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PARTEA GENERALA

1. Introducere

Lichenul plan (LP) este o afectiune muco-cutanata cronicad, mediatd imun, cu etiologie
necunoscutd, cu distributie la nivel global, nefiind identificatd o predispozitie familiala
importanti. In ceea ce priveste distributia pe sexe, femeile sunt mai frecvent afectate decat
barbatii. La sexul masculin s-a observat debutul la varste mai tinere in comparatie cu sexul
feminin. LP poate debuta si in copilarie, in jur de 2-3% dintre indivizii afectati fiind copii (1).
Majoritatea cazurilor debuteaza intre decadele 3 si 6 de viata. Afecteaza in jur de 0,5-1% din
populatia generala (2). Patogeneza LP nu este pe deplin cunoscuta. Au fost propuse mai multe
teorii, teoria infectioasd, teoria medicamentoasa, teoria autoimunitatii, etc (3).

Hepatitele virale B (HVB) si C (HVC) reprezinta in continuare o importanta sursa de
morbiditate si mortalitate Tn populatia generala in ciuda progreselor terapeutice care s-au realizat
in ultimii ani. Rata de cronicizare mare si evolutia adeseori indolentd sunt factori importanti
care contribuie la incidenta crescuta identificata la nivel global. Mecanismele patogenice ale
virusurilor hepatitice desi intens studiate in ultimele decade nu sunt pe deplin elucidate. HVB
si HVC reprezinta mai mult decét o infectie virala, evolutia catre ciroza hepatica si in cele din
urma catre cancer hepatocelular si asocierea cu multiple manifestari extrahepatice fac din HVB
si HVC afectiuni complexe cu numeroase implicatii la nivel individual si populational. Dintre
manifestarile extrahepatice cutanate, LP este printre cele mai discutate si investigate (4,5).

Studiile care atesta asocierea dintre LP si HVB sunt putine si majoritatea includ cazuri
apdrute dupa vaccinarea anti-hepatita B (6,7). Vaccinarea impotriva hepatitei B a fost asociata
cu diverse afectiuni mediate imun precum lupus eritematos, vasculitd, miastenia gravis, etc.
Mecanismul patogenic sugerat care ar putea sta la baza asocierii dintre vaccinarea anti-hepatita
B si aparitia leziunilor de LP este o reactie autoimuna asemanatoare celei aparute n boala grefa
contra gazda. Se presupune cd ar putea exista epitopi comuni intre AgHBs si structuri ale
keratinocitelor (8). Primul caz de LP asociat vaccinarii impotriva hepatitei B a fost raportat in
1990. Ulterior au fost raportate si alte cazuri. Mecanismul incriminat este o reactie Incrucisata
intre AgHBs utilizat in vaccin si structuri de la nivelul keratinocitelor, cu dezvoltarea unei reactii

autoimune (8).



Asocierea dintre LP si HVC ar putea fi explicata prin faptul ca agentul viral induce un
proces autoimun, iar in patogeneza LP a fost observata o componentd imuna, fiind asociat cu
boli autoimune precum vitiligo, miastenia gravis, etc (3). Mai mult decat atat, la subiectii cu
HVC s-au detectat mai multe tipuri de autoanticorpi printre care anti-cardiolipind, anti-nucleari,
anti-mitocondriali, etc (9). In plus s-a observat ca prevalenta LP creste in randul celor cu HVC
cu varsta, ceea ce implicad faptul cd infectia este prima care apare si este ulterior precedata de
dezvoltarea leziunilor de LP (10). Pe de alta parte, s-au observat diferente geografice in ceea ce
priveste asocierea dintre cele 2 afectiuni, astfel incidenta in Europa este de 4% si creste la 24%
in vestul Asiei. Prin urmare trebuie luati in calcul factori de mediu, rasiali, genetici sau
genotipurile virale (11). Se pare ca particule virale de virus hepatitic C (VHC) au fost detectate
in diferite celule (keratinocite, limfocite), virusul avand un efect citopatic direct. Alti autori au
emis teoria conform cdreia virusul, afectdnd diferite organe conduce la aparitia a diverse
manifestari, astfel manifestarile cutanate sunt de fapt rezultatul afectarii functiei acelor organe
(12). Cercetarile recente sugereaza ca stresul oxidativ este implicat atat in patogeneza LP cat si

a HVB si HVC (13,14).

2. Stresul oxidativ in lichen plan

Examene imunohistochimice au pus in evidentd ca in LP este prezent un infiltrat
inflamator dens alcatuit din limfocite T CD4, care reprezinta o sursa de specii reactive de oxigen
(SRO). Iar, SRO activeaza factorul nuclear kB (NF-kB) si rezulta cresterea expresiei E-
selectinelor, ICAM-1 si VCAM-1, molecule care participa la migrarea limfocitelor la locul
inflamatiei si formarea infiltratelor perivasculare intradermice, observate in LP (15). In plus,
citokinele proinflamatorii eliberate vor stimula keratinocitele sa produca SRO (16).

O trasatura caracteristicd LP este apoptoza keratinocitara, acompaniatd de lichefactia
celulelor stratului bazal. Degenerarea celulara poate fi rezultatul citokinelor eliberate de la
nivelul infiltratului inflamator. Trebuie avut in vedere cd SRO sunt implicate n mod clasic in
apoptoza, ceea ce sugereaza rolul stresului oxidativ in patogeneza LP (14). S-a pus in evidenta
ca SRO reduc expresia p53, un inhibitor important al apoptozei. Un alt mecanism prin care SRO
induc apoptoza este prin calea Fas-FasL. S-a observat ca in prezenta unui nivel crescut de
antioxdanti precum glutationul, apoptoza mediatd de Fas este inhibata (17). De asemenea

apoptoza indusd de TNF alfa este mediatd de SRO. Supraexpresia enzimelor antioxidante



precum SOD inhiba activarea cailor de semnalizare mediate de TNF alfa si activarea caspazelor,
proteaze cu rol esential in apoptoza (18).

In literatuta medicala sunt disponibile studii care includ in special pacienti cu LP oral si
care sugereaza rolul stresului oxidativ in patogeneza LP (14,19). La pacientii cu LP oral s-a pus
in evidentda un nivel crescut al peroxidarii lipidice. Se pare cd acesti compusi participa la
activarea unor cai implicate in declansarea apoptozei, mai exact la modularea expresiei Bcl-2 si
Bax. De asemenea malondialdehida (MDA) si 4-hidroxinonenal (4-HNE) pot influenta expresia
NF-kB (20). NF-kB este implicat in expresia unor citokine precum interleukina (IL)-2 si factorul
de necroza tumoral (TNF) alfa. La randul sau, TNF alfa este implicat in producerea SRO in
keratinocitele epidermice. Procesele de oxidare ale structurilor bogate in lipide conduc la
alterarea functiei acestora avand drept consecinte promovarea unui status pro-inflamator si
proliferare celulara anormala, procese observate si in LP (21). La nivelul mucoasei orale un rol
important in generarea stresului oxidativ 1l au si NADPH oxidazele exprimate de celulele
epiteliale din structura ductelor salivare, care reprezinta surse pentru SRO. SRO pe de o parte
intretin un proces inflamator dar pe de altd parte sunt implicate in apararea antimicrobiana de la
nivelul mucoasei orale (22). Shirzad si colab. au analizat markeri ai peroxidarii lipidice, dar la
nivel salivar la pacienti cu LP oral. Nivelul de MDA a fost semnificativ mai crescut comparativ
cu grupul control, iar capacitatea antioxidanta totald a salivei mai scazuta (23).

Sunt si studii care au demonstrat niveluri crescute la peroxidarii lipidice la pacientii cu
LP cutanat. Panchal si colab. au inclus in studiu 74 de pacienti cu LP si 51 de subiecti sanatosi
si au observat ca in grupul pacientilor cu LP s-au Inregistrat niveluri semnificativ mai crescute
ale MDA si mai scazute ale antioxidantilor studiati (24). Leziunile celulare produse de stresul
oxidativ pot conduce la accentuarea procesului autoimun din LP. Pot fi generate autoantigene
care sa conduca la activarea raspunsului imun si formarea de autoanticorpi. Se pare cd MDA si
4-HNE pot forma aducti proteici care au proprietati imunogene (16).

Antioxidantii par si aiba un rol important in patogeneza LP. In saliva pacientilor cu LP
oral au fost identificate niveluri mai scazute ale vitaminelor A, C si E comparativ cu grupul
control. Acest fapt poate explica nivelul crescut al peroxidarii lipidice observat in randul acestor
pacienti. Vitaminele A si E inhiba peroxidarea lipidica la nivelul membranei celulare. Bazat pe
aceste rezultate Abdolsamadi si colab. au afirmat ca nivelul scazut al antioxidantilor poate fi

privit ca un factor de risc pentru aparitia LP oral (25). Studiul realizat de Nicolae si colab. in



care au fost inclusi 49 de pacienti cu LP cutanat si 28 cu LP oral si un grup de 50 de subiecti
sanatosi a pus 1n evidentd niveluri urinare mai scazute ale vitaminei C, in randul pacientilor cu
LP, comparativ cu grupul control (26). Mai mult Barikbin si colab. au observat niveluri serice
scazute ale vitaminei C la un grup de pacienti cu LP si atrag atentia asupra suplimentelor bazate
pe vitamina C ca adjuvanti in tratamentul LP. De asemenea au pus in evidenta o corelatie

pozitiva intre nivelul seric al seleniului si activitatea glutation peroxidazei (19).

3. Virusurile hepatitice B si C si stresul oxidativ

Mai multe studii au demonstrat un nivel crescut al peroxidarii lipidice la pacienti cu
HVB. Se pare ca produsii rezultati din peroxidarea lipidica conduc la activarea celulelor hepatice
stelate care vor inifia procesul de fibroza. De asemenea la pacientii cu HVB cronica s-au pus in
evidenta, in urind, niveluri crescute de 8-OHdG ceea ce denota leziuni oxidative la nivelul ADN
(27). Astfel stresul oxidativ poate fi un mecanism important implicat in aparitia carcinomului
hepatocelular. O observatie interesantd expusa de Feng si colab. este cd nivelul stresului oxidativ
este influentat de genotipul implicat si de mutatiile asociate rezistentei la antivirale (28).

Mecanismele prin care virusul hepatitic B (VHB) induce stres oxidativ sunt incomplet
elucidate, se pare ca sunt implicate 3 proteine virale, proteina HBx si antigenele HBs si HBc.
Celulele hepatice care exprima HBx prezintd o activitate scazutd a complexelor lantului
respirator I, III, IV, V ceea ce asociaza o reducere a potentialului mitocondrial membranar si
cresterea formarii SRO (29). Hsieh si colab. au pus in evidentd ca in HVB cronica apar forme
modificate ale AgHBs caracterizate prin deletia leziunii pre-S. Aceste forme mutante se
acumuleaza in reticulul endoplasmic, generand un nivel de stres crescut. Are loc oxidarea ADN
si aparitia mutatiilor ceea ce presupune o instabilitate genomica in cazul hepatocitelor infectate
(30).

La pacientii cu hepatita C s-au pus in evidenta niveluri crescute ale SRO si o aparare
antioxidantd deficitara (13,31). S-au observat la acesti pacienti niveluri serice crescute ale unor
compusi rezultati in urma actiunii SRO, precum 4-HNE si 8-OHdG. Principalele surse de SRO
in hepatita C sunt inflamatia cronica si supraincarcarea cu fier. in plus proteinele virale pot
actiona ca elemente stimulatoare ale stresului oxidativ in celulele infectate (32). O alta sursa de

stres oxidativ in hepatita C, in special la pacientii care consuma alcool sunt enzimele din familia



citocromului P450 (33). Atat replicarea virald cat si proteinele structurale si non-structurale
virale reprezintd inductori ai stresului oxidativ (34).

La nivelul hepatocitelor si macrofagelor hepatice se gasesc depozite importante de fier.
Depozitele crescute de fier detectate la pacientii cu hepatitd C sunt rezultatul scaderii expresiei
hepcidinei, care moduleazad in sens negativ absorbtia de fier, care urmare a stresului oxidativ
indus de VHC (33). Nivelul crescut de fier implicd alterdri la nivelul ADN si peroxidarea
lipidelor (35). Cantitatea crescuta de fier bivalent poate avea efect toxic si conduce la producerea
de radicali hidroxil in cadrul reactiei Fenton (36). S-a observat o corelatie pozitiva intre nivelul
de 8-OHdG si cantitatea de fier la pacientii cu hepatitd C cronici (37). Intr-un grup de pacienti
cu HVB acuta si cronica au fost masurati markeri de stres oxidativ, si anume MDA, beta caroten
si glutation si s-a pus in evidentd o crestere a nivelului MDA si o scadere a antioxidantilor, beta
caroten si glutation. Dupa tratamentul cu interferon alfa a pacientilor cu HVB cronica, valorile
parametrilor studiati s-au normalizat (38).

In cadrul infectiei cu VHC principala sursi de generare a SRO este mitocondria (31). In
ceea ce priveste sursele extramitocondriale, un rol esential il detin reticulul endoplasmic si
NADPH oxidazele (39). S-au pus in evidenta anomalii mitocondriale, care implica inclusiv
lantul de transport al electronilor de la nivel mitocondrial, care se pare ca reprezintd o sursa
importanta de SRO 1n celulele infectate (33). Proteinele virale conduc la activarea a diferite cai
de semnalizare precum calea kinazelor MAP sau calea de semnalizare mediata de NF-kB. VHC
produce alterarea a numeroase cai de semnalizare, stimuland replicarea virala. Calea kinazelor
MAP este un element cheie in controlul replicarii virale (40). Proteina core interactioneaza
direct cu mitocondria rezultind scdderea nivelului de NADPH si scdderea activitatii
complexului de transport al electronilor. Proteinele non-structurale NS5A si NS4B produc stres
oxidativ prin inducerea de stres la nivelul reticulului endoplasmic (34). Glicoproteinele E1 si

E2 pot fi implicate, dar cel mai puternic modulator raimane proteina core (41).



CONTRIBUTII PERSONALE

4. Material si metoda

4.1. Premisele cercetarii

Hepatitele virale B si C reprezintd o importantd problema de sanatate publica la nivel
mondial, dar si in tara noastra. in Romania cazurile noi de HVB sunt in usoari scidere, dar tara
noastra continud sa se afle printre primele locuri in Europa, in schimb cazurile de HVC sunt in
crestere, o cauza ar putea fi cresterea numarului consumatorilor de droguri intravenos (42).

LP este o boalda cronica, inflamatorie, de cauza necunoscutd, care afecteaza pielea,
mucoasele, unghiile si parul. Multe studii au pus 1n evidenta asocierea dintre LP si hepatitele
virale, in special cu HVC. Mecanismele asocierii celor doud afectiuni sunt incomplet elucidate,
fiind emise de-a lungul timpului mai multe teorii, teoria infectioasd, teoria iplicarii unor agenti
medicamentosi sau teoria autoimuna (43). In literatura medicala sunt studii care atestd cresterea
stresului oxidativ in infectiile cu VHB si VHC (27,34). Cu privire la LP studiile disponibile au
pus in evidenta alterarea balantei dintre prooxidanti si antioxidanti, focusandu-se in special pe
studiul LP oral (23,44). Pana in prezent nu s-a realizat niciun studiu comparativ din perspectiva

stresului oxidativ care sa includa pacienti cu LP cu si fara hepatita virala.

4.2. Scopul studiului
Investigarea influentei virusurilor hepatitice asupra statusului redox la pacienti cu LP si

identificarea unor potentiali biomarkeri si tinte terapeutice utili la acesti pacienti.

4.3. Obiectivele studiului

4.3.1. Obiective principale:

« Evaluarea degradarii oxidative a ADN

« Evaluarea formarii speciilor carbonil reactive

« Studiul dinamicii procesului de glicare

« Analiza proceselor posttranslationale ale proteinelor

¢ Analiza statusului unor oligoelemente si metaloproteine

s Evaluarea statusului antioxidant



L)

% Evaluarea statusului inflamator

4.3.2. Obiective secundare:
¢ Obtinerea unor date referitoare la numarul infectiilor cu VHB si VHC 1n randul
pacientilor cu LP

¢ Observarea aspectelor clinice ale LP la pacienti cu si fara infectie virala hepatica

4.4. Selectarea pacientilor

Studiul efectuat a fost de tip observational, caz-control si s-a desfasurat in perioada
2017-2019, la Spitalul Clinic Dr. “Victor Babes”, din Bucuresti. Am analizat pacienti cu LP,
pacienti cu HVC, pacienti cu HVB, pacienti care asociau LP cu infectie virald si un grup control,
care s-au adresat Clinicii de Dermatologie si Clinicii de Boli Infectioase. In cazul tuturor
pacientilor cu LP s-a realizat screening pentru infectia cu virusurile hepatitice B (VHB) si C
(VHC), iar in cazul pacientilor cu HVB si HVC s-a urmarit prezenta leziunilor de LP. Am
realizat screening-ul a 120 de pacienti cu LP si am identificat 12 pacienti cu HVC, dintre care 8
au Indeplinit criteriile studiului. Urmdrind pacienti cu HVC am mai identificat 4 pacienti
eligibili, rezultand un grup de 12 pacienti cu LP si HVC. In urma screening-ului am identificat
de asemenea 3 pacienti cu HVB. ceea ce este in concordanta cu datele din literatura medicala,
discutate in “Partea generald”.

Tinand cont de criteriile de includere si de excludere au fost alcatuite 4 grupuri astfel:

e 12 pacienti cu LP si HVC (grupul A),
e 12 pacienti cu HVC (grupul B),

e 31 pacienti cu LP (grupul C),

e 26 persoane sanatoase (grupul D).

Toti participantii la studiu au semnat un consimtdmant informat prin care si-au dat
acordul pentru participare. Studiul a primit aprobarea Comisiei de Eticd a Universitatii de
Medicina si Farmacie “Carol Davila”, Bucuresti (nr. 149/2017).

Diagnosticul de LP s-a realizat pe criterii clinice si histopatologice. Diagnosticarea
infectiei cu VHC s-a realizat pe baza detectarii anticorpilor anti-VHC si a ARN viral in probele

de sange recoltate. Pentru diagnosticarea infectiei cu VHB s-au determinat markeri serologici



specifici incluzand Ag HBs, Ac anti-HBs, Ag HBe, Ac anti-HBe. In ceea ce priveste infectia cu
VHC au fost inclusi doar pacientii cu HVC cronica, asimptomatici, fara semne de boala activa.
Criterii de includere in studiu:
e Pacienti cu varste mai mari de 18 ani
e Normoponderali
e Aport nutritiv adecvat
Criterii de excludere din studiu:
e Consumul de tutun
e Consumul de alcool
e Utilizarea drogurilor
e Tratament cu corticosteroizi, antiinflamatoare nesteroidiene, agenti
imunosupresori
e Consumul de vitamine, suplimente alimentare
e Sarcina
Criteriile de excludere includ conditii care pot influenta markerii de stress oxidativ
studiati. Toti pacientii inclusi in studiu se aflau in perioada de pretratament, atat in ceea ce

priveste LP cat si HVC.

4.5. Recoltarea si prelucrarea probelor

Probele de sange venos au fost recoltate a jeun, utilizdnd sistemul holder vacutainer.
Probele hemolizate sau lactescente au fost respinse. Probele de sange venos colectate in tuburi
continand un anticoagulant (K3EDTA), au fost utilizate pentru teste hematologice. Probele de
sange venos colectate in vacutainer fard anticoagulant au fost utilizate pentru determinari
biochimice, serologice si imunologice. Probele recoltate au fost imediat utilizate sau stocate la

o temperatura de -80 gr C.

4.6. Markeri studiati si metode de lucru

Au fost investigate urmatoarele procese implicate in statusul redox, pe baza unor markeri
de stres oxidativ in conditii normale (grupul control) si la pacienti cu leziuni de LP si infectie
cu VHC (grupul A), pacienti cu infectie cu VHC, fara LP (grupul B), pacienti cu LP, fara infectie

cu VHC (grupul C). Parametrii de stres de oxidativ au fost clasificati astfel:



1. Degradarea oxidativa a ADN
e 8-hidroxi-2' -deoxiguanozina (8-OHdG)
2. Formarea speciilor carbonil reactive
e 4-hidroxinonenal (4-HNE)
¢ malondialdehida (MDA)
e substantele reactive ale acidului tiobarbituric (TBARS)
3. Dinamica procesului de glicare
e receptorul solubil pentru produsii finali de glicare avansata (sSRAGE)
e produsi finali de glicare avansata (AGEs)
4. Procese posttranslationale ale proteinelor
e gamma-glutamilare: gamma-gluatamiltransferaza (GGT)
e metilarea argininei: dimetil arginina simetricd (SDMA)
5. Statusul unor oligoelemente si metaloproteine
e cupru (Cu)
o fier (Fe)
e transferina
e feritina
e ceruloplasmina
6. Evaluarea statusului antioxidant
e C(Capacitatea antioxidanta totald (TAC)
7. Evaluarea statusului inflamator
e Proteina C reactiva hipersensibila (hsCRP)

Metodele utilizate pentru determinarea markerilor studiati sunt redate in Tabelul IV.6.1.

Probele au fost lucrate in duplicat conform protoclului pus la dispozitie de producitor. In ceea

ce priveste tehnica ELISA, s-au utilizat placi cu 96 de godeuri, iar pentru evaluarea colorimetrica

a produsului final s-a utilizat analizorul semiautomat Tecan. In cazul celorlalte determinari

spectrofotometrice s-a utilizat cu HumaStar 300.

Tabelul IV.6.1. Metode de determinare a markerilor studiati

Marker Metoda

8-OHdG ELISA competitive




4-HNE ELISA competitive

MDA ELISA competitive

TBARS Metoda spectrofotometrica
sRAGE ELISA sandwich

AGEs ELISA competitive

GGT Metoda spectrofotometrica
SDMA ELISA competitive

Fe Metoda spectrofotometrica
Cu Metoda spectrofotometrica
Transferina Metoda imunoturbidemetrica
Feritina Metoda imunoturbidemetrica
Ceruloplasmina Metoda imunoturbidemetrica
TAC ELISA competitiva

hsCRP Metoda latex imunoturbidimetrica

5. Rezultate si discutii

LP este o afectiune cutanatd inflamatorie cronica, mediatd imun, afectand atat
tegumentele, cat si mucoasele, firul de par si unghiile (45). Patogeneza LP are la baza prezenta
infiltratului inflamator in care predomind limfocitele T, citokinele jucand un rol crucial in
procesul de chemotactism al limfocitelor T. In acelasi timp citokinele stimuleaza productia de
SRO. Trebuie tinut cont cd SRO pot induce apoptoza celulard, element definitoriu al aspectului
histopatologic intalnit in LP, ceea ce sugereaza rolul stresului oxidativ in patogeneza LP (46).
In acelasi timp, studiile actuale indica participarea stresului oxidativ in patogeneza infectiei cu
VHC, atribuind stresului oxidativ un rol important in cronicizarea infectiei si in dezvoltarea unor
manifestari extrahepatice precum boli cardiovasculare, diabet zaharat tip 2, afectiuni autoimune,
boli neurologice, etc (13). Datele actuale nu ofera informatii clare despre implicarea stresului
oxidativ in aparitia leziunilor hepatice si extrahepatice, inca nu se poate raspunde la intrebarea
daca stresul oxidativ este cauza sau consecinta (37).

LP si HVC sunt douad afectiuni care se asociaza, prevalenta infectiei cu VHC fiind pana
la de 9 ori mai mare in randul pacientilor cu LP fatd de populatia generald (47). Cercetarea
noastra a aratat ca un procent de 10% dintre pacientii cu LP prezentau infectie cu VHC. In ceea
ce priveste HVB, un numir restrans de studii sustin asocierea dintre LP si HVB (6,7). In studiul
nostru am identificat doar 3 pacienti (3,59%) infectati cu VHB in randul pacientilor cu LP, la
care am realizat screening-ul pentru infectiile cu virusuri hepatitice. Datele furnizate de Centrul

European de Preventie si Control al Bolilor aratd cd prevalenta HVB este de 4,4%, iar prevalenta
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HVC de 3,2% in populatia generald. Avand in vedere aceste date, studiul nostru sugereaza ca
nu existd o asociere dintre LP si HVB (42).

Prevalenta LP in populatia generala variaza intre 0,22 si 5%. Afecteaza in special adultii
de varsta medie, neobservandu-se o predilectie pentru unul dintre sexe in majoritatea studiilor,
cu toate ¢a unii autori au identificat o incidenta usor crescuta in randul femeilor (48). In studiul
nostru, in randul pacientilor cu LP a predominat sexul feminin. Majoritatea pacientilor cu LP au
avut varste cuprinse in decada a sasea. Toti pacientii inclusi in studiu diagnosticati cu LP au
prezentat leziuni de LP la nivel cutanat. Asocierea cu leziuni de LP oral si LP pilar a fost mai
frecventa la pacientii care prezentau si infectie cu VHC (LP oral - 25% vs. 16,12%, LP pilar -
8,33% vs. 3,22%). In ceea ce priveste LP unghial procentele au fost aseminitoare (8,33% vs.
9,67%). Statisticile aratd cd afectarea mucoasa poate sd fie prezenta pana la 70% dintre pacientii
cu leziuni cutanate, afectdrile pilare si unghiale fiind mult mai rar Intalnite (45).

Anumite mecanisme patogenice precum stresul oxidativ pot sta la baza asocierii dintre
LP si HVC. In cazul in care balanta prooxidanti-antioxidanti este alterati se dezvoltd stresul
oxidativ, care, conform studiilor recente, este responsabil de numeroase afectiuni (49). Pielea
este principala tintd a SRO. Stresul oxidativ reprezintd o parte intrinseca a metabolismului la
nivel cutanat. in tesutul cutanat, in conditii normale sunt produse cantitati reduse de SRO, care
contribuie la procese precum proliferarea, diferentierea si apoptoza celulara (50). Din ce 1n ce
mai multe studii atribuie un rol important stresului oxidativ in patogeneza unor afectiuni
cutanate cu componentd autoimuna precum alopecia areata, pemfigus vulgar, psoriazis, etc (51).

Studiile arata ca exista interconexiuni intre stresul oxidativ si infectiile virale. SRO pot
contribui la replicarea virala si propagarea infectiei, in functie de celulele infectate si tipul de
virus. De cele mai multe ori, odata ce virusul este detectat de sistemul imun si celulele
inflamatorii sunt atrase la locul infectiei si activate, creste activitatea NADPH oxidazelor si
sinteza de oxid nitric. Un rol important in producerea SRO il au citokinele proinflamatorii. in
primele etape ale infectiei, producerea de SRO reprezintd un mecanism de aparare al gazdei
impotriva virusului. Dar pe masura ce infectia avanseaza, SRO se acumuleaza exercitand efecte

nocive asupra gazdei precum perpetuarea unui proces inflamator, moarte celulara, etc (52).
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5.1. Procese rezultate in urma actiunii speciilor reactive de oxigen

Nu este posibila masurarea directd a SRO, de cele mai multe ori se mdsoara produsii
rezultati Tn urma actiunii stresului oxidativ. Majoritatea studiilor se realizeaza in vitro,
concentrandu-se pe masurarea produsilor rezultati in urma peroxidarii lipidelor, oxidarii

proteinelor si oxidarii ADN (53).

5.1.1. Degradarea oxidativi a ADN

Determinarile noastre au aratat ca nivelul seric de 8-OHdG a crescut progresiv dinspre
grupul control (grupul D), catre grupul de pacienti care prezentau atat LP cat st HVC (grupul
A). S-au identificat diferente semnificative statistic Intre grupurile de pacienti prin raportare la
grupul control. Insa in ceea ce priveste compararea grupurilor de pacienti intre ele, nu au existat
diferente semnificative. Aceste date sugereazd cd ambele afectiuni se caracterizeazd prin
degradarea oxidativa crescutd a ADN, iar cresterea progresiva ar putea semnala influenta VHC
asupra statusului redox la pacientii cu LP, cu repercusiuni inclusiv la nivelul acizilor nucleici.

Unul dintre principalele efecte ale stresului oxidativ este degradarea oxidativa a ADN.
ADN de la nivel nuclear din tesuturi si limfocite reprezinti tinta stresului oxidativ. In urma
oxidarii, o grupare hidroxil este addugatd in pozitia 8 a guaninei, cea mai vulnerabila baza
azotatd la actiunea SRO, rezultand 8-OHdG (54). 8-OHdG este cel mai utilizat marker de stres
oxidativ rezultat In urma alterarii ADN (55). 8-OHdG este considerat un important biomarker
in carcinogeneza (56).

Kaur si colab. au investigat pacienti cu LP, Insa au inclus in studiu pacienti cu LP oral,
realizand determindrile in saliva. Au identificat un nivel crescut salivar de 8-OHdG la pacienti
cu LP oral, dar si la pacienti cu alte afectiuni premaligne orale (leucoplakie orala, fibroza
submucoasi orald) (57). In plus, existd studii care arati un nivel crescut al 8-OHdG in
carcinomul spinocelular (58), ceea ce sugereaza ca stresul oxidativ ar putea avea un rol in
transformarea maligna a leziunilor de LP oral.

Studiul realizat de Fujita si colab. care a investigat expresia 8-OHdG la nivelul unor
probe de tesut hepatic recoltate de la pacienti cu hepatita C cronica completeaza rezultatele
noastre. Au ardtat cd expresia 8-OHdG se coreleaza cu nivelul transaminazelor serice si
activitatea bolii. In plus, s-a observat o corelatie pozitiva intre expresia 8-OHdG si nivelul seric

de feritind (37). Noi am introdus in studiu doar pacienti care prezentau valori normale ale
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transaminazelor. Chuma si colab. propun nivelul crescut de 8-OHdG drept un factor de risc de
dezvoltare a carcinomului hepatocelular la pacientii cu hepatita cronica. 8-OHdG poate fi
implicat in dereglarea proliferarii celulare si in apoptoza celulara. In plus pot apirea mutatii
genetice importante (59). Avand in vedere aceste rezultate consideram utila determinarea
nivelului de 8-OHAG la pacientii cu HVC si realizarea unor studii suplimentare in aceasta
directie. Stresul oxidativ a fost identificat si in alte infectii virale (60).

Determinari serice de 8-OHdG la pacienti cu LP cutanat nu sunt disponibile in literatura
medicald. Rezultatele obtinute sugerecaza complexitatea patogenezei LP, existand alterari

inclusiv la nivelul ADN. VHC poate detine un rol cheie in perpetuarea stresului oxidativ (61).

5.1.2. Peroxidarea lipidelor — formarea speciilor carbonil reactive

In studiul nostru, nivelurile serice de MDA au fost cele mai ridicate in grupul A, la
pacientii cu HVC si LP. S-a observat o descrestere progresiva catre grupul control. S-au
identificat diferente semnificative statistic intre nivelurile detectate in grupurile de pacienti in
comparatie cu grupul control. In plus, s-a observat o diferenti semnificativa statistic intre
pacientii cu HVC (grupul B) si pacientii cu LP (grupul C) si intre pacientii cu LP si HVC (grupul
A) si pacientii cu LP (grupul C). Rezultatele aratd ca nivelul peroxidarii lipidice exprimat prin
MDA a fost mai crescut in cazul HVC in comparatie cu LP iar pacientii care prezintad ambele
afectiuni au avut un nivel de MDA mai ridicat. Datele obtinute sugereaza influenta infectiei cu
VHC asupra statusului redox la pacientii cu HVC, avand loc amplificarea peroxidarii lipidice
(62).

MDA generata in cursul peroxidarii lipidice este un compus inalt reactiv, care induce
modificari la nivelul proteinelor, prin alterari la nivelul aminoazicilor, cu formarea de neo-
epitopi, care conduc la declansarea unui raspuns imun cu producerea de anticorpi (63). De aceea
ar putea avea rol in patogeneza bolilor autoimune. Trebuie avut in vedere ca una dintre teoriile
importante propuse in patogeneza LP este autoimunitatea. Rolul MDA 1n autoimunitate este
sustinut si de un studiu recent care a inclus pacienti cu lupus eritematos sistemic si a pus in
evidenta o corelatie pozitiva intre titrul de IgG anti-MDA si markeri de inflamatie sistemica.
MDA este implicatd si in procesul de carcinogeneza si aparitia a diferite afectiuni, interferand

cu ciclul celular si apoptoza (64).
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Rezultatele noastre sunt sustinute si de alte studii care au obtinut rezultate similare.
Hassan si colab. au investigat nivelul plasmatic de MDA la pacienti cu LP cutanat si au obtinut
de asemenea un nivel crescut in comparatie cu grupul control (65). Majoritatea cercetarilor s-au
focusat pe studiul peroxidarii lipidice la pacienti cu LP oral, realizand determinarea markerilor
in saliva. S-a identificat prezenta peroxidarii lipidice, cu cresterea nivelului de MDA (25).

In ceea ce priveste patogeneza hepatitei C, cercetarile din ultimii ani s-au concentrat si
pe studiul peroxidarii lipidice. Sunt studii care sustin rezultatele noastre. Un studiu recent a
analizat markeri de stres oxidativ in faza pre, respectiv post-terapeutica la copii cu hepatita C.
Nivelul seric de MDA a fost crescut, iar nivelul de glutation peroxidaza eritrocitara a fost scazut
in raport cu grupul control, insd valorile s-au modificat post-tratament sugerand implicarea
stresului oxidativ. Nivelurile celor doi parametri studiati nu au inregistrat modificari in cazul
pacientilor neresponsivi la terapie. Astfel, tratamentul adjuvant cu antioxidanti ar putea fi util in
tratamentul HVC (66).

In studiul nostru, nivelurile serice de 4-HNE au fost cele mai ridicate in grupul A, la
pacientii cu HVC si LP, inregistrandu-se o descrestere progresiva catre grupul control. S-au
identificat diferente semnificative statistic intre nivelurile detectate in grupurile de pacienti in
comparatie cu grupul control. Nu s-au observat diferente intre grupuri. Aceste rezultate
sugereaza ca in cazul afectiunilor studiate, MDA este un marker cu specificitate mai crescuta.
Trebuie tinut cont si de faptul ca MDA este produsul principal rezultat n urma peroxidarii
lipidice, reprezentand in jur de 70%, in schimb 4-HNE reprezinta doar 5% din totalul aldehidelor
(67).

4-HNE interfera cu functiile celulare prin producerea de aducti cu proteine implicate n
procese de semnalizare si expresia unor enzime precum kinaze, fosfataze, etc (63). 4-HNE este
implicat 1n activarea cailor extrinseci de apoptoza celulara, moduleaza expresia factorilor de
transcriptie Nf-kB si AP-1. Spre exemplu moduland expresia NF-kB, 4-HNE induce eliberarea
de citokine proinflamatotrii, proliferare si diferentiere celulara. Are capacitatea de a forma
aducti cu proteinele, in special cu reziduuri de cisteina din structura proteinelor ce contin tioli,
modificandu-le functia. Se pare ca existd o relatie direct proportionala intre numarul de aducti
formati si efectele daunatoare asupra homeostaziei celulare (68).

Sander si colab. au studiat markeri de stres oxidativ, inclusiv 4-HNE, insa pe probe de

tesut recoltate de la paciente cu LP vulvar, forma eroziva. Este singurul studiu identificat in
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literatura medicald care investigheazd 4-HNE la pacienti cu LP. Atat expresia markerilor
peroxidarii lipidice (MDA si 4-HNE) cat s1 a 8-OHdG au fost crescute in probele de tesut
analizate. Astfel, nivelul crescut de 8-OHdG ar putea reprezenta un mecanism implicat in
transformarea maligna. Investigatiile realizate au pus in evidentd si cresterea oxidarii
proteinelor, cu acumularea unor proteine alterate din punct de vedere structural si functional, in
special in vecinatatea jonctiunii dermo-epidermice (16). Aceste rezultate alaturi de cele
prezentate mai sus referitoare la MDA sugereaza cd stresul oxidativ poate sta la baza dezvoltarii
bolilor autoimune si poate detine un rol important in patogeneza LP, dar mai sunt necesare
cercetari in acest domeniu (16).

Rezultatele unui studiu recent care a presupus analiza unor biopsii prelevate de la nivel
hepatic la persoane infectate cu VHC si a aratat prezenta aductilor de MDA (in 77% din cazuri)
si 4-HNE (in 30% din cazuri) in cantitate crescutd, predominand MDA, confirma rezultatele
noastre, evidentiind ca produsul principal al peroxidarii lipidice la pacientii cu HVC este
reprezentat de MDA. In plus s-a pus in evidentd o corelatie pozitiva intre MDA si gradul de
activitate al hepatitei C cronice. A fost evaluata si corelatia dintre MDA si incarcatura cu fier.
Corelatia a fost pozitiva, dar fara semnificatie statistica (69). Noi nu am identificat corelatii intre
markerii de peroxidare lipidica si nivelurile serice de Fe si Cu 1n niciunul din grupurile studiate.
Astfel rezultatele noastre nu au aratat influenta metalelor redox active asupra procesului de
peroxidare lipidica. In plus, nivelurile serice de Fe si Cu 1n grupurile studiate nu au variat
semnificativ in comparatie cu grupul control.

Studiul nostru este primul care masoara nivelul de 4-HNE la pacienti cu LP cutanat,
atragand atentia asupra importantei procesului de peroxidare lipidica in patogeneza acestei
afectiuni.

in studiul nostru, nivelurile serice de TBARS au fost de asemenea cele mai ridicate in
grupul A, la pacientii cu HVC si LP si cele mai scazute in grupul control, existand semnificatie
statistica cu privire la raportarea grupurilor de pacienti la grupul control. Nu au existat diferente
intre grupurile de pacienti. Rezultatele obtinute indicd superioritatea metodei de masurare a
MDA prin tehnica ELISA in comparatie cu detectarea prin raportare la nivelul de TBARS.

TBARS sunt molecule cu reactivitate crescuta, formate in procesul de peroxidare
lipidica. Rezulta din metabolismul acidului arahidonic. TBARS formeaza legéturi covalente cu

proteinele, fosfolipidele si acizii nucleici (70).
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Au fost descrise mai multe metode de cuantificare a nivelului MDA dintr-o proba. Cea
mai folositd metoda este cea care are la bazd detectarea complexului MDA -acid tiobarbituric
(TBA) prin spectrofotometrie indirecta sau prin metode cromatografice directe. Trebuie avut in
vedere cd MDA are dimensiuni mici, este polard, relativ instabild, cu solubilitate crescuta in apa
si nu are in structura sa cromofori, fluorofori sau electrofori care sa permita detectia sa (71).
Unii cercetatori considera cd metoda are specificitate scdzutd pentru ca existd anumiti compusi
in probele biologice care de asemenea pot forma aducti cu TBA. Cu toate acestea raimane cea
mai utilizata metoda (72).

Peroxidarea lipidica este un proces patologic prezent atat in LP cat si HVC, toti cei trei
markeri studiati in cursul cercetarii doctorale, Inregistrand valori ridicate. Studiul nostru
investigheaza o gama larga de markeri de peroxidare lipidica ceea ce ofera o imagine mai clara
asupra acestui proces att in ceea ce priveste patogeneza LP cat si a HVC. Rezultatele obtinute
denota influenta infectiei cu VHC asupra statusului redox la pacientii cu HVC, avand loc
amplificarea peroxidarii lipidice, reprezentata in special prin nivelul seric de MDA. In plus

aduce in atentie noi markeri de peroxidare lipidica, precum 4-HNE la pacientii cu LP.

5.1.3. Dinamica procesului de glicare

In studiul nostru, scaderea nivelului seric al SRAGE a fost detectati in toate grupurile de
pacienti studiate in comparatie cu grupul control, cea mai mica valoare medie fiind identificata
la pacientii cu ambele afectiuni, LP si HVC (grupul A). S-au identificat diferente semnificative
statistic doar in ceea ce priveste grupurile A si B in comparatie cu grupul control (grupul D). In
plus nivelul sSRAGE a fost semnificativ statistic mai mic in grupul pacientilor cu LP si HVC
(grupul A), in comparatie cu pacientii cu LP (grupul C). Nu a existat o diferentd semnificativa
statistic intre grupul C si grupul control (grupul D). Rezultate similare s-au obtinut in cazul
nivelului de AGEs, cea mai mare valoare fiind mdsuratd la pacientii cu ambele afectiuni,
inregistrandu-se o scadere progresiva, cu semnificatie statisticd prin raportare la grupul control
doar in cazul grupurilor A si C, fara diferente intre grupuri. S-au identificat corelatii slab-
moderat negative in grupurile studiate intre nivelurile serice de SRAGE si AGEs, dar fara
semnificatie statisticd. Mecanismele citoprotectoare exprimate prin nivelul scazut de SRAGE in
asociere cu un nivel seric de AGEs nesemnificativ statistic mai mare in comparatie cu grupul

control au fost prezente la pacientii cu HVC, la care afectiunea evolua de o perioadd mai
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indelungati. In schimb la pacientii cu LP s-a detectat acumularea AGEs fara declansarea
mecanismelor citoprotectoare.

Dinamica procesului de glicare poate fi implicata in numeroase afectiuni, fapt dovedit si
de numeroasele cercetari recente care atribuie axei AGEs-RAGE un rol important in patologii
diverse (73). RAGE este exprimat intr-o varietate de tesuturi in organismul uman, incluzand
celule vasculare, miocite cardiace, monocite, macrofage, interactionand cu o serie de liganzi
(74). Principalii liganzi ai RAGE sunt reprezentati de AGEs. Numerosi AGEs au fost identificati
de la descoperirea primei proteine glicozilate, hemoglobina glicozilatd in cadrul diabetului
zaharat. Dintre acestia cel mai frecvent detectati la nivel cutanat sunt pentozidina, compusi
dicarbonilici (glioxal, metilglioxal), carboximetil lizina, etc. Majoritatea celulelor poseda céi de
detoxifiere si de eliminare ale AGEs. Actiunea glioxalazelor reprezintd unul dintre principalele
mecanisme celulare de prevenire a acumularii AGEs (75).

Similar rezultatelor noastre, studiul realizat de Butscheid si colab. nu a pus 1n evidenta
un nivel crescut de AGEs la pacienti cu HVC (76). In schimb un alt studiu concluzioneaza ci
axa AGEs-sRAGE este implicatd in leziunile hepatice prin scaderea eliberarii de citokine
implicate in regenerare tisulard, cresterea sintezei proteinelor matricei extracelulare si
stimularea fibrozei (77). Moy si colab. sugereaza ca axa AGEs-RAGE prin cresterea productiei
de SRO si perpetuarea unui proces inflamator poate fi implicatd in aparitia leziunilor hepatice
si ulterior chiar a cancerului hepatocelular si concluzioneaza ca sRAGE poate avea un efect
protectiv, prevenind evolutia catre neoplazie (78). Aceste date sugereaza ca studiul axei AGEs-
sRAGE ar putea sa-si gaseasca utilitatea si la pacientii cu LP oral, fiind bine cunoscut potentialul
de transformare maligna a acestei afectiuni. Din ce Tn ce mai multe studii sugereaza ca blocarea
RAGE ar putea reprezenta o optiune terapeutica valoroasa in diverse afectiuni (79).

Plecand de la aceste date care arata activarea axei AGEs-sRAGE atat in HVC cat si LP
consideram cd studierea dinamicii procesului de glicare ar putea aduce noi perspective in
patogeneza acestor afectiuni (80). In plus, cercetarea axei AGEs-sRAGE si la pacienti cu
hepatita C si LP si observarea modificarilor survenite cand cele doua afectiuni (LP si HVC) se
asociaza, ar putea sa deschida noi orizonturi asupra mecanismelor care stau la baza asocierii

celor doua boli. Este primul studiu care investigheaza acesti parametri la pacienti cu LP.
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5.1.4. Gamma-glutamilarea

Determindrile noastre au aratat cd nivelul seric de GGT a fost asemanator in grupul
pacientilor cu LP (grupul C) si grupul control (grupul D). Niveluri serice mai ridicate s-au
identificat in grupurile A si B, cu diferente semnificative statistic In raport cu grupul control,
dar si in urma compardrii celor doud grupuri. Astfel nivelul cel mai ridicat a fost in cazul
pacientilor cu LP si HVC. Datele obtinute sugereaza ca in LP, GGT nu poate fi utilizat drept un
marker de stres oxidativ, Tnsa sub influenta infectiei cu VHC activitatea enzimei creste ceea ce
indica faptul ci infectia cu VHC ar putea amplifica stresul oxidativ la pacientii cu LP. In grupul
pacientilor cu LP si HVC si in grupul pacientilor cu HVC, s-au obtinut corelatii pozitive intre
GGT si TAC, ceea ce a indicat cda GGT ar putea avea un rol n apdrarea antioxidanta.

Studiile recente arata ca GGT poate juca un rol dual, atat ca prooxidant cat si in apararea
antioxidantd. Se pare ca GGT poate fi implicata in productia de SRO, atunci cand expresia sa
are loc 1n prezenta fierului sau altor metale. Cisteinil-glicina, compus rezultat in urma actiunii
GGT, prezinti capacitatea de a reduce F>* la Fe?*, care sti la baza generirii stresului oxidativ
(81). Totusi prezenta fierului activ este rara in vivo (82). Contrar studiului nostru, Lee si colab.
au aratat ca nivelul GGT se coreleaza invers proportional cu nivelul carotenoizilor (alfa caroten
si beta caroten), concluzionand ca ar putea fi privitd ca un marker de stres oxidativ (81).

Rezultatele noastre sugereaza ca GGT poate fi Incadrat in clasa markerilor antioxidanti
la pacientii cu HVC, avand in vedere si corelatia pozitiva cu TAC in grupul pacientilor cu LP si

HVC si al celor doar cu HVC.

5.1.5. Metilarea argininei

Am obtinut un nivel seric de SDMA care a crescut progresiv de la grupul control (grupul
D) catre grupul A. S-au identificat diferente semnificative statistic atat intre grupurile de pacienti
(grupurile A, B, C) in raport cu grupul control (grupul D), cat si intre grupurile de pacienti,
exceptand intre grupurile A si B. Rezultatele sunt similare cu cele obtinute in cazul nivelului
seric de MDA, sugerand cd cei doi markeri cresc in urma asocierii LP si HVC mai mult decat
alti markeri de stres oxidativ. Am investigat daca exista corelatii intre SDMA si markerii
peroxidarii lipidice. Am obtinut corelatii pozitive atat intre 4-HNE si SDMA, cat si MDA si
SDMA, dar semnificatia statisticd a fost prezentd doar intre MDA si SDMA. Rezultatele

obtinute aratd cd peroxidarea lipidica exprimatd prin MDA si metilarea argininei avand ca
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reprezentant SDMA detin un important rol in patogeneza celor doua afectiuni. In plus, asocierea
dintre LP s1 HVC are drept consecintd amplificarea stresului oxidativ.

Majoritatea cercetdrilor s-au concentrat pe studiul ADMA, fiind considerata in special
un marker al afectiunilor cardiovasculare si al bolilor renale cronice. Recent cercetarile s-au
indreptat si catre analiza izomerului sdu structural, SDMA, care era considerat un metabolit inert
fara implicatii patologice (83). Studiile recente sugereazd ca SDMA si ADMA sunt implicate in
variate procese biologice precum stres oxidativ, inflamatie, apoptoza, disfunctie endoteliala, etc.
SDMA prezinta efecte proinflamatorii si prooxidante. SDMA creste expresia markerilor de
diferentiere si adeziune la nivelul monocitelor si granulocitelor, stimuland aderarea acestora la
nivel endotelial. in plus induce producerea de SRO prin cresterea influxului de calciu in
monocite si stimularea activitatiit NADPH oxidazei (84).

Avand in vedere aceste ultime cercetari am considerat ca studiul SDMA 1n LP si HVC
ar putea aduce informatii pretioase care sa ofere noi cai de investigare cu privire la mecanismele
implicate 1n cele doua afectiuni si asocierii intre ele.

In lumina rezultatelor prezentate SDMA ar putea fi considerati un marker de stres
oxidativ atat in LP, cat si HVC, dar studii suplimentare, pe grupuri mai mari de pacienti sunt
necesare. Astfel acest studiu este primul care investigheazd acest marker In patogeneza LP si
HVC. Aprofundarea procesului de metilare a argininelor in patogeneza celor doua afectiuni ar
putea sta la baza identificarii de noi cai implicate atat In mecanismele care stau la baza aparitiei

si evolutiei celor doud afectiuni cét si a asocierii lor.

5.1.6. Statusul unor oligoelemente si metaloproteine in stresul oxidativ

Determinarile noastre cu privire la nivelurile serice de Fe nu au variat semnificativ in
grupurile de pacienti studiate in raport cu grupul control. In plus nu s-au obtinut corelatii
semnificative cu markerii de peroxidare lipidica. In acest context rezultatele noastre sugereaza
ci in cazul LP, fierul nu detine un rol important in producerea de SRO. in plus fierul nu pare si
fie implicat nici in stadiile initiale ale infectiei cu VHC.

Metalele detin numeroase roluri in diferite procese biologice. Metalele regleaza
activitatea unor gene, interferind cu variate cai de semnalizare in ciclul celular si apoptoza. In
homeostazia redox, metalele detin un rol cheie. Principalele metale redox active sunt fierul,

cuprul, cromul si cobaltul. Metalele redox active participa la reactii de transfer al electronilor

19



intre metale si substrat, contribuind astfel la mentinerea homeostaziei redox. Alterarea
homeostaziei redox are drept rezultat generarea SRO (85).

Fierul este implicat In numeroase procese fiziologice si fiziopatologice intrand in
componenta unui numir mare de enzime, precum oxidaze si oxigenaze (86). In literatura
medicala sunt disponibile studii asupra oligoelementelor la pacientii cu LP oral. Insa nici aceste
studii nu au identificat implicarea fierului in patogeneza LP. Rezazadeh si colab. au investigat
o paletd mai larga de oligoelemente (Mg, Ca, Fe, Cu, Zn) la pacienti cu LP oral. Singurul
oligoelement care a prezentat diferente semnificative statistic intre pacientii cu LP oral si grupul
control a fost Mg, astfel nivelul salivar de Mg a fost scazut la pacientii cu LP oral (87). Un alt
studiu recent a aratat cantitati crescute de Cu si Zn in saliva pacientilor cu leziuni orale
premaligne, inclusiv LP oral (88). In studiul nostru nu s-au observat diferente semnificative cu
privire la nivelul seric de Cu intre grupuri, similar cu determinarile n ceea ce priveste nivelul
seric de fier.

Cuprul este un oligoelement care se gaseste intr-o varietate de tesuturi, cea mai mare
concentratie fiind identificata in tesutul hepatic (89). Cuprul actioneaza drept un cofactor, fiind
necesar in activitatea a numeroase enzime, inclusiv enzime precum Cu Zn-SOD, care detin un
rol cheie in stresul oxidative (90). In plus, cresterea peroxidarii lipidice a fost observata la
pacienti cu deficit plasmatic de Cu (89).

Studiul realizat de Guo si colab. a abordat aceleasi trei directii de cercetare urmadrite si
in studiul nostru, si anume, statusul unor oligoelemente, stresul oxidativ si procesul inflamator,
la pacienti cu anticorpi anti-VHC prezenti. Prin raportare la un grup control, pacientii cu
anticorpi anti-VHC prezenti au prezentat un nivel seric scazut de zinc si concentratii serice
crescute de Cu, Fe, Pb, Cd si Al In ceea ce priveste balanta prooxidanti - antioxidanti, nivelul
de MDA a inregistrat valori crescute 1n asociere cu scaderea activitatii enzimelor antioxidante
(GPx, CAT si SOD). De asemenea nivelurile serice de feritind si hsCRP au prezentat valori
ridicate. Nivelul de MDA s-a corelat cu concentratiile oligoelementelor studiate. A fost emisa
ipoteza ca modificari ale nivelului oligoelementelor pot contribui la stimularea stresului oxidativ
si a procesului inflamator (91). In cercetarea doctorald, nivelurile serice ale markerilor de
peroxidare lipidica nu s-au corelat cu nivelurile serice de Fe si Cu. Similar nu s-au obtinut
corelatii Intre markeri peroxidarii lipidice si metaloproteinele studiate, feritina, transferina si

ceruloplasmina.
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Rezultatele noastre aratd cd metalele redox active nu detin un rol important in generarea
stresului oxidativ in LP si HVC. Este cunoscut faptul ca supraincarcarea cu fier este un factor
important care contribuie la producerea de SRO in HVC. Rezultatele noastre trebuie interpretate
tinand cont ca am inclus in studiu pacienti cu HVC cronica, in stadiu incipient.

Am identificat cresterea progresiva a nivelului seric de feritind dinspre grupul control
(grupul D) catre grupul pacientilor care prezentau atat LP cat si HVC (grupul A). Nivelurile de
feritind au fost semnificativ statistic mai crescute in grupurile de pacienti in comparatie cu
grupul control. In ceea ce priveste diferentele dintre grupurile de pacienti, desi nu s-au obtinut
diferente semnificative, identificarea unor valori progresiv mai mari sugereaza cd VHC ar putea
fi implicat, dar studii suplimentare pe grupuri mai mari sunt necesare.

Supraincarcarea cu fier este frecventa la pacientii cu hepatitd C cronica. Un nivel ridicat
al feritinei serice si cresterea saturatiei transferinei sunt intdlnite la un procent ridicat dintre
pacientii cu hepatitd C cronicd (92). Nivelul seric crescut de feritind se asociaza cu un status
inflamator. Un studiu recent a aratat ca nivelul seric de feritina se coreleaza cu prezenta steatozei
si fibrozei hepatice (93).

Chiou si colab. au studiat daca statusul oxidativ al pacientilor cu hepatitd C influenteaza
raspunsul la tratament. S-a observat ca un nivel scazut al feritinei si al TBARS pe de o parte si
un nivel crescut al TAC pe de alta parte reprezintd markeri care se asociaza cu un raspuns
virusologic sustinut mai bun. Nivelul crescut al feritinei s-a corelat cu procesul inflamator
hepatic (94).

In toate cele 3 grupuri studiate in cadrul cercetarii doctorale (grupurile A, B si C),
valoarea medie a transferinei a fost mai scazuta in comparatie cu grupul control (grupul D), Tnsa
fara semnificatie statistica. Astfel rezultatele noastre sugereaza ca transferina nu detine un rol
important In producerea stresului oxidativ in cele doud afectiuni studiate, rezultate sustinute si
de valorile obtinute in ceea ce priveste nivelul seric de fier.

Transferina transporta fierul in circulatie ceea ce face ca fierul sa fie mentinut intr-un
stadiu redox inert. Transferina protejeaza celulele de fierul liber care poate fi foarte toxic (95).
Spre deosebire de rezultatele noastre, Falsafi si colab. au identificat un nivel scazut de
transferind la pacientii cu LP oral in comparatie cu un grup control (96). Rezultatele

contradictorii pot deriva din faptul ca noi am inclus pacienti cu hepatita C in stadiu incipient.
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In ceea ce priveste nivelul seric de ceruloplasmina, in studiul nostru valoarea medie cea
mai mica a fost identificata la pacientii cu LP st HVC (grupul A). Valorile medii in grupurile B
si C in care pacientii prezentau doar una dintre afectiuni, hepatitd C, respectiv LP, au fost
similare si usor mai crescute in comparatie cu grupul A. In toate cele 3 grupuri A, B si C s-au
identificat valori medii mai scazute in raport cu grupul control (grupul D), dar o diferenta
semnificativd statistic a fost doar in cazul grupului A, rezultat ce sustine ipoteza unui
dezechilibru mai accentuat intre prooxidanti si antioxidanti la pacientii care prezintd cele doua
afectiuni.

Ceruloplasmina este o glicoproteind care contine cupru si prezintd variate roluri in
organism incluzand, transportor al cuprului, feroxidaza, antioxidant, iar in ceea ce priveste
inflamatia poate avea rol dual, atat proinflamator cat si antiinflamator. Efectul antioxidant si
antiinflamator deriva din activitatea sa de feroxidaza, catalizand oxidarea fierului, iar efectul
proinflamator si prooxidant derivd din participarea ceruloplasminei la formarea radicalului
hidroxil si oxidarea lipidelor (97).

Un studiu recent a analizat nivelul salivar si seric de ceruloplasmina la pacienti cu LP
oral si a identificat un nivel crescut in comparatie cu grupul control (98). Pe de alta parte un alt
studiu a cercetat markeri de stres oxidativ inclusiv ceruloplasmina la pacienti cu hepatitda C
cronicd. Nivelul seric al ceruloplasminei a fost semnificativ statistic mai mic la pacientii cu
hepatita C cronicd, in comparatie cu grupul control. In plus, statusul antioxidant total a fost
scazut, iar statusul oxidant total a fost crescut prin raportare la grupul control, autorii
concluzionand ca stresul oxidativ este implicat Tn patogeneza hepatitei C contribuind inclusiv la
evolutia bolii (99).

Cercetarea noastra arata rezultate diferite in ceea ce priveste homeostazia fierului si
cuprului. Astfel, desi nivelul seric de fier nu a inregistrat modificari semnificative, feritina ar

putea fi consideratd un marker de stres oxidativ atat in LP, cat si HVC.

5.1.7. Statusul antioxidant

In cursul cercetarii doctorale, in cadrul celor 4 grupuri studiate s-a identificat cresterea
progresiva a nivelului seric al TAC, de la grupul A catre grupul D. Astfel in cazul pacientilor
care prezentau ambele afectiuni s-au identificat cele mai mari modificari in ceea ce priveste

apararea antioxidantd in raport cu grupul control. Determindrile noastre au ardtat corelatii
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negative moderat-puternice intre nivelurile serice ale markerilor de peroxidare lipidica, AGE:s,
si SDMA in raport cu TAC. In schimb, in ceea ce priveste nivelurile serice de 8-OHdG, s-au
obtinut corelatii negative slabe. Nivelul seric de GGT s-a corelat pozitiv cu TAC. Rezultatele
obtinute denota cd apararea antioxidanta este alterata atat in LP cat si HVC, iar in cazul asocierii
dintre LP s1 HVC, exista cel mai mare dezechilibru dintre prooxidanti si antioxidanti. Corelatia
negativa dintre TAC si SDMA este un argument suplimentar pentru care SDMA ar putea fi
privitd drept un marker de stres oxidativ atat in LP, cat st HVC.

Antioxidantii sunt implicati in scaderea stresului oxidativ si in prevenirea leziunilor
celulare rezultate in urma actiunii SRO. Sistemele antioxidante previn formarea SRO, le
blocheaza activitatea sau captureaza radicalii liberi. Pe de alta parte sistemele antioxidante
intervin 1n repararea alterarilor produse in urma actiunii SRO la nivelul diverselor componente
celulare, astfel leziunile de la nivelulul ADN sunt indreptate prin intermediul enzimelor,
proteinele oxidate sunt indepartate de sistemele proteolitice, iar fosfolipazale si acil-
transferazele repara lipidele oxidate (100). In conditii fiziologice, balanta intre prooxidanti si
antioxidanti, inclina in favoarea prooxidantilor (100).

Rezultatele noastre sunt sustinute de numeroase studii, care s-au focusat in special pe
studiul antioxidantilor la pacienti cu LP oral, atat a antioxidantilor de origine endogena cat si
exogenad. Studiul realizat de Battino si colab. a determinat o serie de compusi cu rol antioxidant,
incluzand acidul uric, albumina, GGT 1n serul si saliva pacientilor cu LP oral. Activitatea GGT
a fost ridicatd, autorii considerand cd ar putea reprezenta un mecanism de aparare in fata
stresului oxidativ si nivelul seric de GGT ar putea fi privit ca un marker de stres oxidativ pentru
monitorizarea evolutiei si eficacititii tratamentului. In ceea ce priveste nivelurile serice si
salivare ale albuminei si acidului uric nu s-au obtinut diferente semnificative intre grupul control
si pacientii cu LP oral (22).

Sunt disponibile studii care atestd alterarea apararii antioxidante si in HVC. Un studiu
recent a investigat balanta redox la pacienti cu HVC, infectati cu genotipuri diferite.
Determinarile au aratat scaderea TAC, cea mai evidenta alterare fiind la pacientii infectati cu
genotip 2. Nu s-au identificat corelatii intre statusul antioxidant si nivelul transaminazelor,
viremie si fibroza (101). Cercetari recente au aratat ca utilizarea unei terapii adjuvante cu
antioxidanti la pacientii cu HVC are ca rezultat atenuarea procesului de oxidare a proteinelor,

cresterea concentratiei serice de glutation si scaderea activitatii enzimelor antioxidante (102).
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Datele noastre sustin utilitatea terapiei cu antioxidanti in afectiunile caracterizate de un
dezechilibru intre prooxidanti si antioxidanti. Terapiile adjuvante cu antioxidanti ar putea detine
un rol important in tratarea unor astfel de afectiuni, prin restabilirea homeostaziei locale si

reglarea proceselor celulare mediate de statusul redox.

5.1.8. Statusul proinflamator

In studiul nostru, nivelul seric al hsCRP a prezentat cea mai mare valoare in grupul A,
observandu-se o scadere progresiva catre grupul D. Nivelul seric al hsCRP a fost semnificativ
statistic mai mare in grupurile A, B si C in comparatie cu grupul D. In plus, a existat o diferenta
semnificativa statistic intre pacientii cu LP si HVC (grupul A) si pacientii cu LP (grupul C),
rezultate ce ar putea atribui virusului un rol in cresterea procesului inflamator prezent in LP.

Un grad crescut de inflamatie poate fi detectat in multe afectiuni. Dar pentru a pune in
evidenta acest fapt, este necesara masurarea CRP hipersensibile si nu detectarea nivelului de
CRP prin metoda clasica. Astfel Sinikumpu si colab. au analizat 1.930 de adulti si au observat
ca afectiuni dermatologice precum rozaceea, dermatita atopicd, onicomicoza se asociazd cu
niveluri crescute ale hsCRP (103). Studiul realizat de Candel si colab. atribuie un rol important
TNF alfa in patogeneza LP. Productia crescuta de TNF alfa se asociazd cu dezvoltarea unui
proces inflamator cronic sau aparitia bolilor autoimune. Pe de alta parte se pare ca depletia de
TNF alfa are drept rezultat aparitia inflamatiei la nivel cutanat si proliferarea keratinocitelor prin
cresterea productiei de dual oxidaza 1 (DUOX-1). Semnalizarea TNF alfa/TNFR2 protejeaza
pielea fatd de stres oxidativ in leziuni de LP. Blocarea farmacologicd sau geneticd a DUOX-1
ar putea facilita restaurarea homeostaziei cutanate in LP (104).

Alterarea markerilor de stres oxidativ a fost pusd in evidentd si in studiul condus de
Abdolsamadi care propune stresul oxidativ drept “un eveniment patogenic primar” in
patogeneza LP oral. In acelasi timp sugereaza ci stresul oxidativ poate fi rezultatul unui proces
inflamator cronic (25). Un studiu care a inclus pacienti cu hepatitd C cronica a ardtat un nivel
seric crescut de hsCRP. Nu s-a observat nicio corelatie intre nivelul de hsCRP si factori
virusologici sau histopatologici. In urma terapiei cu interferon alfa pegilat si ribavirina
administrata oral, nivelul seric de hsCRP a scazut semnificativ (105).

Rezultatele obtinute In studiul nostru sugereaza ca atat LP cat si HVC se caracterizeaza

printr-un status proinflamator si ca infectia cu VHC amplifica procesul inflamator la pacientii
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cu LP ceea ce poate contribui la cresterea producerii de SRO, cele doua procese fiind

interconectate.

6. Concluzii

1. Screening-ul pacientilor cu LP a aratat ca infectia cu VHC este prezenta in 10% dintre
cazuri, iar infectia cu VHB este prezenti in 3,59% dintre cazuri. In populatia generali statisticile
aratd ca prevalenta HVB este de 4,4%, iar a HVC de 3,2%. Astfel studiul nostru sugereaza ca
exista o asociere intre LP si HVC, dar infirmi asocierea dintre LP si HVB. In populatia generala
statisticile aratd ca prevalenta HVB este de 4,4%, iar a HVC de 3,2%. Astfel studiul nostru
sugereaza ca exista o asociere intre LP si HVC, dar nu sustine asocierea dintre LP si HVB.

2. Nu s-au observat diferente semnificative in ceea ce priveste formele de LP oral si pilar
la pacientii cu LP, fara HVC 1n comparatie cu pacientii cu LP si HVC.

3. HVC si LP se caracterizeaza prin degradare oxidativda a ADN, masurata prin nivelul
seric de 8-hidroxi-2-deoxiguanozina (8-OHdG). Asocierea celor doud afectiuni nu a amplificat
semnificativ procesul de alterare oxidativd la nivelul ADN, 1nsd s-a observat o crestere
progresiva care a aratat ca cea mai mica valoare medie a 8-OHdG a fost inregistrata la pacientii
cu LP, urmata de cei cu HVC si 1n cele din urma pacientii cu LP si HVC.

4. Formarea speciilor carbonil este un eveniment important in patogeneza infectiei cu
VHC, dar si a LP. Toti cei trei markeri investigati, malondialdehida (MDA), 4-hirdoxinonenal
(4-HNE) si substantele reactive ale acidului tiobarbituric (TBARS) au prezentat valori medii
semnificativ statistic mai crescute in grupurile de pacienti in comparatie cu grupul control.
Aceste rezultate sugereazd ca ambele afectiuni se caracterizeazd prin peroxidare lipidica
importanta.

5. Dintre markerii de peroxidare lipidica, nivelul seric de MDA a inregistrat valori
semnificativ statistic mai mari intre pacientii cu LP si HVC si pacientii doar cu HVC. Astfel
amplificarea peroxidarii lipidice exercitate de VHC la pacientii cu LP a fost exprimata in special
prin nivelul seric de MDA.

6. Dinamica procesului de glicare a prezentat un model diferit in cadrul celor doua
afectiuni. Mecanismele citoprotectoare exprimate prin nivelul scazut a formei solubile a
receptorului pentru produsii finali de glicare avansata (SRAGE) in asociere cu un nivel seric de

produsi finali de glicare avansata (AGEs) nesemnificativ statistic mai mare in comparatie cu
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grupul control erau prezente la pacientii cu HVC, la care afectiunea evolua de o perioadd mai
indelungati. In schimb la pacientii cu LP s-a detectat acumularea AGEs fira declansarea
mecanismelor citoprotectoare.

7. Nivelul seric de gamma-glutamiltransferaza (GGT) nu poate fi considerat un marker
de stres oxidativ in cazul LP. Totusi asocierea dintre LP si HVC a condus la amplificarea
procesului de gamma-glutamilare. Asocierea pozitiva intre GGT si capacitatea antioxidanta
totald (TAC) in grupul pacientilor cu LP si HVC si grupul pacientilor doar cu HVC sugereaza
ca GGT ar putea fi consideratd o enzima cu efect antioxidant la pacientii cu HVC cronica, in
stadiu incipient.

8. Metilarea argininelor poate fi un element important in patogeneza LP si HVC. Dimetil
metilarginina simetricd (SDMA) ar putea reprezenta un marker de stres oxidativ atat in LP, cat
si HVC. Acest fapt este sustinut si de corelatia negativa Intre SDMA si TAC, atat in serul
pacientilor cu LP cat si cu HVC. Nivelul seric de SDMA este amplificat la pacientii cu LP de
prezenta infectiei cu VHC.

9. Peroxidarea lipidelor si metilarea argininelor pot fi doud procese interconectate atat
in LP cét siin HVC. Corelatiile dintre SDMA si markerii de peroxidare lipidica au fost moderat-
puternic negative in grupurile de pacienti studiate.

10. Metilarea argininelor, exprimata prin nivelul seric de SDMA si peroxidarea lipidelor
exprimatd prin nivelul seric de MDA sunt procesele care au fost semnificativ statistic
amplificate de prezenta infectiei cu VHC, la pacientii cu LP. Restul markerilor de stres oxidativ
au inregistrat cresteri progresive de la grupul control cétre grupul pacientilor cu ambele afectiuni
si desi fara semnificatie statisticd sugereaza influenta infectiei cu VHC asupra statusului redox
la pacientii cu LP in toate directiile studiate.

11. Oligoelemente precum fierul si cuprul nu par sa fie implicate in patogeneza LP si
HVC. Nu s-au Inregistrat modificari semnificative in niciuna dintre afectiunile studiate.

12. Dintre metaloproteinele conexe oligoelementelor studiate (feritina, transferina si
ceruloplasmina), feritina a Inregistrat modificari semnificative. Feritina ar putea fi considerata
un marker de stres oxidativ atat la pacientii cu LP, cat si la cei cu HVC.

13. Ambele afectiuni studiate se caracterizeaza printr-un status proinflamator exprimat

prin nivelul seric crescut de - proteina C reactiva cu sensibilitate crescuta (hsCRP). Statusul
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proinflamator a fost amplificat de prezenta infectiei cu VHC la pacientii cu LP, dar fara
semnificatie statistica.

14. Apararea antioxidantd, masuratd prin nivelul seric de TAC, este alteratd atat la
pacientii cu LP, cat si HVC. Infectia cu VHC a modificat nivelul seric de TAC la pacientii cu
LP, dar fard semnificatie statistica.

15. Markerii de stres oxidativ studiati, exceptand 8-OHdG s-au corelat negativ cu nivelul
seric de TAC in grupurile de pacienti studiate ceea ce indica prezenta dezechilibrului dintre
prooxidanti si antioxidanti atat in patogeneza LP cat sia HVC.

16. Atat LP cat si HVC se caracterizeaza printr-un dezechilibru intre prooxidanti si
antioxidanti in favoarea prooxidantilor. Aceste rezultate pot sta la baza elaborarii unor noi
terapii pentru tratarea acestor doua afectiuni.

17. Investigarea mecanismelor patogenice care stau la baza asocierii dintre LP si HVC
necesitd o echipa multidisciplinara, bazandu-se pe colaborarea dintre medici dermatologi,

infectionisti si de laborator.

7. Originalitatea studiului

1. Studiul de fata este primul studiu care investigheaza influenta VHC asupra balantei
redox la pacienti cu LP cutanat.

2. in literatura medicala sunt studii care atesta prezenta stresului oxidativ atat in HVC,
cat si LP. Dar majoritatea studiilor disponibile investigheaza un numar limitat de markeri de
stres oxidativ. Studiul de fata este primul care expune o paleta larga de markeri de stres oxidativ,
investigati atat in LP, cat si HVC. A fost investigat stresul oxidativ din perspectiva celor patru
tinte principale ale speciilor reactive de oxigen si anume, acizii nucleici, lipidele, glucidele si
proteinele.

3. Este primul studiu care analizeaza formarea speciilor carbonil reactive, incluzand 4-
HNE la pacienti cu LP cutanat si HVC.

4. Este primul studiu care investigheaza statusul unor oligoelemente si metaloproteine
in corelatie cu markeri ai peroxidarii lipidice la pacienti cu LP cutanat. Studiile disponibile in

literatura medicala includ pacienti cu LP oral.
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5. Nu sunt disponibile date in literatura medicald privind rolul axei AGEs-sRAGE in
patogeneza LP cutanat. Astfel este primul studiu care analizeazd acesti markeri la pacienti cu
LP.

6. Este primul studiu care investigheaza metilarea argininelor, masurata prin nivelul seric
de SDMA, atat la pacienti cu LP, cat si cu HVC si pune in evidenta corelarea sa pozitiva cu
markeri ai peroxidarii lipidice.

7. Este primul studiu realizat in Roméania care investigheaza stresul oxidativ incluzand

o gama larga de markeri in LP si HVC.

¢ Limitele studiului

1. Grupurile studiate au inclus un numar mic de pacienti, in ciuda eforturilor sustinute
depuse, 1n etapa de selectie a pacientilor. Variabilele masurate pot fi influentate de o gama larga
de factori, prin urmare criteriile de includere si excludere sunt foarte stricte. In plus trebuie avut
in vedere ca LP nu face parte dintre cele mai frecvente afectiuni dermatologice, iar asocierea cu
HVC restrange suplimentar grupul de studiu. Am inclus in cercetarea doctorala doar pacienti cu
LP confirmat histopatologic, iar biopsia cutanati nu este acceptata de toti pacientii. In ceea ce
priveste pacientii cu HVC, foarte putini dintre acestia sunt investigati intr-un serviciu medical
in fazele incipiente ale bolii, avand in vedere evolutia indolenta a infectiei pentru perioade lungi
de timp. La aceste limitari se adauga si factorul economic.

2. Studiul realizat a fost unicentric. Este utild realizarea unui studiu multicentric, care ofera

posibilitatea de generalizare a rezultatelor obtinute.
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