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PARTEA GENERALA

1. Virusul papiloma uman si principalele afectiuni produse

Virusul papiloma uman (HPV) este un virus ubicuitar, avand tropism pentru piele si
mucoase. HPV apartine familiei Papillomaviridae, pana in prezent fiind descrise peste 200 de
tipuri, grupate in cinci genuri (alpfa-, beta-, gamma-, mu- si nu- papilomavirusuri). Majoritatea
tipurilor de HPV apartin genurilor alfa, beta si gamma (1,2).

Genul alfa cuprinde tipuri cu tropism cutanat si la nivelul mucoaselor. Astfel spre
exemplu grupul HPV alfa 4 care cuprinde tipurile HPV 2, 27 si 57 produce veruci cutanate. In
schimb grupul HPV alfa 6, cu tipurile 6 si 11 are tropism atat cutanat cat si pe mucosae si
conduce la aparitia condiloamelor cutanate. Cele mai importante tipuri din genul alfa sunt
tipurile oncogene 16, 31, 33, 35, etc., implicate In dezvoltarea cancerului de col uterin. De fapt,
marea majoritate a tipurilor alfa au tropism mucos. In genul beta se regisesc tipurile 5 si 8,
asociate cu epidermodisplazia veruciforma. Toate tipurile din genul beta au tropism cutanat.
Studii recente aduc 1n atentie rolul tipurilor beta In patogeneza carcinomului spinocelular (SCC)
(3). Genurile gamma, mu si nu, cele mai rar intalnite, se asociaza cu veruci cutanate, neavand
tropism pentru mucoase (4-6).

Verucile vulgare sunt foarte frecvente in populatia generald, cei mai afectati fiind copiii,
procentul ajungand péna la 33%. Ulterior incidenta scade cu varsta. Avand in vedere ca
imunitatea are un rol important, procentul creste in randul celor imunosupresati pana la 45%
(1). Mai mult decat atat, tipuri din genurile HPV beta si gamma au fost puse in evidenta la copii
cu varste de pana la 4 ani, intr-un procent de 70%. Unele studii au emis ideea ca aceste virusuri
ar trebui privite drept comensali ai tegumentului uman. Un studiu a pus in evidenta ca la 90%
dintre indivizi a fost detectat HPV la nivelul firelor de par, care ar reprezenta un rezervor al
virusului (7).

In multe cazuri leziunile pot regresa spontan, astfel dupd doi ani pana la 78% pot fi
rezolvate complet. Pe langa raspunsul imun un rol in regresie il are si tipul viral si extensia bolii
(8). In cazul adultilor, rezolutia leziunilor are loc mai lent, uneori acestea pot persista chiar si

10 ani (9). Transmiterea infectiei are loc prin contact direct in contextul existentei unor



microleziuni la nivel cutanat sau mai rar indirect prin obiecte contaminate, spre exemplu prin
ustensilele folosite in saloanele de manichiura (10).

Infectia cu HPV este consideratd una dintre cele mai frecvente infectii cu transmitere
sexuala (ITS). In literatura medicala sunt listati mai multi factori de risc pentru dobandirea
infectiei cu HPV pe cale sexuala. Dovezile cele mai clare sunt legate de numarul crescut de
parteneri sexuali. Alti factori de risc, de care sunt legate anumite controverse, sunt fumatul si
consumul de contraceptive orale (11). Statisticile aratd ca pand la 70% dintre femeile active
sexual devin infectate cu HPV de-a lungul vietii (8). Afecteaza in special adultii tineri. In
majoritatea cazurilor infectia este subclinica si sistemul imun al gazdei reuseste sd elimine

virusul (12).

2. Inflamatia in infectia cu HPV

In infectia cu HPV pe langa raspunsul imun de tip umoral se dezvolta si un rispuns imun
de tip celular, astfel la nivelul leziunilor au fost puse in evidenta infiltrate cu limfocite T. In
plus, in cazul regresiei verucilor genitale s-a observat un infiltrat format din mai multe tipuri
celulare cu predominanta celulelor mononucleate (13). Procesul inflamator joacd un rol
important in regresia verucilor. Astfel in studiul realizat de Iwatsuki si colab. pe tesut recoltat
de la nivelul verucilor s-au identificat numeroase celule dendritice, limfocite T CD8 si
keratinocite apoptotice, localizate la nivelul jonctiunii dermo-epidermice. Au fost identificate si
leziuni fara semne de inflamatie. In plus, s-a observat ci celulele infectate sunt inconjurate de
molecule virale anti-apoptotice (14). De asemenea, Nakayama si colab. au observat cd in
verucile neinflamatorii numarul celulelor Langerhans este scazut, ceea ce protejeaza celulele
infectate de raspunsul imun. Aceeasi observatie a fost facuta si pentru boala Bowen (15).

Se pare cd in stadiile initiale infectia cu HPV nu conduce la o reactie inflamatorie, dar
persistenta virusului declanseaza diferite cai, care in cele din urma conduc la initierea si

perpetuarea unui proces inflamator cronic (13).

2.1. Rolul citokinelor
Inflamatia cronica implica cresterea nivelului stresului oxidativ care va avea ca efect
scaderea raspunsului imun de tip celular cu rol important in preventia infectiilor virale. Astfel

inflamatia cronica induce trecerea raspunsului imun de la unul de tip 1 la un raspuns imun de



tip 2 (16). Factorul de crestere transformator (TGF) beta, factorul de necroza tumorald (TNF)
alfa, interferon (IFN) gamma si interleukina (IL)-1 sunt implicate in reglarea proliferarii
celulelor infectate cu HPV. Dar, prin diferite mecanisme, HPV reuseste sd isi continue
replicarea, avand loc extinderea si persistenta infectiei (17). Rolul raspunsului imun de tip 1 in
apdrarea impotriva virusului a fost doveditd de Tsukui care a inclus 1n studiu femei cu leziuni
de neoplazie intraepiteliala cervicald cu grad inalt, cu grad scazut si cu aspect clinic-patologic
normal. Eliberarea de IL-2 a fost crescuta in cazul femeilor sanatoase si s-a observat o scadere
cu cresterea gravitatii (18). Intr-un alt studiu niveluri crescute de IFN gamma si IL-10 s-au
asociat cu un risc mai scazut de a avea o leziune cervicala cu grad inalt (19).

Profilul citokinelor eliberate este influentat de tipul de HPV, astfel infectia evolueaza in
directii diferite, spre vindecare sau cronicizare (20,21). HPV prin inhibarea eliberarii de IFN si
cresterea nivelului de IL-10 conduce la efect imunosupresor local, ceea ce permite persistenta
virald. Se pare cd prin oncoproteinele ES, E6 si E7 virusul poate conduce la activarea unor gene
la nivel celular ceea ce va stimula sinteza de IL-10 si TGF beta la nivelul celulelor transformate

malign (22).

2.2. Rolul keratinocitelor

In infectia cu HPV, keratinocitele detin un rol important. Au capacitatea de a secreta o
varietate de citokine atunci cand vin in contact cu virusul, iar ulterior citokinele eliberate vor
modula diferentierea si proliferarea celulara. TNF alfa este una dintre cele mai importante
citokine implicate In procesul inflamator. Prin legarea de receptori specifici are loc activarea
unor cai de semnalizare care influenteazad procesele de proliferare si apoptoza celulara in functie
de tipul celulei implicate si expresia receptorilor de TNF la nivelul acesteia (23). IL-1 alfa inhiba

proliferarea celulelor HPV pozitive (23).

2.3. Rolul celulelor dendritice

Celulele dendritice fiind celule prezentatoare de antigen sunt importante in apararea anti-
infectioasd. HPV de tip alfa, gamma si mu conduc la scdderea numarului celulelor dendritice de
pana la 175 de ori. Nu s-a observat o corelatie pozitiva intre puterea oncogena a virusului si

scaderea numarului celulelor dendritice, fiind identificat un numar redus inclusiv in condiloame



acuminate. Infectiile persistente se asociaza cu un numar diminuat de celule dendritice si
prezenta celulelor T reglatoare la nivelul dermului (24).

Tipurile virale 5, 11, 18, 31 si 45 inhibad activarea celulelor Langerhans, reducand
expresia moleculelor de adeziune si eliberarea de citokine, astfel este diminuat raspunsul imun
care sd permita clearance-ul viral. Atat tipurile cu risc oncogen inalt cat si cele cu risc oncogen
scazut pot inhiba maturarea celulelor Langerhans ceea ce permite persistenta virald, care in cazul
HPV 6 si 11 este de aproximativ 6 luni, iar in cazul virusurilor oncogene de mai lungd durata

(25).

2.4. Rolul limfocitelor T reglatoare si NK

Cao si colab. au pus 1n evidenta la nivelul condiloamelor acuminate de dimensiuni mari
un infiltrat bogat in limfocite T reglatoare Foxp3 pozitive. In plus, asa cum a fost demonstrat si
in alte studii, IL-10 si TGF beta au fost detectate in concentratii crescute, iar IL-2 si IFN in
concentratii scazute. O explicatie a acumuldrii limfocitelor T reglatoare in veruci este datd de
eliberarea de liganzi endogeni pentru TLR, rezultati din lezarea celulara (26).

HPV are capacitatea de a interfera cu activitatea celulelor prezentatoare de antigen.
Astfel oncoproteinele E6 si E7 scad expresia E caderinei care impiedica adeziunea dintre
keratinocite si celulele dendritice. HPV poseda mecanisme prin care celulele infectate sunt
aparate de activitatea citotoxica a celulelor NK. Receptorul NKG2D este important pentru
activitatea citotoxicd a celulelor NK. Se pare ca HPV poate conduce la scaderea expresiei

acestuia (27).
3. Stresul oxidativ in infectia cu HPV

3.1. Stresul oxidativ la pacienti cu veruci

Sunt cateva studii care au demonstrat prezenta stresului oxidativ la pacientii cu veruci
palmo-plantare sau genitale. Arican si colab. au realizat un studiu care a inclus 36 de pacienti si
a analizat statusul stresului oxidativ utilizand drept markeri superoxid dismutaza (SOD),
catalaza (CAT) si malondialdehida (MDA). Determinarile pe tesut obtinut prin grataj au pus in
evidentd un nivel crescut de MDA si scaderea activitatii SOD in comparatie cu zona neafectata.

Nu s-au obtinut diferente in ceea ce priveste activitatea CAT. Activitatea scazuta a SOD a fost



interpretatd In contextul unei cantitati crescute de radicali liberi de oxigen, cu efect inhibitor
asupra enzimei. Studiul evidentiazd cd in patogeneza verucilor ar putea fi implicat un
dezechilibru intre oxidanti si antioxidanti si cd stresul oxidativ este rezultatul lezarii tisulare si
a procesului inflamator declansat (28). Sasmaz si colab au analizat parametri similari, dar in
serul unor pacienti cu veruci cutanate, non-genitale. Rezultatele au fost similare in ceea ce
priveste MDA, in schimb activitatea SOD si CAT au fost crescute, probabil ca mecanism de
aparare. In plus a fost ridicatd ipoteza ca stresul oxidativ poate avea efect supresiv asupra
limfocitelor T, ceea ce contribuie la un prognostic negativ (29).

Cokluk si colab. au evaluat parametri de stres oxidativ la pacienti cu veruci genitale.
Similar studiului anterior mentionat au evaluat nivelul de MDA si activitatea unor enzime cu
activitate antioxidanta, glutation peroxidaza (GPx) eritrocitara, CAT si paroxonaza. Nivelul de
MDA a fost crescut in comparatie cu grupul control. Activitatea SOD si a GPx eritrocitare au
fost mai crescute in comparatie cu grupul control. Nu s-au observat diferente cu privire la
activitatea paroxonazei. Studiul sugereaza ca desi activitatea enzimaticd antioxidantd a fost
crescutd stresul oxidativ poate persista si sa conduca la alterarea apararii antioxidante (30).
Studiul condus de Hiraku si colab. a pus in evidenta prin analizd imunohistochimica exprimarea
mai crescuta a 8-nitroguaninei la nivelul leziunilor de neoplazie intraepiteliala cervicala (CIN)

2 si CIN 3 in comparatie cu condiloamele acuminate (31).

3.2. Stresul oxidativ cofactor al carcinogenezei

Fumatul sau inflamatia cronica sunt factori care conduc la un dezechilibru Intre oxidanti
si antioxidanti (32). Acesti factori sunt considerati cofactori ai infectiei cu HPV in procesul de
carcinogeneza. Dezechilibrul intre oxidanti si antioxidanti poate afecta istoria naturald a bolii.
Speciile reactive de oxigen (SRO) exercitd un efect important asupra cailor de semnalizare
influentdnd mecanismele de proliferare celulara si apoptoza (33). Studiile arata ca antioxidantii
pot juca un rol esential, moduland replicarea virala si exprimarea oncogenelor E6 si E7 (16). Un
studiu in vitro a aratat ca adaugarea de antioxidanti conduce la inhibarea activarii factorului
transcriptional AP-1, responsabil de expresia genelor E6 si E7 (34).

Studiul Iui Conway aduce in atentie o ipoteza interesantd si anume faptul cd etape
importante din ciclul HPV precum asamblarea si maturarea sunt redox-dependente. Studiile de

microscopie electronica au aratat ca virionii de 10 zile sunt localizati in special la nivelul



nucleilor suprabazali, in schimb cei de 20 de zile la nivelul partii superioare a anvelopei
cornificate, localizarea corespunzand gradientului redox din tesutul uman, virionii de 10 zile
fiind expusi unui mediu reducator, iar cei de 20 zile unui mediu oxidant (35). Prezenta stresului
oxidativ este necesard in faza de asamblare a capsomerelor in vederea formarii capsidei, etapa
in care rolul esential este detinut de proteinele L1 si L2. Conditiile de stres oxidativ sunt
prielnice formarii legaturile disulfurice necesare stabilitatii capsidei (35).

Studiile actuale atribuie un rol important stresului oxidativ in procesul de carcinogeneza
(36). In procesul de carcinogeneza indus de HPV, se pare ca principalii cofactori sunt stresul
oxidativ si inflamatia cronica. Existd un cerc vicios, astfel procesul inflamator conduce la
eliberarea SRO care la randul lor vor stimula eliberarea suplimentara de mediatori ai inflamatiei
(13).

Studiul lui Siegel si colab. care a inclus 444 de femei HPV pozitive, concluzioneaza ca
nivelul seric de MDA ar putea fi privit ca un marker al infectiei active si poate exprima raspunsul
gazdei la infectie si aduce In atentie faptul ca eliminarea activd a virusului prin intermediul

raspunsului imun Tnndscut si a imunitatii celulare poate conduce la stres oxidativ (37).

3.3. Rolul oncoproteinelor virale in generarea stresului oxidativ

HPV poseda oncogene care permit celulelor pe care le infecteaza sa supravietuiasca
conditiilor de stres oxidativ crescut prin intermediul mai multor mijloace, incluzand modularea
activitatii enzimelor antioxidante, inhibarea apoptozei induse de stresul oxidativ si modularea
expresiei unor gene implicate 1n apdrarea antioxidanta (38).

Proteina E1 singura nu produce stres oxidativ. Cresterea activitatii CAT poate fi indusa
de El, dar nu moduleaza expresia SOD. Modularea stresului oxidativ in fazele precoce ale
replicarii virale la care participd in special proteinele E1 si E2 poate influenta persistenta
infectiei cu HPV (39). Proteina virala E2 apartinand tipului HPV 18 se asociazd cu membrana
mitocondriald interna si induce stres oxidativ. In plus s-a observat ci producerea SRO este
insotitd de scaderea nivelului de glutation si a unor enzime cu rol antioxidant precum SOD.
Aceastd actiune a proteinei E2 nu a fost pusd in evidenta in cadrul tipurilor non-oncogene (40).

Proteina virala ES nu moduleaza in mod direct statusul redox. ES moduleaza nivelul de
prooxidanti prin efectul exercitat asupra ciclooxigenazei (COX)-2. Scaderea nivelului COX-2

se asociaza cu cresterea expresiei CAT si SOD (39). COX-2 este supraexprimata in cancerele



regiunii cervicale produse de HPV. 4-hidroxinonenal (4-HNE), produs al peroxidarii lipidice,
stimuleaza expresia COX-2, care la randul sau va stimula stresul oxidativ (41).

Cercetari recente aratd ca prezenta E6 se asociaza cu producerea de SRO si scaderea
nivelului de glutation; in schimb oncoproteina E7 a tipurilor HPV 16 si HPV 18 conduce la
scaderea producerii de SRO (39). Shim si colab. au studiat keratinocite care exprimd oncogena
E7 si au demonstrat ca prezenta oncogenei E7 conduce la o rezistenta crescutd la leziunile
produse de actiunea SRO la nivel celular. Unul dintre mecanismele implicate se pare ca este

cresterea activitatii CAT (42).

CONTRIBUTII PERSONALE

4. Material si metoda

4.1. Premisele cercetarii

Stresul oxidativ apare atunci cand agentii oxidanti depasesc sistemele antioxidante si
conduc la alterarea a diverse molecule biologice, inclusiv leziuni la nivelul ADN (43). De-a
lungul timpului, studiile au pus in evidentd cd SRO sunt implicate in numeroase boli cutanate
(44-406).

Infectia cu HPV reprezintd o importantd problemd de sandtate publica, producand
afectiuni benigne sau maligne (47). Studiile din ultimii ani au pus in evidenta valori modificate
ale markerilor de stres oxidativ la pacientii cu leziuni dermato-venerologice cauzate de HPV si
anume veruci palmo-plantare si genitale. Astfel s-a emis ipoteza ca stresul oxidativ ar putea juca
un rol in patogeneza infectiei (28,29,48). Dar majoritatea studiilor analizeazad un numar redus

de markeri, astfel fiind subliniata ideea ca sunt necesare studii suplimentare.

4.2. Scopul si obiectivele studiului

Scopul studiului

Investigarea unor markeri de stres oxidativ si ai inflamatiei si identificarea unor noi
biomarkeri cu semnificatie in patogeneza infectiei cu HPV, in cazul pacientilor cu veruci palmo-

plantare si genitale



Obiectivele studiului

1. Investigarea markerilor generali de stres oxidativ la pacienti cu veruci palmo-plantare
si genitale;

2. Investigarea markerilor specifici de stres oxidativ la pacienti cu veruci palmo-plantare
si genitale;

3. Investigarea raspunsului inflamator la pacienti cu veruci palmo-plantare si genitale

4. Observarea diferentelor cu privire la parametri de stres oxidativ intre pacienti cu
veruci palmo-plantare si genitale;

5. Observarea diferentelor cu privire la parametri ai inflamatiei Intre pacienti cu veruci
palmo-plantare si genitale;

6. Screening pentru alte infectii cu transmitere sexuald (in cazul celor cu leziuni
genitale);

7. Identificarea factorilor de risc pentru infectia cu HPV.

4.3. Selectarea pacientilor

Am efectuat un studiu observational, caz-control, in perioada 2017-2019. Au fost inclusi
in studiu pacienti cu veruci palmo-plantare si genitale care s-au prezentat in Clinica de
Dermatologie a Spitalului Clinic “Dr. Victor Babes”, Bucuresti. Selectia pacientilor s-a realizat
dintr-un numar de 121 de pacienti (68 cu veruci palmo-plantare si 53 cu veruci genitale).
Diagnosticul a fost realizat in baza aspectelor clinice; verucile palmo-plantare si genitale au
aspecte caracteristice. In cazul in care aspectul clinic nu a fost concludent, s-a efectuat examen
histopatologic.

Pacientii au fost impartiti in 2 grupuri: a. cu veruci palmo-plantare si b. cu veruci
genitale. Am selectat pacienti cu varste apropiate. Am selectat si un grup control, alcatuit din
subiecti sandtosi, cu varste apropiate celor 2 grupuri de pacienti.

Toti subiectii inclusi in studiu au primit toate informatiile necesare referitoare la
desfasurarea studiului si au semnat un consimtamant prin care si-au dat acordul de a furniza
informatii referitoare la starea lor de sanatate si de a li se recolta probe biologice. Studiul a fost
aprobat de catre Comisia de Etica a Universitdtii de Medicind si Farmacie ,,Carol Davila”,

Bucuresti (nr. 150/2017).



Pentru includerea participantilor in studiu au fost urmarite urmatoarele criterii de
includere si excludere:

Criterii de includere:

- varsta mai mare de 18 ani

- fara afectiuni sistemice

- status nutritional corespunzator

- fara tratament al verucilor (palmo-plantare sau genitale).

Criterii de excludere:

- fumatori

- consumatori de alcool sau droguri

- femei gravide

- tratament cu corticosteroizi, antiinflamatoare

- administrarea de vitamine sau suplimente nutritive.

In functie de criteriile urmarite pe parcursul studiului am inclus:
- 41 de pacienti cu veruci dintre care
26 pacienti cu veruci palmo-plantare
15 pacienti cu veruci genitale
- 28 de indivizi sdnatosi (grupul control)
Am realizat screening-ul pentru infectii cu transmitere sexuald pentru 53 de pacienti cu
infectie cu HPV (dintre acestia doar 15 fiind inclusi in studiu). Testele pentru screening au inclus
anticorpi anti virus hepatitic C, antigen HBs, anticorpi anti-HIV, VDRL si TPHA, detectare

antigene Chlamydia trachomatis.

4.4. Recoltarea si prelucrarea probelor

Recoltarea probelor s-a realizat dimineata a jeun, in conditii bazale. Ulterior probele au
fost centrifugate timp de 10 minute la 6.000 g. S-a prelevat o cantitate de 7 ml de sange.
Probele de sange s-au recoltat cu sistemul holder-vacutainer, naintea oricarei proceduri
diagnostice sau terapeutice. Sangele venos recoltat pe anticoagulant (K3EDTA) s-a folosit

pentru determinari hematologice (hemograma, etc). Serul sanguin obtinut din sangele venos



prelevat in vacutainer fara anticoagulant a fost folosit pentru determinari biochimice, serologice,
imunologice. Probele s-au prelucrat imediat sau s-au congelat la -80 grade Celsius. S-au respins

probele hemolizate, lactescente sau icterice.

4.5. Markerii determinati
Au fost determinati in randul pacientilor cu leziuni asociate infectiei cu HPV urmatorii
markeri:
A. Markeri de stres oxidativ

1. Markeri generali
- Statusul antioxidant total (TAS)
- Statusul oxidant total (TOS)
- Indicele de stres oxidativ (OSI)

2. Markeri specifici
- 4-hidroxinonenal (4-HNE)
- 8-hidroxi-deoxiguanozina (8-OHdG)
- Produsi finali de glicare avansata (AGEs)
- Pentozidina
- Receptorul solubil pentru produsii finali de glicare avansata (SRAGE)
- Markeri ai homeostaziei tiol-disulfuri (tiol total (TT), tiol nativ (TN), disulfuri

(DS))
B. Markeri ai inflamatiei

- Proteina C reactiva hipersensibila (hsCRP)
- Viteza de sedimentare a eritrocitelor (VSH)
- Fibrinogenul

- Interleukina-6 (IL-6)

4.6. Metode de lucru

A. Tehnica ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
a. ELISA sandwich: sSRAGE, IL-6, pentozidina
b. ELISA competitiva: AGEs, 4-HNE, 8-OHdG

B. Metoda spectrofotometrica: TAS, TOS, TN, TT, DS
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C. Metoda coagulometrica: fibrinogenul

D. Metoda latex imunoturbidimetrica: hsCRP

E. Metoda automata de citire: VSH

Toate determinarile s-a realizat in duplicat. Am respectat protocoalele de lucru puse la

dispozitie de catre producatorii kit-urilor folosite.

5. Rezultate si discutii

Generarea stresului oxidativ reprezinta unul dintre mecanismele implicate Tn apararea
anti-infectioasd. Patrunderea unui virus in organism conduce la activarea fagocitelor care pe de
o parte vor elibera SRO, iar pe de alta parte vor sintetiza citokine prooxidante precum TNF alfa
sau IL-1, care vor intretine stresul oxidativ. TNF alfa ulterior va fi implicat in eliberarea
factorului de transcriptie NF-kB, care ajuns la nivel nuclear se va lega de ADN si va promova
procesul de sintezd a componentelor virale. Expresia NF-kB poate fi inhibatd de prezenta
antioxidantilor, precum glutationul. IL-1 este eliberata de monocite, si va induce eliberarea de
lactoferind de la nivelul neutrofilelor. Lactoferina va lega fierul, dar in anumite conditii
capacitatea de legare este depasita, fierul ramane liber si poate participa la reactia Fenton prin
care se genereaza SRO (49).

SRO joaca un dublu rol, pe de o parte participa la procesul de aparare impotriva
patogenului, dar in acelasi timp au efecte nocive asupra celulelor gazdei, conducand la diferite
leziuni tisulare (49). De asemenea, trebuie avut in vedere ca SRO au un efect genotoxic. Astfel,
in urma expunerii prelungite la SRO si in contextul unui proces inflamator cronic se poate
dezvolta un proces malign. SRO actioneaza ca mesageri secunzi, conducand la activarea a
numeroase cdi de semnalizare (13,50). Pentru a masura nivelul stresului oxidativ se pot masura
markeri ai principalelor procese asociate stresului oxidativ precum peroxidarea lipidelor,
oxidarea proteinelor, acizilor nucleici, etc. O altd metoda este punerea in evidenta a nivelului
antioxidantilor, care va fi scazut in cazul stresului oxidativ accentuat (51).

Datele din literatura referitoare la markeri de stres oxidativ la pacienti cu veruci genitale
si/sau palmo-plantare sunt putine. Numarul de studii este limitat si de asemenea numarul
markerilor studiati este redus. in plus cercetirile cu privire la stresul oxidativ in alte afectiuni

asociate HPV, sunt intr-un numar limitat
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In studiul nostru am analizat un panel larg de markeri ai stresului oxidativ si markeri ai
inflamatiei si am analizat inter-relatia dintre cele doud procese, in doua grupuri de pacienti cu
veruci palmo-plantare si genitale, comparativ cu un grup control si de asemenea am comparat

cele doud grupuri de pacienti intre ele.

5.1. Date generale

Verucile palmo-plantare au o incidenta crescuti in randul copiilor si adultilor tineri. In
cazul adultilor tineri prevalenta este de 3,5% (52). Noi nu am inclus in studiu copii, astfel, varsta
medie a fost de 31,57 ani. Dupa aplicarea criteriilor de excludere, numarul femeilor si barbatilor
a fost asemdnator (14 vs. 12). Factorii de risc identificati au fost frecventarea sélilor de sport si
a piscinelor. Dar pentru multi dintre pacienti (16 din 25) nu am identificat un factor de risc.

Cu privire la leziunile ano-genitale incidenta variaza intre 160 si 289 de cazuri la 100.000
de locuitori. Referitor la varstd, conform unui review sistematic recent, la femei au fost
diagnosticate cel mai frecvent in jurul varstei de 24 de ani, iar la barbati intre 25 si 29 de ani
(53,54). In studiul nostru vérsta medie a fost de 29 de ani. Au fost inclusi in studiu 10 barbati si
5 femei. Unul dintre principalii factorii de risc este lipsa utilizarii prezervativului, cu toate ca,
chiar si in cazul utilizarii acestuia protectia nu este de 100%. in studiul nostru, doar 2 dintre cei
10 barbati participanti la studiu au utilizat prezervativul intotdeauna, majoritatea afirmand ca il
utilizeaza uneori.

Avand in vedere ca prezenta unei infectii cu transmitere sexuala reprezinta un semnal de
alarma pentru prezenta si altor astfel de infectii, am realizat screening-ul tuturor pacientilor.
Inainte de aplicarea criteriilor de excludere au fost analizati 53 de pacienti, dintre acestia 1 era
infectat cu Neisseria gonorrhoeae, 2 cu Chlamydia trachomatis, 1 cu Treponema pallidum si 1

cu virusul imunodeficientei umane (HIV).

5.2. Markeri generali de stres oxidativ

In prima sectiune a studiului nostru am analizat markeri generali de stres oxidativ (TAS,
TOS s1 OSI). Cu privire la TAS si TOS, am obtinut valori medii semnificativ statistic mai mari
in grupurile de pacienti cu veruci palmo-plantare si genitale comparativ cu grupul control in
cazul TOS, respectiv mai mici in cazul TAS. Dar valorile medii dintre cele doud grupuri de

pacienti nu au fost diferite din punct de vedere statistic. De asemenea OSI a fost semnificativ
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statistic mai crescut in grupurile de pacienti comparativ cu grupul control. Aceste rezultate
indica faptul ca exista un dezechilibru intre oxidanti si antioxidanti in cazul pacientilor cu veruci,
dezechilibru care pare sd nu fie influentat de localizarea leziunilor. Corelatia negativa dintre
TAS si TOS obtinuta in grupurile de pacienti cu veruci reprezinta un argument suplimentar.
Rezultatele noastre sunt in concordanta cu cele obtinute de catre Erturan si colab. (48).

Trebuie avut in vedere ca la nivel cutanat existd un sistem antioxidant foarte bine
reprezentat. Astfel, antioxidantii par sa aiba un rol important in patogeneza mai multor boli
cutanate precum vitiligo, alopecia areata, eczemi, etc. In acest context administrarea
antioxidantilor, topica sau sistemica, ar putea fi benefica (45). Spre exemplu, polifenolii au
capacitate antioxidanta, pot perturba apoptoza, inhiba cresterea celulara si sinteza de ADN. Pot
modula cai de transductie si limita progresia celulelor infectate cu HPV si dezvoltarea

fenotipului malign, activarea /reprimarea unor factori de transcriptie redox sensibili (55).

5.3. Markeri specifici de stres oxidativ

5.3.1. 4-HNE

Nivelul seric de 4-HNE, marker al peroxidarii lipidice, a fost semnificativ mai crescut
in grupurile de pacienti cu veruci, comparativ cu grupul control (p<0,01). Nu s-au observat
diferente semnificative intre cele doud grupuri de pacienti cu veruci. Peroxidarea lipidica este
un proces foarte important la nivel cutanat, aici aflandu-se o cantitate crescuta de lipide.
Majoritatea cercetatorilor au determinat markerii peroxidarii lipidice in ser, determinarile la
nivelul pielii fiind dificile. Studiile arata ca profilul lipidelor de la nivelul pielii este aparte,
neregasindu-se si in alte tesuturi (44). 4-HNE, o aldehida nesaturata cu reactivitate crescutd, este
unul dintre cei mai importanti markeri ai peroxidarii lipidice, care participa in procese de
inflamatie si raspuns imun. Are capacitatea de a interactiona cu grupdrile tiol din structura
proteinelor sau a gluationului (56). Interactiunea dintre 4-HNE si proteine conduce la
modificarea functiei acestora din urma si translocarea lor la nivelul membranei celulare (56).
Are loc afectarea sintezei proteinelor, functiei ADN sau ARN, blocarea ciclului celular si
apoptoza (57).

In alte studii vizand pacientii cu leziuni asociate infectiei cu HPV, nivelul peroxidarii

lipidice a fost determinat utilizdnd drept marker MDA. Astfel, Cokluk si colab. au determinat
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la pacienti cu veruci genitale nivelul peroxidarii lipidice, prin masurarea MDA 1n probe de
sange. In plus au determinat GPx eritrocitara, CAT si paroxonaza si au comparat rezultatele cu
cele obtinute la un grup control. Nivelul peroxidarii lipidice exprimat prin MDA a fost crescut
la cei cu veruci genitale comparativ cu lotul control. De asemenea, activitatile enzimelor CAT
s1 GPx au fost crescute la acesti pacienti, ceea ce sugereazad activarea sistemelor antioxidante
impotriva mediatorilor stresului oxidativ (30).

Nu sunt disponibile alte studii care au determinat nivelul 4-HNE la pacienti cu veruci,
sau in alt tip de infectie cu HPV, pentru investigarea peroxidarii lipidice fiind folositi alti
markeri. Astfel studiul nostru, aduce in atentie utilitatea acestui marker in evaluarea peroxidarii

lipidice 1n randul acestor pacienti (58).

5.3.2. 8-OHdG

Un alt marker pe care l-am determinat a fost 8-OHdG, marker al oxidarii ADN (59). in
studiul nostru, comparativ cu grupul control, valorile medii ale 8-OHdG au fost semnificativ
mai crescute in randul pacientilor cu veruci, fara a fi diferente intre grupurile de pacienti. Astfel,
desi nu sunt implicate tipuri oncogene, are loc un proces care asociaza leziuni la nivelul ADN,
care probabil sunt reparate de mecanismele de protectie.

Din ce in ce mai multe cercetari arati cd 8-OHdG este un marker de stres oxidativ,
nivelurile crescute se coreleazd cu un risc mai mare de neoplazie, dar este si un marker al
fenomenului de imbatranire, in afectiunile degenerative (60). Cantitdti crescute de 8-OHdG
acumulate in ADN nuclear si mitocondrial in urma stresului oxidativ cronic, Intretinut in cele
mai multe cazuri de un proces inflamator cronic au fost puse in evidenta in leziuni preneoplazice
si neoplazice (61). In plus, nivelul siu se pare ci este influentat de stilul de viata si de dieta (60).

Dintre speciile de oxigen cel mai frecvent interactioneaza cu ADN, radicalul hidroxil,
ceea ce va conduce la alterarea structurii acestuia, cu precadere a bazelor purinice si
pirimidinice. Cea mai oxidatd bazd este guanina, astfel 8-OHdG este cel mai reprezentativ
marker (62). Oxidarea ADN poate fi masuratd prin determinarea 8-OHdG in ser sau prin
extractia de ADN de la nivel celular. A doua metoda este dificila avand in vedere ca extractia
in sine se asociaza cu un grad de stres oxidativ care va influenta rezultatul final (63).

8-OHdG la pacienti cu veruci a mai fost determinat doar de Erturan si colab. care au

obtinut rezultate aseminitoare cu ale noastre (48). In schimb, 8-OHdG a fost determinat in
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afectiuni premaligne si maligne provocate de infectia cu HPV. Hiraku si colab. au analizat probe
de tesut de la 9 paciente cu CIN 1, 10 cu CIN 2, 6 cu CIN 3 si 5 cu condiloame acuminate din
punct de vedere al leziunilor oxidative ale ADN, utilizand metode imunohistochimice pentru a
determina 8-nitroguanina si 8-OHdG. S-a pus in evidentd o relatie directd intre expresia 8-
nitroguaninei si 8-OHdG si gradul CIN. Atunci cand s-au comparat leziunile de CIN 3 si
condiloamele acuminate din punct de vedere al leziunilor oxidative ale ADN, acestea au fost
semnificativ mai importante in cazul CIN 3 (31).

Astfel, in verucile genitale sau non-genitale, 8-OHdG nu trebuie privit ca un marker de
risc oncogen ci un marker de stres oxidativ ca urmare a persistentei infectiei. Aceste rezultate
arata ca si In cazul leziunilor benigne asociate infectiei cu HPV are loc lezarea ADN. Totusi,
consideram ca ar fi interesant de realizat o corelatie intre nivelul 8-OHdG si tipul de HPV

implicat 1n veruci.

5.3.3. AGE:s si pentozidina

Atunci cand am analizat rezultatele privind determinarea AGEs in cele 3 grupuri, am
observat ca diferentele nu au fost semnificative statistic intre grupuri (p>0,05). Totusi nivelul
AGE:s a fost usor mai crescut in grupurile de pacienti comparativ cu grupul control. In schimb,
atunci cand am determinat nivelul seric al pentozidinei, valorile au fost semnificativ mai
crescute in randul pacientilor cu veruci comparativ cu subiectii sanatosi (p<0,01). Astfel
consideram ca global procesul de glicare nu a fost semnificativ mai accentuat in cazul pacientilor
cu HPV, dar cand am analizat un marker specific, pentozidina, diferentele au fost importante
ceea ce denotd activarea unor cai ce conduc la sinteza crescutd a acestui compus. Este primul
studiu care determina AGEs si pentozidina la pacienti cu veruci.

AGEs sunt implicati in oxidarea glucidelor, lipidelor si aminoacizilor rezultand aldehide
care se vor lega prin legaturi covalente de proteine (64). Acumularea AGEs la nivelul tesuturilor
conduce la inflamatie, la aparitia unui dezechilibru intre oxidanti si antioxidanti in favoarea
primilor, alterarea raspunsului imun si cresterea riscului dezvoltarii unei infectii (108).
Acumularea AGEs a fost observatd in mai multe afectiuni (65,66). Sinteza endogena de AGEs
apare in conditii de hiperglicemie sau atunci cand se produce un dezechilibru al statusului redox,
in boli cronice (boald renala cronicd) sau in cadrul procesului de Tmbatranire. Exista un ciclu

vicios, formarea AGEs conduce la generarea SRO prin activarea RAGE, care ulterior conduce
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la producerea unor niveluri si mai mari de AGEs (67). Cele mai susceptibile componente la
efectele daunatoare ale AGEs sunt colagenul de tip IV din structura membranei bazale, mielina,
tubulina si fibrinogenul, care sufera glicare avansata. Sunt susceptibile cu precadere elementele
cu un furnover scazut, procesul de glicare avansata avand loc pe o perioada mai lungd de timp
(68).

Compusi din clasa AGEs precum pentozidina, piralina, N-carboximetil-lizina daca se
acumuleaza la nivel cutanat conduc la procese degenerative, la modificdri ale elastinei si
colagenului, interfera cu actiunea matrix metaloproteinazelor si regenerarea dermului (69).
Pentozidina este generata prin glicozilarea non-enzimatica a gruparilor amino din structura
proteinelor. Poate interactiona cu RAGE conducand la stres oxidativ si activarea expresiei NF-
kB. La pacientii cu diabet zaharat s-a pus in evidentd un nivel crescut al pentozidinei, care s-a
normalizat dupd tratamentul cu metformin (70). S-a observat ca pentozidina este implicata si in
inflamatie. Astfel nivelul pentozidinei a fost mai crescut la cei cu sindrom inflamator (71).

AGE:s si pentozidina nu au mai fost determinati la pacienti cu leziuni asociate infectiei
cu HPV, astfel rezultatele noastre deschid noi céi in studierea patogenezei acestui virus, in care

glicooxidarea pare sa fie implicata.

5.3.4. SRAGE

in studiul nostru, in ceea ce priveste nivelul seric al SRAGE, cel mai important receptor
pentru AGEs, valorile au fost mai scazute in randul pacientilor comparativ cu grupul control,
dar cu semnificatie statistica doar in cazul pacientilor cu veruci palmo-plantare. Intre pacientii
cu veruci palmo-plantare si genitale diferentele nu au fost semnificative.

Acumularea AGEs 1n tesuturi conduce la activarea RAGE membranar care este localizat
pe suprafata celulelor inflamatorii si epiteliale. In conditii bazale, RAGE este exprimat la un
nivel scazut de numeroase celule printre care celule endoteliale, inflamatorii, celule de la nivel
cardiac, renal, sistem nervos, etc (72). Nivelul RAGE creste in diferite conditii patologice
precum diabet zaharat, boala cardiovasculara, cancere, etc (73). RAGE are numerosi liganzi, iar
legarea acestor liganzi conduce la activarea a numeroase cai (74). sSRAGE, forma solubila a
receptorului este considerat un marker de protectie, avand rolul de a lega liganzii RAGE,

impiedicand activarea acestuia. Totusi se pare ca rolul sau este limitat avand 1n vedere ca nivelul
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sRAGE este mai mic decat nivelul liganzilor (75). Mai multe studii au incercat utilizarea SRAGE
pentru a bloca efectele nocive ale RAGE (76).

Bazat pe aceste observatii, am analizat corelatia dintre SRAGE si markeri de stres
oxidativ. S-a observat o corelatie negativa intre SRAGE si AGEs in cele 2 grupuri de pacienti,
cu semnificatie statistica in cazul grupului cu veruci palmo-plantare. De asemenea, s-a observat
o corelatie importantd intre SRAGE si pentozidind in grupul cu veruci palmo-plantare,
semnificativa statistic. In grupul celor cu veruci genitale, nivelul corelatiei a fost mai slab, fara
semnificatie statistica. Aceste rezultate atrag atentia asupra importantei axei AGEs-RAGE in
patogeneza infectiei cu HPV. Interactiunea dintre AGE si RAGE, localizat pe macrofage
declanseaza stres oxidativ si activarea caii de semnalizare p21/MAPK si activarea NF-kB, ce
are ca rezultat exprimarea endotelinei 1, proteina de adeziune celulara vasculard (VCAM)-1 si
trombomodulinei. De asemenea, cercetirile indica o reducere a mecanismelor antioxidante cu
reducerea glutationului si a vitaminei C, in urma activarii axei AGEs-sRAGE (77).

Corelatiile dintre SRAGE si TOS, in ambele grupuri au fost negative, semnificative
statistic si pozitive cand corelatia s-a realizat cu TAS, ceea ce demonstreaza rolul pe care il joaca
sRAGE ca factor de protectie in randul acestor pacienti. Atunci cand am realizat corelatii intre
sRAGE si markerii inflamatiei, nu s-au obtinut corelatii semnificative statistic (exceptie fiind
corelatia negativd cu IL-6, in cazul pacientilor cu veruci palmo-plantare). Aceste rezultate
trebuie interpretate si in contextul selectdrii pacientilor fard sindrom inflamator evident,
markerii inflamatiei studiati neavand valori semnificativ mai crescute comparativ cu grupul
control.

Se pare cd existd o legatura intre RAGE si inflamatie, fiind exprimat la nivelul
neutrofilelor, macrofagelor si limfocitelor. Mai mult, receptorul este implicat in recrutarea
leucocitelor si este exprimat de celulele endoteliale in conditii de inflamatie sau leziune tisulara
(78). AGEs induce activarea RAGE iar ulterior va fi declansat un proces inflamator si generarea
stresului oxidativ (64). Intr-o cercetare recentd, s-a pus in evidentd ci expresia crescutd de
RAGE la nivel celular conduce la niveluri crescute de TNF-a, IL-18, IL-6, molecula de adeziune
intercelulara (ICAM)-1 si COX-2. Administrarea de antagonisti de RAGE a condus la scaderea
IL-6 si a inhibat activarea NF-kB (79).

Rezultatele noastre aratd ca cel mai probabil a avut loc consumul sRAGE in contextul

stresului oxidativ, astfel am putea considera ca sSRAGE joaca un rol protector, de contracarare a
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efectelor stresului oxidativ, in rdndul acestor pacienti. Un argument suplimentar este corelatia
negativa cu TOS. Astfel administrarea SRAGE ar putea avea un rol in terapie (80). Legarea a
diferiti liganzi la nivelul RAGE conduce la activarea a diverse cdi de semnalizare ce presupun
generarea SRO, fapt ce poate fi blocat prin administrarea de SRAGE (81) (102).

Este primul studiu care analizeazd rolul axei AGEs-sRAGE 1in patogeneza verucilor
genitale si aduce suplimentar in atentie pentozidina, unul dintre cei mai importanti membri din
clasa AGEs. Modularea acestei axe ar putea fi implicatd in contracararea efectelor stresului
oxidativ si in intelegerea si a altor mecanisme implicate in infectia cu HPV, neelucidate pana
acum.

De remarcat ca intre valorile markerilor specifici de stres oxidativ nu au fost diferente
semnificative statistic in ceea ce priveste grupul de pacienti cu veruci palmo-plantare si veruci
genitale. Astfel, pare ca tipul de HPV nu influenteaza in mare masura nivelul stresului oxidativ,
in cazul leziunilor benigne asociate cu tipuri de HPV cu risc scazut. Pentru clarificare sunt

necesare studii suplimentare.

5.3.5. Homeostazia tioli-disulfuri

In studiul nostru, analiza markerilor homeostaziei tioli-disulfuri a condus la urmatoarele
rezultate. Nivelul tiolului total a fost mai crescut in grupurile de pacienti comparativ cu grupul
control, dar fara semnificatie statistica in cazul grupului cu veruci genitale. Cu privire la tiolul
nativ de asemenea valorile au fost usor mai crescute in grupurile de pacienti comparativ cu
grupul control. Acest fapt denotd ca 1n cazul pacientilor cu veruci tiolii reprezintd compusi cu
rol in apdrarea antioxidantd, nivelul lor crescand ca raspuns impotriva stresului oxidativ.

Transformarea tiolilor in disulfuri reprezintd un marker al oxidarii proteinelor. In ultimii
ani, homeostazia tiol-disulfuri a fost studiata in diverse afectiuni dermatologice. Au fost obtinute
diferite rezultate, dar toate atesta rolul tiolilor si disulfurilor in echilibrul oxidanti-antioxidanti
si implicarea in patogeneza. Tiolii sunt parte importanta a sistemului antioxidant jucand un rol
esential Tn mecanisme precum apoptoza, activarea unor cai de semnalizare, detoxifiere, etc (82).
Oxidarea grupdrilor tiol din structura a diferiti compusi conduce la formarea acidului cistein
sulfenic un compus cu o reactivitate crescutd, care va interactiona si cu alte grupari tiol
formandu-se legaturi disulfurice (83). Tiolii reprezinta parte importanta a sistemului antioxidant

(84).
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Nivelul seric al disulfurilor a fost mai crescut la pacientii cu veruci comparativ cu grupul
control, dar fard semnificatie statisticd. Aceste rezultate sugereaza un posibil dezechilibru in
homeostazia tiol-disulfuri, subliniind din nou un potential rol al antioxidantilor in tratamentul
verucilor. Acest fapt este sustinut si de valorile mai crescute ale rapoartelor DS/TT si DS/TN in
randul pacientilor cu veruci comparativ cu grupul control (p<0,01). Aceste rezultate denota
capacitatea depasitd a tiolilor ca elemente antioxidante. Rezultatele noastre sunt in concordanta
cu cele obtinute de Erturan si colab. cu mentiunea ca acestia atunci cand au calculat nivelul
disulfurilor nu au Tmpartit la doi, conform formulei propusa de Erel (85).

Trebuie avut in vedere ca la nivelul proteinei L1 a capsidei se afla reziduuri de cisteina.
S-a observat ca dacd pseudovirioni de HPV16 sunt pusi in contact cu agenti care reactioneaza
cu tiolii, acestia isi pierd infectivitatea. Astfel nivelul crescut de tioli ar putea reprezenta un
mecanism prin care este blocata actiunea HPV (86).

Giuliano si colab. au urmarit 433 de paciente infectate cu HPV timp de un an din punct
de vedere al infectiei cu HPV. In lunile 0, 4, 8 si 12 s-a realizat analiza PCR pentru detectia
HPV. S-a observat ca 248 au avut o infectie tranzitorie si 185 persistentd. Suplimentar pacientele
au completat un chestionar referitor la dieta lor. Astfel s-a pus in evidenta ca cele cu infectie
persistentd au avut o dietd mai scazutd in antioxidanti decat celelalte. Consumul de papaya pare
sa aiba un rol important (87).

Rezultatele obtinute din studiul markerilor homeostaziei tioli-disulfuri vin in
completarea celor obtinute in urma studiului sSRAGE si subliniaza ipoteza utilitdtii terapiilor
antioxidante 1n tratamentul leziunilor asociate infectiei cu HPV. Pana acum acesti markeri nu
au mai fost studiati in veruci, exista disponibile doar rezultatele obtinute de Erturan si colab.,

cercetarea lor desfasurandu-se concomitent cu cercetarea noastra.

5.4. Markeri ai inflamatiei

Stresul oxidativ si inflamatia sunt doud procese interconectate. Inflamatia face parte din
raspunsul imun inndscut, jucand un rol important in apdrarea Tmpotriva a diversi patogeni.
Stresul oxidativ este implicat in dezvoltarea si promovarea unui raspuns inflamator cronic. In
acelasi timp producerea in exces de SRO conduce la un dezechilibru al raspunsului imun. Exista

un cerc vicios, spre exemplu SRO conduc la oxidarea proteinelor, iar proteinele oxidate
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activeazd diferite cai ale inflamatiei (88). In consecintd am analizat o serie de markeri ai
inflamatiei in studiul nostru.

Principalul marker al raspunsului inflamator a fost hsCRP, in grupurile de pacienti cu
veruci nivelul seric fiind mai crescut decét in grupul control. CRP nu trebuie privitd doar ca un
marker al inflamatiei, trebuie avut in vedere ca joaca un rol activ n acest proces. Se poate lega
de fragmentul Fc al IgG conducand la activarea unor céi de semnalizare si eliberarea de citokine
proinflamatorii si poate recunoaste molecule non-self (89). De asemenea, CRP poate
interactiona cu NO, care este implicat in procese de inflamatie, vasodilatatie §i neurotransmisie.
Mai mult, se pare ca CRP poate influenta expresia genelor implicate in formarea NO sintetazei
(90).

Pentru a detecta valori scazute ale CRP, este necesara masurarea hsCRP. Sinikumpu si
colab. au efectuat un studiu pe un grup mare de indivizi, 1.930 la care au detectat nivelul hsCRP
cu scopul de a pune in evidenta o legatura intre un nivel scazut de inflamatie si bolile cutanate.
Studiul a concluzionat ca niveluri crescute ale hsCRP se asociaza cu dermatita atopicd, rozacee
si onicomicoza (91).

Nivelul hsCRP nu a mai fost determinat in cazul pacientilor cu veruci pand acum, dar
CRP a fost determinat in mai multe cazuri de neoplazii asociate infectiei cu HPV. Obaseki si
colab. au determinat CRP la pacienti cu carcinom orofaringian, pozitiv sau negativ pentru HPV.
Nivelul CRP a fost mai crescut la cei HPV pozitivi. Mai mult, in grupul celor HPV negativi, dar
cu valori mai crescute s-a observat o ratd de supravietuire mai scazuta (92).

in studiul nostru, analiza corelatiei intre markerii de stres oxidativ si inflamatie, ludnd
ca marker reprezentativ hsCRP, a pus 1n evidenta ca nu existd o corelatie intre TAS si hsCRP,
dar exista o corelatie pozitivd intre TOS si hsCRP, ceea ce demonstreazd conexiunea dintre
stresul oxidativ si inflamatie In cazul pacientilor cu veruci. Atunci cand ne-am raportat la
markerii specifici de stres oxidativ, s-a obtinut o corelatie importanta doar intre 4-HNE si hsCRP
in grupul de pacienti cu veruci genitale. Mai multe studii au demonstrat ca existd o interrelatie
intre stresul oxidativ si inflamatie in infectia cu HPV, in special in cancerul de col uterin. Astfel
inflamatia si stresul oxidativ reprezintda cei mai importati cofactori in declansarea
carcinogenezei, HPV singur nefiind capabil sa induca un proces malign (13).

Astfel atat rezultatele noastre cat si rezultatele altor cercetatori prezentate aratd ca

prezenta HPV induce un anume grad de inflamatie. Initial virusul nu induce un proces inflamator
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dar persistand treptat se dezvolta un astfel de proces (13). Wortsman si colab. au evaluat verucile
plantare prin ecografie Doppler si au observat semne de inflamatie la nivelul tesutului
inconjurator, cresterea fluxului sanguin si in unele cazuri bursitd sau edem la nivelul tesutului
subcutanat (93).

In studiul nostru, nivelul IL-6 a fost mai crescut in randul pacientilor cu veruci, dar fara
semnificatie statistica. Este pentru prima data cand acest marker este determinat la pacienti cu
veruci si poate sta la baza intelegerii mecanismelor implicate in persistenta virusului la nivelul
acestor leziuni.

IL-6 s-a dovedit a fi implicata in procese precum inflamatia, controlul raspunsului imun,
hematopoieza si oncogeneza (94,95). Este implicatd in imunitatea Tnnascutd prin activarea
leucocitelor si generarea proteinelor de faza acuta la nivel hepatic (96). Eliberata la nivel cutanat
cu precadere de keratinocite, joaca un rol important in cresterea si diferentierea celulara. IL-6
se poate asocia cu receptorul sau solubil IL6-R si activa celule care nu exprima pe suprafata lor
receptori pt IL-6 si altfel ar fi non-responsive la actiunea IL-6 (97).

In studiul nostru, nivelul fibrinogenului a fost in limite normale, pacientii cu sindrom
inflamator fiind exclusi din studiu, dar valorile au fost mai mari in rdndul pacientilor decét in
grupul control. De asemenea valoarea VSH a fost mai crescutd in cazul pacientilor cu veruci,
comparativ cu grupul control.

Fibrinogenul este o glicoproteind care are in structura sa 3 perechi de lanturi
polipeptidice unite prin 29 de punti disulfurice. Este implicat in angiogeneza, coagulare,
vindecarea plagilor si inflamatie. Prin actiunea trombinei se transforma in fibrind, o molecula
esentiald in procesul de trombogeneza (98). Fibrinogenul are un rol important in procesul
inflamator, fiind implicat in diferite cai de semnalizare. Interactioneaza cu celulele endoteliale,
plachete, leucocite circulante. etc. Fibrinogenul are capacitatea de a se lega de celulele imune si
conduce la activarea acestora prin interactiuni de tip ligand-receptor (99).

Aceste rezultate aratd ca pacientii cu veruci au un proces inflamator mai accentuat decat
cei fara veruci, dar fara sa fie depasita valoarea prag a sindromului inflamator, proces care este
accentuat In contextul stresului oxidativ, pe care 1-am pus in evidenta in randul acestor pacienti.
Legatura dintre cele doua procese a fost pusa in evidenta si de corelatia dintre hsCRP si TOS,
discutata mai sus. Acest fapt este confirmat si de catre Sulliman si colab. care au pus in evidenta

o corelatie pozitiva intre nivelul pentozidinei, marker de stres oxidativ si hsCRP, fibrinogen si
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IL-6 (71). In plus, trebuie avut in vedere ca pentru a pune in evidentd procesul inflamator in
cazul acestor pacienti este necesara studierea unor markeri foarte sensibili ai inflamatiei care sa
vizeze caile implicate in patogeneza HPV. Astfel consideram ca ar fi utila identificarea si a altor
markeri ai inflamatiei care se modifica in cazul pacientilor cu veruci. Acest fapt ar putea face

lumina in rolul inflamatiei in cazul acestor pacienti.

5.5. Stresul oxidativ si elemente clinice

Am investigat dacd exista o corelatie Intre markeri de stres oxidativ si elemente clinice.
Am luat in calcul numarul leziunilor si durata acestora. Am analizat daca exista o corelatie Intre
numarul leziunilor si markerii generali de stres oxidativ in cele doud grupuri de pacienti si am
observat ca valorile markerilor TAS, TOS si OSI nu sunt influentate de numarul leziunilor.
Sasmaz si colab. de asemenea au stratificat pacientii cu veruci in functie de numarul, localizarea
si tipul leziunilor dar nu au gasit o legatura intre acesti parametri si markerii de stres oxidativ
studiati (29).

Stratificarea pacientilor in functie de durata bolii s-a putut realiza doar in cazul celor cu
leziuni palmo-plantare, numarul celor cu leziuni genitale fiind prea mic. Au fost analizati
markerii generali de stres oxidativ si s-a observat ca valorile TAS sunt mai scazute la cei cu
leziuni cu durata mai lunga, iar valorile TOS mai crescute, dar fara semnificatie statistica. Aceste
rezultate sunt in concordanta cu cele obtinute de Erturan si colab. care au identificat valori ale
TOS si OSI mai mari, semnificative statistic la cei cu evolutie mai lungd a verucilor si valori
mai mici ale TAS nesemnificative statistic (48).

De asemenea, intr-un studiu recent s-au pus in evidenta niveluri mai crescute ale SOD
la pacienti cu veruci comparativ cu grupul control. S-au observat niveluri mai mari la cei cu mai
multe leziuni, in cazul in care leziunile evoluau de mai mult de 6 luni si in cazul celor cu un
istoric pozitiv pentru veruci vulgare, dar fara semnificatie statistica (100).

Pe baza acestor rezultate putem considera ca numarul leziunilor influenteaza intr-o mai
mica masura stresul oxidativ decat durata acestora. Astfel un nivel crescut al stresului oxidativ
poate fi un marker al leziunilor persistente si recalcitrante la tratament. Asadar in persistenta
virusului un rol il poate avea dezechilibrul dintre oxidanti si antioxidanti, care cel mai probail

interfera cu mecanismele de aparare ale gazdei.
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6. Concluzii

1. in cele mai multe cazuri pacientii cu veruci palmo-plantare nu au un factor de risc
identificat. Principalii factori de risc identificati au fost activitati la sala de sport sau piscina.

2. Screening-ul pentru infectii cu transmitere sexuald a pus in evidenta ca un procent
important (9,4%/5 pacienti din 53) dintre cei cu veruci genitale erau co-infectati, ceea ce
demonstreaza importanta screening-ului in randul acestor pacienti.

3. Majoritatea pacientilor cu veruci genitale prezentau factori de risc pentru dobandirea
unei infectii cu transmitere sexuald, precum lipsa utilizarii constante a prezervativului si un
numar crescut de parteneri.

4. In randul pacientilor cu veruci genitale si palmo-plantare exista un dezechilibru intre
antioxidanti (exprimat prin statusul antioxidant total - TAS) si oxidanti (exprimat prin statusul
antioxidant total - TOS), demonstrat de valorile scazute ale TAS si valorile crescute ale TOS in
randul acestor pacienti comparativ cu grupul control si de corelatia negativa dintre cei doi
parametri.

5. Nivelurile markerilor specifici de stres oxidativ 4-hidroxinonenal (4-HNE), 8-hidroxi-
2-deoxiguanozina (8-OHdG) si pentozidina au avut valori semnificativ modificate in randul
pacientilor cu veruci comparativ cu grupul control. Modificérile au fost mai mici in cazul
produsilor finali de glicare avansatda (AGEs) si receptorului solubil pentru produsii finali de
glicare avansatd (SRAGE). Astfel 4-HNE, 8-OHdG si pentozidina par sd fie markeri specifici
reprezentativi pentru a pune in evidenta stresul oxidativ in randul pacientilor cu veruci.

6. Rezultatele au aratat ca 4-HNE poate fi util in evaluarea peroxidarii lipidice in randul
pacientilor cu veruci, pana in prezent peroxidarea lipidica fiind evaluata prin alti markeri.

7. In randul pacientilor cu veruci este alterata homeostazia tioli-disulfuri, demonstrata
de modificarea rapoartelor disulfuri/tiol total (DS/TT) si disulfuri/tiol nativ (DS/TN), in
favoarea disulfurilor care participa la generarea stresului oxidativ. Aceste rezultate sugereaza
utilitatea terapiilor antioxidante in cazul acestor pacienti.

8. In randul pacientilor cu veruci nivelul crescut al inflamatiei a fost exprimat doar prin
proteina C reactiva hipersensibila (hsCRP), ceilalti markeri neavand modificari semnificative
pentru ambele grupuri, ceea ce denotd cad pentru a evidentia procesul inflamator sunt necesari

markeri cu sensibilitate crescuta si care vizeaza anumite cai ale inflamatiei.
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9. Corelatia negativd dintre SRAGE si TOS si pozitiva dintre SRAGE si TAS
demonstreaza ca SRAGE actioneaza ca un factor de protectie in cazul pacientilor cu veruci,
nivelul sau scazut fiind consecinta legarii de liganzii RAGE astfel fiind impiedicata activarea
RAGE.

10. Corelatia negativa intre SRAGE si AGEs si sRAGE si pentozidind in randul
pacientilor cu veruci, cu semnificatie statistica in cazul pacientilor cu veruci palmo-plantare,
demonstreaza posibilul rol al axei AGEs-RAGE in patogeneza infectiei cu HPV. Modularea
acestei axe ar putea avea rol 1n terapie.

11. Desi nu s-au observat modificari importante ale AGEs la pacientii cu veruci
comparativ cu grupul control, cand a fost determinat nivelul pentozidinei modificarile au fost
semnificative, astfel rezultatele noastre deschid noi céi in studierea patogenezei acestui virus, in
care glicooxidarea pare sa fie implicata.

12. Existda o corelatie slaba intre nivelul sSRAGE si statusul inflamator in randul
pacientilor cu veruci.

13. In niciunul dintre grupuri, stresul oxidativ nu a fost influentat de numarul leziunilor.

14. Desi fara semnificatie statisticd, durata leziunilor, daca este lungd, peste 6 luni pare
sd influenteze nivelul stresului oxidativ. Observatiile au putut fi realizate doar in cazul
pacientilor cu veruci palmo-plantare, in cazul pacientilor cu veruci genitale nu s-a putut realiza
stratificarea, numarul pacientilor fiind prea mic. Sunt necesare studii ulterioare in acest sens,
stresul oxidativ ar putea fi implicat in persistenta infectiei cu HPV.

15. Investigarea interrelatiei dintre inflamatie si stresul oxidativ, doud procese
interconectate, a pus in evidenta o corelatie pozitiva intre hsCRP si TOS in cele doua grupuri de
pacienti, semnificativa statistic doar in cazul pacientilor cu veruci palmo-plantare, ceea ce
demonstreaza ca procesul inflamator chiar si redus 1n cazul acestor pacienti poate potenta stresul
oxidativ.

16. Nu s-au observat diferente Intre pacientii cu veruci palmo-plantare si genitale nici in
cazul markerilor de stres oxidativ nici in cazul markerilor inflamatiei, ceea ce sugereaza ca
localizarea leziunilor nu influenteaza markerii studiati.

17. Datele privind aspectele studiate nu sunt suficient de bine reprezentate in literatura

de specialitate romaneasca si internationald. Sunt necesare studii suplimentare in echipe
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multidisciplinare care sd includd cel putin medici dermatologi, imunologi, microbiologi,
epidemiologi si de sanatate publica.

18. Este primul studiul din literatura romaneasca medicald care analizeaza stresul
oxidativ la pacienti cu veruci printr-un numdr mare de markeri. Rezultatele noastre au
demonstrat cd in cazul pacientilor cu veruci, indiferent de localizarea leziunilor, exista un nivel
mai crescut de stres oxidativ comparativ cu subiecti sandtosi. Continuarea in acest sens a unor
studii multicentrice ar putea aduce beneficii in intelegerea in profunzime a rolului stresului

oxidativ in patogeneza leziunilor dermatologice asociate infectiei cu HPV.

7. Originalitatea studiului

1. Originalitatea studiului constd in numarul mare de markeri de stres oxidativ analizati
la pacienti cu veruci. In literatura medicali, sunt disponibile si alte studii care au analizat markeri
de stres oxidativ la pacienti cu veruci, dar in niciunul nu a fost analizat un panel extins ca in
studiul nostru.

2. Markerii de stres oxidativ 4-HNE, sSRAGE si AGEs nu au mai fost analizati in alte
studii care au inclus pacienti cu veruci palmo-plantare sau genitale. De asemenea, markerii
homeostaziei tioli-disulfuri nu au mai fost analizati la pacienti cu veruci exceptand Erturan si
colab., studiu desfagurat concomitent cu studiul nostru.

3. Studiul nostru atrage atentia asupra rolului axei AGEs-RAGE in patogeneza infectiei
cu HPV. Mai mult, aduce in atentie rolul SRAGE, ca factor de protectie in randul acestor
pacienti, fapt ce poate sta la baza a noi terapii.

4. Este primul studiu care analizeaza statusul inflamator la pacienti cu veruci genitale si
palmo-plantare, utilizand ca markeri hsCRP, interleukina 6 (IL-6) si fibrinogen.

5. Este primul studiu care evalueaza relatia dintre stresul oxidativ si inflamatie la pacienti
cu veruci palmo-plantare si genitale.

6. Este primul studiu care analizeaza daca exista diferente cu privire la stresul oxidativ

si statusul inflamator intre pacientii cu veruci palmo-plantare si genitale.
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8. Limitele studiului

1. Numarul redus de pacienti. Unul dintre motivele pentru care am avut un numar redus
de pacienti a fost faptul reprezentat de strictetea criteriilor ceea ce a condus la eliminarea unui
numar mare de subiecti potentiali. Un alt motiv a fost refuzul unor pacienti eligibili de a participa
la studiu. Am inclus in cercetarea doctorald doar pacienti in faza preterapeutica ceea ce a limitat
suplimentar numarul de participanti la studiu. A trebuit sd avem in vedere ca unii pacienti in
momenul in care se adresau clinicii de dermatologie deja urmasera diferite tratamente
recomandate de medicul de familie, farmacist sau automedicatie. In plus, determinarea
markerilor de stres oxidativ si inflamatie este costisitoare. Astfel, cu toate cd am depus toate
eforturile posibile pentru a avea un numar cat mai mare de pacienti, am reusit sa atingem
numarul prezentat si discutat in teza de doctorat.

2. Studiul a fost unicentric. Extinderea studiului ar putea aduce date suplimentare care

sa completeze rezultatele obtinute.
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