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Rezumat

Introducere: Se accepta, in prezent, faptul ca una dintre caracteristicile definitorii ale procesului patologic din poliartrita reumatoida
(PR) consta in proliferarea excesiva fibroblastica. Studii extrem de recente au demonstrat implicarea ceramidei in semnalizarea
apoptotica si in inducerea mortii celulare programate in culturile de sinoviocite. De asemenea, se cunoaste caracterul specific al
citrulinarii substraturilor peptidice in diagnosticul bolii.

Material si metoda: Folosind metoda spectroscopiei de rezonantd magneticd a protonului ne-am propus analiza comparativd a
concentratiei ceramidei si citrulinei din lichidul sinovial in PR comparativ cu artroza, cu scopul argumentdrii acestor date recente.
Rezultate: Analiza statistica cantitativa a celor doi metaboliti din lichidul articular a evidentiat concentratia crescutd a citrulinei si
ceramidei la pacientii cu PR.

Concluzii: Identificarea unei concentratii specific crescute a ceramidei si citrulinei poate constitui un marker diagnostic al lichidului
sinovial din PR si poate oferi explicatii 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 in 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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INTRODUCERE

a ridicat de mai mult timp suspiciunea existentei unui
defect al procesului de apoptozd (2). Se cunoaste 1n

Dupd cum se cunoaste pand 1n prezent, poliartrita
reumatoidd (PR) implicd la nivel histologic o hiper-
plazie a sinovialei, care este insotitd de productia exce-
sivd a numeroaselor citokine inflamatoare de citre
celulele sinoviale. Acestea, la randul lor, par a fi
elemente trigger ale hiperplaziei sinoviale, precum si
inductoare ale distrugerii tisulare, mediate enzimatic.
Studii recente incearcd sd testeze posibilitatea de a
folosi diferite terapii care sd influenteze proliferarea
necontrolata a sinovialei din PR (1).

Ceramida este un derivat lipidic care intrd in com-
pozitia numeroaselor tipuri celulare, fiind identificatd
1n mediul Tnconjurdtor celular de la nivelul variatelor
tipuri de tesuturi. Proliferarea marcatd celulard din PR

prezent faptul cd modificdrile celulare apoptotice sunt
mult mai frecvente in PR 1n comparatie cu alte boli,
precum artroza sau in comparatie cu tesutul sinovial
normal (3, 4). Activarea apoptozei prin intermediul
ceramidei este un efect al citokinelor inflamatoare, a
cdror prezentd la nivelul articulatiei inflamate reprezinta
o constantd a bolii. Rolul deosebit de complex al TNFa
este dovedit prin implicarea sa Tn numeroase procese
de la nivelul organismelor vii, precum neoplaziile, socul
septic, casexia, inflamatia, autoimunitatea si vindecarea
rdnilor (5). Mecanismele prin care se realizeazd actiunea
sa la nivel celular nu sunt deplin elucidate pand in
prezent. Una dintre cdile sale de actiune este mediatd
de producerea ceramidei (6, 7).
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Ceramida este un produs de hidroliza a sfingo-
mielinei, sub actiunea sfingomielinazei. Cuantificarea
apoptozei se apreciazd in functie de activitatea sfingo-
mielinazei acide si neutre, glicozilceramid sintetazei,
sfingomielin sintetazei si ceramidazei (8). Efectele
ceramidei Tn producerea apoptozei se realizeazd prin
permeabilizarea membranei externe mitocondriale
pentru proteine de dimensiuni mici, iar noile ipoteze
sustin faptul cd existd adevidrate canale pentru cera-
midi, care sunt metastabile (9).

Relativ recent a fost introdusd in cercetarea medi-
cald metoda spectroscopiei de rezonantd magneticd
nucleard In scopul caracterizdrii din punct de vedere
biochimic a compozitiei fluidelor biologice. Exploa-
tand fenomenul general al rezonantei magnetice a pro-
tonului, metoda da posibilitatea atribuirii univoce a
semnalelor de rezonantd a diferitelor specii de atomi
de hidrogen din diferite structuri chimice si astfel
creeazd premisele cuantificdrii prezentei metabolitilor
care contin hidrogen din compozitia lichidului si-
novial.

MATERIALE S| METODE

Studiul nostru si-a propus identificarea si cuantifi-
carea comparativd a metabolitilor din lichidul sinovial
al pacientilor cu PR si artrozd, folosind in acest scop
esantioane obtinute prin artrocentezd de la 22 de
pacienti cu PR si 18 cu artroza.

Probele au fost analizate imediat pentru determind-
rile biochimice, imunologice si de celularitate uzuale,
iar pentru cele de tip spectrometrie de rezonantd mag-
neticd nucleard dupa refrigerare prealabild (la maxi-
mum 3 zile de la recoltare). Toate spectrele au fost
inregistrate la frecventa de 400 MHz, frecventa de
rezonantd a protonului si au putut fi identificati
urmdtorii compusi: glutamind, treonind, lactat, hidroxi-
butirat, glicind, dimetil-amind si lipoproteine asociate
acizilor grasi, precum si fractiuni ale colesterolului.
Scopul principal al studiului a constat in analiza

comparativd a concentratiei ceramidei si citrulinei 1n
lichidul sinovial din cele doud patologii.

Am folosit ca referintd a deplasirilor chimice,
semnalul TSP la & = 0 ppm (semnal extern) si ca
referinte interne semnalele protonilor din structura
alaninei (0 = 1,487 ppm), lactatului (6 = 1,33 ppm) si
valinei (6 = 1,05 ppm).

REZULTATE

Analiza biochimicd, imunologicd si de celularitate
a demonstrat caracteristicile lichidului sinovial din cele
doua boli, care reies din tabelul 1.

In corelatie cu datele din literatura de specialitate,
individualizatd a unor compusi lipidici, precum cera-
mida, al cirei semnal pare a se detasa din spectrul global
al CH2 lipidelor, atributie de semnal care nu a fost
realizatd in prezent la nivelul lichidului articular sau a
altui fluid biologic.

Toate spectrele analizate au evidentiat semnalele
corespondente lantului terminal acil al acizilor grasi
(semnalul CH3-lipidelor), precum si spectrele largi
corespunzdtoare rezonantelor gruparilor CH2 (sem-
nalul CH2-lipidelor) care sunt generic atribuite chi-
lomicronilor si trialcilglicerolilor asociati lipoprotei-
nelor de densitate foarte micd (VLDL).

Probele cu caracter intens inflamator, precum cele
din PR si céteva cu artrozd, au prezentat semnale
atribuibile grupelor de tip colind, asociate LDL, si
respectiv HDL fosfolipidelor, prezente la d = 3,25 ppm
(tabelul 2). Am identificat prezenta semnalului citru-
linei in toate probele analizate cu diferente semnifi-
cative ale concentratiei Intre cele doud boli (figurile
1-3).

DISCUTII

Experienta clinicd a demonstrat de foarte multe ori
cd analiza biochimici a compozitiei lichidului sinovial
nu este diagnostica. Existd, desigur, numeroase

Tabelul 1

Caracteristici ale compozitiei lichidiului sinovial din poliartrita reumatoida si artroza

Diagnostic Poliartrita reumatoida Boala artrozica
Glucoza (mg/dl, medie + SD) 64.2 +10,1 112,4 + 34.2
Colesterol (mg/dl, medie + SD) 176.9 + 25.7 63.1 +21.6
Lacticodehidrogenaza (mg/dl medie + SD) 354 + 63,3 278,3 + 86,3
pH 6,8 +0,7 7,3+0,2
Celularitate Ragocite, PMN, fara celule lupice Celule epiteliale, rare PMN,

celule lupice absente

Factorul reumatoid pozitiv

Mn (%, 95% CI) 2 (50%, 0,06-0,93) 0
Fn (%, 95% Cl) 23 (62,16%, 0,44-0,77) 0
DAS (medie + SD) 1,8 0,32 0
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Tabelul 2
Explicatii in text

Denumirea metabolitului PR mmol/l Artroza mmol/l p*
CH2 lipide 24,76 + 4,85 17,69 + 2,67 P =0,048
Ceramida 3,55 + 0,52 2,87 +0,35 P =0,038
Citrulina 0,65+ 0,13 0,34 + 0,092 P =0,016
*Test t pe esantioane independente cu distributie gaussiana
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creatinei, lactatului, treoninei gi citrulinei
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determindri cu caracter orientativ, care ajutd in sus-
tinerea sau combaterea unei ipoteze diagnostice. De
aceea, ne-am propus in primul rind realizarea unei
analize mult mai complexe a compozitiei lichidului
sinovial, in scopul intelegerii cit mai profunde a
mecanismelor care guverneazd diferitele patologii.

Pentru mai multd relevantd am comparat rezultatele
obtinute Tn urma analizei biochimice clasice de labo-
rator, care se aplicd in mod curent Tn departamentele
de reumatologie a spitalelor, cu cele obtinute printr-o
tehnicd mult mai putin accesibild, aflatd In prezent in
stadiu de cercetare Tn medicind, dar care are un poten-
tial de explorare imens.

Prezenta unor lanturi mai scurte Intre componentele
moleculare mobile ale lipoproteinelor pot ridica suspi-
ciunea cresterii utilizdrii lipidelor in cadrul metabolis-
mului intraarticular, in ciuda mediului intens hipoxic,
asa cum a mai fost raportat anterior (10).

Extrem de omogen, indiferent de magnitudinea
spectrului CH2 lipidelor (4,78 ppm) identificim pre-
zenta unui peak la 4,81-4,83 ppm, caracteristic semna-
lului ceramidei in toate probele provenite de la pacientii
cu PR si numai In citeva ale pacientilor cu artrozd.
Am putea specula o posibild corelatie cu efectele cu-
noscute ale ceramidei de inducere a apoptozei la nive-
Iul tesutului sinovial (11, 12), concentratia crescutd a
acesteia fiind un argument al nivelului crescut al
apoptozei celulelor sinoviale intilnit in PR (13).

Posibilitatea de a detecta prezenta citrulinei are o
importantd diagnosticd foarte mare pentru PR. Studii
anterioare (14, 15, 16) deosebit de ample au demonstrat

faptul ca citrulinarea, catalizatd de catre peptidil-ar-
ginin-deiminazd, este o modificare posttranslationala
a peptidil-argininei la citrulind, care are o implicatie
extrem de importantd in patogenia PR.

Citrulinarea fibronectinei poate altera interactiunile
existente intre fibronectind si receptorii factorilor de
crestere, ceea ce pare a avea implicatii extrem de im-
portante Tn perturbarea angiogenezei si apoptozei, eve-
nimente patologice centrale ale PR.

Desi, de cele mai multe ori, variabilitatea fiziologica
(17), stadiul bolii, gradul de inflamatie articulard, precum
si numarul relativ mic de probe analizate, justificat atat
de dificultatea obtinerii lor, precum si de costurile ridi-
cate ale investigatiei, nu ne-au dat posibilitatea unui
diagnostic de certitudine, valoarea acestei investigatii
nu poate fi concuratd pand in prezent de nici o altd
metodd de studiu biochimic al fluidelor biologice.

Studiile recente au stabilit faptul cad efectele apop-
totice ale ceramidei sunt initiate prin cross-linkarea
antigenului Fas si a receptorului pentru TNF o. Aceste
date sugereaza cd ceramida actioneaza in momente
diferite ale turn-over-ului celular, precum si dependent
de nivelul de activare a celulei.

Receptorii pentru IL 1 si TNF o, precum si antige-
nul Fas sunt exprimati la nivelul sinoviocitelor. Desi,
stimularea lor 1n totalitate determind activarea sfingo-
mielinazei si generarea ceramidei ca mesager secundar,
totusi, fiecare exercitd efecte diferite asupra celulelor
sinoviale (18).

Rolul ciii sfingomielind-ceramida la nivelul sino-
vialei reumatoide nu a fost elucidat complet. Este Tncd
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necunoscut modul de a reactiona al celulelor sinoviale
la cresterea intracelulard a concentratiei ceramidei.

Datele acumulate pand in prezent sugereaza,
precum am mentionat, faptul ca efectele TNF o i IL
1 sunt mediate prin intermediul ceramidei (19). Multe
dintre aceste date reprezintd un argument in favoarea
rolului major al acestui mesager lipidic in medierea
semnalelor IL1 si a TNF a (20, 21).

Ambele citokine stimuleazd sfingomielinaza si
astfel ceramida pare a functiona ca si mediator pozitiv
de crestere a acestor celule. Studiile efectuate au
demonstrat Tnsid efectul proapoptotic al ceramidei
asupra fibroblastilor de provenientd umana aflati in
culturd (22, 23).
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