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ADNOTARE
Ciuntu Angela ,,Glomerulonefrita primari la copii: mecanisme etiopatogenice, clinica,
prognostic”. Teza pentru obtinerea gradului stiintific de doctor habilitat in stiinte medicale,
Chisinau, 2017. Teza este expusa pe 275 pagini si consta din introducere, 6 capitole, concluzii
generale si recomandari practice, 93 tabele, 43 figuri, anexe. Bibliografia include 394 surse. La
tema tezei au fost publicate 64 lucrari stiintifice.
Cuvinte-cheie: glomerulonefrita, citokine, factori de crestere, enzime proteolitice, plasmatice,
lizosomale.
Domeniul de studiu: pediatrie.
Scopul studiului: Elucidarea mecanismelor etiopatogenice prin estimarea particularitatilor
fiziopatologice, clinico-evolutive, de progresare a diferitor variante ale glomerulonefritei (GN)
pentru optimizarea diagnosticului clinic, prognosticului si elaborarea algoritmelor diferentiate de
diagnostic, tratament, profilaxie, reducerea recidivelor si riscului dezvoltarii bolii renale cronice (
BRC).
Obiectivele studiului: Studierea particularitatilor clinico-evolutive, factorilor de risc ai diferitor
variante ale GN primare la copii; estimarea nivelului moleculelor de semnalizare celulard si
aprecierea rolului lor; stabilirea markerilor biochimici de progresare a nefrosclerozei;
indentificarea rolului stresului oxidativ si al sistemului antioxidant; evaluarea informativitatii
diagnostice ale sistemelor enzimatice in sange si urind; studiul modificarilor histopatologice si
corelarea lor cu modificdrile clinico-paraclinice, biochimice si determinarea variabilelor de
prognostic nefavorabil precoce si a riscului dezvoltarii BRC; elaborarea schemei patogenice a GN;
elaborarea algoritmului de diagnostic, tratament diferentiat in aprecierea evolutiei, variabilelor de
risc ale injuriei cronice renale in GN la copii.
Metodologia cercetarii stiintifice: Studiul a fost realizat pe un lot de 289 copii cu GN primara.
Au fost utilizate: metode clinice, paraclinice, metode special selectate (molecule de semnalizare
celulara — citokine, chemokine, factori de crestere, de apreciere a sistemului pro-antioxidant,
sistemelor enzimatice in sange si urind . a.) si metode morfologice. Rezultatele obtinute au fost
supuse analizei statistice computerizate si prezentate prin procedee tabelare si grafice.
Noutatea si originalitatea stiintifici: A fost realizat un studiu complex clinico-paraclinic,
histologic prospectiv cu estimari biochimice la copii cu diferite variante ale GN in dinamica
maladiei. A fost studiat rolul moleculelor de semnalizare celulara, factorilor de crestere, sistemului
pro-antioxidant, oligoelementelor, sistemelor enzimatice in sange si urina la diferite etape clinico-
evolutive ale GN la copii.
Problema stiintifica aplicativa de importanta majora solutionata consta in elaborarea unei
metodologii de format propriu pentru aprecierea variantelor clinice ale GN, unei scheme
patogenice de lucru pentru care au fost definite aborddri optime de diagnostic, diagnostic
diferential, de corectie medicala individualizata directionate spre restabilirea maximala a functiei
renale si calitatii vietii viitorului adult.
Semnificatia teoretica: in premierd a fost apreciat rolul markerilor biochimici in ser si urina
asupra mecanismelor patogenice ale GN, diagnosticului evolutiv si prognosticului bolii.
Valoarea aplicativa a lucrarii: a fost structurata sindromologia si evolutia GN prin investigatii
biochimice in sange si urina ce ar permite de a stabili factorii predictivi In progresarea GN, dar si
ai prognosticului acesteia.
Implementarea rezultatelor stiintifice: In baza studiului prezent au fost implementate noi
metode de diagnostic al pacientilor cu GN primara in sectia nefrologie a IMSP IM si C, IMSP
SCM nr.1 ”V.Ignatenco” si in procesul didactic al Departamentului Pediatrie [P USMF ,,Nicolae
Testemitanu”™, cu scop de ameliorare a asistentei medicale acordata copiilor cu glomerulonefrita.
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TuddepeHInaTbHO TUarHOCTUKA Y MHIWBUIYAIM3UPOBAHHOW MEIUKAMEHTO3HOW KOpPPEKIINH,
HaIlpaBJICHHbIE HA MAKCUMaJIbHOE BOCCTAHOBJIEHUE (DYHKIIMH MOYEK M KaUecTBa KU3HU MallMeHTA.
Teopernyeckasi 3HAUMMOCTb: BIIEPBbIE ObLIA OLIEHEHA POJIb OMOXMMUYECKUX MapKepOB KPOBH U
MOYH B [IATOI€HETUYECKUX MEXaHU3Max pa3BuTys I 'H, a Taxoke 4711 AMarHOCTUKY U IPOTHO3UPOBAHUS
SBOJIFOIMHN 3a00JI€BaHU.
IIpakTuyeckas 3Ha4uMoOCTh: bbula cCTpykTypupoBaHa cuHapomosiorus u osomouus [I'H
MOCPEACTBOM OHMOXMMHUYECKHX HCCIIEIOBAHUI B KPOBM M MOYE, YTO IO3BOJIWJIO  ONpPENEIUTH
NporHocTHyeckue (hakTopsl mporpeccupoBanus u TedeHus ['H.
BHeapenue pe3yJbTaToB: ObUIHM BHEAPEHBI B KIMHUYECKYIO npakTuky Llentpa Oxpansl Marepu u
Pebenka, Hedpoaoruueckoe OTAEICHHE MYHUIMNAIBHOM KIMHUYECKOW JETCKOM OOJIbHUIE WM.
B.Urnarenko, a Takke B ydeOHOM rmporiecce [ ocymapctBeHoro MeETUIIMHCKOTO U
®PapmaneBTrueckoro YHusepcurera uM. Hukomnae Tecremunany.



SUMMARY
Ciuntu Angela. Primary glomerulonephritis in children: pathogenic mechanism, clinics,
prognosis, Ph.D. thesis in medicine.Chisinau, 2017. The book contains 275 pages of main text, it
is divided into: introduction, 6 chapters, conclusions and recommendations, bibliography
composed of 394 titles, 93 tables, 43 figures, and appendices. The results are published in 64
scientific papers.
Keywords: glomerulonephritis, cytokines, growth factors, proteolytic, plasmatic and lysosomal
enzymes.
Purpose of the study: To elucidate the etiopathogenetic mechanisms by estimating the
pathophysiological and clinical peculiarities of the progression of various forms of
glomerulonephritis (GN). All these are aimed to optimize the clinical diagnosis, prognosis, and
developing of differential diagnostic algorithms, treatment, prophylaxis to reduce recurrence and
exacerbations (CKD).
Study objectives: to study the clinical-evolutionary peculiarities, the risk factors of various
variants of primary GN in children; to estimate the level of cell signaling molecules and assessing
their role; to establish the biochemical markers of progression of nephrosclerosis; to identify the
role of oxidative stress and antioxidant system; to assess the diagnostic informativeness of enzyme
systems in the blood and urine; to study the histopathological changes and their correlation with
clinical and biochemical changes and to determinate the early unfavorable prognostic variables
and the risk of CKD development; to elaborate the pathogenic scheme of GN; to elaborate the
diagnostic algorithm, differential treatment in the assessment of the evolution, risk variables of
chronic kidney injury in GN in children.
Methodology of scientific research: The study was conducted on 289 children with primary GN.
Clinical, paraclinical and specially selected methods (cell signaling molecules - cytokines,
chemokines, growth factors, pro-antioxidant system, enzymatic systems in the blood and urine,
etc.) and morphological methods have been used. The obtained results were subjected to the
statistical analysis and presented by tabular and graphical procedures.
Scientific novelty and originality: The work comes along with a range of complex clinical and
laboratory studies, histology prospective study with biochemical estimation in different forms of
GN in children. The role of cellular signaling molecules, growth factors, pro-antioxidant system,
oligoelements, enzymatic systems in the blood and urine at different clinical and evolutionary
stages of GN in children was establiched.
Scientific issue treated in this thesis is to develop a methodology for proper assessing of different
clinical forms of glomerulonephritis. Here are emphasized optimal approaches of differential
diagnosis and individualized medical correction, aimed to restore maximal renal function and
quality of life of future adult.
Theoretical significance: For the first is appreciated the action of biochemical markers in serum
and urine on pathogenetic mechanisms of GN, diagnosis and prognosis of disease evolution.
Practical significance: This research structures the syndromology and evolution of GN through
biochemical investigations in serum and urine that would allow determining predictive factors in
the progression of GN, along with its prognosis.
Implementation of results was achieved due to clinical activity of IM and C, Municipal clinical
pediatric hospital "V.Ignatenco” and didactic activity of State Medical and Pharmaceutical
University "NicolaeTestemitanu™ of Republic of Moldova, with the aim of improving the
healthcare of children with glomerulonephritis.



LISTA ABREVIERILOR

AAT — activitate antioxidanta totala

Ac — anticorpi

ARC — afectiuni renale cronice
ADA-aza — adenozindezaminaza
Adgptl 4 — angiopoietin-like 4

Ag -—antigen

AGE — produsi finali de glicare avansata
AgHBs - antigen HBs

AMP-aza — adenozinmonofosfat—
dezaminaza
ANCA -
citoplasmatici
ART - afectiune renala terminala

ASG — antihialuronidaza

ASLO — antistreptolizina

AUC — Area Under Curve

BRA — blocatorii receptorilor angiotensinei
BRC — boala renala cronica

Cs — fractia C3 a complementului

SDF-1 — factorul stromal dirivat -1

CIC — complexe imune circulante

CM — celule mezenchimale

CTGF — factorul de crestere a tesutului
conjunctiv

DA — dermatita atopica

ET-1—endotelina - 1

FAP — factor de activare plachetar

FGF-B — factorul de crestere fibroblastic-
beta

G-6-PDH- glucoza-6-fosfat dehidrogenaza
GN — glomerulonefrita

GNA - glomerulonefrita acuta

GNAPS  —  glomerulonefrita  acuta
poststreptococcica

GNC - glomerulonefrita cronica

GNM — glomerulonefrita membranoasa

anticorpi antineutrofili

GNMP — glomerulonefrita membrano-
proliferativa
GNMzP — glomerulonefrita mezangial-
proliferativa

GNP — glomerulonefrita primara

GNRP — glomerulonefrita rapid progresiva
GSFS -  glomeruloscleroza  focal-
segmentara

HTA — hipertensiune arteriala

IECA — inhibitorii enzimei de conversie a
angiotensinei

IL-1B — interleukina 1P

IL-6 — interleukina-6

IL-8 — interleukina-8

ITU — infectia tractului urinar

LAP — leucinaminopeptidaza

LDH — lactatdehidrogenaza

LES — lupus eritematos sistemic

LRA — leziune renala acuta

MBG — membrana bazald glomerulara
MCP-1 — proteina chemoatractanta
monocitara-1

MEC — matrice extracelulara

MIP-la — proteina monocitara
inflamatoriela

MPO — mieloperoxidaza

NAG-B — N-acetyl-B-glucozaminidaza

ND — nefropatie diabetica

NF-kB — factorul nuclear kappa B

NO — oxid de azot

PAI-1 — inhibitorul 1 al activatorului
plasminogenului

PBR — punctie biopsie renala

PCE — pseudocolinesteraza

PDGF-B — factorul de crestere derivat
plachetar

PHis — peptide histidinice

PPOA — produsii proteici de oxidare avansata
RFG - rata filtratiei glomerulare

RLO — redicali liberi oxigen

ROC - receiver operator characteristic

SD - steroiddependenta

SHU - sindrom hemolitic uremic

SKK —sistemul kalikrein-kininic

SN — sindrom nefrotic

SNI — sindrom nefrotic idiopatic

SNISR - sindrom nefrotic idiopatic steroid-
rezistent

SNSD - sindrom nefrotic steroid-dependent
SNSM  — sindrom nefrotic cu schimbari
minimale

SNSR - sindrom nefrotic steroid-rezistent
SNSS - sindrom nefrotic steroid-sensibil
SRAA — sistemul renin-angiotensina-
aldosteron

SRO - specii reactive de oxigen

TNF-o — factorul necrozei tumorale o
VEGF — factorul de crestere vascular
endotelial

v-GTP — y-glutamiltransferaza



INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate. Datele epidemiologice denotd cd in
structura patologiei renourinare la copii, in ultimele decenii, a crescut cu mult frecventa
glomerulonefritei (GN). Marea majoritate a autorilor constatd cd GN reprezintd o problema de
sdndtate publicd cu impact major asupra morbiditatii si letalitatii copiilor. Conform statisticilor
moderne, afectiunea datd ocupd o pozitie speciald in patologia renourinard, nu numai datorita
cresterii continue a morbiditatii, dar si evolutiei clinice dominate de severitatea sindromului
nefrotic (SN), modificarilor functionale, morfologice, biochimice, tendintei de recidivare,
procentului inalt de cronicizare si invalidizare, dificultatilor in tratament, profilaxie [39, 105, 124,
161, 164, 216]. Conform studiilor North American Pediatric Renal Transplant Cooperative Study
(NAPRTCS), incidenta GN la copii este in continua crestere si constituie 14,0% [33].

Astfel, marele interes ce se acordd acestei probleme este justificat si prin faptul ca, in
prezent, GN se plaseaza pe locul al doilea dupa maladiile congenitale sau ereditare ale rinichilor
in structura factorilor cauzali ai bolii renale cronice (BRC) la copii.

Studii efectuate la nivel global au raportat recent cd glomerulonefrita cronicd (GNC) ca
cauza a BRC are 0 prevalenta de la 30-60% [24, 344]. Dupa datele registrului ESPN/ERA-EDTA,
BRC terminala cauzata de glomerulonefrita in Europa constituie 15%, [124], comparativ cu
cercetarile efectuate in Japonia (22%) [154], in Australia si Noua Zeelandd — 29%, conform
datelor registrului de Dializa si Transplant (ANZDATA) [217], registrul UK — 18% [190],
registrul Italian — 5% [35], registrul Belgian — 7% [229].

Datele studiului PodoNet Consortium efectuat pe un lot de 1655 copii din 67 centre
nefrologice din 21 tari, au demonstrat cda GN ca factor cauzal al BRC la copii, constituie de la 5-
29 % 1in cazul BRC terminale, dintre care 64 % copii au prezentat sindrom nefrotic steroid-
rezistent (SNSR) in primii 5 ani de viatd, 6 % — sindrom nefrotic congenital, iar 17 % copii au
avut si modificari extrarenale. Conform rezultatelor cercetarii date, cea mai frecventa cauza de
SNSR a fost glomeruloscleroza focal segmentara (GSFS) — 56%, SN cu schimbari minimale in
glomeruli (SNSM) — 21% si glomerulonefrita mezangioproliferativa (GNMzP) — 12% [338].

In ultimele decenii incidenta glomerulonefritei acute poststreptococce (GNAPS) a scazut
in Statele Unite si in alte tari dezvoltate, in timp ce frecventa GN postinfectioase provocata de
infectia stafilococica a crescut [343]. Cercetatorii japonezi au raportat ca incidenta GN
postinfectioasa a atins punctul culminant in anii 1990 si ca GNAPS, care a reprezentat aproape
toate cazurile de GN postinfectioasa 1n anii 1970, a scazut la aproximativ 40-50%, incepand cu
anii 1990, in timp ce proportia nefritei determinata de infectia cu Staphylococcus aureus a crescut

pana la 30% [343].



Incidenta globalda a GNAPS la copii cu varsta cuprinsa intre 3-16 ani constituie 15,5 cazuri
pe an [32]. Datele literaturii de specialitate bazate pe un vast material clinic denota, ca in prezent
incidenta anuald a sindromului nefrotic idiopatic (SNI) la copii n varsta pana la 16 ani constituie
in Europa, Statele Unite 3-7 cazuri la 100 000, iar prevalenta cumulativa — 16/100000 copii [45,
115]. Incidenta SNI a fost raportata ca fiind de 2,0 /100 000/an la copiii caucazieni, cu rate mai
mari la copiii arabi (9,2 /100 000/an) si copii din Asia (6.2-15.6 / 100 000 /an) [39, 105, 215].

Incidenta SN in Noua Zeelanda este aproximativ de 20 cazuri la 1 mln copii sub varsta
de 15 ani [365]. Incidenta SN variaza in functie de etnie, rasa, zona geografica. Aceste variatii in
distributia etnica si geograficd a SNI demonstreaza influentele genetice si de mediu in dezvoltarea
SNI [30, 119, 382]. La copiii cu varsta mai mica de 8 ani in debut, raportul dintre baieti si fete
variaza de la 2:1 pana la 3:2 in diferite studii [39]. La copiii mai mari, la adolescenti si adulti,
prevalenta de sex masculin-feminin este aproximativ egala. Datele Studiului International Study
of Kidney Disease in Children Nephrotic syndrome in children (ISKDC) indica faptul ca 66%
dintre pacienti cu SNSM sau GSFS sunt de sex masculin, in timp ce 65% dintre copii cu GNMP
sunt fete, 70% din copii cu SNSM au varsta sub 5 ani [162, 242].

S-a demonstrat ca aproximativ 80% din toate formele de SN la copil au aspect de modificari
minimale in glomeruli, iar 20% reprezintd glomerulonefritele cronice si afectiunile renale
dobandite de etiologie deseori necunoscuta [162].

Aproximativ 90% copii cu SN sunt steroid-senzitivi (SNSS), obtin remisiunea la terapia
corticosteroida zilnicd si au o functie renald pastratd de duratd [162]. Statisticile denota ca
aproximativ 20% din copii manifesta o rezistenta la steroizi s1 un esec la terapia cu prednizolon,
iar 3% cazuri prezinta rezistenta steroida tardiva [163].

Conform unor cercetari recente, GSFS primara — entitate clinico-paraclinicd asociatd cu
proteinurie si BRC la copii si adultii tineri — insumeaza 31-60% din toate cazurile de SNI. Bonilla-
Felix si coautorii au raportat o crestere semnificativa (de la 22% la 47%) a incidentei GSFS in
biopsiile renale efectuate la copiii cu SNI pe o perioada de 20 de ani [56].

Estimarea incidentei si prevalentei GSFS la copii, conform rapoartelor clinice, registrelor
si biopsiilor renale, este dificila prin faptul ca, spre deosebire de adulti, copiii nu sunt supusi
examenului prin biopsie renald. Rapoartele clinice ne indica frecvent ca diagnosticul de SNSM
este bazat pe raspunsul la steroizi, ceea ce duce la subestimarea diagnosticului de GSFS [65].
Actualmente, cel mai amplu registru pediatric este NAPRTCS care colecteaza date despre
afectiunile renale cronice (ARC), pacientii cu transplant renal si cei care beneficiaza de dializa.
In baza unui studiu pe un lot de 6000 copii cu ARC si cu rata de filtrare glomerulara (RFG) mai

micd de 75 ml/min / 1,73m?, s-a demonstrat ci GSFS are cea mai mare tendintd de a progresa
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spre 0 afectiune renala terminald (ART), ce depaseste semnificativ afectiunile malformative
renale, ca hidronefroza, uropatiile obstructive si cele de reflux. La 70-75 % pacienti diagnosticati
cu GSFS primara a fost prezenta rezistenta la terapia cu glucocorticoizi [246]. Potrivit statisticii
NAPRTCS, la aproximativ 60% din copiii cu GSFS, in pofida tratamentului medical, pe parcursul
a 24 luni de la introducerea lor 1n registrul dat, boala se complica, ei avand nevoie de dializa sau
transplant renal [246]. Cercetarile au demonstrat ca GSFS progreseaza spre BRC terminald in 50
% din cazuri In primii ani de la stabilirea diagnosticului, in special la copiii cu cresterea clearence-
ului creatininei serice, persistenta proteinuriei din perioada debutului maladiei, cu rezistenta la
tratamentul conventional. Aproximativ in 30-40% cazuri GSFS recidiveaza dupa transplantul
renal. Odata cu avansarea in varsta, frecventa GSFS la copiii cu SN in varsta de 0-6 ani nu
depaseste 10%, si constituie 20-50% la adolescenti [58].

Experienta acumulata referitoare la evolutia SN a aratat ca in 80-90% din cazuri copiii
dezvolta una sau mai multe recidive, pe cand in 30-50% din cazuri recidivele sunt frecvente si
prezintd steroiddependenta [34, 188, 327], in 34-64% cazuri SNSR progreseaza spre BRC
terminala pe parcursul a 10 de ani de la diagnosticare [219, 377, 378].

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare si identificarea problemelor de cercetare.

Prevalenta inalta a glomerulonefritei ca factor cauzal al BRC la copii, tendinta spre
recidivare, asocierea complicatiilor grave, dificultatile de diagnostic, inexistenta metodelor
selective optimale si inofensive de tratament si/sau profilaxie constituie unele din multiplele
probleme actuale ale nefrologiei clinice contemporane. Studiile efectuate in ultimii ani de catre
cercetdtori din lumea intreagd aratad ca rezultatele tratamentului pe termen lung al pacientilor cu
GN raman incerte, multe din problemele practice urmeaza a fi solutionate in special aspectele
legate de dereglarile homeostaziei si rolul ei in evolutia bolii. Cercetarile sporadice, informatiile
contradictorii ne-au determinat sa efectuam un studiu multimodal in GN la copii.

Discutabile rdman multe probleme de etiopatogenie, privind factorii de risc, activitatea
procesului inflamator, de profilaxie a complicatiilor. Conform studiilor recente cel putin 50% din
recidive sunt declansate de infectii virale ale tractului respirator superior, ca rezultat al eliberarii
de citokine [231, 286]. Astfel, alte infectii, cum ar fi infectii ale tractului urinar (ITU), diareea,
peritonita, reprezinta triggeri ai recaderilor in SN la copii [231]. Exista cercetari cu referire la rolul
ITU in recidiva SN, precum si cauza a raspunsului slab la terapia cu steroizi [19].

Printre factorii de risc in progresia BRC terminale este raportata proteinuria, varsta mica la
debutul bolii, insuficienta renala acuta, scleroza focala extinsa prezenta al biopsia renald [219].
Factorii de prognostic pe termen lung in SNI constituie prezenta infectiilor intercurente si

raspunsul la tratamentul cu steroizi [257]. Studii recente indica faptul ca remisiunea initiala la un
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termen >9 zile si prima recidiva in termen de 6 luni au fost printre riscurile semnificative pentru
dezvoltarea SN frecvent recidivant [234].

Factorii genetici reprezinta predictori in evolutia bolii. Unul dintre cele mai mari studii
efectuate de catre Buscher si coautorii a examinat rezultatele evolugiei bolii pe o perioada de
supraveghere timp de 10 ani a 231 de copii intr-o cohorta europeana cu SNSR. Pentru cei care
prezinta SN dupa varsta de 3 luni, la 58% copii cu SNSR asociat cu mutatii genetice, boala a
progresat spre BRC terminala, comparativ cu 29% cu SNSR fara mutatii genetice identificate [63].

Riscul pentru rezistenta hormonala primara este in functie de modificarile histopatologice
initiale. Cercetarile efectuate de ISKDC au aratat ca 70%, 44% si 7 % de copii cu GSFS, GNMzP
si SNSM au prezentat rezistenta primara la steroizi [162].

In ciuda ratei initiale de raspuns favorabil de 90% pana la 95% si prognostic favorabil al
copiilor cu SNSS, recidivele apar de la 60% pana la 90% din cei care au raspuns initial, care pot
duce la cresterea morbiditatii, complicatii si scaderea calitatii vietii [168]. Boala progreseaza, se
atesta recaderi frecvente, fiind adesea insotita de dependenta de steroizi la aproximativ 20% pana
la 60% dintre pacienti [329].

Gipson D. S. si coautorii au raportat un risc de 90% mai mic de progresie spre BRC terminal
la pacientii cu SNI care au obtinut remisiune [139]. Studii efectuate de Abeyagunawardena A. S.
si coautorii au examinat rezultatele tratamentului a 66 copii cu SNSR pe parcursul a 10 ani [15].
Astfel, In urma tratamentului efectuat supravietuirea renald a fost de 90%, in timp ce aproape 50%
din numarul celor care nu au raspuns la tratament au progresat spre BRC terminala [377].

Réspunsul la terapia cu imunosupresoare de a doua linie si riscul de progresie poate fi
diferit la copiii care au raspuns initial la tratament, dar care apoi au devenit nonsensibili (non-
sensibili tardiv). Intr-un studiu multicentric efectuat de Straatmann C. si coautorii au demonstrat,
ca pana la 87% copii din cei nonsensibili tardivi au raspuns initial la un inhibitor de calcineurina.
Totusi, pe termen lung, 31% copii din cohorta au devenit nonreceptivi, cu scaderea functiei renale
si cresterea progresiva a BRC terminale, comparativ cu cei care au raspuns la tratament [319].
Esfahani S. T. si coautorii examinand evolutia SN la peste 200 de copii, cu o supraveghere de la
5 panad la 20 de ani, a constatat ca, 83% cazuri au prezentat recidive in copilarie si peste 50% au
necesitat tratament imunosupresor suplimentar indicand probabil prezenta SN frecvent recidivant.
La mai putin de jumatate din cohorta s-au atestat remisiune cu o duratda mai mare de 3 ani [123].

In mod similar, Ishikura K si coautorii, intr-un studiu randomizat, controlat efectuat in
Japonia, a supravegheat pe parcursul a 10 ani eficacitatea tratamentului cu ciclosporind la copii cu

SN frecvent recidivant mentionand ca 50 la sutd au continuat sd prezinte recaderi si sa urmeze
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tratament cu imunosupresoare si in perioada adultului. Numarul mare de recaderi in copilarie
prezintd un factor de risc pentru dezvoltarea recurentelor in perioada adultului [164].

Unul dintre cele mai mari studii a fost efectuat de Ruth E. M. si coautorii pe un lot de 42
de copii cu SN cu o medie de supraveghere de 22 de ani. 33% din pacienti au avut recurente si in
perioada adultului. Numarul de recurente in timpul copildriei si adolescentei si necesitatea terapiei
de linia a doua au fost riscuri pentru recidive in perioda adultului [281]. Complicatii pe termen
lung ale SNSS au fost recidivele in perioada adultului ce au constituit — 5 - 40 % [125],
hipertensiunea arteriala — 6-46 % [164], reducerea RFG si BRC terminala <1 % cazuri pe parcursul
a 20 ani de supraveghere [125]. Mortalitatea in glomerulonefrita acuta (GNA) in grupele de varsta
cel mai frecvent afectate, la copii si adolescenti, a fost raportata la 0-7% pacienti [206].

Studiile recente releva rolul diferitor factori (umorali si celulari) asupra proceselor de
fibrogeneza. Citokinele si factorii de crestere sunt mediatori care, in coroborare cu alti markeri,
prin mecanisme paracrine si autocrine, contribuie la progresarea leziunilor renale in GN [36, 46,
73]. Studii experimentale au demonstrat ca scleroza glomerulard se asociaza cu hipertrofia
glomerulara. Deci aceste doud fenomene sunt rezultatul actiunii unor stimuli comuni. Exista
dovezi in vivo si experimentale care sugereaza cd unele citokine sunt responsabile atat de
hipertrofia cat si de hiperplazia glomerulilor [74].

Problema progresarii GN este determinata nu numai de mecanismele imune, dar si de cele
neimune ca rezultat al dereglarilor homeostaziei, celor metabolice, ale cascadei de coagulare s. a.
care contribuie la evolutia trenantd a GN, la asocierea complicatiilor, in special a BRC.

Conform cercetarilor din literatura de specialitate, progresarea GN este rezultatul
proliferarii celulare cu acumularea de matrice celulard si sclerozd glomerulard. Ca urmare,
nefroscleroza si fibroza interstitiald sunt factorii de risc de baza in dezvoltarea BRC terminale
[117, 304]. Ca raspuns la lezarea celulei (factori mecanici, infectiosi) are loc eliberarea diferitor
substante vasoactive, proinflamatorii, prosclerotice, mediatori ai proapoptozei etc. Exista studii
limitate privind corelatiile clinico-patologice si biochimice ale GN la copii [366, 373].

Actualmente, raman insuficient studiati un sir de factorii de risc, suportul lor etiopatogenic
ce ar permite de a ameliora diagnosticul, tratamentul si de a diminua asocierea unei complicatii
grave ca BRC la copiii cu GNC. Un alt aspect ce merita de a fi studiat sunt criteriile de prognozare
precoce a evolutiei nefavorabile a GNC la copii. In acest context, este logica necesitatea de a
elucida factorii de evolutie, progresare ai glomerulonefritelor la copii.

Tulburarile hemodinamice in GN au un impact nefavorabil asupra functiei renale. Datele
experimentale vin sd completeze si informatia privind rolul proceselor metabolice, moleculare la

nivel celular, tubulare renale si consecintele lor glomerulare. Mentiondm ca In genere se discuta

13



in fiziopatologie cu privire la patogeneza manifestarilor clinice ale GN si se acceptd doua
conceptii: conceptul toxic si cel de ischemie — perfuzie la nivelul rinichilor [265].

Statisticile contemporane atestd ca Tn GN la copil sunt departe de a fi solutionate
problemele de diagnostic complex al modificarilor homeostaziei, al gravitatii, activitatii procesului
inflamator, de profilaxie a complicatiilor etc.

In prezent, nu exista studii complexe ce ar permite elaborarea unui algoritm de diagnostic
precoce pentru estimarea factorilor de risc nespecifici, a markerilor fibrozei renale, progresarii
GN, precum si pentru aprecierea rolului lor in evolutia GN 1n functie de activitatea procesului
patologic, prognozarea imediata si la distanta. Mecanismele patogenice multifactoriale care stau
la baza dezvoltarii GN la copii, factorii de risc ce conduc la progresarea maladiei, lipsa criteriilor
clinico-functionale, biochimice de apreciere a variantelor clinico-evolutive, criteriilor, de
prognozare si profilaxie a BRC au determinat necesitatea si actualitatea studiului dat.

Scopul studiului: evaluarea mecanismelor etiopatogenice prin estimarea particularitatilor
fiziopatologice, clinico-evolutive, de progresare a diferitor variante ale glomerulonefritei pentru
optimizarea diagnosticului clinic, prognosticului si elaborarea algoritmilor de diagnostic,
tratament, profilaxie, reducerea recidivelor si riscului dezvoltarii bolii renale cronice.
Obiectivele studiului:

1. Studierea particularitdfilor clinico-evolutive, factorilor de risc a diferitor variante ale
glomerulonefritei primare la copii.

2. Estimarea nivelului moleculelor de semnalizare celulara (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-o, MCP-1, MIP-
o, SDF-1a, CD40) si a rolului lor in patogenia glomerulonefritei la copii.

3. Stabilirea suportului markerilor biochimici de progresare a nefrosclerozei (VEGF, PDGF-BB,
CTGF, FGF-B) in glomerulonefrita la copii.

4. Evaluarea rolului stresului oxidativ si a sistemului antioxidant in fiziopatologia
glomerulonefritei la copii.

5. Aprecierea informativitdtii diagnostice a enzimelor plasmatice, proteolitice, lizozomale in
fiziopatologia glomerulonefritei la copii.

6. Studiul modificarilor histopatologice si corelarea cu modificdrile clinico-paraclinice,
biochimice si determinarea variabilelor de prognostic nefavorabil precoce si a riscului dezvoltarii
bolii renale cronice la copii cu glomerulonefrita.

7. Elaborarea schemei patogenice de lucru ale glomerulonefritei la copii in functie de evolutia
clinico-paraclinica, factorii de risc, modificarile biochimice si histologice.

8. Elaborarea algoritmului de diagnostic, tratament diferentiat In aprecierea evolutiei, variabilelor

de risc ale injuriei cronice renale in glomerulonefrita la copii.
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Metodologia cercetirii stiintifice. Studiul retrospectiv-prospectiv a fost realizat pe un lot
de 289 copii cu glomerulonefrita in perioada anilor 2002-2014. in calitate de metode de cercetare
au fost utilizate: metoda de anchetare, metode clinice, paraclinice, metode special selectate
(molecule de semnalizare celulara - interleukine, chemokine, factori de crestere, oxidul nitric,
sistemul pro-antioxidant, sisteme enzimatice in sange si urind, peptide histidinice, acizi uronici, s.
a.), metode morfologice. Rezultatele obtinute au fost supuse analizei statistice cu aplicarea
programelor Statistica 7.0 si EXCEL si prezentate prin procedee tabelare si grafice. Pentru
prelucrarea statistica a datelor au fost utilizate metodele: coeficientul de corelatie Pearson, testele
Student, Mann-Whitney ”U”, ANOVA, regresia logistica, curba ROC, precum si metoda Kaplan
—Meier.

Noutatea si originalitatea stiintificd a rezultatelor obtinute. A fost realizat un studiu
complex clinico-paraclinic, prospectiv cu estimari biochimice, histologice la copii cu diferite
variante ale glomerulonefritei in dinamica maladiei cu scopul eluciddrii mecanismelor
etiopatogenice prin estimarea particularitatilor clinico-evolutive, de progresare ale diferitor
variante a glomerulonefritei. Studiul dat a furnizat noi dovezi suplimentare in principalele verigi
patogenice ale GN si influenta lor asupra etapelor clinico-evolutive ale GN. Studiul complex
efectuat a relevat particularitatile clinico-evolutive ale glomerulonefritei primare (GNP) la copii.
In premiera in Republica Moldova au fost apreciati biomarkerii serici si urinari in dependenta de
varianta clinicd a maladiei.

A fost confirmat rolul chemokinelelor (MCP-1, MIP-a) si citokinelor inflamatorii — IL-1§,
IL-6, IL-8, TNF-a) — markeri senzitivi ai raspunsului imun, severitatii, activitatii procesului
patologic renal. A fost demonstratd importanta diagnostica a markerilor injuriei tubulointerstitiale
—glutation S-transferaza (GST) si a fibrozei renale (CTGF, FGF-B, VEGF, PDGF-BB) la pacientii
cu glomerulonefritd in detectarea precoce a BRC.

A fost demonstrat rolul biomarkerilor stresului oxidativ (PPOA, AGE, isoprostanul-8,
activitatea antioxidanta totala, glutathion peroxidaza, thiolii) in progresia GN.

S-a confirmat rolul factorilor nespecifici ai homeostazei enzimatice in serul sangvin si urina
in patogenia, diagnosticul, tratamentul complicatiilor glomerulonefritei primare (GNP) la copii. S-
a elaborat un program sigur si accesibil de explorari clinico-biochimice, histologice prin care s-a
facilitat diagnosticul precoce si diferential al GNP la copii. Au fost elucidate paralele clinico-
evolutive ale diferitor variante a glomerulonefritei in dependenta de stadiu, activitatea procesului
patologic in rinichi. S-a stabilit cel mai informativ spectru de enzime in serul sangvin si urina in
diagnosticul diferential si evaluarea complicatiilor glomerulonefritei la copii. De asemenea,

originalitatea stiintificd consta in gdsirea unor corelatii intre valorile serice si urinare si specificul
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manifestarilor clinice, paraclinice, histologice la copii cu GN. Analiza matematica a factorilor de
risc in baza calculelor integrative individualizate a permis aprecierea variabilelor responsabile de
probabilitatea maladiei. S-au adus dovezi coerente si originale privind aspectele patogenice ale
leziunilor renale, rolul moleculelor de semnalizare celulara, factorilor de crestere in sustinerea
proceselor de injurie renald si a biomarkerilor leziunii renale.

Rezultatele studiului ofera un potential de intelegere a aspectelor fiziopatologice ale GN si
date noi privind rolul chemokinelelor, citokinelor inflamatorii, factorilor de crestere biomarkerilor
stresului oxidativ, antioxidant in evolutia clinica, complinirea prognosticului maladiei.

Directiile noi de cercetare in stiinta si practica obtinute in cadrul studiului actual consta

in abordarea aspectelor patogenice ale GN prin aprecierea nivelurilor serice si urinare ale
moleculelor de semnalizare celulard, factorilor de crestere, sistemului oxidant, antioxidant,
oxidului nitric, arginazei, enzimelor proteolitice, plasmatice, lizozomale, enzimelor ciclului
glutationic, aprecierea rolului biomarkerilor noninvazivi precoce ai fibrozei renale, injuriei
tubulointerstitiale, disfunctiei endoteliale, raspunsului imun la copii cu GN.
Au fost stabilite criteriile principale de diagnostic diferentiat in diferite variante ale
glomerulonefritei. Au fost elaborate metode originale de diagnostic timpuriu in glomerulonefrita
primara la copii. A fost elucidat rolul major ale moleculelor de semnalizare celulara, factorilor de
crestere, sistemului oxidant, antioxidant, in evolutia, progresia glomerulonefritei. Datele obtinute
in cadrul cercetarii stiintifice actuale constau 1n determinarea ponderii factorilor de risc implicati
in progresia GN prin analizarea variabilelor folosind metoda regresiei logistice, cu scopul
calculdrii individualizate a riscului de dezvoltare a bolii.

S-a abordat aspecte patogenice ale injuriei renale prin aprecierea nivelurilor moleculelor
de semnalizare celulard, factorilor de crestere in sustinerea proceselor de Injurie renala acestea
fiind corelate cu varianta clinica, severitatea SN, specificul modificarilor paraclinice (proteinurie,
hipoproteinemie, metabolismul lipidic crescut), histologice; implementarea metodelor de
diagnostic precoce neinvaziv, ceea ce a permis precizarea simptomatologiei clinice timpurii si
gasirea unor verigi patogenice importante in aprecierea si in formarea noilor viziuni privind
optimizarea diagnosticului, prognosticului glomerulonefritei primare.

A fost creat un algoritm al diagnosticului diferentiat ale glomerulonefritei in functie de
varianta si activitatea bolii, conform utilizarii markerilor serici si urinari. Pe parcursul studiului a
fost fundamentata stiintific o noud platforma de directie in nefrologie.

Problema stiintificd importanti solutionati in tezi. Problemele aplicative solutionate n
cadrul studiului prezentat constd in elaborarea unei metodologii de format propriu pentru aprecierea

variantelor clinice ale glomerulonefritei pentru care au fost definite abordari optime de diagnostic
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diferential si de corectie medicala diferentiata, directionate spre reducerea complicatiilor, recidivelor,
restabilirea maximala a functiei renale si calitatii vietii viitorului adult.

Semnificatia teoretica a lucririi consta in fundamentarea cunostintelor noi privind rolul
moleculelor de semnalizare celulard, factorilor de crestere, sistemului oxidant, antioxidant,
enzimelor proteolitice, plasmatice, lizozomale, enzimelor ciclului glutationic, adenilic, PCE in ser
si urina la diferite etape clinico-evolutive a glomerulonefritei la copii.

S-au obtinut date noi despre rolul factorilor etiologici, corelatiile biochimice in ser si urind
cu modificarile paraclinice, histologice, precum si date despre contributia examinarilor paraclinice
in etapele timpurii ale bolii la stabilirea diagnosticului.

A fost confirmata valoarea predictiva a acestor factori In prognosticul la distantd al GN,
fiind un argument in favoarea elaborarii strategiilor de preventie a GN la etapele timpurii si tardive
ale bolii. A fost apreciat nivelului functional enzimatic la etapele procesului patologic care reflecta
obiectiv gradul de afectare al structurilor celulare renale, topografia leziunilor, intensitatea
procesului inflamator, complicatiilor supraadaugate.

A fost confirmat rolul markerilor enzimatici in serul sangvin si urind care permit
completarea criteriilor prognostice de apreciere a gravitatii maladiei, dezvoltarii precoce si
evolutiei complicatiilor, cat si diferentierea diagnostica a diferitor variante ale glomerulonefritei
primare la copil.

Modificarile functional-biochimice depistate pot servi drept baza pentru elaborarea unor
algoritme de diagnostic, tratament in scopul restabilirii sistemelor alterate la etapele clinico-
evolutive, precum si pentru prognozarea si prevenirea complicatiilor reno-urinare.

Datele studiului realizat au permis de a demonstra mecanismele fiziopatologice a GN si
relationate cu gradul de severitate, ca si suport patogenetic cu rol in stabilirea prognosticului.
Rezultatele obtinute au permis completarea datelor privind fiziopatologia GN, date importante
pentru optimizarea diagnosticului evolutiv si profilaxia complicatiilor.

Valoarea aplicativd a lucrarii. Au fost structurate particularitatile diagnosticului
etiologic, evolutive ale glomerulonefritei la copii.

S-au elaborat algoritme de diagnostic privind aspectele etiopatogenice, optimizarea
diagnosticului.

S-au apreciat biomarkerii urinari si serici, semnificatia lor patogenica, clinica, diagnostica
cat si prognostic.

S-a demonstrat rolul biomarkerilor raspunsului imun (IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1,
MIP-1a, SDF-1a, CD-40), fibrozei tubulointerstitiale precoce — glutation -S-transferaza (GST),

in diagnosticul si progresia GN cat si injuriei celulare: (rata filtratiei glomerulare (RFG),

17



proteinuria, NAG-p), disfunctiei endoteliale — endotelina-1, biomarkerilor stresului oxidativ —
(PPOA, AGE, isoprostan-8), biomarkerilor de diferentiere diagnostica a SNSS si SNSR — NAG-
B, y-GTP, biomarkerilor de prognostic — (MCP-1, PPOA, isoprostanului-8, AGE), markerilor
histologici in diagnosticul si prognozarea complicatiilor.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

1. Cunoasterea aspectelor fiziopatologice complexe ale glomerulonefritei primare la copii ce
reflectd influenta factorilor de risc (varsta, hematuria, hipertensiunea arteriala, scaderea clearance-
ul creatininei endogene, persistenta proteinuriei, rezistenta tardiva la steroizi in debut si pattern-ul
histologic) asupra progresiei GN la copil.

2. Importanta diagnostica a unor biomarkeri in ser si urind n cunoasterea aspectelor patogenice,
diagnosticul diferentiat, evolutiv si prognosticului copiilor cu diferite variante ale GN cu scopul
prevenirii complicatiilor.

3. Evaluarea nivelului enzimatic in dinamica procesului patologic reflecta obiectiv gradul de
alterare al structurilor celulare renale, topografia leziunilor, intensitatea procesului inflamator, si
complicatiilor.

4. Modificarile histologice, cat si corelarea cu indicii biochimici urinari permit prognozarea
evolutiei, prognosticului bolii.

5. Tabloul clinic al GN se manifesta in functie de sindroamele principale (sindrom nefritic,
nefrotic, nefritic cronic cét si sindrom nefritic rapid progresiv), dereglarile fiziopatologice, dar si
de mecanismele imunologice, cat si cele secundare implicate.

6. Bilantul unor parametri clinici, biochimici, histologici permit intregirea substantiala a criteriilor
prognostice de apreciere a gravitdtii maladiei, dezvoltarii precoce si a evolutiei complicatiilor, in
estimarea diagnosticului evolutiv si prognosticului GN la copii.

7. Modificarile functional-biochimice pot servi drept baza pentru elaborarea unor algoritmi de
diagnostic, tratament la etapele clinico-evolutive, precum si pentru prognozarea complicatiilor.

8. Utilizarea 1n practica stiintifica a procedeelor biochimice de diagnostic in ser si urina ca metode
non invazive, reprezintd o optiune semnificativa in ameliorarea diagnosticului, prognosticului
glomerulonefritei primare la copii.

Implementarea rezultatelor stiintifice. in baza studiului dat au fost implementate noi
metode de diagnostic al pacientilor cu glomerulonefrita primara in sectia nefrologie a IMSP IM si
C, sectia nefrourologie, IMSP SCM nr.1 “Valentin Ignatenco” si in procesul didactic al
Departamentului pediatrie, IP USMF ,,Nicolae Testemitanu”, avand ca scop ameliorarea asistentei
medicale acordate copiilor cu glomerulonefrita. Au fost elaborate si aprobate pentru implementare

10 propuneri de rationalizare.
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Aprobarea rezultatelor stiintifice. Materialele tezei au fost raportate in cadrul diferitor
foruri stiintifice: Conferinta Pediatrilor cu participare internationald consacrata jubileului de 40
ani de activitate a catedrei Pediatrie F.P.M. USMF , Nicolae Testemitanu” (Chisinau, 2003);
Congresul V al igienistilor, epidemiologilor si microbiologilor din Republica Moldova (Chisinau,
2003); Congresul VI al Fiziologilor din Republica Moldova cu participare internationala
(Chisinau, 2005); Conferinta a Ill-a Internationald de Medicina Perinatald (Chisindu, 2006);
Conferinta a Xl-a stiintificd Internationalda (Chisindu, 2008); The International Congress of
Nephrology (Lion, 2008); Congresul V-lea al pediatrilor si neonatologilor din Republica Moldova
cu participarea internationald (Chisinau, 2009); Congresul V de Urologie, Dializa si Transplant
Renal din Republica Moldova cu participare internationald (Chiginau, 2011); Congresul III al
Medicilor de Familie din Republica Moldova cu participare internationald (Chisinau, 2012); IV
Konrpecc INenunatpoB ctpan CHI' «PeGeHOk M 00mIecTBO: MPOOJIEMBI 30POBbS, Pa3BUTHS U
nutanus» (JIeBoB, 2012); The 4-th Congress of the Academy of Paediatric Societes (Istanbul,
2012); XXV-a Conferinta Nationala Zilele Pediatriei Iesene ”N.N.Trifan” (lasi, 2012); Maladii
reumatice la copii: oportunitdti in diagnostic si tratament (Chisindu, 2012); VI-it Konrpecc
[TequatpoB u HeonaronoroB u V-it Kourpecc ®@enepanuu Ilenuarpos Ctpan CHI'(Kumunes,
2013); MexkperuoHanbHas HAyYHO-TIpAaKTHUUeCKas KOH(EpeHIMs Bpaueil-emaTpoB ¢
MEXIyHApOJHbIM y4acTueM «lIpoOGieMHbIe BOMPOCH JAMArHOCTHKH W JICUEHHS JeTed ¢
comarnveckoi marosoruei» (Xapokos, 2013); The XIX-th Session of the Balkan medical days
and the second congress of emergency medicine of the Republic of Moldova (Chisinau, 2013);
XII Poccniickuii Konrpecc «/IHOBallMOHHBIE TEXHOJIOTMM B MEAHATPUM U JETCKOW XUPYPTHUU»
(Mockga, 2013); VI Konrpecc IlemuatpoB Ctpan CHI' «PebGeHok m 0011ecTBO: MpoOIEeMbI
310pOBb, pazButus U nutaHus» (Munck, 2014); Conferinta Nationald de Pediatrie. Urgente in
Pediatrie. Boli cronice in Pediatrie (Bucuresti, 2014); The 5™ Congress of the European Academy
of Pediatric Societies (EAPS) (Barcelona, 2014); The Xth International Congress of Geneticists
and Breeders, (Chisinau, 2015); Conferinta nationala cu participare internationala “Actualitati in
pediatrie” consacrata celei de-a 70-a aniversari a Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie
»Nicolae Testemitanu”, (Chisinau, 2015); al XII-lea Congres National de Pediatrie cu participare
Internationala (Timisoara, 2015); Congresul National de Nefrologie (Iasi, 2015); al VVI-lea Congres
de Urologie, Dializa si Transplant Renal din Republica Moldova cu participare internationala
(Chisinau, 2015); Conferinta Nationala de Pediatrie (Bucuresti, 2016); Conferinta Nationala de
Nefrologie Interdisciplinara cu Participare Internationald” (Bucuresti, 2016); IV Konrpecc

Acconuanuu He(dpoJIOroB HOBBIX HE3aBUCUMBIX rocynapcTB (ANNIS)
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«MyabTHIUCHMILTAHAPHOCTh U JU(PEpeHIMAIs HAMPaBICHUH COBpPEMEHHON He(poIorum»
(Munck, 2016).

Teza a fost discutata si aprobata la sedinta Departamentului Pediatrie din 28.10.2016
(proces verbal nr. 4); sedinta Seminarului stiintific extern ad-hoc din cadrul IMSP Institutul de
Ftiziopneumologie ,,Chiril Draganiuc”, din 14.03.2017 (proces-verbal nr. 1); sedinta Seminarului
stiintific de profil Pediatrie al IP USMF ,Nicolae Testemitanu” din 28.04.2017, (proces-verbal
nr.2).

Publicatii la tema tezei. Materialele tezei au fost publicate in 64 de lucrari stiintifice,
inclusiv monografie monoautor — 1, articole in reviste de circulatie internationald — 6, articole in
reviste nationale recenzate —18, articole in culegeri stiintifice nationale — 4, comunicari
rezumative in materialele congreselor internationale — 12, teze la conferinte nationale — 13,
protocoale clinice nationale — 5, capitole in manuale pentru invatamdantul universitar — 2,
indrumari metodice — 3, 36 din publicatiile mentionate sunt cu titlu de monoautor.

Volumul si structura tezei. Teza este expusa pe 275 pagini de text de baza, procesate la
calculator, si include adnotari in limba romana, rusd, engleza, lista abrevierilor, introducere, 6
capitole, concluzii generale, recomandari practice, bibliografie din 394 titluri, declaratia privind
asumarea raspunderii, CV- autorului. Materialul iconografic contine 93 tabele si 43 figuri, anexe.

Cuvinte-cheie: copii, glomerulonefrita primara, sindrom nefrotic, citokine, enzime
lizozomale, plasmatice, proteolitice, stres oxidativ.

Sumarul compartimentelor tezei.

In compartimentul Introducere al lucrdrii, sunt prezentate actualitatea si importanta
stiintifico-practicd a problemei abordate in studiu, sunt formulate scopul si obectivele studiului,
noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute, importanta teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii,
aprobarea rezultatelor.

Capitolul 1. Glomerulonefrita primara la copii: mecanisme patogenice, clinice,
evolutive cuprinde sinteza datelor din literatura de specialitate referitoare la prevalenta
glomerulonefritei in functie de variantele clinice, histologice. Sunt relatate date despre
mecanismele patogenice si patofiziologice ale GN. Sunt analizate mecanismele de progresare a
glomerulonefritei, precum si elucidati factorii de risc implicati in dezvoltarea GN, interactiunile
acestora cu diverse laturi patogenetice si clinice ale GN. De asemenea, sunt analizati factorii care
pot influenta semnificativ evolutia GN, aspectele clinice, complicatiile si rolul lor in evaluarea
prognosticului.

Capitolul 2. Materiale si metode de cercetare. Totalizeaza caracteristica clinica a

pacientilor cu GN, metodele de examinare clinica, biochimica, care au confirmat diagnosticul
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clinic si au permis de a aprecia activitatea, severitatea GN si stabilirea prognosticului pe termen
lung la pacientii cu GN; de asemenea este prezentatd caracteristica clinica a grupurilor de pacienti
cu GN, cercetati in vederea estimarii clinico-evolutive, paraclinice, rolului lor in aprecierea
prognosticului GN in functie de varianta clinico-evolutiva. Este prezentat design-ul studiului care
reflectd loturile evaluate, investigatiile efectuate si succesiunea etapelor cercetarii. Sunt descrise
metodele de cercetare, precum si metodele statistice utilizate.

Capitolul 3. Profilul clinico-paraclinic al copiilor cu glomerulonefrita primara.
Capitolul cuprinde evaluarea particularitatilor clinico-evolutive ale pacientilor cu diferite variante
ale GN precum si modificarile paraclinice in functie de varianta clinica a bolii.

Capitolul 4. Particularitatile modificarilor moleculelor de semnalizare celulara si ale
proceselor de oxidare cu radicali liberi la copiii cu glomerulonefrita primari. Capitolul releva
valoarea diagnostica a unor markeri si include studiul modificarilor homeostaziei la copiii cu GN
la diferite etape clinico-evolutive ale maladiei, evidentiaza semnificatia concentratiilor urinare ale
moleculelor de semnalizare celulara, factorilor de crestere, sistemului oxidant, sistemului
antioxidant, oligoelementelor.

Capitolul 5. Particularitatile modificirilor unor indici ai homeostaziei biochimice la
copiii cu glomerulonefrita primara. Capitolul dat releva importanta diagnostica a AMP-azi,
ADA-zei, PCE, enzimelor plasmatice, proteolitice, lizozomale, oligoelementelor in functie de
activitatea maladiei, precum si de sensibilitatea fatd de steroizi la copii cu GN. S-a estimat
valoarea corelatiilor dintre valorile enzimatice in ser si in urind si modificarile paraclinice,
histologice la copiii cu GN. A fost confirmata importanta investigatiilor biochimice pentru
stabilirea diagnosticului diferential si evolutiv al GN. Este argumentat rolul modificarilor urinare
in procesele de sclerozare, contributia lor in procesele de progresare, rolul lor in etiopatogenia, si
diagnosticul precoce al GN la copil.

Capitolul 6. Modificirile histologice si caracteristica unor corelatii clinico-paraclinice,
biochimice in evolutia glomerulonefritei la copii. Capitolul elucideaza rezultatele studiului
histologic la copiii cu GN. S-a estimat valoarea variantelor histologice in prognosticul si evolutia
bolii. A fost apreciatd semnificatia markerilor clinici §i paraclinici in functie de varianta

histologica, cat si corelatiile clinico-biochimice si modificarile histologice.
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1.GLOMERULONEFRITA PRIMARA LA COPII: MECANISME
PATOGENICE, CLINICE, EVOLUTIVE

1.1.Mecanisme patogenice si fiziopatologice ale glomerulonefritei primare la copii

Glomerulonefritele primare (GNP) prezintda o grupa eterogena de afectiuni patologice
declansate, in particular, de dereglari imunologice cu tablou clinico-morfologic inflamator
glomerular. In clasificarea glomerulonefritelor imune glomerulonefrita poststreptococica ocupa un
loc distinct, facand parte din categoria celor cu etiologie cunoscuta [3]. Agentul patogen etiologic
este streptococul (B-hemolitic de grup A, cu localizare faringiana si otica (63%) sau cutanata (5-
10%). In producerea nefritei sunt incriminate numai anumite tipuri (nefritigene): tipul 1,12,4 si
mai rar, 3, 6, 25, 52, 55, 57, 60 (cel mai frecvent tipul 12-faringian si 49, secundar unor infectii
cutanate). Reinfectia cu alt tip nefritigen de streptococ este putin probabild, astfel ca recurenta
glomerulonefritei poststreptococice este rard. 85% dintre glomerulonefritele intalnite au etiologie
streptococicd dovedita. In cazurile nedovedite ar mai putea intra in discutie si alte cauze, cum sunt
varicela, mononucleoza infectioasa, Stafilococul auriu, Stafllococcus epidermidis, micobacterii
atipice, mycoplasma, brucella, meningococul, infectille Echo si hepatitele virale,
citomegalovirusul, virusul herpes [111], Epstein-Barr, parazitozele [91, 239].

Un studiu retrospectiv de cohortd la nivel national a fost realizat in Taiwan. Analiza
multivariabild a relevat faptul ca la copiii cu infectie enterovirald exista un risc crescut de SN,
comparativ cu cei fard infectie enterovirala (risc ajustat, 1,20, 95% I — 1.04-1.39; p =0,01), in
special la copiii infectati cu Coxsackie virus. Acest studiu a relevat o asociere semnificativa intre
infectia enterovirala si SN la copii [193].

Din punct de vedere etiopatogenic, GN pot fi clasificate [89] :

1. GN primare:
a) GN cu complexe imune:
«  GN acuta postinfectioasa (in majoritate poststreptococica);
- Nefropatia mezangiala IgA (boala Berger, GN membranoasa si membranoproliferativa.
b) GN mediata prin anticorpi antimembrana bazala glomerulara (sindromul Goodpasture);
c) Idiopatice (patogenie necunoscuta).
2. GN asociate unor boli sistemice (GN secundare)
a)  Mediate imunologic:
Purpura Henoch-Schonlein;
LES si alte boli de tesut conjunctiv;

. Vasculite (ex: poliarterita nodoasd);
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Infectii: endocardita bacteriana subacutd, malaria etc.

b) Ereditare, ex: sindromul Alport

Clasificatia SN la copii [3]

1. Sindroame nefrotice congenitale (cu mutatii genetice dovedite)
b) sindromul nefrotic congenital

c¢) sindromul nefrotic infantil

d) sindromul nefrotic familial

e) sindroamele nefrotice rezultate din nefropatiile ereditare:
v" sindromul Lowe

v" sindromul Alport.
2. Sindroame nefrotice idiopatice sau primitive

a) nefroza lipoida (leziuni glomerulare minime)

b) glomeruloscleroza focala

c) glomerulonefrita membranoasa

d) glomerulonefrita proliferativa

e) glomerulonefrita cronica.

e Sindroame nefrotice secundare

e In infectiile intrauterine (toxoplasmoza, citomegalovirus, sifilis congenital)

e In alte infectii (TBC, hepatitele B, C etc.)

e In bolile sistemice ale tesutului conjunctiv

e In disembriogeneza structurali renald, inclusiv in displazia hipoplastica

e In bolile dismetabolice (dereglari ale metabolismului triptofanului, glicogenoze, diabet
zaharat etc.)

e In amiloidoza

e Intromboze ale venelor renale

e In intoxicatii sau hipersensibilizare medicamentoasa

e Inbolile si sindroamele ereditare

e In bolile cromozomiale

¢ In sindroame rare (sarcoidoza, drepanocitoza etc.)
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Leziunile glomerulare in GN pot aparea prin mecanisme:
1. Imune (cele mai frecvente, la aproximativ 75% glomerulopatii);
2. Neimune — metabolice, hemodinamice, toxice, infectioase (diabetul zaharat, amiloidoza, nefrite
ereditare, HTA, actiunea unor medicamente).
Leziunile imunologice sunt declansate de depunerea in glomeruli de:
a) autoanticorpi indreptati impotriva unor antigeni glomerulari structurali, intrinseci (ex. anticorpi
antimembrana bazala glomerulara);
b) complexe imune circulante;
€) complexe imune formate “in situ”;

d) reactii imune de tip celular [315].

Sunt doud modalitdti de producere a GN prin complexe imune: fie prin complexe imune
circulante (CIC), fie prin complexe imune ,,in situ”. CIC se formeaza in circulatia sangvina si sunt
depozitate la nivelul capilarelor glomerulare in cursul ultrafiltrarii.

Pentru complexele imune ,,in situ” antigenul care este circulant se fixeaza ulterior in
structurile glomerulare, iar anticorpul se fixeaza in urmatorul timp de acest antigen [3, 261, 283,
297].

Prezenta materialelor imune in corpusculii renali declanseaza o reactie inflamatorie, prin
atragerea celulelor proinflamatorii si prin diversele sisteme de mediatori ai inflamatiei, antrenand
adesea proliferare celulara, acumularea de matrice extracelulara si scleroza glomerulara.

In conditiile unui raport cantitativ optim intre antigeni si anticorpi, reactia dintre ei duce la
formarea unei retele de precipitare, care este fagocitatd de macrofage. In prezenta unuii exces de
antigeni se formeaza CIC, care nu sunt fagocitate, circuld in sdnge si sunt depozitate in diverse
organe.

Conditiile care favorizeaza depunerea complexelor imune circulante in rinichi sunt:
suprafata endoteliala mare, fluxul sangvin renal ridicat, eventual afinitati electrostatice sau
structurale intre complexele si componentele filtrului glomerular, pierderea barierei anionice a
membranei bazale responsabild, de asemenea, si de proteinurie.

CIC se depun, in general, subendotelial sau mezangial, in timp ce complexele formate ,,in
situ” se localizeaza subepitelial. Complexele imune pot fi evidentiate la microscopia optica, dar
mai ales cea electronica, sub forma de depozite granulare; la imunofluorescentd contin
imunoglobuline si fractiuni de complement.

Antigenul este, de regula, deficil sau imposibil de identificat [261, 283, 297]. Manifestarile

depind de localizarea complexelor si a leziunilor:

24



® leziunile endoteliale si afectarea versantului subendotelial al membranelor bazale duc la
atragerea leucocitelor, la inflamatie, la perturbarile hemostaziei cu o eventuala microangiopatie

trombotica si vasoconstrictie cu leziune renald acuta (LRA);

® leziunile mezangiale sunt de regula mai atenuate si determinate de proteinurie, hematurie si

insuficienta renald moderata;
® leziunile mcmbranare subepiteliale conduc la proteinurie importanta;

® leziunile celulelor epiteliale se Tnsotesc de semilune, cu insuficientd renala rapid progresiva
[283].

GNAPS reprezinta o boala a complexelor imune. Antigenul este de natura streptococica,
aflandu-se la nivelul peretelui celular al germenului. In timpul infectiei streptococice netratate,
antigenul este eliberat in circulatie in cantitate mare. Intr-un interval de 6-10 zile sunt eliberati
anticorpi specifici (de citre organismul gazda), anticorpi care formeaza cu antigenul complexe
imune circulante solubile (cu exces de antigen).

Leziunile glomerulare sunt consecinta actiunii locale a complementului inglobat in
complexele imune, care sunt refinute mecanic la nivelul glomerulilor, ,,ca intr-o sitd”. Procesul
patologic glomerular este nespecific. Componentele activate ale complementului sunt responsabile
de principalele ,,evenimente” care au loc la nivelul glomerulului si care realizeaza o inflamatie cu

substrat imun [3]. Cascada complementului poate fi activatd pe doua cai:

- calea clasica — legarea IgM sau IgG din complexele imune de activarea componentelor Cs si

Co, cu clivarea si activarea Cg;

- calea alterna — declansata prin intermediul factorilor D si B, care duc la clivarea Cs; calea
alternd ar avea rol In nefropatia cu IgA (IgA si IgD declanseaza calea alternd) si In GN
membranoproliferativa tip II (majoritatea pacientilor cu aceastd forma de suferintd glomerulara au
factorul Cs nefritic; acesta este un autoanticorp care blocheaza C3 din sange). Indiferent de calea
pe care se produc, etapele finale ale activarii complementului genereaza complexul Csg (MAC —
membrane activating complex), care uzeaza membranele celulare [3, 167, 189].

Cresterea permeabilitdtii vasculare renale usureaza depunerea subepiteliald a complexelor
imune. Prezenta acestora initiazd leucochemotaxia, antrenand aglomerarea la locul de reactie a
polinuclearelor, cu rol in fagocitarea agregatelor depozitate. Prin stimularea lizosomilor celulari,
este generatd eliberarea de enzime proteolitice si de substante pirogene, care contribuie la
deteriorarea membranei bazale, deformandu-i geometria si faicand-o permeabild pentru proteinele
serice si eritrocite. Se activeaza procesul local de coagulare, pentru cd histamina eliberatda de

mastocite favorizeaza localizarea complexelor antigen-anticorp pe endoteliul vascular, caruia 1i
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distrug continuitatea. Este activat factorul XIIl (Hageman) si este initiata cascada coagularii.
Formarea intravasculard de fibrind poate genera ea insdsi leziuni glomerulare. Oriunde in
organism, daca depozitul de fibrina nu este distrus prin mecanisme fibrinolitice locale, apar leziuni
ca urmare a organizarii de trombi si a lezarii endoteliului. Demonstrarea prezentei fibrinei la
nivelul giomerulilor este o dovada certa cd la acest nivel a avut loc un proces de activare a
coagulirii, dupa modelul prezentat mai sus. Intrucét epiteliul capilar are o buna capacitate de
regenerare, se intelege de ce este posibila vindecarea glomerulonefritei prin restitutio ad integnum,
atunci cand antigenul streptococic initiator al reactiei imune dispare [206, 212].

Shaloub R.J. [302] a fost primul care a emis ipoteza ca SNSM este o manifestare renald a
unei dereglari de celule T in care citokinele modifica ultrastructura podocitelor. Aceasta ipoteza s-
a bazat pe dovezi indirecte, cum ar fi lipsa anticorpilor in rinichi, sensibilitatea la steroizi si
ciclofosfamida, care modifica raspunsurile mediate celular si, in cele din urma, asocierea cu boala
Hodgkin. Dezvoltarea unui SN tranzitoriu la un nou-nascut a carui mama avea sindrom nefrotic,
dar si unele date experimentale similare au sugerat existenta unui factor circulant ce afecteaza
podocitele [178].

Astfel ca prima ipoteza patogenica a fost ca SNI este rezultatul unei disfunctii a limfocitelor
T ce genereaza cresterea nivelelor plasmatice ale unui factor de permeabilitate limfocit-derivat
[101, 350].

Argumente in favoarea acestei ipoteze sunt: absenta complexelor imune la nivel glomerular
si raspunsul rapid la corticoterapie. Cea mai importanta dovadd au constituit-0 cazurile de
transplant renal in care SN a disparut dupa transplantul rinichiului cu leziuni minime la pacienti
fard SN si, invers, dezvoltarea SN cu leziuni minime dupa transplantul unui rinichi normal 1a pa-
cientii cu SN anterior [173]. Implicarea imunitatii dobandite si a celulelor B este sugerata de
rezultatele obtinute pe modelele experimentale efectuate pe animale gi om.

In general, rolul imunititii dobandite a fost demonstrat prin intermediul modelelor
experimentale pe animale cu SNSM cu descoperirea unei molecule co-stimulatoare CD80
exprimate de celulele prezentatoare de antigen (Ag) si de catre celulele B. Aceasta molecula co-
stimulatoare face parte din asa-numita ,,sinapsa imunologica” implicatd in reglarea echilibrului
dintre activarea si blocarea imunitatii [60]. De fapt, CD80 interactioneaza cu CD28 asupra CD4+
inducand activarea lor in celule efectoare, pe de altd parte interactioneaza cu Ag 4 al limfocitelor
T citotoxice (ALTC-4) asupra celulelor T g mediind blocarea maturarii limfocitelor T efectoare.

Lipopolizaharidele (LPZ) sunt mediatori ai infectiei bacteriene, infuzia lor la soareci este

urmatd de proteinurie tranzitorie si schimbari progresive in arhitectonica glomerulard, care pe
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parcursul a cateva saptamani evolueaza in glomeruloscleroza; acest proces patologic imita evolutia
naturald a bolii la pacientii cu SNSM [271] si in studii experimentale [316].

CD 40 este o altda moleculd costimulatoare implicatd Tn imunitatea dobandita. Nivelele
serice ridicate ale anticorpilor anti-CD 40 au fost raportate recent in asociere cu recurentele
proteinuriei in forme mai severe ale SNSM care s-au soldat cu GSFS [102]. De fapt, studiile clinice
si experimentale sugereazd ca GSFS prezinta o etapa in evolutia SNSM.

CD 40 apartine superfamiliei genei TNF-o, exprimatd preferential pe limfocitele B,
monicite/macrofage si celule dendritice, toate implicate in raspunsul imun adaptiv [266]. Legarea
CD 40 la ligandul CD40 exprimat pe limfocitele T si trombocite declangeaza un proces inflamator
cu consecinte relevante. Cartografia epitopilor a sugerat modificarea imunogenitatii CD 40 la
pacientii cu glomeruloscleroza si a anticorpilor anti-CD 40 pentru a putea identifica pacientii cu
risc crescut de incompatibilitate posttransplant [102].

Stabilirea semnificatiei anticorpilor anti-CD 40 este cruciald pentru intelegerea
mecanismului proteinuriei, o posibilitate ar fi saturarea cu CD 40 pe celulele prezentatoare de
antigeni, astfel ar creste nivelul de liganzi liberi CD 40 (sCD40L) capabili de a interactiona cu CD
40 in podocite. Astfel, CD 80 si CD 40 reflecta un ansamblu de stari inflamatorii, in care sunt
implicate celulele prezentatoare de Ag, care imitd SNSM 1n fazele timpurii si tardive ale bolii
[266].

Un grup de cercetatori din Statele Unite au caracterizat factorul circulant de crestere a
permeabilitatii in GSFS ca fiind factorul I cardiotrofina-like (cardiotrophin-like cytokine factor 1
- CLC-1), membru al familiei interleukinei 6. S-a constatat ca CLC-1 poate fi obtinut in vitro din
limfocitele T activate si ca el la randul lui poate activa limfocitele B, astfel ca s-au putut stabili
niste verigi in imunopatogeneza SNI [296].

De asemenea, de interes este faptul cd galactoza folositd experimental ca material de inalta
afinitate in izolarea CLC-1 din plasma pare sa fie o optiune terapeutica pentru unele forme de SN,
aflata acum 1in studii clinice. Prin legarea CLC-1 circulant, galactoza impiedica cuplarea acestuia
la reziduurile de galactoza de pe suprafata podocitelor si ar putea impiedica aparitia proteinuriei
[171, 290].

Modelele experimentale si studii umane sugereaza participarea speciilor reactive de oxigen
(SRO) in patogeneza SNSM. SRO sunt reactanti tipici ai primei faze, fiind produse de celulele
polimorfonucleare (PMN) ca raspuns al triggerilor (declansatorilor) infectiosi. Bertelli R si
coautorii a fost primul care a demostrat ca celulele PMN produc in cantitati mari oxidanti la copiii
afectati cu SNSM 1n timpul recidivei de proteinurie, ca urmare, probabil, a unei deteriorari a

mecanismului de feed- back negativ [50].
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De asemenea au fost demonstrate dovezi indirecte precum ca activarea oxidantilor in vivo
a fost observatd la pacientii cu SNSM la care o parte majora de albumina serica este oxidata,
concomitent cu proteinuria.

Albumina a fost recent recunoscuta ca fiind cel mai important antioxidant seric, o functie
fiziologica care poseda un rol crucial in timpul episoadelor acute infectioase umane [61]. Modele
experimentale ale SN au folosit puromicina si adriamicina pentru a induce stresul oxidativ in
glomeruli [238]. De asemenea, injectarea de H20O. induce proteinurie la sobolani si NO previne
cresterea permeabilitatii fatd de albumina determinate de producerea Oz sub actiunea TNF-a
indusa intr-un sistem de glomeruli la animale [303]. GSFS in perioada acutd a maladiei este
asociata cu oxidarea masiva a albuminei in plasma [238].

Un alt factor studiat implicat in patogeneza SNI este activatorul plasminogenului tip
urokinaza (soluble urokinase-type plasminogen activator receptor — su-PAR) [71]. Su-PAR
intervine in migrarea catre locul inflamatiei a limfocitelor T activate, a monocitelor si neutrofilelor,
se leagd la vitronectina si integrina podocitara, amplificaind activitatea acestora. Activitatea
integrinei podocitare scade in serul pacientilor aflati in remisiune completa a proteinuriei si este
blocata total prin utilizarea anticorpilor anti-uPAR [153, 200].

Rolul limfocitelor T nu este pe deplin inteles. Pacientii cu SNI cu modificari minime au un
numar mai mare de limfocite T CD8+ comparativ cu lotul control. In vitro, limfocitele T ale
pacientilor cu SNI produc spontan 1L-13. Limfocitele B IgE- si IgG4- care au constitutional pe
suprafata receptori pentru IL-13 pot fi stimulate de catre limfocitele T sd produca IgE si 1gG4 si
acest efect poate fi blocat prin tratamentul cu anticorpi anti-1L-13 [51].

Celulele mononucleare periferice ale pacientilor cu leziuni minime produc cantitati mari
de IL-10 si IL-13 in cazul recaderilor SNI. Unele studii au sugerat un dezechilibru de tip Th2 din
cauza asocierii frecvente a SNI cu leziuni minime, cu atopia si cu bolile alergice. Exista insa si
autori care au identificat un raport normal intre subseturile de limfocite T (Th0/Thl/Th2), astfel ca
nu este definitiv stabilit ca SNI este o boala Th2 dirijata [101].

Au fost raportate niveluri crescute de I1L-2 (rol in stimularea activitatii limfocitelor T), IL-
4, IL-13 (ambele cu rol in sinteza IgE, rol major in inflamatia alergicd), IL-10 (citokind cu rol
antiinflamator), 1L-12 (rol in polarizarea celulelor dendritice), IL-18, TNF-o (citokine
proinflamatorii), factorul de crestere al endoteliului vascular (VEGF).

Studii limitate au investigat efectul direct al citokinelor asupra dezvoltarii proteinuriei.
VEGEF creste permeabilitatea capilara, insa infuzia de VEGF nu a indus proteinurie pe modele
animale. Din cauza ca IL-13 joaca rol important in inflamatia alergica si datoritd constatarii

cresterii expresiei CD 80 prin inducerea experimentala a proteinuriei IL-13 mediate, s-a sugerat ca
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legatura intre alergii si SNI ar putea fi stimularea de catre IL-13 a expresiei CD 80 pe membrana
podocitelor fragile [101].

O alta citokina ce pare sa aiba rol patogenic in SN este TNF-a, dovezi 1n acest sens fiind
aduse de evolutia favorabila sub tratament cu anticorpi anti-TNF-a a pacientilor cu SNSR, de
identificarea unor niveluri plasmatice crescute de TNF-a la pacientii cu boala activa si de norma-
lizarea acestora in perioadele de remisiune [14, 136].

Datele in favoarea implicarii fiziopatologice a limfocitelor B sunt indirecte, sugerate de
raspunsul clinic favorabil al SN sever la tratamentul cu anticorpi anti-CD 20 (fosfoproteina
glicozilata de pe suprafata limfocitelor B) [268]. Nu se cunosc exact mecanismele interventiei
limfocitelor B, dar s-a sugerat o posibild actiune anticorp-independenta a limfocitelor B asupra
limfocitelor T sau, posibil, sinteza unor imunoglobuline anormale, identificate la 50% din pacienti
[103]. O noua ipoteza este implicarea podocitelor in patogeneza SN, care a aparut dupa identifi-
carea unei mutatii a genei NPHS1 ce codifica sinteza nefrinei ca si cauza a SN congenital [179].

Podocitele formeaza bariera finala a filtrarii glomerulare. Piciorusele podocitelor formeaza
o diafragma fenestrata selectiv permeabild. Contin o structura contractild dinamica constituitd din
actind, miozina 2, a-actinina-4, talina, vinculind si sinaptopodina. Piciorusele se ancoreaza la
MBG prin intermediul a3/(B1- integrinei si al distroglicanilor. Pe suprafata podocitelor se gasesc
receptori pentru numeroase citokine (IL-4, IL-10, IL-13 si TNF-a) si exprima, la fel ca limfocitele
B si celulele prezentatoare de antigen, molecula CD80 [336].

S-a constatat, pe modele experimentale si la pacientii cu SNI cu leziuni minime, ca
moleculele CD 80 induc modificari structurale ale citoscheletului ce favorizeaza detasarea
podocitelor si aparitia astfel a proteinuriei, scopul fiziopatologic al acestei actiuni fiind probabil
acela de crestere a eliminarii antigenilor in timpul episoadelor alergice sau infectioase [159, 271].

Studii experimentale ale SN au aratat cresterea expresiei genelor pentru receptorii IL-4, IL-
13 si CD 80 si scaderea expresiei genelor podocinei, nefrinei (proteind transmembranara din
superfamilia Ig care, in asociere cu podocina, asigura transmiterea semnalelor promovand
adeziunea intercelulard) [271]. Nivelurile CD 80 urinare sunt crescute in timpul recidivei SNSM,
fara a fi crescute la pacientii cu GSFS sau SNSM in remisiune [136].

Serurile pacientilor cu recidivd SNSM, dar nu in remisiune, au stimulat expresia CD 80 in
cultura podocitelor. Studii recente au raportat reglarea semnificativa in CD 80 a podocitelor ce a
fost detectatda in SNSM si biopsiile pacientilor cu GSFS, comparativ cu lotul martor, utilizand
anticorpi primari diferiti si teste imunohistochimice, sugerand ca o confirmare suplimentara este

necesara cu CD 80 in SNSM [165, 195].
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Rezumand cele expuse, SNI manifestat prin leziuni minime asociazd expresie crescutd a
CD 80 la nivelul podocitelor si cresterea eliminarii urinare de CD 80. Shimada M. si coautorii
considera drept explicatie patogenica a SNI o afectare imuna a podocitului cu doua etape-cheie
[307]. Prima este inducerea expresiei moleculei CD 80 pe suprafata podocitului de catre un factor
circulant (citokine, alergeni, componente microbiene). Cresterea expresiei CD 80 induce modifi-
cari structurale ale podocitelor si declangarea proteinuriei [248].

A doua etapa este reprezentatd de disfunctii ale mecanismelor de reglare a expresiei CD
80. Expresia CD 80 pe suprafata podocitelor este indusa de catre receptorii TLR3, TLR4, de
lipopolizaharidele microbiene, unele componente virale. Un deficit al reglarii acestui proces
(sinteza scazuta de IL-10, CTLA-4, molecule ce in mod obisnuit inhiba expresia CD 80) ar putea
sa fie o alta explicatie a proceselor patogenice ce stau la baza dezvoltarii SNI.

Raportul CD 80/CTLA-4 urinare este de peste 100 ori mai mare la pacientii cu leziuni
minime §i proteinurie activa, comparativ cu cei aflati in remisiune [307].

O alta molecula cu posibil rol in inducerea modificarilor podocitare cauzate de proteinurie
este Angptl 4, o glicoproteina care este exprimata in multe tesuturi, dar si la nivelul podocitelor,
asemanatoare structural si functional cu angiopoietina [87, 339].

Studii recente au constatat modificari calitative si cantitative In exprimarea angptl 4 in
podocite care pot inhiba activitatea lipoproteinlipazei, ducand la cresterea nivelurilor plasmatice

ale trigliceridelor [81, 88]. Clement L. C. si coautorii in modelele experimentale si clinice ale
SNSM au raportat ca expresia glomerulara a angptl 4 este inalt reglementata in ser si podocite
[88].

Angptl 4 inhiba lipaza lipoproteinelor legate la endoteliu, fapt ce conditioneaza cresterea
nivelului plasmatic de trigliceride, iar constatarea ca la pacientii cu SNI cu leziuni minime este
amplificata activitatea angptl 4 la nivelul tesutului adipos asociata cu cresterea expresiei CD 80 pe
suprafata podocitelor sugereaza un rol pentru aceasta glicoproteind in inducerea SN, insd nu se
cunoaste relatia dintre angptl 4 si CDS80 [69, 101].

Pe modele experimentale de SN la sobolani, analiza proteinelor extrase de la nivelul
glomerular a evidentiat prezenta unei productii crescute de angptl 4 ce se leaga la MBG si perturba
interactiunile intre proteine, promovand detasarea picioruselor podocitelor [136].

Un posibil rol al atopiei in SNI a fost sugerat de recaderile induse de expunerea la alergeni
de tip polenuri, mucegaiuri, alimente, vaccinuri sau veninuri de insecte. Nivelul seric al IgE,
obisnuit crescut la atopie, este frecvent crescut si la paciengii SNI cu leziuni minime.

Pentru a produce IgE, limfocitele B au nevoie de 2 semnale, unul asigurat de 1L-4 si IL-13,
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eliberate de limfocitele Th2, celdlalt asigurat de interactiunea intre antigenul de suprafata CD 40
al limfocitelor B cu ligandul sau situat pe limfocitele T activate [81]. Pacientii cu SNI cu leziuni
minime au adesea nivele crescute de IgE serice, chiar in absenta atopiei. Tratamentul cu
corticosteroizi poate fi un element de confuzie, deoarece s-a constatat c¢a hidrocortizonul, in
combinatie cu IL-4, poate induce sinteza de IgE de catre limfocitele B purificate, obtinute de la
donori nonatopici [38, 169]. In plus, s-a constatat ca nivelul de IgE creste cu durata SNI la pacienti
cu leziuni minime § ivalorile IgE totale sunt mai mari la pacientii cu SNI corticorezistent,
comparativ cu cei corticosensibili [323].

Un studiu recent efectuat pe un lot de 192.295 de copii cu dermatita atopica (DA) a relevat
risc semnificativ crescut pentru dezvoltarea SNI, amplificat concordant de severitatea DA, fapt ce
subliniaza contributia bolilor alergice in dezvoltarea SN [323].

Cazuri familiale de SNSM sunt destul de rare, prin urmare, fondul genetic este in mare
parte necunoscut, in timp ce 23,6% cazuri de SNSR si 29,5% din cazuri familiale de SNSR sunt
cauzate de mutatia genei [338]. Mai mult de 24 de gene sunt cunoscute in prezent de a fi patogene
in SRNS si au fost deja utilizate din punct de vedere clinic [214].

Edemele generalizate reprezinta o caracteristica clinica majora a copiilor cu SN. Studiile
privind patogeneza edemelor in SN sugereaza cd ele pot aparea prin intermediul unor mecanisme
foarte variabile, adica volumul intravascular subumplere versus supraumplerea [54, 64]. In
comparatie cu adolescentii si adultii, nou-ndscutii §i copiii mici au o proportie mai mare a corpului
si interstitiului total si volumului de fluide care se poate dubla sau tripla, din cauza edemului din
SN.

Datorita anatomiei unice, proprietdfilor fiziologice si fortelor Starling ale capilarelor
glomerulare, rinichiul joacd un rol central in retentia de fluide corporale si electroliti [3]. in
conformitate cu ipoteza de subumplere, reducerea presiunii oncotice a plasmei promoveaza
trecerea liberd netd a fluidului din spatiu intravascular, ceea ce duce la epuizarea volumului sau
subumplere. Acest lucru determina activarea fiziologica adecvata sau compensatorie a mai multor
mecanisme, in cele din urma rezultand in retentie secundara de Na + si de lichide, care vizeaza
refacerea volumului intravascular si a tensiunii arteriale. Acesta este mecanismul cel mai raspandit
la copii cu SN [54, 120].

Fenomenul mentionat este in contrast cu cel de al doilea mecanism al SN, sau ipoteza
supraumplere, ce este caracteristic glomerulonefritei poststreptococice acute si altor tulburari
proteinurice inflamatorii n care procesul fiziopatologic activeazd mai multi mediatori care mentin
retentia primara de Na+, avand ca rezultat expansiunea volumului intravascular, cresterea presiunii

hidraulice capilare si edemul [54].
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Astfel, in producerea edemelor sunt implicate:
e pierderea barierei anionice a membranei bazale care este responsabild de proteinurie;
e o anomalie tubulara asociata, localizata la nivelul tubului colector, este responsabila de retentia
hidro-sodica;
e hipoproteinemia si cresterea compliantei spatiului interstitial, favorizand acumularea in exces
a lichidelor, ce protejeaza organismul de o supraincarcare a spatiului intravascular [3,4].

Cresterea permeabilitifii glomerulare pentru proteinele plasmatice este cauzata de alterarea
functiei de bariera electrica si/sau dimensionald a MBG. Pierderea proteinelor in urind depinde
atdt de marimea si incarcatura electrica ale moleculei proteice, céat si de natura defectului de
permselectivitate. Albumina este Incarcata electronegativ si se pierde predominant in defectele de
bariera electricd, cum se intdmpla in SNSM. In afectiunile asociate cu modificari structurale ale
glomerulilor si cu defecte ale barierei dimensionale se pierd in urina atat albumina, cat si proteine
mai mari (IgG).

Rata excretiei de proteine este influentatd de RFG, fluxul plasmatic renal, activitatea
sistemului renind-angiotensind, sinteza si concentratia plasmatica a albuminei, aportul proteic.
Scaderea marcanta a concentratiei albuminei serice e insotita de scaderea proteinuriei; §i invers,
administrarea intravenoasa de albumina e insotita de cresterea proteinuriei. Gravitatea leziunilor
glomerulare este corelata cu selectivitatea MBG [70, 189].

Pierderile urinare de albumina produc stimularea sintezei de albumina, compensand astfel,
partial, trecerea albuminei in urind si in spatiul interstitial; de asemenea, stimuleaza catabolismul
proteic. Scaderea presiunii oncotice a plasmei, datorita hipoalbuminemiei in sinusoidele hepatice,
este stimulul sintezei de albumina [70].

IgG sunt scazute in ser, gradul scaderii necoreland cu magnitudinea pierderilor. Pe langa
pierderile renale, intervin inhibitia sintezei si cresterea excretiei fractiilor extrarenale. Pierderea
proteinelor care leagd hormonii (colecalciferol binding-protein, tiroxin binding-protein) poate
influenta relatia dintre fractia libera, activa a hormonilor si fractia legata.

Pierderea de cortizol binding-protein duce la alterari ale distributiei hormonilor
glucocorticoizi exogeni; ca urmare, bolnavii cu SN dezvoltd sindrom Cushing mai rapid decat
nonnefroticii [4, 189].

Hiperlipidemia in SN se caracterizeaza prin alterari ale tuturor claselor de lipoproteine in
ceea ce priveste concentratia lor plasmatica, compozitia si rata de metabolizare. Sunt crescute
raporturile colesterol/trigliceride si lipide/apolipoproteine. Nivelul seric al colesterolului total,

fosfolipidelor si trigliceridelor este inalt.

32



Hiperlipidemia poate precede instalarea hipoalbuminemiei si poate persista dupa diminua-
rea/disparitia acesteia. Drept urmare a proteinuriei, catabolizarea lipoproteinelor, a chilomicronilor
este scazutd (prin urind se pierde lipoprotein-lipaza — enzima care catabolizeaza aceste
lipoproteine) [3, 4, 186, 247].

In SN se atesta o tendinta spre hipercoagulabilitate, explicata prin implicarea urmatoarelor
mecanisme: cresterea concentratiei principalilor factori plasmatici de coagulare - 1, 11, V, VII, VIII,
X si XIII. Alterarea sistemului inhibitor al coagularii intervine in patogenia accidentelor
tromboembolice prin: scaderea concentratiei AT III, care apare In proteinurii mai mari de 10g/24
h; aparitia valorilor normale sau chiar crescute ale proteinei-C si ale macroglobulinei care pot
compensa pierderile de AT III; cresterea sau sciderea valorilor proteinei S. in SN apar urmatoarele
anomalii ale fibrinolizei: scaderea concentratiei plasminogenului secundar pierderilor urinare;
eliberarea activatorilor plasminogenului este normald sau crescutd; scaderea inhibitorilor
plasminei; anomalii plachetare: trombocitoza (rar intalnitd); trombocitele au o hiperadezivitate si
hiperagregabilitate plachetard la ADP si colagen; hiperlipidemia din SN creste adezivitatea
plachetara; alterarea Incdrcaturii negative a membranei trombocitelor; cresterea viscozitatii

sangvine [3,4].

1.2. Rolul modificarilor histologice si corelatiile cu markerii biochimici in glomerulonefrita
la copii

Majoritatea copiilor cu SNI se prezinta sub 3 forme histopatologice: SN cu schimbari
minimale in glomeruli (SNSM), glomerulonefrita mezangialproliferativdi (GNMzP) sau
glomeruloscleroza focald segmentara (GSFS). SN 1n care sunt prezente complexe imune in tesutul
renal include: glomerulonefrita membranoproliferativa (GNMP), glomerulonefrita membranoasa
(GNM), si altele, care sunt rare in randul copiilor [82, 148, 162].

SNI cu leziuni glomerulare absente sau minime (cca 85% dintre SNI). in aceasta forma
glomerulii apar optic normali (inclusiv la imunofluorescentd) sau cu o minimd crestere a
numarului de celule mezangiale si a matricei mezangiale. Microscopia electronica evidentiaza
fuzionarea si tendinta de disparitie a proceselor podocitare. Peste 95% dintre copiii cu aceasta
forma raspund favorabil la corticoterapie [3].

SNI cu proliferare mezangiala difuza (cca 5% dintre SNI). Circa 50-60% dintre copiii cu
aceastd forma raspund favorabil la corticoterapie. Unii pacienti cu SNSR atestd o marcanta crestere
a matricei mezangiale asociata cu hipercelularitate [82, 353]. Cu toate acestea, peretii capilarelor
periferice sunt normali, iar microscopia imunofluorescenta este negativa. Microscopia electronica

arata procese de fuziune similare cu modificarile observate in maladia cu schimbari minimale.
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Prezenta hipercelularitatii mezangiale are o semnificatie prognosticd si o ratd mai mare de

progresie spre insuficienta renala [353].

Tabelul 1.1. Incidenta formelor histologice in SNSR

Variante | Bonilla- | Gulati S., | Seif E.l., | Mubarak Olowu Obiagwu | Adanze
histologice | F. M., 2006 2013 M., 2012 W.A., P.N., 0,(2015)
1999 [146] [294] [236] 2010 2014 [18]
[56] [252] [250]
Perioada 1987 1990 2005- 2009- 2001- - 2006—
studiului 1997 1996 2011 2011 2007 2013
Numarul de 152 33 53 147 19 11 30
subiecti
Varsta 53 5,7 6,7 7 8 8 9
medie
GNMP 5,0 % 1,6 % 7,5% 4,8 % 43,5 % 9,1% 27 %
GSFS 31 % 58,8 % 30,2 % 38,7 % 39,1 % 54,5 % 60 %
GNM 35 % 17,6 % 24,5 % 23,1 % 4,35 % 27,3 % 3%
GNMzP 25 % 17,6 % 1,9% 10,2 % 8,7 % - -

GSFS (cca 10% dintre SNI), in cadrul careia debutul este in medulara (de aceea uneori
biopsia renald poate fi eronat interpretatd drept forma cu leziuni glomerulare minime). Aceasta
forma este adesea progresiva, afectand in final toti glomerulii, totusi cca 20% dintre copii raspund
favorabil la corticosteroizi sau la citotoxice [3].

GSFS reprezinta un tablou histologic ce se caracterizeaza printr-un proces de
glomeruloscleroza care cuprinde numai o portiune din glomerul (leziune segmentara) si numai o
parte din glomeruli (leziune focald). GSFS reprezinta nu o singura boald, ci mai degraba un grup
heterogen de leziuni histologice caracterizate prin proteinuria variabild, de obicei, de rang nefrotic
si modificari histologice, cu schimbari cronice focale si segmentare, cicatrice glomerulare si
parenchimatoase [97, 325].

Clasificarea Columbia distinge 5 variante morfologice: varianta colaps, tip, celulara,
perihilara si nespecificatd, care pot fi aplicate in formele primare si secundare ale GSFS [98]. Mai
multe studii au documentat diferente semnificative in caracteristicile clinice initiale si ale
rezultatelor Intre variantele morfologice ale GSFS primare, sustinand ca aceasta clasificare poate
furniza informatii utile de prognostic [317].

GSFS a fost descrisa pentru prima data in 1957, insd abia in anii 70 a fost recunoscuta drept

entitate clinico-patologica separata.
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Tabelul 1.2. Clasificarea Columbia a variantelor morfologice de GSFS

( D'Agati VD, 2004) [98]

perihilara

hialinoza
Scleroza perihilara si hialinoza afectand >50% din

glomerulii cu scleroza segmentala

GSFS Cel putin un glomerul cu crestere segmentara a | Se exclud alte
nespecificata matricei ce oblitereaza lumenul capilar variante  definite
Pot prezenta colaps segmental al MBG fara hiperplazie | mai jos.
podocitara
GSFS varianta | Cel putin un glomerul cu hialinoza perihilara, cu / fara | Se exclud

variantele celulara,

tip si de colaps.

GSFS varianta

Cel putin un glomerul cu hipercelularitate segmentara

Se exclud

(cadranul extern al ghemului in apropiere de originea
tubului proximal)

Polul tubular trebuie identificat in leziunea definita
Leziunea trebuie sa contind adeziune sau confluenta a
podocitelor cu celule tubulare si parietale la nivelul
lumenului tubular

Leziunea tip trebuie sa fie sclerozata sau celulara

celulara endocapilara cu ocluzia lumenului, cu sau fara celule | variantele tip si de
groase §i cariorexis colaps.
GSFS tip polara | Cel putin o leziune segmentara afectand domeniul tip | Se exclude varianta

colaps.
Se exclude dacd un
glomerul prezinta

scleroza.

GSFS varianta
de tip colaps

Cel putin un glomerul cu colaps segmentare sau global

st hipertrofie sau hiperplazie podocitara

Fara excluderi.

Forma clasica (sau cu leziuni nespecificate): la microscopia optica, unii glomeruli prezinta

arii segmentare de colaps mezangial si scleroza. Imunofluorescensa poate evidentia IgM si Cs,

rareori si Ci1 in regiunile de fibroza, drept urmare a fixarii nespecifice a acestora. Microscopia

electronica (ME) releva fuziunea proceselor podocitare ale celule lor epiteliale.

Varianta cu colaps: predomina colapsul si scleroza intregului glomerul, leziunile

segmentale fiind mai rare. Sunt prezente leziuni tubulointerstitiale importante. De asemenea, se

evidentiaza dilatatii microchistice. Podocitele sunt edematiate si vacuolizate, spatiul endocapilar

este redus. In ME MBG este plisati. Aceasta varianti are o evolutie severd, cu prognostic rezervat.

Varianta tip polara: procesul de fibroza e localizat in apropierea zonei in care incepe tubul

proximal. Sunt prezente celule spumoase. Imunofluorescenta releva depozite de IgM si Cs.
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Varianta perihilara: procesul de fibroza e localizat in vecinatatea polului vascular. Se
manifesta Cu scleroza si hialinoza perihilara cu dispozitie segmentala si focala. Cuprinde mai mult
de 50% din glomeruli. Este intalnita in GSFS primara si in formele secundare ale GSFS, asociate
Cu cresterea presiunii intraglomerulare sau cu agenezia renala [3,4].

Varianta celulara: se evidentiaza hipercelularitate segmentara endocapilara, insotita de 0
zona de fibroza adiacentd. Se mai poate evidentia scleroza focala globala, care se deosebeste de
scleroza segmentala si focala prin aceea ca glomerulii afectati sunt sclerozati in totalitate. Se
intalneste la copii mici si are 0 evolutie mai buna sub tratament. Au fost publicate mai multe studii
privind elaborarea caracteristicilor clinic-pathologice ale acestor variante histologice ale GSFS la
copii, precum si la adulti [56, 121, 258, 332, 333].

Conform sudiului efectuat de Shakeel S. [301], GSFS a constituit 33,4% din totalul
biopsiilor renale efectuate la copii cu GSFS, iar varianta nedeterminata este cea mai raspanditd in
randul copiilor cu SN. Varianta tip colaps se intalneste intr-un numar mic, dar semnificativ, n
timp ce celelalte trei variante sunt distinct rare. Rezultate mai mult sau mai putin similare au fost

raportate din 1996 pana in 2008 de catre alti cercetatori [236].

Tabelul 1.3. Prevalenta variantelor histologice ale GSFS la copii

Variante Shakeel S., | Abrantes Paik K.N., El-Refaey Silverstein
histologice [301] M.M., [16] [258] AM., [121] | D.M,, [311]
Nedeterminata 89,1 84,2 72,7 85 43,9
Colaps 8 15,8 10,6 6 26,8
Tip 1,4 - 6,1 2 -
Perihilara 0,7 - 91 7 -
Celulara 0,7 - 15 - 29,3

Studiul efectuat de Silverstein D.M. si coautorii a demonstrat prezenta tuturor celor cinci
variante ale GSFS care este, de asemenea, relativ mare [311]. Cu toate acestea, prevalenta unora
dintre aceste variante histologice ale GSFS a fost foarte scazuta. Date similare au fost raportate de
Paik K.N. [258] a constatat, de asemenea, prezenta tuturor celor cinci variante ale GSFS in
cohortd si distributia de frecventa fiind similara. La randul sau El-Refacy A.M. si coautorii [121]
au raportat rezultate similare cu studiul lui Shakeel S. [301].

Studiul efectuat de Swarnalatha G. si coautorii pe un lot de 116 pacienti cu SN a
demonstrat cd GSFS a constituit 35,47% cazuri. Cea mai frecventa variantd patologica a fost
varianta nespecificata (62,2%), urmata de varianta perihilara (11,2%), tipul celular (9,4%) si tipul

glomerular (7,7%), iar varianta colaps a constituit numai 4,3%.
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Majoritatea pacientilor cu variantele colaps, nespecificate si variantele de tip glomerular
au prezentat proteinurie de rang nefrotic. Cu toate acestea, nivelul proteinuriei a fost cel mai inalt
in variantele tip glomerular si colaps. Un procent mai mare de pacienti cu variantele colaps si
celulare au prezentat insuficienta renald, la momentul prezentarii.

O ratd mai mare a modificarilor tubulare si interstitiale a fost observata in variantele colaps
si cea celulard. Variantele colaps si celulard au avut o ratd de raspuns mai mica la tratamentul
efectuat si rate mai mari de BRC terminala, in timp ce variantele de tip glomerular au avut cea mai
mare ratd de remisiune si cea mai mica rata de BRC terminala. Factorii de prognostic nefavorabil
pentru evolutia spre BRC terminald in GSFS au fost insuficienta renala initiala, schimbari severe
tubulo-interstitiale, lipsa raspunsului la steroizi initiald si varianta histopatologica de colaps.
Studiul dat sugereaza ca clasificarea histopatologicd a GSFS prezintd o importantd primordiala in
managementul si estimarea prognosticului bolii [322].

GSFS implica heterogenitate histologica considerabild in ceea ce priveste localizarea si
calitatea leziunilor segmentale glomerulare. Studiul efectuat de Taneda S. si coautorii a demostrat
heterogenitatea leziunilor segmentale in fiecare variantd histologicd a GSFS, din clasificarea
Columbia, precum si relevanta clinica a acestora [325]. Toate leziunile segmentale glomerulare a
80 de cazuri de FSGS primard au fost evaluate histologic. Printre 1.299 glomeruli a celor 80
exemplare de biopsie, 210 glomeruli (16,2%) au prezentat leziuni segmentale, care cuprind 57
(27%) tip celular, 4 (2%) tip fibros, 42 (20%) nespecificate celular, 86 (41%) nespecificate fibros,
iar 21 (10%) leziuni fibroase perihilare.

Suprapunerea leziunilor segmentale in diferite categorii de locatie a fost observatd in
variantele colaps, tip si perihilar, iar heterogenitatea calitatii a fost evidenta in variantele colaps si
celulard. Descoperirile histologice ale variantei celulare (hipercelularitate endocapillard) au fost
observate in noua din cele 13 variante de colaps. Rezultatele studiului dat au demonstrat
heterogenitatea histologicd a leziunilor glomerulare segmentale in toate variantele histologice ale
clasificatiei Columbia, cu exceptia celor nespecificate [325].

Exista studii limitate privind corelatiile clinico-patologice ale GSFS la copii. Studiul
efectuat de Nickavar A. si coautorii a evaluat rezultatele histologice la 46 copii cu GSFS primara
pe perioada anilor 1994 si 2015 [243]. Datele clinice si de laborator au fost evaluate la momentul
efectuarii biopsiei renale. Cea mai frecventa variantd histologica a fost cea nespecificata, fiind
prezentd la 38 de pacienti. Nu a existat nici o corelatie intre varsta, sex, proteine Serice, proteinurie,
hematurie §i raspunsul la steroizi, cu cele cinci variante patologice distincte si leziuni
histopatologice. A fost stabilitd o corelatie negativa intre nivelul Hb si hialinoza glomerulara,

hipercelularitate mezangiald, depunerea mezangiala si volumul glomerular. Disfunctia renala si
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valorile crescute ale tensiunii arteriale au avut o corelatie pozitiva semnificativa cu gradul de
atrofie tubulara, fibroza interstitiala, sinehiile in capsuld Bowman, hialinoza arteriolara, infiltrarea
mononucleard, ateroscleroza, hialinoza glomerulara, hipercelularitatea mezangialda, depunerea
mezangiala si scleroza glomerulara.

Conform studiului dat, creatinina sericd §i tensiunea arterialda au fost predictori
semnificativi ai leziunilor histopatologice la copiii cu GSFS primara [243]. Aproximativ 30-40%
dintre pacientii adulti cu GSFS dezvolta BRC terminala la 10 ani de supraveghere. Prognosticul
este relativ mai favorabil la copii, dar datele din literatura de specialitate au aratat rezultate
contradictorii [16, 311].

Evolutia variantelor morfologice in GSFS 1n baza biopsiei renale native repetate reprezinta
un instrument util pentru observarea evolutiei modificarilor histologice iIn GSFS. Transformarea
variantei nedeterminate in alte subtipuri histologice a fost cea mai frecventd modificare fiind
insotita de progresie clinica [379].

Biopsiile renale repetate la pacientii cu SNI au demonstrat o modificare morfologica intre
cele trei forme histologice principale. Unii pacienti cu dovezi clare de modificdri minime
confirmate la biopsia renald initiala au prezentat leziuni GSFS la biopsia renald repetatd. O mare
parte din acesti pacienti sunt steroidrezistenti. Studiul efectuat de Tejani A. a constatat ca leziuni
GSFS au dezvoltat 60% din cei 48 pacientii cu SNSR cu schimbari minimale, n asociere cu
agravarea simptomelor clinice [330].

Progresia sclerozei poate sa apara in leziunile cu modificari minimale sau proliferarea
mezangiala [353]. Pe de alta parte, unii pacienti care au prezentat proliferarea mezangiala difuza,
indiferent daca era sau nu asociatd cu scleroza focala la biopsia renald initiala, pot pierde din
hipercelularitate, iar, cu timpul, prezinta modificari minime sau GSFS la biopsia renala repetata
[156].

Astfel, in concluzie, se poate deduce ca, la copii cu boala cu leziuni minime, GSFS si
proliferarea mezangiala difuza reprezinta variatii histologice ale SNI care poate fi singur sau in
orice combinatie in biopsiile renale secventiale la unul si acelasi pacient [300].

Frecventele relative ale celor trei variante histologice difera la pacientii cu SNSS si SNSR.
Conform studiului ISKDS, dintr-un numar de 354 de pacienti cu SNI care au raspuns initial la
prednison, 95,5% au avut boald cu schimbari minimale, 3% — GSFS si 1,5% — proliferarea
mezangiala difuza [162]. Pe de alta parte, din 55 pacienti care nu au raspuns la prednison, 45,5%
au prezentat boalad cu schimbari minimale, 47,5% — GSFS si 7% — proliferarea mezangiala difuza.
Studiul dat a analizat, de asemenea, numarul de pacienti care au raspuns si care nu raspund la

tratamentul cu steroizi in cadrul variantelor histologice.

38



Astfel, printre cei 363 de pacienti ce prezentau leziuni cu modificari minime, 91,8% au
raspuns la tratamentul cu steroizi, iar 6,9% nu au raspuns, deoarece printre cei 37 (29,7%) pacienti
cu GSFS, au raspuns la prednison, iar 70,3% nu au raspuns. O crestere a rezistentei catre steroizi
a fost raportata la pacientii cu GSFS [162].

Referitor la modificarile histologice in GNAPS, microscopia optica evidentiaza o
glomerulita cu cresterea in volum a glomerulilor, cu proliferare a celulelor endoteliale si
mezangiale ce realizeaza o glomerulita proliferativa difuza. La nivelul glomerulilor este prezent si
un infiltrat inflamator cu leucocite polimorfonucleare, uneori si cu monocite si eozinofile realizand
o glomerulita exsudativa. La nivelul interstitiului exista infiltrat inflamator discret. Tubii sunt de
aspect normal sau cu leziuni discrete de degenerescenta focala, atrofia tubulara lipseste. Vasele
sangvine sunt normale. Leziuni rare: proliferare extracapilara cu formare de semilune sau
ingrosarea membranei bazale ce realizeaza exceptional o GN membranoasa. Imunofluorescenya:
depozite de complement si imunoglobuline de tip granular; se dispun in diverse modalitati:
mezangial in ghirlanda si sub forma de cer instelat. Microscopia electronica: evidentiaza depozite
extramembranoase de tipul unor proeminente, denumite humpsuri, hipertrofie mezangiala si
prezenta de polimorfonucleare [167, 206].

Studiile recente au raportat ca datele clinice, de laborator, precum si modificarile
histologice sunt predictori ai bolii renale progressive [317, 350, 354].

Caracteristicile histopatologice, inclusiv glomeruloscleroza, atrofia tubulard, fibroza
interstitiala si hipercelularitatea mezangiald, au fost identificate ca fiind predictori independenti ai
BCR terminale atat la copii cat si la adulti cu maladii glomerulare [118, 275].

Determinarea severitdtii modificarilor histologice renale in supravegherea copiilor cu
GNMzP poate facilita in identificarea pacientilor care vor dezvolta ulterior BRC. De-a lungul
ultimelor decenii, markerii proteinelor urinare, inclusiv IgG urinara, albumina, transferina, al-
microglobulina, f2-microglobulina si NAG-f, au fost utilizate pe scara larga in practica clinica
pentru evaluarea afectarii renale la pacientii cu maladii glomerulare.

Studiile recente au demonstrat corelatii semnificative intre nivelul proteinelor urinare,
leziunilor renale si progresia insuficientei renale [49, 99, 373].

Rezultatele unui studiu efectuat la copii cu GNMzP au demonstrat valoarea predictiva a
proteinelor urinare, masurate in acelasi timp cu biopsia renald, pentru detectarea leziunilor
histologice renale [373].

Pentru evaluarea leziunilor histologice renale la copii cu GNMzP au fost utilizate
urmatoarele variabile: celularitatea mezangiala, procentul glomerulilor cu adeziuni segmentare sau

scleroza si procentul de atrofie tubulara / fibroza interstitiala.
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In conformitate cu clasificarea Oxford a IgA nefropatiei, mai multe caracteristici
patologice ar putea fi folosite pentru a aprecia semnificatia independentd de prognostic a datelor
clinice in IgAN, care sunt susceptibile de a fi aplicabile altor tipuri de glomerulonefrita [151].
Patru dintre aceste caracteristici, inclusiv hipercelularitate mezangiala, glomeruloscleroza, atrofia
tubulara si fibroza interstitiala, s-au dovedit ulterior a avea o valoare independenta in estimarea
rezultatelor renale [275]. Mai mult decat atat, glomeruloscleroza si atrofia tubulara / fibroza
interstifiala sunt considerate a fi cei mai puternici predictori histologici in progresia BRC atat la
copii cat si la adulti cu boli glomerulare [118].

Studiul efectuat de Yanhong L. si coautorii a demonstrat ca excretia urinara a transferinei,
albuminei, al-microglobulinei IgG si proteinei timp de 24 h sunt predictori in proliferarea severa
a celulelor mezangiale la copiii cu GNMzP [373].

Transferina urinara si proteinuria timp de 24 h au fost factori independenti asociati cu
dezvoltarea glomerulosclerozei la copii. Astfel, transferina urinard are o valoare predictiva
crescutd in raport cu alte proteine urinare, evaluatd prin AUC, fiind predictor al severitatii,
celularitatii mezangiale si glomerulosclerozei la copii cu GNMzP. Cresterea transferinei urinare
este determinatd de permeabilitatea anormald a membranei bazale glomerulare si poate fi un
marker in detectarea stadiilor incipiente ale bolilor glomerulare.

Masa moleculara a transferinei este foarte similara cu cea a alouminei, dar are ea un punct
izoelectric mai mare. Excretia urinara crescutd a transferinei poate precede dezvoltarea
albuminuriei in boli glomerulare [373]. Transferina urinara reprezinta un predictor al severitatii,
celularitatii mezangiale si glomerulosclerozei 1in stadiile incipiente ale bolilor glomerulare
potential progressive [49].

Atrofia tubulara / fibroza interstitiala se datoreaza traficului crescut de proteine de-a lungul
celulelor tubulare in bolile glomerulare. Potrivit unor studii, proteinele filtrate acumulate anormal
ajung in lumenul tubular, declansand eliberarea mai multor citokine proinflamatorii care cauzeaza
infiltrarea inflamatorie interstitiala si fibroza [99]. Excretia crescuta a NAG-J urinar sintetizate in
celulele tubulare expuse la diverse substante toxice este utila pentru detectarea leziunilor
tubulointerstitiale la copiii cu GNMzP. S-a demonstrat ca excretia crescutda de NAG-, asociata
cu cresterea secretiei de transferind ar putea avea loc chiar si in absenta unor dovezi morfologice
ale leziunilor celulelor tubulare [49, 100].

In studii anterioare, a fost demonstrat ci excretia urinari de oi- microglobulina, Bo-
microglobulina si IgG este, de asemenea, considerata a fi un marker pentru detectarea leziunilor
tubulare la pacientii cu boli glomerulare prin analiza de corelatie [99]. Studii recente au confirmat

corelarea diferitelor proteine urinare, cu exceptia PB2-microglobulinei, cu leziunile
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tubulointerstitiale la copii cu GNMzP. Cu toate acestea, prin analiza de regresie logistica binara,
numai excretia urinard de NAG-P si transferina au fost semnificativ asociate cu gradul de afectare
tubulointerstitiala [373].

Wu Y. si coautorii au analizat corelatiile existente intre biomarkerii urinari si modificarile
histologice la copii cu nefrita interstitiala indusa de medicamente [366]. Rezultatele obtinute au
demonstrat ca nivelele urinare ale al-microglobulinei au corelat pozitiv cu edemul interstitial,
infiltrarea celulelor inflamatorii si atrofia tubulara, in timp ce nivelul IL-6 urinare a corelat negativ
cu parametrii de mai sus. Nivelul NAG-p urinar a avut o corelatie pozitiva cu infiltrarea celulelor
inflamatorii si atrofia tubulara, in timp ce u TGF-B urinare au avut corelatie pozitiva cu atrofia
tubulard. Rezultatele analizei ROC au indicat ca AUC pentru oz-microglobulinei a fost mai mare,
comparativ cu cea a NAG-B (0,797 vs 0,734, p<0,05).

Masurarea combinatd a a-microglobulinei si NAG-f ar putea spori sensibilitatea detectarii
interstitiale si a infiltrarii celulelor inflamatorii. Pentru detectarea edemului interstitial si atrofiei
tubulare, numai az-microglobulina a avut o semnificatie statistica (AUC = 0,723, p=0,027; AUC
= 0,774, p = 0,008, respectiv).

Astfel, determinarea nivelelor az-microglobulinei si NAG-p urinare pot reflecta severitatea
infiltrarii inflamatorii interstitiale, iar masurarea combinatda a ambelor poate spori sensibilitatea.
Nivelul urinar al a:-microglobulinei poate reflecta, de asemenea, gradul de edem interstitial si
atrofie tubulara.

3. Importanta factorilor de risc si mecanisme de progresie ale glomerulonefritei la copii

Conform datelor literaturii de specialitate, diversi factori influenteaza evolutia
sindromului nefrotic idiopatic steroid rezistent (SNISR). Varsta, hematuria, hipertensiunea
arteriala, scdderea clearance-ul creatininei endogene in debut, varianta histopatologica, persistenta
proteinuriei, precum si rezistenta tardiva la steroizi in debut reprezinta factori de risc pentru
progresia SNISR [25, 28].

Rezultatele studiului efectuat de Zagury A. si coautorii [377] au demonstrat ca varsta la
debutul SN a fost semnificativ mai mare in grupul cu BRC terminala, comparativ cu grupul fara
BRC terminald. Acest fapt poate fi explicat prin incidenta mai mare a GSFS, comparativcu SNSM
in acest grup. Varsta la debut a fost mai mare la copiii cu GSFS, comparativ cu grupul de copii cu
SNSM. Analiza copiiilor cu GSFS a demonstrat ca varsta la debut a fost identica intre cele doua
grupuri (cu si fard BRC terminald). In ceea ce priveste clearance-ul creatininei endogene si
insuficienta renala in debut nu s-a semnalat nici o diferenta intre cele 2 grupuri. Analiza univariata
a aratat ca prezenta hematuriei si a hipertensiunii arteriale la debut au fost factori de risc pentru

SNISR, iar acest lucru ar putea fi explicat prin incidenta mai mare a hematuriei si a hipertensiunii
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arteriale la pacientii cu GSFS, comparativ cu SNSM. Alte studii au raportat ca hematuria la debut
nu a fost un factor predictiv pentru SNISR [219].

S-a constatat ca exista o relatie intre prezenta hematuriei in debut si dezvoltarea recidivelor
SN in viitor [288]. Conform sudiului efectuat de Chang J. V. si coautorii [72], prevalenta
hematuriei 1n debutul bolii a constituit 28% cazuri intr-un grup de 50 de copii cu SN cu varsta >
8 ani. Un alt studiu indian recent a relatat ca prezenta hematuriei a fost asociatd in mod
independent cu rezistenta steroida tardiva [312]. Insuficienta renald prezenta in debut [16] la 0
varsta mai mare reprezinta un factor de risc pentru BRC terminala [15, 258].

GSFS este modelul histologic cel mai raspandit, fiind cauza majora a BRC terminale [243].
Intr-un studiu multicentric european care a inclus copii cu SNISR, varianta histopatologica initiala
nu a fost un predictor semnificativ pentru dezvoltarea BRC terminale [219]. Niaudet P. a raportat
ca la pacientii cu SNISR progresia spre BRC terminala a fost similara pacientilor cu SNSM sau
GSFS confirmata la biopsia initiald; cu toate acestea, pacientii cu SNSM au progresat spre BRC,
avand intotdeauna la biopsia renala ulterioara GSFS [242]. Pacientii cu rezistenta tardiva par sa
aiba un rezultat mai bun, comparativ cu cei cu rezistenta precoce. Conform studiului efectuat de
Otukesh H. si coautorii , o ratd mai bund de supravietuire renald se atestd la pacientii cu SNISR
tardiv, comparativ cu cei cu rezistenta precoce [255]. Schwaderer P. si coautorii a demonstrat ca
nu a semnalat scaderea functiei renale la 14 pacienti cu SNISR tardiv [292], dar alte studii recente
au demonstrat ca incidenta globald a functiei renale a scazut cu 23%, Intr-un lot de 126 de pacienti.
Rezistenta la tratamentul cu imunosupresoare creste riscul de rezistenta la alte imunosupresoare
care ulterior duc la progresia BRC [377].

Unul dintre factorii noi care ar putea anticipa raspunsul la terapie si rezultatele evolutiei
bolii sunt variantele genetice ale SN [52, 340, 351]. Mutatiile NPHS1, NPHS2, LAMB2 si WT-1
au fost identificate la doud treimi din cohorta europeana de 89 de sugari cu SN sub varsta de 1an.
Varsta medie a pacientilor cu BRC a fost de 5,6 ani. Pacientii cu mutatii NPHS1 au prezentat BRC
terminald la o varstd medie de 4,6 ani, in timp cei cu mutatii NPHS2 au dezvoltat BRC terminala
la o varstda medie de 7,4 ani [155]. Aceste diferente ar putea fi explicate prin diferentele tabloului
clinic si gestionarii SN congenital (de exemplu, nefroectomie), comparativ cu modificarile
genetice ale bolii.

Exista peste 40 de mutatii genetice asociate cu GSFS si continua sa fie identificate noi
mutatii genetice [22]. O singura mutatie genetica poate fi identificata la 29% dintre pacientii cu
SNISR in debut pana la varsta de 25 de ani [282, 284].

Pacientii cu mutatii genetice sunt mai putin probabili sd raspunda la terapia cu

imunosupresoare §i au mai mari sanse de a dezvolta BRC terminala [63, 197].
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Studii efectuate de Buscher A.K. si coautorii au examinat supravietuirea renala pe parcursul
a 10 ani de supraveghere a unui lot de 231 de copii cu SNISR intr-un grup european. 58% copii
care prezentau SNISR dupa varsta de 3 luni, au fost asociate cu mutatii genetice si au progresat
spre BRC terminald, comparativ cu 29% copii cu SNISR fara mutatii genetice identificate [63].
Recent au fost identificate variante genetice in APOL1 ca factori de risc pentru bolile renale la
subiecti de origine africana. Doua copii ale variantelor de codare a APOL1 (G1 si G2) reprezinta
factori de risc in dezvoltarea nefropatiei hipertensive, nefropatiei lupice, GSFS [138].

Trialul clinic randomizat, controlat care a analizat tratamentul cu mofetil micofenolat
(MMF) si ciclosporind la copiii si adultii tineri cu GSFS [140] a demonstrat ca 67-72% din 94
pacienti de origine africand posedau doua copii ale variantelor de risc APOLI1 si aveau sanse mai
mari de a progresa spre BRC terminala, cu o rata de 40% a BRC terminale in aproximativ 8 ani
[185]. Multe studii genetice s-au concentrat asupra populatiilor europene, in mare parte si
omogene; cohortele sudiului NEPTUNE si CureGN oferd oportunitati de a intelege contributia
genei si interactiunile intre gene-mediu in modularea rezultatelor pe termen lung [135, 285].

Recent, au fost identificate doud gene asociate cu SNSS. Proteina membranara epiteliald
2 (EMP2) a fost depistatda in SNSS familial. Desi s-a atestat doar la un numar mic de pacienti,
majoritatea nu au avut insuficientd renala, dupa 20 de ani de supraveghere [137].

Studiile din ultimii ani au schimbat viziunea savantilor despre mecanismele progresarii
glomerulonefritei. Astfel, s-a demonstrat cé indiferent de afectarea primara (mecanisme imune
sau neimune), in rinichi au loc modificari hemodinamice, biochimice de lezare a glomerulilor cu
implicarea tesutului interstitial si tubular; cu o evolutie spre nefroscleroza [173].

Brenner B.M. a stabilit cd reducerea masei parenchimului renal duce la modificéari adaptive
structurale si functionale ale nefronilor functionali rdmasi si cu evolutie in progresarea
glomerulonefritei si nefrosclerozei [59]. Studii efectuate au demonstrat ca la animale, dupa
nefroectomie in nefronii ramasi, se intensifica de trei ori metabolismul absorbtiei Oz, totodata
viteza glomerulara creste de 2 ori, iar tensiunea transcapilara cu 20% [272].

Modificarile structurale si functionale descrise sunt insofite de cresterea permeabilitafii
membranei bazale, acumularea macromoleculelor in mezangiu, pierderea incarcaturii negative a
membranei bazale si intensificarea proteinuriei. Studiile denotd ca hipertrofia glomerulilor
conduce la dezvoltarea glomerulosclerozei. Astfel, modelarea experimentald a diabetului zaharat
a permis de a conchide ca hipertrofia glomerulilor este perioada initiala in dezvoltarea nefropatiei
diabetice. Conform unor studii hipertrofia glomerulard contribuie in mai mare masura la

dezvoltarea glomerulosclerozei, comparativ cu hiperfuzia adaptiva [272].
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Dezvoltarea glomerulosclerozei a fost demonstrata in mai multe studii, iar etapele
morfologice au fost descrise in 1975 de Shimmamura T. si coautorii, care au aratat ca schimbarile
morfologice sunt asociate cu autoreglarea hemodinamicii intrarenale [308]. Conform ipotezei lui
Brenner B.M., dereglarile hemodinamice adaptive duc la un sir de modificari in glomeruli, cu
modificarea integritatii si permeabilitatii, formarea de microtrombi si microanevrisme. Ca rezultat,
are loc disfunctia endoteliului, lezarea epiteliului glomerular si a membranei bazale cu transudatia
macromoleculelor, disfunctia celulelor mezangiale si a epiteliului tubular, cu cresterea productiei
de citokine, factorilor de crestere care, la randul lor duc la formarea nefrosclerozei si fibrozei
interstitiale [59].

In studii experimentale Fogo A. a demonstrat cd hipertrofia glomerulari contribuie la
dezvoltarea glomerulosclerozei [131]. Totodatd el considera ca pentru GSFS este caracteristica
cresterea in dimensiuni a glomerulilor, comparativ cu alte maladii renale pentru care sunt
caracteristice schimbari minimale in glomeruli. Particularitati analogice autorii au atestat si la
maturi, la care glomeruloscleroza a fost asociatd cu cresterea dimensiunilor glomerulilor.
Rezultatele acelorasi studii demonstreazd cd hipertrofia glomerulilor este rezultatul actiunii
factorilor de crestere care stimuleaza atat hipertrofia cat si cresterea excesiva a matricei
extracelulare, servind ca substrat al glomerulosclerozei.

Fine L.G. si coautorii a sustinut hipoteza ,,hipoxiei” conform careia principalul factor ce
determina procesele de fibrogeneza in rinichi il constituie ischemia cronicd [128]. Conform
ipotezei date, leziunile grave ale parenchimului renal sunt inevitabil urmate de ischemie, care
apare 1n legaturd cu atrofia canaliculelor renale §i care stimuleazad procesele de fibrogeneza in
glomeruli si interstitiul renal. Astfel, procesele date sunt conditionate de hiperperfuzie si
hiperfiltratie. Sub actiunea hipoxiei are loc stimularea producerii citokinelor profibrotice,
factorilor de crestere [129]. Posibil cd fenomenul ,hipoxiei” joaca un rol cheie in patogenia
progresarii mai multor maladii renale dobandite, cat si ereditare [241].

Conform datelor literaturii de specialitate un rol important in dereglarile hemodinamicii i
revine angiotensinei Il generate de sistemul renind-angiotensina care actioneaza atat autocrin, cat
si paracrin la nivelul peretilor vasculari [364]. Expresia genica a reninei a fost identificatd in
celulele endoteliale si in celulele musculare netede din peretele vascular, iar expresia genica a
angiotensinogenului a fost depistata in peretele vascular si in tesutul adipos. Celulele endoteliale
contin enzima de conversie a angiotensinei.

Principalele efecte in organism ale angiotensinei II sunt efectul vasoconstrictor puternic

si cel de factor de crestere tisulara.
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Angiotensina II 1si realizeaza actiunea sa cu ajutorul receptorilor AT1 si AT2. Activarea
receptorilor AT1 provoaca vasoconstrictie, stimularea cresterii, activarea fibroblastelor si a
miocitelor. Rolul receptorilor de tip AT2 este controversat in prezent, majoritatea autorilor
considera a fi contrareglator, benefic. Prin receptorii AT2 angiotensina II provoaca actiune
vasodilatatoare si un raspuns antiproliferativ, cat si cresterea apoptozei [112].

Angiotensina II isi exercitd efectul sdu vasoconstrictor atat direct, prin intermediul
stimuldrii receptorului ATI1, cat si indirect, prin intermediul diferitor mediatori secundari.
Receptorii AT1 mediaza efectele nefavorabile ale AT-Il. Ei sunt responsabili de eliberarea
aldosteronului, catecolaminelor, vasopresinei si corticosteroizilor. Acesti receptori se gasesc in
mai multe tesuturi — creier, muschiul cardiac, medulosuprarenald, rinichi, peretele vascular. La
stimularea receptorilor AT1 vasculari are loc eliberarea ionului de Ca?* din reticulul
sarcoplasmatic, ceea ce rezulta cu contractia fibrelor musculare netede vasculare. Un mediator
secundar important care mediaza efectul vasoconstrictor al angiotensinei Il este diacilglicerolul,
implicat in activarea protein-kinazei C [364].

Diacilglicerolul impreuna cu inozitol trifosfatul, care se formeaza la scindarea
fosfolipidelor membranare de catre enzima fosfolipaza C, este implicat in transmiterea
semnalului in celula. Inozitol trifosfatul se poate transforma in inozitol tetrafosfat, un compus
care determind deschiderea canalelor de calciu. La nivelul arteriolelor renale a fost demonstrata
existenta unui mecanism vasoconstrictor suplimentar, intermediat tot de protein-kinaza C[3].

Angiotensina IT produce cresterea depozitarii matrixului extracelular fie prin actiune
directd, fie indirect prin stimularea altor factori de crestere, care potenteaza acest fenomen prin
activarea fibrinolizei si proteolizei [132]. Modularea matrixului extracelular este produsa de un
sir de proteaze si inhibitorii lor. Inhibitorul 1 al activatorului plasminogenului (PAI-1) inhiba
transformarea plasminogenului in plasmina. S-a constatat ca PAI-1 este indus atat in vitro cat si
in vivo de angiotensina §i aceasta actiune este amplificata de asocierea aldosteronului [251].

Angiotensina Il poseda actiuni prosclerotice, participa la sinteza factorilor hemotactici,
MCP-1. Efectele prosclerotice ale AT Il nu exclud, ci suplinesc efectul prosclerotic al TGF-p
si PAI-1[223, 254]. In ultimii ani, a fost demonstrat rolul angiotensinei II in proliferarea celulelor
mezangiale ale glomerului renal, inducerea sintezei factorilor profibrotici de crestere: TGF-B1,
PDGF, precum si activarea TGF-B1, din forma latentd in cea activa. Inducand sinteza
osteopontinei, angiotensina Il contribuie la dezvoltarea fibrozei tubulo-interstitiale, proliferarea

mezangiului si fibrozarea glomerulilor [223].
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Un alt efect al angiotensinei Il este stimularea stresului oxidativ, ca rezultat al cresterii
catabolismului oxidului de azot (NO). Stresul oxidativ partial realizat prin angiotensina II
intensifica expresia moleculei adezive a produsilor hemoatractanti si citokinelor [241].

Rolul central in producerea crescuta a angiotensinei II intrarenale si efectelor fibrotice 1l
joaca factorul nuclear de transcriptie kB (NF-kB), regland astfel transcriptia diferitor gene in
diferite tesuturi, inclusiv rinichi. NF-kB este localizat in citoplasma celulara, unde se afla in forma
neactiva (IkB). Forma activd a NF-kB este compusa din 2 proteine, care direct sau indirect,
contribuie la procesul de fibrozare. Pe langa angiotensina II, NF-kB este activat de asemenea de
TNF-0, productia caruia, pe de alta parte, este indusa de NF-kB [150].

NF-kB duce la fibrozare prin stimularea proliferativa a fibroblastelor si diferentierea lor in
miofibroblaste [150]. Concomitent, activarea NF-kB stimuleaza producerea hemoatractantelor si
proteinelor adezive ale celulelor tubulare, ceea ce duce la un raspuns inflamator cu infiltratie
macrofagica a interstitiului, producerea citokinelor profibrotice, cresterea matricei extracelulare.
Ca rezultat al acestor procese are loc instalarea fibrozei tubulointerstitiale si progresarea maladiei
renale [150].

in paralel cu angiotensina II, are loc §i activarea altor substante vasoactive, ca endotelina,
tromboxanul A2, prostaglandinele. In productia citokinelor profibrotice participi de asemenea
endotelina 1. Este demonstrat cd endotelina 1 duce la vasoconstrictia vaselor renale, contribuind
la reducerea fluxului renal si a vitezei de filtrare glomerulari. In acelasi timp, endotelina 1
favorizeaza producerea matricei de catre celulele mezangiului, epiteliului si fibroblastelor, care
duc la randul lor la formarea glomerulosclerozei [234].

Antigenii celulelor epiteliale glomerulare sunt tinte primare in multe afectiuni glomerulare
mediate imun. Ca raspuns la conflictul imun produs, celula epiteliala din glomerulul hipertrofiat
se poate detasa de membrana bazala. Aceste zone denudate pot juca un rol important in progresia
cicatricelor, datorita proteinelor plasmatice exsudate.

Celula epiteliala glomerulara produce in mod normal o substanta endogena heparin-like, ce
determina inhibitia cresterii celulelor mezangiale. Prin lezarea lor, acest efect inhibitor dispare si
se dezvolta o hiperplazie a celulelor mezangiale. Celulele epiteliale sunt de asemenea sursa
principala a unui factor de crestere vascular endotelial, care joaca un rol-cheie in procesul de
angiogeneza si permeabilitate vasculara. Alterarea integritatii celulei epiteliale este responsabild
de unele tulburdri structurale, cum ar fi fuzionarea podocitelor care explicd producerea
proteinuriei. Celulele mezangiale se activeazd in urma actiunii citokinelor si 1si cresc

susceptibilitatea la leziune [3].
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Hipertensiunea arteriald sistemica adesea insoteste maladiile renale si ambele pot contribui
la instalarea BRC. In plus, glomerulul are o structura unica, incluzand atét o arteriold aferent cat
si una eferentd, care permite modularea perfuziei glomerulare si presiunii corespunzatoare, fara a
schimba tensiunea arteriala sistemica. In modelul rinichiului restant, eliminarea a doua treimi din
rinichiul restant (de exemplu, a 5/6 prin nefroectomie), induce hiperperfuzia progresiva,
hiperfiltratie, hipertrofie si FSGS [233].

Studiile efectuate denota ca hiperfiltratia cauzeaza scleroza, punand in miscare un cerc
vicios de hiperfiltratie si glomeruloscleroza. Manevrele ce duc la micsorarea capacitatii de filtrare,
cum ar fi dieta saraca in proteine, inhibitorii enzimei de conversie a angiotensinei (IECA), agentii
de reducere a lipidelor sau heparina au fost, intr-adevar, eficace In ameliorarea sclerozei
glomerulare [201]. Cu toate acestea, in unele studii, scleroza glomerulara a fost redusa fara
alterarea hiperfiltratiei glomerulare si scleroza glomerulara, survenite in unele stari chiar si in
absenta instaldrii hiperfiltratiei. Astfel, hipertensiunea arteriald glomerulara reprezintd un
mediator-cheie al sclerozei progresive [112].

Renina in sine poate avea efecte directe, independent de activarea SRAA, cu activitate la
nivel de receptori pentru renind detectat pe celulele mezangiale. Multe dintre actiunile profibrotice
sunt mediate direct de catre angiotensina II. Angiotensina II faciliteazd migrarea celulelor
vasculare endoteliale si musculare netede, stimuleaza hipertrofia, hiperplazia celulelor musculare
netede si a celulelor mezangiale. Toate componentele SRAA sunt prezente Tn macrofage, care pot
servi drept o sursd 1n plus de angiotensind II si, de asemenea, raspund la IECA si blocatorii
receptorilor angiotensinei (BRA) [112, 201].

Angiotensina Il induce, de asemenea, alti factori de crestere, inclusiv PDGF, TGF-f, PAI-
1, toate acestea pot avea impact asupra fibrozei renale [254, 364]. Foarte important este faptul ca
aldosteronul are actiune atat genica, cat si nongenicd de activare a fibrozei, independent de
actiunile sale de crestere a presiunii arteriale prin medierea retentiei de sare. Aldosteronul
imbunatateste inducerea angiotensinei de catre PAI-1 si are de asemenea actiuni directe in
formarea fibrozei renale [112, 251].

PAI-1, prin inhibarea activatorului tisular al plasminogenului, moduleazd activarea
plasminogenului si, in consecinta, a activitatii fibrinolitice. Nivelele crescute ale PAI-1 au fost
identificate in leziunile de infarct miocardic, la diabetici, precum si in leziunile de scleroza
glomerulara [116, 199]. Angiotensina II stimuleaza productia de PAI-1. In consecinta, inhibitia
angiotensinei-1I are drept efect modelarea procesului tromboza-fibrinoliza, precum si scaderea

procesului de scleroza [254].
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Activarea plachetelor prin complexele imune este un element crucial in initierea si
amplificarea leziunii inflamatorii glomerulare. Plachetele activate elibereaza substante cu actiuni
chemotactice sau vasoactive care interactioneaza cu alfi mediatori generati de celulele rezidente
sau inflamatorii. Astfel, plachetele favorizeaza fluxul PMN in glomerul participand la producerea
leziunii glomerulare. Factorul de activare plachetar secretat de plachetele activate, precum si de
alte celule care participa la inflamatii (celule PMN, monocite, celule endoteliale) declanseaza
agregarea si degranulareca plachetara. Pe langa aceste efecte, PAI-1 produce si activarea
leucocitelor si a sistemului complementului, stimularea celulelor mezangiale participand la
producerea si perpetuarea leziunii glomerulare [315].

Prezenta leziunilor tubulo-interstitiale nu trebuie interpretata ca simple sechele ale sclerozei
glomerulare, ci, dimpotriva, ele pot constitui un declansator al unor fenomene locale ce pot
conduce la perpetuarea leziunii renale. Inflamatia tubulo-interstitiala reprezinta influxul si
proliferarea celulelor inflamatorii capabile de a produce o varietate de mediatori locali ai
inflamatiei, precum si activarea celulelor tubulare si a unor celule renale rezidente. Odata
declangata, inflamatia tubulo-interstitiald urmeaza un model de progresie autonoma, deteriorand
functia renala chiar dupa o vindecare aparenta a leziunii initiale [350].

Numarul de celule inflamatorii coreleaza strans cu severitatea leziunilor glomerulare si
tubulo-interstitiale precum si cu pierderea functiei renale. Leziunea initiala declanseaza un influx
de celule inflamatorii chiar in fazele precoce ale bolii. Activarea celulelor tubulare favorizeaza
productia de molecule chemotactice care permit migrarea celulelor inflamatorii spre interstitiu.
Aceste celule sunt reprezentate de macrofage si limfocite T si B. Limfocitele T activate (CD4,
CD8) produc citokine cu un rol deosebit in procesul inflamator local, in special interferonul, care
permite celulelor epiteliului tubular sa joace rolul de celule prezentatoare de antigen, asemanator
macrofagelor [3]. Astfel, interferonul gama activeazd macrofagele care vor fi deosebit de
importante in procesul inflamator si de fibroza. Principalele mecanisme prin care macrofagul
participa la producerea leziunii renale sunt secrefia de enzime proteolitice, a unor radicali de
oxigen, de substante vasoactive, citokine si factori de crestere, responsabili de intretinerea
inflamatiei si, ulterior, de producerea modificarilor fibrotice [51].

La randul lor celulele tubulare activate, pe langa rolul de celule prezentatoare de antigen,
pot secreta citokine proinflamatorii si componente ale matrixului extracelular (colagen I, II,
fibronectind, laminind) fiind implicate in procesul de fibroza si cicatrizare.

Un alt mecanism de activare al celulelor tubulare ar putea fi declansat de reabsorbtia masiva
a proteinelor. Un argument in favoarea acestui mecanism 1il constituie renoprotectia conferita de

inhibitorii angiotensinei | care micsoreaza rata proteinuriei.
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Procesul de fibrogeneza, ca raspuns la leziunea inflamatorie, are ca celula efectoare
fibroblastul. Activarea acestor celule se face prin intermediul unor factori de crestere secretati de
macrofage si de celulele tubulare - TGF-B. Acest mediator produce o crestere a matrixului prin
stimularea productiei proteinelor majore (fibronectina, colagenul, proteoglicanii) [66]. Pe de alta
parte, inhiba degradarea matrixului prin cresterea productiei de inhibitori ai activatorului
plasminogenului. In plus, poate produce o inhibare a proliferarii limfocitelor T, limitand astfel
procesul inflamator. Procesul de retractie cicatriceala este rezultatul activitatii microfilamentelor
retractile, formatiuni asemanatoare actinei din celulele musculare netede [199].

Studii experimentale demonstreaza ca lipidele cu structura anormald moduleaza frecvent
scleroza glomerulara la sobolani. Pacientii cu modificari minime precum si cei cu glomerulonefrita
membranoasa, care este caracterizata prin hiperlipidemie ca element al SN, de regula, nu dezvolta
cicatrice glomerulare. Unele studii clinice demonstreaza ca lipidele anormale sunt deseori asociate
cu pierderea crescutd a RFG cat si tratamentul cu statine in bolile cardiovasculare poate fi un
beneficiu si pentru BRC progresiva [247].

Studiile denota ca un rol important In progresia glomerulonefritei il are proteinuria, care
apare in cazul progresarii fibrozei renale. Valorile inalte si de duratd ale propteinuriei cresc
semnificativ riscul de dezvoltare a insuficientei renale faza terminala [70].

O amprenta in dezvoltarea proteinuriei si fibrozei tubulointerstitiale o are si complementul.

Rolul principal al complementului este de a facilita dezvoltarea unui raspuns inflamator cu
chemotaxis si fagocitoza.

Activarea sistemului complementar in celulele tubulare duce la sinteza mediatorilor
proinflamatori. O crestere a activitatii fractiei C3 si C4 a complementului in celulele tubulare a
fost depistatd in nefrobioptatele pacientilor cu proteinurie masivd. La randul sau activarea
sistemului complementului din celulele tubulare duce la aparitia stresului oxidativ, deteriorarea
citoscheletului epiteliului tubular si cresterea productiei citokinelor profibrotice.

Proteinuria poate modifica astfel functia tubulara a celulelor in mod direct, cu potential
de a contribui la cresterea inflamatiei interstitiale, in special cu ajutorul macrofagelor [26].

Rolul primordial in progresarea glomerulonefritei ii revine angiotensinei II, citokinelor,
factorulor de crestere, substantelor vasoactive, care favorizeaza depunerea in matricea interstitiala
a unei cantitati mari de colagen, fibronectind si alte componente implicate in formarea fibrozei

interstitiale si dezvoltarea BRC.
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1.4. Semnificatia modificarilor moleculelor de semnalizare celulara si a sistemelor
enzimatice in ser si urina in progresarea glomerulonefritei la copii

O serie de studii au relevat rolul predispozant al diferitor factori secundari sau neimuni, in
special, a proteazelor serinice, care influenteaza unele elemente anatomice la nivelul capilarului
glomerular (cresterea permeabilitatii celulare, modularea activitatii celulelor mezangiale,
proliferarea sau liza celulard) si pot declansa glomerulonefritele, dar si contribuie la activarea
sau dereglarea diverselor sisteme functionale ale organismului, in special, a sistemului renina-
angiotensina-aldosteron (SRAA), asociata cu tulburari ale coagulabilitatii sangvine, sistemului
kalikreina-kininica (SKK), complementului pe cale clasica printr-un complex antigen-anticorp sau
pe cale alternativa care incepe cu activarea moleculei Cs, ceea ce contribuie la declansarea
glomerulonefritei cu evolutie spre complicatii ca insuficienta renala etc. Studiile recente confirma
faptul ca paralel cu rolul lor in distructia tisulara, sistemele umorale si celulare poseda si
importante functii reglatorii [26, 112, 116, 364]. In procesele imune din GN participa numerosi
mediatori: citokine, chemokine, factori de crestere, radicali liberi, factori ai coagularii etc.[27, 36,
122].

Actualmente in cercetarile stiingifice biomarkerii au devenit o sursd de diagnostic eficienta

in diagnosticului GN la copii. Studii recente au identificat o serie de biomarkeri noi in ser si urind,
care pot determina riscul potential de leziuni renale, distinge diferite tipuri de leziuni renale,
prognozeaza progresia bolii si au potential de a evalua eficacitatea interventiei terapeutice. Unii
dintre acesti biomarkeri pot fi utilizati independent, in timp ce altii sunt mai benefici atunci cand
sunt utilizati in combinatie cu alti factori clinici de risc.
Aceste revizuiri se concentreaza in principal pe descrierea biomarkerilor noi si stabilesc
identificarea proceselor fiziopatologice care duc la dezvoltarea diferitor boli renale. Acestea ofera
0 imagine de ansamblu a unora dintre diferitele clase de biomarkeri renali care pot fi evaluati in
ser / plasma si urind, inclusiv markeri ai functiei renale, stresului oxidativ, afectarii structurale si
celulare, raspunsului imun si fibrozei [1, 2, 73, 126, 202, 208].

IL-1P joaca un rol in inflamatia acuta, este sintetizata in principal de macrofagele activate
(stimulate antigenic), dar si de limfocitele B si celulele NK (natural killer), actioneaza nu numai
asupra progresarii glomerulonefritei, stimuland sinteza moleculelor de adeziune celulara (ICAM-
1), dar si participa la formarea fibrozei interstitiului renal [74]. Nivelul crescut de IL-1 determinat
in studiu este semnificativ prin rolul sdu major in mecanismul imunopatogenic al proteinuriei.
Efectele vasculare de baza ale IL-1B sunt cresterea aderentei trombocitare, cresterea

permeabilitatii vasculare, cresterea sintezei prostaglandinelor si hipertensiunea.
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Mai mult, IL-1B poate stimula cresterea sintezei eicosanoizilor. Acestea pot trece prin celulele
endoteliale, afectand podocitele incarcate negativ, care de obicei previn trecerea albuminei,
determinand astfel neutralizarea lor si, respectiv, proteinuria [74].

Un important efect al cresterii IL-1p in asociere cu IL-6 este majorarea numarului
leucocitelor provenite din doud surse: maduva osoasa si leucocitele solitare atasate catre celulele
endoteliale. Valorile crescute ale numarului de leucocite poate indica ca infiltratia monocitelor si
macrofagelor este potentiala sursd majora a citokinelor inflamatorii, in special IL-18, IL-6, mai rar
decat celulele glomerulare rezidente. IL-6 are un rol major atat in inflamatiile acute, cat si cele
cronice. Este sintetizata de celulele endoteliale si mezangiale, ca raspuns la o varietate de agonisti:
Ag, mitogene, endotoxine, IL-1, TNF-o, IL-6 are o actiune stimulatoare pentru proliferarea
celulelor mezangiale.

Factorul de necroza tumorala a (TNF-o) este o citokind pleiotropd cu proprietati
proinflamatorii §i imunoreglatoare in maladiile renale [122]. Este produsa in principal de
macrofagele activate. In rinichii normali, TNF-a de obicei nu a fost detectat. Cu toate acestea,
expresia TNF-a a fost demonstrata 1in celulele endoteliale, mezangiale si epiteliale glomerulare
precum si in celulele tubulare dupa stimulare in timpul inflamatiei care a fost documentata in
studii in vitro si in vivo.

Expresii semnificativ crescute ale TNF-a au fost depistate in monstre din biopsiile renale,
iar concentratiile ridicate ale acestei citokine au fost demonstrate in serul si urina pacientilor cu
diferite tipuri de GN. In modele experimentale de nefriti nefrotoxica, administrarea exogena a
TNF-a a contribuit la exacerbarea injuriei glomerulare [268].

TNF-a stimuleaza eliberarea unor mediatori inflamatori, incluzand IL-18, MCP-1 si TGF-
B, principalii factori de reglementare ai sintezei de colagen.

CD 40 este o glicoproteind membranara care apartine superfamiliei receptorilor factorului
de necroza tumorala si este exprimat pe linii celulare multiple, inclusiv limfocite B, macrofage si
monocite, celule dendritice si celule endoteliale. Activarea receptorului CD 40 de pe epiteliul
tubular proximal al rinichilor conduce la fibroza si inflamatie in modele experimentale de leziuni
renale.

Ligandul CD 40 solubil este eliberat de trombocitele activate. Rolul ligandului CD 40
solubil CD 40 la pacientii cu boala renala ischemica este necunoscut [106].

Printre diversii biomarkerii iminenti, un rol important il au citokinele chemotactice,
denumite chemokine. Ultimele constituie o familie mare de citokine cu masa moleculara mica, a

caror actiune principald constd in recrutarea diferitor tipuri de leucocite in conditii homeostatice
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si inflamatorii; evaluarea acestor mediatori inflamatori ar putea contribui la managementul
diverselor boli renale la copii si la depistarea pacientilor cu risc crescut de a dezvolta BCR [35].

Din marea familie de chemokine, un rol important se atribuie proteinelor monocitare
inflamatorii. La om, exista doua forme majore, MIP-1a si MIP-13, denumite CCL3 si, respectiv,
CCLA4. Proteinele MIP-1 care actioneaza prin intermediul receptorilor celulari de suprafata cuplati
cu proteina G (CCRI, 3, 5), expresati pe limfocite si monocite/macrofage, sunt bine cunoscute
pentru efectele lor chemotactice si proinflamatorii. MIP-1a si MIP-1B sunt esentiale pentru
raspunsurile imune fata de infectii si inflamatii. Ele, la randul lor, activeaza granulocitele umane
(neutrofile, eozinofile si bazofile), care pot induce reactia neutrofilica acuta [191]. De asemenea,
ele induc sinteza si eliberarea altor citokine proinflamatorii, cum ar fi interleukinele IL-1, IL-6 si
TNF-a, de catre fibroblaste si macrofage.

Studii recente au demonstrat ca celulele mezangiale umane cultivate produc proteina-1
chemoattractantd monocitara (MCP-1), ca raspuns la citokinele inflamatorii, frecvent intalnite in
glomeruli la pacientii cu GN [53]. MCP-1 reprezinta una dintre cele mai puternice chemoatractante
de macrofage/monocite si limfocite T. MCP-1 este produsd la nivel local si induce o serie de
evenimente inflamatorii, ceea ce are ca efect secretia altor citokine, activarea transcriptiei si
reglementarea factorilor de crestere, in special, celor profibrogenici si TGF-f [9].

S-a stabilit ca familia endotelinei (ET) cuprinde trei peptide constituite din 21 de
aminoacizi (ET-1, ET-2, si ET-3), dintre care ET-1 are cel mai relevant rol biologic pentru
aprecierea functiei renale la copii sdnatosi si In afectiuni renale. Desi ET-1 a fost descrisa initial
ca un vasoconstrictor derivat din endoteliu, s-a demonstrat ca peptida poate fi produsa de orice
celula si poate actiona asupra oricarei alteia din organism [41, 183].

Endotelinele activeaza doua tipuri de receptori — ETA si ETB [203]. In general, in conditii
de sanatate, complexul ETA produce vasoconstrictie, proliferarea celulelor si acumularea de
matrice extracelulard, pe cand activarea receptorilor ETB conduce la vasodilatatie, actiune
antiproliferativd si antifibrotica. In anumite conditii patologice, ETB poate provoca o injurie a
tesuturilor si cicatrice [43]. Aceste efecte ale ET-1, fie la subiectii sanatosi sau in caz de boala,
sunt exercitate Intr-un mod autocrin §i / sau paracrin. S-a dovedit cd endotelina endogena (ET)
renala regleaza excretia renala de apa si sodiu [41, 259].

ET renald moduleaza, de asemenea, alte aspecte ale fiziologiei renale, inclusiv debitul total
si regional de sange, contractia mezangiala, functia podocitelor si reglarea echilibrului acido-bazic
[259]. Implicarea endotelinei in secretia aciditatii renale poate avea o importanta deosebita in

BRC. Cresterea aciditatii renale determina productia de ET-1, care, la randul sau, stimuleaza
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secretia protonilor In nefronul proximal si distal; blocarea sistemului ET afecteaza excretia renala
normala de acid [259].

Endotelina joaca un rol cardinal in dezvoltarea proteinuriei, fibrozei si in progresia BRC.
ET-1 favorizeaza proliferarea celulard, hipertrofia, inflamatia si acumulare a matricei
extracelulare, toti acestia sunt factori importanti in progresia BRC [42].

Productia ET-1 renald creste in conditii asociate cu progresia bolii renale, cum ar fi
diabetul zaharat, rezistenta la insulind, obezitatea, activarea sistemului imunitar, dislipidemia,

formarea radicalilor liberi de oxigen [31].

All cells:

ROS generation

Leukocyte aggregation
Monocyte attraction
Insulin resistance

() Jo wmw
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Figural.l. Efectele ET-1 asupra celulelor vasculare si renale, rezultand cu hipertensiune,
ateroscleroza si boala renald cronicd (BRC). Receptorul ETA mediaza cele mai multe efecte ale
ET-1, iar receptorul ETB prin intermediul musculaturii netede vasculare poate media
vasoconstrictia. ETA — receptorul ETA, ROS —speciile reactive ale oxigenului [183].

Un aspect important al activitatii ET in fiziopatologie este implicarea podocitelor. Injuria
podocitelor este un semn distinctiv al bolilor renale proteinurice si precede dezvoltarea
glomerulosclerozei [43, 96].

S-a stabilit ca factorul de crestere a endoteliului vascular (VEGF) stimuleaza proliferarea
si diferentierea celulelor endoteliale, creste permeabilitatea vasculard, mediaza vasodilatatia

dependenti de endoteliu si asigurd integritatea vasculara prin prevenirea apoptozei endoteliale. In
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plus, VEGF induce activatorul de plasminogen, inhibitorul activatorului de plasminogen -1 si
colagenaza interstitiald, factori importanti in remodelarea matricei [110].

Cercetarile denota ca VEGF reprezinta un factor de crestere endotelial specific care
antreneaza proliferarea celulelor endoteliale, diferentierea si supravietuirea lor, mediaza
vasodilatatia dependenta de endoteliu, induce hiperpermeabilitatea microvasculara si participa la
remodelarea matricei interstitiale [289].

In prezent, nu existd concluzii ferme cu privire la rolul VEGF in glomerulonefrita cu
schimbari minime sau cea membranoasa [211]. VEGF poate fi un mediator esential al
microangiopatiei trombotice si nefrotoxicitatii induse de ciclosporina. VEGF este puternic
exprimata de celulele epiteliale viscerale in timp ce situs-urile sale de legare sunt localizate pe
celulele endoteliale glomerulare. Dacd se presupune existenta unui mecanism paracrin in
glomeruli, VEGF trebuie s se miste in directia opusa a filtratului glomerular, in scopul de a se
lega la receptorii sai [253].

FGF-B este o peptida de legare a heparinei care, fiind eliberata din celulele endoteliale
deteriorate, stimuleaza angiogeneza, neovascularizarea si cresterea rinichilor. In rinichi, FGF-B
este exprimat in celulele epiteliale deja in timpul dezvoltarii fetale. La etapele ulterioare, expresia
acestei citokine a fost depistata in celulele epiteliale ale tubului distal, glomeruli si in unele celule
interstitiale.

FGF-B regleaza proliferarea, migrarea si diferentierea celulelor, avand un efect auto- si
paracrine [320]. Pentru prima data proteina de legare a factorului de crestere fibroblastic (FGF-
PL) a fost descrisa in anul 1991 de catre Wu D. si coautorii [367].

FGF-PL joaca un rol important in cresterea eliberarii si activarii FGF-f3 in tubulointerstitiul
renal la copiii cu insuficienta renala si astfel, poate participa in patogenia unor maladii renale [369].
Interpretarea rolului FGF-B in patogeneza bolilor renale este insuficient studiata.

Pe de o parte, contribuind la proliferarea fibroblastelor si a celulelor epiteliale de
transformare tubulo-mezenchimala, FGF- joacd un rol important in dezvoltarea fibrozei
tubulointerstitiale [320]. Nivele ridicate ale FGF-f au fost depistate in rinichii si sangele copiilor
infectati cu HIV si cu nefropatie asociata HIV, la copiii cu sindrom hemolitic-uremic (SHU) [269].
Aceste date sugereaza faptul ca FGF-J este eliberat in circulatia sistemica si interstitiul renal de
catre celulele endoteliale deteriorate si celulele epiteliale renale, care pot juca un rol in patogeneza
SHU si HIV-nefropatiei [269, 369].

Pe de alta parte, FGF- poate induce exprimarea proteinelor de reparatie si astfel faciliteaza
accelerarea proceselor de reparare a tesuturilor atunci cand sunt administrate parenteral sau invers,

pentru a promova continuarea leziunii renale in cazul inhibarii [348].
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Factorul de crestere a tesutului conjunctiv (CTGF) este, implicat in procese biologice, cum
ar fi reglarea ciclului celular, migratia, adeziunea si angiogeneza. Expresia acestuia este
reglementatd de diversi factori implicati In leziuni renale, cum ar fi angiotensina II, TGF-p,
concentratii mari de glucoza si stresul celular. CTGF este implicat in initiereca si progresia
leziunilor renale fiind capabil sa induca un raspuns inflamator si sa provoace fibroza (prin
activarea factorului NF-kB, care regleaza chemokinele si citokinele) [276].

Datele sugereaza cd CTGF este un participant activ in stadiile precoce de proteinurie si
progresare fibrotica in GSFS. Studiile demonstreaza ca cresterea nivelului de CTGF in podocite
este asociatd cu cresteri rapide ale proteinuriei i poate exacerba proteinuria §i expansiunea
mezangiala.

Factorul de crestere derivat plachetar (PDGF-B) este un mediator profibrotic puternic al
fibrozei renale si un mediator proangiogenic in glomeruli. In studii recente a fost demonstrat rolul
central si selectiv a formei dimerice PDGF-BB 1n activarea mezangiului prin proliferarea celulelor
mezangiale si acumularea matricei glomerulare [76].

PDGF participa la dezvoltarea normala a rinichilor prin recrutarea de celule mezenchimale
in glomeruli si interstitiul renal. Proliferarea, migratia si activarea acestor celule mezenchimale
sunt principalele efecte mediate de PDGF [262].

Aceste actiuni predefinesc rolurile majore ale PDGF in patologia renald, in special in
glomerulonefrita mezangioproliferativa si fibroza interstitiald. O implicare a PDGF 1n alte maladii
renale, de exemplu leziunea renala acuta, leziuni vasculare si hipertensiunea arteriala, nefropatia
diabetica sunt mai pufin cunoscute.

Expresia crescuta a receptorului PDGFR- si formei dimerice PDGF-BB in semilunele
glomerulare a fost demonstrata anterior in biopsiile renale umane. La animale cu anti-GBM neffita,
ambele forme ale PDGFR-B si PDGF-BB au fost supraexprimate in semilune. Existd date
insuficiente privind rolul potential al PDGF in alte maladii glomerulare. Ambii receptori PDGF si
toti liganzii prezinta o reglementate inalta in fibroza renala [57].

Factorul stromal derivat-1 (SDF-1) apartine unui grup de chemokine, care reprezinta
molecule mici implicate in reglarea inflamatiei si migrarea celulelor [196]. Efectele biologice
majore ale SDF-1 includ inducerea motilitatii, raspunsurile chemotactice, adeziunea celulara si
adeziunea crescuta catre molecula-1 vasculara de adeziune celulara, molecula 1 de adeziune
intercelulard, fibrinogenul, inducerea metaloproteinazelor si a factorilor angiopoietici, precum

proliferarea si supravietuirea celulara [335].
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Stresul oxidativ poate fi definit ca o tulburare a functiei moleculare si celulare normale,
cauzate de dezechilibrul dintre producerea de specii reactive de oxigen si capacitatea antioxidanta
a celulei [184].

Isoprostanii, unul dintre markerii stresului oxidativ, merita o atentie deosebita, deoarece
acestia sunt produse specifice ale peroxidarii formate in vivo, sunt stabili chimic, mai putin
influentati de dieta si sunt prezenti in toate tesuturile normale si fluidele biologice, acest lucru
permitand determinarea unei limite normale, iar nivelurile lor au fost crescute substantial in
modelele animale. De notat ca, F2-isoprostanii sunt detectabili in forma lor esterificata in toate
tesuturile si fluidele biologice sub forma libera normala, toate indicand nivelul "fiziologic" al
stresului oxidativ [230].

Isoprostanii au fost descrisi in 1990 de Morrow J.D. [234], ca unul dintre cei mai importanti
markeri ai stresului oxidativ, ce detecteaza produsele specifice finale ale leziunilor provocate de
radicalii liberi. Masurarea F2-izoprostanilor 1in tesuturile si fluidele biologice ofera o abordare
noud cu valoare 1n cuantificarea stresului oxidativ, precum si o baza biochimica pentru evaluarea
interventiei terapeutice [224]. Diferite studii au aratat ca isoprostanii sunt biomarkeri disponibili
ai peroxidarii lipidelor si a fost studiat rolul lor in patogenia BRC [230, 273]. Aceste cercetari au
demonstrat ca isoprostanii pot fi considerati mediatori fiziopatologici in boli diferite, inclusiv
bolile renale [94, 160].

Produsii proteici de oxidare avansatd (PPOA) au fost descrisi pentru prima datd de
Witko-Sarsat in 1996, fiind detectati in plasma pacientilor cu uremie cronica. Ei se formeaza in
timpul stresului oxidativ prin actiunea oxidantilor clorurati, in special a acidului hipocloros si
cloraminei (produsi de catre mieloperoxidaza in neutrofilele activate) [362]. Se presupune ca
acestia sunt structural asemanatori cu produsii finali de glicare avansata (AGE) si exercita activitati
biologice similare, de exemplu, inducerea citokinelor proinflamatorii si adezivitatii celulare.
Nivelele lor sunt crescute la pacientii cu insuficienta renald, totodata, inregistrandu-se cele mai
inalte valori la pacientii tratati cu terapie de substitutie renala [184].

PPOA sunt generati de catre proteinele plasmatice oxidate, in special de catre albumina,
si se acumuleaza la pacientii cu leziune renala. Masurarea nivelului de PPOA permite aprecierea
concentratiei proteinelor supuse unui proces intens de oxidare, in special a albuminelor [184, 295].
Studiile clinice si experimentale indica faptul ca PPOA sunt implicate in modificarile structurale
ale nefropatiilor progresive, cum ar fi glomeruloscleroza, fibroza interstitiala si atrofia tubulara
prin calea dependentd de redox [67, 68, 356]. In ciuda numeroaselor studii realizate in acest
domeniu, pana in prezent, nu exista suficiente informatii privind modificarile PPOA in bolile

renale glomerulare la copii in diferite stadii clinice-evolutive ale bolii.
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Produsii finali de glicare avansatd (AGE) constituie un grup eterogen de compusi ce sunt
generati in urma unor reactii de glicare secventiald non enzimaticd a glucidelor cu gruparile
aminice-libere ale proteinelor, peptidelor sau aminoacizilor [55].

In prezent, s-a stabilit ca AGE se pot forma prin multe alte cii, inclusiv oxidarea glucidelor,
lipidelor si aminoacizilor cu generarea de aldehide reactive care se leaga covalent cu proteinele
[29].

O alta cale de generare a aldehidelor reactive importante in formarea AGE implica
mieloperoxidaza si NADPH-oxidaza secretate de fagocitele activate si neutrofile, monocitele care
adera la locul inflamatiei. Mai mult decat atat, se sugereaza ca oxidantii derivati din aceste celule
ar putea fi mai importanti, decat glucoza, pentru formarea AGE la site-urile de inflamatie [29].

AGE sunt metabolizati si eliminati din organism de catre rinichi. De asemenea, AGE sunt
implicati in patogenia nefropatiei diabetice si a complicatiilor BRC terminale [141, 207, 218].
AGE se acumuleaza in zona mezangiald si peretele capilar glomerular in caz de nefropatie
diabetica, fapt confirmat prin studii imunohistochimice ale tesutului renal.

Intensitatea de imunocolorare a AGE este mai mare in zonele de sclerozd glomerulara
extinsa, ceea ce este caracteristic nefropatiei diabetice avansate [218, 371]. AGE participa in
procesele de inflamatie si sinteza a fibronectinei, lamininei si colagenului de tip IV in rinichi,
intensifica scleroza glomerulara, fibroza si hipertrofia renala [55].

De asemenea, AGE au fost depistati in glomeruli, in afectarea renala nondiabetica
(glomeruloscleroza focal-segmentara, nefroscleroza hipertensiva si nefrita lupica), insa rolul AGE
in progresia bolii nu a fost, totusi, stabilit definitiv [95].

Modificarile proteinelor in caz de uremie nu se limiteaza la AGE, deoarece produsii finali
de lipidoxidare avansatd sunt, de asemenea, depistati In componentele proteinelor plasmatice la
bolnavii cu uremie. Acumularea acestor compusi nu pare a fi dependenta doar de declinul functiei
renale.

Precursorii carbonili ai AGE si produsii finali de lipidoxidare avansata sunt semnificativ
crescuti la pacientii cu uremie. Pe aceasta baza, a fost formulata teoria ,,stresului carbonil”,
conform careia oxidarea crescuta a glucidelor si lipidelor si/sau detoxifierea inadecvata a
compusilor carbonil poate contribui la aparitia complicatiilor pe termen lung ale bolii renale in
stadiul terminal, cum ar fi amiloidoza de dializa si bolile cardiovasculare.

AGE, care sunt compusi proinflamatori si prooxidanti se acumuleaza la pacientii cu BRC si
pot juca un rol important in prevalenta crescuta a disfunctiei endoteliale si a bolilor cardiovasculare
ulterioare [20].

Printre multiplii antioxidanti, tiolii (grupari sulthidril) joaca un rol important in diferite
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maladii renale. Sistemul antioxidant la pacientii cu SN, boala glomerulara primara si la pacientii
cu proteinurie sau insuficienta renala este redus [177].

Procesele homeostazice in conditii normale, dar si in cele definite de starile patologice sunt
dirijate de numerosi factori, printre care un rol cardinal il joaca microelementele, in special, cele
de tranzitie, cum ar fi zincul si cuprul. Zincul si cuprul sunt doud dintre metalele esentiale si
membrii al uneia dintre cele mai importante subgrupe de micronutrienti in nutritia si sanatatea
umana.

Cuprul este un co-factor comun pentru mai multe enzime, inclusiv oxidaze si oxigenaze, si
contribuie in generarea de specii reactive de oxigen (SRO). De notat ca citocromoxidaza,
monoaminooxidaza, tirozinaza si superoxiddismutaza (SOD) sunt metalo-enzime ce contin cupru.
Acesta din urma exercitd proprietati antioxidante puternice fatd de actiunea toxica a ionilor
superoxizi, pe care ii converteste in Oz si H202. Activitate enzimaticad de tip oxidazic manifesta
proteina plasmatica — ceruloplasmina, deosebit de bogata in cupru [192].

Zincul este un microelement esential fiind implicat in structura multor enzime asociate cu
diferite procese metabolice, inclusiv metabolismul acizilor nucleici, glucidelor si proteinelor.
Zincul este necesar pentru functionarea normald a sistemului imunitar; deficitul de Zn poate
deprima imunitatea si afecta mecanismele de aparare ale organismului. Zincul stabilizeaza
membranele celulare prin scaderea peroxidarii lipidelor. Deficienta de zinc determina cresterea
productiei de H202 precum si cresterea NADPH-citocrom P450 reductazei si a concentratiei de
fier in plamani si microzomii ficatului [192]. Exista studii limitate in care a fost investigat nivelul
de microelemente 1n sindromul nefrotic, iar rezultatele acestor studii sunt contradictorii In ceea ce
priveste unele microelemente [114, 227, 237, 341], fapt ce justificA necesitatea continuarii
cercetarilor in aceasta directie.

Arginaza mamifera are doua izoenzime (arginaza-1 si arginaza-2), care sunt codificate
de gene diferite in ceea ce priveste distributia tisulard, localizarea subcelulard si reactivitatea
imunologica si sunt reglementate in mod independent [225]. Arginaza-2 este izoforma
predominantd exprimata in mod normal in rinichi. Ambele izoforme ale arginazei sunt induse de
numerosi stimuli patologici si contribuie la disfunctia celulelor vasculare si remodelarea peretelui
vaselor [337, 358].

Exista tot mai multe dovezi ca oxidul de azot (NO) este unul dintre cei mai importanti
modulatori paracrini §i mediatori in controlul functiilor renale, cum ar fi fluxul global si regional
renal sangvin, autoreglarea renala, filtrarea glomerulara, secretia de renind si excretia de saruri.
NO joacd un rol important in patogeneza mai multor maladii renale, cum ar fi nefropatia diabetica,

boala glomerulara inflamatorie, insuficienta renala acuta, socul septic, insuficienta renald cronica
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si nefrotoxicitatea medicamentelor, transmitand atat efectele benefice prin intermediul functiilor
sale hemodinamice, si efectele negative prin intermediul citotoxicitatii sale atunci cand este produs
in cantitati mari prin nitric-oxid sintaza inductibila (iNOS) [80, 134]. Exista trei izoforme distincte
de NOS; NOS neuronal (nNOS sau NOS-1), NOS endotelial (eNOS sau NOS-3) si NOS inductibil
(INOS sau NOS-2). Aceste izoenzime prezinta diferita distributie tisulara, localizare intracelulara,
reglare moleculara, cinetica enzimatica si calciu-dependenta [134].

Cele 3 izoforme NOS s-au dovedit a fi exprimate in rinichi. In rinichi nitric-oxid sintaza
endoteliala (eNOS) este importantd in mentinerea ratei de filtrare glomerulara, tonusul vascular
regional si fluxului sangvin renal [140]. Nitric-oxid sintaza neuronala (nNOS) este exprimata in
principal in macula densa si participa la controlul hemodinamicii glomerulare prin feedback si
eliberarea de renina. Cercetarile recente arata ca oxidul nitric (NO) este un mediator biologic care
exercitd efecte Tn mai multe tesuturi si cdruia se acorda un mare rol in procesele fiziologice si
patologice alaturi de peretele vascular [79].

Conform datelor literaturii de specialitate, NO sintetizat in rinichi joaca un rol important
in patogenia GN, participand in raspunsul imun, precum si in procesele de nefroscleroza [79].
Studii recente au aratat, cd NO poate fi implicat in formarea peroxidului nitric, chemochinelor
proinflamatorii si cailor de semnalizare ca efecte aditionale celui de afectare glomerulara directa,
care participa in permeabilitatea pentru albumind in GN. Astfel, NO derivat din izoforma NOS
inductibila poate genera leziuni inflamatorii, pe cand NO derivat din NO sintaza endoteliala
(eNOS) mentine functia endoteliala §i protejeazd impotriva fibrozei tubulointerstitiale si
mezangiale ulterioare [134].

Cercetarile privind rolul NO in GN sunt insuficiente si controversate, iar legatura intre
componentul tubulointerstitial si productia NO practic nu s-a studiat. Conform studiilor,
peroxinitritul, ca mediator al lezarii proteinelor, are capacitatea de a inactiva inhibitorii
metaloproteazei-1, astfel creand conditii favorabile pentru fibrogeneza. La randul sau factorul de
Crestere trombocitar, factorul de crestere a fibroblastelor regleaza schimbarile glomerulare induse
de NO, care la randul sau determina intensitatea procesului inflamator si evolutia maladiei [79].

In vasele glomerulare microperfuzate, NO moduleazi preferential efectul procontractil al
angiotensinei II in arteriola aferenta, dar nu si in cea eferentd. Rolul de prima marime al NO in
mentinerea filtrarii glomerulare este confirmat si de faptul ca semnalizarea maculei densa catre
aferenta este modulata de NO [134]. Conform datelor literaturii, NO sintetizat in rinichi joaca un
rol important In patogeneza GN, participand In raspunsul imun, precum s$i in procesele de

nefroscleroza [80].
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Modificari dramatice ale metabolismului argininei pot duce la disfunctii vasculare, datorita

cresterii activitatii arginazei, inclusiv disfunctia vasculara in diabetul zaharat [152].
Glutationul si enzimele ciclului glutationic indeplinesc in organism functii diverse si de o
importantd majora: influenteaza asupra activitagii enzimelor si altor proteine, asupra proliferarii
tesuturilor si biosintezei acizilor nucleici, maresc rezistenta celulei la actiuni nocive, prezinta
rezerva de cisteind, indeplinesc functii catalitice, reduc si izomerizeaza legaturile disulfurice,
mentin functiile membranelor celulare, participa la metabolismul euconazoizilor etc.
In cazul epuizarii glutationului redus au loc deregliri ale functiilor renale: se micsoreaza filtratia
in glomeruli, clearance-ul paraaminohipuratului, scade activitatea unor enzime (Na / K, ATP-
azei, glucozo-6-fosfatazei), se atesta majorarea gluconeogenezei. Diamidul scade transportarea
aminoacizilor in rinichi, dar glutationul 1l restabileste [202].

Conform unor studii recente, alfa;-antitripsina si az-macroglobulinele sunt principalii
inhibitori ai proteinazelor, deoarece ei neutralizeaza 97% din activitatea proteolitica a serului
sangvin. Ele inhibd proteinazele bacteriene si macrofagice, activind procesul inflamator si
totodata servesc ca modulatori ai raspunsului imun.

Sistemul proteinaze-antiproteinaze direct sau indirect este implicat in procesele de
coagulare si fibrinoliza. S-a sugerat ca exista forme de GN generata de deficitul ereditar al a-
inhibitorilor proteazelor. O serie de studii clinice si experimentale arata ca schimbarile initiale
in mezangiu, soldate cu ,,imbatranirea” membranei bazale glomerulare, si glomerulonefrita focal-
segmentara cu progresare rapida poate fi conditionata de disfunctia as-inhibitorilor proteinazelor
[73].

Studii recente demonstreaza ca a-antitripsina si complexul az-macroglobulinic poseda
proprietati imunodepresante, micsoreaza citotoxicitatea antigenilor, anticorpilor, activarea
limfocitelor provocata de proteinaze, deregleaza migratia macrofagilor si monocitelor. Inhibitorii
proteinazelor reduc permeabilitatea vaselor de calibru mic la inflamarea lor, contribuie la
eliminarea in cantitdfi mari a acidului arahidonic.

Formarea complexului az2-macroglobulind - proteinaze este insotitad de eliberarea unor
peptide cu masa moleculara joasa. Se presupune ca acestea reprezintd cauza imunodepresiei, ceea
ce se realizeaza in cazul infectiilor bacteriene, virale precum si al uremiei. Astfel, a-antitripsina
si ap-macroglobulina au fost depistate in nefronii sclerozati, fapt ce indica implicarea lor activa in
procesele de nefroscleroza.

In organism az-macroglobulina stimuleazi sinteza proteinei C-reactive in ficat, regleaz

activitatea multor endopeptidaze prin modularea specificitatii de substrat, participa la reglarea
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fibrinolizei, care are ca bazd enzima plasmina. Complexul plasmind-oz-macroglobulina
actioneaza selectiv asupra fibrinei, partial descompune fibrinogenul [208].

Este cunoscut faptul ca az-macroglobulinele extrag surplusul de proteinaze formate in
organism nu numai din patul vascular, dar si din spatiul extracelular. Complexele op-
macroglobulina cu proteinazele se elimind cu ajutorul fibroblastelor si sistemului imun de
protectie. A doua functie de bazd a macroglobulinelor este proprietatea de a modula functia
diverselor sisteme imune. Se cunoaste legatura a2-macroglobulinei cu sistemul imun—ea fixeaza
complementul. In aspect evolutional oz-macroglobulina este predecesorul sau produsul
catabolismului incomplet al imunoglobulinelor. Conform studiilor recente, estimarea nivelului
ax-macroglobulinei reprezintd unul din testele sensibile, care reflectd starea functionald a
nefronului si aprecierea filtratiei glomerulare [263].

Determinarea activitatii enzimelor in sange si urind permite de a evalua caracterul
procesului patologic, iar cercetarea activitatii enzimatice in dinamica permite de a aprecia
eficienta tratamentului aplicat. Se cunosc trei tipuri de modificari ale spectrului enzimatic sangvin:
1) cresterea activitatii enzimelor, prezente permanent in sange (hiperenzimemia) legata de
tulburari ale organizarii intracelulare ale enzimelor si de prezenta permeabilitatii patologice ale
barierelor histo-hematice; 2) micsorarea activitatii acestor enzime (hipoenzimemia) ca urmare a
hipofunctiei organelor afectate; 3) aparitia in sange a enzimelor care in conditii normale la
persoanele sdndtoase nu se depisteaza. Sensibiliatea inaltd a diagnosticului enzimatic se explica
prin faptul ca concentratia enzimelor in celule este de mii de ori mai inalta, de cat concentratia lor
in plasma sangvina. Acest gradient puternic celularo-plasmatic este mentinut de mecanisme fine,
care se degleaza la cele mai mici leziuni ale celulei. Cele mai sensibile enzime sunt localizate pe
membrana plasmatica si in citoplasma celulei (lactatdehidrogenaza - LDH, leucinaminopeptidaza
- LAP, 5-nucleotidaza, adenozindezaminaza - ADA-za, fosfataza alcalina , y-GPT, si al.).

Actualmente existd cateva ipoteze, care explica modificarile activitdtii enzimelor
serice 1n diverse stari patologice. Conform primei ipoteze, hiperenzimemia apare in urma
patrunderii in sange a enzimelor din tesuturile distruse si ischemice, totodata caracterul, gradul
si intensitatea enzimemiei sunt determinate de specificul organului afectat. Aceastd ipoteza
este infirmatd de datele despre cresterea nivelului enzimelor, care lipsesc in organul afectat. Acest
fapt a impus fondarea altei ipoteze, conform careia hiperenzimemia este manifestarea sindromului
acut, nespecific, insotit de dereglari ale metabolismului energetic al celulelor si de modificari ale
permeabilititii membranelor celulare. In acest caz cresterea activitatii enzimelor in patul vascular

este determinatd de dereglarea proceselor de fosforilare oxidativa intr-un sir de tesuturi si organe,
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ceea ce mareste permeabilitatea membranelor celulare si contribuie la iesirea enzimelor din celula
[263].

In pofida utilizdrii tot mai largi in practica a tehnologiilor diagnostice contemporane,
ramane actuald problema depistarii timpurii a tulburarilor, a devierilor structural-functionale ale
rinichilor in diferite maladii si a prognozarii riscului dezvoltarii bolilor renale cronice. Pentru
solutionarea acestor probleme o atentie deosebita se acorda depistarii markerilor neinvazivi ai
leziunilor celulare renale [73].

Conform datelor recente enzimele ce se elimina cu urina sunt localizate in toate regiunile
nefronului, nsd 1n general sunt concentrate in aparatul proximal al canaliculelor renale. Aici
sunt concentrate mai mult de 30 enzime lizosomale i membranare. Un numar mare de enzime in
urind au o provenienta renala.

Tesutul renal este reprezentat de stratul medular (20%), parenchimic (70%) si papile

(8%). Repartizarea enzimelor in diferite sectoare ale nefronului are particularititile sale. In
corpusculii renali a fost depistatd o cantitate neinsemnata de enzime. Se considera ca cea mai
mare parte a enzimelor trece in urina din sectoarele proximale ale nefronului [202, 208].
In prezent, prin metode de laborator se determini activitatea a cca 70 enzime si izoenzime —
indicatori sensibili ai afectirii organelor interne, in primul rand a rinichilor. In conditii
fiziologice, principala sursd de enzime sunt plasma sangvina, celulele epiteliului canaliculelor
renale, epiteliul celulelor tractului urinar [202].

Ca rezultat al fibrozei tubulointerstitiale din cauza hipoxiei cronice, in GN se observa
ingrosarea membranei bazale, dereglarea functionalitatii celulelor epiteliale tubulare si
interstitiului cu eliberarea enzimelor cu localizare intracelulara diferitd. S-a stabilit ca in urma
intensificdrii proceselor de endocitoza indusa in celulele epiteliului canaliculelor renale creste
activitatea functionald a lizozimilor si se poate instala o ,nefropatie osmoticd” care se
caracterizeaza prin vacuolizarea si edematierea celulelor epiteliale, cu eliminarea unei cantitati
apreciabile de enzime lizosomale cu urina [263].

In conditii normale cu ajutorul filtratiei glomerulare din plasma in urini se excretd numai
acele enzime a caror masa moleculara este mai joasd de 70 kDa (amilaza, pepsinogen, lipaza),
enzimele cu masa moleculard mai mare nu trec prin filtrul glomerular. Numai in cazuri patologice,
cand are loc majorarea permeabilitatii membranei bazale a glomerulilor, este posibild excretia cu
urina a enzimelor cu masa moleculara mai mare de 70 kDa. Reabsorbtia selectiva a enzimelor duce
la aceea ca unele enzime 1n conditii normale dupa filtratia in glomeruli se reabsorb complect in
canaliculele proximale contorte [87]. S-a constatat ca nivelul enzimuriei, activitatea enzimelor

organospecifice in afectiunile renale si, in special, in glomeruloneftita, pot servi drept markeri de
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diagnostic precoce, de apreciere a graviditatii maladiei, patologiei topice, dinamicii lezarii

tesutului renal, activitatii maladiei si prognosticului [5, 6, 208, 346].

1.5. Concluzii la capitolul 1

1. Glomerulonefrita primard are la bazd mecanisme imunologice care implicd toate
componentele sistemului imun si include faza primara specifica, precum si faza nespecifica
inflamatorie cu activarea principalelor sisteme biologice, si eliberarea mediatorilor injuriei renale.
Mecanismele patogenice ale SNI confirma o afectare imuna a podocitului cu doua etape- cheie.
Prima etapa fiind inducerea expresiei moleculei CD 80 pe suprafata podocitului de citre un factor
circulant (citokine, alergeni, componente microbiene). Cresterea expresiei CD 80 induce modifi-
cari structurale ale podocitelor si declansarea proteinuriei. A doua etapa include disfunctii ale
mecanismelor de reglare a expresiei CD 80.

2. Majoritatea copiilor cu SNI prezinta 3 forme histopatologice ale bolii: SN cu schimbari
minimale 1n glomeruli (SNSM), glomerulonefrita mezangiala proliferativi (GNMzP) sau
glomeruloscleroza focald segmentald (GSFS). Corelarea modificarilor histologice cu markerii
urinari reflecta severitatea modificarilor inflamator interstitiale, gradul edemului interstitial si
atrofia tubulara.

3. Factorii de risc care influenteaza progresia BRC include: varsta, hematuria,
hipertensiunea arteriala, scaderea clearance-ului creatininei endogene in debut, modelul
histopatologic, persistenta proteinuriei, precum si rezistenta tardiva la steroizi in debut. Factori de
prognostic pe termen lung in SNI sunt prezenta infectiilor intercurente si raspunsul la tratamentul
cu steroizi.

4. Rolul primordial in progresarea glomerulonefritei 1i revine angiotensinei II,
proteinuriei, citokinelor, factorului de crestere, substantelor vasoactive, care favorizeaza
depunerea 1n matricea interstitiald a unei cantitdti mari de colagen, fibronectind si alte
componente care sunt responsabile de dezvoltarea fibrozei tubulointerstitiale si progresia BRC.

5. Modificarile enzimatice in ser si urina releva rolul predispozant al diferitor factori
secundari sau neimuni, in special, al proteazelor serinice, care influenteaza cateva elemente la
nivelul capilarului glomerular (cresterea permeabilitatii celulare, modularea activitatii celulelor
mezangiale, proliferarea sau liza celulard) si pot declansa glomerulonefritele, dar si contribuie
la activarea sau dereglarea diverselor sisteme functionale ale organismului, in special, a sistemului
renind-angiotensind-aldosteron (SRAA), asociatd cu tulburari ale coagulabilitatii sangvine,

sistemului kalikreina-kininica (SKK), complementului.
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Scopul studiului: evaluarea mecanismelor etiopatogenice prin estimarea particularitatilor
fiziopatologice, clinico-evolutive, de progresare a diferitor variante ale glomerulonefritei pentru
optimizarea diagnosticului clinic, prognosticului si elaborarea algoritmilor de diagnostic,

tratament, profilaxie, reducerea recidivelor si riscului dezvoltarii bolii renale cronice.

Obiectivele studiului:

1. Studierea particularitatilor clinico-evolutive, factorilor de risc a diferitor variante ale
glomerulonefritei primare la copii.

2. Estimarea nivelului moleculelor de semnalizare celulara (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1, MIP-
a, SDF-1a, CD40) si a rolului lor in patogenia glomerulonefritei la copii.

3. Stabilirea suportului markerilor biochimici de progresare a nefrosclerozei (VEGF, PDGF-BB,
CTGEF, FGF-B) in glomerulonefrita la copii.

4. Evaluarea rolului stresului oxidativ si a sistemului antioxidant in fiziopatologia
glomeruloneffitei la copii.

5. Aprecierea informativitdtii diagnostice a enzimelor plasmatice, proteolitice, lizozomale in
fiziopatologia glomerulonefritei la copii.

6. Studiul modificarilor histopatologice si corelarea cu modificarile clinico-paraclinice,
biochimice si determinarea variabilelor de prognostic nefavorabil precoce si a riscului dezvoltarii
bolii renale cronice la copii cu glomerulonefrita.

7. Elaborarea schemei patogenice de lucru ale glomerulonefritei la copii in functie de evolutia
clinico-paraclinica, factorii de risc, modificdrile biochimice si histologice.

8. Elaborarea algoritmului de diagnostic, tratament diferentiat in aprecierea evolutiei, variabilelor
de risc ale injuriei cronice renale in glomerulonefrita la copii.

Directiile noi de cercetare in stiinta si practica obtinute in cadrul studiului actual consta
in abordarea aspectelor patogenice ale GN prin aprecierea nivelurilor serice si urinare ale
moleculelor de semnalizare celulard, factorilor de crestere, sistemului oxidant, antioxidant,
oxidului nitric, arginazei, endotelinei, enzimelor proteolitice, plasmatice, lizozomale, enzimelor
ciclului glutationic, adenilic, PCE, aprecierea rolului biomarkerilor noninvazivi precoce ai
fibrozei renale, injuriei tubulointerstitiale, disfunctiei endoteliale, raspunsului imun la copii cu GN.

Au fost stabilite criteriile principale de diagnostic diferentiat in diferite variante ale
glomerulonefritei. Au fost elaborate metode originale de diagnostic timpuriu in glomerulonefrita
primara la copii. A fost elucidat rolul major ale moleculelor de semnalizare celulara, factorilor de
crestere, sistemului oxidant, antioxidant, in evolutia, progresia glomerulonefritei. Datele obtinute

in cadrul cercetarii stiintifice actuale constau in determinarea ponderii factorilor de risc implicati
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in progresia GN prin analizarea variabilelor folosind metoda regresiei logistice, cu scopul
calcularii individualizate a riscului de dezvoltare a bolii.

S-a abordat aspecte patogenice ale injuriei renale prin aprecierea nivelurilor moleculelor
de semnalizare celulard, factorilor de crestere in sustinerea proceselor de injurie renald acestea
fiind corelate cu varianta clinica, severitatea SN, specificul modificarilor paraclinice (proteinurie,
hipoproteinemie, metabolismul lipidic crescut), histologice; implementarea metodelor de
diagnostic precoce neinvaziv, ceea ce a permis precizarea simptomatologiei clinice timpurii si
gasirea unor verigi patogenice importante in aprecierea si in formarea noilor viziuni privind
optimizarea diagnosticului, prognosticului glomerulonefritei primare.

A fost creat un algoritm al diagnosticului diferentiat ale glomerulonefritei in functie de
varianta si activitatea bolii, conform utilizarii markerilor serici si urinari. Pe parcursul studiului a
fost fundamentata stiintific o noua platforma de directie in nefrologie.

Problema stiintifica importanta solutionata in teza. Problemele aplicative solutionate
in cadrul studiului prezentat constd in elaborarea unei metodologii de format propriu pentru
aprecierea variantelor clinice ale glomerulonefritei pentru care au fost definite abordari optime de
diagnostic diferential si de corectie medicald diferentiata, directionate spre reducerea

complicatiilor, recidivelor, restabilirea maximala a functiei renale si calitatii vietii viitorului adult.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

2.1. Caracteristica generala a studiului: grupul de cercetare, etapele si design-ul studiului
Pentru realizarea scopului si obiectivelor de cercetare trasate a fost intocmit un plan
metodologic de cercetare. Acesta a inclus: formularea si argumentarea problemei; stabilirea
procedurii de cercetare; identificarea lotului general de studiu; elaborarea protocoalelor de studiu
si chestionarelor; colectarea materialului, analiza si sinteza rezultatelor; formularea concluziilor si
recomandarilor practice; aplicarea rezultatelor obtinute in practica.
Pentru determinarea numarului necesar de pacienti inclusi in studiu s-a utilizat urmatoarea

formula:

1 2-(z,+2,f-P--P)
-0 -rY

1)
unde:

- Po— proportia pacientilor cu glomerulonefritd primara (GNP) in varsta de 2-17 ani din
populatia generald a copiilor. Conform datelor statisticii oficiale, GNP in structura
morbiditatii profilului dat la copii constituie 14,0% (0.14).

- P1—valoarea estimata a proportiei pacientilor cu GNP din lotul cazurilor va fi de 2 ori mai
mare — 0.28.

- P=(Po+ P1)/2=0.21.

- Zo — valoare tabelara.

- Zp— valoare tabelara.

Cand ,,0” — pragul de semnificatie este de 5%, atunci coeficientul Zao =1.96

Cand ,.f” — puterea statistica a comparatiei este de 0.05, atunci coeficientul Zg=1.65

- F —rata de nonrdspuns, sau probabilitatea de abandonare a cercetarii de catre pacientii
inclusi in studiu, =10.0% (0.1)

Introducand datele in formula 1, am obtinut:

1 2-(1.96+1.65f-0.21-(1-0.21)

_ 245
t-01)" (0.14—0.28)

Asadar, lotul general de cercetare dupa selectare a inclus 289 copii cu glomerulonefrita
primara. Pacientii aveau varsta cuprinsa intre 2-17 ani si au fost urmariti in medie 60 (48+12)

luni.
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Cercetarea stiintifica a fost realizatd consecutiv 1n cateva etape.

La etapa | — Studiul retrospectiv; a fost aplicat un chestionar special elaborat pentru
colectarea datelor anamnestice, istoricul familiar.

La etapa Il — Au fost formate grupuri de lucru prin examinarea copiilor cu varsta cuprinsa
intre 2 si 17 ani, cirora li s-au aplicat teste conform chestionarului. In functie de rezultatele
chestionarului, copiii au fost divizati in doua loturi: L1 (grupul de cercetare) — 289 copii cu GNP, si Lo
(grupul de control) — 289 de copii ,,conventional sanatosi.” Copiii din grupul L1 de cercetare au fost
repartizati in functie de varianta clinica: 156 copii — GNA, 80 copii — SN, 28 copii — GNC forma
nefrotica, 25 copii — GNC forma mixta. Pentru aprecierea diagnosticului evolutiv al GN, toate cele
patru loturi au fost urmarite repetat la 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60 de luni.

La etapa I11 s-a efectuat prelucrarea statistica a datelor din chestionarele completate.

Etapa IV a inclus analiza comparativa a datelor, evaluarea rezultatelor, formularea
concluziilor si recomandarilor practice.

Cercetarea a fost conceputa si efectuata din 4 studii.

Studiul I — studiul retrospectiv, care a relevat analiza datelor anamnestice;

studiul prospectiv — analiza clinico-paraclinica de cohorta observationald evolutiva a copiilor
cu GNP si celor ,,conventional sdndtosi”.

Studiul Il (clinico-imunoenzimatic) de tip prospectiv, nerandomizat, de cohorta a fost
realizat in perioada aa 2002-2014 in Clinica de Nefrologie Departamentului Pediatrie al IP USMF
,Nicolae Testemitanu” si in Laboratorul Biochimie al IP USMF , Nicolae Testemitanu” pe baza
probelor biologice colectate conform principiilor contemporane de cercetare.

Pentru realizarea acestui obiectiv, din lotul general de studiu au fost selectati 131 de copii,
dintre care 16 nu au indeplinit criteriile de includere (9 au refuzat sa participe, 7 au prezentat alte
motive). In studiu au rimas 115 copii cu GN care au fost repartizati in functie de variant clinica:
30 copii cu GNA sindrom nefritic, 30 copii cu SNSS, 15 copii cu SNSR, 20 copii cu GNC forma
nefrotica, 20 copii cu GNC forma mixtd. Varsta copiilor era cuprinsa intre 2 i 17 ani si ei au fost
monitorizati continuu, fiind supravegheati pe durata a 60 (48+12) luni.

Grupul de control a fost constituit din 25 copii practic sanatosi. Parametrii imunoenzimatici
au fost urmarifi in dinamica: initial la internare si la intervale de 4, 6 saptdmani, 3 luni.

Studiul 11l — studiu caz-control pentru determinarea factorilor de risc, in progresarea
injuriei renale. Lotul L1 — copii cu glomerulonefrita primara (289 copii) si Lotul Lo (289 copii) —
copii de varsta respectiva, dar fara glomerulonefrita.

Studiul 1V s-a bazat pe observatiile clinice-paraclinice si a intrunit evaluarea statistica si

interpretarea rezultatelor obtinute. Design-ul studiului este prezentat in figura 2.1.

67



Design-ul studiului

Copii cu GN primara
(Il=289) Copii sanatosi (n=289)

I lot copii cu GNA (n=236) 11 lot Copii cu GNC(N=53)

Anchetarea examenul cli.nic,pa.racli.nic,special
selectatat

- =80) Examiniri speciale: (n=115)
Examenul de laborator:(n=289) PR
Hemoleucograna . Jord (IL-1B, IL- Examiniri
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Colesterol Sistemul antioxidant = = =
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b ST Enzime plasmatice inichil

Complement fractiaC3 Exlzfme p.rmteulrhce rinicnior

Frotiunazofaringial Enzime lisosomale

Prelucrarea statistica a datelor

Confirmarea disgnosticului pe termen lung, identificarea factorilor predictivi de risc,
aprecierea factorilor de prognostic

Figura.2.1. Design-ul general al studiului

Criterii de includere a pacientilor in studiu:
1. Copii cu varsta 2-17 ani.
2. Copii cu glomerulonefritd acutd, cronicd, sindrom nefrotic primar.
3. Clearance-ul creatininei endogene >70 ml/min/1,73m.?
4. Pacienti inrolati in studiu in conformitate cu criteriile reglementate de documentul de consens:
Clasificarea internationala si statistica a bolilor si problemelor de sanatate inrudite, revizia a 10,
modificarea australiana (ICD-10-AM), editia a treia -1 iulie 2002 (revizuirea a X- a, 1992), [17],
si KDIGO 2012 [180].

Criterii de excludere din studiu:

1. Pacienti cu SN congenital.
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2. SN secundar asociat cu sindroame genetice, aberatii cromozomiale, maladii ale tesutului
conjunctiv, vasculite.

3. Clearance-ul creatininei endogene <60 ml/min/1,73m.?

4. Comorbitati cardiovasculare, hepatice, metabolice.

5. Boli acute ale organelor interne iTn momentul inceperii studiului.

Tabelul 2.1. Numarul total si structura pacientilor inclusi in studiu

Pacientii investigati Pacienti investigati Inclusiv
Fete Baieti
absolut % absolut % absolut %
Glomerulonefrita acuta 236 81,7 82 34,7 154 65,3
Glomerulonefrita cronica 53 18,3 12 22.6 41 77,4
Total 289 100 94 32,5 195 67,5

Din cele expuse deducem ca dupa varianta maladiei in lotul de cercetare au predominat

copiii cu GNA, care au constituit 81,7%, iar cei cu GNC — 18,3% cazuri.

Tabelul 2.2. Repartizarea pacientilor in functie de forma nosologica

Forma nosologica Numarul pacientilor
Numarul de cazuri %
GNA GNA sindrom nefritic 156 66,1
GNA sindrom nefrotic 80 33,9
GNC GNC forma nefrotica 28 52,8
GNC forma mixta 25 47,2

Primul lot de pacienti 1-au constituit 236 copii cu GNA, inclusiv 156 copii (66,1%) cu
GNA sindrom nefritic si 80 copii (33,9%) cu sindrom nefrotic. Al doilea lot de copii a inclus 53
copii cu GNC, dintre care 52,8% cazuri erau pacienti cu GNC forma nefrotica si 47,2% cazuri —
cu GNC forma mixta.

Repartitia pacientilor cu GNA si GNC pe grupe de varstd si sex in functie de varianta
maladiei este reflectata in tabelul 2.3.

Dupa cum se vede din datele prezentate in tabelul 2.3, lotul de pacienti cu GNA sindrom
nefritic a inclus 156 copii: baieti —101 (64,7%), fete —55 (35,3%), dintre care cu varsta < 5 ani —
37 (23,7%); 6-10 ani — 59 copii (37,8%); >11 ani — 60 copii (38,5%); x2=4,62; gl=2, p<0,05. Astfel
GNA sindrom nefritic s-a dovedit a fi mai frecventa in grupele de varsta 6-10 ani si >11 ani, cu o

pondere de 37,8 si 38,5% respectiv.
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Tabelul 2.3. Distributia copiilor in functie de varianta clinica, varstd si seX

Varianta | Sexul <5 ani 6-10 ani > 11 ani Total p
clinica
GNA fete 18 16 21 55 ¥2=4,62;
sindrom | baieti 19 43 39 101 gl=2;
nefritic | Total 37 (23,7%) | 59 (37,8%) | 60 (38,5%) 156 p<0,05
GNA fete 16 4 7 27 12=2,88;
sindrom | baieti 29 16 8 53 gl=2;
nefrotic | Total 45 (56,3%) | 20 (25,0%) | 15 (18,7%) 80 p>0,05
GNC fete - 2 1 3 2=12,3;
forma baieti 16 9 - 25 gl=2;
nefrotica | Total 16(57,1%) | 11(39,3%) 1(3,6%) 28 p<0,01
GNC fete 3 1 5 9 x2=0,731;
forma baieti 5 4 7 16 gl=2;
mixta Total 8 (32,0%) 5(20,0%) | 12 (48,0%) 25 p<0,05
Total 106 (36,7%) | 95 (32,9%) | 88 (30,4%) 289

Al doilea lot de studiu a inclus 80 copii cu GNA sindrom nefrotic, dintre care 27 fete
(33,7%) si 53 baieti (66,3%) cu varsta: < 5 ani —45 (56,3%) cazuri, 6-10 ani — 20 (25,0%) cazuri,
> 11 ani— 15 (18,7%) cazuri.

Lotul pacientilor cu GNC forma nefrotica a inclus 28 pacienti, dintre care 3 fete (10,7 %)
si 25 baieti (89,3 %) cu varsta cuprinsd pana la 5 ani —16 (57,1 % cazuri); 6-10 ani 11 (39,3%
cazuri); >11ani -1 (3,6% cazuri). GNC forma nefrotica s-a atestat mai frecvent in grupa de varsta
<5 ani 1 6-10 ani, respectiv 57,1 %, s1 39,3 %, iar GNC forma mixtd a prevalat in grupa de varsta >11
ani (48%).

Lotul pacientilor cu GNC forma mixta I-au constituit 25 copii, inclusiv 9 fete si 16 baieti,
dintre care cu varsta sub 5 ani — 8 (32,0 %) cazuri; 6-10 ani — 5 (20,0 %) cazuri; >11 ani —12
(48,0%) cazuri.

Tabelul 2.4 reflecta repartizarea copiilor cu SN in debut in functie de sensibilitatea fata de
steroizi. Din datele tabelului 2.4 rezulta ca pacientii cu SNSS au constituit 61,25% cazuri, cu SNSD
18,75% cazuri, iar cei cu SNSR — 20,0% cazuri. SNSS s-a atestat mai frecvent in grupa de varsta
de 2- 5ani in 57,1 % cazuri, SNSD — 60,0 % cazuri in grupa 2-5 ani, iar SNSR s-a atestat cu o

pondere de 31,3% la pacientii de 6-9 ani si cei >14 ani.
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Tabelul 2.4. Repartitia pacientilor cu SN in debut in functie de varsta

sl sensibilitatea fatd de steroizi

Varianta | Sexul < 2 ani 2-5ani 6-9 ani 10-13 > 14 ani Total
clinica ani
feminin - 12 1 1 1 15
SNSS -T::;u“n 2 16 2 g 4 34
[0) 0, 0, 0,
2 (4,1%) | 28(57,1%) (18.4%) | (10,2%) 5(10,2%) | 49(61,25%)
feminin - 3 - 1 - 4
SNSD _Irtljts;ulln 1 6 j - - 11
[0) [0) 0, - 0,
1(6,7%) | 9 (60,0%) (26,7%) 1 (6,7%) 15(18,75%)
feminin 1 - 3 1 3 8
v [l L L3 |z Lo 7 |
3 (18,8% 5(31,3% 16(20,09%
2,5%) | S 88D | (31 30) | (6,250 | 2L3%) | 16(200%)

Copiii care au format lotul celor conventional ,,sandtosi” nu au avut in anamnestic date

despre maladii acute sau cronice, nu au suportat infectii virale acute sau bacteriene frecvente

conform sumarului datelor anamnestice clinice si de laborator, la care in cadrul examinarilor

medicale nu s-a depistat patologie acutd sau cronica a sistemului gastrointestinal si a sistemului

urogenital, patologie cardiovasculara, indici modificati in analizele paraclinice.

Tabelul 2.5. Estimarea dupa varsta medie a pacientilor inclusi in studiu

Varianta clinica Lotul pacientilor Varsta medie, ani
GNA sindrom nefritic 156 9,1+0,36
GNA sindrom nefrotic 80 6,52+0,66
GNC forma nefrotica 28 8,9+0,67
GNC forma mixta 25 10,1+0,99

Varsta medie a pacientilor cu GN a fost de 8,0+0,28 ani, durata bolii constitiuind 2,9+0,37

ani, 1ar intervalul pana la progresia bolii a constituit 5,84+0,93 ani.

Tabelul 2.6. Durata bolii la pacientii cu GNC inclusi in studiu

Varianta clinica

Durata bolii, ani

GNC forma nefrotica

2,4+0,77 ani

GNC forma mixta

2,9+0,47 ani
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Varsta medie a pacientilor cu GNA sindrom nefritic a constituit 9,1+0,36 ani, a celor cu
GNA sindrom nefrotic — 6,52+0,66 ani, GNC forma nefrotica — 8,9+0,67 ani, GNC forma mixta —
10,1+0,99 ani. Varsta medie a copiilor cu SNSS a constituit 6,27+0,62 ani, cu SNSD — 4,87+0,87
ani si 8,44+1,34 ani in SNSR.
Definitiile entitatilor clinice studiate:
Sindromul nefrotic (SN) este diagnosticat in prezenta edemelor, proteinuriei masive (>40

mg/m?/h sau raportul proteind/creatinina urinara > 2,0 mg/mg) si a hipoalbuminemiei [ 180].

Tabelul 2.7. Definitii ale SN la copii (KDIGO, 2012) [180]

Sindromul nefrotic: proteinurie> 40 mg/m?/h, sau> 50 mg/kg/zi, sau raportul proteind/ creatinini

> 0,2 g/mmol (> 2 g/g) si hipoalbuminemie <25 g/1, cu sau fard edeme.

Remisiune: proteinurie <4 mg/m?/h, sau fird urme pe Albustix timp de 3 zile consecutive, in

asociere cu rezolutia edemelor, normalizarea albuminei serice pana la 35,0 g/1.(3,5 g/dl)

Steroid-sensibil: remisiune completa realizata prin terapia cu corticosteroizi.

Steroid-rezistent: esecul de a obtine remisiune dupa 4 saptamani de medicatie cu prednison in

dozd 60 mg/m?, urmat de 3 cure cu metilprednisolon.

Recidive: proteinurie >> 40 mg/h/m?, sau > 50 mg/kg/zi, sau Albustix + + + timp de 3 zile

consecutive dupa ce a fost in remisiune.

Recidive frecvente: 2 sau mai multe recurente pe parcursul a 6 luni de la raspunsul initial sau 4

sau mai multe recidive in decurs de 1 an.

Dependenta de steroizi: 2 recurente consecutive in timpul tratamentului cu corticosteroizi sau

in termen de 14 zile dupa Intreruperea tratamentului.

Lipsa raspunsului precoce: rezistentd la corticosteroizi in timpul primului episod .

Lipsa raspunsului tardiv: rezistenta la corticosteroizi la un pacient care a raspuns anterior la

acest tratament.

Sindromul nefrotic steroid-sensibil (SNSS) — normalizarea analizei de urina in decursul a
4 sdptamani, mai rar § sdptamani dupd administrarea glucocorticoizilor si instalarea remisiunii
complete.

Remisiune completa se constatd in cazul rezolutiei edemelor, normalizarii albuminei serice
pani la 35,0 g/1 (3,5 g/dl) si reducerii proteinuriei cu <4 mg/m?/ori (100 mg/m?/24 h) in 3 analize
de urind consecutive.

Remisiune partiala — rezolutia edemelor, cresterea concentratiei albuminei serice > cu 25

g/l si persistenta proteinuriei intre 4 si 40 mg/m?/ora.

72



Reciderea (recidiva) este definiti ca o recurentd a proteinuriei masive (>40 mg/m?/h sau
raportul proteind/creatinind urinara > 0,2 g/mmol (2,0 mg/mg) sau albuminurie > 2+ pe parcursul
a 3 zile consecutive; de regula cu recurenta edemelor.

Frecvent recidivant — 4 sau mai multe recidive in decurs de 1 an; 2 sau mai multe recidive

pe parcurs de 6 luni, in cazul respectarii schemelor de tratament.

2.2. Metodele de evaluare utilizate in studiu

Pentru confirmarea diagnosticului de GN sunt necesare atat datele clinico-anamnestice
obtinute in cadrul realizérii examenului clinic obiectiv, cat si o serie de metode de investigare
identificate 1n functie de anumite criterii.

In cercetare au fost folosite urmitoarele metode:
Metodele generale de cercetare utilizate:
1. Metode clinice, instrumentale;
2. Metode biochimice speciale de investigare;
3. Metoda statistico-matematica.
Metode de acumulare a datelor primare:
1. Chestionarul structurat din 5 compartimente
2. Datele fiselor de observatie
3. Datele fiselor de ambulatoriu

Metodele conventionale de diagnostic de laborator au fost aplicate la toti pacientii si aa
inclus hemoleucograma, analiza biochimica ale sangelui (creatinina, ureea, RFG, proteina totala,
fractiile proteice, bilirubina totald, ALAT, ASAT, colesterolul total, trigliceridele, -
lipoproteidele, glucoza, amilaza, K*, Na*, Ca?*, P, coagulograma, ASLO, ASG, CIC, Ig A, Ig M,
Ig G), sumarul urinei, proba Neciporenko, urina la proteina timp de 24h. Clearance-ul creatininei
endogene a fost determinat dupa formula Schwartz G.J.[293].
Metodele de explorare imagistica

Evaluarea diagnostica complexa a GN a fost completata prin utilizarea diferitor metode
imagistice, inclusiv: ecografia renala si abdominala, cistografia mictionala, urografia intravenoasa,
scintigrafia dinamica renala.

Ecografia renala s-a efectuat la ultrasonograful firmei Philips (Philips HD3 Ultrasound
Equipment) in perioada de debut a bolii, precum si in dinamica, inainte de externare, si la distanta
de 3 si 6 luni, si a determinat pozitia, forma si dimensiunile renale, grosimea parenchimului, starea

sistemului pielocaliceal, prezenta lichidului liber in cavitatea abdominala.
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Cistografia mictionald s-a efectuat pentru diagnosticul obstructiei vezicii urinare, prezenta
refluxului vezico- ureteral si a fost efectuata prin introducerea substantei de contrast in vezica
urinara.

Urografia intraveneasa serveste pentru evaluarea morfofunctionald dinamica a pacientilor
cu malformatii renourinare si a fost efectuata in perioada de remisiune. Procedeul a fost efectuat
dupa injectarea intravenoasa a substantei de contrast triiodat (Omnipac, Urografin, Verografin
s.a.), in doza de 0,5-1 ml/kg, realizand apoi cel putin 3 clisee repetate (peste 5-7 min, 12-15 si
peste 25-30 min).

Scintigrafia renald dinamicd. Functia renald a fost suplimentar evaluata prin intermediul
scintigrafiei renale dinamice. Ca preparat radiofarmaceutic a fost utilizat 131lhipuran, in doza
medie de 0,36 mbk (,,Duameg”, Federatia Rusa), ulterior inlocuit cu 131I-hipuran furnizat de
,»Nycomed Amersham plc”, Marea Britanie).

Explorarile morfologice s-au efectuat in baza bioptatelor prelevate prin punctie-biopsie
renald inchisd, transcutand aplicatd la 12 pacienti cu varsta cuprinsa intre 4 si 16 ani, spitalizati
in Clinica Nefrologie a IM si C cu diagnosticul clinic SNSR si cu acordul informat al parintilor,
care au constituit lotul principal de studiu.

Metodologia explorarilor histologice s-a desfasurat conform protocolului standard de
proceduri morfopatologice. Pentru cercetarile histomorfologice s-au folosit bioptatele validate
prin microscopia in material native, dupa care bioptatele au fost fixate in sol. formol neutru de
4% timp 12 ore, ulterior fiind procesate histologic utilizdnd histoprocesorul si reteaua de coloratie
automatizata ,,DIAPATH” (Italia).

Testele histologice s-au obtinut prin confectionarea la microtomul semiautomat SLEE
MAINZ-CUT 6062 (Germania ) acate 5-6 sectiuni cu grosimea de ~3-3,5u. La etapa de coloratie
au fost utilizate metodele conventionale : hematoxiling-eozina (H&E), Van Gieson (VG) si
selectiv tricrom Masson. Explorarile histologice prin metoda conventionald cu hematoxilina-
eozind (H&E) si cele selective au relevat prezenta zonei corticale si medulare cu un numar
convenabil pentru testarea particularitatilor histomorfologice glomerulare, in toate bioptatele fiind
prezente in medie cate 10 -12 glomereli (Figurile 6.3-6.4).

Examinarea microscopicd s-a efectuat la microscopia fotonicd cu utilizarea
microscoapelor: Nikon Labophot-2 (Japonia) si Calr Zeiss (Germania) la obiectivele x2,5, x10,
x20, x40. In estimarea leziunilor s-a tinut cont de faptul ci glomerulii din regiunile subcapsulare
releva frecvent o sclerozd minima nespecifica pentru rinichiul sanatos [357].Modificarile atestate
s-au estimat in functie de structura anatomicd a bioptatului, coraportul diferitelor elemente

nefroniale si internefroniale, numarul accesibil al glomerulilor si complexitatea modificarilor
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morfopatologice — distributia, forma, caracterul tinctorial al elementelor celulare, componenta
vasculard, celulara si densitatea sau volumul matricei mezangiale, cuantificate si de alti autori

[133].

2.3. Exploririle imunoenzimatice si biochimice utilizate in studiu

Metodele imunoenzimatice si biochimice de investigare aplicate in cercetare au permis
estimarea nivelelor unor indici ai homeostaziei biochimice special selectati in serul sangvin si
urina atdt la bolnavii cu GN, cat si la copiii sdndtosi si s-au bazat pe anumite nivele
concentrationale de limitd normale, determinate in mod practic si argumentate stiintific.

Materialele biologice pentru efectuarea diferitor tipuri de analize biochimice in studiul de
fata au fost sangele si urina. Determinarea excretiei markerilor afectarii renale in GN s-a efectuat
in portia matinald de urind. Deoarece a fost analizatd portia matinala de urina, iar eliminarea
diferitor componenti biochimici ai urinei este supusd ritmului circadian, valorile acestor
componenti au fost raportate la 1 mmol de creatinind, care pe parcursul zilei se elimind cu o viteza
constanta. De aceea, in aceeasi portie de urind, in paralel cu evaluarea indicilor biochimici si

imuni, s-a determinat si concentratia de creatinind prin metoda cinetica cu ajutorul seturilor de
analize ale firmei Eliteh, Franta, conform instructiunilor elaborate de producator.

In mod general, in studiu au fost evaluate concentratiile moleculelor de semnalizare
celulard, inclusiv nivelul factorilor de crestere. A fost apreciat statutul antioxidant si indicii
stresului oxidativ, determinata functionalitatea enzimelor ciclului glutationic, adenilic, enzimelor
plasmatice, proteolitice, hidrolazelor lizozomale, concentratia oligoelementelor.

In continuare, prezentim metodele imunoenzimatice si biochimice speciale de investigare
utilizate in cercetarea clinici. In cercetare au fost inclusi copii cu GN primard in perioadele de

acutizare si remisiune, care au fost examinati paraclinic complex prin:

determinarea nivelului moleculelor de semnalizare celulara - citokinelor (IL-1p, IL-6,

IL-8, TNF-a, endotelina-1);

- nivelului chemokinelor urinare (MCP-1, MIP-1a, SDF-1, CD 40);

- nivelului factorilor de crestere (VEGF, FGF-B, CTGF, PDGF-B);

- determinarea indicilor stresului oxidativ (isoprostan-8, PPOA, AGE, metabolitii oxidului
nitric NO2 si NOz si a raportului NO2/NOg);

- evaluarea activitatii arginazei — enzimei care poate limita concentratia argininei

(substratului necesar pentru sinteza oxidului nitric);

- aprecierea sistemului antioxidant (activitatea antioxidantd totald, glucoza-6-fosfat
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dehidrogenaza (G-6-P-DH), S-nitrosotiolii, peptidele histidinice);

- evaluarea activitatii enzimelor ciclului glutationic (GR, GRO, G-S-T si y-GTP);

- determinarea activitatii enzimelor ciclului adenilic (ADA-aza, AMP-aza);

- determinarea activitatii tripsinei, chimotripsinei si leucinaminopeptidazei (LAP) —
markerii intensitatii proceselor proteolitice;

- evaluarea activitatii pseudocolinesterazei (PCE) — markerului afectarii permeabilitatii
filtrului glomerular;

- evaluarea markerilor afectarii tubulare — f2-microglobulinei, y-GTP, fosfatazei alcaline,
a-glicozidazei neutre;

- aprecierea functionalitatii hidrolazelor lizozomale (NAG-f, arilsulfatazei A si B, C, B-
galactozidazei, B-glucozidazei, B-glucuronidazei);

- determinarea activitdtiic LDH — enzimd citozolica, localizatd in citoplasma tubilor
contorti proximali i in portiunea descendenta a ansei Henle;

- determinarea nivelului de acizi uronici — markerului proceselor fibrotice.

- determinarea nivelului oligoelementelor (Zn, Cu).

2.3.1. Metodele de investigare imunoenzimatica

Citokinele si factorii de crestere sunt molecule de semnalizare celulara care mediaza
comunicarea intra-, intercelulara si care sunt implicate in mecanismele imunobiochimice ale
patologiilor glomerulare prin coordonarea cooperdrii celulare la etapele clinico-evolutive ale
maladiei. In conformitate cu scopul si obiectivele lucririi au fost evaluate urmatoarele molecule
de semnalizare celulara:
- citokinele pro- si anti- inflamatoare — interleukina-1p (IL-1p), interleukina-6 (IL-6), factorul
de necroza tumorala alfa (TNF- o ), interleukina-8 (IL-8);
- chemokinele cu rol chemotactic si proprietagi pro- inflamatoare i reparatorii tisulare —
proteina-1 chemotactici monocitara (MCP-1), proteina 1-alfa macrofagica inflamatoare (MIP-
la), factorul-1 derivat din celule stromale (SDF-1), clusterul de diferentiere 40 (CD-40);
- factorii de crestere — VEGF (factorul de crestere endotelial vascular cu actiune mitogenica si
angiogena pe celulele endoteliale), FGF-B (factorul de crestere al fibroblastelor beta care
promoveaza proliferarea si diferentierea celulara, depunerea de matrice extracelulara, cu actiune
profibrogenica), CTGF (factorul de crestere al tesutului conjunctiv care induce fibroza glomerulara
si interstitiald), PDGF (factorul de crestere derivat din plachete cu actiune mitogena, induce

proliferarea celulara).

76



Determinarea cantitativa (cuantificarea) acestor molecule a fost efectuatd cu ajutorul
kiturilor de analize ELISA-sandwich ale firmei PeproTech (SUA), conform protocoalelor oferite
de producator.

Endotelina-1 — o peptida de origine endoteliala, cu proprietati vasoconstrictoare puternice,
a fost dozata cu ajutorul kitului de analize ELISA-sandwich ale firmei DRG Instruments GmbH
(Germania) conform instructiunilor oferite de producator.

Principiul metodelor de cuantificare a citokinelor, chemokinelor si factorilor de crestere
prin procedeul ELISA-sandwich se bazeazd pe utilizarea anticorpilor anticitokinici,
antichemokinici si anticorpilor antifactori de crestere de inalta purificare, denumiti anticorpi de
captare — ,, capture antibodies”, care sunt adsorbiti necovalent pe microplaci cu 96 godeuri si
servesc pentru capturarea specifica a proteinei-tinta cu rol de antigen (in cazul de fata a citokinelor,
chemokinelor si factorilor de crestere, prezenti in proba biologica si in dilutiile consecutive ale
solutiei standard). Solutiile standard contineau dilutiile succesive cuprinse intre 0 — 2000 pg/ml
ale proteinei antigen respective (citokina, chemokina sau factorul de crestere) ce urmeaza a fi
cuantificata.

Dupa inlaturarea materialului neatasat prin spalari repetate cu solutie tampon de spalare,
citokinele, chemokinele si factorii de crestere captati pe microplaci cu 96 godeuri reactioneaza
cantitativ cu anticorpii anticitokinici, antichemokinici si anticorpii antifactori de crestere conjugati
cu biotina, denumiti la general anticorpi de detectie — detection antibodies. in continuare, pentru
inlaturarea anticorpilor de detectie liberi ce nu au reactionat, micropldcile cu 96 godeuri sunt
supuse, din nou, procedurii de spalare repetata cu solutie tampon de spalare.

Dupa aceasta, se adauga conjugatul enzimatic — Streptavidin-HRP (contine streptadivina
marcata cu peroxidaza din hrean). Conjugatul enzimatic (Streptavidin-HRP) se leaga cu biotina cu
formarea unui sandwich din mai multe straturi: anticorpi de captare-proteina-finta (citokine,
chemokine sau factori de crestere)-anticorpi de detectie-conjugat enzimatic (Streptavidin-HRP).

Conjugatul enzimatic liber, care nu a reactionat se inlaturd prin spalari repetate, apoi se
adaugd substratul cromogenic (contine tetrametil-benzidind si H>O»), iar reactia enzimatica,
catalizata de peroxidaza din hrean, ulterior se stopeaza cu o solutie de 1M acid sulfuric.

Intensitatea produsului colorat este direct proportionalda cu concentratia citokinei,
chemokinei sau factorului de crestere prezenti in proba biologica si se masoara prin
spectrofotometriere la 450 nm cu o corectie a lungimii de undd de 540 nm la riderul
spectrofotometric cu microplaci PowerWave HT, BioTek, SUA.

Calcularea rezultatelor s-a efectuat in baza curbei de calibrare, construita in baza dilutiilor

succesive ale solutiei standard ce contine citokina, chemokina sau factorul de crestere ce urmeaza
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a fi determinat. Curba de calibrare a fost obtinuta prin proiectarea absorbantei calibratorilor

(depuse pe axa ordonatelor Y) fatad de concentratia lor cunoscuta (axa abciselor X).

2.3.2. Metodele de evaluare a indicilor stresului oxidativ i protectiei antioxidante

Aprecierea intensitatii reactiilor de oxidare cu radicali liberi in materialul biologic s-a
efectuat prin dozarea principalilor indici ai proceselor de peroxidare.

Dozarea produsilor finali de glicare avansata (AGE) s-a efectuat conform procedeului
descris de Makita Z. et al. [205] cu modificari [11, 12]. Metoda se bazeaza pe masurarea intensitatii
fluorescentei probei de cercetat diluate in tampon fosfat. Calculul se efectueaza folosind dilutiile
de lucru ale sol. standard stock de AGE-albumina si se exprima in umol/l (ser sangvin) sau
pmol/mmol creatinina (urina).

Determinarea produsilor proteici de oxidare avansata (PPOA) s-a efectuat conform
procedeului descris de Witko-Sarsat V. et al. [363] modificat [11, 12]. Mectoda se bazeaza pe
masurarera absorbantei probei de cercetat la 340 nm dupa prelucrarea acesteia cu o solutie de
acid acetic. Calculul se efectueaza dupa curba de calibrare construita in baza dilutiilor succesive a
sol. standard de cloramina-T cuprinse intre 0-100 pmol/l si se exprima in umol/l (ser sangvin) sau
pmol/mmol creatinina (urind) echivalente de cloramina-T.

Dozarea Isoprostanului-8 (Iso-8) markerului cel mai specific al stresului oxidativ
(standardul de aur) s-a efectuat cu ajutorul seturilor de analiza EIA competitiva ale firmei Cayman
Chemical (SUA) conform instructiunilor oferite de producator. Metoda se bazeaza pe competitia
dintre 1s0-8 si conjugatul Iso-8 cu acetilcolinesteraza (Iso-8 Trasorul) pentru un numar limitat de
situsuri de legare ale antiserului Iso-8 de iepure. Deoarece concentratia Iso-8 Trasorului este
constanta, pe cand concentratia [so-8 variaza, cantitatea de Iso-8 Trasor capabila sa se lege cu
antiserul 1so-8 de iepure va fi invers proportionald cu concentratia de Iso-8 din godeu, deci din
proba de cercetat. Calcularea rezultatelor s-a efectuat in baza curbei de calibrare, construita in baza
dilutiilor succesive ale solutiei standard de Iso-8 si obtinutd prin proiectarea absorbantei
calibratorilor (depuse pe axa ordonatelor Y) fatd de concentratia lor cunoscuta (axa abciselor X).

Dozarea metabolitilor oxidului nitric — NO2 si NO3 in materialul biologic s-a efectuat dupa
deproteinizarea materialului biologic conform procedeului descris de Metensckas B. A.,
TymanoBa H. T. [222] cu modificari [11, 12]. Metoda se bazeazd pe determinarea
spectrofotometrica a complexului colorat format la interactiunea anionilor de nitrit — NO2 din
proba de cercetat cu reactivul Griess. Anionul NOsz nu reactioneaza cu reactivul Griess.
Determinarea concentratiei anionului de nitrit — NO>, s-a efectuat In proba biologica netratata cu

clorura de vanadiu (VCla4), iar la prelucrarea probei biologice cu VVCls are loc reducerea anionului
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NO3 in anionul de nitrit — NOg, fapt ce permite cuantificarea concentratiei sumare de NO2 si NO3
in proba de cercetat. Calculul se efectueaza dupa curba de calibrare, construita in baza dilutiilor
succesive ale solutiei standard de nitrit de sodiu cuprinse intre 0-100 pmol/l si se exprima in
umol/mmol creatinind (urind). Concentratia de NOg3 in proba se calculeaza dupa formula:

NO3z(pmol/l) = concentratia sumarda de NO2 si NOs — concentratia de NO».

Dozarea nitrozotiolilor in materialul biologic s-a efectuat conform procedeului descris de
Wink D. A. etal. [360], cu modificari [11, 12]. Metoda se bazeaza pe eliberarea oxidului nitric din
nitrozotioli (RSNO) in urma reactiei cu clorura de mercur. In continuare oxidul nitric reactioneaza
cu diaminonaftalena (DAN) cu formarea unei nitrozamine primare care este convertita rapid la un
triazol fluorescent, intensitatea caruia este direct proportionald cu cantitatea de RSNO si se
exprima in umol/l (ser sangvin).

Determinarea activitatii arginazei — enzimd importantd implicatd in semnalizarea si
proliferarea celulara — s-a efectuat dupa procedeul descris de lyamu E.W., et al. [168] cu
modificari [11, 12]. Metoda se bazeaza pe capacitatea enzimei de a scinda arginina cu formarea
ornitinei, iar cantitatea de ornitina eliberata este direct proportionala cu activitatea enzimei si se
estimeaza prin reactia ornitinei cu ninhidrina. Calcularea activitatii enzimei se estimeaza folosind
curba de calibrare, construitd in baza dilutiilor succesive ale solutiei standard de ornitina si se
exprima in nmol pe s la 1 1 ser sangvin (nmol/s.l), sau nmol/s.mmol creatinina.

Aprecierea statusului antioxidant s-a efectuat prin utilizarea urmatoarelor metode.

Determinarea activitatii antioxidante totale (AAT) prin metoda cu ABTS s-a efectuat
conform procedeului descris de Re R. et al. [270], cu modificari [11, 12]. Metoda se bazeaza pe
degradarea radicalului 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolind 6 sulfonat) (ABTS) la interactiunea
acestuia cu compusii testati cu proprietati antioxidante. Degradarea radicalului ABTS este
monitorizata prin masurarea descresterii absorbantei la 734 nm si se exprima in pmol/l ser sangvin
sau pmol/mmol creatinina.

Determinarea activitatii glutationreductazei (GR) se efectueaza conform metodei descrise
de Kymuuckuii B. U. et al. [386, 387], cu modificari [11, 12]. Metoda se bazeaza pe capacitatea
enzimei de a reduce glutationul oxidat in glutation forma redusi. In paralel are loc oxidarea
coenzimei NADPH in NADP, fapt ce conduce la micsorarea absorbantei mediului de reactie la
340 nm proportionald cu activitatea enzimei. Calcularea activitatii enzimei se efectueaza reiesind
din coeficientul molar de absorbtie (¢) al NADP-ului (la 37°C si 340 nm € = 6,22 umol/cm™) si

se exprima in pmol/s.I ser sangvin.
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Reducerea glutationului oxidat — GSSG in glutation forma redusa — GSH, catalizatda de GR
necesita NADPH, care, la randul sau, este regenerat de catre enzima ciclului pentozic - glucozo-
6-fosfat dehidrogenaza ( G-6-PDH ) ( Halliwell si Gutteridge 1989).

Determinarea activitatii glucozo-6-fosfat-dehidrogenazei (G-6-PDH) a fost efectuata
conform procedeului descris de [383], cu modificari [11, 12]. Procedeul se bazeaza pe proprietatea
enzimei de a cataliza reactia de oxidare a glucozo-6-fosfatului in 6-fosfo-gluconolactona cu
participarea NADP, care se reduce in NADPH>. Concomitent, are loc cresterea absorbantei la 340
nm, ceea ce coreleaza cu activitatea enzimei in proba de cercetat. Calcularea activitatii enzimei se
efectueazi reiesind din coeficientul molar de absorbtie al NADP-Iui (¢ = 6,22 mmol-cm™) si se
exprima in nmol/s.] ser sangvin.

Determinarea activitatii glutationperoxidazei (GPO) s-a efectuat conform procedeului
descris de Kynuuckuit B. H. et al. [386, 387] cu modificari [11, 12]. Metoda se bazeaza pe
capacitatea enzimei de a oxida glutationul redus — GSH, in prezenta peroxidului de hidrogen. in
paralel are loc oxidarea coenzimei NADPH in NADP, fapt ce conduce la micsorarea absorbantei
mediului de reactie la 340 nm proportional cu activitatea enzimei. Calcularea activitatii enzimei
se efectueaza reiesind din coeficientul molar de absorbtie al NADP-ului (la 37°C si 340 nm ¢ =
6,22 umolem®) si se exprima in pmol/s.I ser sangvin.

Dozarea activitatii glutation-S-transferazei (GST) se efectuecaza conform procedeului
descris de Habig W. H. si coautorii [149] dupa modificarile noastre [11, 12]. Metoda se bazeaza
pe capacitatea enzimei de a cataliza reactia de conjugare a GSH cu compusul clor-dinitro-benzen
(CDNB), fapt ce conduce la cresterea absorbantei mediului de reactie la 346 nm proportional cu
activitatea enzimei. Calcularea activitatii enzimei se efectueaza reiesind din coeficientul molar de
absorbtie al complexului CDNB cu GSH (& = 9,6 umol cm™) si se exprima in umol/s.| ser sangvin.

Dozarea activitatii gama-glutamil-transpeptidazei (y-GTP) s-a efectuat cu setul standard
EliTech (Franta) conform instructiunilor oferite de producator. Metoda se bazeaza pe capacitatea
enzimei de a transfera reziduul y-glutamil al y-L-glutamil-p-nitroanilidei la acceptorul dipeptidic.
In calitate de acceptor se foloseste glicil-glicind, care, in acelasi timp, indeplineste rolul de
componenta a solutiei-tampon. Ca rezultat al reactiei enzimatice se elibereaza p-nitroanilina care
in mediu alcalin are culoarea galbena, intensitatea careia este direct proportionala cu activitatea
enzimei din proba de cercetat.

Calculul se efectueaza dupa curba de calibrare, construita in baza dilutiilor succesive ale
solutiei standard de p-nitroanilind cuprinse intre 0-100 umol/l si se exprima in pmol/s.l (ser

sangvin) sau pmol/s.mmol creatinina (urina).
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Continutul de dipeptide histidinice (DH) a fost estimat conform procedeului descris de
Cesepun C.E.[391], cu modificari [11, 12]. Metoda se bazeaza pe deproteinizarea probei biologice
cu o solutie de acid percloric, obtinerea extractului aproteic prin centrifugare si prelucrarea
ulterioara a acestui extract, mai intai, cu o solutie de acid sulfanilic diazotat, apoi cu o solutie de
Na>COs, dupa ce se masoard absorbanta produsului colorat care se formeaza la diazotarea
dipeptidelor histidinice.

Calcularea rezultatelor se efectueaza dupa curba de calibrare care se construieste in baza
dilutiilor de lucru ale solutiei standard de carnozina in limitele concentratiilor 2,0 - 8,0 mmol/l si
se exprima in pmol/s.l (ser sangvin) sau pmol/s.mmol creatinina (urind).

Continutul de acizi uronici a fost determinat conform procedeului descris de Jieontser B.
K., Taiizamak A. H. [389], cu modificari [11, 12]. Metoda se bazeaza pe interactiunea carbazolului
cu acizii uronici eliberati la hidroliza acida a glicoproteinelor colagenice, iar intensitatea coloratiei
compusului format este direct proportionala cu continutul de acizi uronici in proba de cercetat.
Calculul se efectueaza conform curbei etalon, construitd in baza dilutiilor succesive ale solutiei
standard de acid glucuronic. Cantitatea de acizi uronici se exprimd in mmol/l sau mmol/mmol
creatinind.

Studiul metabolismului nucleotidelor adenilice a inclus dozarea enzimelor-cheie ale ciclului
adenilic — activitatii adenilatdezaminazei (AMP-azei) si adenozindezaminazei (ADA-zei).
Dozarea ambelor enzime — AMP-zei si ADA-zei s-a efectuat in conformitate cu procedeul descris
de Tan6eprenos C. O., Tanbeprenosa C. M. [392], cu modificari [11, 12]. Metoda de dozare a
acestor enzime se bazeaza pe capacitatea lor de a scinda substratul (acidul adenozinmonofosforic
pentru AMP-aza si adenozina pentru ADA-azd) cu formarea amoniacului, cantitatea caruia se
determina spectrofotometric la 620 nm prin metoda fenol-nitroprusid-hipocloridica (metoda
Bertlo). Cantitatea amoniacului format coreleaza cu activitatea enzimei.

Calcularea activitatii enzimei se efectueaza reiesind din curba de calibrare, construita in baza
dilutiilor succesive ale solutiei standard de sulfat de amoniu (NH4)2SO4 si se exprima in nmol pe
sla 1l ser sangvin (nmol/s.l).

Determinarea activitatii pseudocolinesterazei (PCE) s-a efectuat cu setul standard EliTech
(Franta), conform instructiunilor oferite de producator. Metoda se bazeaza pe proprietatea enzimei
de a cataliza hidroliza substratului — butiriltiocolin-iodid, cu formarea acidului butiric si a
tiocolinei. In continuare, tiocolina interactioneaza cu acidul 5,5-ditio-bis-(2-nitro-benzoic) cu
formarea 2-nitro-mercapto-benzoatului — un compus de culoare galbenda-aurie. Activitatea
enzimei este direct proportionald cu intensitarea coloratiei compusului format in mediul de reactie.

Calculul se efectueaza reiesind din coeficientul molar de absorbtie a 2-nitro-mercapto-benzoatului
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(la 37°C si lungimea de unda 405 nm & = 14,66x10? mol™*m?) care se exprima in pmol pe s la 1
| ser sangvin (umol/s.l) sau nmol- pe s la 1 mmol creatinina (nmol/s.mmol creatinind) in urina.

Determinarea activitatii lactatdehidrogenazei (LDH) S-a efectuat cu seturile de analiza ale
firmei Eliteh, (Franta), conform instructiunilor oferite de producator. Metoda se bazeazd pe
proprietatea enzimei de a cataliza reactia reversibila de reducere a piruvatului in L-lactat.
Concomitent are loc reactia de oxidare a coenzimei NADH, ceea ce duce la diminuarea absorbtiei
la 340 nm si coreleaza cu activitatea enzimei.

Calculul se efectueaza reiesind din coeficientul molar de absorbtie al NADP-Iui (¢ = 6,22
mmol-cm™) care se exprimd in nmol/s.] ser sangvin sau nmol- pe s la 1 mmol creatinini
(nmol/s.mmol creatinind) in urina.

Determinarea fosfatazei alcaline s-a efectuat cu seturile firmei Eliteh, (Franta), conform
instructiunilor oferite de producitor. Metoda se bazeaza pe capacitatea enzimei de a hidroliza
legatura estericd din para-nitrofenil-fosfatul de sodiu, iar cantitatea de para-nitrofenol eliberat in
urma reactiei de hidroliza este direct proportionala cu activitatea enzimei.

Calculul se efectueaza folosind curba de calibrare, construita in baza unor dilutii succesive
ale solutiei standard de p-nitrofenol si cantitatea fosfatazei alcaline se exprima in nmol pe s la 11
ser sangvin (nmol/s.l), sau nmol pe s la un mmol creatinina (nmol/s.mmol creatinina).

Determinarea f2-microglobulinei, markerului afectarii functiilor glomerulare si tubulare
ale rinichilor, s-a efectuat cu ajutorul setului de analiza al firmei IBL International GMBH
(Germania), conform instructiunilor oferite de producator.

B-2-Microglobulina (B-2-MG) este o proteind cu masa moleculard micd (11,8 kD), care
face parte din clasa 1 de antigeni de histocompatibilitate HLA si se gaseste pe membrana tuturor
celulelor nucleate. B-2-MG este intens metabolizata in rinichi. Concentratia serica este influentata
de ratele de sinteza si de metabolizare si este de obicei stabila la persoanele sanadtoase. Modificarile
concentratiei serice indicad prezenta tulburarilor functiilor glomerulare si tubulare.

Cuantificarea p-2-MG in plasma, ser si urina se bazeaza pe testul ELISA. In acest test p-
2-MG prezenta in probele de cercetat se leaga la anticorpii anti-B-2-MG policlonali de iepure,
imobilizati pe suprafata microplacilor cu 96 godeuri. Substantele care nu s-au legat sunt eliminate
prin spaldri repetate cu tampon de spalare, iar cuantificarea -2-MG care au reactionat cu anticopii
fixati pe microplaca se realizeaza prin addugarea conjugatului enzimatic. Acesta contine anticorpi
B-2-MG monoclonali marcati cu peroxidaza de hrean (HRP). Acest conjugat se leaga la f-2-MG

fixatd pe godeurile microplacii.
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Cantitatea de enzima legata este direct proportionald cu continutul de B-2-MG in probele
de cercetat. In continuare se adaugi substratul enzimatic (tetrametilbenzidind + H202), care este
transformat de HRP intr-un compus cromogen si care poate fi determinat fotometric la 450 nm.

Calculul se efectueaza folosind curba de calibrare, construita in baza unor dilutii succesive
ale solutiei standard de f2-microglobulinad si se exprima in ug la 11 ser sangvin sau ug p2-MG la
un mmol creatinind (ugp2-MG/mmol creatinina).

Intensitatea proceselor proteolitice a fost evaluata prin determinarea activitdtii
proteazelor — tripsina, chimotripsina si leucinaminopeptidaza (LAP).

Determinarea activitatii tripsinei s-a efectuat dupa procedeul descris de [385] cu
modificari [11, 12]. Principiul metodei se bazeaza pe capacitatea acestei enzime de a hidroliza
substratul sintetic — benzoil-L-arginina-p-nitroanilida (BANA) — cu formarea p-nitroanilinei,
cantitatea cdreia cu activitatea enzimei.

Calculul activitatii tripsinei se efectueaza reiesind din curba de calibrare, construitad in baza
unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitroanilind si se exprima in nmol/s.| ser sangvin,
sau nmol pe s la un mmol creatinina (nmol/s.mmol creatinina) in urina.

Determinarea activitatii chimotripsinei s-a efectuat dupa procedeul descris de [385] cu
modificari [11, 12]. Principiul metodei se bazeaza pe capacitatea chimotripsinei de a hidroliza
substratul sintetic — benzoil-L-tirozina-p-nitroanilida (BTNA), cu formarea p-nitroanilinei,
cantitatea careia coreleaza cu activitatea enzimei.

Calculul activitatii chimotripsinei se efectueaza reiesind din curba de calibrare, construita
in baza unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitroanilind si se exprimd in nmol/s.] ser
sangvin sau nmol pe s la un mmol creatinina (nmol/s.mmol creatinind) in urina.

Dozarea inhibitorului proteazelor serinice — alfa2-macroglobulinei s-a efectuat dupa
procedeul descris de Kapsiruna 1.1O. si coautorii [385], cu modificari [11, 12]. Metoda se bazeaza
pe proprietatea alfa2-macroglobulinei de a forma cu tripsina un complex care isi pastreaza
activitatea sa catalitica fata de substratul N-a-benzoil-arginin-p-nitroanilida. Tinand cont de acest
fapt, cantitatea de a»-macroglobulind poate fi apreciatd prin determinarea activitatii tripsinei
adaugata suplimentar in mediul de reactie, ce a fost captata (legata de oo-macroglobulind). Excesul
de tripsind care nu a reactionat cu az-macroglobulina se inlaturd prin adaugarea inhibitorului
specific al tripsinei din soia.

Calculul se efectueaza reiesind din curba de calibrare, construitd in baza unor dilutii
succesive ale solutiei standard de p-nitroanilina si se exprima in g la 1 | ser sangvin (g/l) sau in

mg la un mmol creatinina (mg/mmol creatinind) in urina.
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Determinarea activitatii leucinaminopeptidazei (LAP) s-a efectuat dupa procedeul descris
de Vafa A. si coautorii [345] cu modificari [11, 12]. Metoda se bazeaza pe proprietatea enzimei
de a cataliza hidroliza substratului sintetic H-Leu-p-nitroanilida cu formarea p-nitroanilinei, care
in mediu alcalin are o coloratie galbena, intensitatea careia este direct proportionala cu activitatea
enzimei.

Calcularea activitatii enzimei se efectueaza folosind curba de calibrare, construita in baza
unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitroanilina si se exprima in nmol/s.l ser sangvin
sau nmol pe s la un mmol creatinina (nmol/s.mmol creatinina) in urina.

Aprecierea gradului de exocitoza a hidrolazelor lizozomice 1n urma destructiei
biomembranelor celulare in focarul patologic s-a realizat in baza determindrii activitdtii 3-
galactozidazei, B-glucozidazei, B-glucuronidazei, arilsulfatazelor A si B si C.

Determinarea activitatii [f-glucozidazei si a [-galactozidazei s-a efectuat dupa procedeul
descris de Acaruanu B. C. [383], cu modificari [11, 12]. Principiul metodei se bazeaza pe hidroliza
enzimatica a substratului sintetic — p-nitrofenil--D-glucopiranozid (pentru f-glucozidaza) sau p-
nitrofenil-B-D-galactopiranozid (pentru S-galactozidaza) cu eliberarea p-nitrofenolului, cantitatea
caruia coreleaza cu activitatea enzimei.

Calcularea activitatii enzimei se efectueaza, folosind curba de calibrare, construita in baza
unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitrofenol si se exprima in nmol pe s la 1 | ser
sangvin (nmol/s.1), sau nmol pe s la un mmol creatinina (nmol/s.mmol creatinind) in urina.

Determinarea activitatii a-glucozidazei neutre s-a efectuat dupa procedeul descris de
Acarnanu B. C. [383], cu modificari [11, 12]. Alfa-glucozidaza neutra face parte din grupa
hidrolazelor, care se gaseste n cantitati deosebit de mari in stratul cortical al rinichilor si practic
lipseste 1n alte organe si tesuturi (cu exceptia mucoasei intestinale unde a fost depistata in cantitati
moderate). Alfa-glucozidaza neutrd de origine renala este localizata in celulele epiteliale ,,cu
marginea in perie” ale tubilor renali proximali si ansa Henle, iar depistarea ei in urind are
importanta diagnostica si indica la afectarea tubilor contorti renali, deci aceasta enzima poate servi
drept marker al afectarii tesutului renal.

Principiul metodei se bazeaza pe hidroliza enzimatica a substratului sintetic - p-nitrofenil-
a-D-glucopiranozid cu eliberarea p-nitrofenolului cantitatea caruia coreleazd cu activitatea
enzimei.

Calcularea activitatii enzimei se efectueaza, folosind curba de calibrare, construita in baza
unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitrofenol si se exprima in nmol pe s la 1 | ser

sangvin (nmol/s.1), sau nmol pe s la un mmol creatinina (nmol/s.mmol creatinina) in urina.
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Determinarea activitatii f-glucuronidazei se bazeazd pe hidroliza enzimatica a p-
nitrofenil-B-D-glucuronidului la pH-ul 5,0. Produsul reactiei — p-nitrofenolul, are o coloratie
galbend, intensitatea careia coreleazd cu activitatea enzimei §i se determind prin
spectrofotometriere.

Calcularea activitatii enzimei se efectueaza folosind curba de calibrare, construita in baza
unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitrofenol si se exprima in nmol pe s la 11 ser
sangvin (nmol/s.l) sau nmol pe s la un mmol creatininad (nmol/s.mmol creatinind) in urina [11, 12].

Determinarea activitatii  N-acetil-g-D-glucozaminidazei (NAG) s-a efectuat dupa
procedeul descris de Vafa A. si coautorii si Illapaes I1. H. [345, 394], cu modificari [11, 12].
Metoda se bazeaza pe estimarea spectrofotometrica a cantitatii de p-nitrofenol — produsului reactiei
de hidroliza enzimatica a p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucozaminidei, cantitatea caruia coreleaza cu
activitatea enzimei.

Calcularea activitatii enzimei se efectueaza folosind curba de calibrare, construita in baza
unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitrofenol si se exprima in nmol/s.l ser sangvin sau
nmol pe s la un mmol creatinina (nmol/s.mmol creatinina) in urina.

Determinarea activitatii arilsulfatazelor A si B s-a efectuat dupa procedeul Roy J. (1953),
cu modificari [11, 12]. Metoda se bazeaza pe estimarea spectrofotometricd a cantitatii de p-
nitrocatehind — care se formeaza la hidroliza enzimatica a p-nitrocatehol-sulfatului de potasiu.
Para-nitrocatehina in mediu alcalin are o coloratie visinie, intensitatea careia coreleaza cu
activitatea enzimei.

Calcularea activitatii enzimei se efectueaza folosind curba de calibrare, construita in baza
unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitrocatehina si se exprima in nmol/s-| ser sangvin
sau nmol pe s la un mmol creatinina (nmol/s-mmol creatinind) in urina.

Determinarea activitatii arilsulfatazei C s-a efectuat dupa metoda Dodgson K. si Spencer
B. (1957), cu modificari [11, 12]. Metoda se bazeaza pe estimarea spectrofotometrica a cantitatii
de p-nitrofenol care se formeaza la hidroliza enzimatica a p-nitrofenil-sulfatului de potasiu. Para-
nitrofenolul in mediu alcalin are o coloratie galbena, intensitatea careia coreleaza cu activitatea
enzimei.

Calcularea activitatii enzimei se efectueaza folosind curba de calibrare, construita in baza
unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitrofenol si se exprima in nmol/s.| ser sangvin,
sau nmol pe s la un mmol creatinina (nmol/s.mmol creatinina) in urina.

Determinarea activitatii fosfatazei acide s-a efectuat conform metodei descrise de

Acarnanu B. C. [383], cu modificari [11, 12]. Principiul metodei se bazeaza pe estimarea
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spectrofotometricd a cantitatii de p-nitrofenol care se formeaza la hidroliza enzimatica a p-
nitrofenil-fosfatului. Para-nitrofenolul in mediu alcalin are o coloratie galbena, intensitatea careia
coreleaza cu activitatea enzimei.

Calcularea activitatii enzimei se efectueaza folosind curba de calibrare, construita in baza
unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitrofenol si se exprima in nmol/s.| ser sangvin
sau nmol pe s la un mmol creatinina (nmol/s-mmol creatinina) in urina.

Determinarea nivelului oligoelementelor (Zn, Cu) s-a efectuat cu ajutorul seturilor standard
de reactivi EliTech (Franta) conform instructiunilor oferite de producator.

Metoda de determinare a zincului se bazeaza pe capacitatea ionilor de zinc de a forma in
mediu alcalin un compus colorat stabil cu complexantul 5-Br-PAPS. Intensitatea coloratiei este
proportionald cu concentratia de zinc in proba de cercetat si se exprima in pmol la 1 1 ser sangvin
(umol/l). Metoda de dozare a cuprului se bazeaza pe reducerea ionilor de Cu (II) cu acid ascorbic
la Cu(l). Ultimul reactioneaza cu compusul 3,5-di-Br-PAESA cu formarea unor compusi
complecsi colorati.

Intensitatea coloratiei este proportionald cu continutul de cupru in proba biologica si se
exprima in umol la 1 I ser sangvin (umol/l).

Determinarea proteinelor totale si albuminelor s-a efectuat cu seturile de reagenti ale firmei

Eliteh, Franta, conform instructiunilor oferite de producator.

2.4. Metodele de evaluare statistica

Analiza statistica a rezultatelor obtinute ale pacientilor a fost realizatd utilizand
componenta Excel a suitei Microsoft Ofice si programele SPSS 22.0 (SPSS Inc) cu ajutorul
functiilor i modulelor acestor programe. Au fost utilizate urmatoarele metode: [388]

Media aritmetica este indicatorul cel mai utilizat pentru caracterizarea tendintei centrale.
Media aritmeticd calculata pentru o colectivitate statistica este acea valoare care s-ar fi obtinut
daca toti factorii ar fi exercitat o influentd constanta asupra tuturor unitatilor inregistrate. Media
aritmeticd simpld exprimd un nivel mediu, anihiland abaterile individuale, netipice. Ea este
cuprinsa intre valoraea cea mai mare $i cea mai mica.

Dispersia este media patratelor abaterilor de la media aritmetica. Masura dispersiei se
refera la ,, imprastierea” valorilor dintr-un set de date.

Eroarea standard (ES) — arata cat de precis aproximeaza media calculata din valorile unei
serii, media populatiei din care a fost extras lotul pe care s-au facut masuratorile.

Frecventa relativa a unei grupe reprezinta ponderea unitatilor statistice in volumul total

al colectivitatii care au valoarea caracteristicii cuprinsa Intre limita inferioara si cea superioara a
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grupei respective. Se determind ca raportul intre frecventa absolutd a grupei si volumul
esantionului (eventual Tnmultit cu 100) si se exprimd 1n coeficien{i sau 1In procente. Suma
frecventelor relative este 1 sau 100, dupa cum sunt exprimate in coeficienti sau in procente.
Coeficientul de corelatie (Pcarson) este o masura a asocierii liniare dintre doua variabile,
cu alte cuvinte a gradului in care reprezentarea bivariatd sub forma unei diagrame de dispersie se
apropie de o dreapta. Coeficientul de corelatie ia valori intre —1 si +1, inclusiv, cu semnificatia de
asociere pozitiva/negativa dupa semnul coeficientului si de lipsa de asociere pentru rxy = 0.

"

Pentru aprecierea deosebirilor dintre grupe s-a folosit testul Mann-Whitney”U” in cazul
dispersiilor neparametrice si criteriul Student in cazul dispersiilor parametrice.

Testul Student este utilizat in analiza statisticd pentru compararea mediei unei
caracteristici la doud populatii. Caracteristica studiata trebuie sa fie o caracteristica cantitativa,
masurabila. Testul t Student reprezinta de fapt o familie de teste statistice care pot fi aplicate in
diferite situatii practice. Astfel: se poate testa dacd o medie a unei serii de valori obtinute prin
masurdtori pe un lot de pacienti este compatibila cu o medie teoretica data, sau stiutd dinainte; se
pot compara cu ajutorul acestui test mediile a doua loturi diferite, atunci cand se stie ca dispersiile
sunt diferite; se pot compara cu ajutorul acestui test mediile a doud loturi diferite, atunci cand se
stie ca dispersiile sunt egale; se pot compara mediile obtinute prin masuratori pe asa-numitele
loturi pereche.

Testul Mann-Whitney ”U” este echivalentul nonparametric al testului t neimperecheat,
folosit pentru compararea variabilelor ordinale.

Testul 2 (chi patrat) al lui Pearson este utilizat pentru a masura potrivirea dintre date
categoriale si un model multinominal care prognozeaza frecventa relativa a rezultatelor din fiecare
categorie posibild. Dacd modelul este corect, ne vom astepta atunci ca numarul de rezultate sa fie,
cu mici abateri, valoarea asteptata anterioara.

Testul ANOVA este un test care testeazi dintr-odata medii mai multor loturi. In practica,
acesta este cazul cand cele 3 sau mai multe loturi sunt supuse la tratamente diferite si se urmareste
sd se stabileascd daca efectele tratamentului sunt diferite la unul sau altul din loturi. Testul
ANOVA face compararea celor trei medii dintr-odata. Daca nu se gasesc diferente semnificative,
tratamentul folosit nu poate fi considerat ca fiind mai eficace. Daca insa testul evidentiaza
diferente semnificative, este nevoie ca studiul statistic sa fie continuat prin aplicarea unor teste de
comparare a doua loturi.

Regresia logisticA modeleaza relatia dintre o multime de variabile independente Xi
(categoriale, continue) si o variabilda dependentda dihotomica (nominald, binard) Y. O astfel de

variabila dependenta apare, de regula, atunci cand reprezinta apartenenta la doua clase, categorii
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— prezentd/absenta, da/nu etc. Ecuatia de regresie obtinutd, de un tip diferit de celelalte regresii
discutate, ofera informatii despre: importanta variabilelor in diferentierea claselor; clasificarea
unei observatii intr-o clasa. Regresia logistica permite determinarea prognosticului. Prognosticul
se refera la rezultatele posibile ale unei boli si la frecventele cu care acestea sunt asteptate sa apara.

Sensibilitatea este probabilitatea de a avea testul pozitiv, atunci cand esti bolnav, sau
proportia celor cu test pozitiv printre bolnavi (bolanvii cu test pozitiv/toti bolnavii). Sensibilitatea
unui test este puterea acestuia de a descoperi boala; cu cat testul este mai sensibil, riscul este mai
mic sa scape bolnavi nedescoperiti (1-Sn = proportia FN, adica cu cat sensibilitatea este mai mare,
cu atdt avem mai putini fals negativi).

Specificitatea este probabilitatea de a avea testul negativ, atunci cand esti sanatos, sau
proportia celor cu test negativ printre sandtosi (sdnatosii cu test negativ/toti sanatosii). Un test
specific este foarte util pentru a pune diagnosticul de boala, cdnd acesta este pozitiv, pentru ca
specificitatea este invers proportionald cu rata fals pozitivilor (1-Sp = proportia fals pozitiv).

Eficacitatea diagnostica a diferitor indici si metode de diagnostic de laborator de apreciere
a afectarii parenchimului renal a fost apreciata cu ajutorul analizei ROC (Receiver Operator
Characteristic). Curba ROC este un mijloc de a exprima relatia Intre sensibilitatea si specificitatea
unui test diagnostic. Ea permite descrierea preciziei testului si se poate folosi pentru a compara in
mod practic 2 teste diferite pentru diagnosticarea aceleiasi boli. Curba ROC se construieste luandu-
se In considerare procentul de cazuri real pozitive (sensibilitate) pe abscisa si procentul de rezultate
fals pozitive (specificitate) pe ordonata. Valorile se esaloneaza pe axe de la o probabilitate de 0
pana la o probabilitate de 1.

Un test cu o buna putere discriminatorie va ocupa partea stanga superioard a graficului:
astfel, marind progresiv sensibilitatea, nu existd nici o pierdere de specificitate, atita timp cat
sensibilitatea nu a atins niveluri maxime. Un test mai putin performant are o curba ROC care cade
mai aproape de diagonala graficului, mergand din partea stdngd inferioara spre partea dreapta
superioara a graficului.

Precizia globala a testului poate fi descrisa prin suprafata de sub curba ROC, denumita
AUC (Area Under Curve); cu cat este mai mare aceastd suprafatd, cu atat este mai bun testul.
Astfel, calitatea modelului (eficacitatea diagnostica a indicelui) se apreciaza dupa scala de
expertiza unanim acceptata pentru valoriule AUC.

Concluzia privind calitatea “excelenta” a modelului obtinut este facutda in cazul cand
AUC>0,9; «foarte buna“ cand valorile sunt cuprinse intre 0,9>AUC>0,8; “buna” — 0,8>AUC>0,7.
In toate cazurile diferentele, legaturile si dependentele se considerau statistic semnificative cand

p<0,05.
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Analiza de corelatie a permis stabilirea legaturii dintre doua caracteristici.Coeficientul de
corelatie poate fi cuprins intre minus unu (-1), zero si plus unu (+1). Cand valoarea coeficientului
de corelatie se apropie de (+1), inseamna ca intre cele doua fenomene ce se coreleaza exista o
legatura foarte puternica. Semnul (+) al coeficientului de corelatie denotd cad legatura de
dependentd dintre fenomene este directd. Deci ambele fenomene evolueaza in acelasi sens, in
aceeasi directie.

Cand valoarea coeficientului de corelatie se apropie de (-1), inseamna ca intre cele doua
fenomene exista o legatura foarte puternica, dar inversa, in sens opus: creste un fenomen, scade
cel cu care se coreleaza.

Interpretarea coeficientului de corelatie: corelatia cuprinsa intre £1 denota o corelatie foarte
puternica intre fenomene; corelatia cuprinsa intre 0,99 si £0,70 denota o corelatie puternica;
cuprinsa intre £0,69 si+0,30 denota o corelatie medie intre fenomene; corelatia cuprinsa intre £0,0
s1 £0,29 exprima existenta unei corelatii slabe intre fenomene; corelatia 0 denota ca legatura dintre
fenomene 1n mod practic o considerdm inexistenta.

Pentru analiza rezultatelor studiului caz-control au fost calculate urmatorii indicatori:
raportul probabilitatii (RP, eng. OR), semnificatia statisticd a rezultatelor pentru 95,0% s-a
determinat prin mirimea intervalului de incredere (Iios — 95CI). Unele rezultate ale cercetirii au

fost prezentate prin intermediul diferitor tipuri de tabele, grafice si diagrame.

2.5. Concluzii la capitolul 2

1. Conform obiectivelor cercetarii, a fost efectuat un studiu de tip retrospectiv si prospectiv,
nerandomizat. In studiu au fost inclusi 289 copii cu GN care au fost repartizati in functie de
varianta clinica: 236 copii cu GNA si 53 copii cu GNC cu varsta cuprinsa intre 2—17ani, care au
fost distribuiti in loturi in functie de forma nosologica: 156 — pacienti cu GNA sindrom nefritic,
80 — cu GNA sindrom nefrotic, 28 — GNC forma nefrotica, 25 — GNC forma mixta. Lotul de control
a inclus 289 de copii ,,practic sdnatosi” de aceeasi varsta.

2. Analiza rezultatelor studiului a constatat ca, pacientii cu GNA au constituit 81,7% si 18,3%
copii cu GNC. GNA sindrom nefritic s-a dovedit a fi mai frecvent in grupele de varsta 6-10 ani si >11
ani (cu o pondere de 37,8-38,5% respectiv). SN s-a atestat mai frecvent in grupul de varsta < 5 ani —
56,3%. Ponderea SNSS a constituit 61,25% cazuri, SNSD — 18,75% cazuri, SNSR — 20,0% cazuri.
SNSS a prevalat la pacientii sub 5 ani (57,1%), SNSD — cu ponderea cea mai mare la varsta de 2-5
ani (60,0%) si SNSR cu o frecventa mai mare la varsta de 6-9 si >14 ani, cate 31,3% respectiv. GNC
forma nefrotica s-a atestat mai frecvent In grupa de varsta <5 ani si 6-10 ani, respectiv 57,1 %, si 39,3

%, 1ar GNC forma mixta s-a depistat mai frecvent in grupa de varsta >11 ani (48%).
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3. Pentru elucidarea particularitatilor clinico-evolutive ale GN, a fost efectuat un studiu
clinic observational, care a inclus metode clinice, biochimice, instrumentale, histologice.
Cercetarea particularitatilor patogenetice ale GN s-a realizat pe baza unui lot de 115 de copii
selectati din lotul de baza la care au fost efectuate investigatii speciale selectate (aprecierea
concentratiilor moleculelor de semnalizare celulard, statutului pro- si antioxidant, enzimelor
ciclului glutationic, adenilic, oligoelementelor, enzimelor plasmatice, proteolitice, hidrolazelor
lizozomice etc.) in perioada de acutizare si remisiune.

4 Metodele descrise in acest capitol vor permite de a efectua:

—evaluarea la un nivel stiintific aprofundat a mecanismelor patogenice care stau la baza dezvoltarii
GN si SN;

— elucidarea particularitatilor modificarilor moleculelor de semnalizare celulara (citokinelor si
chemokinelor cu proprietati pro- si antiinflamatorii si reparatorii tisulare, factorilor de crestere)
si aprecierea corelatiilor lor cu leziunile glomerulare, tubulointerstitiale si activitatea bolii;

— evaluarea proceselor de peroxidare cu radicali liberi, a starii sistemului antioxidant si altor
parametri homeostazici la pacientii cu GN si a rolului lor In determinarea gradului de leziuni
tisulare;

— determinarea gradului de exocitoza a hidrolazelor lizozomice si enzimelor tisulare in urma
destructier biomembranelor celulare si degranularii leucocitelor in focarul patologic si a rolului
lor la etapele clinico-evolutive ale GN;

— rezultatele obtinute ar putea sugera dezvoltarea de noi strategii de tratament eficient al
glomerulonefritei la copii si de profilaxie a complicatiilor.

5. Luand in considerare obiectivele proiectate si centrate pe realizarea sarcinilor propuse,
pentru ameliorarea rezultatelor cercetarii, au fost aplicate metode moderne de prelucrare statistica
a datelor obtinute. Metoda regresiei logistice a oferit informatii referitoare la prezenta variabilelor
care pot gestiona riscul pentru dezvoltarea maladiei. Aceasta metodad permite elaborarea modelelor
predictive, prognozarea bolii, a rezultatelor posibile ale unei boli cu consecintele sale, precum si a

frecventei cu care se pot dezvolta bolile.
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3. PROFILUL CLINICO-PARACLINIC AL COPIILOR CU
GLOMERULONEFRITA PRIMARA

3.1. Evaluarea parametrilor clinici si paraclinici ale copiilor cu glomerulonefrita acuta
Scopul acestui compartiment este studierea particularitatilor clinice, paraclinice, factorilor

de risc si aprecierea prognosticului GNP in comparatie cu subiectii ,,practic sanatosi”. Bolnavii au

fost repartizati in functie de starea clinica, tindnd cont de informatia privind numarul absolut si

ponderea pacientilor pentru fiecare stare clinica la momentul internarii (tabelul 3.1).

Tabelul 3.1. Caracteristica starii clinice generale a copiilor cu glomerulonefrita primara

Starea clinica

Bolnavii internati

Numarul de cazuri

Ponderea, % cazuri

Grav-medie 118 40,8
Grava 138 47.8
Foarte grava 33 11,4
Total 289 100,0

Analizand informatia din tabelul 3.1, putem constata ca la momentul internarii bolnavilor
in stationar, din esantionul general de 289 pacienti s-a determinat: stare grav-medie — la 118 de
pacienti, sau 40,8% cazuri; stare generald grava — 138 de bolnavi (47,8% cazuri); stare foarte
grava —33 pacienti (11,4%) cazuri din totalul pacientilor internati. Dupa cum observam, stare grava
si foarte grava 1n esantionul general de studiu s-a inregistrat in 59,2% cazuri.

In baza studierii anamnezei pacientilor cu GN inclusi in studiu am stabilit urmatoarele
patologii, care au fost observate in urma primei investigatii: infectii respiratorii virale acute

(IRVA) — 70,2 %; angind — 15,9%; pneumonie — 9,3%; streptodermie — 3,5%; bronsitd — 1,1 %.

Tabelul 3.2. Maladiile depistate la copiii cu glomerulonefritd primara

Maladii suportate Numarul de cazuri Ponderea, % cazuri
IRVA 203 70,2
Angina 46 15,9
Pneumonie 27 9,3
Streptodermie 10 3,5
Bronsita 3 1,1

In simptomatologia clinica la bolnavii cu GN s-au atestat urmitoarele manifestari clinice:

edeme —la 225 bolnavi (77,85+3,05 %), HTA — la 138 bolnavi (47,75+2,39 %), macrohematurie
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— 115 (39,79+2,18 %) cazuri, mictiuni rare — 109 (37,72+2,12 %), anasarca — 64 (22,15+1,63 %),
cefalee — 66 (22,84+1,65 %), sindrom algic abdominal — 54 (18,69+1,49 %), voma — 21 (7,27+0,93
%), dureri in regiunea lombara — 23 (7,96+0,98 %), leziune renala acuta — 12 (4,15+0,7 %) cazuri,
dispnee — 7 (2,42+0,54%) cazuri.

Tabelul 3.3. Manifestarile clinice la copii cu glomerulonefrita primara

Simptome clinice Numarul de cazuri X +ES%
Edeme 225 77,85+3,05
HTA sistolica >90 percentila, 138 47.75+2,39
diastolica >90 percentila

dupa sex, varsta, talie

Macrohematurie 115 39,79+2,18
Mictiuni rare 109 37,72+£2,12
Anasarca 64 22,15+1,63
Cefalee 66 22,84+1,65
Sindrom algic abdominal 54 18,69+1,49
Voma 21 7,27+0,93
Dureri lombare 23 7,96+0,98
Leziune renala acuta 12 4,15+0,7
Dispnee 7 2,42+0,54

Rezultatele prezentate in tabelul 3.4 relevd modificarile indicilor biochimici ai sangelui
estimati la bolnavii cu GN.

Estimarea markerilor biochimici in sange a demonstrat cd proteina totald a constituit
60,5+0,68 g/l, albuminele — 39,35+£2,03%, oz-globulinele — 18,73+1,71%, PB-globulinele —
15,48+1,39%, y-globulinele — 15,5+£1,46%, ureea serica — 6,19+0,29 mmol/l, creatinina serica —
0,075+0,0047 mmol/l, lipidele totale — 8,91+0,73 g/1, B-lipoproteidele 70,5+1,93 u.c.

Rezultatele expuse in tabelul 3.4 releva cresterea titrului ASL-0 pana la 468,2+36,17 u/l si
ASG pana la 663,2+10,45 u/l. Nivelul complementului seric C3 a fost redus in 78 % cazuri.
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Tabelul 3.4. Analiza biochimica a sangelui la copiii cu glomerulonefrita primara

Parametrii biochimici

X +ES
Proteina totala, g/l 60,5+0,68
Albumina, % 39,35+2,03
a 2-globuline, % 18,73+1,71
B-globuline, % 15,48+1,39
v-globuline, % 15,5+1,46
Fibrinogen, g/l 4,80+0,37
Protrombina, % 92,1+0,72
Ureea, mmol/I 6,19+0,29
Creatinina, mmol/1 0,075+0,0047
Lipide totale, g/l 8,91+0,73
Colesterol, mmol/I 6,84+0,23
B-lipoproteide, u.c. 70,5+1,93
CIC 99,3+4,03
ASL-0 468,2+36,17
ASG 663,2+10,45

In hemoleucograma la pacientii cu GN s-a semnalat cresterea VSH pana la 28,5+1,07

mm/ord, Hb a constituit 115,5+1,22 g/l, numirul de eritrocite 3,7+0,04x10'%/1 si leucocite -

8,1£0,23x10%/1.

Tabelul 3.5. Hemoleucograma la copiii cu glomerulonefritd primara

Parametrii studiati X £ES
Hb, g/l 115,5+1,22
Eritrocite x10%/I 3,7+0,04
Leucocite x10%/1 8,1+0,23
VSH, mm/ora 28,5+1,07

Sumarul urinei a semnalat prezenta proteinuriei pana la 5,3+0,51g/1, proteina in urina timp
de 24 h a constituit 3,6+0,26 g/l. Proba Neciporenko a notat hematurie pani la 10,9£3,07 x10%/I
(tabelul 3.6).
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Tabelul 3.6. Modificarile sedimentului urinar la copiii cu glomerulonefrita primara

Parametrii studiati X +ES
Proteina in sumarul urinei, g/l 5,3+0,51
Eritrocite in sumarul urinei, c/v 32,9+4,53
Leucocite in sumarul urinei, c/v 16,2+2,05

Proba Neciporenko
Eritrocite x10%/1 10,9+3,07

Datele echografiei renale au evidentiat rinichi mariti in dimensiuni, cu largirea zonei
parinchimatoase, care este usor hipoecogena, in 100 % cazuri, in 153 (52,9%) cazuri prezenta
lichidului liber in cavitatea abdominala.

Urografia intravenoasa efectuata in perioada de remisiune a GN a evidentiat prezenta
diferitor anomalii reno urinare — rinichi dublu in 18 cazuri, aghenezia renala in 4 cazuri, distopia
pelviana 1n 2 cazuri.

Cistografia mictionala a relevat prezenta cistitei cronice in 12 cazuri, reflux vezico-
ureteral gr.1 la 3 pacienti. Scintigrafia renala dinamica a demonstrat diminuarea functiei de filtratie
st excretie glomerulara, cat si retinerea indelungata a substantei cu izotopi la nivelul bazinetelor in
24 cazuri.

In continuare prezintam analiza clinico-paraclinica a bolnavilor din loturile investigate.
Evaluarea clinicd a pacientilor cu GNA sindrom nefritic, perioada manifestdrilor clinice, a
evidentiat prezenta edemelor de diferit grad localizate pe fata, abdomen, gambe, hipertensiune
arteriala, urina de culoarea ,,spalaturii de carne”, oligoanurie, voma, sindrom algic abdominal.

Datele expuse in tabelul 3.7. atesta ca edemele au fost prezente in 100,0+6,4% cazuri,
HTA - 118 (75,64+5,56 %), macrohematurie — 99 (63,46+5,1%), mictiuni rare — 50
(32,05+3,62%) cazuri, cefalee — 43(27,56+3,36 %) cazuri, sindrom algic abdominal — 37
(23,72+3,12 %), dureri lombare — 15 (9,62+0,2%), voma — 7 (4,5£1,36%), LRA — in 5
(3,21+£1,15%) cazuri.

Rezultatele cercetarilor au relevat prezenta sindromului nefritic in tabloul clinic al GNA,
in timp ce alte studii au raportat si prezenta SN in 10% cazuri, cele mai multe studii au raportat
doar 2-4% astfel de cazuri [167].

Cele mai frecvente semne clinice in studiul nostru au fost similare cu cele raportate in alte

studii: edeme periferice, hematurie, hipertensiune arteriala, macrohematurie si azotemie [212].
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Tabelul 3.7. Manifestarile clinice la copii cu glomerulonefrita acutd sindrom nefritic

in perioada manifestarilor clinice

Simptome clinice Numarul de cazuri X +ES%
Edeme 156 100,00+6,4
HTA sistolica >90 percentila 118 75,64+5,56

diastolica >90 percentild

dupa sex, varsta, talie

Macrohematurie 99 63,46+5,1
Mictiuni rare 50 32,05+3,62
Cefalee 43 27,56+3,36
Sindrom algic abdominal 37 23,72+3,12
Dureri lombare 15 9,62+0,2

Voma 7 45+1,36

Leziune renala acuta 5 3,21+1,15

Cu exceptia cazurilor rare ce prezintd manifestari atipice, hematuria este prezentd in mod
esential la toti pacientii. Descrierea clasica a urinei de culoare ,,cola” se atesta la aproximativ 25-
60% dintre pacienti [212].

Conform datelor unor studii recente hipertensiunea arteriald apare la aproximativ 82,4 %
din cazuri [278]. Complicatiile hipertensiunii arteriale, inclusiv cefalee, convulsii, modificari ale
starii psihice si schimbari vizuale, au o frecventa de 30-35% cazuri [167].

Mecanismul hipertensiunii arteriale este determinat, cel mai probabil de retentia de sodiu
si apa, ca rezultat al extinderii in spatiului extracelular. In cazul altor patologii similare cu
glomerulonefrita, excretia fractionatd de sodiu este in general mai micd de 1%, ca in cazul
azotemiei prerenale, iar nivelele de renina (activitatea reninei plasmatice) la debutul bolii reduse
[112]. Retentia de lichide este determinata de obicei de inhibarea activitatii reninei plasmatice.
Valorile tensiunii arteriale diastolice coreleaza semnificativ cu gradul de supraincarcare.

Datele studiilor recente demonstreaza ca in timp ce dispneea este raportatd in 5% cazuri,
dovezi pentru insuficienta cardiaca congestiva au existat la doar jumatate dintre copiii investiagtii

[176].
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Figura 3.1. Curba ROC pentru varsta si hipertensiunea arteriald in GNA sindrom nefritic

perioada manifestarilor clinice

Analiza matematicad de apreciere a autenticitatii a permis sa stabilim relatia intre

specificitatea si sensibilitatea HTA 1n stabilirea diagnosticului de GNA.
Din figura 3.1 observam ca pentru HTA, AUC=0,578 (95% Ii: 0,413-0,743).

Tabelul 3.8. Maladiile suportate de copiii cu GNA sindrom nefritic

Maladii suportate Numarul de cazuri X +ES%
IRVA 107 68,6437
Angina 32 20,51+1,7
Pneumonie 9 5,76+1,5
Streptodermie 8 5,13£1,5

Debutul maladiei In GNA sindrom nefritic a avut loc dupa 2-3 saptamani de la episodul

de IRVA la 107 copii (68,6+3,7% cazuri); dupa un episod de angina —la 32 copii (20,51+1,7%
cazuri); pneumonie — 9 (5,76+1,5 %); streptodermie — 8 (5,13+£1,5%); Datele raportate de alte

studii au relatat ca cea mai frecventa cauza a GNAPS a fost faringita (44,8%) cazuri, unele infectii

ale tractului respirator superior (25,6%), gastroenterita (11,2%), infectii cutanate (5,6%) si

pneumonia (3,2%) cazuri [278].

Estimarea markerilor biochimici in sdnge a demonstrat, ca proteina totald a constituit

67,9+£0.61 g/1, albuminele serice — 42,98+4,81%, ao-globulinele — 15,42+2,17%, B-globulinele —
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16,98+1,96%, y-globulinele — 17,41+£2,47%, ureea serica — 5,56+0,164 mmol/l, creatinina serica
— 0,067£0,02 mmol/l. Colesterolul total a constituit 4,94+0,204 mmol/l, B-lipoproteidele
49,7+1,30 u.c. RFG< 90 ml/min/1,73 m? a fost atestata in 13, 5 % cazuri. Frotiul nazofaringian a
confirmat prezenta B-streptococcului hemolitic pozitiv In 65 % cazuri.

Markerii serologici cel mai frecvent utilizati sunt determinarea titrului antistreptolizind O
(ASLO) si nivelul seric al Cz. Rezultatele studiului nostru au atestat cresterea titrului ASL-0 pana
la 557,64+47,35 u/l si a ASG péana la 826,0+=163,00 u/l, CIC a constituit 141,5+4,31 UD. Conform
altor studii, titrele ASLO sunt mai mari in GNAPS asociate cu faringita, comparativ cu GNAPS
asociate piodermiei [176].

Astfel, studiul efectuat demonstreaza ca sensibilitatea titrului ASLO a fost extrem de mare
(97%), dar specificitatea lui a fost de numai 80%, probabil datoritd faptului ca pana la 20% din
controalele efectuate prezinta semne de expunere streptococica cu un titru semnificativ crescut
[176]. Conform altui studiu intr-un grup de pacienti cu glomerulonefrita acuta, titrul ASLO a fost
crescut in 72% cazuri [212].

La copiii ale caror titre ASLO sunt initial normale, masuratorile ulterioare pot fi crescute,
sprijinind astfel diagnosticul suspectat. Studii recente au demonstrat ca titrul ASLO a continuat sa
creasca in cele patru saptamani dupa debutul bolii, in unele cazuri, iar titrul mediu a atins punctul
culminant dupa trei saptamani [212].

Rezultatele studiului nostru au evidentiat reducerea nivelului complementului seric C3 in
78% cazuri, ceea ce indica participarea C3 in mecanismele imune. Activarea complementului prin
calea alternativa este recunoscutd prin rolul important ce i se atribuie in patogeneza GNAPS.
Conform altor studii, nivelul complementului seric Cs a fost scazut la 89 % dintre pacienti [278].
O explicatie a diferentei dintre studiul nostru si altele ar putea fi momentul testédrii complementului
seric, deoarece aceste momente pot varia in cursul bolii sau diversitatea genetica in masura
activarii complementului.

Reducerea acutd a concentratiei serice a C3 in GNAPS cu revenirea tipicd la niveluri
normale in termen de sase saptdmani de la debut este de o importanta diagnostica in primul rand,
atunci cand biopsia renala nu este efectuatd. Conform unor studii, scdderea nivelului seric al Cs3
in GNAPS precede debutul hematuriei [176].

in hemoleucograma s-a constatat cresterea VSH pand la 20,70+1,30 mm/ora, Hb a
constituit 110,7+1,50 g/l, eritrocitele 3,58+0,057x10%1, leucocitele 7,33+0,22x10%1. Anemia
reprezintd una dintre cele mai frecvente modificari raportate la pacientii cu GNAPS. Conform

studiilor efectuate a fost demonstrat ca anemia era prezenta la 79% dintre pacienti, si este atribuita
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in principal dilutiei retentiei de lichide intravasculare, cu toate ca si alti factori, cum ar fi procesul
inflamator, secretia de eritropoietina suprimata si hemoliza pot fi implicate [278].

Alte studii au raportat ca doar 10% din 155 de pacienti au avut un nivel al hemoglobinei
12 g/ dl, iar la peste 50% acest indicator era sub nivelul de 10 g/ dl. In cazuri extreme, poate si
apard anemia severa. In doud cazuri, anemia hemolitica autoimuni a fost documentati in primele
stadii ale GNAPS [189].

In tabelul 3.9 sunt redate modificarile sedimentului urinar la copiii cu GNA sindrom

nefritic.
Tabelul 3.9. Sumarul urinei la copiii cu GNA sindrom nefritic
in perioada manifestarilor clinice

Parametrii studiati Numarul de cazuri X £ES %
Eritrocite 10-45 c/v 56 35,9+3,8
Eritrocite 45-100 c/v 20 12,82+1,5
Eritrocite >100 c/v 80 51,28+3,5
Leucocite 10-45 c/v 46 29,5+3,7
Leucocite 45-100 c/v 10 6,4+2,0
Leucocite >100 c/v 1 0,6+0,6

Sumarul urinei a evidentiat proteinurie pana la 1,0+0,09 g/1. Proteina in urina timp de 24 h
a constituit 1,8+0,08 g/1. Probele biologice ale urinei au pus in evidenta hematurie cu valori de 45-
100 c/v si >100 c/v in 12,82% si 51,28 % cazuri respectiv, iar hematurie de 10-45 c¢/v in 35,9 %
cazuri.

Rezultatele expuse in tabelul 3.9 releva prezenta leucocituriei cu valori 10-45 c/v in 29,5%
cazuri, de la 45-100 c/v in 6,4 % cazuri. Modificarile sedimentului urinar confirma implicarea
glomerulari acuti cu prezenta celulelor rosii dismorfice si a leucocitelor sangvine. In faza timpurie
acuta, leucocitele urinare pot predomina asupra eritrocitelor. Asocierea leucocituriei cu hematuria
se datoreaza diapedezei exagerate la nivelul membranei filtrante a leucocitelor in cursul proceselor
glomerulare cu component exsudativ mare.

Studii care au cuantificat excretia urinara de proteine au evidentiat ca la 78 pacienti cu
GNAPS era prezenti proteinuria de rang nefrotic (definiti ca fiind >40 mg/m?%h) in 27 (34,6%)
cazuri si excretia urinarid normali a proteinelor (definitd ca fiind <5 mg/m?h ) in 20 (25,6%)
cazuri. Albumina serica la pacientii cu GNAPS a fost mai mica de 3,0 g/dl in 46% cazuri si mai

mica de 2,5 g/dl 1a 15% pacienti [212].
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Sublotul Il de copii cu GNA sindrom nefritic a inclus 21 pacienti (13,5 %) cu GNA
sindrom nefritic cu retentia ureei. Starea generala grava a fost prezenta in 16 (76,2%) cazuri, foarte
grava —1n 2 (9,5%) cazuri, starea medie — 3 (14,3%) cazuri.

In tabelul 3.10 sunt redate maladiile suportate in antecedente de copiii cu GNA sindrom

nefritic cu retentia ureei.

Tabelul 3.10. Maladiile suportate de copiii cu GNA sindrom nefritic cu retentia ureei

Maladiile suportate Numarul de cazuri X £ES %
IRVA 13 61,9+10,6
Pneumonie 4 19,0+8.6
Angina 3 14,3+7.6
Streptodermie 1 4,8+1,6

Din anamnesticul bolii am constatat ca pacientii cu GNA sindrom nefritic cu retentia ureei
au suportat IRVA 1n 61,9£10,6% cazuri; pneumonie — 19,0£8,6%; angind — in 14,3+7,6% cazuri;

streptodermie — 4,8+1,6% cazuri.

Tabelul 3.11. Manifestarile clinice la copii cu glomerulonefrita acuta sindrom nefritic
cu retentia ureei In perioada manifestarilor clinice

Simptome clinice Numarul de cazuri X +ES%
Edeme 21 100,0+4,65
HTA sistolica >90 percentild, diastolica 16 76,19+4,08
>90 percentild dupd sex, varsta, talie

Macrohematurie 14 66,67+3,82
Mictiuni rare 12 57,14+3,55
Cefalee 10 47,62+3,25
Dureri lombare 6 28,57+2,53
Leziune renala acuta 2 9,52+1,47

Debutul bolii a fost dominat de prezenta edemelor in regiunea fetei, abdomenului,
gambelor, a hipertensiunii arteriale, urind de culoarea ,spalaturii de carne”, voma, cefalee,
oligoanurie, dureri in abdomen. Astfel edemele s-au atestat in 21 (100,0+4,65%) cazuri avand
localizare in regiunea fetei, abdomenului si gambelor, HTA — 16 (76,19+4,08 %), urina de culoare

»spalaturi de carne” — 14 (66,67+3,82%) cazuri, mictiuni rare s-au constatat in 12 (57,14+3,55 %)
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cazuri, cefalee — 10 (47,62+3,25%), dureri in regiunea lombara — 6 (28,57+2,53 %). La 2 pacienti
(9,5241,47 % cazuri) in debutul maladiei s-a atestat tabloul clinic al LRA. (tabelul 3.11).

Probele biologice ale sangelui atestd cresterea creatininei serice pana la 0,104+0,009
mmol/l, a ureei sangvine pana la 10,15+1,25 mmol/l, proteina totala a constituit 68,6+1,36 g/1,
albumina serica 42,40+3,45%, a-globulina 15,10+1,40%, y-globulina 4,15+2,43%. Astfel, p-
lipoproteidele au constituit 49,30+3,37 u.c. Conform studiului nostru, RFG a fost <90 ml/min/1,73

m? in 13,5 % cazuri.

Tabelul 3.12. Modificarile sedimentului urinar la copiii cu GNA sindrom nefritic

cu retentia ureei

Parametrii studiati Numarul de cazuri X +ES
Eritrocite 10-45 c/v 7 33,3+10,3
Eritrocite 45-100 c/v 8 38,1+10,6
Eritrocite >100c/v 6 28,6+5,9
Leucocite 10-45 c/v 9 42.9+10,8
Leucocite 45-100 c/v 3 14,3+7,6

Proba Neciporenko
Eritrocite <10x10%/1 8 38,1+4,3
10-45 x10°/1 8 38,1+4.3
>100 x10/I 5 23,843,6

Conform altor studii recente, nivelul ureei sangvine a fost crescut in 70,2% cazuri, cu
reducerea clearance-ului creatininei <90 ml/ min/ 1,73 m? in 81, 5% cazuri [278]. S-a semnalat
cresterea valorilor ASLO pana la 434,8+81,16 u/l, si ASG pana la 643,6+173 u/l, comparativ cu
valorile normale.

Hemoleucograma a evidentiat cresterea VSH pana la 24,1+2,46 mm/ord, reducerea Hb
pani la 107,9+3,96 g/l, eritrocitele — 3,48+0,12x10'%/1, leucocitele — 9,03+0,64x10%1. In tabelul
3.12 sunt redate rezultatele modificarilor sedimentului urinar la copiii cu GNA sindrom nefritic
cu retentia ureei.

Analiza sumarului urinei atesta proteinurie pana la 0,7+0,17 g/1. Proteina in urina timp de
24 h a constituit 0,8+0,15 g/l. In analiza sedimentului urinar s-a semnalat hematurie pana la 10-
45x10%/1 in 33,3+10,3% cazuri; hematurie 45-100x10%/1 in 38,1+10,6% cazuri; macrohematurie
>100x10%1 1in 28,6+5,9% cazuri. A fost prezenti leucocituria cu valori de 10-45 c/v in
42,9+10,8% cazuri; leucociturie 45-100 c/v — 14,3+7,6% cazuri.
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Debutul maladiei la copiii cu GNA sindrom nefrotic a avut loc la 2-3 saptamani dupa
suportarea unui epizod IRVA la 57 (71,3+£5,1%) pacienti; dupd o angina la 11 (13,8+3,9%)
pacienti; dupa pneumonie — 11 (13,8+3,4%) pacienti; dupa streptodermie —1 pacient (1,2+0,2%

cazuri).
Tabelul 3.13. Maladiile suportate de copiii cu GNA sindrom nefrotic in debut
Maladiile suportate Numarul de cazuri X £ES%
IRVA 57 71,2451
Angina 11 13,8+3,9
Pneumonie 11 13,8434
Streptodermie 1 1,2+0,2

Manifestarile clinice la copiii cu SN atestate in perioada debutului maladiei au fost
determinate de edeme generalizate, pand la anasarcd, oligoanurie, sindrom algic abdominal si

dureri in regiunea lombara (tabelul 3.14).

Tabelul 3.14. Manifestarile clinice la copiii cu glomerulonefrita acuta sindrom nefrotic
in perioada manifestarilor clinice

Simptome clinice Numarul de cazuri X +ES %
Anasarca 48 60,0+9,65
Edeme 32 40,0+£7,9
Mictiuni rare 39 48,75+8,7
Cefalee 18 22,5+5,92
Macrohematurie 11 13,75+4,63
Voma 12 15,0+4,84
Sindrom algic abdominal 7 8,75+3,7
Dureri lombare 8 10,0+3,95
Leziune renala acuta 4 5,0+1,8
Dispnee 3 3,75+1,42

Astfel, anasarca a fost inregistrata in 48 (60,0+9,65%) cazuri, edemele au fost prezente in
32 (40,0+7,9 %) cazuri, mictiuni rare — 39 (48,75+8,7%), cefalee — 18 (22,5+5,92%), voma — 12
(15,0+4,84%), macrohematuric — 11 (13,75+4,63%) cazuri, sindrom algic abdominal — 7
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(8,7543,7%) cazuri, dureri in regiunea lombara — 8 (10,0+£3,95%) cazuri, LRA — 4 (5,0+1,8%)
cazuri, dispnee — 3 (3,75+1,42%) cazuri (tabelul 3.14).

Unul din factorii fundamentali i1n mecanismul formarii edemelor in SN este scaderea
presiunii oncotice determinata de hipoalbuminemie. Scaderea albuminelor determina diminuarea
presiunii oncotice, cu trecerea lichidelor in spatiile interstitiale, urmata de edeme si hipovolemie.
Hipovolemia determind secretia de renina, angiotensind, aldosteron si, ulterior de hormonul
antidiuretic (ADH), cu aparitia edemelor [54].

Astfel, in producerea edemelor sunt implicate: pierderea barierei anionice a membranei
bazale care este responsabild de proteinurie; anomalia tubulara asociatd si localizata la nivelul
tubului colector, care este responsabila de retentia hidro-sodica; hipoproteinemia si cresterea
compliantei spatiului interstitial, favorizdnd acumularea in exces a lichidelor, protejeaza
organismul de o supraincarcare a spatiului intravascular [120].

Copiii cu SN au prezentat recidive frecvente in 10% cazuri, recidive rare in 16,2% cazuri,
iar 73,8% din cazuri nu au prezentat recidive ale SN, comparativ cu GNC forma nefrotica, la care
96,4% au prezentat recidive pe parcursul bolii (64,3% recidive rare si 32,1% recidive frecvente).

Tabelul 3.15. Frecventa recidivelor la copiii cu SN

Numarul de SN SNSS SNSD SNSR
recidive (n=80) (n=49) (n=15) (n=16)
Recidive pana 2,21+0,21 2,0+0,41 1,92+0,27 2,6+0,22
la 6 luni
Recidive dupa 6 1,6+0,20 1,17+0,47 1,50+0,17 2,3+0,14
luni

Noti: SN — sindrom nefrotic, SNSS — sindrom nefrotic steroid sensibil, SNSD — sindrom
nefrotic steroid dependent, SNSR — sindrom nefrotic steroid rezistent.
Rezultatele analizei biochimice a sangelul la pacientii cu SN sunt reflectate in tabelul 3.16.

Din datele prezentate observam ca nivelul proteinelor serice totale, albuminei, colesterolului,
lipidelor totale, B-lipoproteidelor, proteinuriei au fost mai exprimate In SNSR, comparativ cu
SNSS, date similare cu rezultatele altor studii efectuate [314].

Estimarea markerilor biochimici ai sdngelui a evidentiat hipoproteinemie in toate subloturile

de pacienti cu SN (tabelul 3.16).
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Tabelul 3.16. Analiza biochimica a sangelui la pacientii cu SN in debut

Parametrii biochimici SN SNSS SNSD SNSR
(n=80) (n=49) (n=15) (n=16)

Proteina totala, g/l 52,9+0,91 53,3+1,27 53,47+1,99 51,13+1,49
Albumina,% 34,03+2,83 35,72+3,56 28,95+0,35 20,76+2,63
a-globulina,% 25,10+3,94 25,46+4,81
v-globulina,% 12,37+1,88 10,72+1,12
Ureea, mmol/I 6,2+0,53 6,84+0,80 4,94+0,71 5,12+0,48
Creatinind, mmol/I 0,060+0,04 0,064+0,006 0,050+0,004 | 0,054+0,037
Lipide totale, g/l 9,534+0,98 9,20+1,13 11,15+1,85 12,56+1,49
Colesterol total, mmol/I 8,48+0,35 7,43+£0,34 9,56+0,62 10,05+0,95
B-lipoproteide, u.c. 99,44+2,75 95,07+3,64 105,15+3,98 | 107,23+6,88
Protrombina, % 92,54+0,93 92,95+1,096 91,29+2,94 92,50+1,71
Fibrinogen, g/l 5,38+0,53 4,59+0,38 6,29+1,40 6,69+1,88

Nota: SN — sindrom nefrotic, SNSS — sindrom nefrotic steroid sensibil, SNSD — sindrom
nefrotic steroid dependent, SNSR— sindrom nefrotic steroid rezistent.

Astfel, in sindromul nefrotic SS s-a semnalat hipoproteinemie pana la 53,3+1,27 g/l si s-
au atestat corelatii indirecte intre nivelul proteinei totale si fibrinogen (rxy= - 0,551, p<0,01); intre
nivelul proteinei totale si B-lipoproteide (rxy= - 0,339, p<0,05); intre nivelul proteinei totale si
proteina in urina timp de 24 h (rxy= - 0,373, p<0,05).

Datele tabelului 3.16 demonstreaza ca in sindromul nefrotic SD proteina totala a constituit
53,47+1,99 g/, pe cand in sindromul nefrotic SR — 51,13+1,49 g/1, totodata, atestandu-se corelatii
indirecte intre nivelul proteinei totale si colesterol (rxy= - 0,550, p<0,001); intre nivelul proteinei
totale si trigliceride (r«y=-0,635, p<0,001).

Studii recente demonstreaza ca indicii redusi de proteind totald si albumina serica in
sindromul nefrotic SR se pot datora proteinuriei indelungate din cauza bolii sau a tratmentului
tardiv. Conform altor studii nivelul creatininei serice este majorat in sindromul nefrotic SR,
sindromul nefrotic frecvent recidivant si sindromul nefrotic SD[279].

Hiperlipidemia este o caracteristicd importantd a SNI la copii, fiind de obicei observatd in

timpul fazei active a bolii si dispare cu rezolutia proteinuriei [221].ce
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Figura 3.2. Corelatii intre nivelul proteinei totale si trigliceride la copiii cu SNSS
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Figura 3.3. Corelatii intre nivelul proteinei totale si colesterol la copiii cu SNSS

Aceste date sunt in concordantd cu rezultatele altor studii [221]. Conform cercetarilor
efectuate de R.Roy nu au fost observate diferente semnificative la evaluarea modificarilor
parametrior biochimici (ureea, creatinina serica, proteine totale, albumina, colesterol) intre diferite
subgrupuri, iar lipsa raspunsului la tratament a fost asociata cu varsta mai mare de 8 ani in debutul
SN, cu sexul masculin, hipertensiunea arteriala, hematuria microscopica si prezenta leziunilor

nonminimale la examenul histopatologic [279].
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Persistenta si severitatea modificarilor lipidelor in ser conduce la un risc crescut de
ateroscleroza si dezvoltarea injuriei renale progresive. Nivelul colesterolului seric foarte ridicat si
hemoglobina scazuta, de obicei, sunt determinate de leziuni nonminimale in SN [279].

Rezultatele studiului nostru au demonstrat modificari pronuntate ale indicilor
metabolismului lipidic in toate subgrupurile de pacienti. Astfel, lipidele totale in sindromul
nefrotic SS au crescut pana la 9,20+1,13% g/, pana la 11,15+1,85 g/l in sindromul nefrotic SD si
pana la 12,56+1,49g/l in sindromul nefrotic SR. Referitor la colesterolul total, s-a semnalat o
crestere de pana la 7,43+0,34 mmol/1 in sindromul nefrotic SS, fiind prezente corelatii directe intre
nivelul colesterolului total si B-lipoproteide (r=0,518, p<0,01), in sindromul nefrotic SD pana la
9,56+0,62 mmol/l si o crestere de pana la 10,05+0,95 mmol/l in sindromul nefrotic SR, notandu-
se corelatii puternice directe intre nivelul colesterolului total si trigliceride (rxy=0,764, p<0,001).
Astfel in prezentul studiu s-a semnalat cresterea semnificativa a colesterolului total, lipidelor
totale, in comparatie cu valorile normative, ceea ce este in concordanta cu rezultatele altor studii
[107, 186, 314].

Merouani A. si coautorii au relatat ca hiperlipidemia in timpul fazei active a SN s-a
normalizat odata cu rezolutia proteinuriei si a fost persistentd, anormal in timpul recidivei SN la
copii [221].

Conform datelor altor studii, copiii cu SN frecvent recidivant au perioade mai mari de
hipercolesterolemie. Prin urmare, colesterolul seric poate fi considerat un predictor al recidivei la
copiii cu SN [204]. In studiul nostru, s-a stabilit o corelatie semnificativa intre albumina si
colesterolul seric, fapt mentionat si de alti autori [204]. De asemenea, conform rezultatelor altor
studii, s-a constatat o corelatie semnificativa intre nivelul colesterolului si albuminei serice ceea
ce se datoreaza sintezei lipoproteinei hepatice care este stimulata ca raspuns al hipoalbuminemiei,
presiunii oncotice scazute si pierderii de albumina urinara [314].

Rezultatele studiului nostru au atestat hiperfibrinogenemie cu valori de pana la 6,29+1,40
g/l in sindromul nefrotic SD si 6,69+1,88 g/l in sindromul nefrotic SR, comparativ cu valorile
normative, ceea ce denota prezenta unui sindrom inflamator nespecific. Hipercoagulabilitatea
crescuta este determinatd de pierderea urinara a proteinelor anticoagulante, cum ar fi antitrombina
11T si plasminogenul, odata cu cresterea simultand a factorilor de coagulare, in special a factorilor
I, VII, VIII si X. In sindromul nefrotic SS s-au semnalat corelatii directe puternice intre nivelul

ureei si creatininei serice (rxy=0,841, p<0,001).
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Figura 3.4. Corelatii intre nivelul creatininei serice si ureea la copiii cu SNSS

De asemenea, s-au notat corelatii intre nivelul creatininei serice si B-lipoproteide (rxy=-
0,344, p<0,05); intre nivelul creatininei serice si eritrocite 1n urina (rxy=0,451, p<0,05).

In tabelul 3.17 sunt redate datele hemoleucogramei la copiii cu SN.

Astfel, in sindromul nefrotic SS s-a semnalat cresterea VSH sangelui pana la 38,46+2,83
mm/ord, in sindromul nefrotic SD - pana la 42,834+4,68 mm/ord si pana la 35,53+2,59 mm/ora in
sindromul nefrotic SR. In plus, la copiii cu sindromul nefrotic SD s-a inregistrat o leucocitozi pana
la 13,30+2,99.

Aceste date biologice indica prezenta unui sindrom inflamator nespecific.

Tabelul 3.17. Hemoleucograma la copiii cu SN

Parametrii studiati SN SNSS SNSD SNSR
(n=80) (n=49) (n=15) (n=16)
Hb, g/l 123,1 +2,40 121,2043,11 129,54+5,88 123,5444,55
Eritrocite x10%/I 3,87+0,72 3,84+0,099 4,7+0,15 3,87+0,13
Leucocite x10%1 9,3+0,65 8,23+0,37 13,30+2,99 9,03+1,02
VSH, mm/ora 38,6+1,96 38,46+2.83 42,83+4,68 35,53+2.,59

Analiza sumarului urinei a evidentiat proteinurie pana la 4,65+0,6 g/l in sindromul nefrotic

SS, pana la 6,10£2,09 g/1 in sindromul nefrotic SD si pana la 7,15+0,09 g/l in sindromul nefrotic
SR.
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Tabelul 3.18. Sumarul urinei la copiii cu SN

Parametrii studiati SN SNSS SNSD SNSR
(n=80) (n=49) (n=15) (n=16)
Proteina in sumarul 5,5+0,66 4,65+0,6 6,10+2,09 7,15+0,09
urinei, g/l
Eritrocite, c/v 36,4+5,78 32,63+4,77 18,0+1,4 57,83+7,38
Leucocite, c/v 16,8+2,49 16,33+2,41 16,0+£8,42 18,63+6,31
Proteina in urina timp 4,0+0,54 3,79+0,66 4,28+2.09 4,55+0,99
24 h, g/l

Nota: SN — sindrom nefrotic, SNSS — sindrom nefrotic steroid sensibil, SNSD — sindrom
nefrotic steroid dependent, SNSR — sindrom nefrotic steroid rezistent.

In sindromul nefrotic SS s-au semnalat corelatii intre proteina din urini si nivelul proteinei
totale din serul sangvin (rxy=0,31, p<0,05); intre proteina din urina si trigliceride (rxy=-0,433,
p<0,001); intre proteina din urina si endotelind - 1 (rxy=0,529, p<0,001); intre proteina din urina si
v-GTP (rxy=0,621, p<0,001); intre proteina din urina si PPOA (rxy=0,432,p<0,001); intre proteina
din urina si NAG-p (rxy=0,38, p<0,01), iar in sindromul nefrotic SR s-au semnalat corelatii directe
intre proteina din urina si nivelul proteinei totale din serul sangvin (rxy=0,267, p<0,05); intre
proteina din urina si y-GTP ( rxy=0,318, p<0,01); intre proteina din urind si PPOA (rxy=0,440,
p<0,001); intre proteina din urina si NAG- (rxy=0,374, p<0,01); intre proteina din urina si CTGF
(rxy=0,301, p<0,05).

Ecografia renald efectuata la pacientii cu SN evidentiaza rinichi mariti in dimensiuni cu
largirea zonei parenchimatoase, hiperechogenitate sporita, prezenta lichidului liber in cavitatea

abdominala in 90 % cazuri.

3.2. Aprecierea statutului clinic si ale parametrilor paraclinici la copiii cu glomerulonefrita
cronica

In tabelul 3.19 sunt prezentate datele despre maladiile suportate in GNC forma nefrotica.

Tabelul 3.19. Maladiile suportate la copiii cu GNC forma nefrotica

Maladiile suportate Numarul de cazuri X +ES %
IRVA 24 85,8+6,6
Angina 2 7,1£1,9
Pneumonie 2 7,1+1,9
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Astfel, in grupul GNC forma nefrotica debutul maladiei a survenit la 2-3 saptamani dupa
suportarea unei IRVA la 24 (85,8+6,6 %) pacienti; dupa angina la 2 (7,1+1,9 %) pacienti; dupa
pneumonie la 2 (7,1+1,9 %) pacienti.

Manifestarile clinice au fost determinate de edeme generalizate in regiunea fetei,
abdomenului, gambelor in 21(75,0+3,05%) cazuri, anasarcd — 7 (25,0+1,78 %) cazuri, mictiuni
rare — 10 (35,71+2,12 %) cazuri, sindrom algic abdominal — 3 (10,71+1,17%) cazuri, dureri in

regiunea lombara — 1 (3,57+0,67%) cazuri.
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Figura 3.5. Curba ROC pentru varsta, HTA, durata bolii in GNC

pacientului in debutul bolii, durata bolii, HTA in GNC pentru stabilirea diagnosticului. Din figura
3.5 observam ci pentru varsta AUC=0,289 (95% II: 0,103-0,475), pentru durata bolii AUC=0,635
(95% I1: 0,434-0,836), pentru hipertensiunea arteriala AUC=0,627 (95% Ii: 0,386-0,868).

In tabelul 3.20 sunt reflectate rezultatele analizei biochimice a singelui la pacientii cu GNC
forma nefrotica.

Probele biologice ale sangelui atesta hipoproteinemie pana la 52,7+1,95g/l, majorarea
indicilor metabolismului lipidic (lipide totale — 8,39+1,11g/1, colesterolul — 8,11+0,8 i mmol/l, B-
lipoproteidele — 87,0+6,82 u.c).
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Tabelul 3.20. Analiza biochimica a sangelui la copiii cu GNC forma nefrotica

Parametrii biochimici X + ES
Proteina totala, g/l 52,7£1,95
Albumina, % 46,40+4,60
v-globuline,% 11,28+1,12
Ureea, mmol/I 4,75+0,37
Creatinina, mmol/l 0,060+0,004
Lipide totale, g/l 8,39+1,11
Colesterol, mmol/I 8,11+0,81
B-lipoproteide, u.c. 87,0+6,82

Hemoleucograma a evidentiat cresterea VSH a sangelui pana la 35,8+3,25 mm/ora, Hb a

constituit — 128,0+3,13 g/l, eritrocitele — 4,07+0,10x10*%/1, leucocitele — 8,54-0,74x10%1.

Tabelul 3.21. Hemoleucograma la copiii cu GNC forma nefrotica

Parametrii studiati X + ES%
Hb, g/l 128,0+3,13
Eritrocite x10%%/1 4,07+0,10
Leucocite x10%1 8,54+0,74
VSH, mm/ora 35,8+3,25

Analiza sumarului urinei a relevat proteinurie cu valori de 4,2-20,6 g/1, ceea ce constituie in medie
—4,26+0,89 g/l, proteina in urind timp de 24 h a variat de la 3,9-30,6 g/1 (3,9+1,21 g/).
La copiii cu GNC forma nefrotica s-a inregistrat prezenta in urina a 13,0+4,02 de eritrocite si a

12,5+1,71 de leucocite 1n c/v.

Tabelul 3.22. Analiza sumarului urinei la copiii cu GNC forma nefrotica

Parametrii studiati X + ES%
Proteina in sumarul urinei, g/1 4,26+0,89
Eritrocite, c/v 13,0+4,02
Leucocite, c/v 12,5+1,71

Din figura 3.6 observim ci pentru prezenta eritrocitelor in urini AUC=0,601 (95% Ii:
0,372-0,830).
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Figura 3.6. Curba ROC pentru sumarul urinei in GNC

In lotul pacientilor cu GNC forma mixti acutizarea maladiei a fost precedati de
suportarea unei IRVA la 15 (60,0+£9,8 %) cazuri; unui epizod de pneumonie — 5(20,0+£8,0 %)
pacienti; bronsgita — 3 (12,0+£0,81%) pacienti; angind — 1 (4,0+£1,9%) cazuri; streptodermie —
1(4,0+1,9%) cazuri.

Tabelul 3.23. Maladiile suportate de copiii cu GNC forma mixta

Maladiile suportate Numarul de X +ES %
cazuri
IRVA 15 60,0+9,8
Pneumonie 5 20,0+8,0
Bronsita 3 12,0+0,81
Angina 1 4,0+1,9
Streptodermie 1 4,0+1,9

Datele tabelului 3.24 reflecta manifestarile clinice la copiii cu GNC forma mixta in
perioada de acutizare.

Manifectarile clinice a fost dominate de edeme — 16 (64,0+3,16%) cazuri, anasarca — 9
(36,0+£2,38 %), HTA — 20 (80,0+3,52 %), mictiuni rare — 10 (40,0+£2,51 %), macrohematurie — 5
(20,0+1,78%), cefalee — 5 (20,0+1,78%), dispnee — 4 (16,0+1,59 %), sindrom algic abdominal —
7 (28,0£2,10%), voma — 2 (8,0+1,13 %), LRA — 2 (8,0+1,13%) cazuri.
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Tabelul 3.24. Manifestarile clinice la copii cu glomerulonefrita cronica forma mixta

in perioada de acutizare

Simptome clinice Numarul de cazuri X £ES %
Edeme 16 64,0+3,16
HTA 20 80,0+3,52
Anasarca 9 36,0+2,38
Mictiuni rare 10 40,0+2,51
Macrohematurie 5 20,0+1,78
Cefalee 5 20,0+1,78
Sindrom algic abdominal 7 28,0+2,10
Dispnee 4 16,0+1,59
Voma 2 8,0+1,13
Leziune renala acuta 2 8,0+1,13

Datele tabelului 3.25 reflecta rezultatele analizei biochimice a sangelui la pacientii cu GNC

forma mixtd. Analiza biochimica a sangelui a evidentiat hipoproteinemie pana la 52,6+2,23 g/l,

ureea sericd fiind 8,0+1,38 mmol/l, creatinina sericd pand la — 0,052+0,21 mmol/l, cresterea

indicilor metabolismului lipidic (colesterolul — 9,09+0,78 mmol/l, B-lipoproteidele — 93,2+5,07

u.c).

Tabelul 3.25. Analiza biochimica a sangelui la copiii cu GNC forma mixta

Parametrii biochimici

X+ ES
Proteina totala, g/l 52,6+2,23
Albumina, % 40,73+4,90
a2globuline, % 17,3+£2,95
B-globuline, % 13,4+2,37
y-globuline, % 19,20+4,17
Ureea, mmol/I 8,0+1,38
Creatinina, mmol/l 0,052+0,46
Colesterol, mmol/I 9,09+0,78
B-lipoproteide, u.c. 93,2+5,07
Protrombina, % 92,5+1,65
Fibrinogen, g/l 4,15+0,47

In hemoleucogramai s-a semnalat cresterea VSH pana la 37,2+3,38 mm/ora. Astfel, Hb a

sangelui a constituit 110,92+5,48 g/l, eritrocitele sangelui — 3,40+0,16x10'%/1, leucocitele —

7,77+0,48x10° g/l.
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Tabelul 3.26. Hemoleucograma la copiii cu GNC forma mixta

Parametrii studiati X + ES%
Hb, g/l 110,6%5,48
Eritrocite x10%%/1 3,40+0,16
Leucocite x10%/1 7,77+0,48
VSH, mm/ora 37,2+3,38

Analiza sumarului urinei a semnalat proteinurie de la 2,4 g/l pana la 20,7 g/l, ceea ce
constituie in medie 5,98+1,48 g/1. Proteina in urina timp de 24 h a variat de la 1,1g/l pana la 15,6
g/l (4,40+0,77 g/1). Sumarul urinei a indicat prezenta hematuriei in 92,1 % cazuri si leucociturie

in 14,8 % cazuri.

3.3. Factorii de risc in dezvoltarea injuriei renale la copiii cu glomerulonefrita

Importanta diagnosticului in GN a fost definitorie pentru stabilirea strategiei terapeutice de
lungd durata si a programului terapeutic. Masurile specifice constau din: ,,dieta renald”, terapie cu
diuretice, antihipertensive, antiagregante, anticoagulante, antibacteriale.
Tratamentul simptomatic a inclus:Terapie cu diuretice — furosemid 1-2 mg/kg/24 h, la necesitate
— 3-5 mg/kg/24 h; spironolacton — 1-3 mg/kg/24 h in 2-3 prize. In cazul edemelor masive,
tratamentul diuretic a fost dublat, cu scopul cresterii presiunii oncotice eficace, amplificand astfel
eficienta diureticelor prin administrarea sol. Albumini 20-25% in doza 0,5-1g/kg (pana la 5
ml/kg), cu administrarea furosemidului i/v 1-2 mg/kg la finalul infuziei.

Terapia cu antihipertensive: inhibitorii enzimei de conversie a angiotensinei (IECA) care a
inclus enalapril — 0,15-0,5 mg/kg/24 h, in 1-2 prize; captopril — 0,3-5,0 mg/kg/24 h, in 1-2 prize.
In caz de ineficientd, a fost posibild combinarea IECA sau a blocantii receptorilor angiotensinei Il
(BRA) cu blocantii canalelor de calciu: nifedipine — 0,25-2,0 mg/kg/24 h, sublingual, in 2 prize.

Anticoagulantele si antiagregantele au fost indicate in cazul hipoalbuminemiei pronuntate (<20-
15 g/l), cresterea nivelului trombocitelor (>400 x 10%1) si fibrinogenului (>6 g/l). in calitate de
antiagregante a fost administrat dipiridamolul — 3-5 mg/kg/zi, in 3 prize; heparina — in doza de 200-
250 un/kg/zi, In 4 prize sub controlul coagulogramei.

In dependenti de varianta clinico-histologici au fost administrate urmitoarele scheme de
tratament.
Tratamentul SNSM a episodului initial:

Conform (KDIGO, 2012) tratamentul episodului initial al SN a inclus administrarea
prednisolonului in doza 2mg/kg/24h timp 4-6 saptamani, apoi 1,5 mg intr-o singura priza pe
parcursul a 2-5 luni, cu scaderea treptata a dozei.
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Tratamentul recidivelor rare ale SNSS

Recidivele rare ale SNSS la copii s-au tratat cu prednisolon in doza 2mg/kg (maxim 60
mg/24h) doza unica zilnica pana cand copilul a obtinut remisiune completa pentru cel putin
3 zile.

Dupi obtinerea remisiunii a fost administrat prednisolon, in doza (40 mg/m? sau 1,5
mg/kg, maxim 40 mg/48h) intr-o singurd priza in zile alternante, timp de cel putin 4
saptamani.

Tratamentul SN frecvent recidivant i SD SNSS
Recaderile la copiii cu recidive frecvente (FR) sau steroidodependenta (SD) ale SNSS s-
au tratat cu prednisolon zilnic pana cand copilul a obtinut remisiune pentru cel putin 3 zile,
urmate de cura de prednisolon in zile alternante cel putin 3 luni.

La copii cu SD SNSS, tratamentul cu prednisolon in zile alternante ineficient a fost
substituit cu terapia zilnicd cu prednisolon in doze minimale cu scopul mentinerii
remisiunii fara efecte adverse majore.

Indicatii pentru terapia cu citostatice:
recidive frecvente fara semne de dependenta steroida si complicatii;
recidive frecvente fara semne de dependenta steroida, dar cu semne de toxicitate steroida;
sindrom nefrotic SR

Au fost administrate urmatoarele imunosupresoare:

Ciclofosfamid 2,0 mg/kg/24h (doza maxima cumulativa 168 mg/kg) timp de 8-12 saptamani.
Clorambucil 0,1-0,2 mg/kg/24h per 0s (doza maxima cumulativa 11,2 mg/kg) timp de 8-12

saptamani.

Ciclosporin A 3-5 mg/kg/24 h timp de 6- 12 luni in asociere cu prednisolon 1 mg/kg/48h.

Programul terapeutic utilizat a contribuit la aceea cd 75,5 % pacienti cu SNSS au prezentat

remisiune completa la ultima supraveghere, comparativ cu 43,8 % in SNSR (tabelul 3.27). La

pacientii cu SNSS boala a evoluat spre cronicizare in 24,5 % cazuri, iar la cei din grupul cu SNSR

rata de cronicizare a fost de 3 ori mai inalta — 75,5 % cazuri.

In urma tratamentului cu steroizi si imunosupresoare pacientii cu GNC forma nefrotica au

prezentat remisiune completa in 89,3 % cazuri, pe cand cei cu forma mixta — in numai 40% cazuri.

Un numdr de 32% pacienti cu GNC forma mixta nu au raspuns la tratamentul cu steroizi si

imunosupresoare din cauza multirezistentei la aceste preparate.

Totodata, la 28,1 % pacienti boala a evoluat in BRC, iar in 21,9 % cazuri s-a efectuat

hemodializa cronica.
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Tabelul 3.27. Starea pacientilor la ultima supraveghere

Variabile studiate SNSS SNSR GNC forma | GNC forma
(n=49) (n=16) nefrotica mixta
(n=28) (n=25)
Remisiune completa 37(75,5%) 7(43,8%) 25(89,3%) 10(40%)
Remisiune partiala 12(24,5%) 3(18,8%) 1(3,6%) 7(28%)
Fara efect 3(18,8 %) 1(3,6%) 8(32%)
BRC gr.11-1V 2(12,5%) 1(3,6%) 3(12%)
BRC gr.V 1(6,25%) 3(12%)
Trecere in forma cronica 12(24,5 %) 12(75,5%)
Dializa 1 (6,25 %) 1(3,6%) 3(12%)
Deces 2 (12,5%)

A fost apreciata specificitatea si sensibilitatea pentru sindromul nefrotic SR, calculate variabilele
pentru lipsa remisiunii, lipsa eficacitatii la tratamentul efectuat, rezultatul biopsiei renale in

stabilirea diagnosticului.
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Figura 3.7. Curba ROC pentru sindrom nefrotic SR, lipsa remisiunii, lipsa eficacitatii
la tratamentul efectuat, rezultatul biopsiei renale in GNC

Astfel, pentru sindromul nefrotic SR (AUC=0,634 (95% II: 0,405-0,863), lipsa remisiei
AUC=0,880 (95% Ii: 0,788-0,973), lipsa eficacitatii la tratamentul efectuat, AUC=0,682 (95% I1:
0,435-0,928), rezultatul biopsiei renale AUC=0,539 (95% II: 0,298-0,780), exprimate grafic prin
curba ROC (figura 3.7).

A fost calculat riscul de dezvoltare a cronicizarii prin regresia logistica (tabelul 3.28).
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Tabelul 3.28. Regresia logistica pentru riscul dezvoltarii cronicizarii la pacientii cu GNA

Variabile studiate Coeficientul, +ES Criteriul Wald (x2) p
(B)
Varsta <6 ani 3,146 1,452 4,692 0,030
Sexul 0,225 0,814 0,077 0,782
Colesterol -1,270 0,827 2,357 0,125
Eritrocite in urina -,343 0,835 0,169 0,681
Proteina in urina -0,349 0,780 0,200 0,655
Rezistenta la steroizi 2,474 1,088 5,169 0,023
Lipsa remisiunii -21,521 40192,970 0,000 1,000
IR in debut 45,483 43653,790 0,000 0,999
Constanta -3,909 1,483 6,948 0,008

Astfel, la interactiunea diferitor factori, in studiul nostru, doar doi factori influenteaza

direct dezvoltarea cronicizarii — varsta pana la 6 ani si rezistenta la tratamentul cu steroizi. Regresia

logisticd se poate utiliza si pentru prognozarea dezvoltarii unui fenomen.

Rezultatul analizei regresiei logistice este calcularea coeficientilor by, ba... din ecuatia:
y=bo+b1X1+b2Xo+...+biXi, unde Xi...Xi— variabile de prognostic independente.

Valoarea y din ecuatia regresiei este logaritmul natural al raportului sanselor pentru

evenimentul studiat.

Probabilitatea evenimentului pentru fiecare subiect al studiului poate fi calculatd prin

y
formula; P =

1+e’’

In cazul prezentei tuturor variabilelor de prognostic pozitive obtinem urmatoarea ecuatie:

unde e — constanta matematica = 2,72.

Y =-4,349 + (3,910 x 1) + (3,317 x 1) = 2,878

2 722,878

= W = 0,947

Astfel, probabilitatea trecerii GNA in GNC in studiul nostru este egala cu 0,947 sau 94,7%.
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Figura 3.9. Curba Kaplan-Meier a estimarii proportiei copiilor cu sindrom nefrotic SR
care au prezentat cronicizare

Tabelul 3.29. Analiza discriminanta a copiilor cu SN care au dezvoltat BRC

Variabilele Coeficientul de Coeficientul de
corelatie canonica, p corelatie canonica, p

SNSS SNSR
Hematurie 0,396 0,000 0,598 0,000
Hipertensiune 0,377 0,000 0,000
arteriala 0,590
Varianta histologica 0,206 0,001 0,545 0,003
Varsta 0,164 0,008 0,518 0,005
Rezistenta la
imunosupresoare 0,129 0,009 0,355 0,031
Sexul 0,119 0,029 0,275 0,04
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Analiza discriminanta a copiilor cu sindrom nefrotic SS a demonstrat ca cel mai mare aport
in dezvoltarea BRC a revenit hematuriei (coeficientul de corelatie canonica K= 0,396, p<0,001)
si hipertensiunii arteriale (K= 0,377, p<0,001), pe cand in sindromul nefrotic SR a fost determinat
de hematurie (coeficientul de corelatie canonica K=0,598, p<0,001, hipertensiune arteriala —

(K=0,590, p<0,001), varianta histologica — (K=0,545, p<0,003).

3.4. Concluzii la capitolul 3

1. Estimarea comparativa a manifestarilor clinice la pacientii cu GN a evidentiat semne
clinice in dependenta de varianta clinica. Manifestérile clinice ale GNA au fost dominate de infectia
streptococica in antecedente, debutul cu oligurie, edeme de diferit grad localizate pe fata, abdomen,
gambe, hipertensiune arteriald, macrohematurie, voma. SN in perioada de debut a fost dominat de
edeme generalizate, anasarca, iar in forma mixtd a GNC s-a atestat prezenta SN in asociere cu
hipertensiunea arteriala si hematurie de diferit grad.

2. Datele paraclinice care au confirmat GNA sindrom nefritic au fost dominate de semnele
biologice sugestive: sindromul urinar de tip nefritic (oligurie, hematurie, proteinurie) sau
sindromul de retentie azotata (ureea, creatinind cu valori serice crescute, RFG < 90 ml/min/1,73
m?), asociate cu valori scizute ale complementului seric si titrul ASLO crescut. SN a fost
determinat de hipoproteinemie, cresterea indicilor metabolismului lipidic, proteinurie >3,5g/I.

3. In sindromul nefrotic SS, s-au semnalat corelatii directe intre nivelul colesterolului total
si B-lipoproteide (r«=0,518, p<0,01), intre nivelul ureei si creatininei serice (rxy=0,841, p<0,001),
pe cand in sindromul nefrotic SR s-au atestat corelatii puternice intre nivelul proteinei totale si
colesterol (r«y=-0,550, p<0,001); intre nivelul proteinei totale si trigliceride (rxy=-0,635, p<0,001),
intre nivelul colesterolului total si trigliceride (rxy=0,764, p<0,001).

4. Conform datelor studiului 75,5 % pacienti cu SNSS au prezentat remisiune complet la
ultima supraveghere, comparativ cu 43,8 % in SNSR. Pacientii cu SNSS au evoluat spre
cronicizare in 24,5 % cazuri, comparativ cu cei cu SNSR la care boala s-a cronicizat in 75,5 %
cazuri. La 28,1% s-a semnalat evolutia bolii spre BRC, iar 21,9% au efectuat hemodializa cronica.

5. Rezultatele studiului dat, denota ca principalii factorii de risc care au influentat direct
dezvoltarea cronicizarii au fost: varsta sub 6 ani si rezistenta la tratamentul cu steroizi. Conform
analizei discriminante s-a stabilit ca la pacientii cu sindrom nefrotic SR cel mai mare aport in
dezvoltarea BRC il are hematuria (coeficientul de corelatie canonica K=0,598, p<0,001),

hipertensiunea arteriala (K=0,590, p<0,001) si varianta histologica (K=0,545, p<0,003).
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4. PARTICULARITATILE MODIFICARILOR MOLECULELOR DE
SEMNALIZARE CELULARA SI ALE PROCESELOR DE OXIDARE CU
RADICALI LIBERI LA COPIII CUGLOMERULONEFRITA PRIMARA

4.1. Estimarea nivelului moleculelor de

chemokinelor) in urina la copiii cu glomerulonefrita

semnalizare celulara (interleukinelor si

Luand in considerare multiplele informatii de specialitate cu privire la rolul moleculelor
de semnalizare celulard 1n patogenia GN, 1n cadrul studiului actual am evaluat modificarile
concentratiei citokinelor proinflamatorii: interleukina — 1B (IL-1p), interleukina-6 (IL-6),
interleukina-8 (IL-8) si factorul necrozei tumorale o (TNF-a) la diferite etape clinico-evolutive ale
maladiei.

Interleukina-1p este o citokina proinflamatorie care exercita efecte pleiotrope asupra unei
varietati de celule si joacd un rol-cheie in afectiunile inflamatorii si autoimune acute si cronice.

Datele despre nivelul citokinelor proinflamatorii IL-1f si IL-6 in urind la copiii cu

glomerulonefrita sunt redate in tabelul 4.1.

Tabelul 4.1. Nivelul citokinelor urinare la copiii cu glomerulonefrita (pg/mM creatinind)

Grupuri de IL-1P IL-6
studiu
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA sindrom 15,9+5,93 13,8+1,60 19,6+1,04*** 12,8+1,12*
nefritic 139,5 % 121,05%, 206,3% 134,7 %,
p:1>0,05 p1<0,05
GNA SNSS 21,9+1,57*** 15,3+0,84** 28, 7+1,51%** 60,442, 87***
192,1 % 134,2 %, 302,1 % 635,8%,
p1<0,01 p1<0,001
GNA SNSR 31,6£2,94 *** - 39,74+2,20%** -
277,2 %, p2<0,05 417,9%, p»<0,01
GNC forma 23,1+4,73* 18,242,53 46,6+9,99*** 30,34+3,30%**
nefrotica 202,6% 159,6 %, 490,5% 318,9%, p1>0,5
p1>0,05
GNC forma 30,7+3,38*** 12,4+0,64 51,8+8,19*** 24,5+£2, 1 1%**
mixta 269,3 % 108,8 %, 545,3% 257,9%, p1<0,01
p1<0,001
Control 11,4+0,45 9,5+0,41

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. p1— autenticitatea in comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de acutizare;
p2— autenticitatea la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromul nefrotic SR.
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Rezultatele prezentate in tabel sugereaza prezenta modificarilor nivelului IL-1p in urind
mai pronuntate la pacientii cu GNC, comparativ cu cei din grupul cu GNA.

La pacientii cu GNA sindrom nefritic in perioada manifestarilor clinice, nivelul IL-1pB in
urind a crescut de 1,4 ori (pana la 15,9+5,93 pg/mM creatinind), fata de 11,4+0,45 pg/mM
creatinind in grupul de control, normalizdndu-se practic in perioada de remisiune. Totodata, s-au
inregistrat valori medii mai mari ale concentratiei IL-1f in urind la pacientii cu sindrom nefrotic
SR, comparativ cu cei cu sindrom nefrotic SS. Nivelul IL-1B in urina a crescut de 2,8 ori (pana
la 31,6£2,94 pg/mM creatinind) la pacientii cu sindrom nefrotic SR in perioada de debut, pe cand
la cei cu sindrom nefrotic SS a crescut de 1,9 ori (pana la 21,9+1,57 pg/mM creatinind),
comparativ cu valorile de control. in perioada remisiunii, in GNA sindromul nefritic nivelul IL-
1B 1n urind s-a redus si practic a atins valorile de control.

In GNC forma mixta, in perioada acutizarii, nivelul IL-1p in urina s-a majorat de 2,7 ori
(pana la 30,7+3,38 pg/mM creatinind), pe cand in GNC forma nefrotica a crescut de 2,0 ori (pana
la 23,1+4,73 pg/mM creatinind), fatd de 11,4+0,45 pg/mM creatinind in grupul de control.
Totodata, au fost inregistrate corelatii negative puternice intre nivelul IL-1p si IL-6 (rxy =-0,731,
p<0,01); intre nivelul IL-1B si G-S-T( rxy =-0,999, p<0,001). In perioada remisiunii in GNC forma
mixtd nivelul IL-1f in urind a atins nivelul grupului de control, pe cind in GNC forma nefrotica,
nivelul IL-1p aramas crescut.

O alta citokind — IL-6, este unul dintre cei mai importanti mediatori ai fazei acute a
inflamatiei. Ea stimuleaza sinteza hepatica a proteinelor de faza acuta, stimuleaza proliferarea si
diferentierea celulelor B si T, intensifica leukopoieza, fiind secretatd de mai multe celule.

Din datele expuse in tabelul 4.1 reiese cd in GNA sindrom nefritic, in perioada
manifestarilor clinice nivelul IL-6 in urind a crescut de 2,1 ori (pand la 19,6+1,04 pg/mM
creatinind), fatd de 9,5+0,41 pg/mM creatinind in grupul de control. De notat cd pacientii cu
sindrom nefrotic SR au prezentat valori medii ale IL-6 in urind mult mai mari, comparativ cu cei
cu sindrom nefrotic SS. Astfel, nivelul IL-6 in urina a crescut de 4,2 ori (pana la 39,7+2,20 pg/mM
creatinind) n sindromul nefrotic SR, perioada de debut, pe cand in sindromul nefrotic SS a crescut
de 3 ori (pana la 28,7+1,51 pg/mM creatinina), fata de 9,5+0,41 pg/mM creatinind in grupul de
control. In perioada remisiunii nivelul 1L-6 in urini practic se normalizeazi in GNA sindromul
nefritic, dar se majoreaza de 6,4 ori In sindromul nefrotic SS, fapt ce indica persistenta procesului
patololgic in rinichi.

Cel mai inalt nivel al IL-6 in urina s-a inregistrat in GNC forma mixta, perioada de

acutizare, in cadrul careia concentratia citokinei date a crescut de 5,5 ori (pana la 51,8+8,19 pg/mM
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creatinind), pe cand in GNC forma nefrotica nivelul IL-6 1n urina a crescut de 4,9 ori (pana la
46,6+9,99 pg/mM creatinind), comparativ cu grupul de control (9,5+0,41 pg/mM creatinind).

In perioada remisiunii concentratia IL-6 in urind in GNC riméne crescuti, ceea ce indicd

Astfel, cercetarile efectuate de noi denota cresterea nivelului citokinelor proinflamatorii
IL-1P si IL-6 la copiii cu GN la diferite etape clinico-evolutive ale maladiei.

Aceste date concorda cu rezultatele unor studii care au pus in evidenta nivele crescute de
IL-6 in urind la pacientii cu GN mezangial proliferativa [142], precum si la 30-50% dintre
pacientii cu nefropatie IgA[174]. In plus, soarecii transgenici care poarti gena umana IL-6 pot
dezvolta glomerulonefritda mezangial proliferativa [326]. Pe de alta parte, IL-6 nu a fost detectata
la majoritatea pacientilor cu nefropatie membranoasa sau sindrom nefrotic cu modificari minime
[75]. Studiile clinice si experimentale din ultimii ani au adus dovezi certe precum ca citokinele
proinflamatorii IL-1p si IL-6 sunt implicate in fiziopatologia SNI [261]. Referitor la importanta
patogenica a tulburarilor depistate, putem mentiona ca excretia urinara crescuta al IL-1p si IL-6
ar putea reflecta productia locald indusa de catre celulele glomerulare, mezangiale, celulele
endoteliale, dar si de catre alte celule ce au infiltrat glomerulii in conditii patologice [244]. Exista
dovezi ca IL-6 si TNF-a pot juca un rol important in proliferarea celulelor mezangiale si epiteliale,
precum si infiltrarea glomerulilor cu celule mononucleare in leziunile renale [244].

Conform unor date, IL-6 poate actiona ca o citokind proinflamatorie, care contribuie la
activarea excesiva si amplificarea celulelor T si B, accelereazd apoptoza celulard si favorizeaza
proliferarea celulelor mezangiale renale. In plus, IL-6 poate lega receptorul 1L-6 de la suprafata
celulelor mezangiale, stimuland astfel proliferarea lor si actionand ca un factor ce induce
expresarea matricei extracelulare si fibrogeneza [359]. IL-6 poate stimula, de asemenea, activarea
factorilor procoagulanti, ceea ce provoacd trombogeneza vasculard si creste permeabilitatea
capilarelor glomerulare si excretia urinara de proteine [198]. Aceste rezultate se afla 1in
concordantd cu datele noastre. Pe de alta parte, un important efect al cresterii excretiei urinare a
IL-6 1n asociere cu IL-1p este majorarea numarului de leucocite provenite din doua surse: maduva
osoasa si leucocitele solitare atasate la celulele endoteliale. Valorile crescute ale numarului de
leucocite indicd faptul ca infiltratia monocitelor si macrofagelor este sursa majora potentiald a
citokinelor inflamatorii, in special IL-1P, IL-6 si mai rar din celulele glomerulare rezidente.
Expresarea IL-6 in urina si tesuturile renale a fost corelata cu proteinuria in SNSM la animale.
Studiile clinice si experimentale din ultimii ani au adus dovezi certe precum ca citokinele

proinflamatorii IL-1p si IL-6 sunt implicate in fiziopatologia SNI [261].

120



IL-8 (denumita si CXCLS) este o citokina produsa de mai multe celule, inclusiv macrofage,
fibroblaste, celule mezangiale renale, celule tubulare si epiteliale renale, ea fiind implicata in
chemotaxia leucocitelor si angiogenezd. Rezultatele evaluarii concentratiei IL-8 in urind la copiii
cu GN inclusi in studiu sunt prezentate in tabelul 4.2.

S-a constatat cd in GNA sindrom nefritic, In perioada manifestarilor clinice, nivelul IL-8
in urina s-a majorat de 1,4 ori, dar aceste modificari s-au dovedit a fi fara relevanta statistica
(p>0,05). Totodata, in sindromul nefrotic SR, perioada de debut, s-a inregistrat un nivel crescut
al IL-8 in urina ce depasea de 9,5 ori, iar in sindromul nefrotic SS de 4,7 ori, valorile de control.
In perioada remisiunii nivelul IL-8 in urind a rimas majorat in toate variantele clinice ale GN,

comparativ cu grupul de control.

Tabelul 4.2. Nivelul interleukinelor urinare la copiii cu glomerulonefrita (pg/mM creatinind)

Grupuri de IL-8 TNF-a

studiu acutizare remisiune acutizare remisiune

GNA sindrom 38,1+4,73 28,3+5,02 52,4+3,77%*** 33,4+4,39

nefritic 135,6% 100,7%, p:>0,05 157,4% 100,3%, p1<0,01

GNA SNSS 130,7+14,28%** 86,018,094 *** 05,849,85%** 59,9+7,37**
465,1% 306,04%, p1<0,05 287,7% 179,9%, p1<0,05

GNA SNSR 267,3£21,87*** - 135,2+7,83*** 82,3+10,34
951,2%, 406,0%, p2<0,01 | 247,1%, p:1<0,01
p2<0,001

GNC forma 291,0+£25,73*** 102,8+5,47*** 62,3£5,72%** 22,1+0,78

nefrotica 365,8%, p1<0,001 187,1% 66,4%, p1<0,001
1035,6%

Control 28,1+3,71 33,3+2 .91

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001. p1— autenticitatea in comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de acutizare;
p2 — autenticitatea la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromul nefrotic SR.

IL-8 poate induce schimbari in permeabilitatea membranei glomerulare bazale (MBG) prin
reducerea sintezei de heparan sulfat si proteoglicani in podocitele de sobolani, ceea ce determina
aparitia proteinuriei [77].

De asemenea, nivelele serice de IL-8 au fost mai mari in faza de acutizare a SN, comparativ
cu faza de remisiune la copiii cu sindrom nefrotic SS, iar concentratiile urinare ale IL-8 la copiii

cu SN au fost corelate cu proteinuria [313].
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Mentinerea nivelelor ridicate de IL-8 in timpul remisiunii inregistrate in cercetdrile
noastre ar putea fi explicata prin diminuarea clearance-ului urinar sau degradarea lenta a acestei
citokine si persistenta procesului patologic in rinichi.

Factorul de necroza tumorala alfa (TNF-a), sau casectina, este 0 moleculd de semnalizare
celulard implicatd in procesele inflamatorii, fiind considerata una dintre citokinele fazei acute a
inflamatiei. Este produsd, in principal, de catre macrofagele activate si de multe alte tipuri de
celule, cum ar fi leucocitele neutrofile, eozinofilele, limfocitele, etc. TNF-a este un pirogen
endogen care induce febra, apoptoza, casexia, inhiba tumorigeneza si replicarea virala si mediaza
raspunsul la sepsis, fiind, totodata, implicat intr-0 varietate de boli umane [77].

Rezultatele evaluarii nivelului TNF-a in urina la copiii cu GN sunt prezentate in tabelul
4.2. Din datele expuse rezulta ca TNF-a in urina creste in toate loturile de pacienti.

Nivelul TNF-a in urina s-a majorat mai pronuntat in sindromul nefrotic SR perioada de
debut, comparativ cu sindromul nefrotic SS. Astfel, nivelul TNF-a in urina a crescut de 4,1 ori
in sindromul nefrotic SR si de 2,9 ori in sindromul nefrotic SS, comparativ cu grupul de control,
iar 1n perioada remisinii nivelul TNF-o in urind, desi scade usor, a ramas la valori majorate in
aceste grupuri de pacienti.

in GNC forma nefrotica, perioada de acutizare, de asemenea, s-au inregistrat valori
crescute de TNF-a ce depaseau aproape de 2 ori nivelul controlului. In perioada de remisiune
indicele dat descreste, fiind cu 33,6% inferior valorilor grupului de control, dar fara relevanta
statistica (p<0,001). Astfel, 1in studiul dat s-au determinat nivele crescute ale moleculelor de
semnalizare celulard — interleukinelor, moment semnificativ prin rolul lor major in mecanismul
imunopatogenic al proteinuriei In SN.

In continuarea cercetirilor pentru elucidarea perturbarilor in sistemul de semnalizare
celulard am evaluat dinamica chemokinelor urinare la pacientii cu GN la diferite etape clinico-
evolutive ale maladiei (tabelele 4.3, 4.4). Au fost evaluate urmatoarele chemokine urinare: MCP-
1, MIP-1, CDF-1, CD 40.

Proteina monocitara chemoatractanta 1 (MCP-1), denumita si chemokina (C-C motif),
ligand 2 (CCL2) este o citokind cu masa moleculara micd care apartine familiei chemokinelor CC.
MCP-1 recruteaza monocite, celule T si celulele dendritice la locul inflamatiei produse prin leziuni
tisulare sau infectie [182].

Rezultatele obtinute indica o crestere statistic autenticd a nivelului MCP-1 in urind in toate
grupurile de pacienti, comparativ cu grupul de control, cele mai inalte valori fiind inregistrate la

copiii cu GNC forma nefrotica si in GNC forma mixta (tabelul 4.3).
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Tabelul 4.3. Nivelul chemokinelor MCP-1 si MIP-1a in urina la copiii cu glomerulonefrita

Grupuri de studiu MCP-1(pg/mM creatinina) MIP-1a (ng/mM creatinind)
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA SNSS 108,02+8,78** 121,88+7,26%* 0,48+0,08 0,16+0,017
212,1% 239,3% p3<0,001 p1<0,05
GNA SNSR 96,99+7,63*** 112,13+6,88** 1,28+0,09 0,30+0,080
190,4% 220,2% p2<0,01; p1<0,01
p3<0,01
GNC forma 170,32412,01%%% | 93 2148 43%%* 2,36+0,21 0,50+0,059
nefrotica 334,4% 183,01%, p1<0,001
p1<0,01
GNC forma mixta 430,76+49,73 122,49+15,97* 7,58+2,72 -
845,8% 240,5%,
p1<0,01
Control 50,93+3,79 0,0

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. p1—autenticitatea in comparatie cu indicele respectiv Inregistrat la etapa
de acutizare; p.—autenticitatea la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromul nefrotic SR;
ps- autenticitatea la compararea GNC forma nefrotica cu SNSS si SNSR.

Concentratia MCP-1 in urina in grupurile de pacienti cu sindrom nefrotic SS si sindrom
nefrotic SR, atat in perioada manifestarilor clinice, cat si in perioada de remisiune depasea de 2,0
- 2,4 ori valorile grupului de control. Totodata, diferentile valorilor medii ale MCP-1 in perioadele
de acutizare si de remisiune nu au atins pragul semnificatiei statistice, cu toate ca acestea pareau
sa fie mai inalte in faza de remisiune, comparativ cu perioada manifestarilor clinice. De notat ca
grupul de pacienti cu sindrom nefrotic SS a prezentat valori medii ale MCP1 in urind mai mari,
comparativ cu cei din grupul cu sindrom nefrotic SR, dar fard a atinge pragul semnificatiei
statistice.

In loturile de pacienti cu GNC forma nefrotici si in GNC forma mixti in perioada
acutizarii, concentratia MCP-1 1n urind s-a majorat de 3,3 ori si, respectiv de 8,5 ori, comparativ
cu grupul de control. In perioada remisiunii in grupele de pacienti cu GNC concentratia MCP-1
in urind ramane a fi sporitd, ceea ce denotd persistenta procesului cronic renal si lipsa unei

recuperari imunobiochimice complete [9].
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Totodatd in GNC forma nefrotica perioada de acutizare S-au semnalat corelatii pozitive
puternice intre concentratiile MCP-1 si FGF-f (rxy=0,810, p<0,001) si corelatii indirecte medii
intre MCP-1 si isoprostan-8 (fxy = - 0,565, p<0,05) (figura 4.1).

In GNC forma mixtd, perioada de acutizare, au fost stabilite corelatii foarte puternice
indirecte negative intre MIP-1a si MCP-1( rxy = - 1,0, p<0,001); intre MIP-1a si IL-1p ( rxy = -
1,0, p<0,001); intre MIP-1a si IL-6 (rxy = - 1,0, p<0,001); intre MIP-1a. si VEGF (rxy = - 1,0,
p<0,001); intre MIP-1a si FGF-B (rxy = - 1,0, p<0,001); intre MIP-1a. si CTGF rxy = - (1,0,
p<0,001); intre MIP-1a si isoprostan-8 (rxy = - 1,0, p<0,001); intre MIP-1a si PPOA (rxy = - 1,0,

p<0,001), care demonstreaza implicarea chemokinelor studiate in procesele de fibrozare renala.
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Figura 4.1. Corelatia intre concentratiile MCP-1 si FGF-B in urina in GNC forma nefrotica
perioada de acutizare.

Cresterea importantd a MCP-1 constatata de noi la copiii cu GNC forma nefrotica si cea
mixtd ar putea detine un rol important in dezvoltarea si progresarea nefrosclerozei la acesti
pacienti.

Rezultate similare au obtinut un sir de cercetatori. Astfel, 1.N.Bobkova si coautorii au
inregistrat, de asemenea, cresterea excretiei urinare a MCP-1/CCL2 la pacientii cu GNC,
comparativ cu grupul de control [53].

Nivele ridicate ale MCP-1 in urind au fost depistate 1n glomeruloscleroza focala
segmentara, nefrita lupica si IgA nefropatia. Nivelul crescut al MCP-1 in urina, probabil, indica
prezenta injuriei glomerulare la acesti pacienti.

Concentratia MCP-1 in urind a fost mai inalta la pacientii cu forme proliferative ale

glomerulonefritei, comparativ cu formele non proliferative [355].
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Asocierea dintre nivelele MCP-1/CCL2 si bolile glomerulare poate fi legata nu numai de
leziunea glomerulara, dar si de bolile associate [21, 40]. Astfel, unele studii demonstreaza ca
nivelele urinare ale MCP-1/CCL2 coreleaza pozitiv cu nivelele serice ale colesterolului si
trigliceridelor numai la pacientii cu boli glomerulare. Prin urmare, MCP-1/CCL2 poate fi produsa
in tesutul adipos si/sau celulele inflamatorii, atingand nivele crescute la pacientii cu dislipidemie.

Conform datelor literaturii de specialitate, MCP-1 contribuie la instalarea
insulinorezistentei si promoveaza absorbtia de acizi grasi liberi, aterogeneza si trombogeneza,
efecte care pot afecta direct sau indirect structura si functia renala [347]. Aceste date sugereaza
faptul ca eliberarea de MCP-1/CCL2 in tesutul renal ar putea fi legatd de dislipidemie in bolile
glomerulare.

Proteina monocitara inflamatorie-1a (MIP-1a) este o chemokina ce apartine familiei de
chemokine chemotaxice, fiind produsad de macrofage dupa stimularea lor cu endotoxine bacteriene.
Ei 1i revine un rol crucial in raspunsul imun contra infectiilor si inflamatiei.

In acest studiu am obtinut nivele semnificativ sporite ale MIP-1a in urini in toate loturile
de pacienti in perioada acutizarii, comparativ cu perioada remisiunii. Nivelul MIP-1o in urind s-
a majorat de 2,7 ori in grupul de pacienti cu GNA sindrom nefrotic SR, comparativ cu GNA
sindrom nefrotic SS in perioada manifestarilor clinice.

In lotul de pacienti cu GNC forma nefrotica, perioada acutizirii, concentratia MIP-1a in
urind depasea de 4,9 ori nivelul acestui indice inregistrat la pacientii cu sindrom nefrotic SS si de
1,8 ori, la pacientii cu sindrom nefrotic SR [8].

In lotul de pacienti cu GNC forma nefroticd in perioada acutizirii au fost semnalate
corelatii indirecte puternice intre MIP-1a si MCP-1 (rxy =-0,774, p<0,01); corelatii puternice
pozitive intre MIP-1a si FGF-f (rxy =0,848, p<0,001); corelatii directe medii intre MIP-1a si
PPOA (rxy =0,551, p<0,05), care confirma implicarea lor in procesele de fibrozare renala (figura
4.2).

Rezultatele obtinute de noi se afld in concordanta cu datele unor studii care au demonstrat
canivelele urinare de MIP-1a si MIP-1p sunt crescute in glomerulonefrita cu semilune, comparativ
cu pacientii cu alte boli renale sau cu subiectii sanatosi [352].

Expresia crescutd a MIP-1a, MIP-18 si MCP-1 in glomerulii cu semilune celulare si
fibrocelulare sugereaza ca aceste chemokine pot fi implicate in progresarea semilunelor aditional
cu recrutarea macrofagelor. S-a constatat, ca MIP-1a poate promova in mod specific si genera

infiltrarea glomerulara cu macrofage in procesul acut care duce la formarea de semilune celulare.
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Figura 4.2. Corelatia intre nivelele MIP-1si FGF-p in urind in GNC forma nefrotica perioada
de acutizare.

MIP-1a poate participa in mod special in fazele acute ale dezvoltarii leziunii glomerulare
in timpul formarii semilunelor celulare, iar existenta receptorilor de chemokine poate confirma
rolul functional al MIP-1a Tn medierea chemotaxisului CCR5-dependent in leziunile glomerulare
la pacientii cu glomerulonefrita cu semilune [213].

Astfel, MIP-1a induce eliberarea de enzime lizosomale si genereaza producerea de anioni
superoxizi macrofagali, aditional functiei de chemoatractant pentru celulele macrofagale.
Implicarea enzimelor lizosomale, oxidului nitric (NO) si speciilor reactive de oxigen (SRO)
produse de citre macrofage ar putea juca un rol esential in inducerea injuriei renale. In plus, MIP-
la induce sinteza si eliberarea citokinelor proinflamatorii, cum ar fi IL-1, IL-6, TNF-a din
macrofage.

MIP-1a poate fi implicatd in patogenia GN prin recrutarea celulelor macrofagale si
activarea lor prin mecanismul dependent de chemokine, iar determinarea nivelelor urinare ale
MIP-1a poate fi utila pentru monitorizarea procesului patologic si pentru prognosticul maladiei.

Factorul derivat din celula stromala-1 — stromal cell-derived factor 1 (SDF-1), cunoscut de
asemenea sub numele de C-X-C motif chemokina 12 (CXCL12), este o chemokina expresata
ubicuitar in multe tesuturi si tipuri de celule, inclusiv rinichi, fiind indusa de mai multi stimuli
proinflamatori, cum ar fi lipopolizaharide, TNF-a si IL-1 [196].

Dupa cum releva datele expuse in tabelul 4.4, nivelul SDF-1 in urina a crescut de 4,5 -4,2
ori (pana la 3,13+0,96 ng/mM creatinind) in sindromul nefrotic SS si sindromul nefrotic SR, fata

de (0,69+0,16 ng/mM creatinind) in grupul de control.
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Tabelul 4.4. Nivelul chemokinelor SDF-1 si CD 40 in urina la copii cu glomerulonefrita

Grupuri de studiu SDF-1(ng/mM creatinind) CD 40(ng/mM creatinind)

acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA sindrom 0,70+0,13 1,16£0,10 57,1x10,86 60,7+1,41
nefritic 101,4% 168,1% 115,8% 123,1%, p:1>0,05
GNA SNSS 3,134+0,96*** 1,04+0,16 161,2+43,33%* 70,0+8,89

453,6% 150,7% 327,0% 142,0%, p1<0,01
GNA SNSR 2,92+(),62% - 120,2+34,24%% 78,1£9.24

423,2% 243,8% 158,4%, p:1>0,05
GNC forma 1,22+0,16%* 0,35+0,05 51,1£5,21 27,0+2,83
nefrotica 176,8% 50,7% 103,7% 54,8%, p1<0,01
Control 0,69+0,16 49,3+35,39

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. p1—autenticitatea in comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de acutizare.

In GNA sindrom neftitic, perioada manifestarilor clinice, nivelul SDF-1 1in urina practic
nu s-a modificat, pe cand in perioada remisiunii nivelul SDF-1 a crescut de 1,7 ori (pana la
1,16+£0,10 pg/mM creatinind), fatd de valorile grupului de control.

In GNC forma nefroticd, perioada de acutizare s-a atestat o crestere de 1,8 ori (pani la
1,22+0,16 pg/mM creatinind) a nivelului SDF-1 in urind, si o reducere practic de 2 ori (pana la
0,35+0,05 ng/mM creatinind) in perioada remisiunii, fata de 0,694+0,16 ng/mM creatinina in
grupul de control. In acelasi timp au fost depistate corelatii pozitive puternice intre SDF-1 si CD-
40 (rxy =0,989, p<0,001); intre SDF-1 si TNF-a (rxy =0,940, p<0,001;).

Studiile din ultimii ani au adus tot mai multe dovezi despre rolul esential al semnalizarii
SDF-1 / CXCR4 in mentinerea integritatii microvasculare si pastrarea functiei renale in BRC.
CXCR-4 este receptorul factorului derivat din celula stromala-1 (SDF-1) si reprezinta o molecula
inzestratd cu o activitate chemotactica puternica pentru limfocite.

Un sir de cercetatori au investigat modelul de exprimare si functiile sistemului SDF-
1/CXCR4 in rinichii normali, precum si dupd ischemie/reperfuzie indusa de insuficienta renala
acuta.

Rezultatele obtinute au demonstrat cd SDF-1 (denumit si CXCL12) renal reprezintd un
mediator important al migrarii celulelor-CXCR4 pozitive in rinichii afectati de procesul patologic.
Mai mult decat atat, aceste date indica faptul cd SDF-1 este un factor major implicat in reparatia
rinichilor prin recrutarea de celule implicate in regenerare, inclusiv celulele endoteliale

precursoare si celulele stem progenitoare [318, 335].
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SDF-1 (CXCLI12) sustine integritatea vasculara, similar VEGF, el induce angiogeneza,
promoveaza supravietuirea celulard [368]. In acest sens SDF-1 (CXCL12) s-a dovedit a fi un
mediator important al reparatiei in diverse maladii, cum ar fi diabetul zaharat de tip 1 [291] si
insuficienta renala acuta ischemica [196, 335].

Unele studii experimentale au demonstrat cd SDF-1 se produce in mod constitutiv in
podocite si ca blocarea temporara a SDF-1 (CXCL12) previne progresia glomerulosclerozei si
proteinuria in modelul experimental de diabet zaharat de tip 2. Aceste date demonstreaza elocvent
faptul ca SDF-1 (CXCL12)joaca unrol patogenic in glomeruloscleroza indusa de diabetul zaharat
si cd podocitele glomerulare sunt o sursa importanta a acestei chemokine [291, 374].

Printre moleculele de semnalizare implicate in dezvoltarea reactiilor imune si a inflamatiei,
un loc important revine sistemului de receptori CD40-CD40 ligand (CD40-CD40L). Expresarea
CD40 si / sau CD40L a fost detectata in limfocite, monocite, trombocite, celulele endoteliale si
musculare netede, fibroblaste, adipocite si alte tipuri de celule. CD40-CD40 L este implicat in
formarea raspunsurilor imunoinflamatorii, trombogeneza si boli autoimune [274].

Din datele tabelului 4.4 rezulta ca, atat in perioada de debut in sindromul nefrotic SS, cat
si in sindromul nefrotic SR, are loc o crestere marcanta a nivelului CD-40 in urina, ce depasea de
3,3-2,4 ori valorile inregistrate in grupul de control.

In perioada de remisiune se inregistreazi restabilirea partiald a indicelui dat, fapt ce
demonstreaza persistenta procesului patologic renal.

Totodata, nivelul CD-40 in urind coreleaza puternic printr-o legatura directd cu
concentratia de PDGF ( rxy =0,751, p<0,05). Determinarea expresiei CD-40 in celule (limfocite,
monocite, adipocite) si a nivelelor de CD-40 in fluidele biologice (sange si urind) pot fi utilizate
pentru diagnosticul si prognosticul proceselor inflamatorii in GN si al complicatiilor acesteia.

Se stie ca interactiunea dintre CD-40 si ligandul CD-40 (CD-40L) mareste expresia
citokinelor, chemokinelor, metaloproteinazelor matriceale, factorilor de crestere si moleculelor de
adeziune, in principal, prin stimularea factorului nuclear kappa B (NF-kB), participand astfel in
numeroase cai inflamatorii, contribuind la dezvoltarea mai multor procese patofiziologice [106].

Conform unor studii, interactiunile CD40-CD40L pot ameliora angiogeneza indusa de
factorul vascular endotelial de crestere (VEGF) si migrarea celulelor endoteliale. De asemenea,
CD40-CD40L sunt implicate in reglarea semnalizarii proceselor cu radicali liberi de oxigen, ceea
ce ar putea facilita dezvoltarea unor metode de medicatie a diverselor boli inflamatorii [274].

Dupa cum se stie, inhibitorii HMG-CoA reductazei (statinele), inhibitorii agregarii

trombocitelor (acid acetilsalicilic, clopidogrel) pot inhiba activitatea sistemului CD40-CD40L.
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Studii suplimentare privind corectia farmacologica pot deveni baza pentru dezvoltarea unor noi
abordari terapeutice pentru tratamentul GN si al complicatiilor acesteia.

Sistemul endotelinic se implica activ in mecanismele patogenetice ale afectiunilor renale,
fapt ce ne-a determinat sa efectuam un studiu detaliat vizand particularitatile modificarilor ET-1
in urind la copii cu diferite variante clinico-evolutive ale GN.

Rezultatele expuse in tabelul 4.5 releva cresterea de 1,6 ori a nivelului ET-1 in urind in
sindromul nefrotic SS in perioada manifestarilor clinice si de 1,8 ori in sindromul nefrotic SR,
comparativ cu grupul de control. In acelasi timp, schimbari esentiale ale concentratiei ET-1 in
urind la compararea loturilor de pacienti cu sindrom nefrotic SS si sindrom nefrotic SR atat in
perioada de acutizare, cat si de remisiune nu au fost depistate. in perioada remisiunii s-a inregistrat
reducerea importanta a valorilor ET-1 in urind, constatandu-se, in acelasi timp, nu doar revenirea

in cadrul normal, dar si diminuarea acestui indice cu 8%-20%, insa fara relevanta statistica.

Tabelul 4.5. Nivelul endotelinei urinare la copiii cu glomerulonefrita

Grupuri de studiu Endotelina-1, ng/ml
acutizare % remisiune %

GNA sindrom 139,1+£12,08 ** 168,6 71,0+5,08 86,1

nefritic p1<0,001

GNA SNSS 130,4+7,35%* 158,1 66,1+5,41 80,1
p2>0,05 p1<0,001

GNA SNSR 147,6£16,65* 179,0 75,9+4,71 92,0
p2>0,05 p1<0,01; p2>0,05

GNC forma mixta 1391,6+241,95%** 1686,8 670,1+£54,74%** 812,2
p3<0,001 p1<0,05; p3<0,01

Control 82,5+6,72 (100%)

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. p1—autenticitatea in comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de acutizare;
p>—autenticitatea la compararea sindromului nefrotic SR cu sindromul nefrotic SS; ps-
autenticitatea la compararea GNC cu GNA SN.

In acest studiu am obtinut nivele semnificativ sporite ale concentratiei ET-1 in urina la
copiii cu diferite variante ale GN in perioada de acutizare si de remisiune, cele mai inalte valori
fiind Inregistrate la copiii cu GNC forma mixta, la care a fost indentificata o crestere marcanta,
de 16,9 ori, a concentratiei ET-1 in urind in perioada acutizarii, comparativ cu grupul de control,

si care depasea de 10 ori nivelul grupului cu GNA sindrom nefritic.
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In perioada remisiunii a avut loc o diminuare notabila, aproape dubla a ET-1 la pacientii
cu forma mixta a GNC, dar care a ramas crescutd depasind de 8,1 ori nivelul grupului martor si de

9,4 ori valorile acestui indice, comparativ cu GNA sindrom nefritic [86].
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Figura 4.3. Corelatia intre nivelul endotelinei-1 si MIP-1a in urina in GNC forma mixta,
perioada de acutizare.

In GNC forma mixti, perioada de acutizare, s-au semnalat corelatii directe foarte puternice
intre nivelul endotelinei-1 s1 MIP-1a (rxy =1,000, p<0,001); intre nivelul endotelinei-1 si MCP (rxy
=0,791, p<0,01), fapt ce ar putea contribui la progresarea procesului patologic in rinichi in GN la
copii (figura 4.3).

In GNC, perioada remisiunii tratamentul aplicat s-a soldat cu diminuarea notabild a
endotelinei in urind, dar care n-a atins indicii martorului, ceea ce sugereaza ca remisiunea este
incompletd, cura de tratament, doar partial, contribuie la eliminarea dereglarilor nivelului ET-1.

Cresterea nivelului ET-1 in urind la copiii cu GN indica activarea sintezei acestei peptide
de catre elementele structurale renale. Sinteza renald a ET-1 poate fi stimulata de citokine, factorii
de crestere, chemokine, factorii vasoactivi, hormoni, specii reactive ale oxigenului, colesterol si
de alte substante. Insusi excesul de proteine alimentare, supraincarcarea cu proteine stimuleazi
productia de ET-1 de catre tubii proximali renali, fapt ce poate fi de importanta critica in
progresarea bolilor renale. In plus, ET-1 poate induce reducerea nefrinei de citre podocite, care se
considera principala cauza a proteinuriei [41].

Dupa cum s-a mentionat anterior, vasoconstrictia renald puternica ar putea contribui la
scaderea fluxului sangvin si a RFG, de asemenea, ET-1 creste stresul oxidativ si inflamatia in
rinichi [109].
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Studii din ultimii ani au adus tot mai multe dovezi experimentale si clinice ca ET-1,
actionand primar prin receptorul endotelinei, poate juca un rol important in dezvoltarea
proteinuriei, leziunilor glomerulare, fibrozei si inflamatiei, iar folosirea antagonistilor receptorilor
ET poate 1Incetini progresia bolii renale in primul rand prin reducerea tensiunii arteriale si
proteinuriei [93].

Intr-un studiu preclinic recent Tobe S. si coautorii aduce dovezi consistente privind
utilizarea antagonistilor ET pentru tratamentul maladiilor renale, in general, si nefropatia diabetica,
in particular [334].

Nivelele ET-1 in urind mai scazute in sindromul nefrotic SS si sindromul nefrotic SR in
remisiune, comparativ cu perioada de acutizare cu reducerea indicilor clinico-paraclinici
(rezolutia edemelor, proteinuriei, normalizarea albuminemiei) stabilite Tn cercetdrile noastre, se
datoreazd tratamentului efectuat ce a inclus steroizi, imunosupresoare si administrarea
preparatelor IECA. Aceste date se afld in concordanta cu rezultatele unor explorari. Astfel, Barton
M. si coautorii [43] a stabilit cd mai multe medicamente antiproteinurice, incluzdnd IECA,
antagonisti ai receptorilor angiotensinei, statine si anumite blocante ale canalelor de calciu, inhiba
formarea endotelinei-1. Studii clinice au aratat ca inhibitori ai SRAA, cum ar fi IECA sau BRA,
incetinesc progresia BRC. Prin mecanismele lor de actiune, in special, independente de presiune,
aceste medicamente nu numai ca intarzie progresia injuriei glomerulare, dar si pot chiar inversa
proteinuria la pacientii cu maladii cronice proteinurice [43, 267].

Pe de alta parte, studiile preclinice au demonstrat ca antagonistii receptorilor endotelinei
pot inversa boala proteinurica renald si glomeruloscleroza, iar studiile preliminare la oameni cu
boli renale au ardtat ca aceste medicamente au efecte antiproteinurice remarcabile, care sunt aditive
celor ale terapiei antiproteinurice standard [43].

Determinarea nivelului endotelinei in urina reprezinta un marker important cu rol cardinal
in dezvoltarea proteinuriei, injuriei podocitelor, avind un semn distinctiv in maladiile proteinurice,
care precede dezvoltarea glomerulosclerozei, fibrozei si progresia BRC.

Rezultatele studiului nostru releva importanta clinico-diagnostici a determinarii
concentratiei moleculelor de semnalizare celulard in urind pentru diagnosticul precoce al afectarii
renale la copiii cu GN, notdnd o crestere semnificativd a concentratiilor urinare a acestora.
Determinarea concentratiilor urinare ale moleculelor de semnalizare celulard poate fi utild ca o
metoda noninvaziva predictiva pentru estimarea activitatii maladiei si monitorizarea evolutiei
bolii la copiii cu diferite variante ale GN, precum si pentru elaborarea unor strategii terapeutice

eficiente si, eventual, diferentiate la acesti pacienti.
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4.2. Valoarea diagnostica a factorilor de crestere in patogenia glomerulonefritei la copii
Progresia glomerulonefritei la copii este determinata de cresterea nivelului factorilor de
crestere, care participad direct in unele verigi patogenice ale GN la copii. Studiul de fatd a vizat
cercetarea factorilor de crestere (VEGF, PDGF, FGF-B, CTGF) in urina la diferite etape clinico-
evolutive ale maladiei. Datele despre dinamica factorilor de crestere in urina la copiii cu GN sunt

prezentate in tabelele 4.6-4.7.

Tabelul 4.6. Nivelul factorilor de crestere VEGF si FGF-B 1n urind la copiii
cu glomerulonefritd

Grupuri de VEGF FGF-p
studiu (ng/mM creatinind) (ng/mM creatinind)
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA SNSS 51,8+6,24 30,6+1,02 25,0+1,24** 16,4+0,975
150,6% 89,0%, p1<0,05 142,04% 93,2%, p1<0,001
GNA SNSR 108,6+6,43*** 44,6+9,90 43,8+4,91 *** 24,5+1,87
315,7%, p2<0,01 129,7%, 248,9%, 139,2%,
p1<0,001 p2<0,05 p1<0,01; p»<0,01
GNC forma 90,2+6,65%** 59,3+5,61** 130,2+13,23%** 63,6£5,21
nefrotica 262,2% 172,4%, p1<0,01 739,8%, 361,4%,
p3<0,001 p1<0,001;p3<0,001
GNC forma 155,7+18,02%%* 71,0+9,58** 162,5+9,73*** 36,3+4,17
mixta 452,6%, p3<0,01 206,4%, 923,3%, 206,3%,
p1<0,001 p3<0,001 p1<0,001; p3<0,01
Control 34,442 32 17,6+£0,76

Nota: diferentd statistic semnificativd in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. p1—autenticitatea indicelor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat
la etapa de acutizare; po—autenticitatea indicilor la compararea sindromului nefrotic SS cu
sindromul nefrotic SR; ps- autenticitatea indicilor la compararea GNC forma nefroticd cu GNC
forma mixta.

Rezultatele obtinute indica existenta unui nivel crescut de VEGF in urina in toate grupurile
de pacienti cu GN 1n perioada acutizarii maladiei. Totodatd, in perioada remisiunii s-a constatat
reducerea nivelului VEGF cu revenirea pana la valori normale doar in cazul sindromului nefrotic
SS si sindromului nefrotic SR.

Rezultatele expuse in tabelul 4.6 releva ca nivelul VEGF in urind la copiii cu sindrom
nefrotic SS in perioada manifestarilor clinice a crescut de 1,5 ori, dar aceste modificari au fost fara
relevantd statistica, pe cand la pacientii cu sindrom nefrotic SR acest nivel s-a majorat
semnificativ de 3,2 ori, comparativ cu grupul de control.

In perioada remisiunii la pacientii cu sindrom nefrotic SS si sindrom nefrotic SR nivelul

citokinei in cauza nu diferd de valorile martorului. Pentru grupul cu GNC forma nefrotica in
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perioada acutizarii maladiei concentratia VEGF in urind a crescut de 2,6 ori fatd de valorile
martorului [85]. Totodata, a fost indentificatd o crestere semnificativa, de 4,5 ori, a nivelului
VEGEF in urina la pacientii cu GNC forma mixta in perioada acutizarii maladiei, care a corelat cu
IL-6 (rxy= - 0,642, p<0,05). In perioada remisiunii nivelul VEGF in urini continui sa fie majorat

in ambele grupuri cu GNC, fatd de valorile de control, desi a scdzut veridic in raport cu faza de

acutizare.
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Figura 4.4. Corelatii intre nivelele VEGF si MIP-1a 1in urina la copiii cu GNC forma mixta
in perioada de acutizare

Cresterea concentratiilor VEGF 1n urina copiilor cu diferite variante ale GN stabilite de
noi sunt, fara indoiald, unul dintre factorii care contribuie la dezvoltarea si progresia acestei boli.
Rezultate similare au evidentiat si alti cercetatori. Astfel, Matsumoto K. si Kanmatsuse K. au
atestat nivele de VEGF urinare majorate la pacientii cu sindrom nefrotic cu schimbari minime si
la pacientii cu IgAN cu SN, comparativ cu pacientii fard SN si grupul martor si care, totodata, au
corelat cu gradul de proteinurie. Rezultatele cercetarii denotd ca nivelele de VEGF urinare au
scazut treptat dupa terapia cu steroizi [211].

VEGF poate juca roluri atat benefice cat si daunatoare in bolile renale. Astfel, procesele
de angiogeneza afectatd si scaderea expresiei VEGF au fost recent documentate in modelul de
rinichi restant in cazul insuficientei renale progresive, iar tratamentul cu VEGF reduce fibroza si
stabilizeaza functia renala [175].

In timp ce VEGF este considerat un factor important de crestere pentru mentinerea

integritatii capilare glomerulare si a functiei, cresterea actiunii VEGF in boala renala diabetica

133



poate avea consecinte negative [226]. Studiile sugereaza ca efectele VEGF sunt amplificate de
instalarea disfunctiei endoteliale si de catre nivelele reduse de oxid nitric (NO), care reprezinta o
caracteristicd comuna in diabet. Insuficienta de NO poate amplifica efectele VEGF pentru a induce
inflamatie (prin efecte asupra macrofagelor) si poate provoca tulburari ale vascularizatiei,
agravand caracteristicile bolii renale diabetice [324].

Complexitatea actiunii VEGF-A in boala renala ar putea fi partial reprezentatd de rolurile
distincte ale celor doi receptori ai sdi: VEGFR1 este implicat n raspunsurile inflamatorii, in timp
ce VEGFR2 mediaza predominant angiogeneza [127, 211]. Deoarece BRC nediabetica este
asociatd cu pierderea capilara, s-a emis ipoteza cad stimularea selectivi a VEGFR2 ar putea fi
benefica. Cu toate acestea, activarea VEGFR2 poate fi daunatoare in prezenta deficientei de NO
si prestimularea VEGFR2, in acest caz, poate fi potentiata o afectare renala ulterioara [289].

Constatarea excretiei urinare crescute a reglatorului angiogenezei VEGF-A si asocierea cu
cea a markerilor leziunilor renale la pacientii cu forme proteinurice ale GNC sugereaza ca aceasta
excretie poate fi considerata ca un indice integral, care indicd un prejudiciu glomerular si denota
remodelarea/ hipoxica, tubulointerstitiala proteinurica [309].

Totodata, mecanismele care controleazd eliberarea si activitatea VEGF 1n bolile renale
acute si cronice si care asigurd modularea daunelor induse de acest factor rdman insuficient
clarificate, fapt ce dicteaza necesitatea continuadrii studiilor in acesta directie.

Factorul de crestere fibroblastic-beta (FGF-B) este o peptida de legare a heparinei, care
dupa eliberarea din celulelor endoteliale lezate stimuleaza angiogeneza, neovascularizarea si
cresterea tesutului renal.

Conform datelor tabelului 4.6, nivelul FGF-B in urina era crescut in toate loturile de
pacienti, mai pronuntat in variantele cronice ale bolii comparativ cu cele acute. De notat, ca in
sindromul nefrotic SR nivelul FGF- in urina a fost mai inalt, fata de cel inregistrat in sindromul
nefrotic SS. Astfel, in sindromul nefrotic SR, perioada de debut, nivelul FGF-B in urina a crescut
de 2,5 ori (pana la 43,76+4,91 ng/mM creatinind), pe cand in sindromul nefrotic SS a crescut doar
de 1,4 ori (pana la 25,0+1,24 ng/mM creatinina), fata de 17,6+0,76 ng/mM creatinina in grupul de
control.

In GNC forma mixta perioada de acutizare, concentratia FGF-B in urind a sporit
semnificativ — 9,2 ori (pana la 162,5+9,73 ng/mM creatinina), pe cand in GNC forma nefrotica a
crescut de — 7,4 ori (pana la 130,2+13,23 ng/mM creatinina), fatd de valorile grupului de control.
In perioada remisiunii in ambele grupuri nivelul FGF-p in urina raméne inalt, desi s-a redus de 2

ori si mai mult In raport cu perioada manifestarilor clinice [393].
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In GNC forma nefrotica, perioada de acutizare, s-au stabilit corelatii directe de intensitate
medie intre nivelul FGF-B si suma NO2+NO3 (r«y=0,565, p<0,05); intre nivelul FGF-f si
NO3(rxy=0,546, p<0,05), iar in GNC forma mixta FGF-f a corelat cu nivelul CTGF (rxy =0,655,
p<0,05).

Este cunoscut faptul cd in leziunile renale expresia FGF-B este crescuta [320]. Astfel,
dezvoltarea nefropatiei diabetice (ND) la pacientii cu diabet zaharat de tip 1 este insotitd de
cresterea excretiei urinare a factorilor de crestere fibrogenici (TNF-a, TGF-p, FGF-B). Procesul
de fibrozare glomerulard si interstitiala in ND este caracterizat prin cresterea productiei de factori
de crestere, inclusiv FGF-f in tesutul renal [384].

Modificarile concentratiei FGF-f la copiii cu GN inregistrate in studiile noastre sunt
importante, deoarece exista studii recente care demonstreaza ca expresia FGF-B se intensificd in
scleroza tubulointerstitiald cronica, indiferent de maladia primara. Conform unor studii, rolul
esential n fibroza renald il joaca fibroblastele interstitiale si corticali cu aspect fenotipic de
miofibroblaste, iar FGF-B provoaci proliferarea acestor celule [220, 320]. in maladiile cronice
renale exista o corelatie directd intre expresia FGF-f si fibroza interstitiala [320].

Pe de alta parte, studii recente au demonstrat ca FGF-f poate reduce tulburarile functionale
si structurale in modelarea BRC [349]. Acest factor ar putea stimula proliferarea celulelor renale
si participa in reglarea diferentierii celulelor mezenchimale (CM) [90]. In prezent, s-a stabilit ca
CM sunt capabile de a produce diversi factori trofici si prin urmare, participa la regenerarea
tesutului renal [78]. FGF-B induce nu numai sinteza proteinelor reparative, dar si participa in
mentinerea formarii nefrosclerozei interstitiale, ceea ce duce la pierderea progresiva a functiei
organelor.

Astfel, continuitatea proliferarii fibroblastelor, aparent, este una dintre principalele
diferente intre fibroza si procesul de regenerare a tesutului renal in maladiile renale, iar FGF-3
joacd un rol important in acest proces [320]. In acelasi timp, mecanismele care controleazi
eliberarea si activitatea FGF- in maladiile renale acute si cronice, precum si mecanismele capabile
sd asigure in acelasi timp procesele de lezare si regenerare ale tesutului renal raman insuficient
studiate [384, 390].

Determinarea concentratiei FGF-B in urind reprezintd un marker relevant pentru
determinarea severitatii procesului, evaluarea severitatii modificarilor sclerotice in rinichi, precum
si pentru evaluarea eficacitatii tratamentului aplicat.

Factorul de crestere a tesutului conjunctiv (CTGF) este o proteind a matricei celulare din

familia de proteine de legare a heparinei asociate matricei extracelulare cu rol important in multe
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procese biologice, inclusiv adeziunea celulara, migrarea, proliferarea, angiogeneza, dezvoltarea si
repararea tesuturilor si vindecarea ranilor, fiind implicat in mod critic 1n fibrogeneza.

In studiul de fata a fost evaluatid dinamica nivelelor CTGF in urini si serul sangvin la
copiii cu GN. Rezultatele prezentate in tabelul 4.7 releva ca nivelul CTGF in urind sufera
modificari diferite in raport de variantele clinice ale GN.

In GNA sindrom nefritic, perioada manifestarilor clinice, nivelul CTGF in urind practic nu
s-a modificat.

Nivelul CTGF in urina s-a majorat de 2,6 ori (pana la 247,5+50,73 ng/mM creatinind) in
sindromul nefrotic SR perioada de debut si practic nu s-a modificat in grupul de pacienti cu
sindrom nefrotic SS.

In GNC forma nefrotica, perioada acutizirii, concentratia GTGF a depisit de 2 ori valorile

grupului de control.

Tabelul 4.7. Nivelul factorilor de crestere in urind la copiii cu glomerulonefrita

CTGF PDGF-BB
Grupuri de (ng/mM creatinina) (ng/mM creatinina)
studiu
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA sindrom - - 21,4+4,67 17,6+£1,32
nefritic 123% 101,1%, p:>0,05
GNA SNSS 109,8+3,80 101,9+3,09 60,6:£18,75%* 25,1+£2,20%
113,2% 105,1%, p:>0,05 348,3% 144,3%, p1<0,01
GNA SNSR 247,5+50,73** 115,749,61 64,8+£11,65%* 40,2+5,12%*
255,2%, p2<0,05 | 119,3%, p1<0,05 | 372,4%, p>>0,05 | 231,03%, p1>0,05
GNC forma 202,34£27,11%** 176,5+19,82 25,8+1,97 15,2+1,81
nefrotica 208,6% 182,0%, p:>0,05 148,3% 87,4%, p1<0,05
GNC forma 702,6£71,36%** 598,07+39,19 - -
mixta 724,3%, 616,6%,
p3<0,001 p1>0,05;
p3<0,001
Control 97,0+2,691 17,4+2.98

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001. p1—autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de
acutizare; p2—autenticitatea indicilor la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromul nefrotic
SR; ps3- autenticitatea indicilor la compararea GNC forma nefrotica cu GNA forma mixta.
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Cele mai pronuntate cresteri ale nivelului CTGF in urind s-au inregistrat iIn GNC forma
mixta perioada acutizarii, unde valorile CTGF 1n urind au crescut de 7,2 ori (pana la 702,6+71,36
ng/mM creatinind, p<0,001), pe cand in forma nefrotica s-a majorat de numai 2 ori (p<0,001),
comparativ cu grupul de control. In perioada remisiunii, nivelul CTGF in urini rimane a fi inalt
in GNC forma mixta (tabelul 4.7).

La efectuarea analizei corelative in GNC forma nefrotica perioada acutizarii au fost
inregistrate anumite interrelatii: corelatie pozitiva puternicd intre CTGF 1in urina si IL-1f (rxy
=0,807, p<0,001), precum si corelatie inversa de intensitate medie dintre nivelul de CTGF in urina

si suma NO2+NOg; intre nivelul de CTGF 1in urind si NOgz (rxy =-0,595, p<0,05).
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Figura 4.5. Corelatia intre nivelele CTGF si IL-1p in urind in GNC forma nefrotica

perioada de acutizare.

In tabelul 4.8 sunt expuse rezultatele evaluirii concentratiei CTGF in serul sangvin la copiii
cu glomerulonefrita.

Cercetarile efectuate demonstreaza ca nivelul CTGF in serul sangvin nu sufera nici un
fel de modificari statistic semnificative in GNA sindrom nefritic si in GNA sindrom nefrotic SS
perioada manifestarilor clinice, comparativ cu grupul de control.

Nivelul CTGF in serul sangvin in sindromul nefrotic SR a crescut de 1,5 ori, fata de valorile
de referinta. Modificari pregnante ale nivelului CTGF in serul sangvin au fost semnalate in GNC
forma nefrotica, perioada de acutizare, in cadrul careia nivelul CTGF a crescut de 2,0 ori (pana la

7,02+0,73 ng/ml), fatd de 3,49+0,39 ng/ml in grupul de control.
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In perioada de remisiune valorile CTGF se deosebeau cu putin de cele inregistrate in grupul
de control, cu exceptia GNC forma nefrotica, in care nivelul CTGF in serul sangvin raimane crescut
(p>0,05).

Studiile demonstreazd ca crestrea nivelului de CTGF in podocite este asociata cu cresteri

rapide ale proteinuriei [276] si poate exacerba proteinuria si expansiunea mezangiala [375].

Tabelul 4.8. Nivelul CTGF 1n serul sangvin la copiii cu glomerulonefrita

Grupuri de studiu CTGF, ng/mi
acutizare % remisiune %
GNA sindrom nefritic 3,83+0,67 109,7 3,17+0,34 90,8
p1>0,05
GNA SNSS 4,19+0,55 120,1 3,04+0,34 87,1
p1>0,05
GNA SNSR 5,19+0,37%* 148,7 - -
p2>0,05
GNC forma nefrotica 7,02+0,73*** 201,1 5,13+0,42** 146,9
p1>0,05
Control 3,49+0,39 100,0 3,49+0,39 100,0

Nota:diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. p1—autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de
acutizare; p2 — autencitatea indicilor la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromului
nefrotic SR.

Expresia CTGF a fost depistata ca fiind crescuta, fapt ce este legat de afectarea podocitelor
la pacientii cu FSGS. Cu progresarea GSFS, fibroza se dezvoltd atat in regiunea glomerulard, cat
st in cea tubulointerstitiald. Implicarea CTGF la aceasta etapa este similara altor patologii renale
insotite de fibroza cu cresterea expresiei CTGF in regiunile glomerulare si tubulointerstitiale
[321].

Celulele responsabile de producerea CTGF sunt miofibroblastele, numarul carora
coreleaza cu gradul de lezare. Rolul primordial al CTGF in fibroza renala este demonstrat de
multiple studii care au relatat, ca inhibarea CTGF blocheaza fibroza renala [375].

Factorul de crestere derivat din trombocite (PDGF) este unul dintre numerosii factori de
crestere, sau proteine care regleaza cresterea si diviziunea celulara si care joaca un rol semnificativ
in formarea si cresterea vaselor de sange (angiogeneza).

Conform datelor din tabelul 4.7, nivelul PDGF in urina practic nu s-a modificat in GNA
sindrom nefritic perioada manifestarilor clinice. Nivelul PDGF in urina a crescut de 3,5-3,7 ori in

sindromul nefrotic SS si sindromul nefrotic SR perioada de debut, fatd de grupul de control. In

138



perioada remisiunii, nivelele PDGF in urina au atins nivelul de control in GNA sindromul nefritic
si GNC forma nefrotica, si au rdmas crescute in sindromul nefrotic SS si sindromul nefrotic SR,
desi s-au diminuat 1n raport cu valorile inregistrate In acutizare.

O serie de studii au analizat rolul inhibitiei PDGF in modelele de GN mezangioproli-
ferativa si crescentica sau alte boli glomerulare. Unele studii au initiat tratamentul cu intarziere
dupa inducerea bolii, adicd la un moment in care boala glomerulara a progresat la un prejudiciu
tubulointerstitial. Cu toate acestea, nici unul dintre aceste studii nu ar putea distinge in mod clar
efectele inhibarii PDGF in glomeruli, in raport de tubulointerstitiu. Cateva studii experimentale au
abordat rolul PDGF in modele de fibroza tubulointerstitiala [57, 130].

Functia principala si cea mai bine descrisa a PDGF, in special PDGFR-B/PDGF-BB si DD,
este actiunea mitogenicdasupra celulelor mezangiale. Rolul PDGF in activarea mezangiald cétre
un fenotip profibrotic, adicd in scleroza mezangiald, a fost sugerat in studii interventionale.
Hipercelularitatea mezangiald si scleroza se intdlnesc in multe boli glomerulare incluzand
nefropatia IgAN, diabetul zaharat, GNM si hipertensiunea arteriala. Celalalt rol major al PDGF
este actiunea profibrotica. Ambii receptori PDGF-a si - par sd fie implicati in proliferarea si
activarea fibroblastelor interstitiale. Surprinzator, totusi, acest lucru este insuficient descris in
comparatie cu rolul PDGF in proliferarea mezangiala [262].

Astfel, determinarea concentratiei factorilor de crestere in urind reprezintd markeri
relevanti pentru determinarea severitatii procesului patologic, evaluarea modificarilor sclerotice

in rinichi, precum si aprecierea eficacitatii tratamentului aplicat.

4.3. Semnificatia clinicd a markerilor stresului oxidativ in evolutia clinica
a glomerulonefritei la copii

Ca o urmare a proceselor metabolice in norma se formeaza speciile reactive ale oxigenului
(SRO) — radicalul superoxid, peroxidul de hidrogen si radicalul hidroxil; acestia pot influenta
negativ diferite procese patogenetice din patologia renald. Unul dintre radicalii liberi cu efecte
foarte nocive este peroxidul de hidrogen, care la nivel renal produce cel mai frecvent leziuni, fie
direct, fie indirect, ca sursa de radical hipocloros. Acesta este format in prezenta clorului de catre
mieloperoxidaza (MPO) din neutrofilele polinucleare granulocitare.

Este cunoscut faptul cd procesele de oxidare cu radicali liberi afecteazd important compozitia
chimica a membranelor biologice, permeabilitatea, activitatea ansamblurilor enzimatice, precum
si alte caracteristici functionale ale celulei.

SRO de asemenea, provoaca modificdri oxidative ale proteinelor, care includ carbonilarea

oxidativa, S-nitrozilarea, S-sulfonarea, S-glutationilarea si formarea de disulfuri.
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Aceste modificari pot fi clasificate in doud categorii: modificari ireversibile si modificari
reversibile. In afard de efectele nocive sau daunitoare ale modificarilor oxidative ale proteinelor,
ele pot exercita si diverse efecte benefice, protectoare, fapt ce ar permite dezvoltarea unor noi
abordari terapeutice in preventia si combaterea diferitor boli [184].

In studiul prezent a fost evaluati dinamica parametrilor stresului oxidativ la pacientii cu
diferite variante ale GN prin estimarea nivelului de AGE, PPOA, isoprostan-8, metaboliti NO si

alti parametri, in serul sangvin si urina (tabelele 4.9 - 4.12).

Tabelul 4.9. Concentratia markerilor stresului oxidativ 1n serul sangvin la copiii cu

glomerulonefrita
Grupuri de studiu AGE, pmol/l PPOA, pumol/l
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA sindrom 338,2+21,58%** 147,5+10,19 35,244, 30%** 13,4+0,92
nefritic 184,4% 80,4%, p1<0,001 275,0% 104,7%,
p1<0,01
GNA SNSS 414,9+41,73%%* 202,4+8.05 20,841, 14%** 19,0+3,33
226,2% 110,4%, p1<0,001 232,8% 148,4%,
p1<0,05
GNA SNSR 299,64+22,22*** 46,6+3,14%**
163,4% 364,1%,
p2<0,05
GNC forma 374,8+63,63* 224,0+£21,22 54,542,99%** 23,042 9%**
nefrotica 204,4% 122,1%, p1<0,05 425,8% 186,7%,
p1<0,001
Control 183,4+15,61 12,840,68

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. p1— autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de
acutizare; p> — autencitatea indicilor la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromul nefrotic
SR.

Estimarea componentelor stresului oxidativ in serul sangvin a demonstrat prezenta unor
diferente semnificative ale indicilor AGE si PPOA in toate loturile studiate. Conform tabelului
4.9, concentratia AGE 1in serul sangvin a crescut semnificativ in toate variantele clinice ale GNA
s1 GNC 1in perioada de acutizare.

In GNA sindrom nefrotic SS, perioada de debut, concentratia AGE in serul sangvin a
crescut de 2,3 ori, pe cand in sindromul nefrotic SR s-a majorat de 1,6 ori, comparativ cu grupul
de control. In GNC forma nefrotica, perioada de acutizare, concentatia AGE in serul sangvin a

crescut de 2 ori fata de valorile inregistrate in grupul de control [10].
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Cercetarile efectuate de noi demonstreaza prezenta dereglarilor profunde ale valorilor
PPOA 1n serul sangvin in toate grupurile de pacienti. Astfel, in GNA sindrom nefritic, perioada
manifestarilor clinice, concentratia PPOA 1n serul sangvin a crescut de 2,8 ori (pana la 35,2+4,30,
fata de 12,8+0,68 umol/l in grupul de control.

Modificari exprimate ale concentratiei PPOA 1in serul sangvin au existat i1n GNA sindrom
nefrotic SR perioada de debut. La acesti pacienti valorile PPOA au crescut de 3,6 ori (pana la
46,6+3,14 pmol/l), pe cand iIn GNA sindrom nefrotic SS numai de 2,3 ori (pana la 29,8+1,14
umol/l), comparativ cu valorile grupului de control.

In perioada de remisiune, in GNA sindrom nefritic concentratia PPOA in serul sangvin a
reusit sa se normalizeze atingand nivelul grupului de control. Cele mai pronuntate majorari ale
PPOA au fost inregistrate in GNC forma nefrotica perioada de acutizare, unde valorile indicelui
au crescut de 4,3 ori (pana la 54,5+2,99 umol/l), micsorandu-se de aproape 2 ori (23,9+2,9 umol/l)
in perioada de remisiune, dar fara a atinge nivelul valorilor de control.

S-au atestat corelatii directe de intensitate medie intre nivelul AGE si PPOA (rxy =0,622,
p<0,05); intre nivelul AGE si FGF-B (rxy= 0,598, p<0,05). Au existat de asemenea legaturi
corelative puternice intre nivelul AGE si nivelul de s-nitrosothioli (rxy =0,987, p<0,01); intre
nivelul AGE si MIP-1a (rxy =0,892, p<0,01). in GNC forma mixti, perioada de acutizare, au fost
atestate corelatii inverse foarte puternice intre nivelul AGEs si MIP-1a (rxy = - 1,0, p<0,001);
legaturi corelative medii directe intre AGE si CTGF (rxy =0,611, p<0,05).

Conform unor date recente, progresia maladiilor renale prin intarzierea turnover-ului
proteinelor si accelerarea stresului oxidativ conduce spre formarea si acumularea de AGE [245].
Aceasta majorare a AGE se datoreaza nu numai proceselor de glicare neenzimatica a proteinelor,
dar si exacerbarii stresului oxidativ care se produce in diferite variante ale GN la copii [23].

AGE sunt asociati cu modificari renale structurale, ce favorizeaza progresia BCR
concomitent cu cresterea concentratiei de AGE [69]. In diabet, s-a constatat o corelatie patogenica
dintre formarea si depozitarea AGE si nefropatie [55]. Receptorul pentru AGE (receptor for
advanced glication end products - RAGE) se afla la baza dezvoltarii glomerulosclerozei si
contribuie la activarea podocitelor in dinamica nefropatiei diabetice. Practic toate structurile renale
sunt susceptibile spre acumulatrea de AGE, inclusiv membrana bazala, celulele mezangiale,
endoteliale, podocitele si tubii renali [370]. Datorita circulatiei extracelulare si interactiunii cu
receptorii RAGE si alte proteine de transport, AGE contribuie la modificarile celulelor renale [62,
287].

AGE modifica direct integritatea structurilor tisulare, prin cross-linking excesiv cu

moleculele matricei extracelulare (MEC), cum ar fi colagenul, prin distrugerea interconexiunilor
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celulare ale MEC. Rinichii joaca un rol important in clearance-ul si metabolismul AGE, iar
concentratiile serice crescute ale acestora in BRC se datoreaza partial intensificarii stresului
oxidativ si carbonilic [144, 194, 245]. AGE produc injurii celulare printr-o cascada de evenimente
receptor-dependente si nondependente care includ generarea intracelulara de specii reactive de
oxigen (SRO) si un process prin care AGE si SRO isi sporesc reciproc productia.

Datele din tabelul 4.10 reflectd concentratia markerilor stresului oxidativ in urina la copiii
cu glomerulonefrita la diferite etape clinice evolutive. Ele indica o crestere concludenta a

concentratiei PPOA in urina in toate grupurile de pacienti.

Tabelul 4.10. Concentratia markerilor stresului oxidativ 1n urind la copiii cu glomerulonefrita

Grupuri de PPOA, Isoprostan-8.
studiu (nM/mM creatinind) (nM/mM creatinind)
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA SNSS 31,442,80%* 16,15£2,21 56,7+3,83 43,5+4,06
251,2% 129,2% 150,4% 115,4%,
p1<0,01 p:1>0,05
GNA SNSR 46,3+£2,78*** 25,6£2,56%* 129,3+8,80%** 65,9+4,85
370,4% 204,8% 343,0%, 174,8%,
p2<0,01 p1<0,001; p2<0,001 p1<0,001
p2<0,05
GNC forma 22,1+1,38%** 12,4+0,84 214,2+14,86*** 78,9+6,51
nefrotica 176,8% 99,2%, p1<0,01 568,2% 209,3%,
p1<0,001
GNC forma 28,5+2,33%** 21,7+£3,07* 131,7£13,15%** 79,7+6,51
mixta 228,0% 173,6% 349,3%, 211,4%,
p3>0,05 p1>0,05 p3<0,01 p1<0,01
Control 12,5+1,67 37,7£1,26

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. p1—autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de
acutizare; p>—autenticitatea indicilor la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromul
nefrotic SR; ps- autenticitatea indicilor la compararea GNC forma nefrotica cu GNC forma mixta.

Concentratia PPOA in urind a fost mai mare in sindromul nefrotic SR in perioada de
debut, comparativ cu sindromul nefrotic SS. Astfel, in sindromul nefrotic SS concentatia PPOA
in urind a crescut de 2,5 ori (pana la 31,4+2,80 ng/mM creatinind), pe cand in sindromul nefrotic

SR cresterea a fost mai pronuntatd — de 3,7 ori (pana la 46,3+2,78 ng/mM creatinind, fata de

12,5+1,67 ng/mM creatinind) in grupul de control. In perioada remisiunii concentratia PPOA in
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urina ramane majorata in sindromul nefrotic SR si practic s-a normalizat la pacientii cu sindrom
nefrotic SS.

In GNC forma mixta, in perioada acutizarii, concentratia PPOA 1in urina a crescut de 2,3
ori (pana la 28,5+2,33 ng/mM creatinind), pe cand in GNC forma nefrotica a crescut de numai 1,8
ori (pana la 22,1+1,38 ng/mM creatinind), comparativ cu grupul de control.

In perioada remisiunii concentratia PPOA 1in urini practic s-a normalizat in GNC forma
nefrotica, pe cand in GNC forma mixta, desi s-a redus, ramane totusi crescuta de 1,7 ori fata de
grupul de control [83].

Studiile noastre se afla in concordanta cu datele unor cercetatori, care au stabilit ca nivelele
plasmatice ale PPOA se majoreaza semnificativ odatd cu progresia insuficientei renale, atat la
pacientii cu BRC [209], cat si la cei cu diabet zaharat [328]. S-a demonstrat ca acumularea de
PPOA contribuie la apoptoza podocitelor si suprimarea acestora printr-o cascada de evenimente
de semnalizare legate de stresul oxidativ intracelular. Mai mult decat atat, Zhou L.L. si coautorii
au constatat cd PPOA se colocalizeaza si interactioneaza cu receptorul produsilor finali de
glicozilare avansata (RAGE) pe podocite.

Blocarea RAGE de catre anti-RAGE- imunoglobulina G sau silentierea prin ARN
protejeazd in mod semnificativ apoptoza podocitelor indusd de PPOA, atat in vitro, cat si in
vivo, ameliorand albuminuria provocatda de PPOA in experiente pe soareci. Astfel, PPOA
interactioneaza cu RAGE pentru a induce apoptoza podocitelor si care ar putea contribui la
progresia BRC [380].

Un studiu prospectiv de cohorta demonstreaza ca nivelul plasmatic crescut al PPOA in
IgAN stadiul precoce reprezintd unul dintre cei mai importanti factori de risc pentru evolutia
nefavorabila si initierea hemodializei [104]. Prin urmare PPOA poate servi ca marker pretios de
prognostic nefavorabil In IgAN, iar nivelul plasmatic crescut al PPOA in stadiul incipient al bolii
poate indica 0 evolutie agresiva a bolii.

Studiile efectuate pe culturi de celule si animale aratd ca majoritatea celulelor renale
rezidente sunt afectate de catre PPOA. Mai mult decat atat, acumularea PPOA cauzeaza activarea
SRAA in celulele tubulare [68]. In plus, PPOA regleazi expresia fibronectinei si colagenului I in
celulele mezangiale cultivate in prezenta NADPH-oxidazei dependente de productia de O2 [356].
Atunci cand celulele endoteliale ale rinichilor sunt stimulate de catre PPOA, are loc eliberarea
mediatorilor proinflamatori [147].

Aceste evenimente celulare negative cauzate de PPOA duc 1n final la perturbari functionale
renale, cum ar fi cresterea excretiei urinare de proteine, scaderea cleareance-ului creatininei, cu

progresia glomerulosclerozei si fibrozei interstitiale [306].
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Un studiu recent a demonstrat cd majorarea nivelului PPOA plasmatice in modelul de
rinichi restant a dus la progresia accelerata a afectarii renale, evidentiatd prin cresterea marcanta a
fibrozei tubulare si glomeruloscleroza, agravata prin proteinurie si disfunctie renala.

Rolul patogenic al PPOA este sustinut si de faptul cd administrarea acestor proteine
modificate conduce la cresterea pronuntatd a proteinuriei la sobolanii operati conventional, cu
toate ca fibroza si disfunctia renalad nu au fost observate in timpul perioadei de studio [209]. Aceste
rezultate sugereaza cd PPOA ar putea fi implicate in patogeneza hipertrofiei si remodelarii masei
renale, precum si in procesele fibrogenice ulterioare din rinichii restanti [158].

Studiile clinice ofera dovezi convingatoare referitoare la asocierea dintre nivelele crescute
de PPOA si leziunile renale, sugerand ca PPOA pot fi predictori importanti ai prognosticului bolii
renale [147, 381].

In concluzie, PPOA reprezinti un marker important pentru evaluarea stresului oxidativ in
GN, deoarece, atunci cand existd un exces de radicali liberi de oxigen (RLO), creste semnificativ
productia de PPOA prin oxidarea unor proteine.

PPOA au efecte lezionale, deoarece pot induce un lant de reactii care se autoperpetucaza si
care, prin diferite mecanisme, pot duce la progresarea leziunilor renale. Astfel, PPOA pot reactiona
cu receptorii RAGE ai podocitelor, ceea ce rezulta cu apoptoza lor printr-o cascada de semnalizare,
iar blocarea RAGE ar putea reduce intr-o anumitd masura lezarea podocitelor.

Isoprostanii sunt compusi asemanatori prostaglandinelor care se formeaza in vivo in urma
peroxidarii nonenzimatice a acizilor grasi esentiali (acidului arachidonic etc.) de catre radicali
liberi ai oxigenului si azotului. Acesti compusi poseda activitate biologica puternica si sunt
considerati markeri sensibili a1 stresului oxidativ.

Conform rezultatelor redate in tabelul 4.10, concentratia isoprostanului-8 (Iso-8) in urina
s-a majorat in toate grupele de pacienti. Totodata, s-au inregistrat valori medii ale Iso-8 mai mari
in GNC, comparativ cu GNA. Concentratia Iso-8 in urind de asemenea a fost mai mare in
sindromul nefrotic SR in perioada de debut, comparativ cu sindromul nefrotic SS.

Astfel, valorile Iso-8 in urina au crescut de 3,4 ori (pana la 129,3+8,80 ng/mM creatinind)
in sindromul nefrotic SR, iar in sindromul nefrotic SS s-au majorat de numai 1,5 ori (pana la
56,7+3,83 ng/mM creatinina fata de 37,7+1,26 ng/mM creatinind) in grupul de control.

In perioada remisiunii concentratia Iso-8 in urini rimane crescuti (aproape de 2 ori) in
sindromul nefrotic SR. S-a semnalat o crestere de 3,5 ori (pana la 131,7+13,15 ng/mM creatinina)
a concentratiei Iso-8 n urind in GNC forma mixta in perioada acutizdrii, pe cdnd in GNC forma
nefrotica acest indice s-a majorat de 5,7 ori (pana la 214,2+14,86 ng/mM creatinind), comparativ

cu grupul de control.
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In perioada remisiunii, nivelul Iso-8 in urina in ambele grupuri, desi a scizut, riméane
crescut, aproape dublu fata de valorile de control, ceea ce denotda persistenta procesului cronic
renal.

Studiul nostru a demonstrat rolul stresului oxidativ in glomerulonefritd prin masurarea
isoprostanului-8 1n urina la diferite etape clinico-evolutive ale maladiei.

Isoprostanii se formeaza in rezultatul stresului oxidativ si reprezinta markeri sensibili ai
peroxidarii lipidelor si ai stresului oxidativ la bolnavii cu BRC [273]. Conform altor studii, se
atestd o crestere a concentratiei isoprostanilor in BRC stadiul terminal, o altd conditie asociata
Cu cresterea stresului oxidativ [361]. Cresteri marcante ale biomarkerilor stresului oxidativ au
fost raportate la pacientii cu BRC stadiul 3, cu toate ca stresul oxidativ este prezent si in stadiile
precoce ale declinului functiei renale. Nivelele de isoprostani in urina au fost reduse semnificativ
la pacientii cu BRC in timpul tratamentului cu nefroprotectoare [230, 249].

Cresterea intensitatii stresului oxidativ la pacientii cu SN contribuie la hiperlipidemie si
hipoalbuminemie. Conform unui studiu [108], nivelele plasmatice ale isoprostanului F2 au corelat
invers cu albumina serica la pacientii cu SN. In studiul nostru, concentratia isoprostanului-8 in
urind a fost mai mare la pacientii cu forme cronice ale glomerulonefritei, pe cdnd in lotul de
pacienti sindrom nefrotic SS, perioada de debut, valorile isoprostanului au crescut nesemnificativ,
comparativ cu martorul, atingand valori normale in perioada de remisiune. in GNC si sindromul
nefrotic SR, perioada de remisiune, concentratia isoprostanului rimane a fi sporita, ceea ce denota
persistenta stresului oxidativ la acesti pacienti.

Majoritatea studiilor actuale asupra actiunilor biologice ale Fz-isoprostanilor se limiteaza
la -F2-isoprostan, care este un vasoconstrictor renal puternic. La animale, Fo-isoprostanii reduc
rata de filtrare glomerulara si debitul sangvin renal cu 40-45%. Isoprostanii au activitati biologice
vasoconstrictoare puternice si anumite proprietati inflamatorii. Prin urmare, aprecierea
concentratiei produsilor de peroxidare lipidica a fost utilizatd pentru evaluarea estimativd cauzata
de stresul oxidativ [92, 331].

Determinarea concentratiei de isoprostan-8 paralel cu dozarea PPOA 1n urina reprezinta
biomarkeri pretiosi, noninvazivi pentru evaluarea gradului de stres oxidativ la pacientii cu
glomerulonefritd, prognozarea complicatiilor la distantd si monitorizarea eficientei strategiilor
terapeutice menite sa reduca intensitatea stresului oxidativ celular si sa contribuie la prevenirea
leziunii renale asociate.

Sistemul de oxidare cu radicali liberi a fost apreciat si prin estimarea nivelului metabolitilor

oxidului nitric NOz si NOs in urina la copii cu diferite variante ale glomerulonefritei.

145



Studii anterioare au evidentiat relatia dintre stresul oxidativ si producerea oxidului nitric
(NO) 1n rinichi 1n conditii normale si patologice [244, 260]. Oxidul nitric — un vasodilatator
puternic endogen care regleaza functiile renale — este produs din L-arginind de catre nitric oxid
sintaza endoteliala (eNOS). Radicali liberi, cum ar fi radicalul superoxid (O2), pot interactiona cu
NO cu formarea peroxinitritului (ONOOe), epuizand astfel biodisponibilitatea acestei molecule
importante.

Datele prezentate in tabelul 4.11 sugereaza modificari ale continutului sumar de NO2+NO3

in urind care a crescut in toate loturile de pacienti.

Tabelul 4.11. Concentratia metabolitilor NO (suma NO2+NOz si nivelul de NO3) in urina
la copiii cu glomerulonefritd (uM/mM creatinind)

Grupuri de studiu Suma NO2+NOs3 NO2
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA sindrom 144,1+15,98*** 111,6+£2,8*** 7,5£0,51 9,3+1,16
nefritic 344,7% 267,0%, 105,6% 131,0%,
p1>0,05 p1>0,05
GNA SNSS 161,4+20,87*** 170,5+£29,33** 16,2+2,99* 12,1+2,66
386,1% 407,9%, 228,2% 170,4%,
p:1>0,05 p1>0,05
GNA SNSR 104,4+20,13** 188,2+16,59%** 10,1+0,54** 9,2+0,54
249,8%, p>>0,05 450,2%, 142,3%, 129,6%
p1<0,01 p2>0,05 p1>0,05;
p2>0,05
GNC forma 58,6+2,38 91,1+£10,51** 5,5£0,29 3,840,12
nefrotica 140,2% 217,9%, 77,5% 53,5%,
p1<0,01 p1<0,01
Control 41,84+4,51 7,1+0,89

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. p1 — autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de
acutizare; p2 — autenticitatea indicilor la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromul
nefrotic SR.

Astfel, iIn GNA sindrom nefritic, perioada manifestarilor clinice, suma NO2+NO3 in urina
a crescut de 3,4 ori si a corelat cu nivelul de NO2 (rxy =0,832, p<0,001); NOgz (rxy =0,996, p<0,001),
reducandu-se in perioada de remisiune pana la 111,6£2,8 pM/mM creatinina. Totodatd, s-a
inregistrat o majorare Mai pronuntatd a continutului sumar al metabolitilor oxidului nitric

(NO2+NO:3) in sindromul nefrotic SS perioada de debut, comparativ cu sindromul nefrotic SR.

Astfel, suma NO2+NOs3 in urina a crescut de 3,9 ori in sindromul nefrotic SS si de 2,5 ori in
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sindromul nefrotic SR. In perioada de remisiune in sindromul nefrotic SS suma NO2+NOj3 in urini
ramane practic la acelasi nivel inregistrat la etapa precedenta, pe cand in sindromul nefrotic SR a
crescut cu 84% comparativ cu etapa initiald de cercetare.

Suma NO2+NOs3 in urind in GNC forma nefrotica, perioada de acutizare, s-a majorat
neimportant, dar a crescut practic de 2 ori in perioada de remisiune.

Nivelul NO: a crescut de 2,3 ori (pana la 16,2+£2,99 uM/mM creatinind) in sindromul
nefrotic SS perioada de debut, pe cand in sindromul nefrotic SR s-a majorat numai de 1,4 ori pana
la 10,1£0,54 uM/mM creatininad, fata de 7,1+0,89 uM/mM creatinina in grupul de control. in
perioada remisiunii in ambele grupuri nivelul NO2 in urind scade pentru ca sd nu mai difere de
cel inregistrat in grupul de control.

Rezultatele de evaluare a modificarilor nivelului NOs si a raportului NO3/NO2 in urina la
copiii cu glomerulonefritd sunt prezentate in tabelul 4.12.

S-a inregistrat o crestere a nivelului de NO3 1in urind in toate loturile de pacienti. Acest

metabolit se formeaza la actiunea excesului de RLO asupra oxidului nitric.

Tabelul 4.12. Modificarile nivelului NOgz si a raportului NO3/NO; in urina
la copiii cu glomerulonefrita

Grupuri NOz (uM/mM creatinina) Raportul NO3s/NO>
de studiu
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA sindrom 136,56+16,02%** | 102,3+£2,45%** 20,3+£3,31** 13,2+1,96*
nefritic 350,2% 262,3%, p1<0,05 303,0% 197,0%, p:>0,05
GNA SNSS 145,2+18,46*** | 158,4+£28,70*** 12,4+1,74%** 20,0£5,85*
372,3% 406,2%, p1>0,05 185,1% 298,5%, p1>0,05
GNA SNSR 94,0+20,58* 179,0£16,05*** 14,3+1,56*** 19,1+0,62***
241,0%, p2>0,05 | 459,0%, p1<0,01; 213,4% 285,1%, p1<0,05
p2>0,05
GNC forma 53,3+£2,22%* 87,3£10,61** 10,1+0,53** 24,26+3,53***
nefrotica 136,7% 223,8%, p1<0,01 150,7% 362,1%, p1<0,01
Control 39,0+3,83 6,7+0,84

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. p1 — autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de
acutizare; p—autenticitatea indicilor la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromul nefrotic
SR.

Cele mai inalte valori ale NO3 in urina le-am depistat in sindromul nefrotic SS perioada

de debut, unde la pacientii in cauza acest indice a crescut de 3,7 ori (pana la 145,2+18,46 uM/mM
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creatinind), pe cand in sindromul nefrotic SR a crescut de 2,4 ori (pana la 94,0+20,58 uM/mM
creatinind), fatd de 39,0+3,83 uM/mM creatinind in grupul de control.

In sindromul nefrotic SS, perioada de remisiune, concentratia NO3 nu numai cd a ramas la
acelasi nivel sporit, dar a si crescut nesemnificativ in raport cu etapa precedenta . Totodata, au fost
inregistrate modificari pronuntate in sindromul nefrotic SR, unde valorile NOs au crescut notabil
in remisiune, atat in raport cu etapa precedenta (de acutizare), cat si cu valorile grupului de control.

Acumularea speciilor reactive ale oxigenului si a oxidului nitric Tn organism, stabilitd Tn
cercetarile noastre, constituie un mecanism important in patogeneza leziunilor renale la copiii cu
GN. Raportul NO3/NO; in urind a crescut de 3,0 ori (pana la 20,3+3,31 uM/mM creatinind) in
GNA sindrom nefritic perioada manifestarilor clinice, fata de 6,7+0,84 uM/mM creatinind in
grupul de control.

A existat 0 majorare mai pronuntata (aproape dubla) a raportului NO3z/NO2 1in sindromul
nefrotic SR perioada de debut, pe cand in sindromul nefrotic SS a crescut doar de 1,5 ori.
Perturbarile inregistrate S-au accentuat $i mai mult in perioada de remisiune in care am constatat
o crestere aproape tripld a raportului NO3/NO> in urina, atat in sindromul nefrotic SR, cat si in
cel nefrotic SS, comparativ cu grupul de control.

Exista tot mai multe dovezi ca NO, un vasodilatator puternic, este unul dintre cei mai
importanti modulatori paracrini si mediatori in controlul functiilor renale, cum ar fi fluxul renal
sangvin global si regional, autoreglarea renala, filtrarea glomerulara, secretia de renina si excretia
de sare [80]. NO joaca un rol important in patogeneza mai multor stiri de boalad renala, incluv
nefropatia diabetica, boala inflamatorie glomerulara, insuficienta renald acutd si nefrotoxicitatea
unor preparate farmacologice [79].

NO joaca atat un rol protector important in ischemia renala, preintampinand dezintegrarea
metabolismului celular si functiile organului in perioada postischemica, cat si un rol negativ, toxic,
contribuind la agravarea leziunilor ischemice. Mecanismele actiunii toxice ale excesului de NO
sunt legate de mai multi factori. Cel mai important dintre ei il constituie interactiunea NO cu
speciile reactive ale oxigenului (SRO), producerea carora in ischemie si reperfuzie se activeaza
semnificativ, ceea ce poate duce la formarea peroxinitritului care are proprietati oxidative Tnalte si
din aceastd cauza este deosebit de toxic pentru celuld; peroxinitritul poate produce nitrozilarea
diferitor componente celulare — structurilor proteice, enzimelor, acizilor nucleici, contribuind
astfel la dezintegrarea metabolismului celular. Un alt mecanism al toxicitatii NO este proprietatea
acestuia de a inhiba reversibil citocromoxidaza mitocondriala, ceea ce conduce, pe de o parte, la

inhibitia respiratiei celulare, iar pe de alta parte, la generarea de SRO de insesi mitocondrii [80].
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NO este un activator puternic al neutrofilelor polimorfonucleare, iar cresterea concentratiei
lui poate contribui la intensificarea efectelor citotoxice ale acestora. Se stie ca unul din factorii
care contribuie la afectarea tesutului renal in ischemie si infectiile renale este migratia in
parenchimul organului a leucocitelor neutrofile care genereaza SRO 1in cantitati enorme. Alt
mecanism negativ al NO este propietatea acestui radical de a influenta asupra apoptozei celulare.
Excesul de NO induce apoptoza — moartea celulara atat la nivelul celulelor endoteliale, cat si al
celor epiteliale [79]. Rezultatele studiului nostru au evidentiat semnificatia diagnostica a
determindrii markerilor stresului oxidativ in diagnosticul si monitorizarea GN.

Conchidem, ca stresul oxidativ care se manifestd printr-un dezechilibru intre sistemele
generatoare de radicali liberi ai oxigenului, pe de o parte, si sistemele endogene enzimatice
protectoare antioxidante, pe de altd parte, este un element patogenic important n autointretinerea
si exacerbarea raspunsului inflamator sistemic cu potential de generare a sindromului de disfunctie
organica multipla.

Acest aspect al speciilor reactive de oxigen generat In conditiile alterarii ischemice a
endoteliului si Tn cooperare cu reteaua complexa de mediatori ai reactiei inflamatorii sistemice
nespecifice din infectia renourinara reprezintd calea finald comuna in generarea leziunii celulare
si distructiei tisulare ce stau la baza sindromului de disfunctie organica multipla. Speciile reactive
ale oxigenului pot degrada acidul hialuronic si colagenul din membrana bazald glomerulara,
producand leziuni glomerulare. De asemenea, ele stimuleaza formarea de substante chemotactice
si citotoxice din lipide, cu cresterea statusului proinflamator care poate propaga leziunea spre

nefroscleroza.

4.4. Importanta diagnostica a sistemului antioxidant in evolutia clinica a glomerulonefritei
la copii

SRO produc oxidarea unor componente esentiale pentru structura si functia celulei, cum
sunt, de exemplu, acizii grasi polienici nesaturati din structura membranelor, iar peroxizii lipidici
formati se descompun, formand compusi citotoxici, in special aldehide, cum ar fi 4 —
hidroxinonenalul si dialdehida malonica, care contribuie la activarea bacteriostatica si bactericida
a fagocitului. Protectia granulocitului Insusi impotriva acestor specii distructive este necesara si
posibild, Intrucat acesta este inzestrat cu mecanisme de detoxifiere a radicalilor liberi. Toate
organismele au mecanisme bine dezvoltate de protejare impotriva acelor forme de oxigen care sunt
potential daunatoare pentru lipide, proteine, acizii nucleici. Aceste mecanisme includ: sistemul de
protectie antioxidanta care poate incetini oxidarea lipoproteinelor si preveni actiunea citotoxica a

acestui proces.
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Reiesind din obiectivele de cercetare ale studiului de fata, pentru aprecierea modificarilor
indicilor sistemului antioxidant, bolnavii cu GN au fost examinati la diferite etape clinico-
evolutive ale maladiei. A fost cercetata valoarea diagnostica a diferitor biomarkeri ai sistemului
antioxidant: activitatea antioxidanta totala (AAT), glucoza-6-fosfat dehidrogenaza (G-6-PDH), S-
nitrozothiolii, peptidele histidinice si acizii uronici in serul sangvin.

In tabelul 4.13 sunt prezentate datele despre modificarile sistemului antioxidant in serul
sangvin la copiii cu GN la diferite etape clinico-evolutive ale maladiei. Studiile efectuate au relevat
cresterea activitatii enzimelor sistemului antioxidant in serul sangvin in toate variantele clinice ale
GN 1n perioada manifestarilor clinice.

In GNA sindrom nefritic in perioada manifestarilor clinice, AAT determinata prin metoda
cu ABTS 1in serul sangvin a crescut de 2,7 ori (pana la 77,0+4,64 uM/1), fatd de (28,01+4,03
uM/1) in grupul de control. Concomitent, am stabilit corelatii directe de intensitate medie intre
AAT si S-nitrozothioli (rxy =0,528, p<0,001); intre AAT si G-S-T (rxy =0,641, p<0,01); intre AAT
si LDH ( rxy =0,528, p<0,01); intre AAT si LAP ( rxy =0,541, p<0,01).

Tabelul 4.13. Activitatea antioxidanta totala (AAT) si nivelul S-nitrozotiolilor in serul sangvin
la copiii cu glomerulonefrita

Indicii studiati
Grupuri de studiu AAT, um/L S-nitrosotioli, umol/l
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA sindrom 77,0+£4,64*** 21,3+£2,01 1,940,5%** 0,98+0,18
nefritic 274,9% 76,04% 271,4% 140,0%, p1>0,05
GNA SNSS 40,8+3,97* 36,8+3,59 2,3+0,13*** 1,3+0,20**
145,7% 131,4% 328,6% 185,7%, p1<0,01
GNA SNSR 84,3+5,95%** - 2,6£0,25%** -
301,0% 371,4%, p2>0,05
GNC forma 50,4+7,91* 33,9+3,11 2,0+0,08*** 1,8+0,17***
nefrotica 179,9% 121,02% 285,7% 257,1%, p1>0,05
Control 28,01+4,03 0,7+0,11

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. p1— autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de
acutizare; p>— autenticitatea indicilor la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromul nefrotic
SR.

Valorile AAT 1in serul sangvin au crescut de 3,0 ori (pana la 84,3£5,95 uM/l) in GNA
sindrom nefrotic SR perioada de debut, fata de (28,1+4,03 uM/l) in grupul de control. In GNC
forma nefrotica perioada acutizarii AAT in serul sangvin a crescut de 1,8 ori (pana la 50,4+7,91

uM/1) cu reducerea ei 1n perioada remisiunii, cu exceptia GNA sindrom nefritic. La pacientii In
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cauza nivelul AAT s-a redus cu 24,0%. In GNC forma mixti, perioada de acutizare, am stabilit
corelatie inversd foarte puternica intre nivelul AAT si MIP-1a (rxy =-1,0, p<0,001). In perioada
remisiunii, valorile AAT raman crescute, cu exceptia pacientilor cu GNA sindrom nefritic la care
s-a atestat normalizarea acestui indice.

Dupa cum rezulta din tabelul 4.13, nivelul S-nitrozotiolilor in serul sangvin creste relevant
in diferite variante ale GN.

Studiile efectuate de noi au stabilit cresterca statistic semnificativa a concentratiei S-
nitrosotiolilor in serul sangvin in toate variantele clinice ale GN. Cele mai exprimate valori ale
concentratiei S-nitrosotiolilor in serul sangvin s-au atestat in GNA sindrom nefrotic SR perioada
de debut, unde valorile acestui indice au crescut de 3,7 ori (pana la 2,6+0,25 umol/l), iar in
sindromul nefrotic SS au crescut de 3,3 ori (pana la 2,3+0,13 umol/l) fata de 0,7+0,11 umol/l in
grupul de control).

In GNC forma nefrotici, perioada de acutizare, s-a notat o crestere practic de 3 ori (pana la
2,0+0,08 umol/l) a concentratiei S-nitrosotiolilor in serul sangvin care continue sa fie majorata si
in perioada de remisiune.

Au existat corelatii inverse de intensitate medie intre concentratia S-nitrosotiolilor si MIP
la (rxy =-0.644, p<0,01) in GNC forma nefrotica perioada de acutizare. Acest fapt s-ar putea datora
supresiei sau inhibitiei fortei catalitice a denitrozilazelor — S-nitrozoglutation reductazei si
tioredoxinei, enzime care mediaza denitrozilarea cisteinei din catena laterala a proteinelor. Anume,
aceste enzime prin multiple cai de semnalizare regleaza functia anumitor receptori si influenteaza
diverse raspunsuri celulare [227].

De notat ca S-nitrozotiolii ca donatori de NO sunt capabili sa declanseze sau sa suprime
apoptoza celulelor imune, iar S-nitrozoglutation reductaza, prin reglarea S-nitrozilarii si apoptozei,
poate exercita un rol protectiv in dezvoltarea sistemului imunitar.

Prezenta stresului oxidativ In insuficienta renala este bine demonstrata si cateva studii au
aratat nivelul scazut al tiolilor in BRC. Cresterea productiei de SRO la acesti pacienti duce la
consumul grupelor de tioli disponibili. Studiile, de asemenea, au aratat prezenta unei corelatii
negative dintre creatinina serica si tiolii proteici, indicand consumul sporit de SH-grupe proteice
Cu Cresterea severitdtii insuficientei renale [177].

Albumina furnizeazd cea mai mare parte din totalul tiolilor serici si pierderea cu urina a
albuminei la pacientii cu BRC, logic, ar trebui sa creasca nivelul grupelor tiolice in urina. Contrar
la aceasta, un studiu a aratat nivele semnificativ de joase a tiolilor proteici in urina [184].

La pacientii cu BRC, conform unor studii, are loc o scadere semnificativa a albuminei

serice si a SH-grupelor proteice. Aceste rezultate sugereaza ca albumina excretatd in urina este
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saraca in grupe tiolice. Scaderea de tioli proteici in urina pacientilor cu BCR s-ar putea datora
oxidarii sporite a grupelor tiolice legate de albuminele serice. Excretia acestor albumine, sarace in
forme reduse de grupe tiolice, constituie cauza principala a reducerii nivelului de tioli in urina.
Are loc o scadere insemnanta a tiolilor urinari cu proteinurie si aceasta variaza in functie de

cantitatea proteinei excretate in urina.

A fost, de asemenea, inregistrata o scadere importanta a nivelului plasmatic de tioli proteici

in cadrul SN la copii, maladiilor primare glomerulare, BRC terminale [177].

Rezultatele evaluarii privind nivelul peptidelor histidinice (Phis) si a acizilor uronici in

urind la copiii cu glomerulonefrita primara sunt reflectate in tabelul 4.14.

Tabelul 4.14. Nivelul peptidelor histidinice si acizilor uronici in urina la copiii cu
glomerulonefritd acuta si cronica

Grupuri de Peptidele histidinice, uM/mM Acizii uronici,
studiu creatinind mg/mM creatinind
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA sindrom 20,3+3,65 21,4+£3,26 123,1+9,55 115,8+12,73
nefritic 83,9% 88,4% 97,1% 91,3%
GNA SNSS 26,6+7,31 17,1£2,57 142,6+15,17 98,0+1,70
109,9% 70,7% 112,5% 77,3%
GNA SNSR 20,4+3,50 32,9+1,61 140,7+11,96 135,7+2,93
84,3% 135,9% 111,0% 107,0%
GNC forma 18,942,77* 24,9+9,92 161,0+£19,39 148,1+£26,93
nefrotica 78,1% 102,9% 127,0% 116,8%
GNC forma 19,7+4,46 18,5+4,36 114,1+17,58 501,9+£91,09**
mixta 81,4% 76,4% 90,0% 395,8%
Control 24.2+1,82 126,8+8,36
100% 100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001
p<U,UUL.
Din grupa peptidelor histidinice fac parte anserina si carnosina, dipeptide formate din -
alanina si histidina, cu un inalt potential antioxidant.
Datorita proprietdtilor hidrofile ele sunt capabile de a neutraliza radicalii liberi de oxigen,
azot §i peroxinitrit cu proprietati citotoxice extrem de puternice. Din aceste motive studiul

modificarilor continutului de PHis in urina la pacientii cu GN prezinta un interes major.
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Analiza rezultatelor obtinute releva o tendintd de reducere nesemnificativa a nivelului PHis
in urind la pacientii cu GNA sindrom nefritic si GNA sindrom nefrotic SR in perioada
manifestarilor clinice.

In perioada de remisiune nivelul PHis in urini se mentine la valori reduse, cu exceptia
sindromului nefrotic SR, in cadrul caruia se atestd cresterea lor, ceea ce ar putea influenta asupra
potentialului antioxidant la acesti pacienti.

Analiza datelor obtinute releva o reducere a nivelului PHis in urina in GNC perioada
acutizarii, comparativ cu grupul de control. In perioada remisiunii nivelul PHis in urini s-a
normalizat la pacientii cu GNC forma nefrotica.

Din datele tabelului 4.14 rezulta ca in GNC forma nefrotica nivelul acizilor uronici in
urini s-a majorat neinsemnat in perioada de acutizare, pe cand in forma mixta s-a redus discret. in
perioada remisiunii se atesta o crestere veridica (p<0,05) de aproape 4 ori a concentratiei de acizi
uronici 1n urind in GNC forma mixta.

Analiza datelor prezentate in tabelul 4.14 atestd o crestere neinsemnatd statistic
neconcludentd a nivelului acizilor uronici in urind in SNSS si SNSR, perioada manifestarilor
clinice. In perioada remisiunii S-a semnalat o tendintd slaba de reducere a nivelului acizilor
uronici, comparativ cu grupul de control.

Un rol important in protectia antioxidantd a celulelor si mentinerea statutului redox
celular, atat in conditii fiziologice, cat si in diverse patologii, ii revine glutationului si
enzimelor sistemului glutationic.

Starea functionalda a enzimelor ciclului glutationic in serul sangvin s-a studiat prin
aprecierea activitatii GR, GRO si G-S-T la copiii cu glomerulonefrita in dinamica maladiei.

Un efect protector puternic au si enzimele antioxidante — catalaza si glutationperoxidaza
(GPO), care inldtura peroxidul de hidrogen. O dieta deficitara in seleniu (Se) determind reducerea
expresiei GPO (aceastd enzima fiind Se-dependentd) si o agravare a tulburarilor functionale si
structurale renale postischemice.

Aceasta inseamna ca, in afard de superoxid si peroxidul de hidrogen, are efect toxic renal
si anionul hidroxil, care rezulta din primele, prin reactia Haber-Weiss. Ca atare si substantele care
inlaturd hidroxi-anionul au efect benefic (dimetisulfoxid — DMSO, glutationul redus — GSH),
precum si chelatorii de Fe?*, care previn formarea acestui radical liber (desferioxamina). GSH are,
in parte, acest efect benefic si prin generarea glicinei, care este un agent citoprotector.

Datele privind estimarea modificarilor enzimelor ciclului glutationic in serul sangvin la

copiii cu GN sunt expuse in tabelul 4.15.
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Studiile efectuate au relevat cresteri statistic semnificative ale activitatii GR in serul
sangvin in toate variantele clinice ale GN in perioada manifestarilor clinice. Activitatea GR in
serul sangvin a crescut de 3,5 ori (pana la 336,5+32,9 nM/s.l) in GNA sindromul nefrotic SR
perioada de debut, fata de (97,01£5,82 nM/s.1) in grupul de control.

Tabelul 4.15. Dinamica modificérilor enzimelor ciclului glutationic in serul sangvin
la copii cu glomerulonefrita acuta si cronica

Grupuri GR, nM/s.l. GRO, nM/s.I. G-S-T, nM/s.l.
de studiu acutizare remisiune acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA 295,94+20,7 92,7+10,1 101,743,2 219,4+17,4 | 19,4+1,1%%* 29.8+1,2
sindrom ***305,0% 95,6%, **%43,8% 94,4%, 61,2% 94,0%,
nefritic p:<0,01 p:1<0,001 p:>0,05
GNA 330,5+35,2 | 136,4+£15,8* | 144,7+10,8 186,9+£19,5 15,64+1,0 26,52+2.85
SNSS ***340,7% 140,6%, **62,3% 80,4%, **%49,2% 83,6%,
p1<0,05 p:>0,05 p:>0,05
GNA 336,5+32,9 — 154,5+£14,9* — 12,4+1,1 —
SNSR ***346,9% 66,5% ***30,1%
GNC 203,3+18,8 94,2+4,0 90,65,0%** 190,9+20,0 21,24+]1,6%** 27,8+1,1
forma **%209,6% 97,1%, 39,0% 82,1%, 66,9% 87,7%,
nefrotica p:<0,01 p:<0,01 p:>0,05
Control 97,01+5,8 232,44253 31,7+1,91

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. p1—autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de
acutizare.

Modificari statistice concludente s-au inregistrat si In sindromul nefrotic SR, in cadrul
caruia indicii s-au normalizat in perioada remisiunii, cu exceptia sindromului nefrotic SS, in care
activitatea GR continuia sa fie crescuta de 1,4 ori, comparativ cu grupul de control.

Evaluarea activitatiic GRO si G-S-T in serul sangvin a demonstrat reducerea lor
semnificativa in toate loturile de pacienti. Cea mai pronuntatd reducere a activitatii GRO s-a
inregistrat iIn GNC forma nefrotica, perioada de acutizare, in care activitatea enzimei s-a redus cu
-61,0% (pana la 90,6+5,0 nM/s.1), fata de 232,44+25,3 nM/s.l in grupul de control.

In GNA sindromul nefrotic SS si SR, perioada de debut, activitatea GRO s-a redus cu 37,7
% si, respectiv, 33,5%, comparativ cu valorile de control.

In perioada remisiunii activitatea GRO practic atinge nivelul grupului martor in GNA
sindrom nefritic, pe cand in alte grupuri ramane redusa.

Cele mai exprimate modificari ale activitatii G-S-T in serul sangvin au fost consemnate in

GNA sindrom nefrotic SR perioada de debut, in care activitatea enzimei s-a redus cu 60,9%, pe
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cand 1n sindromul nefrotic SS acest indice a scazut cu 50,8%, comparativ cu valorile de control.
In perioada remisiunii are loc normalizarea activitatii G-S-T in serul sangvin in GNA sindrom
nefritic. Studii recente au demonstrat cd G-S-Ts ar putea fi, de asemenea, utila in detectarca
fibrozei tubulointerstitiale la pacientii cu BRC si diabet zaharat [157].

Intr-un studiu, efectuat de Bienias B. si coautorii s-a demonstrat importanta determinrii
izoformelor G-S-T in SN; in acest caz s-au stabilit valori crescute ale excretiei urinare a izoformei
alfa-GST si excretia urinard normala a izoenzimei pi-GST [46]. Acest fapt ar putea fi explicat prin
aceea ca, la copiii cu sindrom nefrotic SD si sindrom nefrotic SR, afectarea tubulara renala incepe
in regiunea tubilor proximali.

In concluzie, rezultatele studiului sugereaza ca fibroza tubulointerstitiali se dezvolta
timpuriu in cadrul SN, desigur, nu numai la pacientii rezistenti la steroizi, dar, de asemenea, si in
sindromul nefrotic SD, initial fara afectarea functiei renale.

Estimarea rezultatelor evaluarii G-6-PDH 1in serul sangvin a demonstrat diferente
semnificative in toate grupele de pacienti cu GN in perioada manifestarilor clinice (tabelul 4.16).

Glucoza-6-fosfat dehidrogenaza (G-6-PDH) este implicata in calea fosfat pentozica, sau
suntul pentozic. Suntul pentozic este responsabil de aprovizionarea celulelor cu riboza, necesara
pentru sinteza acizilor nucleici, el este principala sursa de NADPH pentru glutation reductaza —
enzimd responsabild pentru reciclarea glutationului redus in tesuturi [29]. Dupa cum se stie,
afectarea G-6-PDH rezulta cu formarea stresului oxidativ celular, legat de cresterea SRO si
reducerea nivelului antioxidantilor, cum ar fi glutationul, forma redusa.

Tabelul 4.16. Activitatea G-6-PDH 1in serul sangvin la copiii cu glomerulonefrita

Grupele de studiu G-6-PDH, nmol.s.I
acutizare % remisiune %
GNA sindrom nefritic 54,5+4 57*** 246,6 29,7+3,33* 134,4
p1<0,001
GNA SNSS 32,4+4,06* 146,6 25,8+3,90 116,7
p1>0,05
GNA SNSR 49,8+4 58% % 225,3 - -
p2<0,05
GNC forma nefrotica 36,843,99*** 166,5 25,9+2.08 117,2
p1>0,05
Control 22,1+0,99 100,0 22,1+0,99 100,0

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. p1— autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de
acutizare; p2—autenticitatea indicilor la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromul nefrotic
SR.

155



Cele mai exprimate modificéri ale G-6-PDH in serul sangvin au fost consemnate in GNA
sindrom nefritic, perioada manifestarilor clinice, unde nivelul G-G-PDH a crescut de 2,5 ori
(54,5+4,57 nmol/s.1).

In GNA sindrom nefrotic SS, perioada de debut, activitatea G-6-PDH a crescut de 1,5 ori,
pe cand in GNA sindrom nefrotic SR de 2,3 ori comparativ cu grupul de control.

In perioada remisiunii activitatea G-6-PDH in serul sangvin atinge practic nivelul valorilor
de control.

Modificarile depistate ale activitatii G-6-PDH pot fi privite drept manifestarea reactiei
adaptativ-compensatorii, orientate spre mentinerea nivelului de NADPH redus, care joaca un rol
cardinal in sistemul de protectie antioxidanta.

Astfel, enzimele ciclului glutationic si ale sistemului de protectie antioxidanta pot servi
drept indicatori ai gradului de alterare tisulard renald si pot fi folosite pentru aprecierea fazei

procesului, eficientei tratamentului aplicat, prognozarea complicatiilor si a exodului bolii.

4.5. Concluzii la capitolul 4

1. Cercetarile nivelului moleculelor de semnalizare celulara (IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1,
MIP-1a, SDF-1a, CD 40) in urina la copiii cu glomeruloneftritd a demonstrat o crestere a acestora in
diferite variante ale GN in functie de varianta clinica, activitatea procesului renal. Determinarea
concentratiei urinare a moleculelor de semnalizare celulara la copiii cu GN reprezinta markeri neinvazivi
relevanti pentru determinarea severitatii procesului patologic, evaluarea modificarilor sclerotice in
rinichi, precum si aprecierea eficacitatii tratamentului aplicat.

2. Studiul concentratiei factorilor de crestere (VEGF, FGF-B, CTGF, PDGF-BB) in urina a
demonstrat majorarea nivelului a acestor factori la copiii cu GN in functie de activitatea procesului renal,
sensibilitatea la steroizi si reprezinta markeri neinvazivi pentru aprecierea si cuantificarea gradului de
dezvoltare si progresie al glomerulosclerozei si fibrozei tubulointerstitiale.

3. In GNC forma nefrotica, perioada de acutizare, s-au inregistrat corelatii statistic veridice directe
intre MCP-1 si FGF-f (1=0,810, p<0,001), iar in GNC forma mixta perioada de acutizare au fost stabilite
corelatii inverse foarte puternice intre MIP-1a si MCP-1 (rxy =-1,0, p<0,001); intre MIP-1a si VEGF (rxy=-
1,0, p<0,001); intre MIP-10 si FGF-f (1xy =-1,0, p<0,001); intre MIP-1a.si CTGF (rxy =-1,0, p<0,001); intre
MIP-1a si IL-1B ( ryy =-1,0, p<0,001); intre MIP-1a si IL-6 (rxy =-1,0, p<0,001), care demonstreaza
implicarea acestor chemokine in procesele de fibrozare renala.

4. Studiul markerilor stresului oxidativ (AGE, PPOA, isoprostanului-8, metabolitilor NO,
S-nitrozotiolilor, G-6-P-DH) in ser si urind a relevat cresterea concentratiei acestora in diferite

variante clinice ale GN in functie de activitatea procesului patologic. Determinarea concentratiei
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markerilor stresului oxidativ reprezinta biomarkeri, noninvazivi pentru evaluarea gradului de stres
oxidativ in glomerulonefritd, prognozarea complicatiilor la distantad, monitorizarea eficientei
strategiilor terapeutice menite sa reduca intensitatea stresului oxidativ celular si sa contribuie la
prevenirea leziunii renale asociate.

5. Studiul markerilor sistemului antioxidant a evidentiat reducerea activitatii enzimelor
antioxidante GPO, G-S-T si cresterea GR la copiii cu GN 1in functie de activitatea procesului
patologic, varianta clinica, sensibilitatea fata de steroizi. Datele evaluarii enzimelor ciclului
glutationic si ale sistemului de protectie antioxidanta pot servi drept indicatori fideli ai gradului de
alterare tisulara renala, care pot fi folositi pentru aprecierea fazei procesului, prognozarea
complicatiilor si exodului bolii.

6. Mecanismele progresiei fibrozei tubulointerstitiale spre BRC au inclus: faza activarii si
injuriei renale cu participarea ET-1, MCP-1, faza semnalizarii fibrogenice — ET-1, CTGF, PDGF-
BB, FGF-B, TNF-a, IL-1, faza fibrogenica si a distructiei renale — PDGF-BB.
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5. PARTICULARITATILE MODIFICARILOR UNOR INDICI Al HOMEOSTAZII
ENZIMATICE BIOCHIMICE LA COPIII CU GLOMERULONEFRITA PRIMARA

5.1. Dinamica si activitatea enzimelor ciclului adenilic si arginazei in evolutia clinica
a glomerulonefritei la copii

Dupa cum se stie, printre numerosi factori care regleaza intensitatea reactiilor metabolice,
un loc deosebit le revine enzimelor metabolismului nucleotidelor adenilice. Enzimele citozolice
adenozinmonofosfat—-dezaminaza (AMP-aza) si adenozindezaminaza (ADA-aza) — catalizeaza
dezaminarea AMP-lui si adenozinei, si in asa mod, controleaza nivelul de AMP si adenozina in
tesuturi. Catabolismul nucleotidelor adeninice participa la modularea proceselor energo-
dependente din celule [173].

In studiul de fatd ne-am propus s evaluim starea functionald a ciclului adenilic prin
aprecierea activitatii ADA-azei si AMP-azei in serul sangvin la copiii cu glomerulonefrita primara
in dinamica maladiei. In tabelele 5.1 si 5.2 sunt expuse rezultatele evaludrii activitatii ADA-azei

si AMP-azei in serul sangvin la copiii cu GNA si GNC.

Tabelul 5.1. Activitatea enzimelor ciclului adenilic 1n serul sangvin la copiii cu GNA

Grupuri de ADA-aza, nM/s.| AMP-aza, nM/s.|
studiu acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA sindrom 2,78+1,20* 1,27+0,23 2,25+0,52 2,85+0,67
nefritic 226% 103,3% 136,4% 172,7%
p1>0,05 p1>0,05
GNA SNSS 3,91+0,86** | 2,94+0,60%* 2,11+0,45 2,33+0,56
317,9% 239% 127,9% 141,2%
p1>0,05 p1>0,05
GNA SNSR 5,13+1,28** 5,99+2.79 2,16£0,57 1,96+0,90
417,1% 487% 130,9% 118,8%
p2>0,05 p1>0,05 p2>0,05 p1>0,05
Control 1,23+0,15 1,65+0,20
100% 100%

Noti: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001. p1 — autenticitatea indicilor 1n comparatie cu indicele respectiv inregistrat in
acutizare; p2 — autenticitatea indicilor la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromul nefrotic
SR.

In dinamica activitatii enzimelor ciclului adenilic in diferite variante ale GN s-au inregistrat
unele particularitati. Studiile efectuate au relevat cresteri exprimate ale activitatii ADA-zei in serul

sangvin In toate variantele clinice ale GNA 1n perioada manifestarilor clinice. Cele mai mari valori
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ale activitatii ADA-zei in serul sangvin s-au Inregistrat in sindromul nefrotic SR, in cadrul caruia
activitatea enzimei date a crescut de 4,2 ori, comparativ cu grupul martor. Modificari statistic
concludente (p<0,01) s-au semnalat in sindromul nefrotic SS si SR, comparativ cu valorile

grupului de control.

Tabelul 5.2. Activitatea enzimelor ciclului adenilic 1n serul sangvin la copiii
cu glomeruloneftita cronica

Grupuri de studiu ADA-aza, nM/s.| AMP-aza, nM/s.|
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNC forma nefrotica | 2,72+0,43*** 2,14+0,13* 1,74+0,31 1,71£0,20
221,1% 174%, p1>0,05 105,4% 103,6%,
p:1>0,05
GNC forma mixta 3,56+1,18%* 2,31+1,72 2,42+1,36 1,88+0,19*
289,4% 187,8%, 146,7% 113,9%,
p1>0,05 p1>0,05
Control 1,2340,15 1,65+0,20
100% 100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001. p1 — autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv Inregistrat in
acutizare.

ADA-aza, care este prezentd in rinichi, catalizeaza dezaminarea hidrolitica ireversibild a
adenozinei la inozind, epuizand astfel nivelul productiei de adenozina. Totodata, cresterea
activitatiit ADA-zei inregistratd de noi in GN ar putea duce la o scadere a nivelului de adenozina,
o molecula renoprotectoare extracelulara importanta.

Datele literaturii atesta cd mentinerea la valori sporite a functionalititii =~ ADA-zei
influenteaza negativ asupra concentratiei extracelulare de adenozina in tesuturi, iar adenozina, prin
intermediul receptorilor adenozinici — AIAR, A2AAR, A2BAR si A3AR, mediaza numeroase cai
de semnalizare intracelulara, inclusiv reactiile imune, functiile celulelor endoteliale, raspunsul
inflamator sistemic etc.

Mai multe studii au implicat nivelele de adenozina in hipoxie, inflamatie si injuria renald
acuta [47,172]. De asemenea, ADA-aza, nu numai ca participa la degradarea adenozinei, dar si
stimuleaza eliberarea de aminoacizi excitanti si este necesard pentru cuplarea receptorilor de
adenozina A1 cu proteinele G heterotrimerice.

Pe de alta parte, deficitul de ADA-aza duce la fibroza pulmonara [326], ceea ce sugereaza ca
expunerea cronica la nivele ridicate de adenozind poate exacerba reactiile inflamatorii, intr-0

masurd mai pronuntatd, dect suprimarea acestei enzime.
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De asemenea, s-a demonstrat ca activitatea ADA-azei este majoratd in inima de soarece care
supraexpreseaza factorul de inducere a hipoxiei-1o (HIF-1 o), fapt ce explica nivelele atenuate de
adenozina 1n inima in timpul stresului ischemic.

Studii recente implicd adenozina — o0 moleculad de semnalizare endogena, in protectia functiei
renale, iar productia enzimaticd de adenozina din moleculele precursoare ATP si AMP, precum
si reglarea nivelului ADA-azei joaca un rol critic in atenuarea leziunilor renale si pastrarea functiei
renale in intoxicatia cu metale grele [172].

Prin urmare, inhibarea activitatii ADA-azei ar putea fi 0 abordare terapeutica eficienta pentru
managementul / prevenirea disfunctiei renale. Este interesant de remarcat faptul ca tratamentul
asociat cu curcumind a fost Tn masurd sa prevind o crestere a activitatii ADA-azei la sobolanii
intoxicati cu cadmiu (Cd).

Aceste date sugereaza ca acest remediu are rol protector in intoxicatia cu Cd, iar mecanismul
probabil ar putea fi explicat prin efectul inhibitor al Iui asupra activitatii ADA-azei renale, ceea
ce duce la o crestere a nivelului de adenozina 1n rinichi.

Studii anterioare au implicat nivelele de adenozina prin modularea sistemului purinergic in
diverse stari patologice, cum ar fi boala Alzheimer, diabetul zaharat, accidentul vascular cerebral,
hipertensiunea arteriala si inflamatia [172].

Evaluarea activitatii AMP-azei in serul sangvin demonstreaza cresterea activitatii enzimei
date la copiii cu GNA sindrom nefritic in perioada manifestarilor clinice. Conform datelor obtinute
la pacientii cu GNA sindrom nefrotic, atat in perioada manifestarilor clinice, cat si in remisiune,
nivelul functional al AMP-azei s-a majorat neinsemnat, comparativ cu valorile martorului.

Activitatea ADA-azei in serul sangvin a crescut de 2,2-2,9 ori in GNC forma nefrotica si,
mixta in perioada acutizarii, respectiv, comparativ cu valorile de control. in perioada remisiunii
activitatea ADA-azei in GNC forma nefrotica si forma mixta indica valori crescute, ceea ce denota
persistenta procesului patologic n rinichi si reabilitarea incompletd a pacientilor.

In cadrul studiului, s-a semnalat o crestere de 1,5 ori a activititii AMP-azei in GNC forma
mixta in perioada acutizarii, comparativ cu grupul martor. In perioada remisiunii activitatea AMP-
azei in GNC forma nefroticd a atins practric nivelul martorului.

Rezultatele obtinute sugereaza ca ambele cai paralele ale degradarii AMP, la care participa
AMP-aza si ADA-aza, sunt activate in conditii patologice, probabil, cu scopul de a depasi sinteza
compensatorie a adenilatilor si de a asigura depletia prompta a fondului de adenilati si reducerea

sarcinii energetice adenilat in diverse organe, inclusiv rinichi.
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Desi functia principald a ADA-azei este dezvoltarea si mentinerea sistemului imunitar la
om, ea este, de asemenea, implicata in diferentierea celulelor epiteliale si monocitelor, precum si
in procesele de neurotransmitere si intretinerea gestatiei [172].

AMP-aza poate fi implicatd in diverse procese fiziologice, cum ar fi conversia bazei
purinice adenina la inozind sau guanind, stabilizarea sarcinii energitice adenilat, precum si in
diferite reactii ale nucleotidelor ciclului purinic. Cresterea semnificativa a functionalitatii AMP-
azei si ADA-azei a fost depistata in modele de leziuni hepatotoxice — intoxicatia acutd cu amoniac
si hepatita indusa de CCls [172].

In asa fel, la copiii cu GN au loc manifestiri biochimice ale tulburirilor stirii functionale
a rinichilor — dereglari ale functionalitatii AMP-azei si ADA-zei, enzime care controleaza nivelul
de AMP si adenozina in tesuturi, catabolismul nucleotidelor adeninice, participa la modularea
proceselor energo-dependente din celule. Rezultatele obtinute de noi vin sd confirme rolul
enzimelor metabolismului nucleotidelor adenilice in mecanismele patogenice ale GN la copii.

Un rol important in realizarea functiei renale il joaca arginaza, enzima care catalizeaza
hidroliza argininei la ornitind si uree. Dinamica activitatii arginazei in urind la pacientii cu

glomerulonefrita este prezentata in tabelul 5.3.

Tabelul 5.3. Nivelul arginazei 1n urind si in serul sangvin la copiii cu glomerulonefritd

Grupuri de Arginaza urinara, Arginaza serica,
studiu nmol/s./mM creatinina nmol/s.|
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA SNSS 0,82+0,23* 0,20+0,03 2,12+0,23* 2,91+0,36
455,6% 111,1%, p1<0,05 70,4% 96,7%,
p1>0,05
GNA SNSR 0,12+0,02 0,16+0,04 1,14+0,20%** 2,57+0,39
66,7% 88,9%, p1>0,05 37,9%, 85,4%,
p2<0,05 p2<0,05 p1<0,01
GNC forma 0,25+0,10 0,28+0,07 1,01£0,15%** -
nefrotica 138,9% 155,5%, p:>0,05 33,6%
GNC forma 0,53+0,09** 0,34+0,04* 0,87+0,17*** 2,13+0,30*
mixta 294,4%, 188,9%, 28,9%, 70,8%,
p3>0,05 p:1>0,05; p3>0,05 p1<0,001
p3>0,05
Control 0,18+0,04 3,01+£0,24

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. p1 — autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de
acutizare; p2 — autenticitatea indicilor la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromul
nefrotic SR; p3 — autenticitatea indicilor la compararea GNC forma nefrotica cu  GNC forma
mixta.
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Aceasta enzimd concureazd cu nitric oxid sintaza endoteliald (eNOS) pentru acelasi
substrat — L-arginina, cu transformarea acestui aminoacid in uree si L-ornitina [181].

Sunt cunoscute doud izoforme ale arginazei (tipurile I si II), care difera dupa localizare,
reactivitate imunologica si functie fiziologica. Izoforma II se afld in mitocondrii, fiind exprimata
in tesuturile extrahepatice, In special in rinichi. Rolul fiziologic al acestei izoforme nu este pana
in prezent elucidat. Se considera ca ea este implicata in sinteza prolinei si poliaminelor.

Este de remarcat ca activitatea arginazei in urina in diferite variante clinice ale GN, sufera
modificari de orientare si intensitate diferitd. Rezultatele obtinute in cadrul prezentului studiu
atesta ca in sindromul nefrotic SS, perioada de debut, nivelul arginazei in urina a crescut de 4,5
ori (pana la 0,82+0,23 nmol/mM creatinind) si a corelat cu nivelul AAT (rxy =0,808, p<0,01), pe
cand in sindromul nefrotic SR activitatea arginazei s-a redus péana la 0,12+0,02 nmol/mM

creatinind, diferentele dintre aceste doua grupuri fiind statistic veridice (p<0,05).
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Figura 5.1. Corelatia intre nivelul arginazei in urina si ABTS in GNA
sindrom nefrotic SS in debutul bolii

In sindromul nefrotic SS si sindromul nefrotic SR in perioada remisiunii nivelul arginazei
in urina s-a redus practic pana la valorile grupului de control. iIn GNC forma nefrotica, perioada
de acutizare, nivelul arginazei nu se modifica, pe cand in GNC forma mixta, perioada acutizarii,
nivelul functional al arginazei in urind s-a majorat de 2,9 ori (pana la 0,53+0,09 nmol/s:-mM

creatinind), fata de 0,18+0,04 nmol/s'-mM in grupul de control, iar in perioada remisiunii s-a redus
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practic de 1,5 ori (pana la 0,34+0,04 nmol/ss'mM creatinind), depasind aproape dublu valorile
grupului de control (p<0,05) [84].

In GNC forma nefrotica perioada de acutizare s-a inregistrat o corelatie puternica directa
intre nivelul arginazei in urind i AAT cu ABTS (rxy =0,893, p<0,001); intre nivelul arginazei in
urind i AGE (rxy =0,977, p<0,01); intre nivelul arginazei in urina si S-nitrosotioli (rxy =0,855,
p<0,01); intre nivelul arginazei in urina si PPOA (rxy =0,632, p<0,05); intre nivelul arginazei in
urind si MIP-1a (rxy =0,883, p<0,001); intre nivelul arginazei in urina si FGF-B (rxy =0,625,
p<0,05). In GNC forma mixti, perioada de acutizare, au existat corelatii puternice directe intre
nivelul arginazei 1n urind si AAT cu ABTS (rxy =0,642, p<0,05) si intre nivelul arginazei in urina
si S-nitrosothioli (rxy =0,851, p<0,001). Totodata, in GNC forma mixta, perioada de acutizare, au
fost semnalate corelatii inverse foarte puternice Intre nivelul arginazei n urind si MIP-a (rxy =-
1,000, p<0,001).

Activitatea arginazei in urind, In diferite variante clinice ale GN, suferd modificari diferite,
fapt ce influenteaza asupra expresarii iNOS — nitric oxid sintazei inductibile, care la randul ei,
este responsabila de persistenta procesului inflamator in rinichi.

Rezultatele evaluarii activitdtii arginazei in serul sangvin la copiii cu GN sunt expuse in
tabelul 5.3. Astfel, notam o reducere a activitatii arginazei in serul sangvin in toate variantele
clinice ale GN. In GNA sindrom nefrotic SS, perioada de debut, activitatea arginazei s-a redus cu
29,6%, pe cand 1in sindromul nefrotic SR cu 62,1%, comparativ cu grupul de control. O reducere
de 66,4% a indicelui mentionat s-a consemnat in GNC forma nefrotica, perioada de acutizare. in
perioada de remisiune activitatea arginazei in serul sangvin a crescut practic de 2 ori, comparativ
cu valorile initiale, dar nu a atins valorile controlului.

In rinichi, cresterea activitatii arginazei poate reduce, prin urmare, disponibilitatea L-
argininei pentru eNOS, provocand o scadere a productiei de NO si cresterea radicalilor de
superoxid din cauza decuplarii eNOS [181]. Activitatea arginazica crescuta a fost asociata cu mai
multe probleme vasculare, inclusiv hipertensiunea, ateroscleroza, tulburari pronuntate in stadiul
terminal al BRC [256, 264].

Studii efectuate anterior au demonstrat ca inhibarea arginazei contribuie la reducerea
expansiunii mezangiale si hipercelularitatii glomerulare in diabetul zaharat, indicand o posibila
contributie a arginazei in initierea si/sau progresia fibrozei renale diabetice, iar studiile
imunohistochimice au identificat expresia arginazei-2 in tubii proximali si colectori [310].
Alterarea functiei endoteliale este un eveniment de bazd comun pentru anomaliile vasculare la
pacientii cu diabet zaharat rezistenti la insulina, intoleranta la glucoza [277], hipertensiune

arteriala, boli vasculare periferice [256, 264].
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Disfunctia endoteliald, caracterizatd prin biodisponibilitate redusd a NO si cresterea stresului
oxidativ, este un semn distinctiv al diabetului zaharat si nefritei diabetice. NO este produs din
arginina prin NOS. In conditii de nivel scazut de arginina sau hiperglicemie, NOS endotelial poate
deveni necuplat, producand specii reactive de oxigen in locul NO [113].

Studiile anterioare au ardtat cd prezenta disfunctiei vasculare in diabetul zaharat
experimental [143, 264, 310] sau la pacientii diabetici [48] este asociata cu cresterea arginazei-1
[48, 264] sau arginazei-2 [143], iar functia vasculara poate fi normalizata prin inhibarea activitatii
arginazei sau ablatie genetica a arginazei-2 [143, 310]. Studii efectuate care au evaluat rolul
posibil al arginazei-2 in disfunctia vasculara in special in rinichi, au indicat la rolul arginazei-2 in

.....

reglarea biodisponibilitatii NO in rinichi [79]. Au fost raportate, de asemenea, cresterea expresiei
eNOS 51 iNOS si nivele plasmatice scazute de L-arginind. Totusi, administrarea de L-arginina cu
apa de bdut la sobolani amelioreaza scaderea RFG si, respectiv, atenueazd cresterea exagerata a
tensiunii arteriale, dar este asociata cu cresterea excretiei urinare de NO2/NO3, precum si cu
reduceri semnificative ale volumului interstitial, infiltratelor monocitare si depunerilor de colagen
tip IV [376].

In baza acestor studii S-a postulat ci reducerea sintezei NO din cauza scaderii
disponibilitatii de substrat (L-arginind) poate juca un rol patogenic in modelul experimental al
bolii renale [210]. Una dintre caracteristicile principale ale leziunii renale mediate imun este
inducerea locala a iNOS si, ca rezultat, producerea unor cantitati mari de NO. Expresia crescutd a
ARNm si iNOS proteind a fost inregistratd in glomerulonefrita mezangioproliferativa,
granulomatoza Wegener, nefrita lupicd si rejetul de transplant renal, fiind corelata cu semnele
histologice ale leziunilor renale si pierderea functiei renale.

Studii recente au raportat cd deficienta de arginazi-2 confera protectie tesutului renal In
modelul experimental de diabet zaharat si ca arginaza-2 reprezintd un mecanism important in
inducerea eNOS, ceea ce contribuie la atenuarea stresului oxidativ si raspunsurilor inflamatorii
[280]. In acelasi timp, cresterea activitatii arginazei poate induce sinteza de prolini, esentiald
pentru formarea si depunerea de colagen — o componentd majorda a matricei extracelulare.
Deoarece arginaza-2 se co-localizeaza in mitocondrii, s-a sugerat ca ea ar fi izoforma preferentiala
implicata in productia de prolind, in timp ce co-localizarea arginazei-1 si ornitindecarboxilazei
(ODC) ar favoriza sinteza de poliamina [232]. Conform datelor studiului, metabolismul argininei
este perturbat in nefropatia obstructiva experimentald. Inducerea arginazei-2 ar putea duce la

activarea cdii de formare a prolinei in locul unei sinteze de poliamine, fapt ce ar rezulta in final cu

accelerarea sintezei / depozitarii de colagen [187].
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Aceste rezultate sugereaza faptul ca arginaza-2 joaca un rol major in inducerea leziunii renale
diabetice, iar blocarea activitatii sau expresiei arginazei-2 ar putea fi o noua abordare terapeutica
in tratamentul nefropatiei diabetice [225].

Cercetarile experimentale [152] au demonstrat ca blocarea farmacologica sau deficienta
genetica a arginazei-2 confera protectie renald la modelarea diabetului zaharat. Astfel, inhibarea
arginazei mediaza protectia tisulara renald in nefropatia diabetica printr-un mecanism eNOS-
dependent si care are un efect eNOS independent asupra recrutarii de macrofage in rinichi. in mod
analogic, intr-un studiu clinic [372] a fost cercetat rolul inhibarii arginazei in prevenirea progresiei
nefropatiei diabetice. Efectele inhibarii arginazei au fost comparate cu tratamentul cu IECA
(captopril) care au fost administrate precoce si tardiv in nefropatia diabetica. Tratamentul precoce
cu captopril a redus nivelul de albuminurie, modificarile histologice si infiltrarea de macrofage in
rinichi fara a afecta alti parametri, pe cand tratamentul tardiv cu captopril a fost ineficient. Aceste
date demonstreaza importanta inhibarii arginazei ca un nou potential de interventie terapeutica in

stadiile precoce si tardive ale leziunii renale diabetice.

5.2. Rolul modificarilor pseudocolinesterazei in evolutia clinici, prognozarea complicatiilor
glomerulonefritei la copii

Printre multiplele probleme legate de diversitatea clinica, prognostic-evolutiva a maladiilor
renale, se evidentiaza studierea rolului unor parametri biochimici ce caracterizeaza starea ficatului
la bolnavii cu GN, rolul lor in patogenia complicatiilor.

Determinarea activitatii pseudocolinesterazei (PCE) si-a gasit o larga raspandire, prin rolul
el in metabolismul esterilor colinei Tn organism. PCE este o enzima serica sintetizata in ficat cu
masa moleculard mare — 400 kDa, ce serveste ca test care reflectd starea functionald a ficatului,
functia proteosintetica a acestuia.

In tabelul 5.4 sunt expuse rezultatele obtinute la evaluarea activitatii PCE in serul sangvin
la copiii cu GNA si GNC in dinamica maladiei.

Studiile efectuate demonstreaza o crestere statistic concludenta a activitatii PCE in serul
sangvin in toate variantele clinice ale GNA.

Cele mai pronuntate modificari ale activitatii PCE in ser au fost consemnate Tn GNA
sindrom nefrotic SR in perioada manifestarilor clinice, cand activitatea enzimei a crescut practic
de 1,8 ori in raport cu valorile martorului. Dimpotriva, in GNA sindromul nefritic practice nu s-

au inregistrat modificari veridice ale activitatii PCE serice in raport cu valorile de control.
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O crestere autentica de 1,4 ori a indicelui mentionat s-a consemnat in GNC forma nefrotica
in perioada acutizarii (pana la 281,84+19,06 uM/s.1, p<0,01), cu o reducere discretd (cu 18,2%)

fata de valorile initiale in perioada remisiunii.

Tabelul 5.4. Activitatea PCE in serul sangvin la copiii cu glomerulonefrita

Grupuri de PCE, pmol/s.1
studiu acutizare % remisiune %

GNA sindrom 171,4+22.,61 87,1 225,5+19,71 114,6

nefritic p:1>0,05

GNA SNSS 318,6+65,84* 161,9 207,3+30,01 105,3

p1>0,05

GNA SNSR 350,0+£26,34%** 177,8 277,0+£36,18 140,8
p2>0,05 p1<0,05

GNC forma 281,8+£19,06** 143,2 246,1+24,21 125,0

nefrotica

GNC forma 225,6+6,06%** 114,6 194,6+35,76 98,9

mixta

Control 196,8+£10,56 100,0 196,8+10,56 100,0

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. p1 — autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat in
acutizare, p> — autenticitatea la compararea SNSS cu SNSR.

Cresterea activitatii PCE 1n serul sangvin la pacientii cu GN este legata de intensificarea
proceselor biosintetice in ficat, si poartd un caracter compensator-adaptiv ca raspuns la pierderile
excesive pe cale renald ale proteinelor plasmei sangvine. Deoarece se sintetizeaza in ficat si apoi
se elimind 1n sange, activitatea PCE ofera informatii despre functia globald a ficatului, fiind
utilizatd ca test screening al functiei hepatice impreuna cu y-GTP, ALAT si ASAT.

Valorile PCE cresc in caz de sindrom nefrotic, hipertiroidie, icter obstructiv, dar si la
pacientii cu obezitate. Din cauza timpului redus de Tnjumatatire, unii autori considera ca PCE
serica poate fi utlizata drept marker nutritional si de prognostic, care se modifica rapid in raport
cu starea clinicd generala si ale starii de nutritie.

Nivelele PCE sunt puternic influentate de inflamatie, si anume: scadere 1in faza
inflamatorie acuta si crestere prompta atunci cand inflamatia se atenueaza [73].

Rezultatele testarii a markerului afectarii permeabilitatii glomerulare — PCE in urina, in
evolutia clinica a glomerulonefritei sunt prezentate in tabelul 5.5.

Studiul nostru a demonstrat o crestere de 2,8 ori (pana la 18,03+2,45 nM/s.mM creatinind)
a markerului afectdrii permeabilitatii glomerulare — PCE in urind in GNA sindrom nefritic

perioada manifestarilor clinice.
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Tabelul 5.5. Activitatea PCE 1n urind la copiii cu glomerulonefrita

Grupuri de studiu PCE, nM/mM creatinina
acutizare % remisiune %
GNA sindrom | 18,03+£2,45%%** 2774 20,9+£2,43*** 321,5
nefritic p1>0,05
GNA SNSS 26,85+3,33%** 413,1 11,93+1,34%** 183,5
p1<0,01
GNA SNSR 20,942, 40%** 3215 17,51+1,53*** 269,4
p2>0,05 p1>0,05
GNC forma 15,842,70** 243,1 4,84+0,30 73,8
nefrotica p1<0,01
Control 6,5+0,53 100,0 6,5+0,53 100,0

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. p1— autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de
acutizare; p2— autenticitatea indicilor la compararea SNSS cu SNSR.

In sindromul nefrotic SS, perioada de debut, activitatea PCE in urina a crescut de 4,1 ori
(pana la 26,85+3,33 nM/s.mM creatinina), pe cand in sindromul nefrotic SR s-a majorat de 3,2 ori
(pana la 20,942,4 nM/s.mM creatinind) comparativ cu valorile normative.

In perioada remisiunii activitatea PCE in urina s-a redus discret fatd de valorile initiale,
dar a ramas majorati, comparativ cu grupul de control. In GNC forma nefroticd, perioada de
acutizare, activitatea PCE in urind s-a majorat de 2,4 ori si s-a redus in perioada remisiunii.

Au existat corelatii, mai precis, s-a intregistrat o legatura corelativa pozitiva puternica intre
markerul afectarii permeabilitatii glomerulare — PCE din urina si MIP-1a (rxy =1,0, p<0,001); o
corelatie inversd puternica intre PCE s1 VEGF(rxy = - 0,823, p<0,01); intre PCE si CTGF (1xy = -
0,828, p<0,01) si o corelatie inversa medie intre PCE si FGF-f (rxy = - 0,644, p<0,05).

Evaluarea activitatii PCE in serul sangvin la copiii cu GNA si GNC permite nu numai de
a determina gradul de alterare tisulara renala, dar si serveste ca un indicator de apreciere a fazei
procesului, de prognozare a complicatiilor si a exodului maladiei.

Cele mai propuntate cresteri ale excretiei PCE ca rezultat al modificarii permeabilitatii

selective a filtrului glomerulor si tulburdrilor reabsorbtiei tubulare a proteinelor s-au Inregistrat
proponderent in sindromul nefrotic SS si sindromul nefrotic SR.

Consideram, ca cauza aparitiei markerului afectdrii permeabilitatii glomerulare — PCE in
urind, este ischemia si hipoxia tisulara renala care, in complex cu intoxicatia endogena exprimata,

are ca efect o reducere a sintezei de heparan-sulfat-proteoglicani, a colagenului IV si lamininei
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din peretele MBG. Toate aceste fenomene contribuie la cresterea permeabilitatii filtrului
glomerular. Aprecierea enzimei date in urina poate servi drept confirmare a faptului ca in GNA si

GNC la copii este insotita de sindromul permeabilitatii glomerulare crescute.

5.3. Importanta diagnostici a enzimelor plasmatice, proteolitice, lizosomale in patogenia
glomerulonefritei la copii

In ultimii ani, o atentie mare se acorda cercetirii activitatii enzimelor nefroteliului in
diferite boli ale sistemului urinar la adulti si copii.

Dupa datele unor cercetatori, o informativitate Tnalta poseda markerii urinari ai afectarii
tesutului tubular interstitial al rinichilor, la care se refera enzimele epiteliului canaliculelor
proximale si distale (y-GTP, fosfataza alcalind (FA), NAG-B si alte enzime lizosomale).
Repartizarea enzimelor organitelor celulelor epiteliale ale canaliculelor renale este neuniforma.
Membrana plasmatica a epiteliului contine y-glutamiltransferaza (y-GTP), fosfataza alcalina,
o-glucozidaza neutra. In citoplasmi se gisesesc enzimele glicolitice — hexokinaza, LDH, MDH;
in lizosomi — arilsulfataza A si B, B-galactozidaza, B-glucozidaza, B-glucuronidaza, N-acetyl-(-
glucozaminidaza (NAG-B) [228, 263]. In general, enzimele lizosomale si enzimele , marginii in
perie” (y- GTP, FA si alaninaminopeptidaza) sunt prezente in tubii proximali, iar enzimele
glicolitice sunt localizate in nefronul distal. De mentionat, ca eliberarea plasmatica crescuta a
acestor enzime este exprimata si la nivel urinar in leziunile glomerulare [73].

Practic lipsesc studii privind cercetarea clinico-diagnostica a importantei modificarilor
profilului enzimatic in diferite forme clinico-evolutive ale GN, referitor la apreciera nivelului si
gradului de afectare al elementelor structural-functionale ale nefronului.

Ramane insuficient cercetata informativitatea markerilor enzimatici pentru depistarea
timpurie a afectarii diferitor elemente ale unitatii functional-structurale ale nefronului aparatului
glomerular si canalicular, tubular al rinichilor in GN.

Pentru selectarea celor mai informativi indici si pentru depistarea factorilor generali latenti
care explica legaturile dintre indicii cercetati si evaluati a fost efectuatd analiza factoriald prin
metoda componentelor principale cu folosirea procedurii rotirea sistemului de coordonate
(varimax-rotirea ortogonald), care produce minimizarea cantitatii variabilelor cu o inalta
incarcatura factoriala.

Mai multe surse contribuie la aparitia enzimelor celulare in urina. Cea mai mare parte a
enzimelor urinare derivd din tesutul renal. Celulele tubulare renale contin activitdti ridicate ale

multor enzime, in scopul de a-si indeplini numeroasele functii biochimice. Procesele de reinnoire
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fiziologicd permanentd a celulelor tubulare renale, precum si modificdrile permeabilitatii
membranelor celulare sunt cauzele care explica excretia renala a unor enzime celulare in urina.

In conditii normale, doar putine activititi enzimatice care apar in urina prin filtrare
glomerulara deriva din serul sangvin. Enzimele care au o masa moleculard ce depaseste 70 kDa
nu trec prin filtrul renal, fiind excretate in urind doar 1n cantitati neimportante in conditii
fiziologice. Astfel, enzimele urinare provin, cu exceptia enzimelor cu masa moleculara redusa,
cum ar fi amilaza si lizozimul, in principal, din celule tubulare renale.

Activitdtile enzimatice masurate in urind reflecta cantitatile de enzime eliberate din celulele
tubulare, precum si influenta inhibitorilor si/sau activatorilor asupra activitdtii si stabilitatii
enzimelor in urind, dupa eliberarea lor din celule[263].

Enzima gama-glutamil transpeptidaza (y-GTP) catalizeaza transportul fragmentului
y-glutamil spre aminoacizi, cu formarea glutamil-aminoacizilor, care sunt translocati in celula.
Aceasta enzima este implicata in transferul aminoacizilor prin membrana celularad. De asemenea,
este implicata in metabolismul glutationului prin transferul fragmentului glutamil la o varietate de
molecule acceptor inclusiv apa, anumiti L-aminoacizi si peptide. Enzima y-GTP joaca un rol-cheie
in ciclul gamma-glutamilic, este o cale pentru sinteza si degradarea glutationului si detoxifierea
xenobioticelor. Exista dovezi care indica faptul ca y-GTP poate exercita, de asemenea, un rol
prooxidant, cu efecte de reglare la diferite nivele in transductia semnalului celular si fiziopatologia
celulara [263].

Aceastd enzima este situatd, in principal, in membranele celulare din mai multe tesuturi,
inclusiv ficat, rinichi, canalele biliare, pancreas, splind, creier si veziculele seminale. In rinichi,
enzima este prezentd in celulele tubilor contorti proximali, fiind localizatd in membrana cu
,marginea in perie” si partial in aparatul Golgi. Activitatea y-GTP urinare creste la pacientii cu
tulburari renale tubulare [263].

Rezultatele evaludrii activitdtii y-GTP in urind, enzima localizatd in membranele
plasmatice ale epiteliului canaliculelor proximale ale nefronului la copiii cu glomerulonefrita
primara sunt reflectate in tabelul 5.6.

Analiza rezultatelor obtinute a demonstrat o crestere a activitatii y-GTP in urind in toate
grupurile de pacienti in perioada acutizdrii maladiei. Astfel, s-a Inregistrat o majorare
semnificativa de 5,4 ori a activitafii y-GTP 1n urind in GNA sindrom nefrotic SS, si de 1,6 ori in
sindromul nefrotic SR, comparativ cu valorile de control.

In perioada remisiunii s-a semnalat o tendinta de reducere a activitatii y-GTP in urina, dar
care insa ramanea 1naltd fata de control, cu exceptia grupului cu GNA sindrom nefrotic SR, la
care activitatea y-GTP in urind a crescut veridic de 4,7 ori (p<0,05), comparativ cu valorile

grupului de control.
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Tabelul 5.6. Activitatea enzimei membranelor plasmatice - y-GTP in urina
la copiii cu glomerulonefrita

Grupuri de v-GTP, nM/s.mM creatinina
studiu acutizare % remisiune %
GNA sindrom 2,8+0,49%** 104,5 3,60+2,44 134,3
nefritic p1>0,05
GNA SNSS 14,6+£6,97** 544.8 4,87+3,95 181,7
p1>0,05
GNA SNSR 4,4+2,50% 164,2 12,65+0,23* 472,0
p2>0,05 p1<0,01
GNC forma 7,974+4,33%%* 297,4 2,53+1,16 94,4
nefrotica p:1>0,05
GNC forma 4,03+1,40%* 150,4 5,86+3,13 218,7
mixta p1>0,05
Control 2,68+1,78 100,0 100,0

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01,

***p<0,001. p1—autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat in acutizare;

p2 — autenticitatea indicilor la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromul nefrotic SR.

Totodatd, s-a Inregistrat o crestere de 3 ori (pand la 7,97 + 4,3 nM/s.mM creatinina,
p<0,001) a activitatii y-GTP in GNC forma nefrotica, perioada acutizarii, pe cand in forma mixta
activitatea y-GTP in urind a crescut numai de 1,5 ori (p<0,05), comparativ cu valorile de control.

Au fost inregistrate corelatii directe foarte puternice intre activitatea y-GTP si PCE (rxy
=1,0, p<0,001); intre activitatea y-GTP si MIP -la (rxy =1,0, p<0,001) iIn GNC forma nefrotica,
perioada acutizarii. Cercetarile efectuate au stabilit prezenta unor corelatii inverse puternice intre
activitatea y-GTP si VFGF( rxy =-0,758, p<0,01); intre activitatea y-GTP si FGF-B ( rxy = - 0,621,
p<0,05); intre activitatea y-GTP si CTGF (rxy = - 0,748, p<0,01).

In perioada remisiunii are loc o reducere pani la valorile normale a y-GTP la copiii cu GNC
forma nefroticd, cu exceptia pacientilor cu forma mixta, la care nivelul y-GTP in urina a crescut
de 2,2 ori (5,86+3,13 nM/s.mM creatinina).

Astfel, datele obtinute demonstreaza ca in GNC are loc afectarea pronuntata a canaliculelor
contorte proximale, mai ales la pacientii cu GNC forma mixta, si o afectare moderata la pacientii
cu GNC forma nefrotici. In GNA sindromul neftitic s-a semnalat afectarea neinsemnata a tubilor
proximali. Activitatea y-GTP coreleaza cu activitatea procesului patologic in rinichi, deoarece
acest ferment este partial localizat in membrana citoplasmaticd si aparatul Golgi. Totodata,
cresterea activitatii y-GTP reflecta aparitia modificarilor patologice in stadiul precoce al lezarii

rinichilor la nivelul membranelor citoplasmatice.
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Aprecierea enzimelor proteolitice in urind a inclus determinarea activitatii chimotripsinei
si leucinaminopeptidazei (LAP). Chimotripsina este o enzima proteoliticd Care apartine
superfamiliei de serin proteaze si contine in centrul activ aminoacidul serina. Molecula de
chimotripsind are masa moleculara de circa 25 kDa. Ea hidrolizeaza legaturile peptidice la
formarea carora participd aminoacizii aromatici (fenilalanina, tirozina si triptofanul). Datorita
masei moleculare joase ea trece usor prin filtrul renal, fiind captata in canaliculele renale si ulterior
degradata [73, 263].

Rezultatele evaluarii a activitatii chimotripsinei in urind la copii cu glomerulonefrita
primara sunt reflectate in tabelul 5.7.

Remarcam ca activitatea chimotripsinei in urind suferd schimbari de diferit grad si sens.
Astfel, cea mai inalta activitate a chimotripsinei in urind s-a inregistrat la pacientii cu GNA
sindrom nefrotic SS, perioada manifestarilor clinice, la care s-a atestat o crestere semnificativa de
2,2 ori a activitatii chimotripsinei in urina (0,86+0,16 nM/s.mM creatinina, p<0,01) si la cei cu
GNA sindrom nefritic (crestere de 2,0 ori, pand la 0,79+0,16 nM/s.mM creatinind), fatd de

0,39+0,06 nM/s.mM creatinind in grupul de control.

Tabelul 5.7. Activitatea enzimelor proteolitice in urina la copiii cu glomerulonefrita

Grupuri de studiu Chimotripsina, nM/s.mM LAP, nM/s'mM creatinina
creatinind

acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA sindrom 0,79+0,16* 0,18+0,11 1,37+0,23* 0,74+0,15
nefritic 202,6% 46,2% 201,5% 108,8%
GNA SNSS 0,86+0,16** 0,25+0,04 1,86+0,56*** 0,89+0,15

220,5% 64,1% 273,5% 130,9%
GNA SNSR 0,57+0,12 1,03+0,09* 1,82+0,70** 0,57+0,14

146,2% 264,1% 267,6% 83,8%
GNC forma 0,59+0,13 0,34+0,06 0,76£0,12 0,71+0,11
nefrotica 151,3% 87,2% 111,8% 104,4%
GNC forma 0,75+0,15* 0,38+0,13 1,25+0,27* 1,01+0,25
mixta 192,3% 97,4% 183,8% 148,5%
Control 0,39+0,06 0,68+0,05

100% 100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001.

In perioada remisiunii S-a constatat o crestere de 2,6 ori a chimotripsinei in urind in GNA

sindrom nefrotic SR si o reducere cu 36,0 % in sindrom nefrotic SS, cu 54,0 % in GNA sindrom
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nefritic, comparativ cu valorile normale. Cresterea activitatii chimotripsinei in urina la copiii cu

diferite forme clinico-evolutive ale GN reflecta prezenta tulburarilor reabsorbtiei tubulare a
proteinelor.

Leucinaminopeptidaza (LAP) este o aminopeptidaza prezenta aproape in toate tesuturile,
cele mai mari concentratii fiind depistate in intestinul subtire, rinichi si ficat. In rinichi LAP este
enzima principala a tubilor contorti proximali si un element constitutiv integrant al membranei cu
»marginea in perie”. Practic lipseste in celelalte sectoare ale nefronului. Analiza excretiei acestei
enzime cu urina aratd cd ea este supusa ritmului circadian, excretia LAP fiind cea mai mare
dimineata (orele 8 — 12). Activitatea urinara a LAP este un indicator sensibil al functiei tubulare
renale [263].

Rezultatele obtinute in studiul de fatda demonstreazd majorarea activitatii LAP — enzimei
membranare in toate variantele clinice ale GNA (tabelul 5.7). Astfel, in GNA sindrom nefrotic
SS si SR perioada manifestarilor clinice a existat o crestere veridica a activitatii LAP in urina de
2,7 ori, comparativ cu grupul de control. In perioada remisiunii s-a constatat o reducere discreta
a enzimuriei cu 16,0 % la pacientii cu sindrom nefrotic SR.

Dupa cum rezultd din tabelul 5.7, activitatea chimotripsinei si a LAP 1n urina creste
neconcludent in GNC in perioada acutizarii, comparativ cu grupul de control. S-a notat o crestere
de 1,5 — 1,9 ori a activitatii chimotripsinei in urind in forma nefrotica si cea mixta ale GNC,
perioada acutizarii s1 reducerea pana la valorile normale in perioada remisiunii. Modificarile
activitatii LAP Tn GNC forma mixta perioada acutizdrii, de asemenea, se prezintd prin nivele
crescute de 1,8 ori 1in raport cu martorul, cu o reducere pand la valorile normale in perioada de
remisiune.

Cresterea activitatii LAP — enzimei membranare (atasate la membrana nefroteliului) —
denotd prezentd tulburdrilor functionale ale nefroteliului in GN. Rezultatele obtinute de noi
demonstreaza utilitatea determinarii nivelului LAP in urina in calitate de metoda neinvaziva de
laborator pentru aprecierea tulburarilor functionale la nivelul aparatului tubular la etapele clinico-
evolutive ale GN, pentru urmarirea eficientei tratamentului aplicat.

Beta-2 — microglobulina (B2-MG) este o polipeptida nonglicozilatd cu masa moleculara
mica (11,6 kDa) fiind costituitd din 100 aminoacizi. Aceasta este lantul invariant al moleculelor
MHC clasa I de pe suprafata celulard a tuturor celulelor nucleate. Rolul ei consta in stabilizarea
structurii tertiare a lantului-a al moleculelor MHC clasa 1. Deoarece este necovalent asociata cu

lantul-a s1 nu are nici-o legatura directd cu membrana celulara, f2-MG, in conditii fiziologice,

172



poate trece usor in plasma sangvind, fiind apoi eliminata prin filtratia glomerulara si in continuare
reabsorbita in tubii contorti proximali si apoi catabolizata [263].

Datele obtinute la evaluarea concentratiei Pz-microglobulinei in urind la copiii cu
glomerulonefrita primara sunt reflectate in tabelul 5.8. Conform rezultatelor studiului, concentratia
2 -microglobulinei in urina a crescut de 2,8-2,7 ori in GNA sindrom nefrotic SS si SR in perioada
manifestarilor clinice, comparativ cu grupul de control.

S-a semnalat o reducere neconcludenta a nivelului f2-microglobulinei in urind in GNA
sindrom nefritic, perioada manifestarilor clinice. In perioada remisiunii, nivelul Po-
microglobulinei in urind s-a redus semnificativ comparativ cu valorile initiale in ambele grupuri.

Cresterea nivelului f2-microglobulinei in urina la copiii cu diferite forme clinico-evolutive

ale GN reflecta disfunctia elementelor celulare ale aparatului tubular renal, in special, prezenta
tulburarilor reabsorbtiei tubulare a proteinelor.

Rezultatele obtinute demonstreaza utilitatea determindrii concentratiei f2—microglobulinei
in urind in calitate de metoda neinvaziva de laborator pentru depistarea timpurie a tulburarilor

functionale la nivelul aparatului tubular proximal.

Tabelul 5.8. Nivelul B2-microglobulinei in urina la copiii cu glomerulonefrita acuta

Grupuri de studiu | B2—microglobulina, ng/mM creatinina
acutizare % remisiune %
GNA sindrom | 13,83+3,22 71,5% 10,6+0,47* 54,8%
nefritic p1>0,05
GNA SNSS 54,15+11,06%* | 279,8% 16,37+9,99 84,6%
p1<0,01
GNA SNSR 51,71+13,63* | 267,2% 10,97+9,29 56,7%
p2>0,05 p1<0,05
Control 19,35+3,61 100,0 19,35+3,61 100,0

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001. p1— autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat in
acutizare; p2 — autenticitate la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromul nefrotic SR

Lactatdehidrogenaza (LDH) este o enzima citozolicad prezenta in toate organele, inclusiv
in rinichi unde este distribuitd uniform de-a lungul tractului urinar si al nefronului, in special in

portiunea descendentd a ansei Henle [263].
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Datele obtinute privind activitatea LDH in urind la copiii cu glomerulonefrita sunt
prezentate in tabelul 5.9.

Studiul activitatii enzimei citoplastice LDH in urind a evidentiat o crestere de 2 ori in
GNA sindrom nefritic. S-a inregistrat o corelatie directd puternica intre LDH si suma NO2+NO3
(rxy =0,717, p<0,001), NO2 (r«y =0,864, p<0,001), NO3 (rxy =0,670, p<0,001); LAP (rxy =0,684,
p<0,001). Activitatea LDH in urind a crescut de 4,5 ori in sindromul nefrotic SS in perioada de
debut, cu o regresie pana la 2,21+0,36 nM/mM creatinind in sindromul nefrotic SR in raport cu
valorile de control. In perioada remisiunii in sindromul nefrotic SS, activitatea LDH in urini s-a
redus practic de 2 ori, dar a crescut de 2,5 ori in sindromul nefrotic SR, comparativ cu valorile
de control.

S-a semnalat o crestere de 2 ori a activitatii LDH in GNC forma nefrotica, perioada de
acutizare, si o reducere concludenta a activitatii LDH 1n perioada remisiunii fata de valorile de
control. Sporirea activitatii LDH — enzima citoplasmatica cu masa moleculard medie de cca 140
kDa, ne indica o hipoxie tisulard marcanta, cu o crestere pronuntata a permeabilitatii membranelor

celulare, nu se exclude, ca rezultat al dezintegrarii lor partiale, si o instabilitate metabolica renala.

Tabelul 5.9. Activitatea LDH 1in urina la copiii cu glomerulonefrita

Grupuri de LDH, nM/s.mM creatinina

studiu acutizare % remisiune %

GNA sindrom 6,83+£0,66*** 195,7 10,05+1,40%** 288,0

nefritic p1>0,05

GNA SNSS 15,62+1,80%** 447,6 6,61+0,92%* 189,4

p1<0,01

GNA SNSR 2,21+0,36* 63,3 8,80+£1,32** 252,1
p2<0,001 p1<0,01

GNC forma 7,27+0,70%** 208,3 2,21 +0,33* 63,3

nefrotica p1<0,01

Control 3,49+0,51 100,0 3,49+0,51 100,0

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. p1— autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de
acutizare; p2—autenticitatea indicilor la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromul nefrotic
SR.

Determinarea LDH in urind poate fi folosita ca indicator noninvaziv, sensibil de leziune
renald si apreciere a activitatii bolii. Se cunoaste, ca in patogenia multor boli participa cu rol

important aparatul lizozomal al celulei cu complexul sdu puternic de hidrolaze acide, de aceea am
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considerat rational efectuarea unui studiu privind evaluarea modificarilor acestor enzime in sange
si urind la copiii cu GN primara.

Rolul hidrolazelor lizosomale in fiziopatogenia GN a fost studiat prin determinarea
arilsulfatazei A si B, C, B-galactozidazei, B-glucozidazei, B-glucuronidazei, NAG-f in dinamica
maladiei.

Rezultatele determinarii arilsulfatazei A si B, C in serul sangvin in GNA si GNC sunt
expuse in tabelul 5.10.

Datele obtinute aratd ca activitatea arilsulfatazei A si B 1n serul sangvin s-a majorat notabil
in toate variantele clinice ale GNA in perioada manifestarilor clinice. Astfel, In GNA sindrom
nefritic acest indicator s-a majorat de 2,3 ori (pana la 3,6+0,78 nM/s.1, p<0,05) fata de (1,6+0,12
nM/s.]) in grupul de control. Activitatea arilsulfatazei A si B in serul sangvin a crescut de 1,6 ori
in sindromul nefrotic SS, si de 1,9 ori in sindromul nefrotic SR, respectiv, comparativ cu valorile

de control.

Tabelul 5.10. Activitatea arilsulfatazei A si B si arilsulfatazei C in serul sangvin
la copiii cu glomerulonefritd acuta

Grupuri de Arilsulfataza A si B, nM/s.1 Arilsulfataza C, nM/s.I
studiu acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA sindrom 3,6+0,78* 3,2+1,35 2,6+0,48 6,2+4,26
nefritic 225,0% 200,0% 108,3% 258,3%
GNA SNSS 2,5+0,38* 1,7+0,38 1,8+0,36 0,8+0,21*

156,3% 106,3% 75,0% 33,3%
GNA SNSR 3,0+0,64** 2,7+0,22 2,6+0,40 3,1+£0,75

187,5% 168,8% 108,3% 129,2%
Control 1,6+0,12 2,4+0,50

100% 100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.

Analiza activitatii B-galactozidazei in serul sangvin la pacientii cu GNA 1n perioada
manifestarilor clinice a evidentiat valori crescute comparativ cu valorile de control (tabelul 5.11).
Astfel, cele mai pronuntate modificari ale activitdfii enzimei date S-au constatat in
sindromul nefrotic SR (p<0,01) atestand o crestere de 1,9 ori, pe cand in sindromul nefrotic SS
acest indicator a crescut de 1,7 ori, cu normalizarea activitdtii -galactozidazei in serul sangvin in

perioada de remisiune in GNA sindrom nefrotic SS, dar cu mentinerea activitatii enzimatice
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majorate in celelalte variante ale GNA. Activitatea B-glucozidazei in serul sangvin s-a modificat

neinsemnat in toate grupele de pacienti cu GNA 1n perioada manifestarilor clinice.

Tabelul 5.11. Activitatea p-galactozidazei si B-glucozidazei in serul sangvin la copiii
cu glomerulonefrita acuta

Grupele de B-galactozidaza, nM/s.I B-glucozidaza nM/s.1
studiu acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA sindrom 3,8+0,47* 3,8+0,42 3,4+0,41 3,4+0,47
nefritic 165,2% 165,2% 94,4% 94,4%
GNA SNSS 3,9+0,51* 2,5+0,26 3,7+0,64 2,2+0,28

169,6% 108,7% 102,8% 61,1%
GNA SNSR 4,3+0,51%* 3,9+0,08 3,8+0,60 3,840,18

187,0% 169,6% 105,6% 105,6%
Control 2,3+0,32 3,6+0,57

100% 100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.

Beta-glucuronidaza face parte din familia de glicozidaze lizosomale care catalizeaza
hidroliza resturilor de acid B-D-glucuronic de la capatul nereducator al glicozaminoglicanilor.
Rezultatele obtinute atestd o crestere a activitatii B-glucuronidazei in serul sangvin in toate

variantele clinice ale GNA in perioada manifestarilor clinice (tabelul 5.12).

Tabelul 5.12. Activitatea B-glucuronidazei si N-acetil-beta-D-glucozaminidazei (NAG — f3)
in serul sangvin la copiii cu glomerulonefrita acuta

Grupuri de studiu B-glucuronidaza, nM/s.1 NAG — 3, nM/s.1
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA sindrom 5,4+0,56* 43+1,17 127,2+12,49% 119,5+16,56
nefritic 122,7% 97,7% 122,9% 115,5%
GNA sindrom 5,8+0,87 3,8+£6,78* 138.,8+14,22** 100,8+11,43
nefrotic SS 131,8% 86,4% 134,1% 97,4%
GNA sindrom 7,7+0,80%** 5,9+0,04 162,6+22,53%%* 145,3+6,43*
nefrotic SR 175,0% 134,1% 157,1% 140,4%
Control 4.4+0,7; 100% 103,5+10,78; 100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;

***p<0,001.
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Cea mai 1naltd activitate enzimatica a B-glucuronidazei in serul sangvin s-a semnalat n
GNA sindrom nefrotic SR, in cadrul careia activitatea enzimei date a crescut de 1,7 ori (pana la
7,7£0,80 nM/s.1, p<0,01 fatd de 4,4+0,7 nM/s.l in grupul de control) si o reducere a activitagii
enzimei date in perioada remisiunii in toate loturile, cu exceptia GNA sindrom nefrotic SR.

Sporirea activitatii arilsulfatazei A si B, B-galactozidazei si B-glucuronidazei in serul
sangvin in GNA este rezultatul exocitozei acestor enzime in urma cresterii permeabilitatii
membranelor celulare, si, nu se exclude, consecinta dezintegrarii lor partiale din cauza hipoxXiei
tisulare si a stresului oxidativ caracteristice GN.

N-acetil-beta-D-glucozaminidaza (NAG-p) este o enzima lizosomala care se afla abundent
in epiteliul tubular renal si este responsabila de degradarea mucopolizaharidelor si
glicoproteinelor. Conform datelor tabelului 5.12, activitatea NAG-f in serul sangvin s-a majorat
veridic n toate grupele de pacienti cu GNA 1n perioada manifestarilor clinice. Cele mai exprimate
modificari ale activitatii enzimatice s-au semnalat in sindromul nefrotic SR, inregistrand o crestere
veridicd de aproape 1,6 ori, comparativ cu valorile de control. Perioada de remisiune s-a
caracterizat prin mentinerea la un nivel inalt a activitatii NAG-f in sindromul nefrotic SR.

Determinarea activitdtii NAG-B 1n serul sangvin in GNA poate fi utila pentru aprecierea
gradului de exocitoza legatd de cresterea permeabilitdtii membranelor celulare si dezintegrarea
lor partiala din cauza hipoxiei tisulare si a stresului oxidativ caracteristice GN. S-au constatat
majorari de 2,6-1,3 ori ale activitatii arilsulfatazei A si B 1n serul sangvin in GNC forma mixta si
forma nefrotica, comparativ cu grupul de control cu o normalizare a indicilor in perioada de

remisiune (tabelul 5.13).

Tabelul 5.13. Activitatea enzimelor lizosomale in serul sangvin la copiii cu glomerulonefrita

cronica
Grupuri de Arilsulfataza A si B nM/s.1 Arilsulfataza C, nM/s.I
studiu acutizare remisiune acutizare remisiune

GNC forma 2,1+0,23 1,5+0,21 2,2+0,35 2,0+0,88
nefrotica 131,3% 93,8% 91,7% 83,3%
GNC forma 4,2+1,89%* 1,6£0,21%* 2,6£0,67 1,2+0,08
mixta 262,5% 100,0% 108,3% 50,0%
Control 1,6+0,12; 100% 2,4+0,50; 100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01,;
***p<0,001.

Rezultatele obtinute releva faptul ca in GNC, perioada acutizarii are loc o crestere statistic

veridica a activitatii B-galactozidazei in serul sangvin in toate loturile de pacienti. Astfel, a avut
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loc o crestere veridica de 1,7-1,9 ori a activitatii -galactozidazei in GNC forma nefrotica si cea
mixtd 1n perioada acutizarii i o reducere in perioada remisiunii in GNC forma mixta, dar cu o
crestere de 2,2 ori in forma nefrotica.

Datele tabelului 5.14 indicd o crestere de 1,3 ori a activitatii B-glucozidazei in serul
sangvin in GNC forma mixta, comparativ cu valorile grupului martor. Perioada remisiunii se

caracterizeaza prin diminuarea veridica cu 47,0 % (p<0,05) a activitatii enzimatice In grupul dat.

Tabelul 5.14. Activitatea enzimelor lizosomale in serul sangvin la copiii cu glomerulonefrita

cronica
Grupuri de B-galactozidaza, nM/s.1 B -glucozidaza, nM/s.I

studiu acutizare remisiune acutizare remisiune
GNC forma 3,8+0,26** 5,1£0,72** 3,7+0,21* 4,0+0,54
nefrotica 165,2% 221, 7% 102,8% 111,1%
GNC forma 4 4+0,64* 2,1+0,06 4,7+0,93 1,9+0,11%
mixta 191,3% 91,3% 130,6% 52,8%
Control 2,34+0,32; 100% 3,6+0,57; 100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.
S-au semnalat modificari semnificative (p<0,01) ale activitatii p-glucuronidazei in serul

sangvin in GNC forma nefrotici perioada acutizarii. In perioada remisiunii, nivelul enzimei date
se reduce comparativ cu valorile initiale, dar nu atinge nivelul grupului de control.

Nivelul NAG-B in serul sangvin s-a majorat de 1,5 ori in GNC forma mixta perioada
acutizdrii, comparativ cu valorile de control, cu reducerea activitatii cu 20,5% In perioada
remisiunii. Activitatea NAG-f in serul sangvin a ramas practic la valorile initiale in GNC forma

nefrotica perioada de remisiune.

Tabelul 5.15. Activitatea enzimelor lizosomale in serul sangvin la copiii cu glomerulonefrita

cronica
Grupuri de B -glucuronidaza, nM/s.I NAG-B, nM/s.1
studiu acutizare remisiune acutizare remisiune
GNC forma 5,6£0,41** 5,3+0,90 131,9+9,86** 127,9+12,3
nefrotica 124,4% 117,8 127,4% 123,6%
GNC forma 6,7+0,28 3,1+£0,36 157,6+4,47* 82,3+0,42
mixta 148,9% 68,9% 152,3% 79,5%
Control 4,5+0,70 103,5+10,78
100% 100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
p grup

***0<0,001.
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Astfel, la copiii cu GNC au loc turburari pronuntate ale starii functionale a aparatului
lizozomal care se manifestd prin cresterea activitatii enzimelor lizosomale in serul sangvin ca
rezultat al cresterii permeabilitdtii membranelor celulare, nu se exclude, consecinta dezintegrarii
lor partiale din cauza hipoxiei tisulare si a stresului oxidativ caracteristice GN.

Un marker pretios al afectarii integritatii epiteliului canalicular este aparitia in urina a
a-glicozidazei neutre. a-glucozidazele neutre reprezinta o grupa heterogena de enzime care au
functii intracelulare diverse. Unele de origine animald si umanad participd in scindarea
oligozaharidelor si a glicogenului, altele in procesul de biosinteza a proteinelor.

Alfa-Glucozidaza neutra care scindeaza glicogenul, dextrinele macromoleculare,
dizaharidele cu legaturi glicozidice a-1,2, a-1,3, a-1,4 si a-1,6 este localizatd in microsomi si
hialoplasma, avand activitate maximala la pH-ul 6,0-7,0. Activitatea sa in rinichi este mult mai
inalta comparativ cu cea din alte tesuturi [263].

Alfa-glucozidaza neutra renala apartine unei grupe mari de hidrolaze, localizate in
membrana celulelor epiteliale cu “marginea in perie” a tubilor contorti renali si a mucoasei
intestinale; a-glucozidaza neutra a “marginii in perie” a celulelor epiteliale renale umane, ca si alte
hidrolaze, constituie un ferment hidrofob, principala parte a moleculei careia, inclusiv centrul
activ, se gasesc pe suprafata externd a membranei “marginii in perie”, si doar o portiune
neinsemnantd a moleculei proteice, capatul N-terminal hidrofob, penetreaza membrana [202].

Alfa-glucozidaza neutra are o localizare celularda dublda: marea parte a ei se afld in
membrana microvilozitatilor “marginii in perie” (a-glucozidaza membrano-dependentd), iar o
parte (=10%) a activitatii fermentului se depisteaza in citozol (a-glucozidaza solubild). Formele a-
glucozidazei neutre, depistate in rinichii umani, a-glucozidaza 1 si a-glucozidaza 2, se gasesc de
asemenea si in urina. In urina persoanelor clasificate conventional in prima grupi se giseste o-
glucozidaza 1, insa lipseste a-glucozidaza 2, in timp ce 1n urina persoanelor grupei 2 sunt prezente
ambele forme ale fermentului [202].

Rezultatele obtinute in urma evaluarii a activitatii a-glicozidazei neutre sunt redate in
tabelul 5.16 din care rezulta ca activitatea a-glicozidazei neutre in urina creste semnificativ in
toate variantele clinice ale GNA.

Astfel, cele mai profunde schimbari s-au inregistrat in GNA sindrom nefritic, perioada
manifestarilor clinice la care activitatea a-glicozidazei in urind a crescut veridic de 2,8 ori (pana
la 0,914+0,31 nM/s.mM creatinind, p<0,05), fatd de 0,32+0,04 nM/s.mM creatinind in grupul de

control.
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Tabelul 5.16. Nivelul a-glicozidazei neutre in urina la copiii cu glomerulonefrita

Grupuri de studiu a-glicozidaza neutra, nM/s.mM creatinina
acutizare % remisiune %
GNA sindrom 0,91+0,31* 284.,4 0,54+0,14 168,8
nefritic p1>0,05
GNA SNSS 0,63+0,07** 196,9 0,38+0,06 118,8
p1>0,05
GNA SNSR 0,83+0,23%* 259,4 0,51+0,07 159,4
p2>0,05 p1>0,05
GNC forma 0,86+0,14%** 268,8% 0,55+0,13 171,9
nefrotica p1>0,05
GNC forma mixta 0,43+0,10 134,4% 0,48+0,04* 150,0
p2<0,05 p1>0,05
Control 0,32+0,04 100,0 0,32+0,04 100,0

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001. p1— autenticitatea indicilor 1n comparatie cu indicele respectiv inregistrat in
acutizare; p2 — autenticitate la compararea sindromului nefrotic SS cu sindromul nefrotic SR.

In GNA sindrom nefritic, perioada manifestirilor clinice, s-a inregistrat o corelatie
negativa de intensitate medie intre activitatea a-glicozidazei n urind si activitatea AAT (rxy =-
0,701, p<0,01); CTGF (rxy =0,-478, p<0,05); intre activitatea a-glicozidazei in urind si suma
NO2+NOs3 (rxy =0,510, p<0,05); intre activitatea a-glicozidazei in urind si concentratia NO3( I'xy
=0,502, p<0,05).

De notat ca activitatea a-glicozidazei neutre in sindromul nefrotic SS s-a majorat de 2 ori,
pe cand in sindrom nefrotic SR de 2,6 ori, comparativ cu valorile de control. in perioada remisiunii,
nivelul a-glicozidazei neutre in urina scade in toate grupurile de pacienti, dar nu atinge nivelul
grupului martor.

In GNC forma nefrotica, perioada acutizarii, s-a stabilit majorari concludente de 2,7 ori
(pana la 0,86+0,14 nM/s.mM creatinind, p<0,001) ale activitatii a-glicozidazei in urina comparativ
cu grupul martor, fiind atestate corelatii de intensitate medie intre concentratiile urinare ale a-
glicozidazei si FGF-B (rxy =0,588, p<0,05); LDH (rxy =-0,555, p<0,05); NO2 (rxy =0,566, p<0,05).

In GNC forma mixta, perioada de acutizare, au existat corelatii foarte puternice inverse
intre concentratiile urinare ale o-glicozidazei si MIP-1a. (rxy =-1,0, p<0,001). In perioada remisiunii
activitatea enzimei date s-a mentinut majorata in toate grupele de pacienti, comparativ cu valorile

initiale.
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In rinichii umani a-glucozidaza se localizeaza exclusiv in epiteliocitele tubilor contorti
proximali si in ansa Henle, fiind absente in glomeruli si alte tesuturi ale rinichiului. Din acest motiv
depistarea activitatii a-glucozidazei in urina umana are importantd diagnostica in injuria renald, in
particular, afectarea tubilor contorti proximali si ansei Henle, fapt ce permite de a diagnostic
localizarea procesului patologic la nivelul segmentului nefronului.

Prezenta interconexiunii dintre activitatea o-glucozidazei neutre in urind si starea
functionala a rinichilor reflectd gradul de severitate al afectarii renale in GN, iar determinarea
activitatii enzimei date in urind are o importanta majora pentru diagnosticarea leziunilor renale si
controlul eficientei tratamentului aplicat.

Aprecierea activitatii enzimelor lizosomale in urind a inclus determinarea nivelului
functional al arilsulfatazei A, B si C, B-galactozidazei, B-glucozidazei, B-glucuronidazei, NAG-B,
lizocimei, fosfatazei acide.

Remarcam ca activitatea enzimelor lizosomale in urind la copiii cu GNA suferd schimbrai
de diferit grad si sens (tabelele 5.17 -5.20). Datele studiului efectuat releva o crestere de 2,4 ori a

activitatii arilsulfatazei C in urind in GNA sindrom nefritic, comparativ cu grupul de control.

Tabelul 5.17. Activitatea arilsulfatazei A si B si arilsulfatazei C in urina
la copiii cu glomeruloneritad acuta

Grupuri de Arilsulfataza A si B, Avrilsulfataza C,
studiu pM/s.mM creatinina pM/s.mM creatinina

acutizare remisiune acutizare remisiune

GNA sindrom | 204,4+51,43%* 25,6+9,80* 299,1+54,36%** 174,3+48,66

nefritic 224,4% 28,1%, p1<0,01 244,8% 142,7%, p1>0,05

GNA SNSS 543,6+162,77%*%* 42.7+5,63* 268,3+40,07** 164,14£9,21
596,7% 46,9%, p1<0,01 219,6% 134,3%, p1<0,05

GNA SNSR 373,5+92,08*** 218,7+25,58 373,5+92,08*** 218,7+25,98
409,9% 240,1%, p1>0,05 305,7% 178,9%, p1>0,05

Control 91,1+19,32 122,18+13,46

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001; p1 —autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat in acutizare
Cele mai profunde modificari ale activitatii enzimei date s-au constatat in sindromul
nefrotic SR, la care activitatea enzimei date a crescut de 3,1 ori, pe cand in sindromul nefrotic SS
s-a semnalat o crestere de numai 2,2 ori fati de grupul de control. In perioada remisiunii
activitatea arilsulfatazei C se reduce, dar nu atinge valorile grupului de control.
Nivelul enzimoactivitatii arilsulfatazei A si B releva profunzimea lezarii tesutului renal si,

totodatd, gradul de lezare al canaliculelor distale. Posibil ca aceste modificéri sunt conditionate de
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eliberarea enzimelor lizosomale — arilsulfatazelor A si B, C din celule in spatiul extracelular ca
rezultat al proceselor de liza a celulelor si exocitozei, reflectand atat stadiul functional, cat si cel
al lezarii elementelor structurale ale rinichilor. Lezarea glomerulilor si canaliculelor renale duce
la cresterea permeabilitatii membranelor celulare si la distrugerea celulelor, ceea ce, la randul sau,
conditioneaza excretia enzimelor din celulele renale 1n urina.

Activitatea -galactozidazei in urind a crescut notabil la pacientii cu GNA sindrom nefritic
si SN, in perioada manifestarilor clinice, comparativ cu grupul martor (tabelul 5.18).

Astfel, activitatea B-galactozidazei in urind in GNA sindrom nefritic a crescut de 3,6 ori
(pana la 327,4+102,9 pM/s.mM creatinind, p<0,05), fatd de (91,4+16,85 pM/s.mM creatinind) in
grupul de control. De remarcat ca activitatea [-galactozidazei in urind a fost mai inalta 1in
sindromul nefrotic SS, comparativ cu sindromul nefrotic SR. Astfel, in sindromul nefrotic SS,
perioada de debut, activitatea B-galactozidazei s-a majorat de 3,5 ori, pe cand in sindromul nefrotic
SR de 2,8 ori, comparativ cu grupul de control. In perioada remisiunii s-a constatat o descrestere
a enzimuriei, cu exceptia sindromului nefrotic SR, unde s-a semnalat o crestere de 4,2 ori, fata de
valorile de control. Studiul dat a relevat o crestere statistic semnificativa a activitatii -

glucozidazei 1n urind in GNA 1in perioada manifestarilor clinice.

Tabelul 5.18. Activitatea f-galactozidazei si B-glucozidazei in urina la copiii
cu glomerulonerita acuta

Parametrii studiati
Grupuri de B-galactozidaza, pM/s.mM B-glucozidaza, pM/s.mM creatinina
studiu creatinind

acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA sindrom 327,4£102,9%* 177,8+67,05 449,04+81,2%** 349,5+97,6
nefritic 358,2% 194,5%, p:>0,05 | 195,6%, p:1>0,05 | 152,3%,p:>0,05
GNA SNSS 318,6+71,79** 121,2+17,51 576,8+56,5%** 205,4+17,9*

348,6% 132,6%, p1<0,05 251,3% 89,5%, p1<0,05
GNA SNSR 255,1+70,09* 387,0+145,38%* 351,0+38,6** 500,3+57,7

279,1% 423,4%, p1>0,05 152,9% 218%, p1<0,05
Control 91,4+16,85 229,5+20,11

100% 100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. pi—autenticitatea indicilor 1in comparatie cu indicele respectiv inregistrat in
acutizare.

Cele mai pronuntate majordri ale activitatii f-glucozidazei in urina s-au atestat la pacientii

cu sindromul nefrotic SS, la care nivelul B-glucozidazei in urind a crescut de 2,5 ori (p<0,001),
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pe cand in sindromul nefrotic SR a crescut de numai 1,5 ori (p<0,001), comparativ cu valorile
de control. In perioada remisiunii activitatea enzimei date se reduce, cu exeptia sindromului
nefrotic SR, la care activitatea enzimei date a crescut de 2,2 ori, comparativ cu valorile de control.

Conform datelor expuse in tabelul 5.19, activitatea f-glucuronidazei in urina a crescut
semnificativ, la pacientii cu GNA in perioada manifestarilor clinice. Astfel, in GNA sindrom
nefritic, perioada manifestarilor clinice, activitatea B-glucuronidazei a crescut de 2,5 ori,
comparativ cu valorile de control.

S-au notat majorari de 2,3 ori ale activitatii B-glucuronidazei in sindromul nefrotic SS si
in sindromul nefrotic SR, cu o reducere a activitatii B-glucuronidazei in perioada remisiunii
comparativ cu valorile initiale, cu exceptia lotului cu GNA sindrom nefrotic SR, in care activitatea
enzimei date a ramas crescutd (pana la 200,6+13,6 nM/s.mM creatinind), comparativ cu valorile

grupului martor.

Tabelul 5.19. Activitatea p-glucuronidazei si NAG-p in urina la copiii cu glomerulonerita acuta

Grupuri de Parametrii studiati
studiu B-glucuronidaza, pM/s.mM NAG-B, nM/s.mM creatinina
creatinina
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA 309,9+81,0* 102,9+17,8 10,8+3,53** 2,5+1,01
sindrom 254,9% 84,6%, p1<0,01 | 450,0%, p1<0,01 104,2%
nefritic
GNA SNSS 281,5+60,9** 95,8+9,3 9,6+2,24%*%* 2,20+0,47
231,5% 78,8%, p1<0,05 | 400,0%, p1<0,01 91,7%
GNA SNSR 279,8+51,6* 200,6+13,6* 11,1+£2,85%* 10,5+4,42%*
230,1% 165%, p1>0,05 | 462,5%, p1>0,05 437,5%
Control 121,6+15,3 2,4+0,47
100% 100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001; p1 — autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat in acutizare

B-Glucuronidaza este o enzima a carei excretie urinara creste intr-0 varietate de boli renale,
inclusiv GNA, proteinuria severa, pielonefrita acutd, rejetul de transplant, afectarea nefrotoxica.

Cresterea excretiei urinare a enzimelor lizosomale (NAG-f, B-glucuronidaza si arilsulfataza A)
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denota afectare mai severd; cresterea urinard a proteinelor citosolice de tip ligandind markeaza
necroza celulara [202, 263].

Rezultatele cercetarilor denota o majorare a activitatii NAG-f In urina la pacientii cu GNA
in perioada manifestarilor clinice. Cele mai pronuntate modificari ale activitatii NAG—f in urina
s-au inregistrat in GNA sindrom nefrotic SR in perioada manifestarilor clinice, 1a care nivelul
enzimuriei a crescut de 4,6 ori (pana la 11,1+2,85 nM/s.mM creatinind), pe cand 1in sindromul
nefrotic SS s-a majorat de 4,0 ori (pana la 9,6+2,24 nM/s.mM creatinind) fata de (2,4+0,47
nM/s.mM creatinina) in grupul de control.

S-a semnalat o crestere de 4,5 ori a activitatii NAG- in urina in GNA sindrom nefritic
perioada manifestarilor clinice care a corelat cu nivelul endotelinei-1 (rxy =0,603, p<0,01); FGF-
B (rxy =-0,605, p<0,01).

In perioada remisiunii, activitatea NAG-B in urini s-a redus in toate variantele clinice ale
GNA cu exceptia GNA sindrom nefrotic SR, in care s-a semnalat o majorare de 4,4 ori a activitatii
enzimei date comparativ cu valorile de control.

Consideram ca majorarea activitafii NAG-f In urind In GNA este cauzatd de lezarea
celulelor parenchimului renal, si anume de afectarea lizosomilor epiteliului tubular. Rezultatele
studiului demonstreaza cd, cu cat activitatea procesului patologic este mai inalta, cu atat nivelul
NAG-f excretat cu urind este mai mare.

Studiul efectuat demonstreaza ca activitatea NAG-p in urina a fost mai redusa la pacientii
cu schimbari morfologice minimale, comparativ cu cei care prezentau schimbari proliferative,
membranoproliferative si membranoase ale GN.

La nivel renal NAG-B este localizatd in lizosomi si mai putin in microzomii celulelor
tubulare epiteliale. Concentratia tisulara renald este mai mare, comparativ cu tractul urinar. NAG-
[ urinara este de origine in principal tubulara, fiind distribuita de-a lungul aparatului tubular al
nefronilor, cu cea mai inaltd activitate in tubii proximali, cu exceptia proteinuriei glomerulare,
cand poate aparea in urind prin ultrafiltrare.

Majorarea activitatii NAG-p in urind, posibil, este legata de schimbarile structurale
pronuntate ale segmentului glomerular si tubular al nefronului [202]. Cresterea NAG-p urinare
precede manifestarile de laborator si clinice In GNA, SN, nefropatia obstructiva, nefropatia
diabetica si nefrotoxicitate [44, 228].

Rezultatele evaludrii activitatii fosfatazei acide in urind la copiii cu GN sunt reflectate in

statistica tabelului 5.20.
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Tabelul 5.20. Activitatea fosfatazei acide si nivelul lizozimei in urina la copiii
cu glomerulonerita acuta

Grupuri de Parametrii studiati
studiu Fosfataza acida, nM/s.mM Lizozima, ng/mM creatinina
creatinind
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA 436,8+146,20*** 156,1+46,4 101,5+20,8 57,7+11,6
sindrom 395,8% 141,4% 75,6% 43,0%
nefritic p1<0,05 p:1>0,05
GNA SNSS 382,4+87,6%*** 154,9+50,2 272,5+21,8 57,549,1
346,5% 140,4% 203,1% 42,8%
p1<0,05 p1<0,01
GNA SNSR | 519,924113,5%** | 367,0+48,0%** 125,3+32,3 55,5425.5
471,1% 332.5% 93,4% 41,4%
p:1>0,05 p1<0,05
Control 110,36+14,63 134,2+31,7
100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001. p1—autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat in acutizare.

Conform datelor obtinute, activitatea fosfatazei acide in urind s-a majorat in toate grupurile
de pacienfi cu GNA 1n perioada manifestarilor clinice. Cele mai pronuntate modificari ale
activitatii fosfatazei acide in urind s-au atestat la pacientii cu sindromul nefrotic SR, la care
activitatea enzimei date a crescut de 4,7 ori, pe cand la cei cu sindromul nefrotic SS s-a majorat
de 3,5 ori, comparativ cu grupul de control. Nivelul functional al fosfatazei acide in urina la
pacientii cu GNA sindrom nefritic a crescut practic de 4 ori in raport cu valorile de referinta.

In perioada remisiunii activitatea fosfatazei acide in urina se reduce cu exceptia grupului
de pacienti cu GNA sindrom nefrotic SR, la care activitatea enzimei date a continuat sa fie
majorata de 3,3 ori (p<0,001), in raport cu valorile grupului de control.

In continuarea cercetirilor descrise mai sus a fost evaluati concentratia lizozimei.
Lizozima, de asemenea, cunoscuta sub numele de muramidaza, este prezenta in lizozomi si in cele
mai multe fluide extracelulare, in special in secretia exocrind. Este bactericida si produsa de
granulocite si monocite, dar nu de catre limfocite. Enzima, ca proteind cu masa moleculard joasa,
este filtratd prin glomeruli, dar aproape toata este reabsorbita si, apoi catabolizata in tubii renali,

deci dozarea lizozimei 1n urind poate fi utilizata pentru testarea functiei tubulare renale [263].
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Rezultatele obtinute privind modificarile nivelului de lizozima in urina la copiii cu GN
sunt prezentate in tabelul 5.20. Din cele inregistrate investigational reiese ca concentratia
lizozimei 1n urind la copiii cu GNA sufera schimbari de diferit grad. Astfel, nivelul lizozimei in
urind la pacientii cu SN s-a majorat autentic, pe cand in GNC concentratia enzimei, dimpotriva,
manifestd o tendintd de reducere. Remarcam cd, in GNA sindrom nefritic in perioada
manifestarilor clinice s-a Inregistrat o reducere a concentratiei lizozimei in urina cu 24,0% (pana
la 101,5+20,8 ng/nm creatinind) fata de (134,2+31,7 ng/mM creatinind) in grupul de control.

Concentratia lizozimei a crescut de 2 ori (pana la 272,5+21,8 ng/mM, creatinina) in GNA
sindrom nefrotic SS perioada manifestirilor clinice, comparativ cu valorile grupului de control. in
perioada remisiunii nivelul lizozimuriei s-a redus practic in toate variantele GNA 1in raport cu
valorile normale.

In conditii normale, prin membrana glomerulard intacti trec numai enzimele cu masa
moleculard mai micd de 70 kDa. Lizozima reprezintd una dintre enzimelor cu masa moleculara
joasd (<70 kDa) si de aceea ea trece usor in urind din serul sangvin prin filtrul renal, iar in
canaliculele renale este partial reabsorbitd. Prin urmare, activitatea ei in urina coreleaza cu
capacitatea de reabsorbtie a epiteliului segmentelor proximale si distale ale nefronului.

In tabelele 5.21-5.25 sunt expuse rezultatele privind activitatea enzimelor lizosomale in
urind la copiii cu GNC inclusi in studiu. Datele expuse au relevat o crestere a activitatii enzimelor

lizosomale in urina in toate loturile de pacienti.

Tabelul 5.21. Activitatea arilsulfatazei A si B si arilsulfatazei C in urina la copiii
cu glomerulonefritd cronica

Grupuri de Arilsulfataza A si B, pM/s.mM Arilsulfataza C, pM/s.mM
studiu creatinind creatinina
acutizare remisiune acutizare remisiune

GNC forma 244.2+54,52* 101,2+6,92 178,8+36,35 139,2+16,28%*
nefrotica 268,1% 111,1%, 146,3% 114%, p>0,05

p1>0,05
GNC forma 213,84+44,39%* | 290,4+63,48** 174,3+£54,38 300,4+62,12
mixta 234,7% 318,8%, 142,6% 245,8%,

p1>0,05 p1>0,05
Control 91,1+£19,32 122,2+13,46

100% 100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001. p1—autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat in acutizare.
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Activitatea arilsulfatazei A si B in urind a crescut de 2,7 ori (p<0,05) in GNC forma
nefrotica in perioada acutizarii, pe cand in GNC forma mixta a crescut veridic de 2,3 ori, (p<0,01)
in raport cu valorile normale.

In perioada remisiunii, activitatea enzimei date s-a redus practic pana la valorile de control
in GNC forma nefrotica, pe cand in GNC forma mixti s-a majorat de 3,2 ori (p<0,01). in perioada
remisiunii, activitatea arilsulfatazei C 1n urina s-a majorat de 2,5 ori In GNC forma mixta, pe cand
in forma nefrotica a GNC practic s-a normalizat, atingand nivelul grupului de control.

Cele mai pronuntate modificari ale activitatii f-galactozidazei in urina au fost consemnate
in GNC forma nefrotica perioada de acutizare, cand activitatea enzimei date a crescut semnificativ
— de 4 ori (p<0,01), pe cand in GNC forma mixta s-a majorat de numai 1,9 ori, comparativ cu
valorile de control.

In perioada remisiunii functia enzimei date a continuat si manifeste o crestere de 4,5 ori
(p<0,001) in GNC forma nefrotica si o majorare de 2,1 ori in GNC forma mixta, comparativ cu

grupul de control.

Tabelul 5.22. Activitatea f-galactozidazei in urina la copiii cu glomerulonefrita cronica

Grupuri de studiu [-galactozidaza, pM/s.mM creatinina
acutizare % remisiune %
GNC forma 369,0£164,74%* 403,7 408,8+88,53%** 447,3
nefrotica p:1>0,05
GNC forma mixta 171,6+41,24 187,7 189,8+21,32 207,7
p:1>0,05
Control 91,4+16,85 100,0 91,4+16,85 100,0

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01,;
***p<0,001. p1—autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv inregistrat in acutizare.

Activitatea B-glucozidazei in urind s-a majorat in toate variantele clinice ale GNC perioada
acutizarii (tabelul 5.23).

Cele mai pronuntate majorari s-au semnalat in lotul cu GNC forma mixta, unde activitatea
enzimei date a crescut semnificativ — de 2,2 ori, (p<0,001), pe cand in GNC forma nefrotica s-a
majorat de 1,7 ori (p<0,01), comparativ cu grupul martor.

In perioada remisiunii activitatea enzimei date a continuat si rimani crescuti in GNC

forma mixta, dar s-a redus in GNC forma nefrotica.
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Tabelul 5.23. Activitatea B-glucozidazei si B-glucuronidazei in urina la copiii
cu glomerulonefrita cronica

Grupuri de | B-glucozidaza, pM/s.mM creatinind | B-glucuronidaza, pM/s.mM creatinina
studiu acutizare remisiune acutizare remisiune
GNC forma 392,0+46,2*%* 214,4+24.1 207,2+36,6 119,94+22.,5
nefrotica 170,8% 93,4%, p1<0,05 170,4% 98,6%, p1<0,05
GNC forma 496,5+62,7*** 405,1+£113,5 313,4+77,8** 327,8+80,6**
mixta 216,3% 176,5%, p:1>0,05 257,7% 269,6%, p1>0,05
Control 229,5+20,1 121,6+15,3

100% 100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. p1 — autenticitatea in comparatie cu indicele respectiv Inregistrat in acutizare.
Totodata, s-a inregistrat o crestere mai pronuntatd a activitatii p-glucuronidazei in urina
in GNC forma mixta, comparativ cu GNC forma nefrotica. Astfel, activitatea enzimatica in GNC
forma mixta in perioada acutizarii a crescut de 2,6 ori, (p<0,01), pe cand in GNC nefrotica de
numai 1,7 ori, comparativ cu grupul martor. In perioada remisiunii, activitatea p—glucuronidazei
continud sa ramana la valori ridicate la pacientii cu forma mixta, comparativ cu valorile initiale.
Remarcam ca modificarile activitatii NAG-p in GNC forma nefrotica au fost mai exprimate

(tabelul 5.24).

Tabelul 5.24. Activitatea NAG- si nivelul lizozimei in urind la copiii
cu glomerulonefrita cronica

Grupuri de studiu NAG-B, nM/s, mM creatinina Lizozima, ng/mM creatinina
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNC forma 9,842,26 3,1+0,84 123,8+30,0 81,2+14,10
nefrotica 408,3% 129,2% 92,3% 60,5%
p1<0,05 p:1>0,05
GNC forma 8,0£2,26 9,4+1,10%* 123,1+27,1 94,3+£16,5
mixta 333,3% 391,7% 91,7% 70,3%
p1>0,05 p1>0,05
Control 2,4+0,47 134,2+31,7
100% 100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01,;
***p<0,001. p1—autenticitatea indicilor in comparatie cu indicele respectiv Inregistrat in acutizare.

Astfel, In GNC forma nefrotica perioada acutizarii maladiei, activitatea NAG-f in urina a
crescut de 4,0 ori (pana la 9,84+2,26 nM/s'-mM creatinind), pe cand in GNC forma mixta activitatea

enzimei date a crescut de 3,3 ori (pana la 8,0+2,26 nM/s.mM creatinind), comparativ cu grupul de
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control (2,4+0,47 nM/s.mM creatinind), fiind atestate corelatii puternice intre activitatea NAG-3
si MIP -1a (rxy =-1,0,p<0,001).

Modificarile date denota despre leziunile structurale profunde ale nefronului la pacientii cu
GNC forma nefrotica si mixtd. In perioada de remisiune, nivelul functional al acestei enzime in
urind la pacientii cu GNC forma mixta continud si ramana la valori crescute, depasind de 3,9 ori
valorile de referinta ale controlului, ceea ce indica persistenta procesului patologic in rinichi.

Concentratia lizozimei 1n urind in GNC, perioada acutizarii, s-a micsorat statistic
neconcludent, comparativ cu valorile grupului de control. in perioada remisiunii concentratia
lizozimei in urind s-a redus si mai pronuntat, comparativ cu valorile initiale.

Consideram ca gradul de exprimare al lizozimuriei in glomerulonefrita este determinat atat
de dereglarile de reabsorbtie in canaliculele proximale, cat si de eliberarea lizozimei din
macrofage 1n cazul lezdrii canaliculelor sau a tesutului renal. Pe de alta parte, micsorarea gradului
de lizozimurie poate fi conditionata si de reducerea intensitatii biosintezei la nivel ribosomal si
poate indica o scadere a rezistentei nespecifice a organismului in GNC.

Rezultatele de determinare a activitatii fosfatazei acide in urina la copiii cu glomerulonefrita

cronica sunt redate 1n tabelul 5.25.

Tabelul 5.25. Activitatea fosfatazei acide in urina la copiii cu glomerulonefrita cronica

Grupuri de studiu Fosfataza acida, nM/s.mM creatinina
acutizare % remisiune %
GNC forma 534,6£105,3%** 484,2 196,4+121,0 178,0
nefrotica p1<0,05
GNC forma mixta | 222,5+26,0* 201,5 123,8+44,2 112,1
p1>0,05
Control 110,4+14,63 100,0 110,4+14,63 100,0

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001; p1—autenticitatea indicilor Tn comparatie cu indicele respectiv inregistrat in acutizare

Cel mai 1nalt nivel de enzimoactivitate s-a inregistrat la pacientii cu GNC forma nefrotica,
perioada de acutizare, cand activitatea enzimei date a crescut de 4,8 ori (p<0,001), pe cand in forma
mixtd a GNC s-a majorat de numai 2 ori (p<0,05), comparativ cu grupul de control.

Activitatea fosfatazei acide in urina a continuat sa fie majorata si in perioada remisiei in
grupul GNC forma nefroticd, dar practic s-a normalizat in grupul cu forma mixta.

Astfel, cercetarile efectuate au demonstrat ca la copii cu GNA si GNC are loc cresterea

activitatii tuturor enzimelor lizosomale studiate in urina. In GNC modificarile activitatii enzimelor
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lizosomale (arilsulfatazei C, P-galactozidazei, fosfatazei acide) au fost mai pronuntate,
comparativ cu GNA, ceea ce indica la leziuni mai pronuntate ale aparatului tubular al nefronului
in GNC. Majorarea activitatii enzimelor lizosomale este legata de eliberarea lor din celulele
epiteliale ale tubilor proximali ale nefronului, de exocitoza provocata de cresterea permeabilitatii
membranelor celulare si destabilizarea lizosomilor lor sub actiunea toxinelor microbiene si
dereglarilor homeostazice care conduc la afectarea tesutului renal.

Activitatea enzimelor lizosomale redd profunzimea lezarii tesutului renal si, totodata,
gradul de lezare al canaliculelor renale. Posibil ca aceste modificari sunt conditionate de eliberarea
enzimelor lizosomale din celule in spatiul extracelular in rezultatul proceselor de liza a celulelor
si a exocitozei, reflectand atat stadiul functional, cat si cel al lezarii elementelor structurale ale
rinichilor. Lezarea glomerulilor si canaliculelor renale duce la cresterea permeabilitatii
membranelor celulare si la distrugerea celulelor, ceea ce, la randul lor, faciliteazd excretia
enzimelor din celulele renale in urina.

Pentru o lungéd perioadd de timp lizosomii au fost considerati ca fiind ,,incineratoare”
implicate In degradarea si reciclarea deseurilor celulare. Cu toate acestea, exista acum dovezi
convingatoare care indica faptul ca lizosomii au o functie mult mai larga si ca acestia sunt implicati
in procese fundamentale, cum ar fi secretia, repararea membranei plasmatice, procesele de
semnalizare si metabolismul energetic. Mai mult decat atat, rolul esential al lizosomilor in
autofagie pune aceste organite la intersectia mai multor procese celulare, cu implicatii
semnificative In conditii fiziologice si patologice. Identificarea unei gene, factorului de transcriere
EB, care regleaza biogeneza lizosomald si autofagia, a permis de a dezvdlui modul in care
lizosomii se adapteazd la conditiille de mediu si sugereaza noi strategii terapeutice pentru
modularea functiei lizosomale in bolile umane [298].

Metodele de laborator la care ne referim reusesc intr-o masura variabilad punerea 1n evidenta
a modificdrilor clinico-biochimice ce permit de a aprecia gradul lezarii elementelor structurale
functionale ale nefronului, concretizarea localizarii procesului patologic in rinichi si, in sfarsit,
aprecierea prognosticului maladiei.

Determinarea activitatii enzimelor lizosomale in urind in dinamica procesului patologic
poate servi drept criteriu precoce de diagnostic neinvaziv al diferitor variante ale GN. Prin urmare,
aprecierea activitatii enzimelor lizosomale 1n dinamica glomerulonefritei acute §i cronice
reprezintd un criteriu precoce de diagnostic al gravitdtii si destabilizarii membranelor celulare,
inclusiv 1n tesutul renal, ceea ce permite prognozarea procesului activ, serveste drept criteriu de

apreciere a eficacitatii terapiei hormonale i imunosupresive.
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Cele mai propuntate modificari ale afectdrii tuturor sectoarelor nefronului, provocate de
cresterea excretiei enzimelor cu localizare celulard diferitd in rezultatul modificarilor
permeabilitatii filtrului glomerular si tulburarilor reabsorbtiei tubulare a proteinelor, s-au
inregistrat proponderent in sindromul nefrotic SR.

Cresterea activitatii enzimelor membranare (atasate la membrana nefroteliului) — FA si -
GTP, enzimei citozolice (LDH) si, de asemenea, PCE — care reflectd afectarea permeabilitatii
filtrului glomerular a fost semnalata in GNA si intr-un grad mai pronuntat, in GNC. Astfel, la
copiii cu GN au loc modificari biochimice ale tulburarii starii functionale a rinichilor — cresterea
excretiei uroenzimelor cu localizare celulard diferita.

La efectuarea analizei corelative au fost inregistrate anumite interrelatii dintre nivelul
uroenzimelor excretate si caracteristicile histomorfologice obtinute la analiza bioptatelor renale si
care determind gradul de exprimare si modificarile structural — functionale ale canaliculelor
proximale. Gradul disfunctiei elementelor celulare ale aparatului tubular si glomerular renal difera,
ceea ce dicteaza necesitatea depistarii ei timpurii cu ajutorul metodelor neinvazive functionale de
laborator. Prezenta legaturilor corelative ale manifestarilor difunctiilor epiteliului tubilor contorti
proximali cu biomarkerii afectdrii aparatului tubular si glomerular denota utilizarea adecvata a
metodologiei aplicate pentru aprecierea severitatii tulburarilor functiei parenchimului renal in GN.

Rezultatele evaludrii continutului de microelemente in diferite variante ale GN a relevat
modificari statistic concludente ale nivelului acestora la pacientii cu GN (tabelul 5.26).

Astfel, nivelul de Zn in serul sangvin s-a redus in toate variantele clinice ale GN, pe cand
continutul de Cu a crescut comparativ cu valorile grupului de control. Modificari mai pronuntate
ale nivelului Zn s-au inregistrat la pacientii cu GNA sindrom nefrotic SR perioada de debut, in
cadrul cdruia concentratia acestui element s-a redus de 3.4 ori (pana la 4,5+0,38 umol/l), pe cand
in sindromul nefrotic SS s-a redus de 2,8 ori (pana la 5,4+0,80 umol/l) fatd de (15,2+0,77 umol/l)
in grupul de control. In perioada de remisiune nivelul Zn in serul sangvin a crescut comparativ cu
valorile initiale, dar a rdmas totusi inferior valorilor martorului.

Studiile efectuate au demonstrat cresterea nivelului de Cu in serul sangvin in toate
variantele clinice ale GN 1n perioada de acutizare. Modificéri statistic semnificative ale
concentratiei de Cu seric s-au inregistrat in GNA sindrom nefrotic SR, comparativ cu sindromul
nefrotic SS. Astfel, in sindromul nefrotic SR, perioada de debut, nivelul de Cu in serul sangvin s-
a majorat de 4,2 ori, pe cand in sindromul nefrotic SS a crescut de 2,8 ori in raport cu valorile
grupului de control. In GNA sindrom nefritic perioada manifestarilor clinice nivelul Cu in serul

sangvin a sporit de 3,1 ori fatd de valorile martorului.
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In perioada remisiunii, nivelul Cu in ser practic se normalizeaza in toate variantele clinice

ale GN [7].

Tabelul 5.26. Nivelul oligoelementelor in serul sangvin la copiii cu glomerulonefrita

Grupuri de studiu Zinc, umol/l Cupru, umol/l
acutizare remisiune acutizare remisiune
GNA sindrom 8,7+0,95%** 11,1+0,50%*** 33,14£3,7%** 11,6+0,09
nefritic 57,2% 73,0%, 309,3% 108,4%,
p1<0,05 p1<0,001
GNA SNSS 5,4+0,80*** | 9,9+(,8]*** 29,8+4,6%* 11,1+1,12
35,5%, 65,1%, 278,5%, p3>0,05 103,7%
p3>0,05 p1<0,01; p1<0,001;
p3<0,01 p3>0,05
GNA SNSR 4,5+0,38%** 44,5+£0,4%**
29,6%, - 415,9%, p»<0,05 -
p2>0,05; p3<0,01
p3<0,01
GNC forma 8,6£1,40%** 13,3+0,98 24,04, 7%* 11,3+1,4
nefrotica 56,6% 87,5%, 224,3% 105,6%,
p1<0,01 p1<0,05
Control 15,24+0,77 10,7+1,2

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului de control: *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001. pi—autenticitatea indicilor n comparatie cu indicele respectiv inregistrat la etapa de
acutizare; p>—autenticitatea indicilor la compararea GNA sindrom nefrotic SS cu GNA sindrom
nefrotic SR; ps—autenticitatea indicilor la compararea GNC forma nefrotica cu GNA sindrom
nefrotic SS si GNA sindrom nefrotic SR.

In acest studiu am obtinut valori semnificativ scizute ale Zn seric in toate variantele clinice
ale GN, comparativ cu lotul de control, rezultate similare cu alte studii. Astfel, Dwivedi J. si
coautorii au raportat nivele scazute de zinc, in timpul fazei active a sindromului nefrotic, cu o
crestere semnificativa ulterioara ca urmare a tratamentului antioxidant aplicat [114]. Dupa cum
se stie, zincul este implicat in cele mai diverse procese metabolice fapt ce se explica prin prezenta
lui in mai mult de 300 de enzime. Aceste enzime intervin in metabolismul proteinelor, glucidelor,
lipidelor, sinteza si degradarea acizilor nucleici.

Intr-un alt studiu, efectuat de Mumtaz A. si coautorii, a fost demonstrat ca nivelul Zn seric
si nivelul de Cu 1n SN au fost statistic semnificativ reduse comparativ cu controlul [237]. Conform
studiului, nivelul de Zn seric a avut o corelatie negativa cu proteina urinara timp de 24 h, care a
fost statistic semnificativa (r =-0.442, p = 0,021). Astfel, daca proteinuria creste, nivelul zincului
seric scade. Cel mai probabil, acest fapt se datoreaza pierderii de proteine care leagd metalele

(metals binding proteins). Observatii similare au fost facute de Tulpar S si coautorii [341].
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Conform studiului [227], nivelul Zn s-a redus, pe cand nivelul Cu a crescut la copiii cu SN, dar
fara diferenta statistica n perioada activa si in remisiune.

In studiul dat am obtinut date care demonstreaza cresterea marcanti a valorilor Cu seric in
faza de acutizare cu revenirea la normal in remisiune in toate loturile de pacienti. Acest fapt s-ar
putea explica prin aceia ca in exacerbarea procesului inflamator creste nivelul proteinelor fazei
acute, inclusiv a ceruloplasminei deosebit de bogate in cupru. Aceste mentiondri concordd cu
datele unor autori care au observat nivele serice crescute ale cuprului in recidive, in contrast cu
constatdrile anterioare de scadere a cuprului seric la pacientii cu SN [227, 237].

Nivelele de cupru se pot modifica dinamic in timpul fazei acute a bolii. Nivelele de cupru
scazut, raportate anterior, pot avea loc in faza precoce a bolii, din cauza pierderii de ceruloplasmina
cu urina. Nivelele plasmatice crescute ar putea reflecta stresul oxidativ, deoarece cuprul joaca un
rol decisiv 1n producerea de SRO si provoaca oxidarea hidrochinonei la benzochinona citotoxica
[192].

Conform datelor acestor autori, cuprul a scazut ulterior, in mod semnificativ in remisiune
pe termen lung. Mai mult decat atit, s-a observat ca dialdehida malonicd (MDA) si cuprul au aratat
o scadere semnificativa in remisiune, comparativ cu faza acuta, indicand la reducerea stresului
oxidativ [227]. O alta cauza a hipo-zinc-emiei stabilite in cercetdrile noastre s-ar putea datora
pierderilor de acest microelement pe cale urinara.

Multe studii au aratat pierderi crescute urinare de Zn. Potrivit lui Shah K.N.si coautorii
pierderile urinare de Zn au loc chiar si in absenta proteinuriei, ceea ce Inseamna ca modificarile
secretiei tubulare renale sau reabsorbtiei pot contribui la cresterea pierderilor de Zn [299]. Este
demonstrat ca 90% din cupru este legat de ceruloplasmina (sursa majora de proteine de legare a
Cu) si 10% cu albumina. Ito S. si coautorii au sugerat ca in sindromul nefrotic hipocupremia a fost
consecinta pierderii ceruloplasminei cu urina [166].

Concentratia redusa a nivelului de Zn plasmatic la pacientii cu SN poate fi, eventual, din
cauza aportului alimentar restrictionat. Recent s-a observat c@ suplimentarea in monoterapie sau
in combinatia CuU seleniu si zinc la sobolanii diabetici a imbunatatit statusul antioxidant si a
conditionat scaderea peroxidarii lipidelor, atat in ficat, cat si in tesuturile renale [342]. Mai mult
decat atat, s-a observat ca suplimentarea cu Zn reduce numarul de recidive in SN la copii [37,
305], ceea ce se explica prin faptul ca acest oligoelement este implicat in procesele imune, deficitul
de Zn influenteaza in primul rand asupra limfocitelor T.

S-a constatat, ca zincul in concentratii milimolare creste proliferarea limfocitara si raspunsul
la diferiti mitogeni la animalele cu deficit experimental de Zn. Deficitul de Zn duce la scaderea

activitatii 5-nucleotidazei limfocitare in limfocitele B umane.
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Un mecanism prin care zincul ar putea influenta functiile imunitare este legat de actiunea sa
asupra metabolismului acizilor grasi polinesaturati, precursori de eicosanoizi. Se considera ca
deficitul de Zn ar putea afecta raspunsul imun prin reducerea sintezei de prostaglandina E; si a

altor eicosanoizi.

5.4. Concluzii la capitolul 5
1. Studiul activitatii AMP-azei si ADA-zei in serul sangvin a relevat cresterea enzimelor date in
functie de varianta clinica, activitatea procesului renal, fapt, cea ce confirma rolul enzimelor
metabolismului nucleotidelor adenilice in mecanismele patogenice ale GN la copii. S-a semnalat
clinice ale GN. In GNC forma nefrotica perioada de acutizare s-a inregistrat o corelatie puternica
directd intre nivelul arginazei 1n urind si AAT (rxy =0,893, p<0,001); AGE (rxy =0,977, p<0,01);
S-nitrosotioli (rxy =0,855, p<0,01); MIP-1a (rxy =0,883, p<0,001).
2. Determinarea activitatii PCE in urina reprezintd marker al filtrului glomerulor si tulburarilor
reabsorbtiei pentru evaluarea activitatii, prognozarea complicatiilor si a exodului maladiei.
3. S-a semnalat cresterea activitatii enzimelor proteolitice (chimotripsinei, LAP, p2
microglobulinei) in urina in toate variantele clinice ale GN 1n perioada acutizarii si reducerea in
perioada de remisiune, fapt ce permite utilizarea lor in calitate de markeri neinvazivi pentru
depistarea tulburarilor la nivelul aparatului tubular la copiii cu glomerulonefrita.
4. La copiii cu GN s-a semnalat o majorare mai pronuntata a activitatii y-GTP in urind in GNA,
comparativ cu GNC si o crestere de 5,4 ori in SNSS si de 1,6 ori in SNSR, comparativ cu valorile
de control, cea ce denota prezenta leziunilor la nivelul membranelor citoplastice ale canaliculelor
contorte proximale. In GNC forma mixti s-au inregistrat corelatii puternice intre y-GTP si PCE
(rxy =1,0, p<0,001); intre y-GTP si MIP la (rxy =1,0, p<0,001); intre y-GTP si VFGF( rxy =-0,758,
p<0,01); intre y-GTP si FGF-B (rxy =-0,621, p<0,05); intre y-GTP si CTGF (rxy =-0,748, p<0,01).
5. La copiii cu GNA si GNC are loc cresterea activitatii tuturor enzimelor lizosomale studiate in
urind. In GNC, modificarile activitatii enzimelor lizozomale (arilsulfataza C, B-galactozidaza,
fosfataza acida) au fost mai pronuntate, comparativ cu GNA, ceea ce atesta la prezenta leziunilor
mai severe ale aparatului tubular al nefronului in GNC.
6. Studiul efectuat permite de determina urmatoarele sindroame ale lezarii tesutului renal:
sindromul lezarii epiteliului cu ,, marginea in perie” (evaluarea activitatii fosfatazei alcaline si y-
GTP), sindromul cresterii permeabilitatii citomembranelor epiteliului tubular (evaluarea activitatii
NAG-B, LDH), sindromul afectarii membranelor lizozomale (evaluarea activitatii arilsulfatazei A
si B).
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7. Nivelul zincului seric s-a redus in toate variantele clinice ale GN, perioada de acutizare, pe cand
nivelul cuprului in aceeasi perioada a crescut, comparativ cu grupul de control. Cea mai pronuntata
reducere a Zn seric s-a determinat in sindromul nefrotic SR, perioada de acutizare, cu o crestere
mai pronuntata a Cu seric in sindromul nefrotic SR, perioada de acutizare.

8. Gradul disfunctiei elementelor celulare ale aparatului tubular si glomerular renal difera, ceea
ce dicteaza necesitatea depistarii ei cu ajutorul metodelor neinvazive functionale de laborator.
Prezenta legaturilor corelative ale manifestarilor disfunctiilor epiteliului tubilor contorti proximali
cu biomarkerii afectarii aparatului tubular si glomerular permite utilizarea adecvata a metodologiet
aplicate pentru aprecierea severitatii tulburarilor functiei parenchimului renal in GN.

9. Pentru selectarea celor mai informativi indicatori si pentru depistarea factorilor generali latenti
care explica legaturile dintre indicii cercetati si evaluati este necesar de a efectua analiza factoriala
prin metoda componentelor principale cu folosirea procedurii de rotirea sistemului de coordonate
(varimax-rotirea ortogonald), care produce minimizarea cantititii variabilelor cu o inaltd

incarcatura factoriala.
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6. MODIFICARILE HISTOLOGICE SI CARACTERISTICA UNOR CORELATII
CLINICO - PARACLINICE, BIOCHIMICE iN EVOLUTIA
GLOMERULONEFRITEI LA COPII

6.1. Caracteristica clinico-paraclinica a modificarilor histopatologice la copiii cu
glomerulonefrita primara
Studiul histologic a inclus 12 pacienti cu glomerulonefrita primara, cu varsta medie de

7,50+1,64 ani si o duratd a bolii de 2,03+0,50 ani. Sexul masculin a constituit 58,3+14,2%,
comparativ cu sexul feminin — 41,70+14,2%. Pacientii cu varsta de 0-5 ani au constituit
(41,7£14,2%), 5-10 ani — 33,3+13,6% pacienti si 10-17 ani — 25,0+£12,5%.

Tabelul 6.1. Repartitia dupa sex si varstad a copiilor cu GN

Sex, varsta Numarul de cazuri X +ES %
Fete 5 41,7+14,2
Biieti 7 58,3+14,2
0-5 ani 5 41,7+14,2
5-10 ani 4 33,3+13,6
10-17 ani 3 25,0+12,5

A existat o prevalentd a sexului masculin, ceea ce este in conformitate cu datele altor studii
[170]. Varsta medie a pacientilor cu SN 1inregistrati de noi a fost de 7,50+1,64 ani, ceea ce difera
de datele altor studii, care releva o varsta mai mica a debutului SN la copii [170]. O varsta medie
similard a fost raportata intr-un studiu efectuat de Mubarak M. si coautorii [235]. Conform
diagnosticului histopatologic, cea mai mare varsta medie la momentul debutului bolii in studiul

nostru s-a atestat in GSFS.

Tabelul 6.2.Varsta medie si durata bolii in functie de varianta histopatologica, (ani)

Parametrii Total GSFS SNSM
Varsta de debut a SN 7,50+1,64 12,80+1,98 3,83+1,08
Durata bolii 2,03+0,50 2,60+0,81 1,72+0,74

Conform rezultatelor altor studii [170], sexul masculin a fost predominant in toate
subtipurile patologice, cu exceptia GNM. Cel mai mare raport dintre baieti si fete a fost observat
la pacientii cu SNSM. Date similare au raportat si alti cercetatori. Astfel, Gulati S si coautorii au
mentionat o proportie mai mare la baieti cu SNSM [146], comparativ cu studiul lui Javadilarijani

F., care a atestat cel mai mare raport in GNM [170].
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In tabelul 6.3 sunt prezentate modificarile histopatologice depistate la pacientii cu

glomerulonefritd primara.

Tabelul 6.3. Modificarile histologice la copiii cu glomerulonefrita primara

Varianta histologica Numarul de cazuri %
GSFS 6 50,0
SNSM 5 41,7
GNMzP 1 8,3

Conform unor date recente, SNSM reprezinta cea mai frecventa cauza a SN la copii pe
parcursul ultimelor trei decenii, incidenta variaza de la 77 la 90%, in diferite studii [56], pe cand
in studiul de fata ea a constituit 41,7 % cazuri. Studii efectuate de Bonilla-Felix M. si coautorii, au
atestat o crestere semnificativa a incidentei GSFS in baza biopsiei renale — de la 22 % pana la
47% la copiii cu SN pe parcursul a 20 ani [56]. Alte studii efectuate de Seif E. 1. si coautorii
relateaza ca incidenta GSFS constituie 30,2 % cazuri [294]. Datele raportate de Obiagwu P.N. si
coautorii releva o crestere a incidentei GSFS pana la 54,5 % cazuri, ceea ce coincide cu datele
obtinute de studiul nostru (50,0% cazuri) [250]. Incidenta GNMzP, conform studiilor realizate de
Bonilla-Felix M., constituie 25 % [56], iar datele raportate de Mubarak M. si coautorii, indica
10,2 % cazuri [236].Diferentele observate intre frecventele diferitor subtipuri histopatologice in
SNSR conform datelor diferitor studii pot fi atribuite diferentelor etnice, de mediu si genetice
[170]. Leziunile precoce ale GSFS nu pot fi detectate la examenele histopatologice initiale [236].
Studii recente au demonstrat efectul semnificativ al factorilor etnici si geografici privind raspunsul
la steroizi si tipurile histopatologice ale SNI. Mai mult decat atat, potrivit diverselor studii,
pacientii cu SNSR ale caror biopsii renale au indicat initial SNSM 1in stadiile timpurii ale bolii,
ulterior au dezvoltat GSFS [145]. Astfel putem concluziona ca ambele leziuni sunt tipufi
progresive ale unuia si aceluasi proces.

Tabelul 6.4. Manifestarile clinice depistate la copiii cu glomerulonefrita

Parametrii clinici Numarul de cazuri X +ES %
Edeme 10 100,0+0,08
Hematurie 6 50,0+5,19
HTA 5 41,7+ 5,12
BCR 2 16,7+10,8
Dializa 1 8,3+1,0
Deces 1 8,3+1,0
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Cele mai frecvente manifestari clinice au fost edemele — 100,0+0,08%, urmate de
hematurie — 50,0+£5,19 %, HTA — 41,7+ 5,12%, BRC gr. V — 16,7+1,8%. Rezultatele obtinute in

cadrul studiului de fata sunt similare altor studii [170].

Tabelul 6.5.Manifestarile clinice atestate la copiii cu diferite variante histologice ale GN

Parametrii clinici GSFS GNMzP SNSM p
Edeme 4 1 5 ¥? =0,887
gl=2, p>0,05
Hematurie 6 - - ¥? =0,466
gl=2, p>0,05
BRC gr.V 2 - - ¥> =0,186
gl=2, p>0,5
Dializa 2 - - ¥> =0,186
gl=2, p>0,05
Deces 1 - - ¥? =0,466
gl=2, p>0,05
Varsta - 1 4 XZ =0,078
gl=4, p>0,05
Sexul, ¥> =0,068
fete 4 - 1 gl=2
biieti 1 1 5 p>0,05

Modificarile paraclinice au fost determinate de hipoproteinemie — 52,07+3,44 g/l,
hiperlipidemie — (colesterolul — 10,17£1,15 mmol/l, B-lipoproteide — 110,75+7,02 u.c.),
proteinurie timp 24 h — 5,68+1,83 g/l. Conform datelor prezentate in tabelul 6.6, pacientii
prezentau creatininemie pana la 0,104+0,42 mmol/l in GSFS, modificari mai exprimate ale

lipidelor totale in serul sangvin in GSFS comparativ cu SNSM.

Tabelul 6.6. Modificarile paraclinice stabilite la copiii cu GN in functie de varianta histologica

Parametrii biochimici Total GSFS SNSM
Proteina totala, g/l 52,07+3,44 56,8+3,12 48,63+3,64
Ureea, mmol/I 5,41+0,84 5,62+1,25 5,23+1,23
Creatinind, mmol/l 0,077+0,22 0,104:0,42 0,049+0,006
Colesterol, mmol/l 10,17+1,15 9,90+1,92 9,92+1,78
Lipide totale, mmol/I 5,8+2,04 8,7+0,63 3,96+3,02
B-lipoproteide, u.c. 110,75+7,02 106,60+9,16 111,50+12,21

RFG<90 ml/min/1,73m?a fost atestatd in 25 % cazuri. In tabelul 6.7 sunt prezentate rezultatele

sumarului urinei la copiii cu GN in functie de varianta histologica.
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Tabelul 6.7. Sumarul urinei la copiii cu GN in functie de varianta histologica

Parametrii studiati Total GSFS SNSM

Eritrocite in sumarul urinei, c/v 36,20+2,1 45,33+4,5 22,20+2,5
Proteina in sumarul urinei, g/l 5,27+1,38 3,18+0,87 6,76+2,59
Proteina in urina timp 24 h, g/l 5,68+1,83 8,56+3,75 3,07+0,72

Conform datelor tabelului 6.7. in sedimentul urinar s-a semnalat hematurie pana la
45,33+4,5 ¢/v in GSFS, comparativ cu SNSM — 22,204+2,5 c/v. Proteina in urind timp 24 h a
constituit — 8,56+3,75 g/l in GSFS, comparativ cu 3,07+0,72 g/l in SNSM.

6.2. Modificarile histologice la copiii cu glomerulonefrita

Lotul de studiu clinico-morfologic a inclus 12 pacienti, care au constituit lotul principal
de studiu. In lotul de control s-au inclus bioptatele renale prelevate prin metoda deschisi in 5 cazuri
de decese survenite la copii de aceeasi varstd, cauzate de patologii extrarenale si in lipsa
simptomatologiei urologice si nefrologice.

In cadrul explorarilor histomorfologice S-a atestat prezenta leziunilor glomerulare de
diversd intensitate, estimate 1n functie de structura anatomica a bioptatului, coraportul diferitelor
elemente nefroniale, numarul accesibil de glomeruli si complexitatea manifestarilor
morfopatologice — distributia, forma, caracterul tinctorial al elementelor celulare.

De asemenea, un test optimal pentru examinarile histomorfologice fiind apreciat bioptatul
care a inclus minimul de glomeruli, nu mai putin de 7-8 in campul de vedere. Aspectul microscopic
al glomerulilor in testul nativ era caracterizat prin prezenta punctelor rosietice cu fenomen
congestiv generalizat sau partial [13]. In acelasi timp s-au atestat si glomeruli ce manifestau o
congestie mai redusa, avand un aspect pal-roz sau pal-albicios, uneori fiind depistati si glomeruli
unici cu aspect pal-suriu (figurile 6.1 — 6.2). Deja la microscopia bioptatului nativ, s-a stabilit
prezenta unor modificari, dat fiind faptul ca reducerea aspectului rosiatic congestifv sau lipsa
acestuia indicd prezenta unor leziuni de scleroza.

Ca rezultat al testarii primare a bioptatelor, in (10) 83,3% din cazuri s-au obtinut bioptate
integre, informative ce au cuprins cate 6-8 glomeruli morfologic modificati, in mare parte avand
aspectul pestrif congestiv, ceea ce reflecta natura vasculara a glomerulului (figurile 6.3 —6.4).

In 2 (1,7%) din cazuri, dupa cum s-a mentionat, s-au efectuat PBR repetate, motivul fiind
bioptatul fragmentat cu prezenta a 2-3 glomeruli. Bioptatele repetate s-au obtinut cu particularitati
microscopice calitative. Vom mentiona ca in cadrul PBR efectuate de noi nu au existat accidente
sau complicatii, cu exceptia unui caz in care s-a atestat un sindrom dolor de scurta durata survenit
in cadrul punctiei. In functie de rezultatele atestate in cadrul testarii in ambele loturi, s-a constatat,
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ca atat testarile din lotul de control precum si in cadrul bioptatelor testate din lotul principal de
studiu, prezentau aspecte de normd conventionala, dar cu mici devieri de forma

microarhitectonica.

Figura 6.1. Biopsie renala cu dispozitiv
Bard Magnum Biopsies

Figura 6.2. Bioptat nativ cu prezenta a 9
glomeruli — testati dupa aspectul
congestiv al ghemului vascular x100

Ca prototip in evaluarea modificarilor lezionale s-au utilizat aspectele microanatomice
testate si luate in studiu ca variantd de norma conventionald, prelevate din grupul de control

(figurile 6.5-6.6): nefronul fiind constituit din 2 elemente microanatomice morfo-functionale

principale: corpusculul renal si elementul tubular cu segmentele respective.

— % - 3
S VS o8

3

1 2 3
Figura 6.3.Test histologic al parenchimului Figura 6.4.Test histologic; segment a zonei
renal informativ cu 15 glomeruli: 1) zona corticale cu 8 glomeruli la diverse nivele
corticald; 2) zona juxtamedualard; 3) segment x100.Coloratia H&E

din zona medulara x25. Coloratie Van Geison
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Corpusculul renal se caracteriza prin aspectul de bucla vasculara (glomerulul) si capsula
Bowman. Glomerulul prezinta o structura din 4 tipuri de celule distincte: endoteliale, mezangiale,
epiteliale viscerale si epitelial parietale. Cele epitelial viscerale si parietale fiind usor de diferentiat.
Celulele mezangiale sunt mai greu de diferentiat de cele endoteliale, deaceea in microscopia
fotonicd prin metode conventionale se utilizeazd termenul comun de celule endocapilare.
Elementul tubular al nefronului era bine diferentiat, in unele cazuri cu o dilatare nesemnificativa
a celui contort proximal, capsula fiind prezentatda de o membrana fina bine evidentiata in coloratia
cu tricrom Masson si nesemnificativ in cea cu picrofuxina - Van Geizon. Ambele metode au atestat
o structurd glomerulara bine diferentiatd cu evidentierea ghemului vascular, componenta celulara
realizatd omogen, matricea mezenchimald cu densitate micd slab diferentiata, spatiul
periglomerular cu aspect de fisurd nesemnificativa sau accentuatd. Tesutul conjunctiv mai bine
evidentiat 1n coloratia cu tricrom Masson, fiind foarte fin la nivel de capsula si nesemnificativ la
nivel de vase.

In cadrul exploririlor histomorfologice prin metoda de coloratie cu H&E in structura
bioptatelor s-a atestat o gama larga microanatomica a nefronului, fiind caracterizata prin aspecte
glomerulare conventional normale §i In divers raport cu manifestdri lezionale de diversa

intensitate si caracter.

Figura 6.6. Varianta de norma conventionala

Figura 6.5.Varianta de norma conventionala a ' _
glomerulului si tubilor contorti, ghem a componentei glomerulare si

glomerular usor in semilund, spatiu tubulointerstitiale; glomerul cu

periglomerular in fisurd nesemnificativa x200. normocelularitate, spatiul periglomerular in
Coloratie triclom Masson fisurd accentuata x/00. Coloratie VG

Ultimele au fost estimate la microscopia fotonica (MF) in baza criteriilor cuantificate mai

sus, diagnosticul fiind axat pe determinarea numarului si procentului de glomeruli cu modificari
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lezionale, evaluarea severitatii si activitatii leziunilor, precum si determinarea modificarilor
fibrotice sclero-cicatriceale ireversibile.

De asemenea, s-au depistat si unele particularitati ale nefronului tubular si componentei
interstitiale, ca cele de forma, ingrosari ale membranei bazale, edemul interstitial, infiltratul
celular, acestea fiind nesemnificativ atestate cu o repartizare focala sau in aspect de mozaic n aria
bioptatului.

Astfel, atestarea criteriilor cuantificate cu divers raport de implicare a glomerulilor si mai
putin a componentei tubulare a evidentiat faptul ca din punct de vedere histopatologic, in SN la
copii se depisteaza cu predilectie prezenta afectarii glomerulare si, in divers raport, glomerular-
tubulare. Aspectele lezionale se manifestd printr-o gama larga de modificari ale componentelor
structural-celulare, asamblajul carora caracterizeaza diverse aspecte morfo-functionale
glomerulare apreciate ca glomerulopatii. In baza datelor obtinute, in cadrul examinarilor
histopatologice si corelationate cu datele clinice, la copiii cu simptomatologia sindromului
nefrotic, conform leziunilor detectate, s-a atestat prezenta a trei forme de glomerulopatii
histomorfologice, care in functie de particularitatile clinico-morfopatologice au fost clasate ca

nefropatii glomerulare cu SN (tabelul 6.8).

Tabelul 6.8. Repartitia afectiunilor renale in functie de formelehistomorfologice si clinico-

morfologice
Forme
. Glomerulopatie
. Glomerulopatie cu P
Glomerulopatie B p membrano
. . C e scleroza focala si .
Histomorfologice | ,.cu leziuni minime y (mezangio)-
segmentara . .
(GLM) (GSFS) proliferativa
(GMP)
Nefropatie Nefropatie Nefropatie
Clinico- glomerulara ,,cu glomerulara cu glomerulara
morfologice leziuni minime” scleroza focal si mezangio-proliferativa
(NGLM) segmentard (NGSFS) (NGMzP)

Glomerulopatia cu ,,leziuni minime” (minimal change), sau NGLM, s-a atestat in 5
(41,7%) cazuri; glomerulopatia cu scleroza segmentara (GSFS) sau NGSFS a constituit ponderea
majora, fiind atestatad in 6 (50%) cazuri si intr-un caz (8,3%) s-a constatat prezenta glomerulopatiei
membrano-proliferative (GMP) sau NGMzP. Numarul de glomeruli cu modificari patologice
atestati in coraport cu numarul de glomeruli prezenti ce au constituit o medie intr-un bioptat in

functie de forma clinico-morfologica este reflectat in tabelul 6.9.
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Tabelul 6.9. Repartitia in functie de glomerulii afectati

Numarul de glomeruli prezenti si afectati
Glomeruli Glomeruli
ini . - rezenti intr-un afectati in
Formele cllplco- pacienti bioptate prezel ;
morfologice bioptat medie
cifre absolute cifre absolute cifre absolute cifre absolute
GLM / NGLM 5 6 12 5
GSFS / NGSFS 6 7 10 7
GMzP / NGMzP 1 1 11 9

Conform datelor comparative ale glomerulopatiilor atestate histomorfologic si estimate
statistic prin metoda variationala, in functie de afectiunile clinico-morfologice (NGLM, NGSFS,
NGMzP) stabilite si de numarul de glomeruli afectati detectati intr-un bioptat, am obtinut
urmatoarele date statistice: numarul de glomeruli cu modificéri lezionale in NGLM a constituit

0,3+0,06*; in NGSFS — 0,7+0,06 si NGMzP — 0,8+0,15 (* - p<0,01) (figura 6.7).
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Fig. 6.7. Datele comparative ale numarului de  Fig. 6.8. Datele comparative ale gradului
glomeruli cu particularitati histopatologice lezional histopatologic in glomerulopatii, unde
lezionale atestate, unde 1 — NGLM, 2 -NGFS, 1-NGLM, 2 - NGFS, 3—-NGMzP.

3 — GNMzP.

Evaluarea matematica, in functie de gradul lezional apreciat histopatologic conform scarii
de apreciere elaborate in dependenta de formele clinico-morfologice, a evidentiat ca modificarile
lezionale in NGLM au constituit 1,3+0,1*; comparativ cu NGSFS — 2,1+0,1 si NGMP — 2,1+0,3
(* - p<0,01) (figura 6.8).

Astfel, am constatat ca la nivelul microscopiei fotonice in NGLM predomina leziunile
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de gr.1 (modificari morfopatologice minime), ceea ce constituie specificul morfopatologic al
glomerulopatiei date, pe cand in NGFS si NGMzP au predominat glomerulopatiile cu leziuni de
gradul 2, cu un grad moderat de agresivitate, avand o semnificatie statisticd la nivel de 1%
(p<0,01). In functie de caracterul si gradul de intensitate, agresivitate al leziunilor relevate
histomorfologic, cazurile clasate in baza datelor histomorfologice ca glomerulopatii cu ,,leziuni
minime”(GLM) si forma clinico-morfologica de NGLM au manifestat frecvent la microscopia
fotonicd particularitati caracteristice aspectului de norma conventionala, reflectata in figurile 6.5
- 6.6.

Totusi, la o amplificare optica mai mare, s-au atestat glomeruli cu modificari apreciate ca
lezionare atestate dupa gradatie ca minime si medii fiind vizibil realizate sub aspect mai mult
haotic sau de mozaic printre glomerulii cu aspect structurizat ,,normal”. Modificarile caracterizate
ca minime in microscopia fotonicd prezentau un glomerul cu ghem vascular conturat cu retea
vasculard congestiva, cu aspect de rigiditate vasculard, uneori cu pseudoanevrisme mici §i 0O
celularitate normala, in unii fiind observate aspecte exsudative focare nesemnificative la suprafata

ghemului vascular (figura 6.9). Spatiile periglomerulare prezentau frecvent aspect de fisura, dar

accentuata.

Figura 6.9. Glomerulopatie cu leziuni de Figura 6.10. Glomerulopatie cu leziuni de
gradatie minime: 1) aspect congestiv gradatie minima cu normocelularitate, aspect
vascular cu microanevrism, 2) exsudat in congestiv, dezintegrarea periferici x200.

spatiul periglomerular x200. Coloratie H&E Coloratie H&E

Printre modificérile de grad minim au fost s§i aspectele de accentuare a componentei
celulare cu aspecte de intumescenta sau hipertrofie nucleara (figura 6.10.) precum si dezintegrarea

periferica a ghemului vascular. In ceea ce priveste modificarile cu grad moderat specific doar
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acestui tip de glomerulopatii, le-am desemnat conditionat. Acestea erau manifestate intr-un caz
prin prezenta aspectului fin al anselor capilare, dar comparativ cu norma erau mult mai subtiri,
avand aspect de hipercelularitate discreta, intumescenta celulara si hipertrofie nucleara dispersa cu
o usoarda pseudolobulatie, uneori interstitial s-a atestat prezenta unor proliferari endoteliale

vasculare (figura 6.11).

Figura 6.11. Glomerulopatie cu leziuni Figura 6.12. Glomerulopatie cu leziuni
moderate.1) aspect de pseudolobulatie, cu moderate.1) normocelularitate la 90% din
hipertrofie nucleara, 2) proliferarea focala a glomeruli si 2) intumescentd celulara cu

endoteliului in refeaua vasculard x200. hipertrofie nucleara focala x200. Coloratie
Coloratie H&E H&E

In 2 cazuri s-a atestat, la nivelul tubilor contorti o distrofie lipidica slab diferentiatd avand
aspect de celule unice. Interstitiul in marea majoritate a bioptatului era cu discretie vizibil la
testarea componentei conjunctive in coloratia cu picrofuxini. In 2 cazuri intumescenta celulara si
hipertrofia nucleard aveau o structurd mai mult focald a endoteliocitelor, ansele vasculare fiind
cu o congestie diminuata, colabate usor sau moderat si cu ingrosarea peretelui cu aspect usor
intumescent. Pe unele arii s-a atestat prezenta unei infiltratii discrete limfocitare la nivel interstitial
(figura 6.12)

Este de mentionat ca in bioptatele cu atestarea modificarilor glomerulare descrise mai sus,
nefronii tubulari, In special cei contorti s-au caracterizat frecvent prin aspecte de dilatare usoara
cu persistarea epiteliului uneori ugor atenuat, precum si cu prezenta in 3 cazuri a unor modificari
distrofice granulare sau vacuolare slab diferentiate, frecvent in focare.

Conform datelor examenului morfologic, in prezenta manifestarilor clinice si paraclinice

ale SN, la copiii cu glomerulonefrita cu ,,leziuni minime”, cu ajutorul microscopiei fotonice pot
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fi depistati atat glomeruli cu structura conventional ,,normala” cat si cu aspect mixt, in asociere
cu leziuni nesemnificative focar-segmentare sau difuze ale morfologiei celulare si ale peretelui
anselor ghemului glomerular, insd fara modificarea aspectului componentelor nefronului tubular
si a componentei interstitial-vasculare.

Rezultatele examenului morfopatologic prin microscopia optica au aratat ca in cadrul
nefropatiei glomerulare cu leziuni minime la copii, se pot distinge conventional doua tipuri de
glomerulopatii preexistente in perioada manifestarilor clinice ale SN: glomerulopatia cu anse
capilare (membrana bazala subtiatd) si glomerulopatia cu reactii celulare focal-segmentare sau
difuze.

Ca rezultat al estimarii microscopice, am stabilit ca NGLM este o patologie ce antreneaza
doar un anumit grup de glomeruli si nu markeaza o implicare generalizata. Aceste particularitati
lezionale in aspect morfopatologic conventional releva totusi prezenta unei diversitati a intensitatii
modificarilor atestate care fiind cuantificate n studiul nostru dupa sistemul de gradatie, reflecta
prezenta unor leziuni de grad variabil al glomerulopatiei in evolutia NGLM.

Astfel, tinand cont de opinia ca leziunile minime ale glomerulilor pot evolua la pacientii
cu SN sub tratament, ca si de ipoteza despre reversibilitatea sau ireversibilitatea acestor modificari
dupa efectuarea tratamentului, conchidem ca aceste afirmatii contravin realitatii. De asemenea,
este de mentionat ca modificarile atestate la nivelul microscopiei fotonice prin metode
conventionale nu sunt particularitati ce ar estima cert o variantd specifica a glomerulonefritelor
sau alta, dar servesc drept criterii morfologice orientative ale prezentei glomerulopatiei cu
particularitati neproliferative ce caracterizeazd glomerulonefrita cu ,,leziuni minime.”

In cadrul studiului de fata, analiza modificarilor histologice in NGSFS atestate in evolutia
SN a evidentiat predominarea la nivel de glomerul, a modificarilor caracterizate printr-un aspect
lezional heterogen si nu doar prezenta celor strict sclerozante-hialine sau cicatriceale estimate in
diferite rapoarte din literatura de specialitate.

O particularitate este si implicarea asincrond in procesul lezional a glomerulilor, atat in
ce priveste numarul de glomeruli afectati cat si intensitatea si caracterul leziunilor prezente in
aria glomerulilor precum si in coraport cu capsula Bowman, inclusiv cu zonele structurale ale
bioptatului, parenchimului renal.

In functie de severitatea proceselor sclero-hialine, acestea au manifestat o variatie larga,
de la focale nesemnificative la segmentare, inclusiv la forma globald a sclero-hialinozei
glomerulului sau a glomerulilor. De mentionat cd in paralel cu glomerulii modificati frecvent s-a
atestat prezenta glomerulilor cu aspect optic normal sau cu aspect histoarhitectonial nesemnificativ

deviat, dar morfofunctional fiind atestate ca varianta de norma.
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Printre glomerulii cu aspect la limita normei conventionale, leziunile morfologice
aspectual minime s-au manifestat prin congestie capilara, accentuare nesemnificativa lobulara si
dezordonarea zonei juxtaglomerulare, pe unele arii fiind usor desemnatd densitatea mezangiului
cu o fibroza usoara (figura 6.13), unii glomeruli manifestau aspecte histologice caracteristice
celor descrise in cadrul GLM si reflectate in figura 6.12.

Printre modificarile moderate s-au inscris cele de reducere a componentei celulare,
accentuarea focald a tesutului conjunctiv sclerogenizat la nivel de membrana cu implicare
segmentard a glomerulilor, capsula Bowman si membrana bazala tubulara pastrandu-si aspectul

normal (figura 6.14).

-.i)

Figura 6.13. Glomerul cu aspect morfo- Figura 6.14. Glomerul cu scleroza focala
functional la limita normei. 1) accentuarea (sageatd) moderat accentuata si

lobulara cu hipercelularizare focala; 2) hipocelularitate x200. Coloratie tricrom
dezorganizare nesemnificativa a zonei Masson

juxtaglomerulare x200. Coloratie H&E

Pe langa prezenta reactiilor sclerogene sau a sclerozei focal-segmentare s-au desemnat si
glomeruli cu proliferari celulare endocapilare (endotelial-mezangiale), proliferari celulare
epiteliale parietale ale capsulei si aspect de semilund epitelial-celulare cu diversa intensitate a
componentei sclerozive ce frecvent sugerau tabloul histologic al unei glomerulopatii rapid
progresive. Ca rezultat al proceselor proliferative ale componentei celulare pe diverse arii atat la
nivelul glomerulilor cat si al capsulei, s-a atestat prezenta proceselor aderentiale in aspecte mici
si in platouri glomerulo-capsulare, uneori asociate cu dilatari ale vaselor aferente (figurile 6.15-
6.16). Capsula 1n cazurile respective a marcat o hipercelularitate variabild pe contul accentuarii

proliferative si al infiltratiei limfocitare.
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Figura 6.15. Glomerulopatie sclerozanta

segmentari cu proliferarea elementelor Figura 6.16. Glomerulopatie segr_nentaré _
celulare ale capsulei, formarea aderentelor aderentiala glomerulo-capsulara in platouri cu

Figura 6.17. Glomerulopatie sclerozanta Figura 6.18. Glomerulopatie sclero-
segmentard cu trombi hialini in reteaua hialind globala (totald), dilatarea si atrofia
vasculard x200. Coloratie H&E moderata a tubilor x150. Coloratie H&E

La nivel de capsuld Bowman si glomerul, de asemenea, erau prezente aderente cu localizare
adiacent hilului glomerular sau la nivelul zonei apicale. In unele cazuri la nivelul glomerulilor cu
modificari sclerogene intraglomerulare si aderentiale glomerularo-capsulare erau prezente si vase

cu trombi de hialind (figura 6.17).

208



De asemenea, in 2 cazuri in cadrul glomerulopatiei focal-segmentare sclerogene sau sclero-hialine
s-a atestat prezenta glomerulilor unici cu scleroza si hialinoza globala, sferica, cu prezenta unor
elemente celulare endocapilar-mezangiale dispersate (figura 6.18).

Concomitent cu modificarile lezionale ale glomerulilor, s-au depistat si modificari ale nefronului
tubular, acesta fiind usor sau moderat dilatat, in special cel contrort cu divers grad de atrofie al
nefroteliului tubular. Interstitial era de asemenea prezent un proces infiltrativ inflamator
limfocitar sau limfo-plasmocitar discret sau moderat. In paralel cu procesele inflamatorii de divers
grad s-a atestat si o reactie sclerogeni la nivel de interstitiu. In focar erau prezente si ingrosari
sclerotice fusiforme la nivelul membranei bazale a nefronului tubular.

O particularitate, atestatd cu o frecventd de 2 (16,7%) din cazuri, au constituit leziunile
caracterizate de prezenta unor modificari, cu predilectie la nivelul glomerulilor din zona

juxtamedulara, comparativ cu zona corticald, aspecte ce nu au fost observare in cazurile

precedente.

Figura 6.19. Glomerulopatie sclero-hialina Figura 6.20. Glomerulopatie segmentari

focal-segmentara subglobalax200. fibroziv-sclerogena cu hiperceluaritate

Coloratie H&E moderati endoteliald x200. Coloratie
H&E H&E

Printre glomerulii modificati s-au atestat si zone cu implicarea a 70-80% din structura glomerulilor
pe contul sclerozei periferice. La acest nivel glomerulii aveau un aspect sclerozant marcant la
periferie cu prezenta proceselor aderentiale la nivel de capsula, circulatia sangvina existand doar
la nivelul central si in regiunea hilului cu o proliferare endotelial-mezenchimala moderata (figura

6.19). Cei din zona corticala manifestau aspecte sclerogene segmentare, concomitent cu aderente
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glomerulo-capsulare si cu o celularitate endoteliala mai accentuata (figura 6.20). Modificarile de
tip glomerulopatie sclerozantd focar-segmentara cu leziuni de intensitate moderata si pronuntata
s-au atestat cu predilectie la varsta adolescentei.

Este de remarcat faptul cd prezenta glomerulilor cu modificare scleroticd globala cu aspect
retractil la copii nu reprezinta un criteriu de diagnostic al unei glomerulopatii specifice si nici nu
este caracteristic pentru diagnosticul NGSFS. La unii copii sunt prezenti glomeruli unici sclero-
hialinizati preexistenti, fiind consecinta unor accidente in ontogeneza intrauterina. Ei pot persista
pe parcursul vietii fard anumite manifestari clinice legate de patologii renale.

Scleroza focala globala se mai poate evidentia prin implicatii a mai multor glomeruli. Ea se
deosebeste de scleroza segmentala si focala fiind intalnita la copii mici si are o evolugie mai buna
sub tratament. Cu o frecventa de 8,3%, in studiul nostru, am depistat pacientii cu glomerulopatia
proliferativa difuza cu hipercelularitate endotelial-mezenchimala. NGMzP era caracterizata
histomorfologic prin implicarea unui numar semnificativ de glomeruli, comparativ cu formele
precedente. Aspectul lezional al glomerulilor, ca si in cazurile precedente, a variat dupa intensitate
fiind prezenti glomeruli cu aspect optic normal, dar mai frecvent cu accentuarea componentei
celulare, inclusiv a desenului lobular ale glomerulului de la usor la pronuntat. In cazurile
respective era prezentd o proliferare celulara cu aspect de hipertrofie si hipercromatoza nuclear-
celulard, cu expansiunea ugoara sau moderatd a matricei mezangiale ce caracterizeaza prezenta
glomerulopatiei mezangio-proliferative avand semnificatie morfopatologica pentru aceasta boala
(figurile 6.21-6.22).

Figura 6.21. Glomerulopatie proliferativa cu
accentuarea aspectului lobulat, hipertrofie
celulara si nuclee hipercrome x200. Coloratie
H&E

Figura 6.22. Glomerulopatie proliferativa
endothelial-mezangiala cu hipercelularitate in
portiunea centrolobara , capilare ectaziate la
periferie x200. Coloratie H&E
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De asemenea printre modificarile lezionale s-a atestat prezenta glomerulilor cu aspecte
proliferative endotelial-mezenchimale cu hiperplazie moderata si prezenta unor glomeruli cu
particularititi proliferative si sclerogene, aderente glomerulo-capsularee. In reteaua capilara

puteau fi observate limfocite unice, granulocite (figura 6. 23).

Figura 6.23. Glomerulopatie proliferativa
endotelial mezangiald in asociere cu un
glomerul cu modificari sclerotice si
hipercelularitate endotelial- mezangiala
focala x200.Coloratie H&E

Ca rezultat al studiului efectuat, am constatat ca la copiii cu SN au fost prezente trei
forme histomorfologice de glomerulopatii cu predominarea glomerulopatie sclerozante focar-
segmentare. Mentionam de asemenea ca, in paralel cu procesele sclerozante s-au atestat glomeruli
cu aspect normal si/sau afectati de procesul proliferativ. Acest fapt ne demonstreaza ca GSFS
nu este o patologie de sine statitoare, dar reprezintd mai frecvent o consecintd a unor leziuni
glomerulare suportate anterior sau a unor procese persistente, fapt demonstrat si prin prezenta, in
paralel cu procesele proliferative endotelial-mezenchimale ce caracteriziaza GNMzP, a
glomerulilor cu leziuni sclerogene.

Deci, modificarile sclerogene pot aparea in cadrul unor glomerulopatii specifice
marcand aspecte de vindecare-sclerozare a leziunilor suportate determinate de procesele de
remisiune §i acutizare.

Putem deci conchide ca in evolutia SN la copii se intdlnesc mai frecvent nefropatiile
glomerulare neproliferative, comparativ cu cele proliferative, ceea ce nu vine in contradictie cu
datele de literatura care denota ca, in structura afectiunilor renale ce evolueaza cu SN se releva
prezenta unei variatii mult mai largi a formelor de glomerulopatie la copii. Evaluarea histologica
a bioptatelor, in studiul nostru, a fost in mare parte derectionatd spre determinarea numarului de
glomeruili implicati in diverse leziuni si estimarea severitafii leziunilor la nivel de glomeruli,

afectarea carora serveste drept un factor predictiv in agresivitatea si durabilitatea afectiunii SN
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la copii. Astfel, prin utilizarea punctiei-biopsiei a fost posibild stabilirea originii, naturii si

evolutiei leziunilor glomerulare.

6.3. Corelatii histopatologice si biochimice in evolutia glomerulonefritei la copii

Pentru determinarea si interpretarea statistica a repartitiei procentuale in cadrul lotului de
studiu a indicilor evaluati precum si pentru estimarea tendintei evolutiei proceselor a fost utilizata
analiza histogramelor de distributie a glomerulilor afectati in baza gradului de afectare glomerulara
si in functie de forma clinico-morfologica.

Analiza histogramelor, a evidentiat cd in lotul cu NGLM sub aspectul modificarilor
lezionale de grad avansat au prevalat leziunile histopatologie de gradul 2, mai exact cazurile
considerate ca moderate, care au inregistrat o frecventa de 33% (figura 6.24).

In comparatie cu NGLM, in formele clinico-morfologice NGSFS si NGMzP, leziunile
histopatologice glomerulare avansate au inclus predominarea preponderentd a modificarilor
lezionale cu grad de severitate 2 si 3 ale afectdrilor glomerulare, constituind 73% in NGSFS si
77% din cazuri in GNMzP (figurile 6.25- 6.26) .

(x; 1,3333; 0,4851)
14
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0|6 ap JewnN

Grade de afectare glomerulara

Figura 6.24. Histograma de distributie a glomerulilor afectati in baza
gradului de afectare glomerulara in NGLM, unde 1 — gradul 1, 2 — gradul 2.
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Totodata, este de mentionat ca centrul de distributie al frecventelor in lotul NGLM
manifestd o tendintd de deplasare in directia valorilori mici, pe cand in loturile NGFS si NGMP —
in directia valorilor mari ale gradului lezional, ceea ce corespunde si reflectd predilectia unor
leziuni histopatologice pronuntate in glomerulii renali. In aprecierea unei corelatii clinico-
morfologice s-a recurs la estimarea statistica corelationald dintre unii markeri biochimici si
leziunile atestate morfologic. In calitate de markeri s-au utilizat datele biochimice si unii markeri
de importanta diagnostica si clinica in functie de formele histomorfologice atestate.

Astfel, tinand cont de valorile oscilante ale NAG-f (1), MCP-1 (2), IL-6 (3) si de numarul
divers al glomerulilor renali afectati in functie de forma clinico-morfologica a glomerulopatiei
(NGLM, NGSFS si NGMzP) s-a efectuat analiza corelationala intre valorile acestor parametri, cu
exceptia NGMzP, care s-a manifestat doar la un singur pacient.

De mentionat cd In NGLM, analiza corelationala a gradului de dependenta intre nivelul
NAG-4(1), MCP-1 (2), IL-6 (3) si NGA (4) nu ne-a furnizat date statistice relevante, cu exceptia
unei corelatii foarte puternice intre IL-6 (3) si NGA (4) (r=0,85) (tabelul 6. 10).

Tabelul 6.10. Analiza corelationald a gradului de dependenta intre nivelul biochimic in urina
si numarul de glomeruli afectati in NGLM

Loturi NAG-p MCP-1 IL-6 NGA
1 1,0
2 0,43 1,0
3 0,15 0,19 1,0
4 -0,09 -0,23 0,85 1,0

Comparativ cu NGLM, analiza corelationald a gradului de dependenta intre nivelul NAG-
S(1), MCP-1 (2), IL-6 (3) si NGA (4) in GSEFS a stabilit o corelatie medie intre nivelul NAG-£(1)
si NGA (4) (r=0,47), corelatii puternice intre nivelul MCP-1 (2) si NGA (4) (r=0,61) si intre IL-
6(3) si NGA (4) (r=0,60) (tabelul 6.11).

Tabelul 6.11. Analiza corelationald a gradului de dependenta intre nivelul biochimic
in urina si numarul de glomeruli afectati in GSFS

Loturi NAG-p MCP-1 IL-6 NGA
1 1,0
2 0,93 1,0
3 0,79 0,79 1,0
4 0,47 0,61 0,60 1,0
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In urma analizei corelationale a gradului de dependentd intre nivelul NAG-B, MCP-1, IL-
6 si NGA in GNLM si GSFS am stabilit ca sporirea NGA va conduce la sporirea nivelului NAG-
B, MCP-1, IL-6. Lipsesc studii privind corelatiile intre modificarile histopatologice si activitatea
enzimatica la pacientii cu glomerulonefrita. Studiile date se axeaza doar la nefrita indusa de
medicamente, nefropatia Ig A [366, 373]. Activitatea NAG-p urinara este un marker sensibil al
toxicitatii tubulare in nefrita indusa medicamentos [366]. Nivelele crescute ale excretiei NAG-J la
pacientii cu SN sunt datorate disfunctiei tubulare proximale care este partial afectata de
albuminuria masiva. Studiile au demonstrat un grad semnificativ crescut al proteinuriei la pacientii
cu SNSR (de circa 3 ori mai inalt), comparativ cu pacientii cu SNSS. Studii efectuate de Bazzi C.
sl coautorii au notat nivele mai inalte ale valorilor medii zilnice ale proteinuriei (7,3 g) in GSFS,
comparativ cu SNSM (4,9 g) [44].

Nivelele mai inalte ale proteinuriei sunt cauza excretiei crescute a NAG-p, chiar si in
absenta leziunilor tubulare evidente in stadiile initiale ale maladiei, probabil reflectand activitatea
lizosomala crescuta a acestor celule datorata aportului 1nalt al proteinelor filtrate. La randul
sau excretia crescutd NAG-P reprezinta un indicator al statutului functional al tubilor renali, dar
si al gradului leziunii. Conform altor studii, activitatea NAG-B urinare poate fi considerata un
marker de incredere a toxicitatii tubulare si a proteinuriei in stadiile incipiente ale GSFS si SNSM
[44]. Nu a fost identificata nici o diferentd intre valorile medii ale NAG- urinar/creatinind in
leziunile cu SNSM si non-SNSM. In SNSR, leziunile non-SNSM (GSFS) prezinti proteinurie
mai importantd, comparativ cu SNSM, conditionand disfunctii tubulare mai severe, care in
consecintd, duc la nivele crescute ale NAG-f urinar/creatinina [44, 228]. Conform studiului,
nivelul urinar MCP-1 reflecta gradul de infiltrare al monocitelor interstitiale si reactia acuta a
celulelor epiteliale tubulare, reflectand astfel un proces inflamator continuu activ in rinichii afectati
[21].

Asadar, ca rezultat al determindrii si evaluarii aspectelor histomorfologice atestate prin
PBR, la copiii cu GN s-a stabilit prezenta fundalului patologic preexistent la nivelul nefronului, cu
predilectie glomerular, inclusiv a aspectelor cu potential reversibil si ireversibil in functie de
numarul glomerulilor afectati si severitatea leziunilor. Tinand cont de modificarile
histomorfologice cuantificate la nivel de glomerul, s-a atestat prezenta a trei tipuri de
glomerulopatii: GLM, GSFS si GNMzP, cu o frecventd majora in lotul de studiu a GSFS. In grupul
cu GLM s-a evaluat prezenta a 2 tipuri conventionale de glomerulopatii: glomerulopatia cu anse
capilare (membrana bazald) subtiate si glomerulopatia cu reactii celulare focal-segmentare sau

difuze. Dupa gradul de severitate ale leziunilor, am inregistrat o frecventa de circa 33% a cazurilor
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de glomeruli implicati, preexistenti la momentul PBR care sunt un factor predictiv pentru
declansarea SN si evolutia nefropatiei glomerulare cu ’leziuni minime”.

O alta particularitate atestata este detectarea aspectelor morfologice ale GSFS, prezente
cu predilectie 1n perioada adolescentei, care se caracterizau prin procese nu doar sclerozante, dar
si sclero-celulare. Diagnosticarea lor a permis alegerea solutiei terapeutice optime, care era dictata
de particularitatea cazului clinic §i de modificarile histomorfologice ale glomerulopatiei atestate.
Conform datelor literaturii de specialitate, GSFS este o0 patologie neproliferativa, iar rezultatele
cercetdrilor noastre, sunt de importantd diagnostica, evidentiind atit incidenta crescuta a patologiei
cat si numarul de glomeruli afectati — in 0,7+0,06, si gradul de severitate ale leziunilor — 2,1+0,1,
inregistrand la copii o tendinta spre valori mari ale gradului lezional glomerular, cu o pondere de
44% cazuri de gradul II si 33% de gradul II1.

Cazuistica in acest studiu a fost detectarea unui caz de GMP/GNMzP care comparativ cu
formele precedente, prin PBR a inregistrat manifestari prin leziuni atat proliferative cat si
sclerogene cu un numar semnificativ de glomeruli modificati si un grad impresionant al
agresivitatii leziunilor, cu tendinta spre valori mari de gradele II si III —77%, comparativ cu cele

minime — 22%.

6.4. Concluzii la capitolul 6

1. Rezultatele studiului histomorfopatologic al rinichilor au evidentiat cd 50,0% cazuri
pacienti prezentau modificdri cu ,,leziuni minime”, in 41,7% cazuri — glomerulopatii proliferative
capilare si mezangiale proliferative difuze si focal-segmentare cu tendinta spre cronicizare, 8,3%
— glomerulopatia proliferativa cu particularitdfi extracapilare avand o evolutie focald spre
cronicizare si manifestandu-se mai agresiv sub aspect morfopatologic.

2. Analiza corelationald a gradului de dependenta intre nivelul NAG-8, MCP-1, IL-6 in
urina si numarul de glomeruli afectati (NGA) a relevat corelatii foarte puternice intre 1L-6 si NGA
(r=0,85) in nefropatia glomerulard cu leziuni minime (NGLM). In glomeruloscleroza focal
segmentara, analiza corelationald a gradului de dependenta intre nivelul NAG-f, MCP-1, IL-6 in
urina si NGA a stabilit corelatii medii intre nivelul NAG-£ in urind si NGA (r=0,47), corelatii
puternice intre nivelul MCP-1 in urind si NGA (r=0,61) si intre IL-6 in urina si NGA (r=0,60).
Astfel, ca rezultat al analizei corelationale a gradului de dependenta intre nivelul NAG-f, MCP-
1, IL-6 in urind si NGA in NGLM si GNFS s-a stabilit ca sporirca NGA conduce la sporirea
nivelului NAG-B, MCP-1, IL-6 in urina.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI PRACTICE
CONCLUZII GENERALE

1. Conform cercetarilor proprii am stabilit ca variantele clinice, particularitatile fiziopatologice
ale glomerulonefritei la copil, atipismul manifestarilor clinice, insuficienta mecanismelor adaptiv-
compesatorii pe fundalul imaturitatii tisulare si imune sunt impedimente ce cauzeaza adresarea tardiva
la medicul specialist nefrolog, ceca ce determina ponderea inalta a complicatiilor, in special boala
renala cronica terminala atestata in 21,9 % din cazuri.

2. Din studiul propriu am dedus cd prin monitoringul informatiei examenului clinic,
paraclinic, multimodal al glomerulonefritei primare a permis de a obiectiviza variantele clinico-
paraclinice, etapele clinico-evolutive, caracterul complicatiilor glomerulonefritei. Estimarea
markerilor biochimici, metabolici, barteriologici, imagistici, histopatologici au permis de a
argumenta geneza etiopatogenicd, multifactoriald, cat si prognosticul bolii. Analiza regresiei
logistice a demonstrat, cd coroborarea diferitor factori influentaza direct dezvoltarea cronizarii in
special la copii cu varsta de la 2- 6 ani si rezistenta tratamentului cu steroizi.

3. Prin metodologia unui examen diagnostic complex cu utilizarea testelor screening,
estimarilor markerilor biochimici in ser si urind, am stabilit modificari majore ale concentratiei
interleukinelor, factorilor de crestere, enzimelor lizosomale, plasmatice, oligoelementelor,
markerilor stresului oxidativ si a datelor histopatologice. Diagnosticul biochimic ne-a permis
complectarea criteriilor de diagnostic, diagnostic diferential, de evaluare a complicatiilor, a
gradului lezarii tesutului renal si argumentarea unul program de tratament medical complex,
micsordnd prin aceasta riscul complicatiilor precoce si la distanta.

4. Rezultatele obtinute la investigarea copiilor cu glomerulonefritd prin evaluarea nivelului
moleculelor de semnalizare celulara (IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1, MIP-1a, SDF-1a, CD 40,
endotelina-1) in urind au evidentiat o crestere a acestora in dependentd de varianta clinica,
activitatea procesului patologic renal. Activarea sistemelor umorale si celulare, generatoare de
leziuni celulare, precum si cele ce contribuie la intensificarea si extinderea procesului inflamator
au un rol decisiv in fiziopatologia glomerulonefritei la copil. Determinarea nivelului moleculelor
de semnalizare celulara in urind reprezintd markeri importanti noninvazivi pentru aprecierea
injuriei renale, diferentierea diagnostica a diferitor variante ale maladiei, monotorizarea evolutiei
si elaborarea strategiilor noi de tratament renoprotector in glomerulonefrita la copii.

5. In baza investigatiilor efectuate in SNSS am stabilit corelatii statistice puternice intre
nivelul TNF- a in urina si IL-8 (rxy=0,454, p<0,001); IL-6 (rxy=0,400, p<0,01); proteina in urina
(rxy=-0,441, p<0,001), iar in SNSR s-au atestat corelatii intre nivelul TNF-a si IL-8 ( rxy=0,545,
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p<0,001); intre MCP-1 si VEGF (rxy=0,697, p<0,001); intre MCP-1 si endotelina-1 (rxy=0,816,
p<0,001); intre MCP-1 si FGF-B (rxy=0,656, p<0,001). In GNC forma nefrotici perioada de
acutizare s-au semnalat corelatii statistic veridice directe intre concentratiile MCP-1 si FGF-f
(rxy=0,810, p<0,001), iar in GNC forma mixta perioada de acutizare au fost stabilite corelatii foarte
puternice inverse intre MIP-1a si MCP-1 (rxy=-1,0, p<0,001); VEGF (rxy=-1,0, p<0,001); FGF-p
(rxy =-1,0, p<0,001); CTGF (rxy = -1,0, p<0,001); isoprostan-8 (rxy=-1,0, p<0,001); IL-1B ( rxy=-
1,0, p<0,001); si IL-6 (rxy=-1,0, p<0,001) care demonstreaza valoarea lor ca biomarkeri importanti
ai rdspunsului imun, precum si a fibrozei renale.

6. Investigatiile functional biochimice au relevat nivele majore ale concentratiei factorilor
de crestere (VEGF, FGF-B, CTGF, PDGF-BB) in urina la copiii cu glomerulonefrita in functie de
activitatea procesului renal si sensibilitatea la steroizi. Evaluarea in dinamica a concentratiei
factorilor de crestere reprezintd markeri care reflecta obiectiv gradul de alterare ale membranelor
celulare, intensitatea procesului inflamator, cat si gradul de progresare al glomerulosclerozei,
fibrozei renale si tubulointerstitiale.

7. Metodologia si dinamismul cercetarii axat pe un complex de metode contemporane ne-a
permis determinarea rolului fiziopatologic al markerilor stresului oxidativ (AGE, PPOA,
isoprostanului-8, metabolitii NO, S-nitrosothiolilor, G-6-PDH) in ser si in urina. Studiul
markerilor sistemului antioxidant a evidentiat reducerea GPO, G-S-T si cresterea GR, la copiii cu
glomerulonefrita in functie de gradul de activitate, varianta clinicd si reprezinta biomarkeri
noninvazivi pentru evaluarea gradului de stres oxidativ, prognozarea complicatiilor la distanta si
monitorizarea eficientei strategiilor terapeutice menite sd reduca intensitatea stresului oxidativ
celular si sd contribuie la prevenirea leziunii renale asociate.

8. La copiii cu glomerulonefrita are loc cresterea activitatii tuturor enzimelor lizosomale
(arilsulfataza A si B, C, B-galactozidaza, B-glucozidaza, B-glucuronidaza, NAG-B, fosfataza
acida), alfa-glucozidaza neutra, lizozima, enzimelor plasmatice, proteolitice (chimotripsinei, LAP,
B2- microglobulina), oligoelementelor in ser si urina in perioada acutizarii si reducerea in perioada
de remisiune, fapt ce permite utilizarea lor in calitate de markeri neinvazivi de apreciere a gradului
lezarii elementelor structurale functionale ale nefronului, concretizarea localizarii procesului
patologic cat si aprecierea prognosticului maladiei.

9. Studiul activitatii AMP-azei si ADA-zei in serul sangvin a relevat cresterea enzimelor
date in functie de varianta clinica, activitatea procesului renal, fapt, cea ce confirma rolul enzimelor
metabolismului nucleotidelor adenilice Tn mecanismele patogenice ale glomerulonefritei la copii.

10. Rezultatele studiului histopatologic ne-au permis sa constatam ca in 50,0% cazuri erau

prezente modificari cu ,,leziuni minime”, in 41,7 % cazuri — glomerulopatii proliferative capilare
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si mezangial proliferative avand aspecte difuze si focal-segmentare cu tendintd spre cronicizare.
Cu o frecventd nesemnificativa de 8,3% s-a atestat glomerulopatia proliferativa. Analiza
corelationald a gradului de dependenta intre nivelul IL-6 Tn urina si numarul de glomeruli afectati
(NGA) a relevat corelatii foarte puternice intre IL-6 si NGA (r=0,85) in nefropatia glomerulara cu
leziuni minime. In glomeruloscleroza focal segmentard analiza corelationald a gradului de
dependenta intre nivelul NAG-£, MCP-1, IL-6 in urina si NGA a stabilit corelatii medii Intre nivelul
NAG-£ in urina si NGA (r=0,47), corelatii puternice intre nivelul MCP-1 in urina si NGA (r=0,61)
si intre IL-6 in urina si NGA (r=0,60).

11. Prin utilizarea de tehnici paraclinice de mare suptilitate, de comun cu manifestarile
clinice, am obectivizat unele particularitati a evolutiei glomerulonefritei si in baza lor am elaborat
un argoritm de diagnostic si tratament, cat si o schema patogenicd de lucru in scopul restabilirii
functiei si structurilor renale.

12. Problemele aplicative solutionate in cadrul studiului prezent constau in elaborarea unei
metodologii de format propriu pentru aprecierea variantelor clinice ale glomerulonefritei, a
modificarilor homeostaziei pentru care au fost definite abordari optime de diagnostic, diagnostic
diferential, de corectie medicala diferentiata, directionate spre reducerea complicatiilor,

recidivelor, restabilirea maximala a functiei renale si calitatii vietii viitorului adult.

RECOMANDARI PRACTICE:
I. La nivel national:

1. Elaborarea Registrului National de Stat in glomerulonefrita primara la copii.

2. Sustinerea proiectelor stiintifice in domeniul problemelor renale ale copilului, legate de
glomerulonefritd, sindromul nefrotic, injuria cronica renala.

II. Pentru asistenta medicald primara (medici de familie, pediatri in medicina primara):

1. La nivelul medicinei primare, utilizarea algoritmilor de evaluare a copiilor cu
glomerulonefrtitd prin monitorizarea markerilor clinici (tensiunii arteriale, sumarul urinei),
utilizarea markerilor functionali (ureea, creatinina serica, clearance-ul creatininei endogene,
albuminuria, proteinuria), pentru stabilirea diagnosticului de glomerulonefrita.

2. Pentru obiectivizarea diagnosticului si argumentarea eficacitatii tratamentului medical la
diferite etape clinico-evolutive ale glomerulonefritei este necesard evaluarea in dinamica a
markerilor biochimici in ser si in urina (NAG-B, GTP-y, PCE) in coroborare cu examinarile

paraclinice.
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I11. Pentru nefrologi -pediatri:

1. Pentru stabilirea diagnosticului histomorfologic si elaborarea tacticii de tratament
pacientii cu sindrom nefrotic steroid rezistent, steroid dependent, frecvent recidivant necesita
efectuarea biopsiei renale.

2. Copiii care au suportat glomerulonefritd trebuie sa fie evaluati in cadrul unui program
follow-up prin utilizarea markerilor clinici, functionali renali in vederea determinarii periodice a
injuriei renale.

3. In cazul unor modificiri anormale, copiii sunt inclusi in grupuri pentru supraveghere pe
termen lung, pentru evaluarea diagnosticului, evolutiei (monitorizare clinicd, paraclinicd)
(Algoritm de diagnostic al copiilor cu glomerulonefrita).

4. Pentru evaluarea injuriei renale se recomanda determinarea markerilor 1n ser si in urina:

- Biomarkeri ai raspunsului imun: (IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a);

- Biomarkeri in diagnosticul si progresia GN la copii: inflamatie si fibroza-VEGF, FGF-B, CTGF,
PDGF-BB;

- Biomarkeri ai fibrozei tubulointerstitiale precoce — (GST);

- Biomarkeri in diagnosticul si progresia GN precum si ai injuriei celulare: RFG, proteinuria,
NAG-f;

- Biomarkeri ai disfunctiei endoteliale — endotelina-1;

- Biomarkeri ai stresului oxidativ — PPOA, AGE, isoprostan-8;

- Biomarkeri de diferentiere diagnostica a SNSS si SNSR — NAG-B, y -GTP;

- Biomarkeri de prognostic — MCP-1, PPOA, isoprostan-8, AGE;

- Markeri histologici ai SNSM, GSFS, GNMzP.

5. Copiii care au suportat un episod de glomerulonefrita primara necesita supraveghere pe
un termen Indelungat, iar tratamentul de reabilitare pentru corectia modificarilor metabolice va

dura un interval de timp considerabil.
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ANEXA 1

Algoritm de diagnostic in GN

Pacient cu sindrom nefrotic

A. Anamneza v B. Examenul fizical
™ C. Examenul paraclinic |

-Sumarul urinei;

-Proteinemie si disprotinemie;

-Colesterol, trigliceride, Urea, creatinina, Calcemia;
-Hemograma;

-Culturi;

-Examene radiologice (torace, abdomen, sinusuri);
-Ecografie renala;

-Teste serologice (ANA, anti ADN, Cz-complement, CIC).

'

¢ ¢ l D. FEvalurea severitatii bolii

| Usoara || Moderata |

| Snitalizare stahilizare |

v v v v v
H1. Complicatji ale | H2. HTA | | H3.LRA | H4. Complicatji H5. Infectii
hinoalbuminemiei ¢ ¢ tromboembolice
s | Antihipertensive | | Consult nefrologic |

Perfuzie ilv cu -
Albumina apoi Consult nefrologic
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| Hematurie si semne de nefrita acuta

v

| Absente | Prezente

¢ Glomerulonefrite (GN)
— e . cronice:

E. Suspiciune de SN idiopatic (MCNS) i “GN mezangial proliferativa:
¥ y -GN membrano-proliferativa;

Consult nefrologic; P» -GN membranoas3;
Prednisolon —>| Raspuns nefavorabil |—'> Bioosie renal& -SN congenital (tipul finlandez).
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Reducerea —>| Raspuns nefavorabil |—> F. SN steroid-dependent (SN -
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| Raspuns bun | prednizolon zilnic i
apoi reducere lenta a Agentii alkilanti (in caz de lipsa
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Dispensarizare ¢

minimum 4ani de la

dehut | Rasouns bun |—>| Dispensarizare
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ANEXA 2

Schema patogenica a GN la copii
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Afectarea permeabilitatii

l A

Inflamatia

|

Cresterea permeabilitatii glomerulare

A

Exocitoza enzimelor
citoplasmatice, lizozomale

PCE, Proteinuria, | |
Albuminuria

Hipoproteinemie,

l—| Hipoalbuminemie

!

Reabsorbtia tubulara a
proteinelor si

\ 4

accentuarea inflamatiei

A

Inductia sintezei
hepatice a
proteinelor si LP

|

Afectarea celulelor
tubulare

v

Enzimuria - y-GTP,
FA, a-glicozidaza,
NAG-p

.

Factorii de risc

| \
Hematuria HTA
v
Varianta
histologica
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Inductia moleculelor de
semnalizare, citokine (TNF-a,
IL-6, IL-8), chemokine (MCP-1,
MIP-1a), (CTGF, VEGF, FGF-
B)

A 4

Fibroza glomerulara,
interstitiala

A 4

Nefroscleroza

BCR
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ANEXA 4

Acte despre implementarea inovationala

APROB
Prorector pentru activitatea stiintifici

~USMF ,,Nicolae Testemitanu”

(7 g iy.,/dr. hab. st. med.,
DEPARTAME NTUL
STINTA

‘”‘/ (G il 2016

Gh.Rojnoveanu

ACTUL nr.

DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiintifico—didactic)
1.Denumirea ofertei pentru implementare: Metoda de determinare a AGE in serul sanguin ca

marker clinic pentru monitorizarea evolutiei glomerulonefritei la copii.
2. Autorii: Ciuntu Angela

3. Numarul inovatiei: 5526

4. Sursa de informatie:

-Gugliucei A, Menini T. The axis AGE-RAGE-soluble RAGE and oxidative stress in
chronic kidney disease. Adv. Exp Med Biol. 2014;824:191-208.

-Meerwaldt R, Zeebregts CJ, Navis G et al. Accumulation of advanced glycation end
products and chronic complications in ESRD treated by dialysis. J Kidney Dis. 2009,
Jan;53(1):138-50.

-Noordzij MJ, Lefrandt JD, Smit AJ. Advanced glycation end products in renal failure: an
overview. J Ren Care. 2008, Dec;34(4):207-12.

-Sarkany Z, lkonen TP, Ferreira-da-Silva F. et al. Solution structure of the soluble
receptor for advanced glycation end products (sSRAGE). J Biol Chem. 2011;286:37525-37534
5. Unde si cind a fost implementatd: Departamentul Pediatrie IP USMF “Nicolae

Testemitanu”, 24.10.2016.

6. Eficacitatea implementdrii: investigatia biochimica a AGE in serul sanguin poate fi folosita
ca marker clinic relevant pentru determinarea severitafii procesului patologic, monitorizarii
complicatiilor, precum gi de evaluare a eficacitdtii tratamentului aplicat in glomerulonefrita la
copii.

7. Obiectii/ propuneri:

Prezenta inovatie este implementata conform descrierii in cerere.

Departamentul Pediatrie,

Director Departament

prof. univ., dr. hab. st. med. ) Ninel Revenco
Departamentul Stiinti,

Sef Departament — Ghenadie Curocichin

prof. univ., dr. hab. st. med.
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MINISTERUL SANATATII ) MUHHCTEPCTBO
AL 3 3/IPABOOXPAHEHMS
REPUBLICII MOLDOVA PECIYBJIMKH MOJIJIOBA

INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA NYBJINYHOE MEJIMKO-CAHUTAPHOE

INSTITUTUL YYPEK/JIEHUE
MAMEI $I COPILULUI HHCTUTYT MATEPH U PEBEHKA
(IMSP IMsiC) (IIMCY UMuP)
str.Burebista, 93 ya. Bypebucra, 93
MD-2062, mun.Chisinau MD-2062; myn/r Kumunoy,
Tel. +373 22 52-36-61; Ten. +373 22 52-36-61;
www.mama-copilul. md; e-mail: mamsicopi@gmail.com www.mama-copilul.md; e-mail: mamsicop{@gmail.com

nr.

Lanr.

ACTUL nr.
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiintifico—didactic)

1.Denumirea ofertei pentru implementare: Metoda de determinare a arginazei in urind ca marker
clinic non-invaziv pentru monitorizarea glomerulonefritei la copii.
2. Autorii: Ciuntu Angela
3. Numarul inovatiei: 5527
4. Sursa de informatie:

-Rudolf Lucas.The role of arginase in endothelial dysfunction.Front. Immunol., 17 November
2014 | http://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2014.00589.

-Sidney M. Morris, Jr., Ting Gao, Timothy K. Cooper et al. Arginase-2 Mediates Diabetic
Renal Injury Diabetes. 2011 ;60(11): 3015-3022.

-Toque HA, Tostes RC, Yao L et al. Arginase II deletion increases corpora cavernosa
relaxation in diabetic mice. J Sex Med 2011;8(3):722-733.

-William Durante. Role of arginase in vessel wall remodeling, Front. Immunol.2013;4:111.
-Yang Z., Ming X. F. Arginase: the emerging therapeutic target for vascular oxidative stress

and inflammation. Front Immunol. 2013;4:149.
5. Unde si cind a fost implementatd: Sectia nefrologie IM si C, 07.10.2016.
6. Eficacitatea implementdrii: investigatia biochimica a arginazei in urina poate fi folosita ca
marker clinic relevant pentru diagnosticul timpuriu si diferentierii formelor clinice, aprecierii
severitatii, prognozarii evolutiei bolii si evaludrii eficacitatii tratamentului aplicat in diferite forme
ale glomerulonefritei la copii.
7. Obiectii/ propuneri:
Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere.

IMSP IMsi C

Sef Sectie Nefrologie GavrilutaValeriu
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APROB
Prorector pentru activitatea stiintifica
USMF ,,Nicolae Testemitanu”
iVMb. st. med.
Gh. Rojnoveanu
77 2016

DEPARTAMENTY, A
_ STINTA T JTT,

ACTUL nr.
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiin{ifico—didactic)

1.Denumirea ofertei pentru implementare: Metoda de determinare a endotelinei-1 in urind ca
marker clinic non-invaziv pentru monitorizarea glomerulonefritei la copii.

2. Autorii: Ciuntu Angela

3. Numarul inovatiei: 5528

4. Sursa de informatie:

-Barton M. Reversal of proteinuric renal disease and the emerging role of endothelin. Nat
Clin Pract Nephr, 2008;4(9):490-501.

-Barton M, Sorokin A. Endothelin and the glomerulus in chronic kidney disease. Semin
Nephrol. 2015;(2):156-67.

-Daehn I, Casalena G, Zhang T, Shi S et al. Endothelial mitochondrial  oxidative stress
determines podocyte  depletion in  segmental  glomerulosclerosis. JClin
Invest, 2014;124(4):1608-21.

-Culshaw GJ, MaclIntyre IM, Dhaun N et al. Endothelin in nondiabetic chronic kidney
disease: preclinical and clinical studies. Semin Nephrol. 2015;35(2):176-87.

5. Unde si cind a fost implementatd: Departamentul Pediatrie [P USMF “Nicolae

Testemitanu”, 24.10. 2016.

6. Eficacitatea implementdrii: investigatia biochimica a endotelinei-1 in urind poate fi folosita
ca marker clinic relevant pentru determinarea severititii procesului patologic, monitorizarii
complicatiilor, precum si de evaluare a eficacitatii tratamentului aplicat in glomerulonefrita la
copii.

7. Obiectii/ propuneri:

Prezenta inovatie este implementata conform descrierii in cerere.

Departamentul Pediatrie, i

Director Departament, % Ninel Revenco
prof.univ., dr. hab. st. med.

Departamentul Stiinta, %

Sef Departament, —  Ghenadie Curocichin
prof. univ., dr. hab. st. med.
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MINISTERUL SANATATI ) MWHWUCTEPCTBO
AL ; 3/IPABOOXPAHEHMA
REPUBLICII MOLDOVA PECNYB/INKN MONJ0BA
INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA NYB/IMYHOE MEWKO-CAHUTAPHOE

INSTITUTUL YYPEXOEHUE
MAMEI $1 COPILULUI UHCTUTYT MATEPU U PEGEHKA
(IMSP IMsiC) (MMCY UMuP)
str.Burebista, 93 ya. Bypebucra, 93
MD-2062, mun.Chisinéu MD-2062; myn/r Kuwnnay,
Tel. +373 22 52-36-61; Ten. + 373 22 52-36-61;
www.mama-copilul.md; e-mail: mamsicop@gmail.com www.mama-copilul.md; e-mail: mamsicop@gmail.com
Nr.,
Lanr, din
ZARN NN APROB
W 08y et oA

7 Director IMSP IM si C

<
o'
¢

/Dr. stme f’/r(S,eriu Gladun

ACTUL nr.
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI

('in procesul stiintifico—didactic)
1.Denumirea ofertei pentru implementare: Metoda de utilizare a FGFb ca marker non-invaziv
pentru monotorizarea glomerulonefritei.
2. Autorii: Ciuntu Angela
3. Numarul inovatiei: 5529
4. Sursa de informatie:

-Chou Y. H., Pan S. Y., Yang C. H et al. Stem cells and kidney regeneration. Journal of the
Formosan Medical Association. 2014;113(4):201-209.

-Meran S., Steadman R. Fibroblasts and myofibroblasts in renal fibrosis. Int J Exp
Pathol. 2011 Jun;92(3):158-67.

-Villanueva S., Contreras F., Tapia A. et al. Basic fibroblast growth factor reduces functional
and structural damage in chronic kidney disease. The American Journal of Physiology- Renal
Physiology. 2014;306(4):F430-F441.

5. Unde si cind a fost implementatd: Sectia nefrologie IMSP IM si C, 07.10.2016.

6. Eficacitatea implementdrii: investigatia biochimicd a FGFb in urina poate fi folosita ca marker
clinic relevant pentru diagnosticul timpuriu si diferentierii formelor clinice, aprecierii severitatii,
prognozarii evolutiei bolii si evaludrii eficacitatii tratamentului aplicat in diferite forme ale
glomerulonefritei la copii.

7. Obiectii/ propuneri:

Prezenta inovatie este implementata conform descrierii in cerere.

IMSP IM i C / /L // e Gavriluta Valeriu
Sef Sectie Nefrologie . o
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APROB

Prorector pentru activitatea stiintifica

—_USMF ,,Nicolae Testemitanu”

G i\é,,d—ﬁhab. st. med.
Gh. Rojnoveanu

7 2016

DEPARTAMENTYL) =
STINTA

ACTUL nr.

DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
('in procesul stiintifico—didactic)

1.Denumirea ofertei pentru implementare: Metoda de utilizare a isoprostanului-8 (Iso-8) ca
marker clinic non-invaziv pentru determinarea severitatii stresului oxidativ in glomerulonefrita la
copii.

2. Autorii: Ciuntu Angela

3. Numarul inovatiei: 5530

4. Sursa de informatie:

- Barry Halliwell, Chung Yung J. Lee. Using Isoprostanes as Biomarkers of Oxidative
Stress: Some Rarely Considered Issues. Antioxidants & Redox Signaling.July 15, 2010: 145-
156.

- Czerska M, Zielinski M, Gromadziniska J. Isoprostanes - A novel major group of oxidative
stress markers .Int J Occup Med Environ Health. 2016;29(2):179-90.

- II'yasova D, Wagenknecht LE, Spasojevic I et al. Urinary F2-isoprostanes and metabolic
markers of fat oxidation.Oxid Med Cell Longev. 2015;2015:729191.

- Renke M, Knap N, Tylicki L et al. Isoprostanes - important marker of the oxidative stress
estimation in patients with chronic kidney disease.Pol MerkurLekarski. 2013;34(199):14-7.
5. Unde si cind a fost implementatd: Departamentul Pediatrie [P USMF “Nicolae Testemitanu”,
24.10.2016.
6. Eficacitatea implementarii: investigatia biochimica a isoprostanului-8 in urind poate fi
folosita ca marker clinic relevant pentru diagnosticul timpuriu si diferentierii formelor clinice,
aprecierii severitatii stresului oxidativ, prognozarii evolutiei bolii si evaluarii eficacitatii
tratamentului aplicat in diferite forme ale glomerulonefritei la copii.
7. Obiectii/ propuneri:
Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere.

Departamentul Pediatrie,

Director Departament y

prof. univ., dr. hab. st. med. % Ninel Revenco
Departamentul Stiinti,

Sef Departament e Ghenadie Curocichin

prof. univ., dr. hab. st. med.
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q ; ‘;" “V. Ignatenco”
Wl H Molostenco Alexandru
"~!:,-‘“;_3’ Sl 2016

ACTUL nr.
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
('in procesul stiintifico—didactic)

1.Denumirea ofertei pentru implementare:Metodi de determinarea MCP-1 in urind ca marker
clinic non-invaziv pentru evaluarea severitatii procesului patologic in rinichi la copii cu
glomerulonefrita.
2. Autorii: Ciuntu Angela
3. Numarul inovatiei: 5531
4. Sursa de informatie:

-Ana Cristina Simdes e Silva, André Barreto Pereira, Mauro Martins Teixeira.Chemokines
as Potential Markers in Pediatric Renal Diseases.Disease Markers, 2014, Article ID 278715, 9 p.

-Kim M. J., Tam F.W.Urinary monocyte chemoattractant protein-1 in renal disease.
Clin.Chim.Acta. 2011, vol.412, p. 2022-2030.

-Vianna H. R., C. M. Soares, K. D. Silveira et al. Cytokines in chronic kidney disease:
potential link of MCP-1 and dyslipidemia in glomerular diseases. Pediatric Nephrology, 2013,
vol. 28, nr. 3, p. 463-469.

-Wasilewska A., Zoch-Zwierz W., Taranta-Janusz K. et al.Urinary monocyte chemoattractant
protein-1 excretion in children with glomerular proteinuria. Scand.J.Urol.Nephrology, 2011, vol.
45, nr. 1, p. 52-59.

5. Unde si cind a fost implementatd: Sectia uronefrologie SCMC “V.Ignatenco”, 01. 09.2016.

6. Eficacitatea implementdrii: investigatia biochimicd a MCP-1 in urind poate fi folositd ca
marker clinic relevant pentru aprecierea severitatii procesului patologic, monitorizarii evolutiei
bolii si eficacitatii tratamentului aplicat in glomerulonefrita la copii.

7. Obiectii/ propuneri:

Prezenta inovatie este implementata conform descrierii in cerere.

SCMC “V. Ignatenco ;
Sef sectie uronefrologie /0 / Burianov Vasilisa
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é\e{or general SCMC
“V. Ignatenco”
tenco Alexandru

2016

ACTUL nr.
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(1n procesul stiintifico—didactic)

1.Denumirea ofertei pentru implementare: Metoda de determinarea MIP-lo. in urina  ca
marker clinic non-invaziv pentru monitorizarea procesului patologic in glomerulonefrita la
copii.
2. Autorii: Ciuntu Angela
3. Numarul inovatiei: 5532
4. Sursa de informatie:

-Arthur C. K., Chung, Lui Y. Lan.Hemokines in Renal Injury. JASN, 2011, vol. 22,
p.5802-5809.
- Charo LF., Ransohoff R.M. Mechanisms of disease: the many roles of chemokines and
chemokine receptors in inflammation.New England Journal of Medicine. 2006, vol. 354, nr. 6, p.
610-621.
-Ransohoff R. M.Chemokines and chemokine receptors: standing at the crossroads of
immunobiology and neurobiology. Immunity.2009, vol. 31, nr. 5, p. 711-721.
5. Unde si cind a fost implementati:Sectia uronefrologie SCMC “V .Ignatenco”, 01.09.2016
6. Eficacitatea implementdrii: investigatia biochimica a MIP-la in urind poate fi folosita ca
marker clinic relevant pentru aprecierea severitafii procesului patologic, monitorizarii evolufiei
bolii si eficacitatii tratamentului aplicat in glomerulonefrita la copii.
7. Obiectii/ propuneri:

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere.

SCMC “V. Ignatenco”
Sef sectie uronefrologie "y W / Burianov Vasilisa
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MINISTERUL SANATATI 5 MWHUCTEPCTBO
AL { 3/IPABOOXPAHEHUA
REPUBLICII MOLDOVA PECMYB/IMKN MONAOBA
INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA NYB/IMYHOE MEAUKO-CAHUTAPHOE

INSTITUTUL YYPEXIEHUE
MAMEI $1 COPILULUI WUHCTUTYT MATEPU U PEBEHKA
(IMSP IMsiC) (MCY UMuP)
str.Burebista, 93 y. Bypetiicra, 93
MD-2062, mun.Chisindu MD-2062; my#/r Kuunnoy,
Tel. +373 22 52-36-61; Ten. + 373 22 52-36-61;
www.mama-copilul.md; e-mail: mamsicop@gmail.com www.mama-copilul.md; e-mail: mamsicop@gmail.com

Nr.
Lanr. din

ACTUL nr.
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiinsifico—didactic)

1.Denumirea ofertei pentru implementare: Metoda non-invaziva de aprecierea severitatii stresului
oxidativ in glomerulonefrita la copii.

2. Autorii: Ciuntu Angela

3. Numarul inovatiei: 5533

4. Sursa de informatie:

-HongYan Li, Fan Fan Hou, Xun Zhang, et al. Advanced Oxidation Protein Products
Accelerate Renal Fibrosis in Remnant Kidney Model. ] Am Soc Nephrol 18: 528 —538, 2007.

-Cao W, Xu J, Zhou ZM, et al. Advanced oxidation protein products activate intrarenal
renin-angiotensin system via a CD36-mediated, redox-dependent pathway. Antioxid Redox
Signal.2013;18:19-35.

-Zhou Q, Wu S, Jiang J, et al. Accumulation of circulating advanced oxidation protein
products is an independent risk factor for ischaemic heart disease in maintenance haemodialysis
patients. Nephrology, 2012;17:642-649.

-Zhou LL, Cao W, Xie C, et al. The receptor of advanced glycation end products plays a
central role in advanced oxidation protein products-induced podocyte apoptosis. Kidney
Int. 2012;82:759-770.

5. Unde si cind a fost implementatd: Sectia nefrologie IMSP IM si C, 07.10.2016.

6. Eficacitatea implementdrii: investigatia biochimica a PPOA 1in urind poate fi folosita ca marker
clinic relevant pentru aprecierea severitdtii stresului oxidativ, monitorizarii evolutiei bolii i
eficacitatii tratamentului aplicat in glomeruloneftita la copii.

7. Obiectii/ propuneri:

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere.

IMSP IM si C % x vt~ Gavriluga Valeriu
Sef Sectie Nefrologie & 4=
) G
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APROB
Prorector pentru activitatea stiintific
USMF ,,Nicolae Testemitanu”
iv., dr. hab. st. med.,

Gh. Rojnoveanu
2016

DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(In procesul stiintifico—didactic)
1.Denumirea ofertei pentru implementare: Metodi de determinare a VEGF in urini ca marker
clinic non-invaziv pentru monitorizarea evolutiei bolii la copii cu glomerulonefrit.
2. Autorii: Ciuntu Angela
3. Numarul inovatiei: 5534

4. Sursa de informatie:

-Shvetsov M Iu, Zheng A, Kozlovskaia LV et al. Urinary excretion of angiogenesis
regulatory factors and renal injury markers in chronic glomerulonephritis: Significance in the
assessment of progression.Ter Arkh. 2015;87(6):75-82.

-Samy Hakroush, Marcus J. Moeller, Franziska Theilig et al. Effects of Increased Renal
Tubular Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) on Fibrosis, Cyst Formation, and
Glomerular Disease. Am J Pathol. 2009 Nov; 175(5): 1883-1895.

S. Unde si cind a fost implementati: Departamentul Pediatrie IP USMF “Nicolae Testemitanu”,
24.10.2016.

6. Eficacitatea implementdirii: investigatia biochimicd a VEGF in urini poate fi folositd ca
marker clinic relevant pentru diagnosticul timpuriu i diferentierii formelor clinice, prognozirii
evolutiei bolii si evaludrii eficacitatii tratamentului aplicat in diferite forme ale glomerulonefritei
la copii.

7. Obiectii/ propuneri:

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere.

Departamentul Pediatrie,
Director Department,
prof. univ., dr. hab. st. med.

Ninel Revenco

Departamentul Stiinta,

Sef Departament
prof. univ., dr. hab. st. med. e Ghenadie Curocichin
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APROB
A Director general

S‘GLR?\!\(C “V. Ignaten/m”
e

e

r Oz ) \ %
lolostencd Alexandru_//7l [
< Gk Shiy 2016

ACTUL nr.
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(1n procesul stiintifico—didactic)
1.Denumirea ofertei pentru implementare:Metoda de determinarea Zn in serul sanguin ca
marker clinic pentru monitorizarea glomerulonefritei la copii.
2. Autorii: Ciuntu Angela
3. Numarul inovatiei: 5535
4. Sursa de informatie:

-Mishra OP, Gupta AK, Prasad R et al.Antioxidant status of children with idiopathic
nephrotic syndrome.PediatrNephrol, 2011;26(2):251-6.

-Mumtaz A, Anees M, Fatima S et al.Serum Zinc and Copper levels in nephrotic
syndrome patients. Pak J Med Sci, 2011;27(5):1173-1176.

-Sherali AR, Moorani KN, Chishty SHet al. Zinc supplement in reduction of relapses in
children with steroid sensitive nephrotic syndrome.J Coll Physicians Surg Pak. 2014;24(2):110-
3.

-Tulpar S, Gunduz Z, Sahin U et al. Trace elements in children suffering from idiopatic
nephrotic syndrome. Eurasian J med, 2014;46 (3):187-91.

5. Unde si cind a fost implementatd: Sectia uronefrologie SCMC “V. Ignatenco”, 01.09.2016.

6. Eficacitatea implementirii: investigatia biochimica a Zn in serul sanguin poate fi folosita ca
marker clinic relevant pentru aprecierea severitétii procesului patologic, monitorizarii evolutiei
bolii si eficacititii tratamentului aplicat in glomerulonefritd la copii.

7. Obiectii/ propuneri:

Prezenta inovatie este implementata conform descrierii in cerere.

SCMC “V. Ignatenco”

Sef sectie uronefrologie Burianov Vasilisa
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CONFERINTA NATIONALA de[J20IA L4

W URGENTE PEDIATRICE. BOLI CRONICE LA COPIL. R
Bucuresti, 2-5 aprilie 2014

DIPLOMA

Se acordd Premiul ..#.. pentru lucrarea (Comunicare Orald / Poster) cu titlul:

P NIVELYL NP TN RINT LA copii cu i MERULONERRIDE NCUTA.
Autoris . ANGELA CIUNTY), JAMA BERALC, GRVRILUDA \/neﬂ[u)
RoDloA ELEM &4 ()¢
sustinutd de DI,/Dna. Lodich EREMCIYC
apferintei Nationale de Pediatrie, Bucuresti, 2-5 Aprilie 2014.

Prof, Dr URLEA
Presedinte Societatea Rom@nd de Pediatrie
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Pl UMFT

Universitatea de

Premiul special
se acordd pentru lucrarea intitulatd
Enxuete PLnsTice T ORHh 14 copli Cu GLOHERLOHETRIR AWTh /Ciwddgy
: NETInNt
autorilor
Qoo NIHEL . CAONTU  ANGOELA--
Presedinte Presedinte
Societatea Romana de Pediatrie Comitet de Organizare

in Burlea Prof. D

Timisoara 2-5 septembrie
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KHARKIV NATIONAL
MEDICAL UNIVERSITY
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at interregional scientific-practical conference
of pediatricians
with international participation
"Problems of diagnostics and treatment of children
suffering from somatic pathology"
devoted to 45th anniversary of organization
of specialized hematological aid for children
of Slobozhanschina
28th of March 2013 Kharkov

Vladimir N. Lesovoy
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SOCIETATEA ROMANA DE NEFROLOGIE

DIPLOMA

Se acordd Locul Il
ANGE LA CIUNTU

pentru lucrarea prezentatd in cadrul Sesiunii Postere,

cu ocazia Congresului National de Nefrologie,
lasi, 15-17 octombrie 2015.

=

Prof. Dr. k\drion Covic
PRESEDINTE
SOCIETATEA ROMANA DE NEFROLOGIE
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, declar pe raspundere personald cd materialele prezentate in teza de doctorat sunt
rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza sa

suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Ciuntu Angela
Semnatura

Data
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CURRICULUM VITAE
Ciuntu Angela

Data si locul nasterii:

30 iulie 1965, Republica Moldova, r-nul Briceni, s. Berlinti

Studii:

e 1982-1989 Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
,Nicolae Testemitanu”, Facultatea de Pediatrie, Chisinau 1989-
1990

e Internatura la specialitatea Pediatrie, ICSDOSM si C.

Activitatea profesionala:

2011 Conferentiar universitar, Departamentul pediatrie, USMF , Nicolae Testemitanu”
2008-2011 Asistent universitar, Catedra Pediatrie a FPM, catedra Pediatrie nr.2, USMF ,,Nicolae
Testemitanu”

1994-2008 Colaborator stiintific inferior, ICSDOSM si C

1991-1992 Medic-specialist pediatru r-nul Cainari, s. Taraclia

1992-1994 Medic-specialist pediatru ato Sangera, Chisinau

Stagieri si perfectionari profesionale:

2002 Nefrologie pediatrica, USMF , Nicolae Testemitanu”,;

2003 Actualitati in procesul didactic, diagnostic si curativ in pediatrie. Patologia pulmonara a
copilului. FPM catedra Pediatric USMF ,,Nicolae Testemitanu”;

2004 Actualitati in procesul didactic, diagnostic si curativ in pediatrie. Antibioticoterapia rationala
in practica pediatrica. FPM catedra Pediatrie USMF ,,Nicolae Testemitanu”;

2005 Actualitati in procesul didactic, diagnostic si curativ In pediatrie. Boli alergice la copii. FPM
catedra Pediatrie USMF , ,Nicolae Testemitanu”;

2006 Actualitati in procesul didactic, diagnostic si curativ In pediatrie. Tratamentul modern al
maladiilor la copii. FPM catedra Pediatrie USMF ,,Nicolae Testemitanu”;

2010 Managementul maladiilor in baza Protocoalelor clinice in pediatrie. Chisinau,

2011 Stagiu profesional in nefrologie pediatricd, Cluj-Napoca, Romania;

2011 Training course on Pediatric Common Disease. Prevention and Treatment for Developing
Countres, Changsha, China;

2011 Curs Suport Vital Avansat Pediatric (SVAP), Chisinau,;

2012 Curs de formare a Formatorilor in Suportul Vital Avansat Pediatric (SVAP), Chisinau;
2014 Curs Suportul Vital Avansat Pediatric (SVAP), Chisinau,

2016 Curs de instruire ,,Urgente Pediatrice in Nefrologie si utilizarea metodelor extracorporale
de detoxicare”, Chisinau.

Teza de doctor in stiinte medicale: 2002, sustinerea tezei de doctor in stiinte medicale cu tema:
“Contributii la elucidarea variantelor evolutive, tratamentului diferentiat si pronosticului
glomerulonefritei primare la copii”.
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Domeniile de cercetare stiintifica: Activitatea stiintifica a fost desfasuratda in cadrul temelor
stiintifice ale USMF “Nicolae Testemitanu”, intre anii 2003-2016, am studiat problemele legate
de particularitatile clinico-evolutive ale glomerulonefritei la copii, metodele de diagnostic,
tratament.

Participari la foruri stiintifice internationale:

Congresul V al igienistilor, epidemiologilor si microbiologilor din Republica Moldova.
Chisinau, Moldova, 2003;
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