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Rezumat
Introducere: Se acceptå, în prezent, faptul cå una dintre caracteristicile definitorii ale procesului patologic din poliartrita reumatoidå
(PR) constå în proliferarea excesivå fibroblasticå. Studii extrem de recente au demonstrat implicarea ceramidei în semnalizarea
apoptoticå ¿i în inducerea mor¡ii celulare programate în culturile de sinoviocite. De asemenea, se cunoa¿te caracterul specific al
citrulinårii substraturilor peptidice în diagnosticul bolii.
Material ¿i metodå: Folosind metoda spectroscopiei de rezonan¡å magneticå a protonului ne-am propus analiza comparativå a
concentra¡iei ceramidei ¿i citrulinei din lichidul sinovial în PR comparativ cu artroza, cu scopul argumentårii acestor date recente.
Rezultate: Analiza statisticå cantitativa a celor doi metaboli¡i din lichidul articular a eviden¡iat concentra¡ia crescutå a citrulinei ¿i
ceramidei la pacien¡ii cu PR.
Concluzii: Identificarea unei concentra¡ii specific crescute a ceramidei ¿i citrulinei poate constitui un marker diagnostic al lichidului
sinovial din PR ¿i poate oferi explica¡ii pertinente legate de patogenia bolii.
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Abstract

Ceramide and citrulline in synovial fluid from rheumatoid arthritis patients
Introduction: It is generally accepted that one of the most important characteristics of pathological process implicated in rheumatoid
arthritis (RA) is the excessive fibroblastic proliferation. Recently, different studies have shown the implication of ceramide in apoptotic
signalization and in programmed death induction in cultured synoviocytes. It is also recognized the important role of citrullination of
different peptides in the pathogenesis of the disease.
Material and method: We have assessed the concentration of ceramide and citrulline in synovial fluid samples collected from RA
and osteoarthritic patients, using magnetic resonance spectroscopy method in order to sustain these theories.
Results: The quantitative analysis of synovial fluid has shown the statistically significant increased concentration of citrulline and
ceramide în RA synovial samples.
Conclusion: Identification of a specific increased concentration of citrulline and ceramide could be a diagnostic marker for RA and
could offer explanations regarding the complex pathogenesis of the disease.
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LUCRÅRI ORIGINALE

 INTRODUCERE

Dupå cum se cunoa¿te pânå în prezent, poliartrita
reumatoidå (PR) implicå la nivel histologic o hiper-
plazie a sinovialei, care este înso¡itå de produc¡ia exce-
sivå a numeroaselor citokine inflamatoare de cåtre
celulele sinoviale. Acestea, la rândul lor, par a fi
elemente trigger ale hiperplaziei sinoviale, precum ¿i
inductoare ale distrugerii tisulare, mediate enzimatic.
Studii recente încearcå så testeze posibilitatea de a
folosi diferite terapii care så influen¡eze proliferarea
necontrolatå a sinovialei din PR (1).

Ceramida este un derivat lipidic care intrå în com-
pozi¡ia numeroaselor tipuri celulare, fiind identificatå
în mediul înconjuråtor celular de la nivelul variatelor
tipuri de ¡esuturi. Proliferarea marcatå celularå din PR

a ridicat de mai mult timp suspiciunea existen¡ei unui
defect al procesului de apoptozå (2). Se cunoa¿te în
prezent faptul cå modificårile celulare apoptotice sunt
mult mai frecvente în PR în compara¡ie cu alte boli,
precum artroza sau în compara¡ie cu ¡esutul sinovial
normal (3, 4). Activarea apoptozei prin intermediul
ceramidei este un efect al citokinelor inflamatoare, a
cåror prezen¡å la nivelul articula¡iei inflamate reprezintå
o constantå a bolii. Rolul deosebit de complex al TNFα
este dovedit prin implicarea sa în numeroase procese
de la nivelul organismelor vii, precum neoplaziile, ¿ocul
septic, ca¿exia, inflama¡ia, autoimunitatea ¿i vindecarea
rånilor (5). Mecanismele prin care se realizeazå ac¡iunea
sa la nivel celular nu sunt deplin elucidate pânå în
prezent. Una dintre cåile sale de ac¡iune este mediatå
de producerea ceramidei (6, 7).
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Tabelul 1
Caracteristici ale compozi¡iei lichidiului sinovial din poliartrita reumatoidå ¿i artrozå

Ceramida este un produs de hidrolizå a sfingo-
mielinei, sub ac¡iunea sfingomielinazei. Cuantificarea
apoptozei se apreciazå în func¡ie de activitatea sfingo-
mielinazei acide ¿i neutre, glicozilceramid sintetazei,
sfingomielin sintetazei ¿i ceramidazei (8). Efectele
ceramidei în producerea apoptozei se realizeazå prin
permeabilizarea membranei externe mitocondriale
pentru proteine de dimensiuni mici, iar noile ipoteze
sus¡in faptul cå existå adevårate canale pentru cera-
midå, care sunt metastabile (9).

Relativ recent a fost introduså în cercetarea medi-
calå metoda spectroscopiei de rezonan¡å magneticå
nuclearå în scopul caracterizårii din punct de vedere
biochimic a compozi¡iei fluidelor biologice. Exploa-
tând fenomenul general al rezonan¡ei magnetice a pro-
tonului, metoda då posibilitatea atribuirii univoce a
semnalelor de rezonan¡å a diferitelor specii de atomi
de hidrogen din diferite structuri chimice ¿i astfel
creeazå premisele cuantificårii prezen¡ei metaboli¡ilor
care con¡in hidrogen din compozi¡ia lichidului si-
novial.

MATERIALE ªI METODE

Studiul nostru ¿i-a propus identificarea ¿i cuantifi-
carea comparativå a metaboli¡ilor din lichidul sinovial
al pacien¡ilor cu PR ¿i artrozå, folosind în acest scop
e¿antioane ob¡inute prin artrocentezå de la 22 de
pacien¡i cu PR ¿i 18 cu artrozå.

Probele au fost analizate imediat pentru determinå-
rile biochimice, imunologice ¿i de celularitate uzuale,
iar pentru cele de tip spectrometrie de rezonan¡å mag-
neticå nuclearå dupå refrigerare prealabilå (la maxi-
mum 3 zile de la recoltare). Toate spectrele au fost
înregistrate la frecven¡a de 400 MHz, frecven¡a de
rezonan¡å a protonului ¿i au putut fi identifica¡i
urmåtorii compu¿i: glutaminå, treoninå, lactat, hidroxi-
butirat, glicinå, dimetil-aminå ¿i lipoproteine asociate
acizilor gra¿i, precum ¿i frac¡iuni ale colesterolului.
Scopul principal al studiului a constat în analiza

comparativå a concentra¡iei ceramidei ¿i citrulinei în
lichidul sinovial din cele douå patologii.

Am folosit ca referin¡å a deplasårilor chimice,
semnalul TSP la δ = 0 ppm (semnal extern) ¿i ca
referin¡e interne semnalele protonilor din structura
alaninei (δ = 1,487 ppm), lactatului (δ = 1,33 ppm) ¿i
valinei (δ = 1,05 ppm).

REZULTATE

Analiza biochimicå, imunologicå ¿i de celularitate
a demonstrat caracteristicile lichidului sinovial din cele
douå boli, care reies din tabelul 1.

În corela¡ie cu datele din literatura de specialitate,
am emis ipoteza posibilitå¡ii de a eviden¡ia prezen¡a
individualizatå a unor compu¿i lipidici, precum cera-
mida, al cårei semnal pare a se deta¿a din spectrul global
al CH2 lipidelor, atribu¡ie de semnal care nu a fost
realizatå în prezent la nivelul lichidului articular sau a
altui fluid biologic.

Toate spectrele analizate au eviden¡iat semnalele
corespondente lan¡ului terminal acil al acizilor gra¿i
(semnalul CH3-lipidelor), precum ¿i spectrele largi
corespunzåtoare rezonan¡elor grupårilor CH2 (sem-
nalul CH2-lipidelor) care sunt generic atribuite chi-
lomicronilor ¿i trialcilglicerolilor asocia¡i lipoprotei-
nelor de densitate foarte micå (VLDL).

Probele cu caracter intens inflamator, precum cele
din PR ¿i câteva cu artrozå, au prezentat semnale
atribuibile grupelor de tip colinå, asociate LDL, ¿i
respectiv HDL fosfolipidelor, prezente la d = 3,25 ppm
(tabelul 2). Am identificat prezen¡a semnalului citru-
linei în toate probele analizate cu diferen¡e semnifi-
cative ale concentra¡iei între cele douå boli (figurile
1-3).

DISCUºII

Experien¡a clinicå a demonstrat de foarte multe ori
cå analiza biochimicå a compozi¡iei lichidului sinovial
nu este diagnosticå. Existå, desigur, numeroase
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Tabelul 2
Explica¡ii în text

Figura 1
Spectru de lichid sinovial din
poliartrita reumatoidå – detaliu
δ = 4.6-6.0. Se observå semnalele β ¿i
α glucozei, CH2-lipidelor, ceramidei
¿i uracilului

Figura 2
Spectru de lichid sinovial din poliartrita reumatoidå – detaliu δ = 3.0-4.2. Se observå semnalele β ¿i α glucozei,
creatinei, lactatului, treoninei ¿i citrulinei
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Figura 3
Spectru de lichid sinovial din artrozå –

detaliu δ = 4.6-6.0
Se observå semnalele β ¿i α glucozei,

CH2-lipidelor, ceramidei ¿i histidinei

å

determinåri cu caracter orientativ, care ajutå în sus-
¡inerea sau combaterea unei ipoteze diagnostice. De
aceea, ne-am propus în primul rând realizarea unei
analize mult mai complexe a compozi¡iei lichidului
sinovial, în scopul în¡elegerii cât mai profunde a
mecanismelor care guverneazå diferitele patologii.

Pentru mai multå relevan¡å am comparat rezultatele
ob¡inute în urma analizei biochimice clasice de labo-
rator, care se aplicå în mod curent în departamentele
de reumatologie a spitalelor, cu cele ob¡inute printr-o
tehnicå mult mai pu¡in accesibilå, aflatå în prezent în
stadiu de cercetare în medicinå, dar care are un poten-
¡ial de explorare imens.

Prezen¡a unor lan¡uri mai scurte între componentele
moleculare mobile ale lipoproteinelor pot ridica suspi-
ciunea cre¿terii utilizårii lipidelor în cadrul metabolis-
mului intraarticular, în ciuda mediului intens hipoxic,
a¿a cum a mai fost raportat anterior (10).

Extrem de omogen, indiferent de magnitudinea
spectrului CH2 lipidelor (4,78 ppm) identificåm pre-
zen¡a unui peak la 4,81-4,83 ppm, caracteristic semna-
lului ceramidei în toate probele provenite de la pacien¡ii
cu PR ¿i numai în câteva ale pacien¡ilor cu artrozå.
Am putea specula o posibilå corela¡ie cu efectele cu-
noscute ale ceramidei de inducere a apoptozei la nive-
lul ¡esutului sinovial (11, 12), concentra¡ia crescutå a
acesteia fiind un argument al nivelului crescut al
apoptozei celulelor sinoviale întâlnit în PR (13).

Posibilitatea de a detecta prezen¡a citrulinei are o
importan¡å diagnosticå foarte mare pentru PR. Studii
anterioare (14, 15, 16) deosebit de ample au demonstrat

faptul cå citrulinarea, catalizatå de cåtre peptidil-ar-
ginin-deiminazå, este o modificare posttransla¡ionalå
a peptidil-argininei la citrulinå, care are o implica¡ie
extrem de importantå în patogenia PR.

Citrulinarea fibronectinei poate altera interac¡iunile
existente între fibronectinå ¿i receptorii factorilor de
cre¿tere, ceea ce pare a avea implica¡ii extrem de im-
portante în perturbarea angiogenezei ¿i apoptozei, eve-
nimente patologice centrale ale PR.

De¿i, de cele mai multe ori, variabilitatea fiziologicå
(17), stadiul bolii, gradul de inflama¡ie articularå, precum
¿i numårul relativ mic de probe analizate, justificat atât
de dificultatea ob¡inerii lor, precum ¿i de costurile ridi-
cate ale investiga¡iei, nu ne-au dat posibilitatea unui
diagnostic de certitudine, valoarea acestei investiga¡ii
nu poate fi concuratå pânå în prezent de nici o altå
metodå de studiu biochimic al fluidelor biologice.

Studiile recente au stabilit faptul cå efectele apop-
totice ale ceramidei sunt ini¡iate prin cross-linkarea
antigenului Fas ¿i a receptorului pentru TNF α. Aceste
date sugereazå cå ceramida ac¡ioneazå în momente
diferite ale turn-over-ului celular, precum ¿i dependent
de nivelul de activare a celulei.

Receptorii pentru IL 1 ¿i TNF α, precum ¿i antige-
nul Fas sunt exprima¡i la nivelul sinoviocitelor. De¿i,
stimularea lor în totalitate determinå activarea sfingo-
mielinazei ¿i generarea ceramidei ca mesager secundar,
totu¿i, fiecare exercitå efecte diferite asupra celulelor
sinoviale (18).

Rolul cåii sfingomielinå-ceramidå la nivelul sino-
vialei reumatoide nu a fost elucidat complet. Este încå
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necunoscut modul de a reac¡iona al celulelor sinoviale
la cre¿terea intracelularå a concentra¡iei ceramidei.

Datele acumulate pânå în prezent sugereazå,
precum am men¡ionat, faptul cå efectele TNF α ¿i IL
1 sunt mediate prin intermediul ceramidei (19). Multe
dintre aceste date reprezintå un argument în favoarea
rolului major al acestui mesager lipidic în medierea
semnalelor IL1 ¿i a TNF α (20, 21).

Ambele citokine stimuleazå sfingomielinaza ¿i
astfel ceramida pare a func¡iona ca ¿i mediator pozitiv
de cre¿tere a acestor celule. Studiile efectuate au
demonstrat înså efectul proapoptotic al ceramidei
asupra fibrobla¿tilor de provenien¡å umanå afla¡i în
culturå (22, 23).

CONCLUZII

Rezultatele studiului nostru aduc informa¡ii extrem
de importante cu privire la identificarea pentru prima
oarå a ceramidei din compozi¡ia lichidului sinovial,
realizând o rela¡ie evidentå cu intensitatea crescutå
a fenomenului apoptotic, precum ¿i corelarea pre-
zen¡ei citrulinei cu evenimente caracteristice pato-
geniei PR.


