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Rezumat

Introducere. Prin boala Dupuytren se infelege retractia fibroasd a aponevro-
zei palmare si digitale, avdand, pand la ora actualda, mecanisme intrinseci etiopato-
genetice incomplet cunoscute.

Obiective. Studiul prezent isi propune ca obiective: 1) Investigarea relatiei
intre mecanismele de stres oxidativ si boala Dupuytren, 2) Investigarea modificarilor
induse de prezenta diabetului zaharat in mecanismele patogenetice mentionate, la
pacientii cu contractura Dupuytren.

Material si metodd. 36 de cazuri de pacienti purtdtori de leziuni patognomo-
nice ale BD, precum si 25 de cazuri martor au fost selectate in perioada 2005-2007.
In functie de prezenta diabetului zaharat, subiectii lotului test au fost subimpartifi
in doua grupuri (DZ prezent, n=28; DZ absent, n=8). Tuturor cazurilor incluse in
studiu li s-au recoltat probe de saliva si urind. Din probele urinare §i salivare s-au
dozat nivelele malondialdehidei (MDA), donorilor de hidrogen (DH). Nivelele
ceruloplasminei (CP) salivare au fost, de asemenea, evaluate la tofi pacientii in
studiu.

Rezultate. Nivelele MDA au fost superioare in lotul test fata de martor, cu
semnificatie statistica pentru determindarile urinare (p=0.011). Valorile DH, CP
au prezentat nivele mai scazute la lotul cu BD. Pacientii cu BD si prezenta DZ au
prezentat nivele semnificativ diferite ale MDA (p=0.004), DH (p=0.045) urinare,
precum si ale CP salivare (p=0.025), comparativ cu pacientii fara modificari ale
statusului glicemic.

Concluzii. Contractura Dupuytren, atat ca boald de sine statatoare, cdt si ca
manifestare secundara diabetului zaharat, se asociaza cu modificarea echilibrului
oxidativ la nivel urinar, salivar si agresiunea oxidativa. Diabetul zaharat, prin
mecanisme proprii, intervine in atenuarea injuriei oxidative specifice contracturii
Dupuytren.

Cuvinte cheie: contracturda Dupuytren, diabet zaharat, stres oxidativ.

THE ROLE OF OXIDATIVE STRESS IN DUPUYTREN’S DISEASE
PATHOGENESIS

Abstract

Background. Dupuytren’s Disease (DD) means the fibrous retraction of palmar
and digital aponeurosis. Up to now, the intrinsic ethiopathogenetic mechanisms of DD
are still not completely known.

Aims. We aimed to investigate:1) the relationship between oxidative stress,
inflammatory mechanisms and DD; 2) the alterations induced by diabetes mellitus
(DM) in the aforementioned pathogenetic mechanisms a of DD.

Material and method. 36 cases bearing DD lesions, as well as 25 control cases
were selected between 2005-2007. According to presence of DM, test group was further
divided into two sub-groups (presence of DM, n=28; absence of DM, n=8). Collection
of urine and saliva was performed for all included cases. Malondialdehyde (MDA),
hydrogen donor activity (HD) were assessed on both urinary and salivary samples.
Also, ceruloplasmin (CP) was measured in saliva for all patients.
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Results. MDA levels were superior in test group as compared to control group
Jfor urinary samples (p=0.011). HD, CP presented lower values in DD group. Patients
presenting DD and DM association recorded significantly different levels of urinary
MDA (p=0.004), HD (p=0.045) as well as salivary CP levels (p=0.025) as compared
to DD with no glycemic equilibrium alterations group.

Conclusions. Dupuytren contracture, both in the form of stand-alone disease
and secondary manifestation of DM is associated with oxidative balance alteration
and oxidative injury in saliva and urine. By means of innate mechanisms, diabetes
alleviates the DD-specific oxidative injury.

Keywords: Dupuytren contracture, diabetes mellitus, oxidative stress.

Introducere

Prin boala Dupuytren se intelege retractia fibroasa
a aponevrozei palmare si digitale [1]. Prevalenta sa in
populatie variaza intre 0.2 si 56%. In functie de arealul
geografic, apartenenta etnicd, nivelele maximale ale preva-
lentei sunt raportate In cazul grupurilor de pacienti sub
tratament cronic cu anticonvulsivante pentru epilepsie [2].
Numeroase studii au incriminat o serie de factori de risc
ai aparitiei bolii Dupuytren, precum: arealul geografic,
sexul pacientilor, varsta inaintata, antecedentele heredo-
colaterale, alcoolul, fumatul, suprasolicitarea fizica, trau-
matismele in antecedente, nivelele ridicate de lipide serice
[3,4]. De asemenea, unele comorbiditati: DZ, epilepsia,
boala reumatoida, ciroza hepatica, boala Peyronie,
Ledderhose, HIV/SIDA s-au demonstrat a avea ca si
manifestare asociata contractura Dupuytren.

Cu toate acestea, mecanismele intrinseci etiopato-
genetice ale bolii nu sunt incd cunoscute. Entitatile
nosologice pentru care asocierea cu contractura Dupuytren
a fost demonstratd sunt foarte adesea rezultatul unor
mecanisme patogenetice, intre care stresul oxidativ si
inflamatia joaca un rol cheie (exemplu: diabetul zaharat);
pana in acest moment nu existd studii dedicate investigarii
acestor tipuri de mecanisme in BD. Mai mult decat atat,
observatiile clinice aratd grade mai reduse de severitate
la pacientii care prezintd diabet zaharat (DZ) asociat
contracturii Dupuytren, comparativ cu pacientii care nu
prezinta aceasta comorbiditate asociata.

Obiective

Studiul prezent isi propune: 1) Investigarea relatiei
intre mecanismele de stres oxidativ §i boala Dupuytren;
2) Investigarea modificérilor induse de prezenta diabe-
tului zaharat in mecanismele patogenetice mentionate, la
pacientii cu contractura Dupuytren.

Material si metoda

Au fost inclusi in studiu un numar de 36 pacienti,
selectati in perioada 2005-2007 din urmatoarele unitati
sanitare: Clinica Chirurgie I, Spitalul Militar Cluj-Napoca,
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Clinica de Diabet si Boli de Nutritie Cluj-Napoca, Clinica
Interservisan Cluj-Napoca, Spitalul Orasenesc Chiginau-
Cris (lotul test). Criteriile de selectic au fost prezenta
leziunilor patognomonice ale bolii Dupuytren. S-au exclus
pacientii prezentand ciroza hepatica. Au mai fost inclusi in
studiu un numar de 25 martori, voluntari sanatosi selectati
in perioada 2005-2010. in functie de prezenta diabetului
zaharat, subiectii lotului test au fost subimpartiti in doua
grupuri (DZ prezent, n=28; DZ absent, n=8).

Colectie probe:

Pentru toti pacientii s-a realizat recoltarea de probe
de saliva si urina.

Recoltarea salivei s-a efectuat dimineata, inainte de
perierea dintilor/folosirea atei dentare, inainte de alimen-
tare. S-a indicat subiectilor sa realizeze o curatire a cavitatii
orale de 2 ori cu apa rece. Dupa care, in conditii bazale (fara
stimulare prin mestecare guma), s-a indicat subiectilor sa
colecteze saliva in recipiente cu capac (tuburi Eppendorf).

Recoltarea urinei s-a realizat din prima urind de
dimineata, dupa toaleta locald, din mijlocul jetului urinar.
Colectia s-a realizat in recoltoare speciale.

Dozari biochimice:

Pentru probele de urind s-a realizat dozarea malon-
dialdehidei, precum si a donorilor de hidrogen. Din probele
de saliva s-a determinat nivelul de malondialdehida, donori
de hidrogen, precum si de ceruloplasmina. Determinarile
s-au realizat la Laboratorul de Stres Oxidativ din cadrul
Catedrei de Fiziologie al Universitatii de Medicina si
Farmacie “Tuliu Hatieganu” Cluj-Napoca.

Malondialdehida (MDA) [5]

Proba s-a fiert timp de 1 ora cu o solutie de acid
2-tiobarbituric 10 mM in K2HPO4 75 mM pH3. Dupa
racirea brusca, produsul de reactie s-a extras in n-butanol.
Concentratia s-a determinat in faza organica dupa separarea
acesteia prin centrifugare. Masurarea intensitatii emisiei
s-a realizat la 534 nm cu un spectrofluorimetru Perkin
Elmer, printr-o tehnicd de fluorescentd sincrond la o
diferenta de lungime de unda intre excitatie si emisie (AL)
de 14 nm. Concentratia de malondialdehida se stabileste
pe baza unei curbe de etalonare, realizata cu concentratii
cunoscute de MDA prelucrate in acelasi fel.

Determinarea capacitatii de donor de hidrogen
(Janaszewska, 2002)

Probele au fost diluate cu tampon fosfat 10 mM,
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pH 7.4. S-a adaugat solutia 0,1 mM de I,l-difenil-
picrilhidrazil (DPPH), s-a lasat timp de 30 min la
temperatura camerei §i s-a citit extinctia fatd de blancuri,
care constau in probe tratate in acelasi fel, dar in care a
fost addugat metanol absolut in locul solutiei de DPPH. in
paralel s-a realizat determinarea extinctiei unor probe de
control care nu contin ser, ci un volum corespunzator de
tampon fosfat.

Capacitatea de donor de hidrogen s-a masurat in
Inhibitie% fata de probele de control, conform urmatoarei
formule de calcul: Inhibitie% = (Extinctie control - Extinctie
proba de ser)/Extinctie control X 100.

Determinarea ceruloplasminei serice [6]

Ceruloplasmina serica este o alfa2-globulina, care
in vitro prezintd proprietati de fenoloxidaza, catalizand
oxidarea p-fenilendiaminei la un compus de culoare verde.
Probele de ser, diluate cu tampon acetat 0.4M PH 5.5, au
fost tratate cu o solutie de p-fenilendiamina clorhidrat 0.5%
si lasate sa reactioneze la 37°C, timp de 60 min. Dupa acest
interval reactia a fost blocata cu o solutie de NaN, 0.5%
rece si extinctiile au fost citite dupa % ord la 530 nm. In
paralel au fost prelucrate si probe in care s-a adaugat NaN,
0.5%, 1nainte de incubarea la 37°C. Aceste probe au fost
probe blanc pentru fiecare dintre serurile analizate. Calculul
concentratiei s-a realizat dupa formula: Concentratia
87.5*Absorbanta,, . Valorile au fost exprimate in mg%.

Metode statistice

Pentru analiza datelor s-a optat pentru teste non-
parametrice, dupd testarea prealabild a normalitatii
distributiei datelor (testul Kolmogorov Smirnov). Testele
utilizate au fost testul Kruskall-Wallis, respectiv Mann-
Whitney U Test. Valorile parametrilor numerici continui
au fost exprimate ca mediand (min-max). Datele au fost
prelucrate utilizand pachetul statistic SPSS 17.0 (Chicago,
1).

Rezultate

Nivelele MDA au fost mai ridicate in cazul lotului
cu BD, comparativ cu martorii, atat in saliva, cat si in urina.
S-au inregistrat nivele mai scazute in cazul donorilor de
hidrogen, la acelasi lot. Nivelele ceruloplasminei au fost
scazute in cazul lotului test. Diferentele inregistrate au fost
semnificative doar pentru parametrul MDA la nivel urinar
(Tabelul I).

Subgrupul pacientilor cu DZ a inregistrat nivele
ale parametrilor oxidativi mai scazute, precum si valori
ale parametrilor antioxidanti mai ridicate, decat subgrupul
nepurtitor de DZ. Diferentele inregistrate au atins pragul
de semnificatie in cazul MDA, DH la nivel urinar, precum
si In cazul ceruloplasminei la nivel salivar (Tabelul II).

De remarcat ca in cazul subgrupului cu DZ, nivelele
MDA urinare, precum si ceruloplasminei salivare au fost
semnificativ diferite fatd de martor (MDA: p=0.006; CP:
p=0.005) (Figurile 1-3).
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Fig. 1. Nivelele malondialdehidei in urina, la cele trei subgrupuri
de pacienti.

Tabelul L. Nivelele markerilor analizati la lotul martor, respectiv control.
Parametru Lot Martor Lot BP
Mediand (min-max) (n=25) (n=36) P
Urina
Malondialdehida (MDA) 0.5 (0.4-0.7) 1.02 (0.2-2.4) 0.011
Donori de hidrogen (DH) 64.2 (45.1-71.3) 60.1 (57.7-65.5) 0.527
Saliva
Malondialdehida (MDA) 0.6 (0.2-0.8) 0.65 (0.1-1.4) 0.885
Donori de hidrogen (DH) 19.0 (10.2-39.5) 14.3 (12.8-23.5) 0.145
Ceruloplasmina (CP) 8.5 (4.3-13.9) 2.8 (0.3-12.4) 0.921
Tabelul II. Nivelele markerilor analizati in functie de prezenta/absenta diabetului zaharat.
Parametru Lot BP Lot BP
Mediana (min-max) Absenta DZ (n=28) Prezenta DZ (n=8) P
Urina
Malondialdehida (MDA) 1.3 (1.04-2.4) 0.9 (0.2-2.0) 0.004
Donori de hidrogen (DH) 58.1 (54.3-65.5) 65.6 (45.1-71.3) 0.045
Saliva
Malondialdehida (MDA) 0.7 (0.61-1.4) 0.6 (0.1-0.8) 0.913
Donori de hidrogen (DH) 14.3 (10.2-39.5) 19.0 (17.2-23.9) 0.625
Ceruloplasmina (CP) 1.9 (0.3-2.2) 3.7(0.8-13.9) 0.025
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Fig. 2. Nivelele capacitatii antioxidante totale in urina, la cele trei
subgrupuri de pacienti.
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Fig. 3. Nivelele ceruloplasminei in saliva, la cele trei subgrupuri
de pacienti.

Discutii

Stresul oxidativ reprezinta o condifie asociata cu o
generare crescuta de specii reactive de oxigen (ROS) si/sau
capacitate antioxidantd celulara scazuta, conducand la un
dezechilibru intre formarea de radicali liberi si potentialul
de contracarare a efectelor acestora de citre organism. in
conditii normale, exista un echilibru intre elementele pro-
oxidante si cele antioxidante 1n organism. O supraexpresie
relativd a elementelor pro-oxidante poate induce stres
oxidativ.

Rolul stresului oxidativ in fiziopatogenia diverselor
afectiuni a fost indelung studiat. Cercetarile asupra bolii
Dupuytren sunt insa abia la inceput de drum. Exista un nu-
mar limitat de studii dedicate acestui subiect in literatura.
Primele studii efectuate comparativ la un lot prezentand
contractura Dupuytren si la un lot de control au sugerat
implicarea productiei de radicali liberi in etiopatogenia bolii
Dupuytren [7]. Concluziile studiului s-au bazat pe detectia
unor nivele crescute de hipoxantina si xantinoxidaza la pa-
cienti, raportat la nivelele martorilor, sugerand implicarea
caii hipoxantina-xantinoxidaza in formarea de radicali liberi.
Blocarea acestei cdi patogenetice poate explica raspunsul
pozitiv la tratamentul cu allopurinol, observat in BD. Alte
publicatii aratd efecte similare, indicand implicarea radi-
calilor superoxid in patogeneza BD, prin efectele pe care
acestea le exercitd asupra fibroblastilor [8]. In timpul

ischemiei, molecula de adenozin-trifosfat (ATP) este con-
vertitd in hipoxantind si xantind. Xantindehidrogenaza
endoteliala se transformd in xantinoxigenaza, proces favo-
rizat In prezenta alcoolului, explicand corelatia dintre boala
Dupuytren si consumul de alcool. Xantinoxidaza catali-
zeaza oxidarea hipoxantinei in xantind si acid uric, cu
eliberarea de radicali liberi superoxid si hidroxil. Nivelul
hipoxantinei, detectat de un alt studiu [9], a fost de sase ori
mai ridicat la pacienti decat la martori. Experimentele in
vitro au confirmat efectele proliferative ale radicalilor liberi
asupra fibroblastilor. De asemenea, aceleasi experimente
au confirmat capacitatea fibroblastilor de a elibera cantitati
proprii de radicali liberi de oxigen [9].

Un alt studiu sugereaza ca radicalii liberi ai oxi-
genului, eliberati de la nivelul microvascularizatiei pe care
apar ingustari de lumen, dar si de la nivelul fibroblastilor
in sine, joacd un rol important n stimularea proliferarii
fibroblastice. Secundar modificarilor de densitate ce apar
in structurile fibroblastice, in cadrul bolii pot fi detectate
modificari de colagen si glucozaminoglicani [10]. Noi
mediatori la nivel celular au fost raportati in literatura ca
fiind implicati in patogeneza bolii Dupuytren. Mutatii
genice unice au fost descrise recent [11].

Astfel, intr-un studiu recent, 90% dintre pacientii
cu BD au prezentat o mutatie in zona mitocondriala 16s
rRNA, demonstrand posibila implicare a mutatiei in pato-
geneza BD [12]. Studii proteomice de ultima ora [13] au
demonstrat implicarea unor variate procese moleculare in
progresia BD, semnalizarea intra si extra-celulara, stresul
oxidativ, modificarile scheletale, alterarile metabolismului
celular. In mod particular, reglarea autocrind prin inter-
mediul receptorilor ERBB-2 si IGF-1R, precum si calea de
semnalizare Akt, au fost pentru prima data identificate ca
elemente de semnalizare pro-supravietuire in fibroblastii
specifici bolii Dupuytren i, de aceea, pot constitui noi tinte
terapeutice pentru tratamentul acestei patologii [13].

Rezultatele obtinute in cadrul studiului de fata sunt
concordante cu literatura. Nivelele mai ridicate ale malon-
dialdehidei, scaderea donorilor de hidrogen, scaderea nive-
lului de ceruloplasmina sunt indicatori ai prezentei stresului
oxidativ in lotul prezentdind BD. Rezultatele noastre arata
nivele mult ridicate ale capacitatii antioxidante la pacientii
care prezintd diabet zaharat, comparativ cu pacientii
neprezentand aceasta patologie. Aceste rezultate corespund
atat cu observatiile clinice proprii, cat si cu cele publicate
in literatura [14], conform carora nivelul de severitate al
contracturii la pacientii cu DZ este mult scazut.

Concluzii

Contractura Dupuytren, atat ca boald de sine sta-
tatoare, cat si ca manifestare secundara diabetului zaharat,
se asociaza cu modificarea echilibrului oxidativ la nivel
urinar, salivar si agresiunea oxidativa. Diabetul zaharat,
prin mecanisme proprii, intervine in atenuarea injuriei
oxidative specifice contracturii Dupuytren.
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