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Rezumat

Introducere. Vitiligo este o afectiune cutanatda a carei etiologie este, pand
in prezent, incomplet elucidatda. Numeroasele metode terapeutice cunoscute nu
si-au dovedit in totalitate eficacitatea, in acest sens, fenitoina, prin activitatea sa
imunomodulatoare, fiind propusa ca si agent terapeutic in vitiligo. Pana in prezent
nu sunt studii publicate care sa ateste eficacitatea terapiei cu fenitoind in aceastd
afectiune.

Obiective. Evaluarea markerilor pro-oxidanti si antioxidanti in urma aplicarii
a doua metode terapeutice, PUVA terapia locald si, respectiv, terapia topicda cu
fenitoind, in vederea aprecierii eficacitatii fenitoinei in vitiligo.

Pacienti §i metoda. Evaluarea stresului oxidativ s-a realizat prin determinarea
echilibrului dintre agentii oxidanti (malondialdehida) si respectiv sistemele antioxi-
dante (capacitatea de donor de hidrogen). Pacientii eligibili au fost inclusi in doud
loturi de studiu, in functie de tratamentul urmat, terapia topica cu fenitoina gel 2% si,
respectiv, fotochimioterapia locald.

Rezultate. Expunerea tegumentului afectat de vitiligo la fenitoind topica
determind reducerea proceselor de peroxidare lipidica la 90% din pacienti, precum
§i stimularea sistemelor antioxidante la nivelul tesutului cutanat in 80% din cazuri,
similar metodei terapeutice cunoscute, PUVA terapia locala.

Concluzii. Aplicatiile topice de fenitoina se pot dovedi eficiente in tratamentul
vitiligo-ului, prin actiunea acestui agent asupra balantei oxidanti/antioxidani.
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COMPARATIVE ASSESSMENT OF PRO-OXIDANT AND ANTIOXI-
DANT MARKERS AFTER TOPICAL PHENYTOIN THERAPY AND PHOTO-
CHEMOTHERAPY IN VITILIGO

Abstract

Background. Vitiligo is a skin disease whose etiology is far from being completely
elucidated. Many therapeutic methods have not proven to be fully effective, therefore
phenytoin, through its immunomodulatory activity, has been proposed as a therapeutic
agent in vitiligo. No studies showing the efficacy of phenytoin in this condition have
been published so far.

Aims. Evaluation of pro-oxidant and antioxidant markers after two therapeutic
methods, topical PUVA therapy and topical therapy with phenytoin respectively, to
assess the effectiveness of phenytoin in vitiligo.

Patients and method. Oxidative stress was evaluated by determining the
balance between oxidants (malondialdehyde) and antioxidant systems (hydrogen donor
capacity). Eligible patients were enrolled in two groups according to the treatment
studied, namely phenytoin topical gel 2% and topical photochemotherapy.
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Results. The treatment with topical phenytoin reduced lipid peroxidation
processes in 90% of patients and stimulated the antioxidant systems of the skin in 80%
of the cases, similar to a known therapeutic method, topical PUVA therapy.

Conclusions. Topical applications of phenytoin may be effective in the treatment
of vitiligo, by its efficacy on the oxidant/antioxidant balance.

Keywords: vitiligo, oxidative stress, phenytoin.

INTRODUCERE

Vitiligo este o dermatoza intalnita la 0,5-2% din
populatie, caracterizatd prin aparitia de macule si placi
depigmentate, bine delimitate, al caror numar si dimensiuni
cresc progresiv in timp. Desi nu afecteazd mortalitatea si
morbiditatea generala, afectiunea poate avea consecinte
psihologice devastatoare asupra individului afectat si
asupra relatiilor cu cei din jur.

Desi s-au emis multe ipoteze pentru a explica
etiologia acestei afectiuni, fiecare fiind bazata pe dovezi
stiintifice, nici una dintre ele nu poate explica in totalitate
mecanismul disparitiei melanocitelor i formarea leziunilor
acromice, vitiligo fiind considerata in prezent o afectiune
multifactoriala [1].

Teoria stresului oxidativ In vitiligo sustine faptul ca
moartea melanocitelor rezultad dintr-o sensibilitate intrin-
secd crescuta la stresul oxidativ, secundara intermediarilor
toxici ai precursorilor melaninei sau din alte surse. Studiile
in vitro siin vivo pun in evidenta existenta stresului oxidativ,
prin intermediul acumularii de hidrogen peroxid (H,0,) si
peroxinitrit (ONOO(-)) in epidermul pacientilor cu vitiligo,
secundar nivelelor locale scazute de catalaza [2].

Pana la ora actuald nici una dintre metodele
terapeutice cunoscute nu si-a demonstrat in totalitate
eficacitatea, astfel ca alternativele terapeutice cu rezultate
mai mult sau mai putin benefice sunt testate permanent in
vitiligo, in vederea gasirii metodei optime de tratament [3].
Deoarece nici una din terapiile utilizate pana in prezent nu
a fost urmata de vindecare completa, gasirea unor compusi
noi, cu efect stimulator asupra procesului de repigmentare
si/sau cu efect supresor asupra reactiei imunologice locale
reprezinta o prioritate in tratamentul vitiligo-ului.

Difenilhidantoina este un agent anticonvulsivant
frecvent prescris, utilizat la nivel cutanat in tratamentul
epidermolizei buloase, al afectiunilor inflamatorii, al
ulcerelor; a fost folosit in tratamentul oral si topic al
lichenului plan. Rapoarte anterior publicate [4,5] sugereaza
ipoteza conform careia fenitoina poate reprezenta o optiune
viabild in tratamentul vitiligo-ului, tindnd cont de activi-
tatea imunomodulatoare cunoscuta si de efectele secundare
de repigmentare faciala observate in cursul terapiilor
afectiunilor neurologice. Pand la momentul actual nu sunt
studii finalizate care sa ateste eficienta aplicatiilor topice
de fenitoina 1n tratamentul acestei afectiuni.
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OBIECTIVE

Plecand de la premiza implicarii stresului oxidativ
in etiopatogenia vitiligo-ului, s-a evaluat amploarea acestui
posibil mecanism patogenetic, prin determinarea echilibru-
lui dintre agentii pro-oxidanti si sistemele antioxidante,
in urma aplicarii a doud metode terapeutice considerate a
reduce nivelul oxidantilor i a augmenta nivelul sistemelor
antioxidante, terapia topica cu fenitoind si respectiv PUVA
terapia locald. In acest fel se poate aprecia in ce masurd
fenitoina se poate dovedi utila in reechilibrarea balantei
pro-oxidanti/antioxidanti in vitiligo.

PACIENTI SI METODA

Evaluarea stresului oxidativ si a balantei oxidanti/
antioxidanti la pacientii cu vitiligo, in cazul studiului de fata
s-arealizat pe baza indicatorilor malondialdehida (MDA) si,
respectiv, capacitatea de donor de hidrogen (DH), evaluare
efectuata in laboratorul catedrei de Fiziologie din cadrul
Universitatii de Medicina si Farmacie “Tuliu Hatieganu”
Cluj-Napoca.

Pacientii cu vitiligo inclusi in studiu s-au prezentat
in serviciul Clinicii de Dermatologie din Cluj-Napoca,
avand ca si criterii de includere urmatoarele: pacienti cu
varsta mai mare de 18 ani care In prezent nu urmeaza nici
un tratament pentru aceasta afectiune, prezenta placilor
depigmentate de vitiligo, progresive sau stabile. Au fost
exclusi din studiu pacientii cu varsta < 18 ani sau pacientii
aflati sub alte tratamente sistemice sau topice pentru
vitiligo, precum si pacientii prezentand macule si placi
depigmentate secundare arsurilor termice, chimice, sau
altor afectiuni dermatologice. Diagnosticul de vitiligo a fost
stabilit prin evaluare clinica §i examinare cu lampa Wood
si s-a practicat evaluarea clinica si paraclinica in vederea
excluderii altor afectiuni autoimune asociate. Douazeci
de pacienti au finalizat toate etapele studiului, pe acestia
realizandu-se evaluarea finala.

Cei douazeci de pacienti eligibili au fost repartizati
aleator in grupuri de 1:1 pentru a urma fie terapie topica
cu fenitoind gel 2% (lotul I), fie fotochimioterapie
locala (Psoralen si UVA - lotul II). Dupa semnarea
consimtamantului informat, s-au practicat biopsii cutanate
din leziunile depigmentate sub anestezie locala cu xilina 1%,
ulterior crioconservate la -20°C. Dupa incheierea celor trei
luni de monoterapie, s-a practicat o noua biopsie cutanata
de la nivelul zonei tratate in vederea determinarii nivelului
de MDA, ca si indicator specific al stresului oxidativ,
precum si capacitatea de DH, ca $i masurda a sistemului
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antioxidant. Rezultatele au fost analizate statistic utilizand
programul SPSS 13.0 - Statistical Software Package (SPSS
Inc, Chicago, Illinois, USA). Valorile p<0.05 au fost
considerate semnificative din punct de vedere statistic.

Metoda de dozare a MDA prin fluorescenta

Pentru dozare, omogenatul tisular s-a fiert timp de o
ora cu o solutie de acid 2-tiobarbituric 10 mM in K2HPO4
75 mM pH=3. Dupa racirea brusca, produsul de reactie
a fost extras in n-butanol. Concentratia s-a determinat in
faza organica dupd separarea acesteia prin centrifugare.
Masurarea intensitatii emisiei s-a efectuat la 534 nm cu
un spectrofluorimetru Perkin Elmer (Massachusetts, USA)
printr-o tehnicd de fluorescenta sincrona la o diferenta de
lungime de unda intre excitatie si emisie (AA) de 14 nm.
Valorile concentratiei au fost exprimate in nmoli/ml [6].

Determinarea capacititii de DH

Masurarea capacitatii de DH a serului se bazeaza
pe reducerea radicalului stabil 1,1-difenil-picrilhidrazil
(DPPH) de catre o serie de componente antioxidante neenzi-
matice ale acestuia: glutation, tocoferol, acid ascorbic.
Aceasta reducere poate fi urmarita prin schimbarea culorii
de la violet la galben pal, monitorizatd prin modificarea
absorbantei la 520 nm [7] .

Capacitatea de DH se masoara 1n inhibitie % fatd de
probele de control, conform urmatoarei formule de calcul:

Inhibitie % = (Extinctie control — Extinctie proba de
ser) / Extinctie control x 100.

REZULTATE

Cei douazeci de pacienti luati in studiu au finalizat
aceasta evaluare pe o durata de 3 luni, zece pacienti urmand
terapie topicd cu fenitoind, in timp ce zece pacienti au
urmat fotochimioterapie locald. Nu s-a inregistrat niciun
abandon 1n cadrul studiului, datorat efectelor adverse sau
intolerantei regimului terapeutic.

S-au Inregistrat valorile MDA, precum si capacitatea
de DH, atat inainte cat si dupa trei luni de tratament (Tabel I).

Tabel I. Valorile MDA, precum si ale capacitatii de DH, inainte
si dupa terapie la pacientii cu vitiligo.

Pacient | Tratament MDA initial |MDA final |DH initial |[DH final
(nmoli/ml) (nmoli/ml) |(%inhibitie) |(%inhibitie)
1 fenitoina 1,141449 0,568292 3,36 5,32
2 fenitoina 4,513455 1,22678 5,63 6,42
3 fenitoind 1,822 0,478565 5,56 6,28
4 fenitoina 0,866034 0,210667 4,86 5,2
5 fenitoina 0,496185 0,348632 6.4 7,06
6 fenitoind 3,02396 1,22541 3,6 11,64
7 fenitoina 1,924588 1,369233 5,68 4,21
8 fenitoina 1,379714 1,45232 7,79 7,35
9 fenitoina 0,596345 0,254789 6,05 8,26
10 fenitoind 2,736364 0,109699 6,17 7,38
11 PUVA 0,776143 0,90195 6,47 7,36
12 PUVA 0,483 0,97224 4,15 5,63
13 PUVA 0,38553 0,63418 6,69 5,53
14 PUVA 1,245973 0,34587 2,39 4,83
15 PUVA 0,845213 0,341201 1,81 2,42
16 PUVA 0,58592 0,24103 4,28 5,03
17 PUVA 0,421598 0,228474 4,69 2,13
18 PUVA 0,511856 0,324178 3,6 8,2
19 PUVA 1,38399 0,78801 4,29 6,24
20 PUVA 0,2394 0,119731 7,62 7,95

Valoarea medie absolutd a variatiei MDA in urma
terapiei cu fenitoina (media + deviatia standard fiind 1,14
+ 1,45) este superioard valorii medii inregistrate in urma
PUVA terapiei (media + deviatia standard fiind 0,37 +
0,25), in timp ce valoarea medie absoluta a variatiei DH in
urma terapiei cu fenitoind (media + deviatia standard 1,78
+ 2,28) este inferioara valorii inregistrate In cazul PUVA
terapiei (media + deviatia standard 1,67 + 1,85).

Evaluarea celor doud metode terapeutice studiate
releva faptul cd ambele determina o reducere a nivelului de
oxidanti, respectiv MDA, precum si o crestere a nivelului
de antioxidanti, respectiv DH, la terminarea tratamentului
(Figura 1; Figura 2). Daca 1n cazul nivelului antioxidantilor
ambele metode terapeutice determind o crestere a acestora
in 80% din cazurile evaluate, in cazul nivelului oxidantilor
se observa superioritatea terapiei topice cu fenitoina, care
determina o reducere a nivelului MDA la 90% din pacienti,
in timp ce PUVA terapia locald determina reducerea
nivelului oxidantilor la doar 70% din pacienti.

Procent pacienti la care terapia
aplicata determina reducerea
nivelului MDA

Fenitoina PUVA

Terapie

Fig. 1. Distributia pacientilor aflati sub cele doua tipuri de
monoterapie luate in studiu in functie de capacitatea de reducere a
nivelului de pro-oxidanti.

Procent pacienti la care terapia
aplicata determina cresterea
nivelului DH

Fenitoina PUVA

Terapie

Fig. 2. Distributia pacientilor aflati sub cele doud tipuri de
monoterapie luate in studiu in functie de capacitatea de crestere a
nivelului de antioxidanti.

In ciuda corelatiei invers proportionale evidente intre
nivelele de MDA si respectiv DH in cazul ambelor tipuri de
tratament, corelatiile diferentelor de MDA si DH 1in functie
de tipul tratamentului PUVA vs. fenitoind nu prezintd
diferente semnificative. Aceste corelatii nesemnificative
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din punct de vedere statistic se pot atribui faptului ca lucram
pe un esantion de numai 20 de cazuri (Tabel II).

Tabel II. Evaluarea corelatiilor dintre nivelele de MDA si
respectiv DH.

Diferentele de [Diferentele de
MDA DH
PUVA 1 |Diferente MDA 1 -0,266
2 |Diferente DH -0,266 1
Fenitoina 3 |Diferente MDA 1 -0,264
4 |Diferente DH -0,264 1
DISCUTII

Implicatia stresului oxidativ si a speciilor reactive
ale oxigenului (SRO) in etiopatogenia vitiligo-ului a fost
investigatd in mai multe studii [8-11]. Stresul oxidativ a
fost propus ca si mecanism declangator al degenerescentei
melanocitare in aceasta afectiune, SRO putand induce
aparitia modificarilor pigmentare [12,13].

Epidermul uman reprezinta prima linie de aparare
impotriva radicalilor liberi. Datele curente sustin ipoteza
unui dezechilibru intre pro-oxidanti si antioxidanti la
nivelul melanocitelor si keratinocitelor pacientilor cu
vitiligo. Ipoteza stresului oxidativ sugereaza faptul ca
afectarea melanocitara poate fi determinata de o crestere
a stresului oxidativ, cu o inductie consecutiva a acumularii
de H,0, in epidermul acestor pacieni [14]. O reciclare
defectuoasa a tetrahidrobiopterin-ului in epiderm este
asociatd cu productia intracelulard de H,O, [15]. De
asemenea, nivele scazute ale sistemelor antioxidante, cum
ar fi superoxiddismutaza, catalaza, vitamina A, C, E au fost
evidentiate atat in epidermul lezional, cat si non-lezional
al pacientilor cu vitiligo [16]. O productie intracelulara
crescutd de SRO care pot interactiona cu macromolecule
cum ar fi proteine, lipide membranare si acizi nucleici
datorita disfunctionalitdtii mitocondriale, a fost observata
in cazul acestor pacienti [17].

MDA, ca si produs final al peroxidarii lipidice,
este in prezent acceptat ca si indicator specific al stresului
oxidativ. In timp ce unele studii au evidentiat un nivel
normal de MDA [18], altele au relevat un nivel crescut al
acesteia comparativ cu subiectii de control [12]. Indiferent
de nivelul MDA, procesul de lipoperoxidare rdmane o
manifestare majora a stresului oxidativ, reducerea acesteia
putdnd juca un rol esential in tratamentul vitiligo-ului.
Capacitatea de DH, ca §i masura a sistemului antioxidant,
reprezintd o marca a capacitatii de apdrare a tegumentului
pacientilor cu vitiligo. Este primul studiu care evalueaza
comparativ nivelele tisulare de MDA si de DH sub influenta
a doua metode terapeutice, aplicatiile topice de fenitoina si
respectiv PUVA terapia locala.

CONCLUZII

Expunerea tegumentului afectat de vitiligo la
fenitoind topicd determina reducerea proceselor de
peroxidare lipidica la nivelul tesutului cutanat, procese

evaluate prin intermediul nivelului tisular de MDA, similar
metodei terapeutice cunoscute, PUVA terapia locala.

Aceeasi metoda terapeuticd determind stimularea
sistemelor antioxidante protectoare la nivel cutanat, 1n
cazul de fata capacitatea de DH.

Desi corelatiile diferentelor dintre MDA si DH
inainte si dupa terapia aplicatd nu sunt semnificative din
punct de vedere statistic datorita dimensiunii esantionului,
invers proportionalitatea este evidenta, cu o reducere a
nivelului MDA 1n 90% si respectiv in 70% din cazurile
pacientilor aflati sub monoterapie cu fenitoind gel si,
respectiv, fotochimioterapie locala si cu o augmentare a
nivelului antioxidantilor in 80% din cazuri in cele doua
loturi. Se constata superioritatea terapiei topice cu fenitoina
in ceea ce priveste reducerea nivelului MDA, superioritate
care reprezinta un punct de plecare pentru studiile ulterioare
si, de asemenea, este prima evaluare de acest gen din
literatura de specialitate.

Desi pana in prezent nu exista un panaceu universal
in vitiligo, aplicatiile topice de fenitoina se pot dovedi
eficiente in tratamentul acestei afectiuni.
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