سازنده سلول‌های آشیانه زنبورها مورد استفاده قرار می‌گیرد. این ماده از مخلوطی از مواد شیمیایی متنوع تشکیل شده است، از جمله پلی‌فنول‌ها
 و فلاونوئیدها
 که خاصیت آنتی‌اکسیدانی و ضدالتهابی دارند. پلی‌فنول‌ها و فلاونوئیدها، توانایی کاهش مستقیم گونه‌های فعال اکسیژنی (ROS) را دارا هستند (11) . مطالعات متعددی برای ارزیابی اثرات آنتی اکسیدانی پروپولیس انجام شده است. در مطالعه ای توسط جاسپریکا و همکاران (2007)، مصرف روزانه 650 میلی گرم بره موم به مدت 30 روز، سطوح مالون دی آلدئید (MDA) را تا 23 درصد کاهش داد و سطح سوپراکسید دیسموتاز را تا 21 درصد افزایش داد (12). افشارپور و همکاران (2019) گزارش کردند که مصرف پروپولیس در دوز 1500 میلی گرم به مدت هشت هفته به طور معنی داری باعث افزایش سطح ظرفیت آنتی اکسیدانی تام (TAC)، (GPX) و (SOD) شد (13). همچنین، مطالعه جاوو و همکاران (2017) نشان داد که بره موم با دوز 900 میلی گرم در روز به مدت 18 هفته تأثیر معنی داری بر عوامل مرتبط با فشار اکسایشی نداشت (14). با توجه به نبود مطالعه ای که به بررسی اثرات آنتی اکسیدانی پروپولیس در مقابل اثرات تستوسترون در افرادی که تمرین مقاومتی انجام می دهند. هدف این مطالعه بررسی تاثیر مصرف پروپولیس در طی هشت هفته تمرین مقاومتی بر شاخص​های فشار اکسایشی بافت کلیه در موش​های صحرایی ماده مصرف کننده تستوسترون انانتات قرار گرفت.
روش شناسی
پژوهش حاضر یک مطالعه تجربی است. در این مطالعه از 22 سر موش صحرایی ماده با سن ۸ هفته و وزن 17/14±22/208 گرم از انستیتو پاستور(ایران) استفاده شده است. نمونه‌ها پس از یک هفته آشناسازی به طور تصادفی در سه گروه قرار گرفتند. این گروه ها شامل: گروه تمرین+دارونما (تعداد=6)، گروه تمرین+تستوسترون انانتات (تعداد=8)، گروه تمرین+تستوسترون انانتات+پروپولیس (تعداد=8) بودند. 
در این پژوهش، محیط نگهداری موش‌های آزمایشگاهی با دمای 2±22 درجه سانتیگراد (دستگاه( KT-908 و رطوبت 5±45 درصد )دستگاه KT-908)، با تهویه مناسب تهیه شده بود. موش‌ها در قفس‌های پلی‌کربنات شفاف به ابعاد 30×15×15 سانتیمتر نگهداری شدند. غذای مورد نیاز آنها به صورت پلت از شرکت خوراک دام به پرور در کرج تهیه شده و در اختیار موش‌ها قرار گرفت. همچنین، آب مورد نیاز موش‌ها به صورت آزاد در بطری 500 میلی‌لیتری ویژه حیوانات آزمایشگاهی در اختیار آنها قرار گرفت. در این پژوهش، موش های آزمایشی به مدت ۸ هفته به تمرین مقاومتی (نردبان یک متری مجهز به ۲۶ پله با وزنه) مشغول شدند. تمرینات مقاومتی در هر هفته با ۵ روز تمرین و ۲ روز استراحت انجام شد و وزنه ها در هفته ی اول ۴۰ درصد وزن بدن موش صحرایی ماده بود و هر هفته ۲۰ درصد وزن بدن به وزنه ها اضافه شد. برای جلوگیری از بیش تمرینی و رعایت اصل اضافه بار نوسانی، در هفته پنجم، بار کاری ۲۰ درصد کاهش یافت که باعث شد موش صحرایی ماده فرصت بازیافت مناسب برای اجرای تمرینات سنگین در سه هفته پایانی داشته باشند، اما در هفته ششم ۴۰ درصد وزن بدن موش​ها به حجم کار اضافه شد (جدول شماره ۱). در دو هفته بعد، ۲۰ درصد وزن بدن موش ها به بار در هفته اضافه شد. در هر هفته، دو جلسه وزن کِشی انجام شد(15). تزريق استروئید عضلانی (تستوسترون انانتات با دوز ۲۰ میلي گرم به ازای هر کیلوگرم از وزن بدن) (16) سه بار در هفته و مصرف پروپولیس(400 میلی گرم به ازای هر کیلوگرم از وزن بدن) (به شكل گاواژ) سه بار در هفته (17) انجام شد.
جدول شماره ۱: پروتکل تمرین مقاومتی
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	0
	60
	90
	90
	60
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	120
	120


 پس از انجام پروتکل پژوهش حاضر، به منظور از بین بردن اثرات حاد تمرين، به دنبال 12 تا 14 ساعت ناشتايي و 48 ساعت پس از آخرين جلسه تمرين و تزريق تستوسترون و همچنین مصرف پروپولیس به شکل گاواژ، از تمام موش​های صحرایی ماده با شرايط کاملا مشابه نمونه گیری توسط محقق و تیم پژوهشی انجام شد. حیوانات با تزريق درون صفاقي ترکیبي از کتامین (mg/kg50-30) و زايلازين (mg/kg ۵-۳) بيهوش شدند. با توجه به زمان بندی از پیش تعیین شده، نمونه برداری بافت کلیه از گروه های موش​های صحرایی ماده توسط تیم پژوهشی انجام شد که پس از شستشو با سرم فیزيولوژيک در میکروتیوب های ۲ سی سی برند ماکسول  قرار داده شدند. بافت ها بلافاصله در نیتروژن مايع (دمای 196- درجه سانتیگراد) منجمد و ضمن انتقال به آزمايشگاه تحقیقات دارویی دانشگاه علوم پزشکی تبریز، در دمای 80- درجه سانتیگراد تا زمان اجرای سنجش آزمايشگاهي نگهداری شدند به منظور سنجش شاخص‌های فشار اکسایشی SOD، MDA و GPX از روش آزمایشگاهی اسپکتروفتومتری و کیت‌های شرکت RANDOX ساخت کشور انگلستان استفاده شد.
پس از اطمینان از عدم وجود داده دورافتاده
، طبیعی بودن توزیع داده​ها با استفاده از آزمون شاپیرو- ویلک و همگنی واریانس​ها با استفاده از آزمون لوین، بررسی و تأیید گردید. در ادامه به منظور مقایسه بین ​گروهی، آزمون تحلیل واریانس یک​راهه برای مقایسه میانگین​های سه گروه مورد استفاده قرار گرفت و درصورت معناداری این آزمون، برای مقایسه میانگین زوجی گروه​ها، آزمون تعقیبی بونفرونی به​کار گرفته شد. تجزیه و تحلیل داده​ها و نیز ترسیم نمودارها با استفاده از نرم​افزارspss  آماری گراف​پد پریسم
 نسخه 9.4.0 انجام شد. آمار توصیفی داده​ها به صورت میانگین ± انحراف معیار ارائه گردید و سطح معناداری 05/0>P درنظر گرفته شد.
نتایج
جدول 1 میانگین و انحراف معیار مقادیر GPX، SOD و MDA بافت کلیه موش​های صحرایی ماده را برای سه گروه تمرین+دارونما، تمرین+تستوسترون و تمرین+تستوسترون+پروپولیس به همراه نتایج مقایسه میانگین گروه​ها با استفاده از آزمون​های تحلیل واریانس یک​راهه و بونفرونی نشان می​دهد.
	جدول 1- میانگین ± انحراف معیار مقادیر GPX، SOD و MDA بافت کلیه

	گروه​ها
	تعداد
	GPX a b
(U/mg pro)
	SOD a b

(U/mg pro)
	MDA a b

(nmol/mg pro)

	تمرین+دارونما
	6
	20/4 ± 18/0 c d
	4/12 ± 01/0 c d
	473/0 ± 03/0 c e

	تمرین+تستوسترون
	8
	09/3 ± 30/0 c f
	0/9 ± 31/1 c f
	205/1 ± 20/0 c f

	تمرین+تستوسترون+پروپولیس
	8
	71/3 ± 38/0 d f
	7/10 ± 88/0 d f
	865/0 ± 20/0 e f

	a مقادیر به​صورت M ± SD نشان داده شده​اند. b 0001/0>P، اختلاف معنادار میانگین سه گروه (تحلیل واریانس یک​راهه).
c 0001/0>P، تمرین+دارونما درمقابل تمرین+تستوسترون (بونفرونی). d 05/0>P و e 01/0>P، تمرین+دارونما درمقابل تمرین+تستوسترون+پروپولیس (بونفرونی). f 01/0>P، تمرین+ تستوسترون درمقابل تمرین+تستوسترون+پروپولیس (بونفرونی).


نتایج آزمون تحلیل واریانس نشان داد میانگین سطح GPX بافت کلیه موش صحرایی ماده سه گروه یکسان نبود و حداقل، میانگین یکی از گروه​ها 

به لحاظ آماری تفاوت معناداری با سایرین داشت (0001/0>P ، 279/23=(19 ،2)F). گرچه مقایسه زوجی گروه​ها با استفاده از آزمون تعقیبی بونفرونی نشان داد میانگین سطح GPX گروه تمرین+تستوسترون به میزان معناداری پایین​تر از گروه​های تمرین+دارونما (0001/0>P ، 740/6=(12)t ، 11/1=Mean Diff.) و نیز تمرین+تستوسترون+پروپولیس (01/0>002/0=P ، 063/4=(14)t ، 62/0=Mean Diff.) و میانگین سطح GPX گروه تمرین+تستوسترون+پروپولیس به میزان معناداری پایین​تر از گروه تمرین+دارونما (05/0>023/0=P ، 979/2=(12)t ، 49/0=Mean Diff.) بود شکل(1).
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شکل 1- اثر مصرف پروپولیس بر سطح GPX بافت کلیه موش‌های صحرایی ماده ویستار مصرف​کننده تستوسترون انانتات طی 8 هفته تمرین مقاومتی
اختلاف معنادار میانگین سطح GPX دو گروه به لحاظ آماری با استفاده از آزمون تعقیبی بونفرونی، با علامت​های **** برای 0001/0>P،  ** برای 01/0>P و * برای 05/0>P نشان داده شده است.
همچنین، نتایج آزمون تحلیل واریانس نشان داد میانگین سطح SOD بافت کلیه موش​های سه گروه یکسان نبود و حداقل، میانگین یکی از گروه​ها به لحاظ آماری تفاوت معناداری با سایرین داشت (0001/0>P ، 324/22=(19 ،2)F). گرچه مقایسه دو​به​دوی گروه​ها با استفاده از آزمون تعقیبی بونفرونی نشان داد میانگین سطح SOD گروه تمرین+تستوسترون به میزان معناداری پایین​تر از گروه​های تمرین+دارونما (0001/0>P ، 655/6=(12)t ، 45/3=Me an Diff.) و نیز تمرین+تستوسترون+پروپولیس (01/0>006/0=P ، 608/3=(14)t ، 73/1=Mean Diff.) و میانگین سطح SOD گروه تمرین+تستوسترون+پروپولیس به میزان معناداری پایین​تر از گروه تمرین+دارونما (05/0>011/0=P ، 315/3=(12)t ، 72/1=Mean Diff.) بود شکل(2).
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شکل 2- اثر مصرف پروپولیس بر سطح SOD بافت کلیه موش‌های صحرایی ماده ویستار مصرف​کننده تستوسترون انانتات طی 8 هفته تمرین مقاومتی
اختلاف معنادار میانگین سطح SOD دو گروه به لحاظ آماری با استفاده از آزمون تعقیبی بونفرونی، با علامت​های **** برای 0001/0>P،  ** برای 01/0>P و * برای 05/0>P نشان داده شده است.
علاوه ​بر این، نتایج آزمون تحلیل واریانس نشان داد میانگین سطح MDA بافت کلیه موش​های سه گروه یکسان نبود و حداقل، میانگین یکی از گروه​ها به لحاظ آماری تفاوت معناداری با سایرین داشت (0001/0>P ، 079/31=(19 ،2)F). گرچه مقایسه دو​به​دوی گروه​ها با استفاده از آزمون تعقیبی بونفرونی نشان داد میانگین سطح MDA گروه تمرین+تستوسترون به میزان معناداری بالاتر از گروه​های تمرین+دارونما (0001/0>P ، 876/7=(12)t ، 732/0=Mean Diff.) و نیز تمرین+تستوسترون+پروپولیس (01/0>0026/0=P ، 953/3=(14)t ، 340/0=Mean Diff.) و میانگین سطح MDA گروه تمرین+تستوسترون+پروپولیس به میزان معناداری بالاتر از گروه تمرین+دارونما (01/0>0014/0=P ، 216/4=(12)t ، 392/0=Mean Diff.) بود شکل(3).
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شکل 3- اثر مصرف پروپولیس بر سطح MDA بافت کلیه موش‌های صحرایی ماده ویستار مصرف​کننده تستوسترون انانتات طی 8 هفته تمرین مقاومتی
اختلاف معنادار میانگین سطح MDA دو گروه به لحاظ آماری با استفاده از آزمون تعقیبی بونفرونی، با علامت​های **** برای 0001/0>P و  ** برای 01/0>P نشان داده شده است.
بنابراین به​طور خلاصه می​توان چنین نتیجه گرفت که مصرف مکمل تستوسترون سبب کاهش معنادار مقادیر GPX و SOD بافت کلیه موش​ها و افزایش معنادار مقادیر MDA آنها نسبت به گروه دارونما شد و مصرف پروپولیس همراه با مکمل تستوسترون، گرچه موجب تغییر معنادار مقادیر نسبت به گروه مصرف ​کننده تستوسترون گردید، اما نتوانست سطح آنها را به حدود مقادیر در گروه تمرین+دارونما برساند، به​طوری که تفاوت معناداری بین میانگین مقادیر مذکور در گروه تمرین+دارونما و گروه تمرین+تستوسترون+پروپولیس وجود داشت.
بحث
مطالعه حاضر نشان داد مصرف هشت هفته تستوسترون انانتات با دوز ۲۰ میلي گرم به ازای هر کیلوگرم از وزن بدن همراه با تمرین مقاومتی در موش​های صحرایی ماده به طور قابل توجهی باعث کاهش SOD، GPX و افزایش MDA در بافت کلیه شد. 
مطالعات نشان داده‌اند که بافت‌ کلیه در برابر آسیب‌های بافت اکسایشی آسیب‌پذیر هستند، زیرا دارای تعداد زیادی اسیدهای چرب غیراشباع با زنجیره بلند
 (PUFAs) (18) و همچنین عملکردهای متابولیکی بسیار بالایی هستند که منجر به تولید بیش از حد رادیکال‌های آزاد می‌شود (19). ROS آزاد شده توسط سلول‌های کلیه یا حمله ترکیب سمی به کلیه می‌تواند منجر به آسیب بافت کلیوی شود که به بسیاری از بیماری‌های نفرو دژنراتیو کمک می‌کند (20،21)، این توضیح می‌دهد که چرا کلیه مستعد ابتلا به بیماری کلیوی مزمن مرتبط با فشار اکسایشی است (22).
سلول ها قادر به تولید بسیاری از آنتی اکسیدان ها، مانند SOD، CAT، GPX، GSH هستند، که به حفظ هموستاز ردوکس سلولی در طول آسیب اکسایشی در بدن کمک می کند (22). بدن دارای یک سازوکار آنزیمی است که آسیب ناشی از ROS تولید شده در طول فشار اکسایشی را به حداقل می رساند، این امر توسط آنزیم های آنتی اکسیدانی که به صورت درون زا تولید می شوند انجام می شود (21) و در نتیجه با خنثی کردن یا ترمیم آسیب اکسایشی از بافت ها در برابر اثرات مخرب ROS محافظت می کند (23). در این مطالعه، سطح SOD  مورد سنجش قرار گرفت، نتایج به ‌دست ‌آمده نشان داد که سطح SOD گروه تستوسترون انانتات و تمرین مقاومتی به طور قابل‌ توجهی در مقایسه با گروه تمرین مقاومتی کاهش یافت، که نشان‌دهنده استفاده از آن برای پاک‌شدن آسیب اکسایشی بافت کلیوی ناشی از اثر تستوسترون انانتات است که همسو با یافته های آلی و همکاران (2023) (24) و سادوسکا و همکاران است (8).  این یافته از گزارش‌هایی حمایت می‌کند که AAS پتانسیل کاهش آنزیم‌های آنتی اکسیدانی مانند SOD را به دلیل افزایش مداوم تولید ROS دارد که پراکسیداسیون لیپیدی را افزایش می‌دهد (25). تستوسترون انواع مختلفی از اثرات آنابولیک را روی بسیاری از اندام ها اعمال می​کند (1). مطالعات کمی در مورد اثرات مصرف تستوسترون بر تعادل اکسایشی بافت کلیه انجام شده است. آلوارز و همکاران (۲۰۰۷) گزارش کردند مصرف تستوسترون می‌توانند مجموعه‌ای از رویدادها را آغاز کنند که تعادل دقیق بین فشار اکسایشی و سازوکارهای دفاعی آنتی‌اکسیدانی در سلول‌های کلیوی را مختل ‌کند (26). همچنین تنکورانج و همکاران (۲۰۱۹) نشان دادند  تستوسترون که از طریق گیرنده آندروژن خود عمل می کند، می تواند تولید ROS را در سلول ها القا کند. این پدیده به فعال شدن NADPH اکسیداز
، یک کمپلکس آنزیمی متصل به غشاء و مسئول تولید ROS نسبت داده می شود. افزایش سطح ROS می تواند دفاع آنتی اکسیدانی درون زا را تحت تأثیر قرار دهد و منجر به فشار اکسایشی و اختلال در عملکرد آنزیم های مهم مانند GPX و SOD شود (27). کاهش مشاهده شده در سطوح GPX و SOD در موش‌های مصرف کننده تستوسترون ممکن است به سازوکارهای متعدد نسبت داده شود. تستوسترون می تواند بیان ژن های مرتبط با آنزیم های آنتی اکسیدانی را تعدیل کند و به طور بالقوه تولید آنها را کاهش دهد. علاوه بر این، تأثیر تستوسترون بر میتوکندری می تواند منجر به افزایش نشت الکترون در طول فسفوریلاسیون اکسایشی شود و به تولید ROS کمک کند که  همراه با کاهش بالقوه فعالیت آنزیم آنتی اکسیدانی است. میتوکندری، می تواند توانایی سلول را برای خنثی کردن ROS تضعیف کند و منجر به کاهش کلی در سطوح GPX و SOD شود (28). 
این مطالعه نشان داد که قرار گرفتن بافت کلیه در معرض تستوسترون انانتات باعث افزایش بیان شاخص پراکسیداسیون لیپیدی MDA می شود. اوزبک و همکاران (2012) گزارش کردند افزایشی در سطح MDA در گروه‌های تحت درمان با تستوسترون وجود داشت که نشان می‌دهد آسیب‌های اکسایشی کلیوی ناشی از AAS زنجیره لیپیدی را در بافت کلیه هدف قرار می‌دهد  و منجر به انحلال اجزای لیپیدی بافت کلیه می‌شود (29). که همسو با یافته​های  فرانکنفلد و همکاران (2014) و آلبانو و همکاران (2021) است که گزارش کردند مصرف  مداوم تستوسترون سازوکار آنتی اکسیدانی درون زا را مختل می کند که باید تنظیم شده باشد و MDA واسطه از بین بردن فشار اکسایشی است (30،31). افزایش همزمان سطح MDA در گروه تستوسترون و تمرین مقاومتی بر عدم تعادل بین تولید ROS و دفاع آنتی اکسیدانی تاکید می کند. تاثیر تستوسترون بر متابولیسم لیپید، به ویژه فعال شدن مسیرهای لیپولیتیک، می تواند منجر به افزایش ترشح اسیدهای چرب شود. این اسیدهای چرب مستعد اکسیداسیون، تولید پراکسیدهای لیپیدی و در نهایت MDA هستند که محصول پراکسیداسیون لیپیدی است. سطوح بالا MDA نشان دهنده روند مداوم آسیب اکسایشی به غشاهای سلولی است که می تواند یکپارچگی و عملکرد سلولی را به خطر بیندازد (25). 
از دیگر نتایج این مطالعه در گروهی که همزمان با مصرف تستوسترون، پروپولیس نیز مصرف کردند، مشاهده شد که سطوح آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی GPX و SOD افزایش یافته و سطح نشانگر پراکسیداسیون لیپیدی MDA کاهش یافت. افشارپور و همکاران (2019) گزارش کردند که مصرف پروپولیس با دوز 1500 میلی گرم به مدت هشت هفته به طور معنی داری باعث افزایش سطح ظرفیت آنتی اکسیدانی تام
 (TAC)، GPX و  SOD شد (13). در یک پژوهش مروری ذکر شد، مطالعات تجربی به این نتیجه رسیدند که پروپولیس می تواند در کاهش سطح MDA در سرم، ادرار و همچنین بافت های کلیه و کبد موثر باشد و ممکن است پارامترهای آنتی اکسیدانی مانند SOD سرم و گلوتاتیون-S را افزایش دهد (32) .ترکیبات فیتوشیمیایی فعال پروپولیس شامل فلاونوئیدها، ترکیبات فنلی، پلی فنل ها، ترپن ها، ترپنوئیدها، کومارین ها، استروئیدها، اسیدهای آمینه و اسیدهای معطر می باشد (12). پروپولیس سرشار از پلی فنول ها و فلاونوئیدها است که دارای توانایی های قوی در حذف ROS هستند. این ترکیبات می توانند مستقیماً ROS را خنثی کنند و فشار اکسایشی را کاهش دهند (33). فلاوونوئیدها اکسیژن‌های رادیکالی مانند اکسیژن مولکولی (O2)، پروکسیل، آلکوکسیل و رادیکال هیدروکسیل را به مانند ریشه فلاوونوکسی باز می‌گردانند و این فلاوونوکسی حاصل می‌شود و می‌تواند با یکدیگر تعامل کرده و ساختار کوئینون پایداری را تولید کند (33،34). از طرفی، در مطالعه جاوو و همکاران (2018) در بیماران دیابت نوع 2، مصرف پروپولیس به مدت 18 هفته باعث افزایش معنی داری در GSH سرم و پلی فنل کل نسبت به گروه کنترل شد. با این حال، توانایی کاهش آهن پلاسما (FRAP)، SOD، GPX، MDAیا سطوح OX-LDL-C تحت تأثیر مکمل پروپولیس قرار نگرفت (14). در مطالعه ما در گروهی که همزمان با مصرف تستوسترون، پروپولیس نیز مصرف کردند علی رغم افزایش SOD و GPX و کاهش MDA ولی این کاهش نسبت به گروه دارونما که فقط تمرین مقاومتی انجام دادند، معنادار نبود. از آنجایی که خواص آنتی اکسیدانی پروپولیس به شدت و همچنین به دوز و محتوای پلی فنل آن بستگی دارد (35،36)، پروپولیس به دست آمده از مناطق جغرافیایی مختلف با گونه های گیاهی متنوع ممکن است علت این اختلافات در نتایج مطالعات باشد (37،38،39). ناتوانی پروپولیس در بازگرداندن کامل سطوح GPX و SOD در حضور مکمل تستوسترون ممکن است به فشار اکسایشی شدید ناشی از مصرف دوز زیاد یا مصرف طولانی تستوسترون نسبت داده شود. مطالعات نشان می‌دهد اگر سطح فشار اکسایشی از یک حد بحرانی فراتر رود، تولید رادیکال‌های آزاد به حدی افزایش می‌یابد که آنتی‌اکسیدان‌ها نمی‌توانند به طور مؤثر با آنها مقابله کنند (40). در حالی که پروپولیس می تواند مقداری از بار اکسایشی را کاهش دهد، افزایش مداوم ROS تولید شده توسط تستوسترون ممکن است نیاز به مداخله آنتی اکسیدانی هماهنگ تر و طولانی تر برای دستیابی به بازسازی کامل فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدانی داشته باشد.
نتیجه گیری
 یافته‌های این مطالعه بر اهمیت در نظر گرفتن مداخلات چند جانبه برای کاهش موثر فشار اکسایشی تأکید می‌کند. استفاده از آنتی اکسیدان های طبیعی مانند پروپولیس یک راه بالقوه برای کاهش آسیب اکسایشی ناشی از هورمون های اگزوژن فراهم می کند. با این حال، استراتژی‌های بهینه برای زمان بندی، دوز و مدت مصرف مکمل‌های آنتی‌اکسیدانی مستلزم پژوهش های بیشتر برای استفاده کامل از مزایای آنها و ارائه حفاظت جامع در برابر آسیب‌های سلولی ناشی از فشار اکسایشی است. 
تشکر و قدردانی
این مقاله بخشی از پایان‌نامه دکتری اینجانب است که در دانشگاه زنجان انجام شده است. بدین‌وسیله از اساتید محترم، کارکنان آزمایشگاه، و تمامی افرادی که در انجام این تحقیق من را یاری نمودند، صمیمانه تشکر و قدردانی می‌کنم.
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�کدام یک از گروهها؟


�گروه های متفاوت، در مقایسه زوجی با آزمون بونفرونی مشخص می شود که در ادامه پاراگراف، نتایج آن آمده است. آزمون آنوا فقط نتیجه کلی میدهد که سه گروه با هم یکی هستند یا نه.
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