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Introducere

Osteoartrita genunchiului (KOA) este o boald degenerativa a articulatiilor caracterizata
prin degradarea treptata a cartilajului in articulatia genunchiului. Este cel mai frecvent tip de
artroza, care afecteaza milioane de oameni din intreaga lume, in special pe cei peste cincizeci
de ani [1]. Cauza exacta poate varia de la persoana la persoana, dar in cele din urma duce la

deteriorarea integritatii structurale a articulatiei.

KOA reprezinta aproape 4/5 din totalul de cazuri de artroza la nivel global si creste odata
cu varsta si cu obezitatea [2]. Identificarea precoce a KOA este esentiala pentru a institui terapia
specifica, respectiv modificari ale stilului de viata, inclusiv pierderea in greutate si efectuarea de
exercitii fizice, care s-au dovedit de succes in incetinirea progresiei KOA si prevenirea interventiei

chirurgicale [3].

Diagnosticul de KOA se bazeaza pe datele obtinute prin evaluarea clinica si explorari
imagistice ale artticulatiilor afectate. Amploarea osteoartritei (OA) poate diferi foarte mult de la o
persoana la alta, iar o evaluare amanuntita ajuta la dezvoltarea unei strategii de tratament
personalizate, care poate include medicamente, fiziokinetoterapie, modificari ale stilului de viata
sau, in situatii extreme, proceduri chirurgicale, cum ar fi protezarea articulara. Exista cazuri in
care unii subiecti prezinta modificari radiologice tipice de KOA, dar fara a asocia simptome
semnificative, situatie denumita osteoartrita asimptomatica. Cazurile simptomatice implica

durere, redoare si afectarea functionaltatii articulare.

in plus, severitatea KOA poate fi determinatd prin evaluarea gradului de pensare a
spatiului articular, folosind sistemul de clasificare Kellgren-Lawrence (K-L) utilizat in mod obisnuit,

recunoscut pe scara larga de profesionistii din domeniul sanatatii la nivel global [4-6]. Clasificarea



K-L grupeaza afectiunea in 5 categorii (de la 0 la 4), in functie de gradul de severitate, gradul O -

fara artroza, gradul 4 reprezentand artroza severa. [7].

Biomarkerii joaca un rol crucial in a ajuta la diagnosticarea, prognosticul si managementul
terapeutic al KOA. Sunt substante sau indicatori masurabili prezenti in organism care pot reflecta
procese biologice normale sau anormale, stari de boala sau raspunsuri la terapie. Biomarkeri
specifici asociati cu KOA au fost identificati in scopuri de diagnostic si prognostic.

Adiponectina (ACRP-30) este o hormon polipeptidic alcatuit din 244 de aminoacizi,
asemanatoare colagenului, implicata in modularea metabolismului energetic, cum ar fi oxidarea
glucozei si acizilor grasi, sensibilitatea la insuling, inflamatia si ateroscleroza, fiind cea mai
abundenta adipokina circulanta secretata de tesutul adipos [8-10]. ACRP-30 a atras recent atentia
datorita asociatiilor sale multifactoriale — genetice, biochimice si functionale — cu debutul OA legat
de obezitate.

Citokinele sunt alte molecule de semnalizare care regleaza inflamatia, raspunsurile imune
si repararea tisulara. In KOA, dezechilibre in expresia anumitor citokine contribuie la initierea si
intretinerea procesului inflamator la nivel articular, degradarea cartilajului si durere. Mai multe
citokine sunt implicate in patogeneza OA si servesc ca potentiali biomarkeri pentru diagnosticul
si monitorizarea bolii. Masurarea nivelurilor de citokine din lichidul sinovial poate ajuta la
diagnosticarea KOA si la evaluarea severitatii bolii.

Ponind de la premisele de mai sus, scopul prezentei lucrari a fost de a face lumina privind
rolului biomarkerilor in diagnosticul si prognosticul KOA. Pentru atingerea acestui scop s-au

urmarit urmatoarele obiective:

+ investigarea actualitatilor privind fiziopatologia OA si relatia acesteia cu adiponectina;

» analiza biomarkerilor specifici precum adiponectina, interleukina (IL) 10, factorul de
necroza tumorala alfa (TNF-a) si IL-6 la pacientii cu KOA si corelarea acestora cu datele
clinice, modificarile radiografice si scorurile compozit WOMAC si VAS raportate de
pacienti;

+ testarea in vitro a doua tipuri de acizi hialuronici, utilizati pe scara larga in managementul

KOA, folosind un model experimental pe celule de osteosarcom.
Rezultate

Primul studiu a avut ca scop investigarea actualitatilor privind fiziopatologia osteoartritei
si relatia acesteia cu ACRP-30. ACRP-30 a fost implicata in modularea raspunsurilor inflamatorii

la nivel articular. Rezultatele au evidentiat functiile duale proinflamatorii si catabolice ale ACRP-



30 in dezvoltarea osteoartritei. Poate stimula productia de citokine proinflamatorii, cum ar fi
interleukina-IL-6 si TNF-a in condrocite si sinoviocite. Acest efect proinflamator contribuie la
degradarea cartilajului si perpetueaza cascada inflamatorie caracteristica OA. Dimpotriva, alte
rapoarte arata ca ACRP-30 ar putea avea roluri protectoare si antiinflamatorii, prevenind
deteriorarea si degradarea cartilajului. Tratamentul cu ACRP-30 in liniile celulare de condrocite a
crescut expresia inhibitorului tisular pentru MMP-2 (TIMP-2) si a scazut expresia genei pentru
MMP-13 indusa de IL-1. Mai mult, Hu et al. au demonstrat ca ACRP-30 a suferit o degradare
lizozomala (autofagie), posibil asociata cu calea de semnalizare AMPK/mTOR prin apoptoza
indusa de H20, avand astfel un rol protector in condrocite [11]. Mai mult, pacientii care prezinta
niveluri mai mari de ACRP-30 in serul lor par sa aiba o rezistenta mai lunga la inlocuirea
articulatiei, iar ACRP-30 seric scazut este corelat cu slabirea la 10 ani de urmarire pentru

artroplastia articulara.

La intrebarea ,Poate adiponectina sa reprezinte un viitor biomarker de diagnostic pentru
OA?” s-a constatat ca, in general, nivelurile ACRP-30 sunt crescute in probele pacientilor cu OA
in comparatie cu cele de la martorii sdnatosi. Cu toate acestea, trebuie remarcat faptul ca
semnificatia statistici nu a fost obtinut& in toate cazurile de comparatie. Intr-un studiu recent s-a
observat ca nivelurile serice de ACRP-30 au fost semnificativ mai mari in grupul de pacienti in
comparatie cu subiectii non-OA si ca gradul OA s-a corelat cu nivelurile de MMP-3 si leptina. in
plus, autorii au legat severitatea OA cu expresia adipokinelor si au demonstrat ca concentratia de
adiponectina a fost corelata pozitiv cu indicele de crestere a rigiditatii arteriale [12]. Pe de alta
parte, un studiu nu a gasit nicio semnificatie statistica in expresia diferentiala a adiponectinei la
pacientii cu OA fata de martori, dar a descoperit, in schimb, ca nivelurile de ACRP-30 au fost
remarcabil mai mari in plasma fata de lichidul sinovial pereche (p < 0,001), si s-a corelat negativ
cu severitatea OA masurata prin sistemul de gradare K-L, sugerand un rol protector al
adiponectinei in OA [13].

Urmatorul studiu si-a propus sa analizeze biomarkeri specifici, cum ar fi ACRP-30,
IL10, TNF-a si IL-6 in lichidul sinovial (SF) si sa le coreleze cu datele clinice ale pacientilor cu
KOA, modificarile radiografice si masurile de rezultat raportate de pacient (PROM). in plus, a fost
analizat potentialul iritant al fluidului de pe membrana ou-corioalantoidiana pentru a identifica

interferente cu procesele hemoragice.

Lotul studiat a fost format din 24 de pacienti care respecta criteriile de includere, cu o

distributie apropiata a ambelor sexe, 10 barbati (41,7%) si 14 femei (58,3%). Varsta medie a fost



de 67 de ani, iar indicele de masa corporala (IMC) indica faptul ca majoritatea subiectilor implicati
erau supraponderali (Tabelul 1). Scorul K-L calculat arata ca majoritatea pacientilor prezinta KOA
de gradul 2/3, cu posibila ingustare a spatiului articular, osteofite multiple moderate, scleroza si
eventuale deformari ale capetelor osoase. In plus, majoritatea subiectilor manifesta durere
moderata, dar redoare semnificativa. Scorul functional evidentiaza faptul ca activitatile vietii
zilnice (ADL) sunt moderat afectate. Subscala durerii WOMAC si scala analoga vizuala (VAS)

evidentiaza durere si disconfort moderate similare in majoritatea cazurilor.

Tabelul 1. Caracteristicile demografice si clinice ale lotului studiat.

Variabile Medie * SD sau N(%) Minimum Maximum
Numar de pacienti 24
Sex (barbati/femei) 10(41.7%)/14(58.3%)
Varsta (ani) 67 +10.08 51 87
BMI 28.21 £ 3.47 24 35
Kellgren-Lawrence scor 2.292+1.16 0 4
Subscal WOMAC de durere 5.625+27 2 12
Subscala WOMAC de rigiditate 1.917 £ 1.06 0 3
Subsca\l/s Oflljvrlfgei fizice 2021 +6.77 9 33
Total WOMAC scor 28.04 £10.2 12 47
VAS scor 583+£1.71 3 9

Valoriile medii ale nivelurilor de ACRP-30 (ng/mL), IL-6 (pg/pL), IL-10 (ng/pL) si TNF-a

(pg/mL) sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabelul 2. Concentratiile biomarkerilor studiati in lichidul sinovial.

Variabile MediexSD sau N (%) Minimum Maximum




ACRP-30 3420+1219 1046 6943
IL-6 1518+762.4 11.68 18364
IL-10 6.327+10.83 0.1 50.18
TNF-a 7.15+3.24 3.52 17.48

La compararea caracteristicilor demografice si clinice ale lotului studiat cu biomarkerii detectati in
SF a pacientilor (Tabelul 3), s-au gasit corelatii negative intre varsta si ACRP-30 (p=0,0451, r=-
0,412), inaintarea in varsta fiind asociatda cu o reducere a nivelului de adiponectina. De
asemenea, valorile IL-10 sunt mai mici in cazurile in care intensitatea durerii este mai pronuntata
(p=0,041, r=-0,421). IMC a fost, de asemenea, asociat cu reducerea ambelor interleukine testate
(p=0,168 pentru IL-6 si p=0,104 pentru IL-10). Redoarea articulara a fost legata de reducerea IL-

10 (p=0,15, r=-0,302).

Tabelul 3. Corelarea caracteristicilor demografice si clinice cu biomarkerii.

Scala WOMAC
Kellgren-
Varsta Lawrence ADL WOMAC VAS
Variabile (ani) BMI Scor Durere  Rigiditate  scor total scor
0412 -0.056 -0.122 -0.216 -0.13 -0.025 -0.093 -0.09
ACRP-30
0.045¢  0.792 0.567 0.309 0.542 0.904 0.663 0.675
0.023 -0.29 0.127 -0.24 -0.116 0.001 -0.095 -0.067
IL-6
0.912 0.168 0.553 0.258 0.588 0.993 0.658 0.752
-0457  -0.339 -0.105 -0.421 -0.302 -0.198 -0.247 -0.213
IL-10
0.832 0.104 0.622 0.041* 0.15 0.374 0.242 0.317




0.04 -0.038 0.193 -0.06 -0.023 0.11 0.054 0.148
TNF-a

0.85 0.857 0.365 0.779 0.913 0.605 0.8 0.488

Valorile semnificative statistic sunt marcate cu *, dupa cum urmeaza: * p < 0.1.

La analiza interdependentei biomarkerilor monitorizati s-au obtinut corelatii pozitive intre ACRP-
30 si IL-6, nivelurile de adiponectina fiind asociate cu nivelurile crescute a IL-6 (p=0,045, r=0,413).
Valorile crescute ale IL-6 au fost, de asemenea, asociate cu cresterea semnificativa a valorilor
IL-10 (p=3,42e-07, r=0,837) (Tabelul 4).

Tabelul 4. Corelatia biomarkerilor in SF.

Variable ACRP-30 IL-6 IL-10 TNF-a
ACRP-30
0.413
IL6

0.045*




0.297 0.837

IL10
0.158 <0.001****
0.181 0.229 0.249
Valorile TNFa
0.398 0.281 0.24

semnificative statistic sunt marcate cu *, dupa cum urmeaza: * p < 0.1, **** p< 0.0001.

Urmatorul pas al studiului a fost stratificarea pacientilor dupa sex, pentru a identifica unele
caracteristici specifice barbatilor/femeilor. Corelatiile datelor sunt prezentate in figurile 1 si 2. in
cazul ambelor sexe, varsta este corelata pozitiv cu subscala WOMAC durere, subscala WOMAC
rigiditate, WOMAC ADL si scorurile totale WOMAC. Durerea este asociata si cu varsta in ambele
cazuri (p = 0,0439 in cazul barbatilor si 0,0417 in cazul femeilor). Totusi in cazul barbatilor,
redoarea este mai mult legata de varsta (p = 0,0079, r = 0,7993), comparativ cu femeile (p =
0,0203, r = 0,6223).
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Figura 1. Matricea de corelatie Spearman a caracteristicilor demografice, clinice si biomarkerilor gasiti la barbati.

Severitatea KOA este corelata pozitiv cu scorul subscalei dureriit WOMAC, cu rigiditatea, scorurile
ADL, VAS si scorul total WOMAC,; cu toate acestea, conform scorului K—-L, progresia bolii tinde
sa se coreleze mai intens cu valorile scorului total WOMAC in cazul femeilor (p = 0,0003, r =
0,8342) (Figura 2), comparativ cu barbatii (p). = 0,0289, r = 7013) (Figura 1).
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Figura 2. Matricea de corelatie Spearman a caracteristicilor demografice, clinice si biomarkerilor gasiti la femei.

Prin metoda HET-CAM au fost monitorizate trei efecte majore la nivelul plexului vascular:
hemoragia, liza vasculara si coagularea vasculara, pentru a determina potentialul iritant al celor
doua probe de lichid sinovial - P23 si P24. Ambele probe au fost recoltate cu ajutorul ecografului
ESAOTE MyLab Omega, imediat dupa evaluarea clinica pentru a confirma revarsatul articular
precum si pentru a ghida aspiratia lichidului. P23 reprezinta SF colectat de la un barbat cu un
grad 2de KOA. P24 a fost recoltat de la o femeie cu gradul 4 de KOA. In plus, a fost folosit un
control negativ - apa - si un control pozitiv - dodecil sulfat de sodiu 1% - pentru a facilita
interpretarea rezultatelor. Conform scorului de iritare calculat, SDS a avut cel mai mare scor de
iritare (19,57), In timp ce apa a avut cel mai mic scor de iritare (0,07). P23 si P24 au avut scoruri
de iritare relativ similare, 0,72 pentru P23 si 0,82 pentru P24 (Tabelul 5). Tn plus, SDS a indus
hemoragie masiva, precum si liza vasculara si coagulare la nivelul membranei corioalantoice. Tn
schimb, cele doua probe nu au indus modificari semnificative, observandu-se doar o usoara liza
si staza vasculara (Figura 3). Cu toate acestea, in cazul P24, se observa o usoara reducere a

timpului de liza si coagulare, comparativ cu p23.
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Figura 3. Analiza potentialului iritant al P23 si P24 folosind metoda HET-CAM. Imagini de stereomicroscoape ale CAM

inoculate cu H20 ca martor negativ, SDS ca control pozitiv si probe.

Tabelul 5. Scorul de iritare (IS) pentru P23 si P24 si timpul de aparitie a hemoragiei (tH), lizei (tL) si coagularii (tC).

H20 SDS 1% P23 P24
IS 0.07 19.57 0.72 0.82
tH 300 27 297 300
tL 300 18 287 283
tC 300 21 290 288

Acidul hialuronic (HA) este utilizat in mod obisnuit in tratamentul patologiilor genunchiului,
astfel in ultimul studiu au fost evaluate doua tipuri de acid hialuronic (Fluicondrial 80 si Juvederm)
la nivelul celulelor de osteosarcom (SAOS-2)-o0 alta patologie osoasa ce necesita studiu in
vederea imbunatatirii tratamentelor. S-a analizat din punct de vedere al viabilitatii, al morfologiei
celulelor, structurii nucleelor si impactul la nivelul markerilor cu implicatii in apoptoza celulara
(Bax, Bad si Bcl-2).

Conform rezultatelor, ambele probe (HA-Fu si HA-Ju) au un efect dependent de concentratie
asupra viabilititii celulare, dar cu o intensitate diferitd. Tn consecinta, concentratiile de HA-Fu de
50 si 100 pg/mL nu au determinat o scadere semnificativa a viabilitatii, comparabila cu celulele
martor, nestimulate. Alternativ, concentratiile de 500 si 1000 pg/mL au determinat o scadere mai

marcata a procentului de celule viabile, care a fost de 81% si, respectiv, 80% (Figura 4).
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Figura 4. Evaluarea efectului citotoxic asupra celulelor SAOS-2 dupa 24 de ore de stimulare cu HA-Fu si HA-Ju
(50, 100, 250, 500 and 1000 pg/mL).

Urmatorul pas in evaluarea efectelor HA-Fu si HA-Ju asupra celulelor osteosarcomului a
fost determinarea impactului asupra structurii nucleelor. Prin urmare, ih urma metodei DAPI s-a
observat ca HA-Fu a indus modificari structurale in nuclee incepand de la o concentratie de 250
ug/mL. Tn comparatie cu celulele de control, a existat o scadere a numarului de nuclee, iar
cromatina a fost usor condensata. Pe langa condensarea cromatinei si scaderea numarului de
nuclee, concentratia de 1000 g/mL a provocat modificari masive care au inclus aparitia corpurilor
apoptotice si fragmentarea nucleara. Comparativ, HA-Ju a provocat modificari mai substantiale
decat HA-Fu. O condensare masiva a cromatinei si aparitia corpurilor apoptotice au putut fi
observate chiar si la concentratia de 250 yg/mL, in timp ce la concentratia de 1000 pg/mL,

semnele de deteriorare nucleara au fost si mai evidente, sugerand efecte apoptotice (Figura 5).

250 pg/mL 1000 pg/mL

Control

250 pg/mL 1000 pg/mL

Figura 5. Nucleele SAOS-2 colorate cu colorant DAPI dupa 24 de ore de tratament cu HA-Fu si HA-Ju (250 si 1000

pg/mL). Sagetile portocalii indica semne de apoptoza. Barele de scara reprezinta 100 um.



Datorita studiilor anterioare care sugerau ca ambele tipuri de acid hialuronic promoveaza
apoptoza, urmatorul pas a fost examinarea impactului lor asupra expresiei genelor pro-apoptotice
(Bax si Bad) si anti-apoptotice (Bcl-2). Ambele tipuri de probe testate au relevat o crestere a
expresiei genelor pro-apoptotice Bax si Bad, cea mai intensa crestere fiind observata in proba
HA-Ju 1000 pg/mL. intre timp, o reducere semnificativa a genei antiapoptotice a fost observata

numai dupa stimularea cu HA-Ju 1000 ug/mL timp de 24 de ore (Figura 6).
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Figura 6. Expresia relativa a exprimarii ARNm a markerilor mitocondriali pro- si anti-apoptotici in celulele
SAO0S-2 dupa stimularea cu HA-Fu si HA-Ju (250 si 1000 pg/mL) timp de 24 de ore.

Concluzii

In urma primului studiu efectuat, s-a ajuns la concluzia ca adiponectina are un rol dublu
sau mai complex in diagnosticul OA. Acest lucru a fost foarte asociat cu diferite forme si stadii de
OA; cu toate acestea, rolul sau exact in patogenia OA ramane neclar, deoarece rapoartele
studiilor dezvaluie rezultate contradictorii, atat proprietati distructive, cat si de protectie. n ciuda
acumularii de dovezi din studiile in vitro si in vivo, mecanismul precis si direct prin care adipokinele
contribuie la debutul si dezvoltarea OA ramane in mare parte neexplorat si insuficient inteles.

Rezultatele celui de-al doilea studiu au evidentiat o corelatie semnificativa intre varsta si
ACRP-30, si ACRP-30 si IL-6, sugerand ca varsta inaintatd poate contribui la reducerea
adiponectinei, iar acest lucru manifesta si un efect sinergic cu IL-6. In acelasi timp, cresterea IL-
6 atrage cresterea IL-10. Comparand barbatii cu femeile, s-a observat ca varsta barbatilor este
mai mult legata de rigiditate, iar IL-6 si IL-10 sunt direct corelate cu IMC. Tn schimb, femeile par

sa fie mai sensibile la durere si rigiditate.



Ultimul studiu si-a propus sa evidentieze potentialul acidului hialuronic, care este utilizat
pe scara larga in cazul KOA asupra celulelor osteosarcomului. Conform rezultatelor obtinute,
acidul hialuronic a fost gasit citotoxic, determinand scaderea viabilitatii celulare si modificari ale
morfologiei celulare Tn mod dependent de doza. Nucleii au prezentat, de asemenea, modificari
caracteristice apoptozei celulare, inclusiv condensarea cromatinei si aparitia corpurilor
apoptotice. Tn plus faté de aceste constatari, analiza RT-PCR a indicat ca acidul hialuronic creste
expresia genelor pro-apoptotice (Bax si Bad) in timp ce scade expresia genelor anti-apoptotice
(Bcl-2).

Tn concluzie, KOA este o problema de actualitate care afecteaza confortul zilnic a milioane
de oameni, iar identificarea unei metode avansate de diagnostic ar putea imbunatati semnificativ
prognosticul. Biomarkerii arata rezultate promitatoare in acest sens, dar sunt necesare informatii
suplimentare pentru a confirma acuratetea si mecanismul lor de actiune. n plus, identificarea
complementara a spectrului terapeutic poate imbunatati semnificativ calitatea vietii pacientilor cu
KOA.
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