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INTRODUCERE

Nefrologia veterinara a cunoscut in ultimele 3 decenii o evolutie
spectaculoasa, odata cu realizarea primei hemodialize la caine, utilizdnd un
“rinichi artificial”, in 1990 de catre profesorul Larry Cowgill si colectivul.

Afectiunile renale au reprezentat intotdeauna o provocare pentru medicii
practicieni deoarece implica manifestari clinice multisistemice si de cele mai multe
ori, in ciuda terapiei au o evolutie progresiva. La animale de companie, in special
la pisici, afectiunile renale sunt foarte des diagnosticate la pacientii geriatrici. Se
estimeaza ca aproximativ una din 3 pisici cu varste peste 14 ani vor fi
diagnosticate cu insuficienta renala cronica. La caini, statisticile indica o incidenta
de 10 % in cazul insuficientei renale cronice, acestia fiind Tnsa mai predispusi la
manifestari acute ale bolii.

Desi, ca afectiune primara, insuficientd renald este usor de diagnosticat,
de multe ori pacientii prezintd alte cauze care stau la baza acesteia. Instituirea
protocolului terapeutic adecvat este necesara evolutiei favorabile a pacientului,
fapt ce necesitd cunoasterea patogenezei acestei boli. Managementul
dezechilibrelor minerale si electrolitice reprezintd cea mai eficientd modalitate de
a tine boala sub control.

in cazul etiopatogenezei afectiunilor renale diagnosticate, de cele mai
multe ori factorii cauzali nu au putut fi identificati in vivo, examenul histopatologic
fiind cel mai relevant pentru pacientii eutanasiati sau care nu au supravietuit bolii.

Insuficienta renala poate fi insotita, pe langa simptomatologia predominant
urinara si digestiva de o serie de manifestari neurologice. Acestea apar de obicei
in stadiile terminale ale bolii si au etiologie multifactorialda. Simptomele
neurologice sunt cauza unor injurii aduse atat sistemului nervos central cét si a
celui nervos periferic. Manifestarile cel mai des intalnite au la baza dezechilibrele
electrolitice specifice acestei boli, cum ar fi hipokalemia ce poate fi insotita de o
polimiopatie cu manifestari specifice, apoi pot fi intalnite tremorul muscular si
mioclonii, precum si crizele convulsive, ataxia si dismetria.

Cercetarile efectuate in cadrul programului de doctorat au propus noi
abordari de diagnostic al acestor manifestari, cu scopul de aduce lumina asupra
etiopatogenezei encefalopatiei uremice si, eventual, de a orienta noi conduite
terapeutice.

Studiul privind modificarile activitatii bioelectrice a creierului nu a evidentiat
modificari specifice, ci doar activitate de fond incetinitd cu prezenta de salve de
unde delta difuze, precum si aparitia de crize electrice pe timpul inregistrarii,
modificari ce indica o stare de hiperexcitabilitate neuronala.
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Am reusit s& punem Tn evidenta prezenta la nivelul lichidului cefalorahidian
a unor compusi cum ar fi creatinina, avand o concetratie mai mare la pacientii cu
insuficienta renala cronica, a carui rol convulsivant a fost pus in evidenta de studii
anterioare. De asemenea, au fost identificati compusi cu rol neurotoxic si excitator
asupra sistemului nervos central cum ar fi tirozina si myo-inozitolul, precum si
metaboliti identificati in special la pacientii umani cu boli degenerative cum este
acidul acetic, care au prezentat concentratii semnificativ crescute la cainii cu
insuficienta renala.

Prin studiul de variabilitate a frecventei cardiace am reusit sa demonstram
ca pe langa afectarea sistemului nervos central, exista si modificari ale sistemului
nervos vegetativ, cu alterarea balantei simpato-vagale in favoarea simpaticului,
dezechilibru care la pacientii canini cardiaci prezinta un prognostic defavorabil. La
pacientii umani rezultatele obtinute in acest domeniu sunt asemanatoare, iar
modificarile variabilitatii frecventei cardiace au fost utilizate pentru monitorizarea
raspunsului la tratament si al evolutiei clinice a pacientilor. Acest studiu prezinta
posibilitatea de utilizarea a variabilitatii frecventei cardiace in aceiasi maniera si in
medicina veterinara.

Aduc respectoase multumiri domnului Prof. Univ. Dr. Gheorghe Solcan,
conducatorul stiintific al tezei, pentru fincurajare, stimulare, sprijin moral,
indrumarea in activitatea de cercetare, precum si pentru revizuirea finala a
prezentului material; care s-a aplecat cu rabdare, competentd si nemarginita
generozitate asupra stradaniilor mele. Multumiri speciale 1i sunt adresate
domnului Sef de Lucrari Dr. Mihai Musteata pentru ajutorul oferit in realizarea
studiului de metabolomica si pentru interpretarea statisticii utilizate la realizarea
cercetarilor. De asemenea, vreau sa multumesc colectivului de la Institutul de
Chimie Macromoleculara Petru Poni, in special doamnei Alina Nicolescu, pentru
determeninarile HNMR. Pe aceasta cale, doresc sa multumesc si colegilor de la
clinica medicala si semiologie pentru colaborare.

Nu in ultimul rand, doresc s& multumesc familiei pentru sustinere si
intelegere, in mod deosebit sotului pentru contributia sa in elaborarea studiului de
morfopatologie.

Tuturor le adresez pe aceasta cale recunostinta si multumirile mele.
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INTRODUCTION

In the past 3 decades, the veterinary nephrology has seen a spectacular
evolution with the first haemodialysis in dog using an "artificial kidney", performed
in 1990 by Professor Larry Cowgill and his team.

Renal disorders have always been a challenge for practitioners because
they involve clinical multisystemic manifestations and, in most of cases, have a
progressive evolution despite the therapy. In pet animals, especially in cats,
kidney disorders are very common, most of them in geriatric patients. It is
estimated that about one in three cats over 14 age old will be diagnosed with
chronic renal failure. In dogs, statistics show an incidence of 10% for chronic renal
failure, but they are more predisposed to acute disease manifestations.

Although primary renal insufficiency is easy to diagnose, patients often
present other underlying causes. For the patient's favorable evolution is
necessary to establishing the appropriate therapeutic protocol which requires
good knowledge of the pathogenesis of this disease. The management of mineral
and electrolyte imbalances is the most effective way to keep the disease under
control.

In many kidney diseases, the causal factors could not be identified in vivo,
the histopathological examination being most relevant, in the euthanized or dead
patients.

Renal failure may be accompanied, in addition to predominantly urinary
and digestive symptoms, by a series of neurological manifestations. These
usually occur in the terminal stages of the disease, and have multifactorial
etiology. Neurological symptoms are the cause of both injuries, the central
nervous system and the peripheral nervous system injuries. The most common
manifestations are based on electrolyte imbalances specific to this disease, such
as hypokalaemia that can be accompanied by polymyopathy with specific
manifestations. It can also be seen then muscle tremor and myoclonus, as well as
convulsive crisis, ataxia and dysmetria.

The research into the PhD program has proposed new approaches in
diagnosis of these manifestations in order to bring light to the etiopathogenesis of
uremic encephalopathy and eventually to guide new therapeutic behaviors.

The study of bioelectric activity modifications of the brain did not reveal
specific changes, but only background activity slowed down by the presence of
diffuse delta waves and the occurrence of electrical crises during recording,
changes indicating a state of neuronal hyperexcitability.

We have highlighted the presence in the cerebrospinal fluid of compounds
such as creatinine, with a high level on patients with chronic renal failure, whose

13
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role has been confirmed by previous studies. Neurotoxic and excitatory
compounds on the central nervous system such as tyrosine and myo-inositol were
also identified, as well as other metabolites in particular in human patients with
degenerative diseases such as acetic acid. These metabolites showed
significantly elevated concentrations in dogs with kidney failure.

Studying heart rate variability, we have been able to demonstrate that
besides central nervous system involvement, there are also changes in the
vegetative nervous system, with sympathetic-vagale balance alteration in behalf
of sympathetic, an imbalance which in cardiac canine patients presents an
unfavorable prognosis. In human patients, the results obtained in this area are
similar, and changes in cardiac frequency variability have been used to monitor
the response to treatment and the clinical evolution of patients. This study
presents the possibility of using variability of cardiac frequency in the same way in
veterinary medicine.

Multumiri speciale ii sunt adresate domnului Sef de Lucrari Dr. Mihai
Musteatad pentru ajutorul oferit in realizarea studiului de metabolomica si pentru
interpretarea statisticii utilizate la realizarea cercetarilor. De asemenea, vreau
multumesc colectivului de la Institutul de Chimie Macromoleculara Petru Poni, in
special doamnei Alina Nicolescu, pentru determeninarile HNMR. Pe aceasta cale
doresc sa multumesc si colegilor de la clinica medicala si semiologie pentru
colaborare.

| would like to thank to Professor Gheorghe Solcan, the PhD manager of
the thesis, for encouragement, stimulation, moral support, guidance in research,
as well as for the final review of the present paper; who leaned with patience,
competence and generosity over my attempts.

Special thanks are for Assistant Professor PhD Mihai Musteata, for his
help and involvement in the study of metabolomics and statistical interpretation
used in my research. | would like to thank to the colleagues from "Petru Poni”
Institute of Macromolecular Chemistry, especially Mrs. Alina Nicolescu for the
HNMR determinations. | would like to thank to my colleagues from Internal
Medicine and Semiology Clinics for our collaboration.

Last but not least, | would like to thank to my family for support and
understanding, especially to my husband for his contribution in the study of
morphopathology.

All of you, | address my gratitude.
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REZUMAT

Scopul acestei lucrari consta in prezentarea mijloacelor de diagnostic al
nefropatiilor animalelor de companie, dar in principal evidentierea unor modalitati
de evaluare si identificare a fenomenelor neurologice ce insotesc aceste patologii.

Prima parte a tezei este constituitd din 2 capitole care trateaza stadiul
actual al cunoasterii privind diagnosticul si etiopatogeneza encefalopatiei uremice
si ale principalelor nefropatii la animalele de companie.

In  primul capitol sunt prezentate particularitati ale manifestarilor
neurologice Tn encefalopatia uremica, aspecte comune din medicina omului,
precum si mijloace moderne de diagnostic.

Capitolul 2 al tezei contine notiuni de etiopatogeneza, manifestari clinice si
modalitati de diagnostic al nefropatiilor intalnite la animalele de companie. Pentru
clasificarea nefropatiilor s-a utilizat criteriul localizarii procesului patologic,
acestea fiind sistematizate in nefropatii glomerulare, tubulo-interstitiale, vasculare,
ereditare, mecanice si tumorale.

Partea a 2-a a tezei cuprinde cercetarile personale, structurate in 4
capitole ce cuprind materialul si metodele de lucru, rezultatele obtinute,
interpretarea lor si concluziile generale.

Cercetarile s-au desfasurat in perioada octombrie 2013-aprilie 2017, in
cadrul Clinicii Medicale a Facultatii de Medicind Veterinara din lasi. Au fost
consultati un numar de 3730 de pacienti, dintre care 2517 de caini si 1213 de
pisici.

Din totalul pacientilor, 163 au fost diagnosticati cu nefropatii, cu sau fara
semne clinice evidente, reprezentadnd o proportie de 4,36 % din totalul patologiilor
diagnosticate Tn perioada mai sus mentionata. Pacientii au fost supusi examenului
clinic general, utilizdndu-se fisa de examen clinic, precum si examenelor
complementare de diagnostic: ecografia si examene biochimice ale sangelui si
urinei. Examenul clinic s-a desfasurat urmarind ordinea metodelor generale
semiologice. In timpul consultatiei pacientilor, s-a notat in partea semnaletica a
fisei de examen clinic, datele de identificare a pacientilor ce au inclus specia,
rasa, varsta, iar in continuare, informatiile oferite de anamneza, in urma discutiilor
cu proprietarii.

Diagnosticul prezumtiv s-a bazat pe datele anamnetice si investigatiile
paraclinice realizate ulterior. Stabilirea diagnosticului de insuficientd renala acuta
sau cronica s-a realizat dupa ce s-a identificat in timp, debutul manifestarilor
clinice observate de proprietar inainte de consultatie (cu aproximativ trei luni
inainte Tn cazul insuficientei renale cronice sau brusc in cazul insuficientei renale
acute), tindndu-se cont de varsta pacientului, dar si de aspectele ecografice ale
rinichilor.
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Prelevarea de sange s-a realizat preponderent din vena cefalica si
jugulara, in cantitate de 3 pana la 5 ml, repartizadndu-se in tuburi cu activator de
coagulare si tuburi cu EDTA.

Atat in cazul pisicilor cat si in cazul cainilor, stabilirea gradului de
insuficientd de renald s-a realizat conform sistemului de stadializare stabilit de
International Renal Interest Society in anul 2013.

Analiza statistica a datelor s-a realizat utilizand software-ul IBM SPSS 21.
Variabilele luate Tn calcul pentru realizarea analizei statistice s-au referit la gradul
si tipul de insuficienta renala, valoarea creatininei si ureei, precum si la semnele
clinice generale, cum ar fi: modificarile de tranzit intestinal, voma, pica, anemia,
prezenta sau absenta infectiilor urinare, a afectiunilor cardiace, imunizarile
realizate, valoare temperaturii, frecventei cardiace, respiratorii si tipul de hrana
administrata.

Majoritatea semnelor clinice semnalate in insuficienta renald sunt
consecinta a uremiei, aceasta fiind stadiul clinic spre care toate afectiunile renale
converg in final. Primele semne clinice luate in calcul in analiza statistica au fost
cele urinare, din care prezenta afectiunilor inflamatorii la nivelul tractului urinar -
cistita a fost raportata la 25% din pacienti. Poliuria/polidipsia a fost intalnita la
87.5% din pacienti, si se refera la formarea si eliminarea unor cantitati excesive
de urina ce pot depasi 50 ml/kg/zi, iar polidipsia la consumul crescut de apa si
lichide ce depasesc 100 ml/kg/zi. Semnele digestive mai des mentionate au fost
modificarile de apetit si tranzit, pica si voma. Apetitul selectiv a fost mentionat la
45% din pacienti, la 55% apetitul era absent, voma a fost raportate la 50% din
pacienti, fiind provocata de efectul unei serii de toxine inca neidentificate asupra
centrului vomei si de gastrita uremica.

Pica s-a manifestat la 20% din pacienti, prin consumul ocazional, de
cantitati mici de nisip din litiera, urmat de multe ori de voma. Pica este mentionata
in literatura de specialitate ca fiind unul semnele clinice ale anemiei, in special a
celei asociate cu deficienta de fier. Anemia a fost semnalatd la 55.6% din
pacienti.

in capitolul 4 sunt prezentate principalele mijloace de diagnostic utilizate in
nefropatiile animalelor de companie si rezultatele acestora.

Analiza statistica a datelor s-a realizat utilizand software-ul IBM SPSS 21,
utilizand testele Mann Withney si Ttest paired samples cu un prag de semnificatie
stabilit la p<0.05. Variabilele luate in calcul au fost: specia, sexul, gradul de
insuficienta renald, tipul de IR, valorile creatininei, ureei, potasiului, sodiului,
fosforului, magneziului, calciul total, proteinemiei, enzimelor hepatice (TGP, PA,
TGO, GGT), a colesterolului, fierului, eritrocitelor, hematocritului, hemoglobinei,
volumului corpuscular mediu, concentratiei hemoglobinei eritrocitare medii,
leucocitelor si proportia de limfocite, granulocite, bazofile, monocite, eozinofile si
reticulocite.
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Hiperfosforemia este cel mai intalnit dezechilibru mineral la pacientii cu
insuficientd renald cronica. In cazul modificarilor metabolismului potasiului in
acest grup de pacienti a fost intalnitd hipokalemia. Hipokalemia este un deficit
electrolitic intalnit in principal la pisicile cu IRC. La céinii cu aceasta afectiune
hipokalemia nu este observatd frecvent. Existd studii care sustin faptul ca
hipokalemia indelungata ar putea constitui cauza aparitiei si progresie
insuficientei renale la pisici, si nu doar o consecintd a acesteia.Concentratiile
crescute ale calciului total seric au fost inregistrate la pacientii cu IRC apar
preponderent ca o consecinta a cresterii complexarii calciului cu anionii organici si
anorganici ce pot avea concentratii mai mari in IRC, cum ar fi citratul, fosfatul sau
sulfatul.

Din enzimele hepatice determinate, TGP-ul s-a situat peste limita
superioara.

in insuficienta renald, din cauza pierderilor cronice de sange dar si a
deficitului de eritropoetind, de cele mai multe ori odata cu evolutia bolii apare
anemia. Aceasta prezinta trasaturi caracteristice, fiind normocroma, normocitara
si aregenerativa sau hiporegenerativa. Stresul sistemic in aceasta patologie este
caracterizat prin prezenta neutrofiliei si eozinopeniei, care s-a observat si prin
corelatia negativa (r*=-0.773, p<0.05) intre valoarea neutrofilelor si eozinofilelor.

Studiul imagistic al acestei afectiuni s-a realizat pe un numar de 24 de
pisici si 28 de caini. Aspectele lezionale cele mai des intélnite in concordanta cu
imaginile ecografice, au fost scleroza corticalda (16%) si medulara (21%),
inflamatia sau leziunile de natura degenerativa a bazinetului (13%) la pisici, iar la
caini scleroza corticala (25%), scleroza medulara (14 %), pielita si hidronefroza

Capitolul 5 trateaza modalitatile de diagnostic al tulburarile neurologice ce
apar in insuficienta renala. In studiul privind modificarile activitatii bioelectrice a
creierului au fost introdusi 10 pacienti, 5 caini cu insuficientd renald cronica cu
varste intre 12 si 18 ani si 5 céini cu insuficientd renalad acuta, cauzatd de
intoxicatia cu etilenglicol, cu varste intre 4 si 9 de ani. Grupul pisicilor a fost constituit
din 6 pacienti, 3 diagnosticati cu IRA si 3 cu IRC, cu varste intre 2 si 17 ani.

Toti pacientii au fost sedati nainte de Tinregistrarea EEG, folosind
clorhidrat de medetomidind (Domitor, Pfizer) 0,03 mg/kg administrat
intramuscular, pentru a reduce frecventa sau aparitia artefactelor date de
contractile musculare. Obtinerea traseelor EEG s-a realizat cu ajutorul
electroencefalografului Neurofax (Nihon Kohden) pe o perioada de 30 de minute.
Electrozii de tip ac au fost introdusi subcutanat, dupa tunderea si degresarea in
prealabil a suprafetei cutanate cu alcool, utilizdnd modelul lui Redding. Parametrii
utilizati pentru fiecare inregistrare electroencefalografica sunt reprezentati de:
sensibilitate 70 pV, constanta de timp 0.3 secunde, un filtru trece—jos de 70Hz si
impedanta electrozilor <10Q. Toate inregistrarile EEG au fost analizate vizual cu
montaje monopolare, artefactele au fost determinate prin urmarirea directd a
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inregistrarilor, activitatea de fond fiind analizata in timpul Tnregistrarii pentru a
identifica orice modificari detectabile.

Atat la cainii cu IRC céat si la cei intoxicati cu etilenglicol activitatea
bioelectrica a creierului a fost caracterizata prin anomalii electroencefalografice
nespecifice: salve de unde delta difuze si o activitate de fond Tncetinitd. Nu au fost
observate descarcari epileptice interictale (caracteristice in epilepsia idiopatica).

Traseele EEG au avut aspect putin voltat, si prezentau initial o activitate
de fond incetinita, de 5-7 cicli/secunda, peste care s-au observat salve de unde
delta difuze si sincrone bilateral, expresie unei stari de hiperexcitabilitate
neuronala corticala sau subcorticala. Activitatea de fond s-a caracterizat prin
amplitudine mare si frecvente joase, modificari produse cel mai probabil de
utilizarea medetomidinei. In timpul inregistrarilor s-a putut constata aparitia de
crize electrice pe toate derivatiile, caracterizate printr-o succesiune de varfuri cu o
frecventd de 15-35 cicli/secunda, care au crescut progresiv in amplitudine,
atingand valori pana la 250-500 pV.

La pacientii felini au fost identificate anomalii electroencefalografice
nespecifice, asemanatoare cu cele intalnite la céini: unde beta si teta difuze,
activitate de fond incetinitd. De asemenea nu au fost identificate descarcari
interictale, specifice epilepsiei idiopatice. Alte modificari observate la toti pacientii
au fost fusurile de medicatie, ritmuri rapide, difuze, intélnite de obicei la pacientii
carora le-au fost administrate benzodiazepine sau alte medicatii cu efect
psihotrop.

Analiza cantitativa a traseelor EEG la pisici a inclus 5 pacienti, 2 cu IRC si
3 cu IRA. Pentru fiecare pacient au fost selectate 30 de epoci EEG lipsite de
artefacte si evenimente paroxistice a cate 2 secunde fiecare. Pentru fiecare canal
in parte au fost calculate numarul undelor alfa (8.0-13.0 Hz), beta (13.0-30.0 Hz),
delta (0.5-4.0 Hz) si teta (4.0-8.0 Hz) si exprimate ca putere relativa (%). Dupa
compararea frecventelor relative a undelor alfa, beta, teta, delta, nu au fost
semnalate diferente semnificative statistice in functie de stadiul de evolutie al
bolii, sau intre pacientii sedati si cei a caror inregistrari EEG s-au realizat pe vigil.
S-a observat prezenta covarsitoare a undelor beta si teta, cu absenta undelor
delta la cele 2 grupuri de pacienti .

Avand in vedere ca undele beta predomina in stare vigila, iar undele teta
in cazul stadiilor incipiente ale somnului, putem spune ca traseele
electroencefalografice studiate, din punct de vedere al analizei cantitative, sunt in
limite normale.

Studiul privind metabolomica lichidului cefalorahidian in encefalopatia
uremica a cuprins 10 caini sanatosi, cu varste intre 2 si 5 ani si cantarind 15-20
kg céini (grupul control) fara antecedente de boala neurologica si 7 caini cu
insuficientd renald Tn stadiu final si un caine cu uretrd rupta (grup IRC),
diagnosticat de asemenea cu IRC, cu varste intre 8 si 15 ani si o greutate
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cuprinsa intre 4,5 kg si 32 kg. Pacientii din grupul IRC nu au fost niciodata
diagnosticati cu niciun fel de afectiune neurologica.

Recoltarea probelor de LCR a fost efectuata la pacientii sub anestezie
generalda cu medetomidind (Domitor, Pfizer) 0,03mg/kg si ketamina (Kepra)
0,Ymg/kg administratd intravenos, din cisterna cerebelomedulard cu ajutorul
acului spinal, cu un stilet cu diametru 22.

Analiza probelor a fost realizata la o temperatura de 26.5°C utilizand
spectrometrul Bruker Avance Il 400 MHz care functioneaza la 400.13 MHz, cu o
sonda multinucleara de detectie inversa de 5 mm, echipata cu gradienti pe axa z.

Pentru cainii sanatosi au fost identificati 18 metaboliti, iar pentru grupul
IRC au fost cuantificati 21. Acidul succinic, dimetilamina si tirozina lipsesc din
grupul control, acesti metaboliti nefiind identificati la céinii sanatosi. Diferente
notabile intre grupul sanatosi si IRC s-au observat in ceea ce priveste nivelurile
de creatinina, lactat, acid acetic, acetona, piruvat, creatina si myo-inozitol.

Evaluarea tulburarilor sistemului nervos autonom prin intermediul
variabilitatii frecventei cardiace la cainii cu nefropatii, a avut ca scop evaluarea
balantei simpato-parasimpatica (simpato-vagala) la céinii cu insuficienta renala
cronica, utilizdnd monitorizarea ECG pe o perioada scurta de timp, 5 minute fiind
suficiente pentru obtinerea parametrilor necesari investigatiei. in studiu au fost
inclusi 13 caini (diferite varste si rase) cu insuficienta renala cronica (grupul IRC),
diagnosticatd in conformitate cu directivele IRIS, dar fara afectiuni cardiace
detectabile. Pentru a compara rezultatele analizei VFC, am utilizat parametrii
obtinuti de la 13 céini sanatosi (fara afectiuni cardiace sau renale), de acelasi sex,
cu varsta si greutate asemanatoare.

Pentru obtinerea inregistrarilor ECG s-a utilizat electrocardiograful
PolySpectrum-8E/8V (Neurosoft), iar pentru obtinerea parametrilor VFC s-a folosit
software-ul Kubios HRV Analysis (Univ. Kuopio, Finlanda). Analiza statistica a
datelor s-a realizat utilizdnd software-ul IBM SPSS 21, utilizdnd testele Mann
Withney si Ttest paired samples cu un prag de semnificatie stabilit la p<0,05. Cele
mai utilizate metode de analiza a variabilitatii frecventei cardiace o reprezinta
analiza domeniului de timp (time domain analysis) si analiza domeniului de
frecventa sau spectral (frequency domain analysis).

Am evaluat parametrii domeniului de timp si frecventa pentru a estima
global VFC (SDNN), activitatea vagald (pNN50 si HF) si tonusul simpatic (LF si
LF/HF). Rezultatele noastre au aratat o scadere semnificativda a VFC generala
(SDNN) (p=0.017) in grupul IRC asociat cu o semnificativd scadere a tonusului
vagal (pPNN50 si HF). Mai mult decat atat, activitatea simpatica este crescuta
(p<0,001 si p<0,05) in grupul IRC, comparativ cu grupul sanatosi. Studiul nostru a
aratat ca pacientii cu IRC prezintd cresterea activitatii simpatice, asociate cu
activitate vagala scazuta, cu scaderea in ansamblu a variabilitatii cardiace. Acest
dezechilibru autonom este indicator al unui prognostic grav, la cainii cu afectiuni
cardiace.
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Capitolul 6 a inclus studiul privind aspectele histopatologice si
electronomicroscopice Tn nefropatii, realizat pe un numar de 19 céini cu varste
cuprinse intre 7 luni si 11 ani, si 9 pisici cu varste cuprinse intre 1,5 si 17 ani,
diagnosticati cu IRA sau cu IRC, si in encefalopatia uremica, realizat pe 8 caini.

Leziunile renale inregistrate cu frecventa cea mai mare la céini sunt:
glomerulonefrita membrano-proliferativa si sclerozanta (24%), nefrita limfohistiocitara
(12%), tubulonefrita, caracterizata prin degenerarea epiteliala (14%) si prezenta
de cilindri hialini (14%) indicatori ai proteinuriei. La pisici leziunile cele mai des
intalnite au fost: glomerulonefrita (25%), tubulonefrita (18%), prezenta cilindrilor
(hialini sau grasosi) (14%) si a cristalelor de oxalat de calciu sau urati (14%).

in encefalopatia uremica leziunile cele mai frecvent intalnite de noi au fost:
congestia, edemul cerebral si vacuolizarile tisulare.

In ultimul capitol sunt expuse concluziile generale ale studiilor prezentate.
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ABSTRACT

The purpose of this thesis is to present the most important methods of
diagnosing kidney disease in small animals, but mainly to highlight ways to
evaluate and identify neurological phenomena that sometimes accompanies
these illnesses.

The first part of the thesis consists of 2 chapters dealing with the current
stage of knowledge on the diagnosis and etiopathogenesis of uremic
encephalopathy and the main nephropathies in small animals.

Chapter 1 presents the peculiarities of neurological manifestations in
uremic encephalopathy, the common aspects of human medicine as well as
modern diagnostic tools.

Chapter 2 of the thesis contains notions of etiopathogenesis, clinical
manifestations and ways to diagnose kidney diseases encountered in small
animals. For the classification of nephropathies, the criterion of localization of the
pathologic process was used as follows: in glomerular, tubulo-interstitial, then
vascular, hereditary, mechanical and neoplastic.

Part 2 includes personal research, structured in 4 chapters, including the
material and working methods, the results obtained, their interpretation and the
general conclusions.

The researches took place between October 2013 and April 2017, were
3730 patients were consulted at the Medical Clinic of the Faculty of Veterinary
Medicine in lasi, from which 2517 dogs and 1213 cats.

Of the total patients, 163 were diagnosed with kidney diseases, with or
without obvious clinical signs, representing a proportion of 4.36% of all the
diseases diagnosed in the mentioned period. Patients underwent general clinical
examination using the clinical examination sheet as well as complementary
diagnostic examinations: ultrasound and biochemical examinations of blood and
urine. The clinical examination was conducted following the order of general
semiological methods. During consultation, the patient identification data of the
species, race, age, and further information from the anamnesis, following the
discussions with the owners, are noted in the clinical examination card.

The presumptive diagnosis is based on anamnestic data and later
paraclinical investigations. The diagnosis of acute or chronic renal failure has
been established after the time of the onset of clinical manifestations has been
identified observed by the owner prior to consultation (about three months in the
case of chronic or sudden renal insufficiency in case of acute renal failure),
depending on the age of the patient, but also on the ultrasound aspects of the
kidneys.
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The blood sampling was performed predominantly from the cephalic and
jugular vein, 3 to 5 ml of blood was drawn and distributed into cloth activator tubes
and EDTA tubes.

For both cats and dogs, renal impairment was established according to the
staging system set by IRIS in 2013.

Statistical analysis of the data was performed using the IBM SPSS 21
software. The variables considered for the analysis refer to the degree and type of
renal failure, creatinine and urea value and general clinical signs such as:
vomiting, anemia, the presence or absence of urinary tract infections, heart
disease, immunizations, as well as temperature, heart rate, respiratory rate, and
type of food. Most clinical signs reported in kidney failure are the consequences
of uraemia, the uremia being the clinical stage to which all kidney problems
convert at the end. The first clinical signs considered in the statistical analysis
were the urinary ones, of which the presence of urinary tract inflammation -
cystitis, which was reported in 25% of patients. Polyuria / polydipsia occurred in
87.5% of patients, and refers to the formation and elimination of excessive
amounts of urine that may exceed 50 ml/kg/day and polydipsia at increased water
and fluid consumption that exceeds 100 mi/kg/Day. The most commonly
mentioned digestive signs were changes in appetite and transit, and vomiting.
Selective appetite was reported in 45% of patients, 55% lacked appetite. Vomiting
was reported in 50% of patients, being caused by the effect of a series of
unidentified toxins on the center of vomiting and uremic gastritis.

Pica was manifested in 20% of patients by occasional consumption in
small amounts of slurry litter followed by vomiting most of the times. Pica is
referred to in the literature as being a clinical sign of anemia especially that
associated with iron deficiency. Anemia was reported in 55.6% of patients.

In 4™ chapter there were presented the main diagnostic tools used in
kidney failure patients and their results.

The statistical analysis of the data was performed using the IBM SPSS 21
software, using the Mann Withney and Ttest paired samples with a significance
threshold set at p<0.05. The variables considered were: species, sex, degree of
renal insufficiency, type ofrenal insufficiency, creatinine, urea, potassium, sodium,
phosphorus, magnesium, total calcium, protein, hepatic enzymes (AST, PA, ALT,
GGT), cholesterol, iron, erythrocytes, hematocrit, hemoglobin, MCV, MCHC,
leukocytes and the proportion of lymphocytes, granulocytes, basophils,
monocytes, eosinophils and reticulocytes.

Hyperphosphatemia is the most common mineral imbalance in patients
with chronic renal failure. Changes in potassium metabolism in this group of
patients have been associated with hypokalaemia. Hypokalaemia is an electrolyte
deficiency mainly in CKD cats. In dogs with this condition, hypokalaemia is not
commonly observed. There are studies that claim that long-term hypokalaemia
may be the cause of the progression of renal failure in cats, and not just a
22



Paula-Maria Saftencu (Pasca)
consequence of it. Increased serum total calcium concentrations have been
reported in patients with CKD occurring primarily because of increased calcium
complexation with organic and inorganic anions that may have higher
concentrations in CKD such as citrate, phosphate or sulphate.

From the determined liver enzymes, the AST was above the upper limit.

In renal failure, due to chronic blood loss and erythropoietin deficiency, anemia
often occurs with disease progression. Anemia in this pathology has characteristic
traits, being normochromic, normocytic, and hypoproliferative. Systemic stress in
this pathology is characterized by the presence of neutrophilia and eosinopenia,
which was also observed by the negative correlation (r?=-0.773, p<0.05) between
the value of neutrophils and eosinophils.

The imaging investigations of this disease were carried out on of 24 cats
and 28 dogs. The most common lesional aspects, consistent with ultrasound
images, were cortical sclerosis, medullary sclerosis, inflammation of the pelvis
and hydronephrosis.

Chapter 5 discusses the ways to diagnose neurological disorders that
occur in renal failure. 10 patients, 5 dogs with chronic kidney disease aged 12-18
years and 5 dogs with acute renal failure caused by ethylene glycol intoxication
aged 4 to 9 years were enrolled in the bioelectric brain activity study. The group of
cats consisted of 6 patients, 3 diagnosed with AKF and 3 with CKD, aged
between 2 and 17 years.

All patients were sedated before recording EEG using 0.03 mg/kg of
medetomidine hydrochloride (Domitor, Pfizer) administered intramuscularly to
reduce the frequency or appearance of artefacts due to muscle contractions. The
acquisition of EEG traces was performed with the Neurofax (Nihon Kohden)
electroencephalograph for a period of 30 minutes. Needle-type electrodes were
placed subcutaneously after pre-trimming and degreasing of the skin surface with
alcohol, using the Redding model. The parameters used for each
electroencephalographic recording are: sensitivity: 70 yV, time constant: 0.3
seconds, trace filter of 70 Hz and electrode impedance <10Q. All EEG records
were visually analyzed; artifacts were determined by direct tracking of records,
background activity being analyzed during registration to identify any detectable
changes.

In both CKD and ethylene glycol poisoned dogs, the bioelectric activity of
the brain was characterized by non-specific electroencephalographic
abnormalities: diffuse delta waves and slow background activity. No interictal
epileptic discharges (characteristic of idiopathic epilepsy) were observed.

EEG traces had a low voltage appearance and initially had a slow
background activity of 5-7 cycles / second, over which diffuse delta and bilateral
synchron delta was observed, being the expression of a cortical or subcortical
neuronal hyperexcitability state. The background activity was characterized by
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high amplitude and low frequencies, the most likely changes in the use of
medetomidine.

During the recordings it was possible to notice the occurrence of electric
crises on all branches, which were characterized by a sequence of peaks with a
frequency of 15-35 cycles/second, which gradually increased in amplitude,
reaching values up to 250-500 pV.

In feline patients, non-specific electroencephalographic abnormalities
similar to those seen in dogs were identified: where beta and diffuse theta,
background activity slowed. Also, no interictal discharges specific to idiopathic
epilepsy have been identified. Other changes observed in all patients were
sparing medications, fast, diffuse rhythms, commonly found in patients who
received benzodiazepines or other psychotropic medications.

Quantitative analysis of EEG tracts in cats included 5 patients, 2 with IRC
and 3 with AKF. For each patient, 30 EEG epochs were selected without artifacts
and paroxysmal events of 2 seconds each. The number of alpha waves (8.0-
13.0Hz), beta (13.0-30.0 Hz), delta (0.5-4.0 Hz) and theta (4.0-8.0 Hz) expressed
as relative power (%) were calculated for each channel. After comparing the
relative frequencies of the alpha, beta, theta, delta waves, no statistically
significant differences were noted depending on the stage of evolution of the
disease, or between the sedated patients and those whose EEG tracing was done
without sedation. The overwhelming presence of beta and theta waves was
observed, with the absence of delta waves in the two patient groups. Given that
beta waves are predominante in wake state, and the theta waves in the early
stages of sleep, we can say that the electroencephalographic traces studied in
terms of quantitative analysis are within normal limits.

The study on the metabolism of cerebrospinal fluid in uremic
encephalopathy was performed on 10 healthy dogs aged 2-5 years and weighing
15-20 kg dogs (control group) without a history of neurological disease and 7
dogs with end-stage renal failure and a dog with a ruptured urethra (CKD group),
also diagnosed with IRC, aged 8 to 15 years and weighing between 4.5kg and 32kg.
Patients in the CKD group have never been diagnosed with any neurological
condition.

The collection of CSF samples was performed on patients on general
anesthesia with medetomidine (Domitor, Pfizer) 0.03 mg/kg and ketamine (Kepra)
0.1 mg/kg administered intravenously, from the cerebellumedular cistern with a
spinal needle with a diameter of 22.

Sample analysis was performed at a temperature of 26.5°C using a Bruker
Avance Il 400 MHz spectrometer operating at 400.13 MHz with a 5 mm inversion
multi-nuclear detection probe equipped with gradients on the z-axis.

For healthy dogs, 18 metabolites were identified and 21 were quantified for
the CKD group. Succinic acid, dimethylamine and tyrosine are missing from the
control group; these metabolites have not been identified in healthy dogs. Notable
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differences were observed in the levels of creatinine, lactate, acetic acid, acetone,
pyruvate, creatine and myo-inositol between the healthy group and the CKD.

Evaluation of autonomic nervous system disorders by heart rate variability
aimed to evaluate simpato-parasympathetic (sympathetic) balance in dogs with
chronic renal failure using EKG monitoring over a short period of time, 5 minutes
being sufficient to obtain the parameters needed for the investigation. The study
included 13 dogs (different ages and breeds) with chronic renal failure (CKD
group) diagnosed according to the IRIS guidelines but without detectable cardiac
conditions. To compare the results of the HRV analysis, we used the parameters
obtained from 13 healthy dogs (without heart or kidney disease) of the same
gender with similar age and weight.

To obtain the EKG recordings, the PolySpectrum - 8E/8V (Neurosoft)
electrocardiograph was used, and the Kubios HRV Analysis Software (Kuopio
University, Finland) was used to obtain the HRV parameters. Statistical analysis
of the data was performed using the IBM SPSS 21 software, using the Mann
Withney and Ttest paired samples with a significance threshold set at p <0.5. The
most commonly used methods for the analysis of heart rate variability are time
domain analysis and frequency domain analysis.

We evaluated the time and frequency domain parameters to estimate
global HRV (SDNN), vagal activity (pPNN50 and HF) and sympathetic tone (LF and
LF/HF). Our results showed a significant decrease in overall HRV (SDNN)
(p=0.017) in the CKD group associated with a significant decrease in vagal tone
(PNN50 and HF). Moreover, sympathetic activity is increased (p<0.001 and
p<0.05) in the CKD group compared to the healthy group. Our study has shown
that patients with CKD show increased sympathetic activity associated with
decreased vagal activity, with overall decrease in cardiac variability. This
autonomous imbalance is an indicator of a bad prognosis in dogs with heart
disease.

Chapter 6 included the study of histopathological and electronomicroscopic
aspects in kidney diseases performed on a number19 dogs ranging in age from 7
months to 11 years, and 9 cats aged 1.5-17, diagnosed with AKF or CKD, and
uremic encephalopathy, performed on 8 dogs.

Renal lesions recorded with the highest frequency in dogs are: membrano-
proliferative glomerulonephritis and glomerulosclerosis (24%), lymphohistiocytic
nephritis (12%), tubulonephritis characterized by epithelial degeneration (14%)
and the presence of casts (14%) of proteinuria. In cats the most common injuries
to the patients studied were: glomerulonephritis (25%), tubulonephritis (18%), the
presence of casts (14%) and crystals of oxalate or urate (14%).

In uremic encephalopathy, the most commonly encountered lesions were:
congestion, cerebral edema, and tissue vacuoles.

The last chapter outlines the general conclusions of the studies presented.
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CAPITOLUL | DATE ACTUALE CU PRIVIRE LA DIAGNOSTICUL
S| ETIOPATOGENEZA NEFROPATIILOR LA ANIMALELE
DE COMPANIE
CHAPTER I. THE PRESENT DATA REGARDING THE DIAGNOSIS
AND ETIOPATHOGENESIS OF NEPHROPATHIES IN SMALL
ANIMALS

Etiologia nefropatiilor este diversa iar manifestarile clinice uneori nespecifice
de aceea pentru stabilirea unui diagnostic de certitudine se impune utilizarea unei
game largi de investigatii clinice si paraclinice, de la simplul examen de urina si
analiza sedimentului urinar la biopsie renala, imunofluorescenta (IF), microscopie
electronica (ME), computer tomografie, PET-CT si rezonantd magnetica nucleara.

1.1. Nefropatii glomerulare

Din punct de vedere al clasificarii nefropatiilor nu exista nici In medicina
veterinara, nici in cea umana un criteriu de clasificare unanim acceptat. De aceea
am considerat relevant abordarea criteriului de localizare al procesului patologic
(fig. 1.1), pentru a expune si diferentia etiologia, manifestarile clinice si metodele
specifice de diagnostic.

Nefropatiile glomerulare sunt procese patologice ale parenchimului renal
ce afecteaza structurile glomerulare, avand o etiologie plurifactoriala sau
necunoscutd, cu substrat imunologic si cu o incidentad de 43% pana la 90% din
nefropatiile diagnosticate la céinii peste 10 ani, incidentd ce creste odata cu
varsta. Bolile glomerulare desi sunt diagnosticate si la pisici au o frecventd mai
redusa (Ettinger s.a., 2006).

Proteinuria este semnul comun al acestor boli renale, insa pana la
momentul manifestarilor clinice de insuficientd renala, cauza initiald si anume
leziunea glomerulara poate sa ramana nedectectata, deoarece proteinuria scade
odatd cu extinderea leziunii la nivel glomerular si scaderea ratei de filtrare
glomerulara, iar hipoalbuminemia ce apare ca urmare a pierderilor de proteine
poate fi mascata de deshidratare (Ettinger s.a., 2006, Littman M., 2011).
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Fig. 1.1. Structura histologica a nefronului
https://www.google.ro/search?q=histological+structure+of+nephron&espv=2&source
Fig. 1.1. Histological structure of nephron.

In medicina animalelor de companie nefropatile glomerulare intalnite

sunt:- glomerulonefrite sau nefropatii glomerulare proliferative :
- glomerulonefrite membrano-proliferative

— boala depozitelor dense

— glomerulonefrite proliferative (mezangiale si endocapilare )

— glomerulonefrite extracapilare cu progresie rapida
- glomerulonefrite exsudative

— glomerulonefrita chistica

— glomerulonefrita embolica
- glomerulopatii sau nefropatii glomerulare neproliferative:
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— amiloidoza
— glomeruloscleroza
— glomerulopatia cu leziuni minime
— nefropatia membranoasa
— glomerulopatii sau nefrite ereditare - sindromul Alport, boala membranelor
subtiri.
Nefropatiile glomerulare cel mai des intélnite la carnivorele de companie
sunt glomerulonefritele si amiloidoza (Ettinger s.a., 2006).

1.1.1. Nefropatii glomerulare proliferative

Glomerulonefrita membrano-proliferativa se caracterizeaza prin
proliferarea endocapilara si ingrosarea membranei bazale glomerulare (MBG),
fiind cea mai frecvent intalnitd nefropatie glomerulara la cainii cu varste medii de
5-6 ani.

Are caracter progresiv fiind cauza principala a insuficientei renale cronice
la caine. Este indusa de cele mai multe ori de boli infectioase, fiind mediata imun
si caracterizata prin depunerea de complexe imune in mezangiu si in peretii
capilarelor glomerulare, dar exista si cazuri in care aparitia leziunilor nu poate fi
pusa pe seama unui stimul antigenic, avand origine idiopatica (Ettinger s.a., 2006,
Littman M., 2011).

Din punct de vedere histopatologic leziunile sunt globale, difuze; la MO
glomerulii apar mariti, se observa o proliferare mezangiald importanta si
debublarea MBG cu aspect de sine de tren. Prin tehnica imunofluorecentei se pot
pune in evidenta depozite granulare reprezentate de imunoglobuline (IgA, IgM si
IgG) si componenta a 3-a a complementului (C3) prezente in mezangiu sau in
MBG (Littman M., 2011).

Glomerulonefrita membrano-proliferativa a fost asociatd cu administrarea
sulfamidelor la céinii din rasa Doberman, cu procese neoplazice, inflamatorii
cronice si boli infectioase cum ar fi: bacteriene cronice (bruceloza,
micoplasmoza), boli vectoriale (hemobartoneloza, leishmanoza, borelioza,
babesioza, ehrlichioza, dirofilarioza), virale (adenoviroze, herperviroze, leucemie
felina, PIF, FIV) dar si cu intoxicatiile cu mercur si etilen glicol.

Aparitia si evolutia leziunilor glomerulare pot fi si consecinta unor boli
cardiovasculare (hipertensiune arteriald, tromboza venei renale) si metabolice
(diabetul zaharat).

Din punct de vedere patogenetic existd doua cai prin care mecanismul
imunologic initiaza afectarea structurii glomerulare:

a. depunerea sau captarea de complexe imune circulante la nivel
glomerular, cu localizare mezangiala sau subendoteliala
b. formarea de complexe imune in-situ cand Ac circulanti reactioneaza
cu Ag (de origine exogena sau endogena) fixati la nivel glomerular
(Ettinger s.a., 2006, Grant s.a, 2001, Littman M., 2011)(fig. 1.2).
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Fig 1.2. Depunerea complexelor circulante la nivel glomerular
https://www.google.ro/search?q=circulating+immune+complex+deposition&espv=2
Fig. 1.2. Glomerular circulating immune complex deposition

Formarea de Ac anti-MBG ce determina glomerulonefritd autoimuna la
oameni, nu a fost demonstrata inca la animale (Ettinger s.a., 2006).

Complexele imune determina un proces de activare a complementului,
infiltratie neutrofilicd si macrofagica, agregare plachetara, cu eliberarea de
mediatori ai inflamatiei si activarea in cascada a factorilor coagularii, precum si
depunerea de fibrina.

Mediatorii inflamatiei de origine celulara (eicosanoidele, factorul de
agregare plachetara-PAF, citokinele) produc vasoconstrictie si scaderea ratei de
filtrare glomerulara ce duc la activarea locala a sistemului renina-angiotensina-
aldosteron (SRAA) cu producerea angiotensinei Il tisulare ce are ca efect
arterioloconstrictia renald, predominant la nivelul arteriolelor eferente si cresterea
presiunii la nivel glomerular. Cresterea presiunii hidrostatice la nivel glomerular
produce trecerea albuminelor plasmatice cu sarcina negativa prin filtrul glomerular
de unde rezulta si proteinuria, ce apare si ca urmare a neutralizarii sarcinii
negative a peretilor glomerulari de catre PAF, afectadnd functia de permeabilitate
selectiva a glomerulilor (Ettinger s.a., 2006, Grant s.a., 2001).

Angiotensina si aldosteronul au de asemenea efect pro-inflamator,
stimuland proliferarea celulara glomerulara si fibroza. Aldosteronul stimuleaza
producerea de PAI |, inhibitor ai activatorilor plasminogenului (activatorul tisular si
urokinaza), ce impiedica fibrinoliza si perpetueaza tromboza glomerulara (Ettinger
s.a., 2006).

Boala depozitelor dense este rara si se caracterizeaza prin depunerea
complementului in MBG si matricea mezangiald. A fost consideratd mult timp
drept un subtip al glomerulonefritei membranoproliferative (Walker s.a, 2007).

30



Paula-Maria Saftencu (Pasca)

Patogeneza acestei boli presupune o activare sistemica necontrolata a
complementului de catre asa numitul factor nefritic, care este o Ig G serica.

Modificarile  anatomopatologice  sunt asemanatoare celor din
glomerulonefrita membranoproliferativd doar intr-un numar limitat de cazuri si se
manifestd prin ingrosare si proliferare endocapilard cu evidentierea prin
imunofluorescenta a depozitelor liniare de complement in peretii capilarelor, fara
prezenta imunoglobulinelor. La microscopul electronic aceste depozite de
complement apar sub forma unor benzi dense in mijlocul MBG si in matricea
mezangiala.

Conform lui Walker s.a., 2007, pe langa modificari membranoproliferative,
boala depozitelor dense prezinta si alte tipare histologice: mezangial-proliferative
(hipercelularitate mezangiala), rapid progresive (cuprinde mai mult de 50% din
glomeruli), acut- proliferative si exudative (proliferare endocapilara cu infiltratie
neutrofilica), precum si modificari ce nu au putut fi clasificate.

Glomerulonefrita proliferativa este produsa de proliferarea endocapilara
sau mezangiald, cu o incidenta de 2-16% din totalul leziunilor glomerulare.

In patologia umana afectiunea este descrisa mult mai amanuntit din punct
de vedere morfologic, fiind intalnita la pacientii cu lupus, in nefropatia cu IgA, sau
dupa infectiile streptococice si stafilococice. Cu exceptia nefropatiei cu IgA,
glomerulonefrita proliferativa la céini a mai fost descrisd si la pacientii cu
piodermitad (Pasca S., 2008). Cainii la care s-a raportat aceasta nefropatie aveau
o varsta medie cuprinsa intre 7 si 9 ani, cu semne clinice de proteinurie si
insuficienta renala in diferite stadii.

Mecanismul patogenetic este imuno-mediat, fiind consecinta unor boli de
scurta durata ale caror semne clinice se remit pana la aparitia celor de afectare
glomerulara, infectiile persistente ducand de obicei la evolutia glomerulonefritelor
membrano-proliferative si a nefropatiei membranoase.

Histologic, glomerulonefrita proliferativa se traduce printr-o proliferare
mezangiala cu o crestere marcanta a numarului de celule din structura acestuia,
insotita de proliferarea endoteliala si infiltratia celulelor cu rol Tn inflamatie.
Glomerulii apar mariti in volum, iar capilarele au membranele bazale subtiri si
lumenul turtit.

Prin IF si ME se observa depozite fine granulare de IgA si IgM in MBG si
in mezangiu, dar se pot observa si IgG si C3 (Ettinger s.a., 2006).

Nefropatia cu IgA sau boala Berger, In medicina umana, asociata cu
proliferarea si expansiunea matricii mezangiale, este o glomerulonefrita
caracterizata prin depozite mezangiale de IgA. Pentru diagnosticul de certitudine
a afectiunii se utilizeaza IF prin care se observa predominanta depozitelor de IgA,
alaturi de depozite de IgM, IgG si C3.

La céine incidenta cea mai mare a nefropatie cu IgA a fost intalnita in
afectiunile enterice, hepatice si alergiile alimentare, ca urmare a producerii
excesive de complexe imune si a clearence-ul deficitar al acestora, asociat cu
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hepatopatiile (Ettinger s.a., 2006). Desi la oameni aceastd nefropatie este
intalnita la pacientii tineri, la caini se inregistreaza la varste medii cuprinse intre 4
si 7 ani insotitd de episoade de hematurie, proteinurie si semne de insuficienta
renala.

Glomerulonefritele extracapilare sau rapid progresive sunt intalnite rar la
caine, caracterizandu-se prin proliferare extracapilard si necroza fibrinoida in
majoritatea glomerulilor, cu formarea de depozite semilunare epiteliale in spatiul
Bowman, avand o evolutie rapida spre insuficienta renald cronica si deces.
Depozitul este format din celule epiteliale si inflamatorii dispuse in straturi,
glomerulii subiacenti sunt comprimati si prezintd leziuni de necroza fibrinoida
(Macdougal s.a., 1986).

La pacientii umani, acest tip de glomerulopatie este intalnita mai frecvent
la varstnici.

1.1.2. Glomerulonefrite exudative

Glomerulonefrita chistica este o nefropatie foarte rar intalnita la caini si
pisici.

Aspectele morfopatologice releva macroscopic o usoara crestere in volum
a rinichiului, culoare cenusie, aspect spongios dat de prezenta chisturilor de mici
dimensiuni. Histologic, se constata cresterea in volum a corpusculilor renali ca
urmare a acumularii unui exsudat sero-fibrinos ce determina in timp atrofia
capilarelor glomerulare, fibroza periglomerulara si interstitiala (Fig. 1.3).

Fig. 1.3. Aspect macroscopic in glomerulonefrita chistica la caine
(dupa Salinas si col., 2008)
Fig. 1.3. Cystic glomerulonephritis in dog — gross aspect (Salinas et al., 2008)
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Semnele clinice sunt de insuficienta renala cronica (Salinas s.a., 2008)

Glomerulonefrita embolica sau purulenta apare in septicemii si este
cauzatd de depunerea agentilor patogeni la nivelul capilarelor glomerulare, cu
aparitia multiplelor focare de inflamatie si a microabceselor. Nefropatia poate
evolua afectand si tesutul extra-glomerular.

Histologic se observa depunerea de colonii bacteriene la nivel glomerular,
necroza si infiltratie neutrofilica ce pot oblitera glomerulii (Jubb s.a., 2007).

1.1.3. Nefropatii glomerulare neproliferative

Dintre nefropatiile glomerulare neproliferative la animalele de companie
cel mai des este diagnosticatd amiloidoza.

Amiloidoza renala constd in depunerea unor proteine nefunctionale
(amiloidul) la nivel glomerular. Amiloidul este constituit din proteine de origine
plasmatica care prezinta particularitatea de a forma structuri fibrilare insolubile,
prin polimerizarea incorectd in configuratie beta-plisatd (Macdougal s.a., 1986,
Woldemeskel, 2011).

Proteinele fibrilare ale amiloidului au compozitie diferita, in functie de tipul
de amiloid si de forma clinica. Dupa distributia depozitelor, amiloidoza poate fi
sistemica sau localizata, iar in functie de structura acestora este AA (secundara)
si AL (primara).

Céinele este animalul domestic cel mai afectat de amiloidoza, care are o
incidenta de pana la 25% din totalul bolilor glomelulare. Amiloidoza AA, reactiva
sau secundara, este forma cea mai frecvent intélnita la caine, evoluand in medie
la varste peste 9 ani. Femele prezinta o incidenta mai ridicata a bolii, iar rasele
cele mai predispuse sunt Beagle, Collie si Treeing Walker Coonhound.

Semnele clinice sunt caracteristice glomerulopatiilor, desi pot fi afectate si
alte organe (ficat, splina), insa simptomele caracteristice depunerii amiloidului la
nivelul acestora sunt rare. Procesele inflamatorii cronice de origine infectioasa
sau neinfectioasd impreund cu neoplazile ce evolueaza de multe ori
asimptomatic au fost asociate cu amiloidoza secundara in proportie de 32-52%.

La rasa Shar-Pei amiloidoza este intalnita si cu caracter ereditar la varsta
tanara, in medie la 4 ani, amiloidul localizdndu-se de multe ori la nivel medular si
doar in 64% din cazuri la nivel glomerular, de aceea proteinuria poate sa
lipseasca. Multe exemplare prezintd episoade de febra recurentd, inflamatii la
nivelul articulatiilor tibio-tarso-metatarsiene, precum si afectarea altor organe, in
special a ficatului. Caracterul ereditar este sustinut si de statistici care
demosnstreaza ca in proportie de 25-50% descendentii exemplarelor care sufera
de aceasta afectiune, vor prezenta semne clinice de boala la maturitate (DiBartola
s.a., 1990, Woldemeskel, 2011).

La pisici, aceasta nefropatie este rar intalnita, exceptie facand rasa
Abyssinian. Avand caracter ereditar, amiloidul se depune in principal la nivel
medular, dar si glomerular. Localizare specifica a amiloidului determina fibroza
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medulara si necroza papilara, ce conduc in timp la insuficientd renala cronica
(Boyce s.a, 1984, Ettinger s.a., 2006).La rasa Siameza si la alte rase cu par scurt,
depunerea amiloidului se realizeaza cu preponderenta la nivel hepatic.

Mecanismul patogenetic al acestei nefropatii presupune niveluri constant
crescute ale amiloidului A seric(SAA)-proteina de faza acuta, care este produsa
de catre ficat ca urmare a stimularii hepatocitelor de catre citokinele (IL-1, IL-6)
eliberate in cazul aparitie unei leziuni tisulare (Gervais s.a., 1988).

Macrofagele prin proteazele serice de suprafatd scindeaza fragmentul
amino-terminal al SAA, procesul desfasurandu-se in doua etape. Defecte aparute
pe parcursul celei de-a doua etape duc la formarea amiloidului A si depunerea la
nivelul rinichilor sub actiunea factorului de stimulare a amiloidozei (Alizadeh-
Khiavi s.a., 1988, Gervais s.a., 1988).

Desi multe animale suferd de procese inflamatorii cronice, doar o mica
parte din acestea ajung sa fie afectate, fapt ce sustine si implicarea factorilor
genetici in aparitia bolii.

La examenul anatomo-patologic al rinichilor, acestia apar palizi, indurati si
usor redusi in volum. La microscopul optic se observa depunerea de amiloid de o
parte si de alta a MBG, in peretii vaselor, membranelor bazale tubulare si in
interstitiu.

Prognosticul este grav. In general dupa diagnostic animalele mai au o
speranta de viata cuprinsa intre 2 si 20 de luni, doar 8.5% din aceste ajungand sa
supravietuiascad mai mult de un an.

Pentru diferentierea amiloidozei de alte nefropatii glomerulare este
necesara biopsia renald, dar care nu se recomanda din cauza friabilitatii
organului. Un test de diagnostic totusi se poate utiliza administrand rosu de
Congo i.v., 0.08 g/kg, solutie 1%, dupa o ora prelevandu-se sange. Daca plasma
se decoloreaza in cel mult o ora, testul este pozitiv (Solcan s.a., 2011).

Glomeruloscleroza se intélneste de cele mai multe ori in stadiile finale
ale afectarii glomerulare. Prevalenta acestei boli creste odatd cu vérsta si poate
sa apara ca afectiune primara cum ar fi forma focald segmentara, ce are implicatii
genetice, ereditare, sau secundara in hipertensiune arteriala persistenta,
nediagnosticata (Ettinger s.a., 2006, Graves, 2012). Este o nefropatie intalnita
frecvent la pacientii umani cu diabet zaharat, leziune ce apare si la animalele
diagnosticate cu aseasta boala.

Glomeruloscleroza focald si segmentara este o boalda care a fost
identificaté la céine, dar despre care existd putine date, relevanta clinica fiind
incomplet documentatd. La pacientii umani au fost descrise cinci tipuri de
glomeruloscleroza : colapsanta, celulara, perihilara, leziune glomerulara "tip, si
varianta NOS, care este si cea mai frecvent intalnita (Vivette s.a., 2011).
Termenul de ” focala, din demumirea bolii se refera la afectarea unui numar
limitat de corpusculi renali (capsula Bowman si glomerulul vascular), iar
"segmentara, semnifica afectarea unei parti din corpusculul renal implicat. Se
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manifestd prin proteinurie asimptomatica, putand fi gresit diagnosticatd ca
glomerulonefrita membrano-proliferativa.

Din punct de vedere histologic se observa trei tipuri de leziuni: alterare
celulara, initial podocitara, depozite hialine si scleroza. Prin tehnica |IF se pot
observa uneori depuneri de imunoglobuline si C3 in zonele cu scleroza (Ettinger
s.a., 2006).

Glomerulopatia cu leziuni minime este o afectiune rar intalnita la caini si
pisici, dar este o cauza comuna a sindromului nefrotic in randul pacientilor umani,
in special la copii. Deoarece pentru diagnosticul de certitudine este necesara ME,
cel mai probabil este de multe ori diagnosticatd gresit. in medicina umana,
aceasta boala poarta mai multe denumiri cum ar fi: sindrom nefrotic idiopatic sau
nefroza lipoida.

La animale, in special la caini este intalnitd secundar infectiei cu Ehrlichia
canis si dupa administrarea medicamentului Mastinib, inhibitor de tirozin-kinaza,
utilizat in terapia anti-canceroasa (Littman M.P., 2011). Au fost descrise cazuri
izolate de boald in SUA, manifestate prin proteinurie, rareori evoluand si cu
sindrom nefrotic.

Mecanismul patogenic presupune producerea de limfokine de catre
limfocite T disfunctionale ce afecteazéd capacitatea de filtrare selectivda a MBG,
conducand la proteinurie si hipoalbuminemie.

La microscopul optic nu se observa nici o modificare, de unde de altfel si
denumirea, in schimb la ME apar proliferari mezangiale, vacuolizari,afectarea
proceselor podocitare (foot process) si aparitia de microvili la nivelul stratului
epitelial visceral. Prin tehnica IF nu s-au identificat depunerea de complexe imune
(Grant s.a, 2001, Ettinger s.a., 2006).

Nefropatia membranoasa (NM) este cea mai frecventa glomerulopatie
diagnosticata la pisici, la care celelalte tipuri de glomerulopatii sunt rare, si a doua
cea mai frecventa la caini.

Datorita faptului ca rareori sunt evidente procese inflamatorii la nivel
glomerular si interstitial, aceastd nefropatie este mai degraba o glomerulopatie
decét glomerulonefrita.

Clinic are o incidenta mare la masculi, fiind mai frecvent intalnita la pisicile
cu varsta medie de 3.6 ani. Se manifesta prin proteinurie severa, cu sindrom
nefrotic si semne de insuficientd renald, multe dintre pisicile prezente la
consultatie avand rinichii normali sau crescuti in volum (Ettinger s.a., 2006).

Patogeneza acestei boli presupune alterari structurale produse de
complexele imune. In nefropatia membranoasé primara sau idiopatica complexele
imune se gasesc in spatiul subepitelial al ghemurilor vasculare glomerulare, in
timp ce in nefropatia membranoasa secundara complexele imune se gasesc in
mezangiu sau spatiul subendotelial, sau chiar si in cel subepitelial. Complexele
imune se formeaza atat in situ cat si in circulatia generala (Ettinger s.a., 2006,
Jaenke s.a., 1986).
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NM primara la pacientii umani pare a fi de origine autoimuna, cea
secundara in schimb pare a fi determinata de alterari ale MBG de catre complexul
de atac membranar al complementului C5b-9, cu cresterea concentratiei urinare a
acestor complexe imune, precum si implicarea altor factori imunologici care
conduc spre ipoteza ca aceasta boala ar avea caracter familial.

Aspectele morfopatologice releva o evolutie stadializata, pana la stadiul 5,
cu modificdri specifice. In stadiul | se observa o usoara ingrosarea a peretilor
capilari cu depozite granulare discrete in spatiul subepitelial. in stadiul Il peretele
capilarelor apare uniform ingrosat ca urmare a incorporarii partiale a complexelor
imune in membrana bazala a capilarelor. Stadiul lll este caracterizat prin
ingrosarea mult mai accentuata a peretilor capilari, membrana bazala avand
aspect tristratificat cauzat de depunerea complexelor imune. In stadiul VI
capilarele au aspect ingrosat, neregulat, pe alocuri observandu-se colaps
vascular ca urmare a expansiunii mezangiale. In stadiul V poate sa apara
regresia leziunilor glomerulare in unele cazuri, precum si rezolutia depozitelor
dense. La unii pacienti, stadializarea poate fi dificilda deoarece pot fi prezente
aspecte corespunzatoare mai multor stadii (Jaenke s.a., 1986).

Aceasta afectiune este intalnitd si cu caracter familial la rasa Doberman
pinscher.

Nefropatiile ereditare au fost diagnosticate la diferite rase de caini cu
transmitere autozomal recesiva la rasa English Cocker, autozomal dominanta la
Bull Terrier si Dalmatian, si x-linkata la Samoyed si metisii acestei rase.

Boala Alport din medicina umana este o nefropatie ereditara cu
transmitere x-linkatd care se intalneste la masculii rasei Samoyed, ce se
manifesta initial la varsta de 2-3 luni prin proteinurie si glucozurie, continuand cu
sindrom de retentie azotata de la 6 la 9 luni si evoluand spre insuficienta renala.
Boala se poate manifesta si la femele (transmiterea fiind autozomala recesiva),
prin proteinurie la varsta de 2-3 luni, fara alte semne de insuficienta renala,
neajungand insa la o dezvoltare corporala normala.

Defectul genetic in acest caz il reprezintd mutatia unei gene implicate in
sinteza colagenului IV, constituient al MBG. Acesta este constituit din 3 lanturi a,
care sunt la randul lor de 6 tipuri, codificate de 6 gene COL4A1-COL4A6. Gena
mutanta este COLAS5, mutatie provocata de substitutia unei singure nucleotide
(Bernard s.a., 1977, Ettinger s.a., 20006).

Aceasta mutatie Tmpiedicd formarea lantului a5, dar si incorporarea
lanturilor a3 si a4 in structura colagenului IV. Structura modificatd a acestui
colagen fii ofera susceptibilitate ridicatd la proteoliza enzimatica, proteinuria si
boala renala progresiva fiind urmarea deteriorarii MBG.

Pot s& apara si tulburari oculare, frecvente la pacientii umani, dar rar
intalnite la animalele afectate de aceasta nefropatie, insa exemplarele din rasa
Bull Terrier pot prezenta lenticonus anterior-bombarea cristalinului si a cortexului
subadiacent. La examenul histologic, prin MO se observa hipoplazie corticala,
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leziuni membranoproliferative, precum si scleroza glomerulara. ME releva
fragmentarea MBG, ce capata aspect laminat, si zone cu granule electrono-
dense.

Nefrita ereditara la rasa English Cocker Spaniele ste produsa de mutatii
ale genelor COLA3 si COLA4, manifestandu-se atat la adulti cat si la femele cu
varste cuprinse intre 6 si 24 de luni. Clinic se manifesta prin proteinurie, apoi
azotemie si dezvoltare corporala intarziata.

Leziunile histologice sunt asemanatoare celor din nefrita ereditara ce
afecteaza rasa Samoyed, si anume fragmentarea cu aspect laminat al MBG,
scleroza difuza glomerulara si periglomerulard. in cadrul rasei Bull Terrier,
aceasta nefropatie este raportata la varste cuprinse intre 1 si 8 ani, afectand atat
masculii cat si femelele, cu manifestari clinice timpurii de proteinurie si cresterea
raportului proteina/creatinina din urina. Leziunile sunt asemanatoare cu cele
intalnite la celelalte rase, cu exceptia afectari membranei bazale ale tubilor
uriniferi si fibrozei interstitiale (Ettinger s.a., 2006).

1.2. Nefropatii tubulo-interstitiale

Sunt procese patologice ce afecteaza tubii renali (proximali si distali) si
tesutul interstitial. Tubii renali sunt responsabili de absorbtia diferitelor
componente sangvine ce au fost filtrate la nivel glomerular, de eliminarea unor
electroliti, medicamente si mentinerea echilibrului hidro-electrolitic. Avand in
vedere structurile din componenta medularei afectate, s-au clasificat nefropatiile
tubulo-interstitiale n:

- nefropatii tubulare

— acidoza tubulara
— sindromul Fanconi
— glucozuria
— diabetul insipid nefrogen
— cistinuria
— carnitinuria
— hiperuricozuria
— hiperxantinuria
- nefropatii tubulo-interstitiale
— nefrita tubulo-interstitiald acuta si cronica
— pielonefrita acuta si cronica

1.2.1. Nefropatii tubulare

Acidoza tubulara renala este o nefropatie tubulara rara ce se
manifestatd prin acidoza metabolica hipercloremica, fiind intalnita in afectiunile
renale acute si in stadiile 2-4 ale insuficientei renale cronice. Au fost descrise mai
multe tipuri de acidoza tubulara, in functie de portiunea tubulara afectata:
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Acidoza tubulara proximala apare ca urmare a unui defect in reabsorbtia
bicarbonatului de sodiu la nivelul tubului contort proximal, care in mod fiziologic
se reabsoarbe in proportie de 95% la acest nivel. Poate s& apara ca entitate
patologica singulara sau mai frecvent insotitd de alte defecte de reabsorbtie a
diferitilor ioni si constituienti ai urinei primare cum ar fi: glucoza, Na®, K, fosfati,
acid uric si aminoacizi, situatie intalnita in cazul sindromului Fanconi. Acidoza
tubulara proximala poate sa aiba cauze genetice, si anume un defect la nivelul
cotransportorului bicarbonatului de sodiu din membrana bazolaterala a tubului
contort proximal sau poate sa apara secundar administrarii unor medicamnte si
consumului unor toxice.

Ca urmare a acestui defect de filtrare scade nivelul seric al bicarbonatului
cu cresterea eliminarii prin urina, stare patologica autolimitanta insa, deorece pe
masura ce nivelul seric al bicarbonatului scade, este redusa si cantitatea care se
poate reabsorbi, ajungénd ulterior la un nivel la care tubul proximal poate absorbi
complet bicarbonatul. Administrarea de bicarbonat parenteral sau enteral nu
rezolva aceasta stare de acidoza metabolica, ducdnd nu doar la cresterea
eliminarii de bicarbonat dar si a potasiului prin urina. Conduita terapeutica indicata
consta in reducerea sodiului din alimentatie si administrarea diureticelor, pentru
combaterea acidozei putandu-se administra citratul de potasiu, sub supraveghere
stricta pentru a nu cauza hipocalcemie.

Diagnosticul acidozei tubulare proximale se pune pe seama acidozei
metabolice hipercloremice, ratei de eliminare a bicarbonatului prin urina de peste
15% dupa corectare acidozei sistemice cu solutii alcaline, PH-ului acid (excluzand
infectii ale tractului urinar inferior) al urinei <6, cu rata de filtrare glomerulara
normald, la pacientii netratati cantitatea de compusi acizi produsi fiind egala cu
cea eliminata (Soleimani s.a., 2016).

Acidoza tubulara distala sau forma clasica se manifesta prin incapacitatea
rinichilor de a acidifia urina in ciuda acidozei metabolice sistemice, ca urmare a
secretiei tubulare deficitare a ionului H*. Mecanismele acestui deficit ar putea fi:

- perturbarea pompei care secreta K* (forma distala clasica),

- trecerea unor cantitati crescute de H* (secretati) dinspre lumen spre

celulele tubulare (defect de gradient)

- scaderea diferentei de potential electro-negativ in lumen, care

promoveaza secretia de H" (forma dependenta de voltaj)

- cantitatea de NH," insuficienté la nivelul tubului distal

Cantitatea redusd de H" determind scadderea NH," si totodatd scaderea
excretiei de acizi totali. Cauzele incriminate sunt genetice, cu transmitere
autozomala dominanta, autoimune, obstructive, precum si transplantul renal.

Printre complicatiile acestei afectiuni se numara: nefrolitiaza (cu fostat de
calciu sau struviti), nefrocalcinoza (urmare a PH-ului alcalin al urinei si scaderii
concentratiei urinare de citrat), demineralizarea osoasa si eliminarea excesiva a
potasiului prin urina.
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Nefrocalcinoza apare in unele cazuri ca urmare a hipercalciuriei care
precede uneori acidoza metabolica, fapt ce sugereaza ca afectarea tubulara
provocatd de Ca?' este cauza acidozei tubulare. Insd, de cele mai multe ori,
acidoza sistemica este responsabila de depunerile renale de calciu prin cresterea
eliberérii de fosfat de calciu de la nivel osos pentru a neutraliza excesul de H' si a
reduce reabsorbtia tubulard a acestuia, PH-ul crescut al urinei favorizand
precipitarea fosfatilor de calciu.

Nivelul scazut de citrat in urina favorizeaza formarea de calculi, deorece
acesta formeaza complexe nedisociabile dar solubile, cu calciul, diminuand astfel
nivelul de calciu liber disponibil pentru formarea calculilor.

Diagnosticul se pune pe seama acidozei metabolice, a PH-ului urinar >6,
precum si prin testul cu citrat de amoniu. Testul presupune administrarea orala a
110 mg/kg citrat de amoniu si testarea PH-ului urinei inaintea procedurii, si din
ora in ora timp de 6 ore dupa administrare. La céinii normali se observa o
reducere a PH-ului pana la 5, iar la pisici pana la 5,5. La pisici acidoza tubulara
distala a mai fost intalnitad Tn cazul pielonefritelor cauzate de E. Coli, in infectii ale
tractului urinar, precum si in cazul insuficintei renale acute ischemice.

Acidoza tubulara hiperkalemica este o anomalie a transportului ionilor de
hidrogen si potasiu, deficitul de acidifiere fiind corelat cu afectarea functiei de
amoniogeneza renala indusa de hiperpotasemie, fiind asociata cu hipoaldoste-
ronismul. Acesti pacienti pot produce urind acida dar nu pot secreta cantitatea
necesarad de H" pentru a evita dezvoltarea acidozei metabolice si nu pot excreta
fn maniera suficienta potasiul.

Mecanismele patogenetice suspectate sunt absenta stimularii directe a
ATP-aza H" de catre aldosteron, scadderea reabsorbtiei Na® la nivelul tubului
distal, precum si hiperkalemia care inhiba productia si transportul de NH,".

Cauzele sunt primare si secundare reprezentate de deficitul de
mineralocorticoizi, corticoidorezistenta, hiperkalemie indusa medicamentos, boli
autoimune, anemie falciforma si obstructii ale tractului urinar (Soleimani s.a.,
2016).

Diagnosticul diferential se face fata de celelalte 2 tipuri de acidoza renala.

Sindromul Fanconi este o disfunctie generalizata a tubului proximal ce
se caracterizeaza prin eliminarea urinara excesiva de aminoacizi, proteine cu
greutate moleculara mica, glucoza, bicarbonat, fosfati de calciu, magneziu, acid
uric, sodiu, potasiu si apa.

Mecanismele patogenetice ce se banuiesc a fi implicate sunt reprezentate
de capacitatea insuficienta a celulelor tubulare de a produce energia necesara
pentru a transporta diversi compusi sau absorbtia deficitara a acestora.

Peste 70% din cazurile raportate de sindrom Fanconi la céine au fost
inregistrate in cadrul rasei Baseniji, din care 10-30% din exemplarele acestei rase
ajung sa exprime clinic boala la maturitate, fiind consideratda o nefropatie
ereditara. Sindromul Fanconi idiopatic este intalnit sporadic si la exemplarele
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apartinand altor rase cum ar fi Labrador Retriever, Yorkshire Terrier, Ciobanesc
de Shetland, Border Terrier si metisi, la care se manifesta la varste cuprinse intre
10 saptamani si 11 ani (Carmichael s.a., 2014, Messa-Sanchez s.a., 2014).
Secundar apare in urma administrarii de gentamicina, ingestiei de etilen glicol, si
in hipoparatiroidismul primar asociat cu hipovitaminoza D (Carmichael s.a., 2014).

Simptomele apar treptat si depind de cantitatea de solventi pierduti prin
urind si de gravitatea insuficientei renale, acestea fiind: poliurie, polidipsie,
inapetenta, apatie, pierderea in greutate, azotemie si semne asociate insuficientei
renale, cu acidoza tubulara si necroza papilara in ultimile stadii.

Diagnosticul se pune prin analize biochimice ale séngelui si urinei,
observandu-se glucozurie cu glicemie normala, izostenurie, aminoaciduruie,
hiperfosfaturie,hipofosforemie, hipokalemie si hipercloremie, cu niveluri crescute
ale creatininei si ureei pe masuréd ce boala avanseaza (Lifton s.a., 2009,
Carmichael s.a., 2014).

Glicozuria renala este o afectiune congenitald a tubului proximal ce se
manifesta printr-un prag renal scazut pentru glucoza, cu glucozurie si glicemie
normala, constituind in unele cazuri primul semn clinic pentru sindromul Fanconi.

Animalele afectate pot fi asimptomatice sau pot prezenta, ca urmare a
glucozuriei persistente, polidipsie, poliurie, precum si infectii ale tractului urinar din
cauza colonizarii bacteriene in prezenta glucozei (Ettinger s.a., 2006, Brown s.a.,
2016).

Glicozuria renala primara este rar intalnita, insa a fost raportata la rasele
Scottish Terrier, Elkhound norvegian, si metisii lor. Diagnosticul se realizeza prin
determinari seriate ale glicemiei, dozarea fructozaminei serice, iar diferential se
face fata de stadiile incipiente ale sindromului Fanconi.

Nu exista tratament specific pentru aceasta afectiune, insa prognosticul pe
termen lung este favorabil. Se recomanda antibioterapia corectd a infectiilor
urinare, monitorizarea constanta si asigurarea unei cantitati suficiente de lichide
(Ettinger s.a., 2006).

Diabetul insipid nefrogen (DIN) este o afectiune rara ce apare ca urmare
a lipsei de raspuns a rinichilor la actiunea hormonului antidiuretic-ADH. ADH-ul
produs de hipotalamus are proprietatea de a se atasa de receptorii membranei
bazolaterale a tubilor colectori, stimuland reabsorbtia apei la nivelul tubului distal
si ductelor colectoare. In DIN receptorii specifici nu raspund la actiunea ADH. DIN
dobandit apare ca urmare a interferentei atasarii ADH de receptori, din cauza
unor toxine (endotoxine produse de Escherichia coli), medicamente (glucorticoizi,
chimioterapice), tulburari metabolice si endocrine (sindrom Cushing, niveluri
ridicate de aldosteron, hipercalcemie, hipokalemie), disfunctii tubulare (pielonefrite,
boala chistica renald), precum si modificari ale gradientelor de concentratie la
nivel interstitial (Ettinger s.a., 2006, Feldman s.a., 1996).
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DIN congenital este cauzat de deficienta de receptori pentru ADH si se
manifesta la scurt timp dupa nastere, animalele afectate fiind diagnosticate de
obicei in primul an de viata.

Simptomatologia intélnita este caracterizata prin PU/PD, hipostenurie,
uneori deshidratare, tulburari hidro-electrolitice, slabire, iar in cazuri mai grave
chiar semne neurologice: dezorientare, tremuraturi, convulsii si colaps.

Diagnosticul acestei afectiuni implica o multitudine de teste: biochimie
sangvind, urinara, urocultura, CT sau RMN, pentru a exclude celelalte forme de
diabet insipid (central si psihogenic), sau alte afectiuni cu manifestari
asemanatoare: sindrom Cushing, hipotiroidism, piometru, insuficientd renala sau
patologii ale vezicii urinare (Feldman s.a., 1996).

Testul cel mai edificator este cel de raspuns la ADH (mai fiabil decét cel
de restrictie a apei). Se administreaza 2-4 picaturi de desmopresina (ADH) in
sacul conjunctival al animalului, greutatea specifica a urinei fiind determinata
inainte de administrarea produsului; vezica este golita la 2 ore, iar greutatea
specifica se determina la 4, 8, 12 si 24 de ore. La animalele cu diabet insipid
central greutatea specifica a urinei atinge limite normale pe parcursul testului, in
schimb ce la animalele cu DIN sau psihogenic nu se observa fluctuatii majore ale
greutatii specifice urinare. Se poate realiza si acasa de catre proprietari, pe
parcursul a 3-5 zile. Se administreaza odata pe zi desmopresina in sacul
conjunctival, Tn cazul diabetului insipid central proprietarul putdnd observa
reducerea consumului de apa si a frecventei urinarii, sau nici o modificare in
celelalte forme de diabet insipid (Feldman s.a., 1996).

Cistinuria este un defect ereditar al tubului contort proximal manifestata
prin reabsorbtia tubulara si absorbtia digestiva deficitara a unor acizi dibazici,
printre care si cistina. Aceasta fiind un aminoacid insolubil in urind, de cele mai
multe ori aceasta nefropatie se soldeaza cu urolitiaza.

Natura exactd a acestui defect tubular se considera a fi deficienta in
transportori ai cistinei. Unele rase pierd prin urind doar cistina, in schimb ce la
altele se intalneste reabsorbtia deficitara si a altor aminoacizi cum ar fi ornitina,
lizina si arginina.

Studiile epidemiologice au evidentiat faptul ca la masculi se intédlneste mai
frecvent acest defect tubular, cele mai predispuse rase fiind Terra Nova, Mastiff,
Stradfordshire Bull Terrie, Buldog, si Basset Hound, cu o medie de varsta de 4.8
+ 2.5 ani (Grant s.a., 2001).

Transmiterea ereditara este sex-linkata sau autozomal recesiva. Desi mai
multe exemplare prezinta aceasta anomalie, nu toate dezvolta si semnele clinice
(Ettinger s.a., 2006). Forma cu transmitere autozomal recesiva sau tipul |,
intalnita la rasa Terra Nova, este cauzata de mutatia genei care produce aceasta
boala si la pacientii umani, calculii formandu-se la varste tinere, atat la masculi,
cat si la femele. In schimb la celelalte rase este observatd doar la masculii
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necastrati, transmitea fiind sex-linkata, concentratia de cistina din urina avand un
nivel moderat, cu formarea calculilor la varste mai inaintate (Hoppe s.a., 2001).

Simptomele sunt comune urolitiazei, intalnindu-se disurie, durere la
urinare, hematurie cu urina urat mirositoare, colica renala insotita de atitudinea de
lumbago (Hoppe s.a., 2001).

Diagnosticul se face pe baza semnelor clinice, a predispozitiei de rasa,
precum si prin analiza sedimentului urinar. Universitatea din Pennsylvania a
elaborat teste ADN pentru identificarea purtatorilor genei mutante pentru rasele
Terra Nova si Labrador.

Carnitinuria este caracterizata prin eliminarea excesiva a carnitinei prin
urind. Este intalnita si la exemplarele cu cistinurie, in insuficienta renald cronica,
urmare a tratamentului prelungit cu antiinflamatoare steroidiene, precum si in
tulburari ale ciclului ureei. Carnitinuria persistenta poate duce la cardiopatie
dilatativa, carnitina avand rol in cardioprotectie si de transportor al acizilor grasi
cu lant scurt prin membrane, utilizati la producerea energetica (Ettinger s.a.,
2006).

Hiperuricozuria este o dismetabolie caracterizatd prin excretia excesiva
de acid uric prin urina. Acest deficit metabolic are o trasmitere autozomal recesiva
si duce Tn timp la formarea calculilor urinari.

Acidul uric rezulta din degradarea acizilor nucleici, reprezentand produsul
final al metabolismului purinelor la oameni, maimute si cainii din rasa Dalmatian,
la celelalte mamifere alantoina reprezintdnd metabolitul final. Acidul uric este
reabsorbit la nivelul tubilor renali, cu exceptia céinilor din rasa Dalmatian care au
pierdut complet capacitatea de reabsorbtie a uratilor, si la care excretia este egala
sau mai mare decat rata de filtrare glomerulard a metabolitului. Desi acest defect
metabolic este prezent la toate exemplarele acestei rase, nu toti indivizii prezinta
urolitiaza si semnele clinice asociate. Studii recente au identificat cauza acestei
anaomalii metabolice la Dalmatieni, si constand intr-o mutatie aparuta la nivelul
unui transportor transmembranar al acidului uric SLC2A9, la nivelul tubului
proximal, strans legata de selectiile genetice facute de crescatori pentru culoare
parului si tiparul petelor (Bannasch s.a., 2008).

Hiperuricozuria apare si in cazul bolilor hepatice primare, la care din
cauza deficitului de uricaza scade rata de conversie a acidului uric in alantoina.

Semnele clinice constau Tn obstructie uretrald, hematurie, infectii ale
tractului urinar inferior. Urolitiaza cu urati este intalnita si la pisica (Ettinger s.a.,
2006).

Hiperxantinuria apare ca urmare a deficitului de xantin-oxidaza care
transforma xantina, compus organic derivat al purinei in acid uric.

Ca urmare a acestui deficit pot sa apara calculi de xantina. Majoritatea
cainilor afectati sunt supusi tratamentului cu alopurinol, inhibitor de xantin-oxidaza
administrat pacientilor care sufera de urolitiaza cu urati, carora nu li se respecta
restrictiile alimentare in purine.
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Forma congenitala a fost intalnitd la rasele King Charles Cavalier si
Teckel, varianta cu par sarmos (Ettinger s.a., 2006).

1.2.2. Nefropatii tubulo-interstitiale

Nefrita tubulo-interstitiala (NTI) denumeste un proces inflamator care
afecteaza atat tubii renali, cat si tesutul interstitial.

Poate evolua acut sau cronic, fiind considerata cauza principala a
insuficientei renale cronice la pisici (Ettinger s.a., 2006). Nefrita tubulo-interstitiala
poate sa fie primara sau urmare a unor glomerulopatii, pielonefrite cu origine
infectioasd sau neinfectioasd si tulburarilor vasculare renale. In NTI primara
procesul inflamator este limitat la nivelul tubilor renali si interstitiului. Glomerulii si
vasele sangvine nu sunt implicate sau se observa doar modificari minore.

NTI de origine infectioasa are evolutie de obicei acuta si este intalnita n
infectia cu Leptospira interrrogans var. canicola, L. pomona, L. icterohaemorrhagiae,
cu Adenovirusul canin, Coronavirusul felin (peritonita infectioasa felina-PIF), in
herpesviroza si criptococoza.

in leptospiroza, dupa infectie, pe cale sangvina agentii patogeni ajung la
nivel renal si se localizeaza in capilare, migrand apoi la nivelul celulelor epiteliale
a tubilor contorti proximali si distali (fig.1.4), afectdnd aceste structuri si
determinénd NTI difuza (Williams s.a, 1974, EImedhem, 2009).

. §.
Fig. 1.4. Prezenta leptospirelor la nivelul interstitiului renal, col. warthin-starry x 1000
(V. Mrudula si col., 2005)

Fig. 1.4. Leptospira in renal interstitium, Warthin-Starry stain, x 1000

(V. Mrudula et al., 2005)

in  hepatita Rubarth, adenovirusul implicat determind initial
glomerulonefrita apoi necroza epiteliului tubular si aparitia incluziilor "Rubarth”
(Zachary s.a., 2013).

in PIF la pisicd apare o nefrita granulomatoasd, uneori chiar
piogranulomatoasa cauzatad de infiltratia macrofagica. Inflamatia cuprinde si
glomerulii renali, afectati si de depunerea complexelor imune la nivelul capilarelor,
precum si de activarea complementului. Nefrita ganulomatoasd mai apare si in
aspergiloza si infestatia cu Toxocara spp.
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Forma cronica apare cand leziunea tubulara evolueaza in timp,
observandu-se fibroza, atrofie tubulard, precum si pierderea graduala a functiei
renale, fiind cauza cea mai frecventd a insuficientei renale cronice la pisici
(Zachary s.a., 2013).

Diagnosticul se orienteaza dupa anamneza, examen clinic, biochimie
sangvina, examen ecografic si examen bacteriologic al urinei.

Pielonefrita reprezintd inflamatia pelvisului si a parenchimului renal.
Apare de obicei ca urmare a unei infectii a cailor urinare, germenii patogenii
ajungand pe cale ascendenta la nivel renal.

Factorii care pot contribui la aparitia acestei nefropatii sunt reprezentati de
obstructii ale cailor urinare, staza urinara, litiaza renala, hiperplazie prostatica,
refluxul vezicouretral, disfunctii vezicale neurogene, anomalii structurale ale cailor
urinare si cateterismul efectuat necorespunzator.

Patogenitatea agentilor microbieni implicati contribuie de asemenea la
evolutia bolii, microorgmismele cele mai fecvent implicate fiind E. coli,
Staphilococcus sp. Mai putin intalnite sunt Proteus sp., Streptococcus sp.,
Klebsiella sp., Enterobacter sp. si Pseudomonas aeruginosa. Infectia se poate
produce si pe cale hematogena, in cazul septicemiilor si a endocarditelor
(Mrudula s.a, 2005, Perry, 2005). Mecanismul patogenetic al pielonefritei este
dependent de refluxul urinei contaminate pe cale ascendenta, prin uretere la
nivelul bazinetului renal. In mod normal, putin reflux apare in momentul mictiunii,
insa acesta se poate produce mai rapid atunci cand apare o obstructie uretrala
sau citstitda, endotoxinele produse de bacterile Gram- inhiband peristaltismul
normal al calor urinare, marind refluxul uretral, bacteriile colonizand astfel pelvisul
si medulara renala.

Pielonefrita poate sa apara si ca urmare a infestatiilor parazitare cu
Dioctophyma renale (fig. 1.5), intalnita in special la animalele hranite cu peste.

Pielonefrita evolueaza de obicei acut sau cronic. Animalele cu pielonefrita
acuta prezinta febra, voma, sensibilitate la palpare in zona flancului. Examenul de
urind indica prezenta leucocitelor, bacteriilor in numar mare, hematurie. Analizele
biochimice ale séngelui pot fi in limite normale sau pot indica niveluri ridicate ale
creatininei si ureei, semne ale insuficientei renale acute. Examenul ecografic este
de asemenea util in orientarea diagnosticului, precum si urocultura.
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Fig. 1.5. Pielonefrita_supu‘rativé prddusé de Iocaliiarea parazitilor la nivelul bazi.netului renal
(http://www.vet.uga.edu/ivevm/courses/vpat5215/urinary/nephritis/NEPH_4.htm)
Fig. 1.5. Parasitic suppurative pyelonephritis

Forma cronica a pielonefritei prezinta manifestari clinice de intensitate
redusa sau chiar pot fi absente. Boala este de obicei diagnosticata atunci cand
apar semnele tipice ale insuficientei renale cronice, manifestate cel mai frecvent
prin poliurie si polidipsie. Sumarul de urina indica modificari caracteristice, dar mai
putin dramatice decéat in cazul formei acute. La examenul ecografic, rinichii au
forma asimetrica, iar bazinetul apare dilatat, urmare a inflamatiei si obstructiei
partiale (Silveira s.a., 2015).

1.3. Nefropatii vasculare

Apar ca urmare a tulburarilor circulatorii la nivelul vascularizatiei renale.
Printre acestea se numara :

— angiospasmul renal

— congestia renala

1.3.1. Angiospasmul renal

Contractia spastica a vaselor sangvine renale apare ca urmare a unor
traumatisme in regiunea lombara, calculi, paraziti, stari toxice, ce determina
contractura reflexa la nivelul vaselor. Poate sa apara si in cazul colicilor produse
de alte afectiuni la nivelul organelor din cavitatea abdominala.
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Se manifesta prin colica, mers cifozat, precum si oligurie, acestea fiind
urmarea hipoperfuziei tisulare urmate de scaderea productiei de urina.
Diagnosticul este in special terapeutic, ludnd in considerare disparitia
simptomelor dupa administrarea spasmoliticelor.

1.3.2. Congestia renala

Reprezinta vasodilatatia si cresterea tensiunii la nivel renal, insotita si de
cresterea vitezei de circulatie a sangelui in congestia activa sau incetinirea
circulatiei in congestia pasiva.

Originea este de cele mai multe ori infectioasa, toxica, traumatica,
parazitara, implicati fiind si factorii fizici cum ar fi frigul, calculii pentru congestia
activd. In cazul congestiei pasive, intervin insuficienta cardiacd congestiva,
trombozele, emboliile venei renale sau venei cave posterioare, precum si starile
de soc. Din cauza stagnarii sangelui in circulatia renala, are loc reducerea
perfuziei sangvine, hipoxia si consecutive procese distrofice, cu scaderea
capacitatii de filtrare care antreneaza uremia.

Din punct de vedere clinic, congestia activa se manifesta prin sensibilitate
la palpare in zona flancurilor, cifoza, cresterea frecventei urinarilor si poliurie. Cea
pasiva prezinta semnele clinice ale afectiunii primare.

Sumarul de urind indicd hematurie, hiperstenurie si proteinurie (Solcan s.a.,
2011).

1.4. Nefropatii congenitale

Sunt mai rar diagnosticate la animalele de companie, fiind de multe ori
compatibile cu viata atunci cand este afectat un singur rinichi. Se manifesta clinic
intre varsta de o luna si 10 ani (Solcan s.a., 2011).

Cele mai des intélnite nefropatii congenitale sunt:

— displazia renala
— hipoplazia renala
— agenezia renald
— rinichiul polichistic
— rinichiul ectopic

1.4.1. Displazia renala

Reprezintd o anomalie de dezvoltare caracterizatd prin persistenta
structurii fetale sau nediferentierea parenchimului renal in concordanta cu varsta.
Printre leziunile asociate acestei nefropatii avem modificari compensatorii,
degenerative si inflamatorii (Picut s.a., 1987). Reprezintd una din cauzele cele
mai frecvente de insuficienta renala la animalele tinere. Manifestarile clinice apar
de obicei la varste cuprinse intre o luna si 10 ani, insa de cele mai multe ori
primele semne se observa pana la varsta de 2 ani (Brum s.a., 2008).
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Actualmente se considera a fi o boala genetica, autozomal recesiva, fiind
urmarea unui defect de dezvoltare din perioada embrionara, sau poate sa apara
si ca raspuns nespecific la diferite agresiuni de ordin infectios, vascular, obstructiv
asupra rinichiului Tn perioada de dezvoltare post-partum (Wise, 2005).

Este important de precizat predispozitia de rasa, aceasta nefropatie fiind
intalnita cu caracter familial la rasele Lhasa Apso, Shih Tzu, Wheaten Terrier cu
bland moale si metisii acestora. Studiul realizat de catre K. Bovee pe o perioada
de 10 ani, pe un numar de 143 de caini proveniti din montele a 13 de exemplare
din rasa Shih Tzu a evidentiat faptul ca acesta nefropatie era prezenta in grade
diferite la 85 % din subiecti (Bovee, 2003).

Semnele clinice intalnite sunt comune celor din insuficienta renala cronica,
care de altfel incheie evolutia displaziei renale. Desi numarul céinilor care
prezinta modificari la nivelul genomului cu determinante pentru aceasta nefropatie
poate fi mai mare, nu toti exprima clinic boala. Exemplarele afectate prezinta poliurie,
polidipsie, slabire cu scaderea apetitului, voma, deshidratare si chiar ulceratii bucale.
Ca urmare a hiperparatiroidismului secundar, pot sa apara leziuni de osteodistrofie
fibroasa manifestate si prin aparitia asa numitei tumori brune, cauzatd de o
activitatea osteoclastica excesiva la nivel osos. Aspectul brun este dat de
prezenta zonelor hemoragice si a depozitelor de hemosiderina (Brum s.a., 2008).

Diagnosticul se orienteaza pe baza semnelor clinice, varstei de aparitie a
bolii, rasei, examenului biochimic sangvin si al urinei. Pentru confirmare se
utilizeaza biopsia renala si testele ADN. Testele ADN recente realizate de
cercetatori canadieni, sunt disponibile in functie de rasa si reprezintd modalitatea
cea mai putin invaziva de diagnostic.

Examenul anatomo-patologic releva prezenta de glomeruli si tubi fetali, cu
fibroza interstitiala marcanta la nivel periglomerular, dilatatie tubulara, dilatatie
chistica a capsulei Bowman si micsorarea glomerulilor renali. Leziunile
compensatorii se caracterizeaza prin hiperplazie mezangiala si cresterea in volum
a glomerulilor renali. Aceste leziuni predispun la aparitia altor patologii asociate
cun ar fi pielonefritele sau nefritele interstitiale (Kerlin s.a., 1995, Picut s.a., 1987).

1.4.2. Hipoplazia renala

Reprezinta forma cea mai frecventa de displazie si se caracterizeaza prin
dezvoltarea incompleta a parenchimului renal. Poate fi uni- sau bilaterala, insa de
cele mai multe ori afecteaza un singur rinichi care este mai mic, dar normal
dezvoltat, congenerul suferind de obicei de o hipertrofie compensatorie. Forma
bilaterala evolueaza spre insuficienta renala cronica (Zachary s.a., 2013).

Hipoplazia renala apare in perioada intrauterina ca urmare a unui defect
de dezvoltare a ureterului care afecteaza si dezvoltarea rinichiului adiacent, sau
ca urmare a insuficientei blastemului metanefrogen si producerii incomplete de
nefroni din mugurele uretral (Pasca, 2008).
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Pentru diagnosticul acestei nefropatii examenul ecografic si radiologic sunt
de mare utilitate, precum si cel anatomo-patologic. Examenul imagistic pune in
evidenta dimensiunile reduse ale unuia sau ambilor rinichi, iar anato-mopatologic
se observa reducerea numarului de glomeruli la nivelul corticalei, iar in medulara
tubii colectori sunt redusi ca numar, uniform dilatati, cu epiteliul aplatizat,
intercalati cu tesut conjunctiv imatur (Zachary s.a., 2013).

1.4.3. Agenezia renala

Reprezintd un defect congenital caracterizat prin absenta unuia sau
ambilor rinichi. Se intélneste rar fiind insotita de apalazie uretrald si uneori de
hipoplazia vezicii urinare.

Animalele cu agenezie bilaterala nu depasesc varsta de 4-6 saptamani, in
schimb cei cu agenezie unilaterala pot fi asimptomatici vreme indelungata, sau
pot prezenta semne de incontineta, poliurie, polidipsie, deshidratare, impreuna cu
toate manifestarile insuficientei renale cronice.

Pentru diagnostic se utilizeazd urografia, examenul ecografic si
laparatomia exploratorie (Ettinger s.a., 2006, Zachary s.a., 2013).

1.4.4. Rinichiul polichistic

Este o nefropatie congenitald caracterizatd prin prezenta de chisturi
multiple in corticala renala, la nivelul ambilor rinichi, insotite uneori si de chisturi
hepatice si pancreatice.

La pisicile din rasa Persana s-a demonstrat a fi o maladie autozomal-
dominantad cauzata de o singura mutatie la nivelul genei PKD1, care determina
terminarea prematura a sintezei policystinei. Toate animalele afectate de acesta
mutatie prezintd o singura copie a genei mutante, fiind heterozigote si exprimand
boala in proportie de 100% (Elliot s.a, 2007, Lyons s.a, 2004, Young s.a., 2004).

Policystina este o proteina implicata in proliferarea normala a celulelor si
in desfasurarea apoptozei. Aceastd proteina are un rol foarte important in
adeziunea celulara, fiind un component principal al desmozomilor. Aparitia ei
duce la o diferentiere defectuoasa a celulelor epiteliale tubulare cu pierderea
polaritatii si aranjarea anormald a acestora n tubii uriniferi, reducandu-se astfel
absorbtia tubulara si instalandu-se distensia tubilor uriniferi cu formarea chisturilor
tubulare (Pasca s.a, 2008).

Aproximativ 37% dintre pisicile din rasa Persana sunt afectate de aceasta
mutatie, precum si rasele inrudite : Exotic Shorthair si Hymalaian.

Rinichiul polichistic mai este intalnit si la rasele de cani: Cairn Terrier,
West Highland White Terrier si Collie pana la varsta de 6 luni. Pe 1anga aceasta
leziune s-au constatat si chisti biliari (Pasca s.a, 2008).

Semnele clinice se manifestd in medie la varsta de 10 luni, avand o
evolutie progresiva spre insuficieta renala. Diagnosticul se realizeaza prin metode
clasice, examenul ecografic evidentiaza prezenta chisturilor multiple la nivelul
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ambilor rinichi, examenul biochimic sangvin releva cresterea peste nivelul normal
a parametrilor renali. Testele ADN pot fi utilizate, recomandate pentru
identificarea genei mutante, mai ales crescatorilor de pisici din rasa Persana.

1.4.5. Rinichiul ectopic

Reprezinta dezvoltarea rinichiului Tntr-un alt sediu decat cel normal
(cavitatea pelvina sau inghinal). Evolueaza frecvent la caine, de obicei unilateral.

Din punct de vedere structural si functional rinichiul ectopic poate fi
normal, Tnsa modificarea pozitiei poate fi Tnsoftita de tulburari vasculare, scurtarea
ureterului, ulterior hidronefroza si pielonefritd. Rinichiul ectopic si pendulant
dobandit, este urmarea presiunii exercitate de tubul digestiv si apare de obicei la
rinichiul stang (Choi s.a., 2012).

1.5. Nefropatii mecanice

In categoria nefropatiilor mecanice sunt incluse hidronefroza si litiaza
renala.

1.5.1. Hidronefroza

Consta in dilatarea progresiva a spatiului intern al rinichiului prin
acumularea de lichid, si poate fi congenitald sau dobanditad. Este intalnitd mai
frecvent la animalele adulte ca urmare a unor obstacole care pot obstrua
deschiderea bazinetului in uretere, sau a ureterelor pe orice portiune a lor pana la
deschiderea in vezica (fig. 1.6). Obstacolele pot fi reprezentate de calculi,
cicatrici, tumori, abccese.

Fig. 1.6. Hidronefroza si litiaza, femel&, metis, Bichon, 13 ani, original
Fig. 1.6. Hydronephrosis and lithiasis, female, cross breed Bichon, 13 yo, original
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Poate fi uni- sau bilaterala. Hidronefroza unilaterala poate evolua
asimptomatic, afectiunea fiind descoperita la examanele ecografice de ruting, in
schimb cea bilaterald evoluaza progresiv spre insuficienta renala.

Diagnosticul se realizeaza pe baza semnelor clinice si examenului
ecografic ce pot permite depistarea bolii inca din stadiile incipiente. La examenul
morfopatologic se observa cresterea in volum a rinichiului afectat, ce are aspect
neted, fluctuant, cu un continut fluid clar, hemoragic sau cu aspect de urina. Pe
sectiune parenchimul renal poate fi reprezentat doar de o foitd. Histologic, ca
urmare a acumularilor progresive de urina in segmentele distale ale nefronului se
observa atrofia papilelor, piramidelor si apoi a cortexului si inlocuirea elementelor
morfofunctionale normale cu tesut conjunctiv neoformat (Solcan s.a., 2011,
Pasca, 2008).

1.5.2. Litiaza renala

Reprezinta precipitarea in lumenul cailor urinare a unor saruri de calciu,
fier sau magneziu cu aparitia unor formatiuni numite calculi. Este intalnita mai
frecvent la carnivore. Calculii prezenti pot sa nu cauzeze nici o problema, sau Tn
cazul celor de dimensiuni mici pot provoca dureri in incercarile de eliminare.
Calculii de dimensiuni mari pot bloca ureterele sau deschiderea bazinetului in
ureter.

Cauzele acestei nefropatii pot fi metabolice, astfel hipercalcemia cauzata
de administrarea in exces a suplimentelor minerale, acidifierea sau alcalinizarea
excesiva a urinei prin diete speciale, deficitul Tn vitamina B6, hiperparatiroidismul,
infectiile urinare recurente joaca un rol important in aparitia calculilor renali care
sunt de cele mai multe ori compusi calcici.

Cele mai predispuse rase de pisici sunt Europeana, Persana, British
Shorthair, Ragdoll, Scottish Fold si Siameza, iar la caini rasele Schnauzer,
Yorkshire Terrier, Dalmatian, Buldog englez, Lhasa Apso, Caniche, par a fi cele
mai predipuse, ludnd in considerare si anumite defecte genetice implicate in
formrea calculilor si transmiterea la descendenti (Pasca, 2008, Ronco s.a, 2009,
Titon s.a., 2015).

Semnele clinice includ hematurie, disurie, cresterea frecventei urinarii, ca
urmare a iritatiei mecanice si compresiunilor exercitate asupra tesutului renal.
Calculii determind si inflamatii exsudative, limfohistiocitare si fibroase,
hidronefroza cu atrofie renala sau pielonefrita (Titon s.a., 2015).

Diagnosticul se realizeaza in primul rand pe baza semnelor clinice iar apoi
prin examen radiologic (fig 1.7) si ecografic, ce pune in evidentd prezenta
calculilor cu aspect de formatiuni hiperecogene ce genereaza con de umbra,
puténdu-se realiza si masuratori pe acesta cale.
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Fig. 1.7. Urolit renal, caine, metis Bichon, 14ani
Fig. 1.7. Renal urolith, dog, Bichon cross breed, 14 yo

1.6. Tumorile renale

Tumorile renale pot fi clasificate in tumori primare de origine epiteliala,
mezenchimald si embrionard, precum si in tumori metastatice, care apar ca
urmare a metastazarii proceselor tumorale din organism. Cele primare sunt rar
intalnite la animale domestice cu o prevalenta de aproximativ 1% si sunt de obicei
unilaterale.

1.6.1. Tumorile epiteliale

Sunt reprezenate de adenom, oncocitom, carcinom si ademocarcinom
chistic.

Adenomuleste o tumora benigna a tesutului renal formata prin proliferarea
celulelor epiteliale din corticala. De obicei sunt descoperite intamplator la
necropsie, avand aspectul unor mase necapsulate, bine delimitate, cu dimensiuni
de 1-3 centimetri si culoare alb-galbuie. Histologic sunt formate din celule
epiteliale cubice ce prolifereaza in straturi, tubular sau papilar, cu dimensiuni
uniforme, granulatii eozinofilice in citoplasma si nuclei rotunzi sau ovali. Rareori
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apar modificari corespunzatoare necrozei sau fibrozei, evoludnd de obicei
asimptomatic (Williams s.a., 1974, Pasca, 2008).

Oncocitomul este o tumora benigna, ce apare ca o formatiune omogena,
incapsulatd, compusa din oncocite, celule rotunde mari cu granulatii eozinofilice,
nuclei condensati, iar la ME se observa mitocondrii numeroase. Aceste tumori iau
nastere din celulele intercalate ale tubilor colectori si evolueaza asimptomatic.

Carcinomul renal este cea mai des intalnita tumora primara renala, fiind
mai frecvent diagnosticata la cainii in varsta. Etiologia acestei tumori este
incomplet elucidata insa se pare ca virusurile oncogene, toxicele carcinogene,
precum si unele mutatii genetice autozomal-dominante, cum sunt observate la
sobolanii Eker, ar avea rol in aparitia carcinoamelor renale, cel putin pe modele
experimentale.

Carcinoamele au in general dimensiuni mari de pana la 20 cm, sunt
sferice sau ovale si dure la palpare. Macroscopic au culoare galbuie, iar pe
sectiune prezinta zone hemoragice, de necroza sau degenerare chistica.
Dezvoltarea este initiata de obicei la unul din polii rinichiului, cuprizénd treptat
intregul tesut renal. Din punct de vedere histologic se diferentiaza 3 tipuri: papilar,
tubular si compact.Carcinomul renal metastazeaza frecvent in pulmon, ficat sau
in glandele suprarenale (Baskin s.a., 1977, Williams s.a., 1974).

1.6.2. Tumorile mezenchimale

Sunt reprezentate de fibrom, fibrosarcom, hemangiosarcom si sarcom,
foarte rar intalnit la nivel renal.

Histologic, in cazul hemangiosarcomului, celulele tumorale apar aranjate
in fascicule sau vartejuri dense sau sub forma unor canale in care se gaseste
endoteliu neoplazic.

1.6.3. Tumorilor embrionare

In aceasta categoriese incadreaza nefroblastomul sau tumora Wilms, ce
are ca origine blastomul metanefrogen si derivatele sale stromale si epiteliale, si
care se considera ca este rezultatul transformarii maligne in perioada intrauterina
de formare a rinichilor, sau al transformarii neoplazice a tesuturilor embrionare
renale care persista si dupa nastere.

La necropsie nefroblastomul apare sub forma unei tumori unice sau sau
multiple, uneori de dimensiuni mari. Consistenta este moale sau elastica, de
culoarea cenusie, pe sectiune putand fi observate hemoragii.

Din punct de vedere clinic in majoritatea cazurilor tumorile primare renale
evolueaza asimptomatic, exceptie facand cele de dimensiuni mari, care prin
compresiunea asupra tesutului renal si a organelor invecinate pot determina
evolutia spre insuficietd renald, cu diferite grade de compresiune medulara si
pareza a trenului posterior (Williams s.a., 1974).
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Diagnosticul se realizeazéd prin examen radiologic, ecografic si prin
biopsie.
Tumorile metastatice intalnite la nivel renal sunt carcinoamele si
sarcoamele, ce apar sub forma unor noduli multipli, iar limfosarcomul sub forma
unui nodul omogen sau noduli multipli mici gri-albiciosi (Williams s.a., 1974).
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CAPITOLUL Il. DATE ACTUALE CU PRIVIRE LA DIAGNOSTICUL
S| ETIOPATOGENEZA ENCEFALOPATIEI UREMICE
LA ANIMALELE DE COMPANIE
CHAPTER Il. THE PRESENT DATA REGARDING THE
DIAGNOSIS AND ETIOPATHOGENESIS OF UREMIC
ENCEPHALOPATHIES IN SMALL ANIMALS

Encefalopatia uremica apare in insuficienta renald acutd sau cronica,
atunci cand rata de filtrare glomerulara scade sub 10%. Manifestarile clinice ale
acestei encefalopatii sunt bine descrise si caracterizate atat pentru pacientii
umani cat si pentru animale, insa fiziopatologia ramane incerta fiind cel mai
probabil multifactoriald (Aminoff s.a., 1995).

Simptomatologia este nespecifica, iar cele mai Tintalnite semne
neurologice sunt alterari ale constientei care apar in 33% din cazuri si crizele
epileptiforme care apar la 29% din cainii si pisicile afectate (Agut s.a., 2002). Alte
simptome includ apatie, iritabilitate, ataxie, tremuraturi, mioclonii, convulsii care
apar episodic si a caror gravitate depinde stadiul de evolutie al insuficientei
renale. Daca pacientul nu este supus unei conduite terapeutice corespunzatoare,
encefalopatia uremica se incheie prin coma si ulterior moarte (Aminoff s.a., 1995).

Mecanismele fiziopatologice au la baza o serie de modificari produse de
metaboliti ai proteinelor si aminoacizilor la nivelul intregului sistem nervos
asociate cu tulburari locale si generale de metabolism. Este dificil de precizat care
toxic anume determina manifestarile neurologice, considerandu-se in momentul
de fata ca cel mai probabil sunt cauzate de un cumul de toxine uremice, hormoni,
minerale, printre care se numara compusii guanidinici, parathormonul,
hipercalcemia, scaderea activitatii GABA si a glicinei cu rol de inhibitori.

in categoria toxinelor uremice ins&, intrd o gama foarte variata de
compusii, peste 100 determinati de-a lungul timpului, si care au fost clasificati in
functie de greutatea lor moleculara si efectele pe care le determina la nivelul
organismului.

Compusii guanidinici (tabelul 2.1), rezultati din metabolismul proteic, apar
in concentratii crescute in produsele biologice ale pacientilor uremici (ser, urina,
LCR), in special 4 compusi: acidul guanidinosuccinic, guanidina, metilguanidina si
creatinina (De Deyn s.a., 2001).

Mecanismul prin care actioneazad acesti compusi se considera a fi
activarea receptorilor cu rol excitant N-methyl-d-aspartat (NMDA), precum si
inhibitia neurotransmitatorilor cu rol inhibitor GABA-ergici prin blocarea canalelor
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de CI” membranare neuronale (De Deyn s.a., 2001, Niwa s.a., 2012). Dintre
compusii guandinici se pare ca cel mai responsabil pentru manifestarile de
hiperexcitabilitate este acidul guanidinosuccinic, ce determina convulsii tonico-
clonice si descarcari epileptiforme inregistrate electroencefalografic (Duranton
s.a., 2012). De asemnea, activitatea pompei de Na'/K" este redusa, aceasta
avand importantd majora in eliberarea de neurotransmitatori, fapt ce poate
explica scaderea concentratiei acestora si activitatea sinaptica redusa constatata
in model experimental la soarecii uremici. In afectarea activitatii pompei de
Na®/K", se pare ca rolul principal il are metilguanidina (De Deyn s.a., 2001).

Tabel 2.1/Table 2.1
Concentratiile serice/plasmatice normale si patologice ale principalilor compusi
guanidinici la oameni (dupa Niwa s.a., 2012)
Normal and pathological serum/plasma concentrations of the main guanidinic
compounds in humans (Niwa et al., 2012)

Denumirea Concentratie normla | Concentratie maxima
Acid guanidinosuccinic 0.0340.01 47
ugll
Acid guanidinoacetic 222.3+79.6 693.8
guanigfr:zgutiriuc <36 1750
guanic;?:;dpfopionic <33 654
Creatina 9.7+.3 235.8
Creatinina <12 240
Guanidina <11.8 800
Melilguanidina <73 1820
SDMA 76.1£21.0 1232.2
ADMA mg/l 0.2+0.06 7.3

Acidul guanidinosuccinic (AGS) are efect inhibitor si asupra transkelotazei,
enzimd tiamin-dependentd cu implicati metabolice importante in calea
pentozofosfatilor si in ciclul Calvin, avand rol in mentinerea integritatii tecii de
mielind, ca urmare in insuficienta renala cronica in special apar demielinizari atat
la nivelul sistemului nervos central cat si la nivel periferic. AGS are implicatii
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fiziopatologice si in diateza hemoragica din insuficienta renala (Eloot s.a., 2005,
Niwa s.a., 2012).

Compusii guanidinici sunt implicati si in inhibitia sintetazei oxidului nitric ce
duce la hipertensiune si fenomene ischemice la nivel cerebral. Oxidul nitric, gaz
cu rol de neurotransmitator, controleaza circulatia sangelui si regleaza activitati
din creier, plamani, rinichi, ficat, stomac gi alte organe, influentand si tensiunea
arteriala.

in insuficienta renala se observa, de asemenea, reducerea metabolismului
cerebral, constatdndu-se niveluri crescute de creatinfosfat, adenozin trifosfat
(ATP) si glucoza, in timp ce nivelurile de adenozin monofosfat (AMP), adenozin
difosfat (ADP) si lactat sunt scazute, sugerand ca la nivelul creierului pacientilor
uremici este utilizatd o cantitate mai redusd de ATP, producandu-se mai putin
ADP, AMP si lactat cu o diminuare generalizata a metabolismului.

Nivelul calciului cerebral ar putea explica de asemenea o serie de
simptome, avand concetratie dubla fatd de creierul normal. Acest nivel ridicat de
calciu poate fi explicat prin hiperparatiroidismul secundar ce apare in insuficienta
renala, parathormonul promovand patrunderea lui la nivel celular. Studiile
realizate pe céinii cu aceasta patologie au aratat ca prin paratiroidectomie, atat
concentratia de calciu cat si modificarile activitatii bioelectrice ale creierului au
revenit la normal, modificari ce pot fi reproduse prin administrarea de
parathormon la céinii sanatosi. Aceste modificari pot fi observate si in cazul
hiperparatiroidismului primar, ceea ce sugereaza ca parathormonul are un rol
esential Tn manifestarile neurologice asociate cu insuficienta renala (Guisado s.a.,
1977, McCandless s.a., 2009, Vanholder s.a., 2003).

O alta tulburare hormonala este reprezentata de deficitul de eritropoetina,
ce se manifesta n principal prin anemie, la care se aduga fibroza maduvei ca
urmare hiperparatiroidismului. Studii recente aduc dovezi in favoarea
eritropoetinei ca factor neuroprotector in afectiunile degenerative, fapt ce sustine
si caracterul evolutiv al encefalopatiei uremice (Ehrenreich s.a., 2004). Cert este
faptul ca paratiroidectomia duce la cresterea nivelului eritropoetinei si a
eritrocitelor la scurt timp dupa operatie, de asemenea fibroza maduvei osoase
intrd Tn regresie, fapt ce aratd ca aceasta modificare este reversibila. Aceste
aspecte au fost studiate la pacientii ce necesitau hemodializa (Akmal s.a., 1984).

Ureea este considerata marker al retentie si eliminarii compusilor uremici
in general, neavand un impact biologic direct asupra starii generale a pacientilor
la valorile intalnite Tn insuficienta renala. Au fost realizate studii in care pacientilor
aflati in timpul procedurilor de hemodializa li s-a introdus in dializat uree,
ajungandu-se la concentratii ce depaseau mult cele patologice, fard modificari
majore ale starii generale, fapt ce sugereaza ca ureea singura nu are un rol
important in fenomenele de toxicitate din insuficienta renald (Vanholder s.a.,
2003).
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Toti acesti factori combinati duc la un dezechilibru intre activitatea
excitatorie si inhibitorie la nivel cerebral, contribuind astfel la modificarile
sistemice din encefalopatia uremica.

Diagnosticul encefalopatiei uremice are la baza analiza biochimica a
sangelui care releva tulburari electrolitice importante si afectarea functie renale.
Electroencefalograma, in special cea seriata, si imagistica avansata care nu ofera
insa informatii specifice, sunt utile in a exclude alte posibile afectiuni ce ar putea
cauza simptomatologia din encefalopatia uremica.

Din punct de vedere morfopatologic leziunile la nivel cerebral se
caracterizeaza prin fibroza meningiala, degenerari vasculare si neuronale focale,
edem, infarcte de mici dimensiuni mai ales ca urmarea hipertensiuni sau necrozei
focale si necroza in cerebel la nivelul stratului granular (Vite s.a., 2003).
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CAPITOLUL lll. CERCETARI PRIVIND DIAGNOSTICUL CLINIC
S| ASPECTELE EPIDEMIOLOGICE ALE INSUFICIENTEI RENALE
LA ANIMALELE DE COMPANIE
CAPITOLUL Illl. RESEARCHES ON CLINICAL DIAGNOSIS AND
EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS OF RENAL FAILURE

IN SMALL ANIMALS

Semnele clinice ale insuficientei renale variaza in functie de cauza si
gravitatea acesteia, de bolile intercurente si medicatia administrata anterior.
Diferentierea cauzei si originii uremiei trebuie sa se relizeze cat mai repede si cu
acuratete pentru a putea initia tratamentul. Azotemia poate fi de natura prerenala,
intrinseca (renald) si postrenala.

Din cauza faptului ca nu extista biomarkeri specifici pentru a stabili
gravitatea leziunilor si posibilitatea de recuperare a parenchimului renal afectat,
colectarea a cat mai multor date este necesara, bazadndu-se pe anamnez3,
examen clinic si de laborator.

Anamneza trebuie sa includa informatii despre afectiuni anterioare, semne
de voma, diaree, febra, sau alte manifestari precum crizele convulsive, sincopa,
ataxia sau dispneea. Informatii despre schimbarea mediului de viata, accesul la
plante sau substante nefrotoxice sau eventuale traumatisme ar trebui cerute
proprietarilor.

Alte elemente cum ar fi interventii chirurgicale recente, pierderile de
sange, medicatia administrata, pot constitui factori de risc pentru functia renala si
pot orienta clinicianul spre identificarea cauzei insuficientei renale.

Oliguria si anuria sunt simptome caracteristice insuficientei renale acute,
insa diureza normala sau poliuria nu o exclud. Pierderea in greutate, poliuria,
polidipsia, nocturia si analize de laborator ce indica un grad de afectare renala,
sugereaza un diagnostic de insuficienta renala cronica.

Functia renala la animalele cu IRC poate decompensa brusc dupa leziuni
ale rinichilor, cauzate de febra, voma, diaree, insuficienta cardiaca congestiva,
sau diverse medicatii. Aceasta crizad uremica, desi este o manifestare a IRC,
poate sa para acuta (Bartges s.a., 2011).

Insuficienta renalad acuta poate fi definitd ca o scadere brusca a functiei
renale, impreuna cu reducerea ratei de filtrare glomerulara, desfasurandu-se de
obicei pe parcursul a catorva ore sau zile, si avand ca rezultat acumularea de
toxine uremice, disfunctii metabolice, tulburari hidro-electrolitice si ale echilibrului
acido-bazic (Silverstein s.a., 2014). in unele cazuri afectiunile prerenale, intrinseci
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si postrenale pot coexista cu insuficienta renalad cronica, ducand impreuna la
aparitia unor manifestari similare insuficientei renale acute (Ettinger s.a., 2006).

Insuficienta renala acuta (IRA) se manifesta printr-o varietate de simptome
care au intenstitati diferite in functie de stadiul, etiologia si durata bolii. in stadiile
incipiente sunt nespecifice si slab manifestate, insd pe masurd ce boala
evolueaza devin mutisistemice si pot pune in pericol viata pacientilor (Bartges
s.a., 2011). In cele mai multe cazuri pot fi observate manifestari asociate cu
afectarea a cel putin patru sisteme sau organe: gastrointestinal, cardiovascular,
hematologic si nervos. intelegerea si constientizarea acestui ansamblu de
manifestari ale uremiei sunt necesare pentru stabilirea directivelor terapeutice.

Majoritatea semnelor clinice se agraveaza odatad cu avansarea bolii, insa
daca gravitatea acestora nu corespunde cu stadiul bolii evidentiat de investigatiile
paraclinice, alte afectiuni sau entitati morbide trebuiesc investigate. Trasaturi
simptomatice comune se observa in toate stadiile, insa in evolutia IRA sunt
intalnite sindroame clinic diferite, care ne pot orienta asupra etiologiei, gravitatii si
integritatii functionale ale rinichilor.

Spre deosedire de IRA, insuficienta renald cronica apare in decursul a
catorva luni sau chiar ani, iar semnele clinice sunt relativ moderate in
concordanta cu valoarea azotemiei.

Semnele cele mai specifice includ poliuria/polidipsia, slabirea progresiva,
aspectul neingrijit al blanii, anemie neregenerativa, rinichii cu aspect ecografic
neregulat si cu dimensiuni reduse. Diagnosticul IRC se bazeazéa, de obicei pe
asocierea anamnezei, cu examenul clinic, examenul ecografic si histopatologic
(Nelson s.a., 2009).

3.1. Materiale si metode

In perioada octombrie 2013 - aprilie 2017, in cadrul Clinicii Medicala a
Facultatii de Medicina Veterinara din lasi au fost consultati un numar de 3730 de
pacienti, dintre care 2517 céini si 1213 pisici. Din totalul de pacienti, 163 au fost
diagnosticati cu nefropatii, cu sau fara semne clinice evidente, reprezentand o
proportie de 4,36% din totalul patologiilor diagnosticate in perioada mai sus
mentionata.

Din pacientii cu nefropatii, 59 au constituit obiectul cercetarilor personale.
In studiu au fost inclusi doar cainii si pisicile pentru care s-au strans date cat mai
complete, implicand examenul clinic, examen imagistic si biochimia serului. S-a
urmarit respectarea a cel putin 2 din cele 3 criterii de incluzie principale. Repartitia
pe specii este de 32 de pisici si 27 de caini.

Pacientii au fost supusi examenului clinic general, utilizdndu-se fisa de
examen clinic, precum si examenelor complementare de diagnostic: ecografia si
examene biochimice ale sangelui si urinei. Examenul clinic s-a desfasurat
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urmarind ordinea metodelor generale semiologice. In timpul consultatiei
pacientilor, s-au notat in partea semnaletica a fisei de examen clinic datele de
identificare a pacientilor ce au inclus specia, rasa, varsta, iar in continuare,
informatiile oferite de anamneza in urma discutiilor cu proprietarii.

Diagnosticul prezumtiv s-a bazat pe datele anamnetice si investigatiile
paraclinice realizate ulterior. Stabilirea diagnosticului de insuficienta renala acuta
sau cronica s-a realizat dupa ce s-a identificat in timp Tnceputul manifestarilor
clinice observate de proprietar inainte de consultatie (cu aproximativ trei luni
inainte in cazul IRC sau brusc in cazul IRA), in functie de varsta pacientului, dar
si de aspectele ecografice ale rinichilor.

Prelevarea de sange s-a realizat preponderent din vena cefalica si
jugulara, in cantitate de 3 pana la 5 ml si repartizat in tuburi cu activator de
coagulare si tuburi cu EDTA.

Atat in cazul pisicilor cat si in cazul cainilor, stabilirea gradului de
insuficientd de renald s-a realizat conform sistemului de stadializare stabilit de
IRIS Tn anul 2013 (tabelul 3.1 si tabelul 3.2).

Tabel 3.1/Table 3.1
Stadializarea insuficientei renale cronice la caini si pisici,
dupa valoarea creatininei serice (dupa IRIS, 2013)
Staging chronic renal failure in dogs and cats considering serum creatinine values

(IRIS, 2013)
STADIU IR .
. C Observatii
Concentratie creatinina mg/dl ’
Pisici
Azotemia nu este inca prezenta, pot sa
<16 apara modificari la nivel renal, manifestate
' prin scaderea SG urinara, durere la palpatie
si modificari ecografice si histologice renale
Azotemie moderata, semne clinice
1.6-2.8
moderate sau absente
29.5 Azotemie moderata, semne de afectiuni
' extrarenale pot fi prezente
> 5 Risc crescut de afectiuni sistemice si crize
uremice
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Tabel 3.2/Table 3.2

Stadializarea insuficientei renale acute la céini si pisici, dupa valoarea creatininei
serice (dupa IRIS, 2013)
Staging of acute renal failure in dogs and cats considering serum creatinine
(IRIS, 2013)

Gradul Valoarea creatininei
mg/dl

< 16

Observatii clinice

a. Cuprinde pacientii nonazotemici, cu
semne de insuficienta renala, modificari
ecografice renale, precum si biomarker
ca glucozuria, cilindruria, proteinuria si
sedimentul urinar ce indica un porces
inflamator

b. Cresterea progresiva creatininei cu
20.3 mg/dl in 48 de ore

¢. Out put urinar <1 ml/h sau anurie

1.7-2.5

a. IRA diagnosticata, cu azotemie
progresivd sau nonprogresiva, semne
clinice de intensitate moderata

b. Cresterea progresiva creatininei cu
20.3 mg/dl in 48 de ore

c. Out put urinar <1 ml/h sau anurie

2.6-5

5.1-10

>10

IRA moderata pana la grava, insotita de
cresterea progresivd a azotemiei, Si
agravarea semnelor clinice

Analiza statistica a datelor s-a realizat utilizand software-ul IBM SPSS 21.
Variabilele luate in calcul pentru realizarea analizei statistice s-au referit la gradul
si tipul de insuficienta renala, valoarea creatininei si ureei, precum si a semnele
clinice generale, cum ar fi: modificarile de tranzit intestinal, voma, pica, anemia,
prezenta sau absenta infectiilor urinare, a afectiunilor cardiace, imunizarile
realizate, precum si valoare temperaturii, frecventei cardiace, respiratorii, si tipul

de hrana administrata.

Analiza statistica a fost realizata cu testele Mann Withney si Ttest paired
samples cu un prag de semnificatie stabilit la p<0,05.
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3.2. Rezultate si discutii

Grupul de pisici a fost constituit din 32 de exemplare, 14 femele si 18
masculi, cu varste cuprinse intre 2.3 ani si 18 ani. Pisicile au fost ulterior impartite
pe tipul de manifestare si afectare renald, si anume in pacienti cu insuficienta
renald cronica si acuta.

Pisicile cu IRC au fost reprezentate in proportie de 60% de femele, iar in
ceea ce priveste statusul reproducator, 61.5% din pacientii felini au fost castrati.
Pisicile au avut varste cuprinse intre 3 si 18 ani, cu o medie de varsta de 14.06,
asemanatoare cu cea mentionata in literatura de specialitate de 12.6 ani (Ettinger
s.a., 2006).

Dupa examenele paraclinice s-a stabilit diagnosticul, impreuna cu
incadrarea in stadiul de insuficientd renald corespunzéator concentratiei serice a
creatininei. Conform valorilor obtinute, s-au stabilit urmatoarele: 40% din pacientii
prezentati la clinica au fost incadrati in stadiul IV al insuficientei renale, 15 in
stadiul 1ll, 35 % n stadiul Il, si 10% in stadiul I.

Majoritatea semnelor clinice semnalate in insuficienta renala sunt
consecinta a uremiei, uremia fiind stadiul clinic spre care toate afectiunile renale
converg in final. Desi termenul de uremie a fost utilizat initial pornind de la
premiza ca toate manifestarile clinice sunt cauzate de retentia metabolitilor
excretati in mod normal prin urind, o serie de disfunctii metabolice si endocrine au
fost implicate, nu doar insuficienta renalé in sine.

Uremia trebuie Tnsa diferentiatd de azotemie, care semnifica acumularea
de produsi azotati neproteici in sdnge, printre care creatinina si ureea sunt cele
mai frecvent determinate pentru a evalua functia excretorie renala. Azotemia
poate sa fie o consecinta a perfuzie renale deficitare (azotemie prerenald),
insuficientei renale intrinseci (azotemie renald), obstructiilor, traumatismelor,
rupturilor si perforatiilor cailor urinare (azotemie postrenala). Pacientii care
prezintd o azotemie usoara, rareori manifestd semne clinice caracteristice
uremiei, insa toti pacientii uremici sunt azotemici. Desi azotemia este un indicator
al insuficientei renale, este important de retinut ca este doar o componenta a
dezechilibrelor endocrine si metabolice care duc la uremie. Stadiile avansate ale
IRC reprezintd cauza cea mai frecventa a uremiei (Elliot s.a., 2007).

Ureea consideratd anterior toxina majora, nu este cauza principala a
toxicitatii uremice, insa contribuie la o serie de simptome cum ar fi apatia, voma si
anorexia. La gravitatea acestor manifestari digestive se considera ca ar putea
contribui si cresterea nivelului de leptina (Ettinger s.a., 2006).

Numerosi compusi azotati cu greutate moleculara cuprinsa intre 500-
12000 D, nu sunt eliminati corespunzator in insuficienta renald cronica si
contribuie la morbiditatea si mortalitatea pacientilor cu aceasta afectiune.
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Pe de alta parte, o serie de hormoni cum ar fi hormonul paratiroidian,

luteinizant, insulina, prolactina si glucagonul au concentratii serice crescute ca

urmare a stimularii secretiei glandulare dar si a scaderii catabolismului renal.

Primele semne clinice luate in calcul in analiza statistica au fost cele
urinare, din care prezenta afectiunilor inflamatorii la nivelul tractului urinar - cistita,
ce a fost raportatd la 25% din pacienti. Diagnosticul de cistitd s-a bazat pe
examenul ecografic ce evidentia peretele ingrosat al vezicii urinare si pe citologia
urinara (fig. 3.1) cu prezenta neutrofilelor si a bacteriilor, precum si pe examenul
bacteriologic.

In studiile mentionate de Ettinger si colaboratorii (2006), infectiile tractului
urinar inferior au fost sesizate la aproximativ 20% din pisicile afectate,
considerandu-se ca acestea sunt urmarea compromiterii sistemului imunitar ce
poate sa apara secundar IRC.

Poliuria/polidipsia a fost intélnita la 87.5% din pacienti si se refera la
formarea si eliminarea unor cantitati excesive de urina ce pot depasi 50 ml/kg/zi,
iar polidipsia la consumul crescut de apa si lichide ce depasesc 100 ml/kg/zi.

A : v

Fig. 3.1. Cistita-motan 3 ani, rasa Europeana;
prezenta de hematii crenelate, celule inflamatorii si bacterii
Urocystitis, crenelated eritrocytes, inflammatory cells and bacteria — tomcat,
Domestic Shorthair 3 yo

Afectiunile renale, in special insuficienta renald cronica, reprezintd una
dintre cele mai frecvente cauze ale poliuriei cat si ale polidipsiei. Capacitatea
redusa de a concentra urina, este rezultatul mai multor factori: cresterea incarcarii
cu solviti pentru nefronii functionali, afectarea arhitecturii medulare si a
mecanismului multiplicator contracurent, precum si reducerea raspunsului renal la
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hormonul antidiuretic. Cresterea fluxului la nivel tubular la pacientii cu insuficienta
renala poate reprezenta o cauza a scaderii raspunsului la ADH. Aceasta poate sa
apara si ca urmare a hiperfiltrarii la nivelul nefronilor ramasi functionali, in
incercarea de a creste rata de filtrare glomerulara, ca urmare a scaderii
reabsorbtiei sodiului si clorului, ce are loc pentru a preveni acumularea acestora
in organism.

Polidipsia apare ca mecanism compensator al poliuriei, Thsa daca
consumul de lichide nu poate compensa pierderea urinara apare deshidratarea.
Aceasta este urmarea reducerii capacitatii renale de a retine apa si de a
concentra urina (Eliott s.a., 2007; Ettinger s.a., 2006)

Semnele digestive mai des mentionate au fost modificarile de apetit si
tranzit, pica si voma. Apetitul selectiv a fost mentionat la 45% din pacienti, la 55%
apetitul era absent, valori asemanatoare fiind obtinute si in studiul lui Elliot si
Barber (1998), in care lipsa apetitului a fost notata la 43.6% din cele 80 de pisici
uremice luate sub observatie.

Reducerea apetitului pare a avea origini multifactoriale, studiile pe model
experimental mentioneaza existenta unui "factor anorectic” in plasma pacientilor
uremici care poate poate produce supresia apetitului (Anderstan s.a., 1996).
Nivelul seric crescut de leptina poate fi de asemenea un factor contributor la
anorexie (Wolfe s.a, 2002). Senzatia de greata si pervertirea gustului ca urmare a
nivelului crescut al ureei si compusilor amoniacali din saliva, pot contribui de
asemenea la scaderea apetitului (Barteges s.a., 2011).

In plus, nivelurile ridicate de gastrina au fost implicate n aparitia gastritei
uremice. Gastrina este un hormon care induce secretia de acid gastric direct prin
stimularea receptorilor localizati pe celulele parietale gastrice si prin cresterea
eliberarii de histamina din mastocitele din mucoasa gastrica. Gastrina este in mod
normal excretatd prin rinichi, iar nivelul seric al acesteia poate sa creasca pe
masura ce functia renald scade. Nivele serice ridicate de gastrind au fost
observate la pisici cu IRC idiopatic (Goldstein s.a., 1998). Nivelurile crescute de
gastrina pot stimula hiperaciditatea gastrica si eventuala iritatie si ulceratiile.
Cresterea eliberarii de histamind poate promova, de asemenea, ulceratiile
gastrointestinale si necroza ischemica a mucoasei printr-un mecanism vascular
caracterizat prin dilatatia capilarelor si venelor mici, cresterea permeabilitatii
endoteliului si tromboza intravasculara (Lemarie s.a., 1995)

Voma a fost raportata la 50% din pacienti, fiind provocata de efectul unei
serii de toxine Tncé neidentificate, asupra centrului vomei si de gastrita uremica.
Severitatea si frecventa episoadelor de voma se coreleaza pozitiv cu nivelul
uremiei. Voma poate impiedica polidipsia compensatorie (Barteges s.a., 2011).

Pica s-a manifestat la 20% din pisicile cu IRC, prin consumul ocazional in
cantitati mici de nisip din litiera, urmat de multe ori de voma. Pica este mentionata
in literatura de specialitate ca fiind unul din semnele clinice ale anemiei, in special
a celei asociate cu deficienta de fier (Giger U., 2006). Analiza statistica in cadrul
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grupului de pacienti luati in studiu a evidentiat o corelatie intre pica si anemie (r
=-0.478, p<0.05)

Tranzitul digestiv a fost mentionat ca fiind redus, tradus prin absenta
defecarii in ultimile 2 zile pentru majoritatea pacientilor (63.5%), justificat de
deshidratare si reducerea apetitului. Diareea raportata la 10.5 % din subiecti, a fost
mai putin dramaticad in ceea ce priveste manifestarea decat gastrita uremica
(Bartges s.a., 2011).

Pentru pacientii luati in studiu s-a recomandat si realizarea
hemoleucogramei, observandu-se reducerea numarului de eritrocite la 55.6% din
pisicile cu IRC. Din punct de vedere clinic anemia s-a manifestat prin apatie,
aspectul palid al mucoaselor, scaderea apetitului. In studiul realizat de Chalhoub
si colaboratorii, s-a mentionat o frecventd de 30-65% a anemiei la pisicile cu IRC,
Cu progresia acesteia pe masura ce semnele clinice avanseaza.

Alta serie de informatii introduse in analiza au facut referire la regimul de
hranire si tipul de hrana administrat pacientilor. O proportie de 47.4% din pisici au
fost hranite cu hrana comerciala, iar 36.8% cu hrana mixta ce implica atat hrana
specifica felinelor cat si mancare gatitd. Raportdri asemanatoare au fost
constatate si in studiul realizat de Green in 2014, pe un numar de 1230 de pisici
cu IRC, 64% din acestea consumand hrana uscata inainte de a fi diagnosticate.
Exista ipoteze conform carora alimentatia, in special hrana uscata comerciala, ar
reprezenta un risc in aparitia si progresia bolii renale cronice, ca urmare a unor
posibile dezechilibre nutritionale, precum si a continutului redus in apa, ce ar
putea expune animalele la o stare cronica de deshidratare usoara
(www.catinfo.org, www.animalendocrine.com). De asemenea, un factor de risc
pentru aparitia si progresia bolii renale, poate sa-lI constituie hranirea ad-libidum,
conform studiului realizat de Hughes si colaboratorii (2002). Toti pacientii inclusi
in studiu, atat cei cu IRC céat si cei cu IRA, au fost hraniti in aceastd maniera.

in cazul pacientilor diagnosticati cu IRC se recomanda administrarea unei
diete cu cantitate redusa de proteine, cu un grad de umiditate de cel putin 70%
(Backlund s.a., 2011; Ross s.a., 2010).

Din pisicile diagnosticate cu IRC, 50% din acestea prezentau afectiuni
cardiace, cardiomiopatie hipertrofica, Tn majoritatea cazurilor Tinsotita de
hipertensiune arteriala (Fox, 2003). in studiul realizat de Hickey si colaboratorii
(2014) s-a demonstrat ca in comparatie cu pisicile tinere si adulte fara afectiuni
renale, cele cu insuficienta renald erau mai expuse la cardiopatii, in special
cardiomiopatie hipertrofica cu OR: 4.9, 95% CI: 1.4-18.1, p = 0.04 pentru pisicile
tinere (sub 5 ani) si OR: 4.7, 95% CI: 2.15-11.0, p < 0.01 pentru pisicile adulte
(peste 7 ani).

In cazul constantelor fiziologice inregistrate pentru fiecare pacient s-a
putut observa cresterea frecventei cardiace la pacientii anemici (= - 0.612,
p<0.05) (Saftencu s.a., 2016).
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Pisicile cu IRA au fost in numar de 12, reprezentate de 10 de masculi si 2
femele, din care 58.3% din exemplare au fost sterilizati. in cazul a 41.6% din
pacienti, IRA a fost de origine postrenala, cauzata de obstructii uretrale, asociate
de cele mai multe ori cu prezenta microlitiazei cu struviti. Ceilalti pacienti au fost
afectati fie de o boala infectioasa (58.4%), de afectiuni congenitale cum ar fi
rinichiul polichistic observat la un mascul din grup sau de intoxicatia cu etilen-
glicol (fig. 3.2).

Pisicile din acest grup au avut varste cuprinse intre 1 an si 8 ani,
majoritatea (77.7%) situdndu-se Tn grupa de varsta 2-3 ani. O proportie de 50%
din pacienti au fost incadrati in stadiul V, stadiul IV 25 %, stadiul Ill 8.3% si 16.7%
in stadiul Il. In cazul varstei, se observa astfel o sciddere a mediei de varsta in
cazul pacientilor cu IRA (r*=-0.814, p<0.01), in comparatie cu pacientii cu IRC.
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Fig. 3.2. Cristale de oxalat de calciu monohidrat-motan, 3 ani, rasa Europeana
intoxicatie cu etilen-glicol
Calcium oxalate crystals - tomcat, 3 yo, Domestic Shorthair — antifreeze intoxication

Dupa efectuarea hemoleucogramei s-a constatat prezenta anemiei la 30%
din pacienti. Din reprezentanti, doar un singur pacient prezenta o afectiune
cardiaca.

in ceea ce priveste semnele digestive, nu au fost inregistrate diferente
statistice mari intre grupul de pisici cu IRA si cel cu IRC. S-a observat lipsa
apetitului la 66.7% din pacienti, insotit de o proportie identica, reprezentand
tranzitul digestiv redus, tradus prin absenta defecarii sau producerea de fecale in
cantitate redusa. Pica nu a fost raportata la niciun pacient.
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Din cauza faptului ca IRA la 41.6% din pacienti a fost cauzata de
obstructia uretrala, ce varia ca durata de la 12 la 36 de ore, acesti pacienti au
prezentat si infectii urinare.

Grupul céinilor cu insuficienta renala ce a constituit obiectul cercetarii, a
constat intr-un numar de 15 exemplare, cu varste cuprinse intre 7 luni si 24 de ani.
in grupul cu IRC au fost incadrati 12 pacienti, iar 3 pacienti au fost diagnosticati
cu IRA. Examenul clinic a decurs Tn mod asemanator cu lotul de pisici.

Din pacientii canini cu IRC, in numar de 20 luati in studiu, 51.9% au fost
reprezentati de masculi. in ceea ce priveste statusul reproducator al cainilor 61.9
% din total erau integri. Media de varsta a grupului este de 10.9 ani, similara cu
media de varsta de 12 ani mentionata de Ettinger si colaboratorii.

incadrarea pe grade de insuficientd renald s-a realizat dupa efectuarea
investigatiilor paraclinice astfel: 54.5% au fost incadrati in stadiul IV, 22.7% in
stadiul Il si 22.7% in stadiul III.

Semne de inflamatie cu origine bacteriana la nivelul tractului urinar au fost
observate la 5 pacienti. Protocolul de diagnostic al afectiunii inflamatorii a fost
acelasi ca si in cazul pacientilor felini.

Semnele digestive cele mai frecvent notate au inclus voma, apetitul redus
sau selectiv, precum si modificarile de tranzit, cu reducerea frecventei defecarii
sau diaree. Absenta apetitului a fost intalnité la 45.5% din pacienti, voma la
51.9%, iar modificarile de tranzit au inclus reducerea acestuia la 57.9% din caini,
diareea la 36.8%, la 3 dintre pacienti avand caracter hemoragic. Enterocolita
uremica nu este foarte frecvent intalnitd la pacientii cu IRC, insa atunci céand
apare are de cele mai multe ori caracter hemoragic (Bartges s.a., 2011)

Pica nu a fost intalnita la nici un céine diagnosticat cu insuficienta renala.

Rezultatele acestea sunt asemanatoare cu cele obtinute de O'Neill si
colaboratorii in 2013 pe un grup de 228 céaini, ce au identificat entitatile comorbide
mai sus mentionate n proportii variabile (voma 50%, apetit redus 39.5%, afectiuni
cardiace 29.6%).

Tipul de hrana administrat pacientilor a constat in cazul a 81.8% in
amestec de hrana comerciala si mancare gatita, iar la 13.6% din pacienti li s-a
administrat hrana comerciala.

Investigatiile paraclinice au pus in evidenta prezenta anemie la 68.4% din
pacientii consultati si al afectiunilor cardiace la 35% din céinii cu IRC. Afectiunile
cardiace diagnosticate au fost endocardioza valvulara si cardiomiopatia dilatativa.

Anemia din insuficienta renald este de obicei hiporegenerativa,
normocromica si normocitica, fiind de cele mai multe ori proportionala cu gradul
de pierdere a functionalitatii renale. Principalul mecanism care std la baza
anemiei de origine renald este productia insuficienta de eritropoetina (EPO) de
catre rinichi. EPO stimuleaza productia de eritrocite la nivelul maduvei osoase,
prin cresterea duratei de supravietuire a unor precursori eritroizi.
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Desi principala cauzd a anemiei in aceasta afectiune este deficitul de
EPO, originile anemiei sunt multifactoriale, aceasta fiind de cele mai multe ori
exacerbata de bolile intercurente si malnutritia. Alte cauze importante ale anemiei
sunt reprezentate de deficitul de fier si pierderile cronice de sange la nivelul
mucoaselor tubului digestiv, care pot fi prezente chiar si in absenta colorarii
caracteristice a materiilor fecale (Bartges s.a., 2011).

Analiza constantelor fiziologice a evidentiat scaderea temperaturii
corporale corelaté cu gravitatea insuficientei renale (r’= - 0.694, p<0.01).

Cainii cu IRA in numar de 5 pacienti, au fost reprezentati de 3 masculi si
2 femele. Doi pacienti au fost diagnosticati cu insuficienta renala stadiul V, 2 cu
stadiul lll si un pacient cu insuficienta renala stadiul I.

Cei cu insuficienta renala stadiul V s-au prezentat la clinica cu anurie de
durata variabila, intre 12 si 24 de ore, cauzatd de o anemie hemolitica intensa
(fig. 3.3) si de administrarea de antiinflamatoare nesteroidine pe o perioada de 5
zile, unui pacient ce probabil prezenta deja o afectiune renala.

S
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Fig. 3.3. Céine, 8 ani, icter si anemie hemolitica
Hemolytic anemia and icterus, dog, 8 yo

3.3. Concluzii partiale

1. Insuficienta renald este una dintre cele mai des intalnite afectiuni la
animalele de companie.

2. Oliguria si anuria sunt simptome caracteristice IRA, dar nu intotdeauna
prezente, de aceea formele non-oligurice trebuie diferentiate de poliuria din IRC.

3. Principalele semne clinice ale insuficientei renale au fost inapetenta,
poliuria/polidipsia, voma si deshidratarea.

4. Cei mai multi pacienti s-au situat in grupa de varsta de peste 7 ani, atat
in cazul céinilor cat si in cazul pacientilor felini.

5. Comorbiditatile principale asociate IRC, la pacientii luati in studiu au
fost gastrita, anemia si infectii ale tractului urinar.
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CAPITOLUL IV. INVESTIGATII PRIVIND DIAGNOSTICUL
PARACLINIC AL INSUFICIENTEI RENALE
LA ANIMALELE DE COMPANIE
CAPITOLUL IV. INVESTIGATIONS ON PARACLINIC DIAGNOSIS
OF RENAL FAILURE IN SMALL ANIMALS

Insuficienta renald este una dintre cele frecvent diagnosticate patologii la
animalele de companie, avand o evolutie acutd sau cronica. Diferentierea celor
doud forme clinice ale acestei afectiuni prezintd o importantd majora deoarece
insuficienta renald acutd este reversibild, pe cand cea cronicd nu, avand o
evolutie progresiva.

Uneori semnele clinice ne pot ajuta in stabilirea unui diagnostic cert, insa
de multe ori simptomele sunt asemanatoare, dar anamneza completa, examenul
fizic, examenul ecografic si biochimia sangvind ne pot ajuta in a face aceasta
distinctie.

Mecanismele fiziopatologice sunt diverse si complexe, iar intelegerea lor
poate ajuta la descoperirea unor noi strategii terapeutice, dar si de preventie a
acesteia.

Din pacate, metodele moderne de tratament ce includ metodele de
epurare extrarenalda, dar si transpalantul renal, nu sunt disponibile tuturor
pacientilor, iar costurile ridicate reprezintd cel mai mare impediment. De aceea in
cazul nefropatiilor animalelor de companie preventia trebuie sa fie realizatd cu
responsabilitate de catre medicul veterinar.

4.1. Examenele biochimice si hematologice
la pacientii cu insuficieta renala

4.1.1. Materiale si metode

Studiile s-au desfasurat in perioada octombrie 2013-aprilie 2017, in cadrul
Clinicii Medicale a Facultatii de Medicina Veterinara din lasi. Au fost consultati un
numar de 3730 de pacienti, dintre care 2517 caini si 1213 pisici. Din totalul de
pacienti, 163 au fost diagnosticati cu nefropatii cu sau fara semne clinice
evidente, reprezentand o proportie de 4,36% din totalul patologiilor diagnosticate.

Din pacientii cu nefropatii, 68 au constituit obiectul cercetarilor personale,
36 de pisici si 32 de caini. Criteriile de includere a pacientilor le-au constituit
examenul clinic, examenul imagistic si biochimia serului. S-a urmérit indeplinirea
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a cel putin 2 din cele 3 criterii principale. Stabilirea diagnosticului de insuficienta
renala acuta sau cronica s-a bazat pe datele anamnetice si investigatiile
paraclinice realizate ulterior.

Prelevarea de sange s-a realizat preponderent din vena cefalica sau
jugulara, in cantitate de 3 pana la 6 ml, repartizat in tuburi cu activator de
coagulare si tuburi cu EDTA.

Atat in cazul pisicilor cat si in cazul cainilor, stabilirea gradului de
insuficientd renala s-a realizat conform sistemului de stadializare stabilit de IRIS
in anul 2013.

Biochimia serica a fost realizata cu ajutorul analizorului automat Accent
200, utilizdndu-se metode enzimatice, fotometrice si ISE indirectd pentru
determinarea parametrilor recomandati. Investigatile hematologice au fost
realizate cu ajutorul analizatorul hematologic ABC Vet.

Examenul ecografic s-a realizat cu ajutorul ecografului Aquila Pro Vet
dotat cu sonde sectoriale de 5 si 7,5 MHz.

Analiza statistica a datelor s-a realizat utilizand software-ul IBM SPSS 21,
utilizand testele Mann Withney si Ttest paired samples cu un prag de semnificatie
stabilit la p<0,05. Variabilele luate in calcul au fost: specia, sexul, gradul de
insuficienta renald, tipul de IR, valorile creatininei, ureei, potasiului, sodiului,
fosforului, magneziului, calciului total, proteinemiei, enzimelor hepatice (TGP, PA,
TGO, GGT), a colesterolului, fierului, eritrocitelor, hematocritului, hemoglobinei,
volumului eritrocitar mediu (VEM), concentratiei hemoglobinei eritrocitare medii
(CHEM), leucocitelor si proportia de limfocite, granulocite, bazofile, monocite,
eozinofile si reticulocite.

Pacientii au fost impartiti ulterior pe grupe, in functie de specie si tipul de
insuficienta renala.

4.1.2. Rezultate si discutii

Grupul pisicilor cu IRC a fost reprezentat de 22 pacienti, 12 femele si 10
masculi, 21 dintre subiecti fiind sterilizati.

in ceea ce priveste incadrarea pe grade de insuficienta renald majoritatea
pacientilor - 40.9 (n=9)% s-au prezentat la clinicd cu boala renald cronica, in
stadiul terminal-gradul V.

Pacientii cu IRC stadiul Ill au fost inregistrati intr-o proportie de 18.2%
(n=4), iar cei cu IRC stadiul Il au reprezentat 36.4% (n=8) din totalul pacientilor
felini ce au constituit acest grup. Un singur pacient s-a prezentat in stadiul
incipient al bolii.

in cadrul studiului au fost luate in calcul si analizate potentialele corelatii
ale dezechilibrelor minerale si electrolitice, impreuna impactul clinic al acestora.

Hiperfosforemia este cel mai intalnit dezechilibru mineral la pacientii cu
insuficientd renald cronica. Rinichii joacd un rol important in metabolismul
fosforului, reprezenténd calea de excretie principala. Fosforul este filtrat liber prin
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rinichi si reabsorbit in proportie de 90%, cea mai mare parte a procesului de
reabsorbtiei avand loc in tubul proximal. Procesul este reglat dupa un transport
tubular maximal a carui valoare este apropiata de cantitatea de fosfor filtrata.
Daca consumul de fosfor ramane nemodificat iar rata de filtrare glomerulara
scade, acesta va duce la retentia de fosfor in organism si in cele din urma la
hiperfosforemie.

in primele stadii ale insuficientei renale valorile fosforemiei raman in limite
normale, urmare a unui mecanism compensator, ce constd in scaderea
reabsorbtiei fosforului la nivelul nefronilor sanatosi. Acest mecanism adaptativ
tubular este de cele mai multe ori rezultatul hiperparatiroidismului secundar.
Cresterea nivelului parathormonului stimuleaza excretia renald a fosforului prin
reducerea transportului tubular maximal pentru reabsorbtia fosforului la nivelul
tubilor proximali, prin intermediul sistemului adenilat ciclazei. Cand RFG scade
sub 20%, acest mecanism nu mai este capabil s& mentina nivelul fosforului in
limite normale (Bates s.a., 2008, Schropp s.a., 2006).

Consecinta cea mai importantd a hiperfosfatemiei este aparitia si
progresia hiperparatiroidismului secundar. Cresterea activitatii serice a PTH-ului
la pacientii cu IRC se coreleaza pozitiv cu nivelul fosfatemiei.

Cresterea nivelului seric al fosforului si un nivel normal al calciului, duce la
cresterea produsului calciu x fosfor. Daca acest produs depéaseste valoarea 70,
apare riscul precipitarii fosfatului de calciu la nivelul arterelor, articulatiilor si
tesuturilor moi. Acest proces poartd numele de calcificare metastatica.
Calcificarea este mai evidenta la nivelul organelor secretoare de protoni, cum ar fi
rinichii si stomacul, insa si in organe ca miocardul, pulmonii si ficatul.

Hiperfosfatemia a fost corelatd cu cresterea ratei mortalitatii atat la
pacientii umani cat si la céinii cu IRC. La pacientii umani supusi procedurilor de
hemodializa, s-a constatat o crestere a mortalitatii la valori ale fosforului peste
6.5mg/dl (Ettinger s.a., 2006).

Valori peste 6 mg/dl la animalele mici sunt considerate patologice. In
scopul unei analize cat mai fidele ale acestui dezechilibru mineral, in grupul luat
in studiu s-au exclus probele care prezentau semne de hemoliza, deoarece prin
hemoliza se elibereaza fosfat organic din eritrocite in ser sau plasma, ducénd la
cresterea artefactuala a fosforului seric (DiBartola s.a., 2006, p: 195-209).

Valorile inregistrate Tn grupul pisicilor cu IRC au o medie de 8.7 mg/dl cu
deviatia standard (S. D.) de 6.1 mg/dl. In mod obignuit se poate observa corelatia
valorii fosforului cu cea a creatininei si ureei, si implicit cu gradul de insuficienta
renal, corelatii intalnite si in grupul nostru (r*=0.745, p<0.001-corelatie pozitiva cu
creatinina, r’=0.881, p<0.001-corelatie pozitiva cu ureea, si ’=0.680, p<0.004 cu
stadiul insuficientei renale).

In cazul modificarilor metabolismului potasiului in acest grup de pacienti a
fost intalnita hipokalemia, deficit electrolitic intalnit in principal la pisicile cu IRC.
La céinii cu aceasta afectiune hipokalemia nu este observata frecvent.
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Existd studii care sustin faptul ca hipokalemia indelungatd ar putea
constitui cauza aparitiei si progresiei insuficientei renale la pisici, si nu doar o
consecinta a acesteia.

Mecanismul aparitiei hipokalemie la pisicile cu IRC se bazeaza pe aportul
deficitar, precum si pe pierderile crescute la nivel renal. Rinichii sunt responsabili
pentru reglarea cantitatii de potasiu, astfel desi cantitati crescute de potasiu apar
in filtratul glomerular, cea mai mare parte a acestuia este reabsorbit Thainte de a
ajunge la nivelul tubilor distali. Potasiul care apare in urina este rezultatul secretiei
celulelor tubulare de la nivelul portiunii distale a nefronilor. Fiind excretat la acest
nivel, cantitatea de potasiu este afectata direct de rata fluxului urinar, astfel
cresterea acestuia stimuleaza secretia de potasiu.

La pacientii cu IRC secretia de potasiu la nivel gastrointestinal pare de
asemenea sa fie crescuta, in special la nivelul colonului.

Polimiopatia hipokalemica este intélnita deseori la pacientii cu IRC, in
special la pisici.

Semnul clinic cel mai important asociat hipokalemiei, indiferent de cauza
acesteia, este slabiciunea musculara generalizatda, ce se manifesta prin
vetroflexie cervicala, mers, plantigrad, intepenit si nesigur (fig. 4.1, fig. 4.2).

Fig. 4.1. Pozitie caracteristica in hipokalemie (ventroflexie cervicala)-original
Classical position in hypokalemia (cervical ventroflection)-original
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Fig. 4.2. Mers plantigrad, pisica, 8 ani, insuficienta renala cronica gradul IV-original
Plantigrad walking, cat, 8 yo, IV grade chronic renal failure -original

Hipokalemiile se manifesta clinic, de cele mai multe ori prin tulburari
neuromusculare, ca urmare a efectului la nivelul potentialului membranar de
repaus, ducand la o hiperpolarizare a membranei celulare, ce devine mai putin
reactiva la stimuli.

De asemenea pot sa apara tulburari de ritm cardiac. Slabiciunea pe trenul
posterior si postura plantigrada pot fi intalnite si din cauza hiperfosforemiei, care
poate interfera transmiterea impulsurilor nervoase, sau cauzata de nivelul scazut
al calciului sau magneziului.

Un factor de risc al hipokalemie il reprezinta dieta cu produse acidifiante,
continut redus in magneziu, precum si cu un continut crescut in proteine (Ettinger
s.a., 2006).

Potasiul a fost dozat la 15 din cei 22 de pacienti felini diagnosticati cu IRC,
inregistrandu-se valori medii de 3.8 £ 0.6 mmoli/L (fig. 4.3). S-au observat o serie
de particularitati in ceea ce priveste corelatile cu variabilele introduse in studiul
acestui grup de pacienti. Dupa cum este mentionat, de altfel, si in literatura de
specialitate odata cu Tnaintarea in varsta a pisicilor se poate constata scaderea
potasemiei, aspect denumit hipokalemie idiopatica (Kerr s.a., 2002, p: 81-85). in
studiului de fatd s-a observat o corelatie negativa (P=-0.721, p<0.05), intre
valoarea potasiului si varsta pacientilor, aspect care poate fi influentat si de
afectiunea renala in curs (Ettinger s.a., 2006).
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Fig. 4.3. Biovarialitatea kalemiei la pisicile cu insuficienta renala in functie
de tipul de manifestare a afectiunii
Biovariability of kalemia in cat with renal failure depending on the type of renal failure

Desi majoritatea pacientilor din acest grup nu au prezentat modificari ale
kalemiei (n=10), s-au inregistrat corelati negative cu creatinina (r*=-0.545,
p<0.05) si ureea (r*=-0.761, p<0.01), ceea ce indica faptul ca pe masura ce boala
renala cronica avanseaza, nivelul potasiului scade.

S-a realizat si analiza comparativa a valorii potasiului intre cele 2 grupuri de
pisici, obsevandu-se ca majoritatea pacientilor s-au situat in limitele fiziologice, iar
hiperkalemia a fost intalnita doar la pacientii cu IRA (Ettinger s.a., 2006) (fig. 4.3).

Calciul total in cazul pisicilor din grupul IRC este la limita superioara, cu o
medie de 10.7 £2.06 mg/dl.

Concentratiile crescute ale calciului total seric la pacientii cu IRC apar
preponderent ca o consecinta a cresterii complexarii calciului cu anionii organici si
anorganici ce pot avea concentratii mai mari in IRC, cum ar fi citratul, fosfatul sau
sulfatul (Schenck s.a., 2003). Hipercalcemia in IRC trebuie diferentiatd cu atentie
de nefropatia hipercalcemica sau de afectarea renala indusa de hipercalcemia
ionizata. Hipercalcemia cauzata de prezenta unui proces tumoral malign sau
hipervitaminoza D sunt cele mai frecvent relationate cu nefropatia hipercalcemica.
Ambele conditii pot duce la cresterea produsului calciu x fosfor, ceea ce duce la
mineralizare renald, inflamatie si fibroza.
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O modalitate de a distinge relatia cauza-efect dintre rinichi si hipercalcemie
este determinarea calciului ionic, doar excesul de calciu ionizat determina leziuni
la nivel renal.

Hipercalcemia in insuficienta renald poate sa apard si ca urmare a
administrarii unor doze mai mari de chelator de fosfor pe baza de carbonat de
calciu sau de vitamina D (Bartges s.a., 2011).

Probele de sénge pe care s-au facut aceste dozari apartin pacientilor
prezentati pentru prima oara la control pentru diagnosticul acestei afectiuni, si nu
au primit nicio medicatie capabila sa influenteze rezultatul determinarilor. Pacientii
care au primit anterior chelatori de fosfor pe baza de carbonat de calciu, au fost
exclusi din studiu.

Sodiul a fost dozat la 8 din cei 22 de pacienti ai grupului, cu o valoare
medie de 153+6,6 mmol/L, si au fost inregistrati 2 pacienti cu hiprenatremie si un
pacient cu hiponatremie, ambele dezechilibre putand fi intalnite in IRC (Park s.a.,
2014).

Magneziul a fost dozat la 6 pacienti din grup, inregistrandu-se o valoare
medie de 2.4+0,65 mg/dl, situata la limita superioara. Hipermagneziemia este des
intalnitd la pacientii cu IRC, deoarece rinichii sunt principalii responsabili de
excretia magneziului (Gilroy s.a., 2003). Semnele clinice ale hipermagneziemiei
atunci cand ea este severa sunt de obicei caracterizate de hipotonie, slabiciune
musculara (Kerr M., 2003, p:97-98). Aceasta simptomatologie este intalnita
frecvent la pacientii cu insuficientd renala, insa cauzele pot fi multiple, implicand
mai multe dismineraloze si tulburari electrolitice.

in scopul eliminarii cresterilor artefactuale ale valorilor magneziului,
probele hemolizate si cele ale pacientilor cu lipemie au fost eliminate din analiza
statistica.

Parametrii determinati pentru evaluarea functiei hepatice au fost TGP
evaluat la 14 pacienti, PA la 11 si GGT la 6 pacienti, din pisicile cu IRC.

Valoarea medie inregistratd pentru TGP a fost de 75.1x54.5 u/L, iar
corelatii au fost observate cu determinarile colesterolului (r’=0.998, p<0.05). In
cazul corelatiei cu colesterolul, nivelul transaminazelor poate fi asociat frecvent cu
cel al colesterolului, in special in cazurile de lipidoza hepatica. Lipidoza hepatica
poate fi asociatd cu IRC, pe fondul obezitatii pacientilor (Zhou-wen Chen s.a.,
2008).

in ceea ce priveste nivelul GGT, s-a observat o corelatie pozitiva
(r*=0.853, p<0.05) cu valoarea leucocitelor, existand studii care au demonstrat ca
aceastd enzima poate fi consideratd marker al inflamatiei si utilizatad in evaluarea
riscului afectiunilor cardiovasculare (Lee s.a., 2008). in IRC inflamatia a fost
identificatéd si recunoscutd ca o componentd importantd in aceasta afectiune,
contribuind la evolutia afectiunilor cardiovasculare asociate acestei boli (Akchurin
s.a., 2015)
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Hemoleucograma este testul ce poate furniza detalii importante pentru a

orienta diagnosticul in general, Tnsad in cazul pacientilor cu insuficienta renala

importanta acesteia rezida din faptul ca ne furnizeaza informatii in special asupra

existentei si gravitatii anemie, avand impact direct asupra schemei de tratament,
stabilite Tn corelatie cu rezultatul biochimiei sangvine.

=8

£ ol
Fig. 4.4. Mucoase palide, pisica, 9 ani, IRC
Anemia mucosa, cat, 9 yo, CRF

Tabel 4.1/Table 4.1
Valorile eritronului Tnregistrate la pisicile cu IRC
The erythron values recorded in cats with CRF

n Minimum | Maximum | Media Deviatia
standard
Nr. Eritrocite x 14 4.20 10.00 6.7444 2.04824
10%/pl
HGB g/dI 14 5.80 14.40 9.7889 3.13944
HCT % 14 19.00 41.80 29.6444 8.54022
N 14

In insuficienta renald, din cauza pierderilor cronice de sange dar si a
deficitului de eritropoetind, de cele mai multe ori, odatd cu evolutia bolii apare
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anemia (fig. 4.4) care prezintd trasaturi caracteristice, fiind normocroma,
normocitara, aregenerativa sau hiporergenerativa (Bartges s.a., 2011).

Analizdnd datele introduse pentru pisicile cu IRC, media numarului de
eritrocite a fost in limite fiziologice, hematocritul si hemoglobina situdndu-se la
limita inferioara (tabel 4.1).

Analiza statistica a evidentiat corelatia negativa a hematocritului cu ureea
(r*=-0.726, p<0.05), fiind evidentiatd implicatia ureei in anemia din IRC. De
asemenea, analiza statistica a evidentiat corelatia negativa intre valorile
hemoglobinei si ale fosforului seric (r*=-0.460, p<0.05). Studiul realizat de
Kovesdy si colaboratorii in 2011, evidentiaza o legatura intre anemie si nivelul
ridicat al fosforului seric la pacientii cu IRC. Aceasta relatie care ar putea fi
explicata de efectul supresiv asupra eritropoezei pe care tulburarile
metabolismului mineral (nivelul scazut al vitaminei D, nivelul crescut al
parathormonului) le-ar avea in aceasta afectiune, nu este pe deplin elucidat daca
relatia intre hiperfosfatemie si anemie este intr-adevar mediata de aceste tulburari
metabolice (Kovesdy s.a., 2011, Wojcicki s.a., 2013).

Stresul sistemic in aceastd patologie este caracterizat prin prezenta
neutrofiliei si eozinopeniei, observat si prin corelatia negativa (r*=-0.773, p<0.05)
intre valoarea neutrofilelor si eozinofilelor (Kerr M.,2002).

Grupul de pisici cu IRA este constituit din 14 pacienti, 10 masculi si 4
femele cu varste cuprinse intre 2 si 8 ani. Majoritatea pacientilor (42.9%) au fost
diagnosticati cu IRA gradul V, 28.6% cu IRA gradul 1V, 14.3% gradul Ill si Il.

Jumatate dintre masculi s-au prezentat la clinica cu obstructie uretrala, iar
din restul pacientilor, 6 au fost diagnosticati cu boli infectioase (panleucopenie
/PIF) si 3 cu intoxicatie cu antigel.

Afectarea functiei excretorii a rinichilor se soldeaza cu o multitudine de
modificari ale echilibrului electrolitic si acido-bazic. Cel mai important dezechilibru
in IRA este reprezentat de hiperkalemia, care poate fi agravata de administrarea
enterald si parenterald de potasiu, precum si de acidoza metabolica (DiBartola
s.a., 2011).

Hiperkalemia scade gradientul de potasiu transmembranar, produce
depolarizarea membranei celulare si Tmpiedica excitatia si conducerea
potentialului de actiune. Daca hiperkalemia se agraveaza, tulburérile de acest gen
la nivel cardiac se manifestd prin bradicardie, bloc sinoatrial si stop cardiac
(Ettinger s.a., 2006). Aceste semne pot fi observate pe mdasura ce nivelul
potasiului ajunge la 6.5 mmoli/l. in cazuri mai severe, pot s& apara aritmii si
fibrilatii ventriculare (Tilley s.a., 2008). Modificari electrofiziologice asemanatoare
se pot observa si in cazul musculaturii netede, striate si la nivelul sistemului
nervos periferic. Manifestarile nervoase se caracterizeaza prin slabiciune
accentuata, paralizie flasca, hiporeflectivitate, hipomotilitate gastrointerstinald, si
insuficienta respiratorie (Son-Il Pak, 2000).
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Hiperkalemia reprezinta cauza principala a mortii in IRA si una dintre
indicatiile specifice pentru dializa.

Cresterea potasiului, intélnita frecvent in IRA, este datorata reducerii
eliminarii acestuia, in special in cazurile de anurie sau oligurie din obstructiile
uretrale (Ettinger s.a., 2006).

in acest grup de pacienti, doar 5 prezentau hiperkalemie, iar analiza
statisticd a evidentiat faptul cd spre deosebire de pisicile cu IRC valoarea
potasiului s-a corelat pozitiv atat cu valorile creatininei (r’=0.817 p<0.002) cat sia
ureei (r’=0.775, p<0.005), observandu-se astfel o crestere a valorii potasiului
seric, proportionald cu gravitatea insuficientei renale.

Hiperfosforemia (12.6+6.1 mg/dl) a fost intalnita si la pisicile cu IRA, 11 din
cei 14 pacienti prezentand acest dezechilibru mineral.

Analiza valorilor enzimelor hepatice a scos in evidenta cresterea valorii
medii a TGP (105.7+65.7).

Corelatii s-au finregistrat intre valorile PA si cele ale eritrocitelor si
hematocritului, la nivel p<0.05, ce poate fi pusa pe baza efortului sustinut (Hu s.a.,
2011), mai ales in cazul pacientilor cu blocaj uretral, PA fiind considerat si un
marker de faza acutd (Pratihba s.a., 2014). Corelatii s-au putut observa si cu
nivelul limfocitelor (r*=0.915, p<0.05), in IRA observandu-se un puternic rdspuns
imun si inflamator caracterizat prin activarea unor markeri printre care si
limfocitele T (Imig s.a., 2012).

Hemograma nu a prezentat modificari decat pentru 2 pacienti, cu
cresterea numarului de eritrocite cauzata de deshidratare, ce poate duce la
hemoconcentratie (Kerr M., 2002). Leucograma a evidentiat reducerea numarului
total de leucocite pentru 2 pacienti diagnosticati cu penleucopenie si leucocitoza
pentru un pacient intoxicat cu etilenglicol si unul cu blocaj uretral.

Analiza statistica a evidentiat prezenta unei corelatii pozitive intre valoarea
calciului total si a limfocitelor, atat la pacientii cu IRA (r*=0.959, p<0.05) cét si la
pacientii cu IRC (r*=0.737, p<0.05), corelatie ce poate fi explicata prin faptul ca
ionii de calciu joaca un rol important pentru functiile celulelor sistemului imunitar,
si anume diferentiere, proliferare si apoptoza (Oh-hora s.a., 2008).

Cainii cu IRC luati in studiu au fost in numar de 26, 15 masculi si 11
femele. incadrarea pe grade de insuficienta renald s-a realizat astfel: 46.2% din
pacienti au fost diagnosticati cu insuficienta renala stadiul 1V, 23.1% stadiul Il
36.4% stadiul Il si 4.5% (n=1) stadiul I.

Analiza statistica a evidentiat rezultate asemanatoare cu cele obtinute in
grupul de pisici, hiperfosforemia constituind dezechilibrul mineral principal intalnit.
Spre deosebire de pisici, la cainii diagnosticati cu IRC a putut fi identificata si
hiperkalemia usoara la 3 pacienti, hipokalemia severa responsabila de aparitia
unor semne clinice caracteristice fiind intalnita in special la pisici. Dupa cum se
poate observa si din fig. 4.5, la pisici potasiul prezintd valori mai scazute
comparativ cu cainii care sufera de aceeasi afectiune.
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tip_IR: IRC
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Fig. 4.5. Biovariabilitatea kalemiei la céinii si pisicile cu IRC
Biovariability of kalemia in dogs and cats with CRF
Enzimele hepatice (TGO, GGT) s-au situat in limite normale cu exceptia
TGP-ului si PA, care la 6 pacienti a prezentat valori cu mult peste limitele
fiziologice, fapt ce poate fi explicat de existenta unor entitati comorbide dar si de
scaderea clearence-ului unor toxine ce pot influenta functia hepatica
(Lopamudura s.a., 2015).
La cainii cu IRC valorile medii ale eritronului s-au situat sub limita
inferioara, aspect intalnit si la pisicile cu IRC (tabel 4.2).
Tabel 4.2/Table 4.2
Valorile eritronului Tnregistrate la cainii cu IRC
The erythron values recorded in dogs with CRF

Caini N Minimum | Maximum | Mean S.td'.
Deviation
RBC 17 3.30 8.00 5.1706 1.305
IRC HGB 18 4.80 17.40 11.783 3.176
HCT 18 12.20 53.00 34.833 10.198
n 17

Analiza statistica a pus in evidenta corelatii pozitive intre valorile
eritronului si valorile calciului total la nivel p<0.05. Calciul are un rol foarte
important in diferentierea eritrocitelor din celulele precursoare, precum si in
functionarea si durata de supravietuire a acestora (Bogdanova s.a.,2013).
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Stresul sistemic a putut fi evidentiat si in acest grup de pacienti,

caracterizat prin prezenta neutrofiliei $i eozinopeniei, observat si prin corelatia

negativd (r?=-0.591, p<0.05) intre valoarea neutrofilelor si eozinofilelor (Kerr
M.,2002).

In grupul cainilor cu IRA reprezentati de 5 masculi si 1 femela, 3 pacienti
au fost diagnosticati cu IRA gradul IV, 2 cu gradul Ill, si un pacient cu IRA gradul
l.

Investigatiile paraclinice au pus in evidenta aceleasi dezechilibre deja
mentionate, hiperfosforemie (11.5£7.4 mg/dl), anemie, precum si cresterea
valorilor TGP-ului (154.7£110.6 u/L).

4.2. Examenul ecografic la pacientii cu insuficienta renala

4.2.1. Materiale si metode

Studiul privind investigatiile imagistice ale acestei afectiuni s-a realizat pe
un numar de 24 de pisici si 28 de caini. Aspectele lezionale urmarite, in
concordanta cu imaginile ecografice sunt prezentate in tabelul 4.3 pentru fiecare
specie.

Tabelul 4.3/Table 4.3
Aspectele ecografice intalnite la pacientii cu insuficienta renala
Ultrasound aspects encountered in patients with renal failure

-~ psSict . cANnt |

scleroza corticala scleroza corticala
scleroza medulara scleroza medulara
steatoza nefroza oxalica
nefroza oxalica mineralizari
mineralizari ale parenchimului chisti solitari
boala polichistica renala pielita
pielita calculi
calculi cistita
cistita hidronefroza
hidronefroza hidroureter

Examenul ecografic s-a realizat cu ajutorul ecografului Aquila Pro Vet,
dotat cu sonde sectoriale de 5 si 7,5 MHz.

Aceste caracteristici ecografice au fost stabilite pe baza aspectelor
lezionale observate in urma analizei ecografiilor si a consultarii rubricii destinate
examenului ecografic din fisa de examen clinic.
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Rinichii au forma asemanatoare bobului de fasole si sunt situati in spatiul
retroperitoneal, in partea craniald a abdomenului, de-o parte si de alta a aortei
abdominale, caudal venei cave. Rinichiul stang este mai putin atasat la perete
dorsal decét dreptul si prin urmare, pozitia sa poate sa varieze. Rinichiul drept
este pozitionat mai cranial decéat stangul si se afla in contact cu fosa renala a
lobului caudat al ficatului. Polul sdu cranial se afla in cutia toracica si este, de
obicei, strabatut de coasta a 13-a aflandu-se in contact cu glanda suprarenala
dreapta. Medial, este aproape de vena cava,; ventral este in contact cu portiunea
dreapta a pancreasului si colonul ascendent.

Cranial, rinichiul stdng se afla in contact cu splina, marea curbura a
stomacului, pancreasul si glanda suprarenala stanga. Dorsal este in contact cu
muschii sublombari; caudal se afla in contact cu colonul descendent, medial este
in contact cu colonul descendent si duodenul ascendent (Kealy s.a., 2000).

Rinichii pot fi examinati printr-o abordare ventrald, cu animalul in decubit
dorsal, gazul intra-abdominal poate interfera insa cu tehnica imagistica. Rinichii
pot fi In mod constant vizualizati folosind o abordare paralombara, cu animalul in
pozitii laterale alternative. Blana se tunde si pe ultimile doua spatii intercostale pe
partea dreapta si caudal ultimei coaste pe partea stanga. Pielea se curata si se
aplica gel ecografic. O sonda de 7.5 MHz este de preferat pentru examinare,
rinichii fiind Tn plan mai apropiat. Se examineaza rinichii in sectiunile standard,
transversale si sagitale. O a treia sectiune, in plan dorsal, se obtine prin dirijarea
fasciculului de ultrasunete in unghi drept faté de vertebrele lombare si pe plan
transversal. Rinichii pot fi examinati de dedesubt cu ajutorul unui mese cu
sectiune circulara pe partea dinspre ecograf, daca gazul colonului nu interfereaza
Cu examinarea.

Se evalueaza forma, dimensiunea si structura rinichiului. Ecostructura
este find, usor granulara si este semnificativ hipoecogena comparativ cu splina.
Corticala renala este hipoecogena sau izoecogena comparativ cu ficatul.
Medulara renald este hipoecogena sau anecogend in raport cu corticala.
Comparatia cu ficatul si splina are valoare numai daca aceste organe sunt
normale si examinate la aceeasi frecventa.

Jonctiunea cortico-medulard este definitdi de prezenta unor pete
hiperecogene luminoase care reprezintad arterele arcuate. Medulara renala este
anecogena si divizata in segmente de diverticule si vase. Bazinetul renal este
hiperecogen datoritd prezentei de grasime si tesut fibros. Vena renalad poate fi
identificate in aceasta regiune. Lungimea rinichiului variaza considerabil la céinii
normali din cauza taliei, la pisici fiind mai putin variabila (tabel 4.4).
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Tabel 4.4/Table 4.4
Dimensiunea rinichilor in functie de greutate la caine
(dupa Mannion, 2006)
The size of the kidneys according to weight in dog (Mannion, 2006)

GREUTATEA (kg) Limita inferioara (cm) | Limita superioara (cm)

0-4 3.2 3.3

5-9 3.2 5.2
10-19 4.8 6.7
20-29 5.2 7.8
30-39 6.1 9.3
40-49 6.3 9.1
50-99 7.5 10.1

Confirmarea bolii renale necesita adesea biopsie sau punctia prin aspiratie
cu ac fin (Kealy s.a., 2000).

4.2.2. Rezultate si discutii

Analiza statistica in cadrul grupului de pisici a evidentiat predominanta
aspectelor de scleroza corticala (16%) si medulara (21%), precum si inflamatia
sau leziunile de natura degenerativa a bazinetului (13%) (fig. 4.6.).

W sclercr
M scler md
M stetoza
m nefrcr
B mineri
m PKD

m pielita

m calculi

cistita

m hidronef

Fig. 4.6. Distributia leziunilor observate ecografic in grupul pacientilor felini studiati
Fig. 4.6. The lesions distribution observed by ultrasound examination in cat study group

83



Teza de doctorat

Steatoza renald a fost intélnitd intr-o proportie de 11 %, cistita,
mineralizarile si litiaza renala la 8 % din cazuri (fig.4.6)

In grupul cainilor, aspectele ecografice intalnite au fost scleroza corticala
in proportie de 25%, scleroza medulard in proportie de 14%, pielita si
hidronefroza in aceeasi proportie (fig. 4.7) .

M sclercr
M scler md
W stetoza
| nefr cr
H mineri
M chisti
pielita
calculi

cistita

m hidronef

hidrour

Fig. 4.7. Distributia leziunilor observate ecografic in grupul de céini studiati
The lesions distribution observed by ultrasound examination in dogs study group

Insuficienta renala cronica este cea mai frecvent diagnoticata nefropatie la
caini si pisici (fig. 4.8). Printre cauzele cele mai comune se gasesc glomerulonefritele,
boala rinichiului polichistic, expunerea la nefrotoxice, pielonefritele si hipertensiune
glomerulara sau sistemica (Deburyn s.a., 2012).

Boala renald atunci cand ajunge in stadiul ireversibil, poate determina
modificari ale rinichilor. Rinichii in ultimul stadiu al bolii sunt de obicei mici si
neregulati si au o ecogenitatea corticala crescuta, cu o jonctiune corticomedulra
slab evidentiatd. Rinichii mici, cu forme regulate, pot fi intalniti si Tn hipoplazia
renalad sau in afectiuni renale specifice cum ar fi glomerulonefrita. in displazia
renala rinichii sunt mici si au contur neregulat (Kealy s.a., 2000).

in intoxicatia cu etilenglicol medulara apare hiperecogena, comparativ cu
corticala care este hipoecogena.

Intoxicatia cu etilen-glicol are ca efect aparitia insuficientei renale, cauzate
de depuneri de cristale de oxalat de calciu in corticala si medulara renala. La doar
cateva ore de la ingestie se poate observa aspectul marcant hiperecogen al
corticalei renale (fig. 4.9) (Saftencu s.a., 2015).
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Fig. 4.8. Aspect ecografic de scleroza corticald si medulara, cu slaba diferentiere a medularei si
reducerea in volum a rinichiului, pisica, 9 ani rasa Europeana — IRC
Ultrasound aspect of renal cortex and medulla sclerosis, pure diferentiation of medulla, increase of
kidney volume, cat, 9 yo, Domestic Shorthair — CRF

Fig. 4.9. Nefroza oxalica, caine, 8 ani- intoxicatie cu antigel
Oxalic nephrosis, dog, 8 yo- antifreeze intoxication

Nefrita acuta poate sa nu determine modificari observabile la nivel renal.
Prin urmare, rezultatele negative nu exclud prezenta bolii. Acutd sau cronica,
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glomerulonefrita provoaca, de obicei, marirea jonctiunii corticomedulare, cu
cresterea ecogenitatii corticale (fig. 4.10). In nefrita interstitiala cronica, jonctiunea
corticomedulara este slab evidentiatd. Aspectul difuz hiperecogen al corticalei
este tipic oricarei boli renale cronice, iar punctia aspiratorie cu ac fin si examenul
citologic ulterior pot stabili cu certitudine diagnosticul (Kealy s.a., 2000).

Fig. 4.10. Nefrita acuta, motan, 6 ani
Acute nephritis, tomcat, 6 yo

Chisturile renale pot fi unice sau multiple. Pot fi congenitale sau dobandite
ca urmare a inflamatiei sau obstructiei tubulare. Manifestarile clinice ale chisturilor
depind de proportia de tesut renal ramas functional. Boala rinichiului polichistic, in
care parti ale parenchimului renal sunt inlocuite de chisturi, este uneori intalnita la
cainii si pisicile tinere (fig 4.11).

Chisturile au marginile netede, sunt anecogene si sunt observate ca
modificari de forma rotunda in parenchimul renal. Fiind de obicei excentrice,
produc modificari de forma ale rinichilor (fig. 4.12). Chisturile perirenale sunt zone
pline cu lichid din jurul rinichilor, avand de obicei dimensiuni mari si aspect
anecogen (Kealy s.a., 2000).

Hidronefroza reprezintd o dilatatie acutd sau cronica a calicelor si a
bazinetului renal, si poate fi congenitald sau dobandita (fig 4.13). Hidronefroza
dobéandita, apare de obicei in urma obstructiei partiale sau totale a tractului urinar
inferior, in special a ureterelor.
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Fig. 4.11. Prezenta de chisti corticali — PKD, pisica, rasa Persana, 2.5 ani
Renal cortex cysts — PKD, cat, Persian breed, 2.5 yo

Fig. 4.12. Chist renal-aspect ecografic
Renal cyst — ultrasound aspect
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Fig. 4.13. Hidronefroza gradul ll, caine, 14 ani, metis
Hydronephrosis stage Il, dog, 14 yo, cross breed

Obstructia poate fi cauzatd de compresiunea pe ureter a unei mase
intraabdominala, de calculi ureterali, strictura ureterelor, neoplazii ale vezicii
urinare in zona trigonului vezical, sau ligaturarea accidentala a unui ureter in
timpul interventiilor chirurgicale.

Hidronefroza poate fi intalnitd si in caz de ectopie ureterald congenitala.
Urina continud s& se formeze in prezenta unui obstacol, iar aceasta are ca
rezultat dilatarea tractului urinar si cresterea presiunii ce poate duce la atrofia de
compresiune a parenchimului renal. In cele din urma, rinichiul devine un sac mare
plin cu lichid si productia de urina inceteaza. Semnele clinice pot fi absente daca
celalalt rinichi este functional si nu sunt prezente alte afectiuni (Saftencu s.a.,
2017).

La examenul ecografic se observa acumularea de lichid anecogen in
bazinet, iar pe masura ce afectiunea progreseaza apare atrofia de compresiune a
parenchimului renal (Kealy s.a., 2000).

Hidroureterul reprezintd distensia anormald a ureterului ce se poate
observa proximal fatd de punctul de obstructie ureterala, cu bazinet dilatat, in
cazurile in care productia de urina continua.

La examinarea ecografica se observa o dilatatie importanta a pelvisului
renal printr-o regiune anecogena de dimensiuni variabile, in functie de severitatea
afectiunii. Gradul de distensie depinde de cauza obstructiei si durata problemei.
Ureterul dilatat este de obicei vizualizat ca o structura anecogena tubulara situata
caudal pelvisului renal (fig. 4.14) (Kealy s.a., 2000).
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Pielonefrita este o inflamatie supurativa a rinichilor. Semnele clinice sunt

nespecifice, sumarul de urina si urocultura sunt necesare pentru un diagnostic de
certitudine a infectiei.

Fig. 4.14. Hidronefroza si hidrouretercéine, Bichon, 13 ani
Hydronephrosis and hydroureter, dog, Bichon breed, 13 yo

Ecografia poate evidentia dilatare pelvisului precum si afectarea sistemului
colector, ecogenitatea crescuta, marimea si forma variabild a conturului renal
(fig.4.15). Au fost observate o bordura hiperecogena in jurul crestei renale si
focare hiperecogene/hipocogene in cortexul renal cu zone hipoecogene in
medulara (Kealy s.a., 2000).

Tumorile renale nu sunt foarte des intalnite si pot fi benigne sau maligne,
primare sau secundare. Carcinomul care se dezvolta din epiteliul tubular este cel
mai comun neoplasm la céaini, iar limfomul este cel mai comun la pisici (fig.4.16).
O varietate de tumori maligne au fost raportate: hemangiosarcomul,
fibrosarcomul, carcinomul cu celule tranzitionale, carcinomul cu celule scvamoase,
si teratomul. Tumorile benigne includ fibromul, adenomul si lipomul.

Daca neoplasmele sunt de dimensiuni mici, este necesara examinarea
amanuntitéd a rinichilor in toate cele trei planuri ecografice. Chiar si asa, leziuni
focale mai mici de 1 cm in diametru pot fi omise. Modificarile neoplazice pot fi
focale sau multiple. Limfomul apare, de obicei, cu o ecogenitatea corticala redusa
sau cu zone de hipoecogenitate focala, fara modificari de ecogenitate distale. Un
neoplasm solitar are de obicei ecogenitatea mixta cu zone hiperecogene, iar
acesta poate afecta arhitectura renala in intregime. Pentru un diagnostic definitiv,
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sunt necesare punctia prin aspiratie cu ac fin sau biopsia. In cazul in care boala
apare ca un proces infiltrativ difuz, ambii rinichi pot fi afectati (Kealy s.a., 2000).

Fig. 4.15. Aspect caracteristic de pielita
Pyelitis - classic aspect

Fig. 4.16. Renomegalie, suspiciune limfom renal, motan, 15 ani
Enlarged kidney, renal lymphoma, tomcat, 15 yo
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Cistita a fost intalnita in 8% din cazuri la pisici si in 7% din pacienti la céinii

luati in studiu. Aspectele ecografice constau Tn ingrosarea peretelui vezicii

urinare, cu prezenta de calculi sau particule in suspensie intr-un continut cu
aspect ecogenic mixt (fig. 4.17).

Fig. 4.17. Cistita cronica cu litiaza vezicala, motan, 3 ani, rasa Europeana
Chronic cystitis and lithiasis, tomcat 3 yo, Domestic Shorthair

4.3. Concluzii partiale

1.Insuficienta renald este una dintre cele mai frecvent diagnosticate
afectiuni la animalele de companie, avand o evolutie acuté sau cronica.

2. In Clinica Medicala a Facultétii de Medicina Veterinara din lasi pacientii
cu nefropatii au fost reprezentati in mod preponderent de pisici.

3. Majoritatea pacientilor au fost diagnosticati cu insuficienta renala stadiu
V.

4. Dezechilibrele hidro-electrolitice cele mai importante inregistrate la
pacientii cu insuficienta renala cronica au fost hiperfosforemia si hipokalemia.

5. In cazul pacientilor cu insuficientd renala acuta, hiperfosforemia a fost
insotita de hiperkalemie si hipermagneziemie.

6. Stresul sistemic a fost evidentiat si prin modificari ale hemoleucogramei
caracterizate prin neutrofilie si eozinopenie.

7. Examenul ecografic se afla printre cele mai importante mijloace de
diagnostic al nefropatiilor la animalele de companie.
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CAPITOLUL V. CERCETARI PRIVIND DIAGNOSTICUL
TULBURARILOR SISTEMULUI NERVOS CENTRAL iN
NEFROPATIILE ANIMALEOR DE COMPANIE
CAPITOLUL V. RESEARCHES ON CENTRAL NERVOUS SYSTEM
DISORDERS DIAGNOSIS IN SMALL ANIMALS NEPHROPATHIES

5.1. Modificari ale activitatii bioelectrice a creierului
la cainii si pisicile cu nefropatii

Tulburarile neurologice ce apar in insuficienta renala, encefalopatia
uremica in sine, reprezinta un teritoriu incomplet explorat in medicina veterinara.
In medicina umana cercetérile sunt axate in principal pe tulburarile neurologice ce
apar ca urmare a dezechilibrului osmotic cauzat de fluxul rapid al sangelui prin
dializor, asa numitul dezechilibru de hemodializa.

Simptomele sunt nespecifice, insotite de manifestari epileptiforme si
alterari ale constientei, diagnosticul diferential avand importantd majora.

Primele studii realizate in acest domeniu se refera la modificarile activitatii
bioelectrice a creierului in corelatie cu nivelul parathormonului si implicatiile
hiperparatiroidismului in evolutia clinica a nefropatiilor. Pe masura ce metodele de
investigatie moderne au inceput sa fie folosite la scara larga, noi ipoteze au
aparut cu privire la mecanismele fiziopatologice ale acestei encefalopatii
metabolice la pacientii umani. O serie de toxine uremice au fost identificate si
dozate, demonstrandu-se potentialul eurotoxic al acestora.

Imagistica avansata nu a reusit s& aduca informatii care sa ne orienteze
spre specificitatea leziunilor, insa este utila pentru a exclude alte patologii ale
sistemului nervos central ce ar putea avea implicati in tabloul clinic al
encefalopatiei mentionate.

Studiul de fata incearca sa aduca lumina in ceea ce priveste metodele de
diagnostic in primul rénd, dar si fiziopatologia tulburarilor nervoase aparute in
nefropatii la animalele de companie.

5.1.1. Material si metode

Studiile s-au desfasurat in perioada octombrie 2013 - aprilie 2017, in
cadrul Clinicii Medicale a Facultatii de Medicina Veterinara din lasi.

Diagnosticul de insuficientd renald s-a stabilit, dupa cum am mentionat
anterior, pe baza examenului clinic, ecografic si biochimiei serice. In studiu au fost
introdusi 10 pacienti, 5 céini cu insuficienta renald cronica cu varste intre 12 si 18
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ani si 5 caini cu insuficienta renaléd acuta, cauzata de intoxicatia cu etilenglicol, cu
varste intre 4 si 9 de ani (Tabel 5.1).

Tabelul 5.1/Table 5.1
Lista céinilor supusi investigatilor EEG
List of EEG investigated dogs

Rasa Varsta Greutate Tip IR
Metis 5 ani 16 IRA
Metis 4 ani 12 IRA
Beagle 8 ani 19 IRA
Pekinez 6 ani 8 IRA
Metis 9 ani 22 IRA
Ciobanesc German 14 ani 37 IRC
Pekinez 16 ani 7 IRC
Metis 18 ani 3 IRC
Bichon 15 ani 6 IRC
Golden Retriever 12 ani 38 IRC

Grupul pisicilor a fost constituit din 6 pacienti, 3 diagnosticati cu IRA si 3

cu IRC, cu véarste intre 2 si 17 ani (tabelul 5.2).
Tabel 5.2/Table 5.2

Lista pisicilor supuse investigatilor EEG
List of EEG investigated cats

Rasa Varsta

Europeana
Europeana

Europeana
Angora Turceasca
Europeana
Birmaneza

Toti pacientii au fost sedati inainte de finregistrarea EEG, folosind
clorhidrat de medetomidind (Domitor, Pfizer) 0,03 mg/kg administrat
intramuscular, pentru a reduce frecventa sau aparitia artefactelor date de
contractiile musculare. S-a utilizat acest protocol de sedare tocmai datorita
faptului ca medetomidina nu are activitate pro-epileptica a creierului si produce o
buna relaxare musculara (Jeserevics s.a., 2007, Itamoto s.a, 2001).

S-a evitat utilizarea oricarui agent pentru inducerea anesteziei sub
considerentul instabilitdti hemodinamice a pacientului si a afectiunilor
diagnosticate. Dupa instalarea anesteziei, pacientul a fost pozitionat in decubit
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sterno-abdominal. Pentru pisicile cu insuficientd renala acutd inregistrarea s-a
realizat pe vigil, datoritéd faptului ca in urma evaluarii inainte de investigatie s-a
considerat ca sedarea ar reprezenta un risc pentru exitus.

Obtinerea traseelor EEG s-a realizat cu ajutorul electroencefalografului
Neurofax (Nihon Kohden) pe o perioada de 30 de minute (Pellegrino s.a., 2004).
Electrozii de tip ac au fost introdusi subcutanat, dupa tunderea si degresarea in
prealabil a suprafetei cutanate cu alcool, utilizdnd modelul lui Redding. Acest
model constd in cinci electrozi: doi frontali (F3, F4), unul central (Cz) si doi
occipitali (O1, O2) utilizati in montaj monopolar, electrodul de referinta fiind plasat
pe oasele nazale (fig. 5.1).

Fig. 5.1. Pozitionarea elctrozilor dupa modelul lui Redding
Positioning elctrodes according to Redding model

Parametrii utilizati pentru fiecare inregistrare electroencefalografica sunt
reprezentati de: sensibilitate: 70uV, constanta de timp: 0.3 secunde, un filtru trece
— jos de 70Hz si impedanta electrozilor <10Q.

S-a filtrat semnalul analog pentru eliminarea in mod uzual a “zgomotului
de fond”, determinat de semnalele de la reteaua de alimentare 50- 60Hz si alte
frecvente “urbane”. S-au eliminat frecventele peste 40Hz sau din intervalul 50-
60Hz, dar si cele cu frecventa joasa determinate de biopotentialele fiziologice
(exemplu: respiratia) (Saftencu s.a., 2015).
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Toate nregistrarile EEG au fost analizate vizual cu montaje monopolare,

artefactele au fost determinate prin urmarirea directa a inregistrarilor, activitatea

de fond fiind analizata in timpul Tnregistrarii pentru a identifica orice modificari
detectabile.

5.1.2. Rezultate si discutii

Observatii privind analiza vizuala a traseelor EEG

Atat la pacientii cu IRC céat si la cei intoxicati cu etilenglicol, activitatea
bioelectrica a creierului a fost caracterizatéd prin anomalii electroencefalografice
nespecifice: salve de unde delta difuze si o activitate de fond Tncetinitd. Nu au fost
observate descarcari epileptice interictale (caracteristice in epilepsia idiopatica).

Traseele EEG aveau aspect putin voltat, si prezentau initial o activitate de
fond incetinita, de 5-7 cicli/secunda, peste care s-au observat salve de unde delta
difuze si sincrone bilateral, fiind expresia unei stari de hiperexcitabilitate
neuronala corticala sau subcorticala (fig. 5.2) (Saftencu s.a., 2015).
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Fig. 5.2. Catea, Beagle, 8 ani — insuficienta renala gradul lll Electroencefalograma
caracterizata prin salve de unde delta difuze si sincrone bilateral
Dog, female, Beagle, 8 yo — Renal failure grd. Ill. EEG characterized by bilateral diffuse and
synchronous delta wave bursts

Undele ascutite sunt monofazice, supravoltate si cu o morfologie
particulara, avand panta ascendenta abrupta, iar cea descendenta mai inclinata,
find expresia proceselor de hipersincronizare autointretinutd neuronala, cu
intarzieri sinaptice diferite (fig. 5.3), comparativ cu aspectul fiziologic (fig. 5.4).
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Fig. 5.3. Unde lente si ascutite, reducerea reducerea in amplitudine a traseelor
electroencefalografice, catea metis, 10 ani

Slow and sharp waves, the amplitude reduction of electroencephalographic paths, dog,
female, metis, 10 yo
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Fig. 5.4. Aspect fiziologic al traseului electroencefalografic caracterizat prin
unde delta si unde theta lente, céine, metis 4.5 ani
Physiological aspects of the electroencephalographic path characterized by the delta and the
slow theta waves, dog, cross breed, 4.5 yo
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in timpul inregistrarilor s-a putut constata aparitia de crize electrice pe

toate derivatiile, care s-au intensificat prin fenomenul de recrutare neuronala si in

2-3 secunde anomaliile EEG au cuprins toate zonele cerebrale, incat descarcarile
interictale epileptiforme au devenit sincrone bilateral (fig. 5.5).
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Fig. 5. 5 Criza electrlca aspect intraictal, catea metis, 4 ani
Electric crisis —intraictal aspect, dog, female, 4 yo

Acest aspect corespunde momentului in care activitatea intregului creier
s-a adaptat ritmului dezvoltat de focarul epileptic (Dumitru D., 2002). Aceste
modificari s-au caracterizat printr-o succesiune de varfuri cu o frecventa de 15-35
cicli/secunda, care au crescut progresiv in amplitudine, atingdnd valori pana la
250-500 pV.

Activitatea de fond s-a caracterizat prin amplitudine mare si frecvente
joase, modificari produse cel mai probabil de utilizarea medetomidinei, aspecte
descrise de Hossman s.a. 1980, Wallance s.a. 1982, Toure s.a. 1985 si de Short
s.a. 1992, care descriu efectul inhibitor al medetomidinei asupra frecventelor
inalte (Saftencu et. al., 2015).

Anomaliile care apar pe inregistrarile EEG ale pacientilor uremici sunt
foarte asemanatoare cu rezultatele obtinute de Guisado s.a. (1974) care a
efectuat un studiu pe cinci grupuri de céini la care s-a utilizat diferite protocoale
de inducere a uremiei, incluzadnd inocularea i.m. a unui extract de paratiroida,
efectuand ulterior examene electroencefalografice obtindnd anomalii asemanatoare:
activitate de fond incetinitd cu un traseu disritmic, precum si descarcari de tip

epileptiform.
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Desi etiologia afectiunii renale la pacientii introdusi in acest studiu este
diferitd, analiza vizuald a traseelor electroencefalografice nu a evidentiat
modificari distincte pentru cele doua grupuri de pacienti.

Rezultatele sunt asemanatoare cu modelul uman de EEG in encefalopatia
uremica: incetinirea generalizata a activitatii de fond cu un exces de unde delta si
uneori complexe de unde ascutite (Saftencu s.a., 2014).

Alterarile activitatii bioelectrice a creierului sunt cauzate de un cumul de
factori, cum ar fi edemul cerebral si depunerea de cristale de oxalat de calciu in
peretii vaselor mici de sange din creier dar, de asemenea, continutul crescut de
calciu in cortexul cerebral datorita hiperparatiroidismul asociat cu insuficienta
renald, poate fi incriminat. (Burn s.a., 1998).

Alti metaboliti toxici dozati din lichidul cerebrospinal, cum ar fi acidul
guanidinic guanidinosuccinic, guanidina si methylguanidina care au fost
identificati ca fiind neurotoxici, apar la un nivel ridicat datoritd functiei renale
afectate (Brounds s.a, 2004, Kunze s.a., 2002, Saftencu s.a., 2015).

Studiile au aratat ca, desi ureea se gaseste in concentratii mari in ser nu are, in
sine, un rol in dezvoltarea encefalopatiei uremice, fiind considerata un marker
surogat pentru nivelul altor toxine uremice (Vanholder et al, 2003).

La pacientii felini au fost identificate anomalii electroencefalografice
nespecifice, asemanatoare cu cele intalnite la céini: unde beta si teta difuze,
activitate de fond incetinita. De asemenea nu au fost identificate descarcari
interictale, specifice epilepsiei idiopatice (fig. 5.6 si 5.7).

De asemenea, s-au observat descarcari epileptiforme de tipul varfurilor si
undelor lente pe toate derivatiite si in ambele emisfere cerebrale. Undele
inregistrate sunt monofazice, supravoltate si cu o morfologie particulara, avand
panta ascendenta abrupta, iar cea descendenta mai inclinata, fiind expresia
proceselor de hipersincronizare autointretinutd neuronald cu intarzieri sinaptice
diferite (fig 5.8).

Alte modificari observate la toti pacientii au fost fusurile de medicatie,
ritmuri rapide, difuze, intalnite de obicei la pacientii carora le-au fost administrate
benzodiazepine sau alte medicatii cu efect psihotrop (anxiolitice, antidepresive)
(van Lier s.a., 2004) (fig. 5.9). Pacientii inclusi in acest studiu nu au primit niciun
compus farmaceutic ce ar putea fi incriminat in aparitia acestor modificari. Se pot
emite ipoteze ca dezechilibrele biochimice si de osmolaritate de la nivelul
creierului ar putea fi responsabile, insa sunt necesare investigatii mai amanuntite.
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Fig. 5.6. Activitate de fond moderat atenuata, motan, 1,5 ani, IRA
Moderate attenuated background activity, tomcat, 1,5 yo, CRF
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Fig. 5.7. Activitate de fond atenuata, pisica, 15 ani, IRC
Background activity attenuated, cat, 15 yo, CRF
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Fig 5.8. Varfuri ascutite, motan 7 ani, IRA
Sharp tips, tomcat, 7 yo, CRF
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Fig. 5.9. Ritmuri beta-fusuri de medicatie, pisica, 17 ani, IRC
Medication beta rhythms, cat, 17 yo, CRF
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Analiza cantitativa a traseelor EEG la pisici

In acest studiu au fost introdusi 5 pacienti, 2 cu IRC si 3 cu IRA. Pacientii
au fost sedati.

Pentru fiecare pacient au fost selectate 30 de epoci EEG lipsite de artefacte
si evenimente paroxistice, a cate 2 secunde fiecare. Pentru fiecare canal in parte
au fost calculate numarul undelor alfa (8.0-13.0 Hz), beta (13.0-30.0 Hz), delta
(0.5-4.0 Hz) si teta (4.0-8.0 Hz) si exprimate ca putere relativa (%) (tabelul 5.3).

Pentru fiecare din cele 8 canale rezultate din montajul monopolar al
electrozilor au fost notate in medie 25 de valori.

Analiza statistica a presupus determinarea valorile frecventei relative,
mediei si deviatiei standard pentru fiecare tip de unda in parte, in functie de
stadiul de evolutie a bolii.

Tabel 5.3/Table 5.3
Puterea relativa a frecventelor inregistrate
Relative power of recorded frequencies

Parametri cantitativi Pisic IRC Pisici IRA
(puterea relativa)
unde alfa 23.9% 19.3 %
unde beta 74.2% 78.6%
unde delta 0% 0%
unde teta 1.9% 2.2 %

Dupéa compararea frecventelor relative a undelor alfa, beta, teta, delta, nu
au fost semnalate diferente semnificative statistice in functie de stadiul de evolutie
al bolii, sau intre pacientii sedati si cei a caror inregistrari EEG s-au realizat pe
vigil.

S-a observat prezenta covarsitoare a undelor beta si teta, cu absenta undelor
delta la cele 2 grupuri de pacienti (tabelul 5.4).
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Tabel 5.4/Table 5.4
Media si deviatia standard a frecventelor inregistrate
Average and standard deviation of recorded frequencies

Parametri Pisici IRC Pisici IRA
(tip de unde) Media si deviatia Media si deviatia
standard standard
Alfa 10.8+1.42 11.3+0.97
Beta 20.2+4.85 19.8+5.4
Delta 0 0
Teta 6.9+0.74 7.3+0.7

Avand in vedere ca undele beta predomina in stare vigila, iar undele teta
in cazul stadiilor incipiente ale somnului, putem spune ca traseele
electroencefalografice studiate, din punct de vedere al analizei cantitative, sunt in
limite normale.

5.2. Studiu privind metabolomica lichidului cefalorahidian
in encefalopatia uremica

Insuficienta renald cronicad este una dintre cele mai frecvente boli
metabolice diagnosticate la céaini si pisici care afecteaza pacientii de toate
varstele, dar mai ales cei varstnici. Se caracterizeaza prin leziuni progresive ale
parenchimului renal si pierderea functiilor specifice (Polzin, 2011).

Pe langa semnele clinice clasice legate de dezechilibrele minerale si
electrolitice, anemia, scaderea apetitului si problemele gastrointestinale, in
ultimele etape ale bolilor pot fi observate si semne neurologice. Manifestarile
neurologice includ: depresia, ataxia, slabiciunea, tremorul si fasciculatiile
musculare, miocloniile, miscarile de bobbing al capului si chiar convulsii
(Davenport D., 2008).

Encefalopatia uremica este o afectiune care a fost raportata la céinii care
suferd de IRC, dar nu este intalnita constant la toti pacientii. Cauza nu este inca
in intregime cunoscuta, dar exista unele ipoteze care implica acumularea
anumitor metaboliti, tulburari hormonale, un dezechilibru al aminoacizilor cu rol
inhibitor-excitator, precum si modificari ale cailor polisinaptice.

Analiza lichidului cefalorahidian si a tesutului cerebral a evidentiat la
pacientii umani cu uremie, dar si In modele experimentale, o serie de modificari
care ar putea explica semnele neurologice si ar putea fi piatra de temelie in
gasirea unor solutii terapeutice Tn aceasta privinta. Studiile anterioare au descris
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acumularea de diversi aminoacizi, compusi guanidinici, acetona, myoinozitol,
sulfati si fosfati in plasma si LCR-ul bolnavilor cu IRC (Wishart s.a., 2009,
Bugnicourt s.a., 2013).

In ultimele decenii, rezonanta magnetica cu capéat de proton (1THRMN) a
fost utilizata intr-o varietate de domenii cum ar fi: biologia plantelor, medicina si
industria farmaceutica, constituind una dintre cele mai fiabile tehnici analitice
capabile sa determine simultan nivelul mai multor metaboliti, din constituentii sub
forma solida sau lichida. Una dintre cele mai importante facilitati ale acestei
metode, in comparatie cu alte tehnici cantitative, este aceea ca poate oferi un
profil global al esantioanelor prezentate, fara a fi nevoie de izolare individuala a
fiecarui compus vizat (Jukarainen s.a., 2008, Consonni s.a., 2013).

Studiul nostru a urmarit sa ofere o imagine de ansamblu asupra
modificarilor metabolice ale lichidului cefalorahidian la céinii cu IRC si sa ofere
raspunsuri posibile prin evidentierea diferitelor cai metabolice la unele dintre
semnele clinice care insotesc aceastad boala. Pentru a finaliza aceste obiective
spectroscopia RMN a fost considerata cea mai buna metoda pentru a se
conforma cerintelor studiului nostru.

Avand in vedere faptul ca existd similitudini intre diverse patologii din
medicina umana si cele de la caine, acest studiu ar putea oferi informatii
suplimentare care ar putea sa clarifice o serie de necunoscute ale encefalopatiei
uremice la oameni.

Din cunostintele noastre, niciun studiu nu a cuantificat acest numar de
metaboliti din LCR-ul céinilor diagnosticati cu IRC, utilizdnd 1NMR si un grup de
control pentru a elimina si a izola variabilele.

5.2.1. Material si metode

Studiul a fost aprobat de Comitetul de eticd al Universitatii de Stiinte
Agricole si Medicina Veterinara din lasi. Proprietarii pacientilor si-au dat acordul
pentru ca datele colectate sa fie utilizate in studiu. Probele de LCR au fost
recoltate de la 10 caini sanatosi, cu varste cuprinse intre 2-5 ani si cantarind 15-
20 kg caini (grupul control) fara antecedente de boaléa neurologica si de la 7 caini
cu insuficientd renald in stadiu final si un céine cu uretrd rupta (grup IRC),
diagnosticat de asemenea cu IRC, cu varste intre 8 si 15 ani ani si o greutate
cuprinsa intre 4.5 kg si 32 kg. Pacientii din grupul IRC nu au fost niciodata
diagnosticati cu niciun fel de afectiune neurologica.

Diagnosticul IRC a fost efectuat pe baza istoricului pacientului, examinarii
clinice, analizei biochimice a serului si a urinei, examenului ecografic si
examenelor histologice.

Recoltarea probelor de LCR s-a realizat din cisterna cerebelo-medulara cu
ajutorul acului spinal, cu un stilet cu diametru 22, la pacientii sub anestezie
generalda cu medetomidina (Domitor, Pfizer) 0.03mg/kg si ketamind (ketamina,
Kepra) 0.1mg/kg administrata intravenos.
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Toate probele au fost colectate in acelasi interval de timp intre 10-12 a.m.
pentru grupul martor, si intre 14-17 p.m pentru grupul IRC. Céinilor sanatosi li s-a
oprit hrana in seara dinaintea recoltarii, iar cainii cu IRC nu au mancat, de
asemenea, din cauza lipsei apetitului. Cainii din grupul IRC, la cererea
proprietarilor, au fost eutanasiati imediat dupa procedura din motive umanitare.

Probele au fost colectate fiecare in doua tuburi sterile, una pentru analiza
citologica si determinarea proteinelor si una pentru analiza RMN. Examenul
citologic al probelor a fost efectuat in decurs de o ora de la recoltare. Tuburi de
1,5 ml au fost congelate si depozitate la -80°C pana cand a fost efectuata analiza
RMN. Determinarile RMN au fost realizate la Institutul de Chimie
Macromoleculara "Petru Poni” din lasi.

Determinari RMN

fnainte de analiza RMN, probele LCR au fost supuse unor procese
preparatoare. Mai intai, probele umede au fost lasate sa ajunga la temperatura
camerei timp de aproximativ 30 de minute, dupa care au fost centrifugate timp de
10 minute la 7000 rotatii/min. S-au transferat alicote de 540pul LCR in eprubete
Eppendorf de 1,5ml, apoi s-au adaugat 60 ul de solutie tampon fosfat (pH 7,5) in
apa saracita in deuteriu (D20 ca semnal de blocare a cAmpului magnetic pentru
spectrometru) pentru a atinge un pH final de 7. Solutia tampon contine, de
asemenea, 5 mM 3- (trimetilsilil) - [2,2,3,3-d4] -1-propionat de sodiu (TSP utilizat
drept compus de referintd cu concentratie cunoscuta) si azida de sodiu utilizata
cu rol de conservant. Volumul final al probei (600ul) a fost apoi transferat intr-un
tub RMN de 5 mm folosit pentru analiza.

Spectrele au fost obtinute la o temperatura de 26.5°C utilizdnd un
spectrometru Bruker Avance Il 400 MHz care functioneaza la 400.13 MHz, cu o
sonda multinucleara de detectie inversa de 5 mm, echipata cu gradienti pe axa z.
Probele de LCR au fost plasate in tuburi de 5 mm Wilmad 507 RMN pentru
determinarile ulterioare. Spectrele au fost apoi inregistrate cu secventa de
impulsuri de presiune NOESY utilizdnd 32 scanari, 30 secunde intarziere de
relaxare, 4s timp de achizitie, 8223 Hz fereastra spectrala, colectand 64 K puncte
de date, cu o rezolutie digitalda de 0,12Hz. Pentru procesarea decalajului de
inductie libera post-achizitie (FID), a fost aplicat un factor de extindere a liniei
exponentiale de 1Hz.

Schimbarile chimice sunt raportate ca valori & (ppm) raportate la TSP
(0.0ppm) ca standard intern. Spectrele au fost achizitionate si procesate cu
software-ul Bruker TopSpin 3.5pl6.

Pregatirea probelor si determinarile RMN au fost efectuate de un singur
operator pentru a mentine erorile operative la minim.

Analiza statistica

Analiza statistica a datelor obtinute a fost efectuatd cu ajutorul software-
ului IBM SPSS 21 pentru Windows. Valorile pentru fiecare metabolit analizat au
fost prezentate ca medie si deviatie standard. Testul Pearson a fost de asemenea
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efectuat pentru a determina corelatiile dintre metabolitii din grupul IRC, cu un prag
de semnificatie statistica stabilit la p<0.05.

5.2.2. Rezultate si discutii

Examenul citologic al probelor de LCR nu a evidentiat nicio modificare in
grupul s&natos. Tn grupul IRC, 3 din 8 probe au prezentat pleiocitoza usoara, cu
un continut de 20-45 celule/pl, limfocitele fiind predominante (fig. 5.10). Continutul
de proteine din toate esantioanele a fost in limita normala.

Fig. 5.10 LCR-aspect normal, limfocite de mici dimensiuni
CSF — small lymphocytes

Pentru cainii sanatosi au fost identificati 18 metaboliti, iar pentru grupul
CKD au fost cuantificati 21. Datele sunt prezentate in tabelul 5.5.

Acidul succinic, dimetilamina si tirozina lipsesc din grupul control, acesti
metaboliti nefiind identificati la cainii sanatosi. Diferente notabile s-au observat in
ceea ce priveste nivelurile de creatining, lactat, acid acetic, acetonda, piruvat,
creatina si myo-inozitol intre grupul sanatosi si IRC.

Prin determinarile noastre am reusit sa investigam cai metabolice diferite
in encefalopatia uremica. Metabolitii identificati (tabelul 5.5) sunt componenta
majora a metabolismului acizilor grasi (acidul a-hidroxibutirat, acidul a-
hidroxisovaleric, acidul B-hidroxisovaleric, acidul acetic, acetona, acetoacetatul,
acidul succinic, acidul formic) a metabolismului energetic (glucoza, acid ascorbic,
lactat, alanina, piruvat, valina, creatinina, creatina, citrat), metabolismul proteic
(dimetilamina, tirozina) caile secundare (myo-inisitol) si a sistemul glutamatergic
(glutamina) (Musteata s.a., 2013, Wishart s.a., 2009).
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0.052+0.005
0.074+0.016
0.040+0.015
0.010+0.002
0.031+0.004
2.111+0.373
0.085+0.009
0.040+0.006
0.029+0.013
0.024+0.004
0.229+0.035
0.516+0.045
0.138+0.025
0.033+0.004
0.605+0.066
0.298+0.043
4.497+0.506

0.018+0.003

Tabelul 5.5/Table 5.5
Metabolitii identificati in grupul IRC comparativ cu cei identificati
in grupul sanatosi
Metabolites identified in the CRF group compared to those identified
in the healthy group

0.31040.246™
0.102+0.044
0.033+0.009
0.019+0.012"
0.048+0.038
5.278+7.111
0.114+0.128
0.176+0.052™
0.267+0.191™
0.039+0.009
0.07940.076™
0.070+0.139
0.779+0.529
0.283+0.134"
0.020+0.014
0.11040.095™
1.014+0.346™
0.301+0.130
4.771+1.986
0.025+0.020
0.027+0.007*

X - semnificativ; p<0.05
xx — distinct semnificativ; p<0.01
xxx — f. semnificativ; p<0.001

Exista 3 metaboliti care meritda mentionati in mod special: acidul succinic,
tirozina si dimetilamina, care au fost identificati si cuantificati numai in probele de

LCR din grupul IRC.
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Conform lui Wevers s.a. (1995), acidul succinic este de obicei greu
detectabil in LCR-ul pacientilor sanatosi umani, raportdnd prezenta acestui
metabolit in LCR-ul persoanelor care sufera de boala Canavan, tulburare
metabolica neuro-degenerativa innascuta. Explicatia acestui fenomen ar putea fi
concurenta pentru anumiti carrieri specifici intre acizii dicarboxilici (acidul succinic
fiind unul dintre ei) si acizii tricarboxilici (cum ar fi citratul), care au probabil céi de
eliminare comune din LCR (Olendorf W.H, 1973). Aceasta concurenta poate fi
cauza pentru care atat unii acizi dicarboxilici cat si tricarboxilici se gasesc in
concentratie mai mare in LCR pacientilor cu IRC. Modificarile metabolice asociate
acestei afectiuni produc efecte cu rol neurodegenerativ la nivelul SNC, aspecte
dovedite in medicina umana (Bugnicourt s.a., 2013, Toyoda K., 2015).

Dimetilamina a fost identificata doar in LCR-ul céinilor cu IRC. Acest
metabolit a fost asociata cu leziuni renale tubulare la un pacient uman cu
rabdomioliza, ce are ca efect scaderea clearance-ului urinar al acestui metabolit
(Bairaktari s.a., 2002). De asemenea, a fost identificatd in concentratie mult mai
mare in plasma pacientilor cu IRC supusi dializei peritoneale (Teerlink T., s.a.,
1997, Teerlink T., s.a., 2002).

Determinari ale dimetilaminei si precursorilor acesteia din LCR, au
prezentat interes pentru cercetatorii din domeniul bolilor neurodegenerative. S-a
demostrat ca enzima care hidrolizeaza ADMA 1in citrulind si dimetilamina (fig.
5.11) se gaseste in concentratii mai mari in neuronii care prezinta anomalii ale
citoscheletului (degenerescenta neurofibrilard) si semnalmente ale stresului
oxidativ (cresterea productiei de oxid nitric) (Smith s.a., 1998, Mulder s.a., 2002).
Disfunctiile renale, Tmpreuna cu modificarile induse de stresul oxidativ pot
constitui cauza prezentei dimetiaminei doar in LCR cainilor cu IRC.

Tirozina este cel de-al treilea metabolit identificat doar in grupul pacientilor
cu IRC. Boala renala a fost asociatad cu cresterea stresului oxidativ ca rezultat al
scaderii activitatii antioxidante si cresterea celei oxidante (specii reactive de
oxigen), ce poate juca un rol in evolutia progresiva a afectiunii (Kao s.a., 2010,
Modaresi s.a., 2015). in studiul efectuat de Deng s.a. (2001) s-a demonstrat o
crestere a cantitatii de nitrotirozina in creierul sobolanilor uremici. Nitrotirozina
este un produs al nitrarii tirozinei prin peroxiditrit, care este unul dintre produsele
secundare citotoxice ale interactiunii dintre speciile reactive de oxigen si oxidul
nitric. Tn plus, s-a demonstrat ca nitrotirozina, produsul final al interactiunii ROS-
NO-tirozina, provoaca excitotoxicitate prin activarea receptorilor N-metil-D-
aspartat.
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Fig. 5.11. Sinteza dimetilaminei in procesul de metilare a proteinelor (Mulder s.a., 2002)
Dimethylamine sinthesis in protein methylation process (Mulder s.a., 2002)

Pe de alta parte, studiile efectuate pe oamenii cu insuficienta renala
cronica au aratat ca tirozina plasmatica este deseori scazuta. Studiile
experimentale privind céinii si sobolanii cu IRC nu au evidentiat modificari
semnificative ale metabolismului tirozinic (Kopple s.a. 2007, Sette s.a., 2015).

Analiza statistica utilizdnd independent samples T-test pentru testarea
mediilor si stabilirea gradului de asemanare intre variatiile valorilor metabolitilor
determinati pentru cele 2 grupuri (IRC si control), a evidentiat o diferenta
semnificativ statistica (cu prag de semnificatie stabilit la p<0.05) intre dispersiile
urmatoarelor variabile din grupurile analizate: creatinina (p=0.021), acid acetic
(p<0.001), acetona (p=0.01), acetoacetat (p=0.001), acid piruvic (p=0.001), acid
citric (p=0.019), creatina (p=0.05), myo-inozitol (0.012), acid formic (p=0.005) si
acid lactic (p=0.02).

Myo-inozitolul este unul din cei 9 stereoizomeri ai inozitolului si reprezinta
baza structurala pentru o serie de mesageri de gradul 2 ai celulelor eucariote
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(Blumberg s.a., 1978). Acest compus se gaseste Tn concetratii mai mari in plasma
si urina pacientilor cu insuficienta renald, urmare a faptului c& rinichii sunt
principalii responsabili de procesele de oxidare a myo-inozitolului, reducandu-se
astfel semnificativ metabolizarea acestuia la pacientii cu insuficienta renala. Studii
din ultimele decenii au demonstrat statutul de toxind uremica a myo-inozitolului,
contribuind la aparitia polineuropatiei uremice (Himmelfrab s.a., 2010). Unul din
mecanismele prin care myo-inozitolul isi manifesta actiunea neurotoxica este prin
inhibarea proliferarii celulelor Schwann, afectadnd astfel productia normala de
mielind (Niwa s.a., 1989).

Mentinerea homeostaziei myo-inozitolului este importanta si pentru
functionarea normald a neuronilor. Pe langa rolul de sursa a inzitolului trifosfat
(mesager de gradul 2), acesta este implicat si in mentinerea echilibrului osmotic
la nivelul creierului (Umesha Shetty s.a., 1996). Myo-inozitolul este de asemenea
considerat marker al activarii celulelor gliale (a caror volum este mentinut de
homeostazia myo-inozitolului), care tind sa elibereze o serie de mediatori ai
inflamatiei, mediatori ce pot avea efect neurotoxic, ducand la disfunctii si chiar
pierderi neuronale (Chang s.a., 2013).

Prin urmare, acest metabolit in concentratii crescute poate avea efect
neurotoxic atat la nivelul sistemului nervos central cat si la nivelul celui periferic.

Creatinina este o substantd azotata care provine din degradarea creatinei
la nivel muscular. Studii au demonstrat ca acest metabolit, ce se acumuleaza in
exces la pacientii cu insuficientd renald are efect convulsivant dovedit prin
administrarea intracisternala si intracerebroventriculara la animale (De Deyn s.a.,
1992). Acumularea creatininei in serul dar si in LCR-ul pacientilor cu insuficienta
renald ar contribui la complicatiile neurologice ale acestor pacienti, ducand la
aparitia de crize convulsive si mioclonii (De Deyn s.a., 1992, Tachikawa s.a.,
2008). Efectul neuroexcitator al cretininei poate fi urmarea blocarii actiunii acidului
gamma-aminobutiric, considerat a fi unul dintre cei mai importanti mediatori
inhibitori centrali, si al glicinei, aminoacid care are de asemenea rol inhibitor
asupra SNC (De Deyn s.a., 1992). Blocarea functionala a acestor mediatori se
pare ca se produce prin efectul competitiv antagonist la locul de recunoastere al
receptorului GABA (D'Hooge s.a., 1999).

Analiza statistica a pus Tn evidenta o diferentd semnificativa statistic intre
valorile creatininei din LCR-ul pacientilor cu IRC, fata de cainii sanatosi, lotul cu
IRC prezentand valori de pana la 6 ori mai mari (0.310 mmol/l fatd de 0.052
mmol/l) (fig. 5.12).
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Fig. 5.12. Biovariabilitatea creatininei in LCR-ul céinilor cu IRC si normali
Creatinine biovararity of CRL in CRF and healthy dogs

Acidul acetic un metabolit al N-acetilaspartatului si al neurotransmitatorului
acetilcolina. Este implicat sub forma acetyl CoA in metabolismul lipidelor si al
carbohidratilor (Lutz s.a., 2007). Astfel, acumularea de acetil CoA poate avea ca
rezultat inhibarea acetil CoA carboxilaza, enzima implicatd in sinteza de acizi
grasi dar si in procesul formare a mielinei (Viola s.a., 2002). A fost identificat in
concentratii mai mari in LCR-ul pacientilor cu boli neurodegenerative (ALS,
scelroza multipla) , dar si in probele pacientilor cu IRC din studiul nostru, cu o
diferenta semnificativa de concentratie, fata de lot control (p<0.001).

Acetoacetatul face parte din categoria corpilor cetonici care se produc in
exces Tn cazul unor afectiuni cu ar fi diabetul sau alte patologii ce duc la inanitie.
Acetona este produsul decarboxilarii acetatului la nivelul florei gastro-intestinale
(Kalapos M.P., 1999). Acumularea de corpi cetonici in IRC poate fi urmarea
pierderii sau reducerii apetitului pacientilor, cresteri lipolizei si implicit a
cetogenezei. Corpii cetonici reprezinta principala sursa de energie a creierului in
perioadele de inanitie (Jin s.a., 2013, Owen Q.E., 2005). Desi acumularea de
corpi cetonici nu este atadt de marcanta in IRC, pacientii diabetici care prezinta
aceastd complicatie suferd o serie de modificari morfologice ale creierului si
alterari cognitive pe termen scurt si mediu (Cameron s.a., 2014). Chiar daca
momentan studii care sa incadreze corpii cetonici in categoria neurotoxinelor
uremice exista posibilitatea implicarii acestora in manifestarile neurologice din
IRC (http://www.uremic-toxins.org/DataBase.html).
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Piruvatul este produsul final al glicolizei, ce se poate transforma in lactat
in conditii de anaerobioza sau poate fi transportat in mitocondrii pentru a lua parte
la ciclul Krebs, in conditii de aerobioza. Concentratiile acidului lactic si piruvatului,
precum si raportul lactat/piruvat din LCR sunt relevante pentru o serie de afectiuni
primare sau dobandite ale SNC .

Cresterea nivelului de lactat si implicit al raportului lactat/piruvat poate sa
apara In meningite bacteriene, status epileptic, precum si diferite patologii care
pot cauza hipoxie cerebrala (Benoist s.a., 2003). Insuficienta renala cronica a fost
asociatd cu aparitia de leziuni ale substantei albe cerebrale, microinfarcte si
microhemoragii independente de factorii de risc cardiovascular asociati acestei
afectiuni. (Toyoda K., 2015). Studiul experimental realizat de Sugi si colaboratorii
in 1975 pe caini cu hemoragii intracerebrale si subarahnoidine, au pus in evidenta
cresterea raportului lactat/piruvat.

Determinarile noastre au evidentiat de asemenea dublarea valorii
lactatului in LCR-ul pacientilor cu IRC comparativ cu cei sanatosi, ceea ce a dus
implicit la cresterea raportului lactat/piruvat. Conform celor expuse anterior putem
suspiciona ca microangiopatia cerebrald asociatd IRC, insotitda de hipoxia
cerebrald, pot duce la cresterea nivelul de acid lactic si al rapotului lactat/piruvat
la cainii cu IRC.

Diferente semnificativ statistice au fost identificate si in cazul acidului citric
(p=0.019), cu o medie a valorilor determinate in grupul IRC de 2 ori mai mari
decat in lotul control. Cresteri ale valorilor acidului lactic si acidului citric
evidentiate de determinarile realizate in lotul control, sugereaza modificari
importante ale metabolismului energetic (Gray s.a., 2015). De asemenea,
modificari functionale ale mitocondriilor au fost identificate la pacientii cu IRC, ce
ar putea duce la acumularea acestor metaboliti (Gamboa s.a., 2016).

Acidul formic este produs in mod obisnuit in sinteza de acetat. Este
responsabild atat de acidoza metabolica, cat si de afectarea transportului de
electroni mitocondriali si a producerii de energie prin inhibarea activitatii citocrom
oxidazei, acceptorul de electroni terminal al lantului de transport al electronilor. in
studiul de fata a fost observata cresterea valorilor acestui metabolit in grupul IRC
cu diferente semnificative fatd de lotul control (p=0.005). Acidul formic a fost
identificat Tn studiul realizat de Kapur s.a. (2007) ca fiind una din neurotoxinele
determinate implicate in moartea neuronalad la pacientii ce sufera de alcoolism
cronic. Desi valorile determinate de noi nu sunt atat de mari ca cele determinate
de Kapur s.a. la oameni, acidul formic poate fi implicat in procesele degenerative
neuronale intalnite la pacientii cu IRC.

Acidul B-hidroxivaleric este un acid organic ce se excreta prin urina, fiind
un produs al degradarii leucinei (www.hmdb.ca). Metabolizarea acestui acid se
afla sub influenta unei enzime dependente de biotina (Watanabe s.a., 2005).
Studiile pe model experimental in insuficienta renald cronica au pus in evidenta
deficitul transportorilor biotinei la nivel intestinal (Said s.a., 1992), ceea ce duce la
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carenta acestei vitamine, aspect observat si la pacientii umani cu aceasta
afectiune (Jankowska s.a., 2017). Luand in considerare faptul ca eliminarea
acidul B-hidroxivaleric este dependetd de biotina, se poate explica prezenta
acetuia in concentartie mai mare la pacientii cu IRC. in cazul pacientilor umani a
fost evidentiat rolul neurotoxic al acetui metabolit cu manifestari neurologice
caracterizate prin tremor, confuzie, somnolenta si crize epileptiforme (Engelke
s.a., 2006).

Prin studiul prezentat am reusit sa evidentiem alterari ale metabolismului
acizilor grasi, protidic, enrgetic si la nivelul cailor secundare, ce sunt implicate in
apritia leziunilor degenerative la nivelul SNC, si modificari la nivelul mediatorilor
cu rol inhibitor-excitator.

5.3. Evaluarea tulburarilor sistemului nervos autonom prin
intermediul variabilitatii frecventei cardiace, la cainii cu nefropatii

Sistemul nervos vegetativ este un sistem multineuronal, ai caror neuroni
centrali se afla in hipotalamus (centrul primar de integrare a functiilor autonome),
punte, mezencefal si medulla oblongata. Este impartit in doud componente:
simpatica si parasimpatica, ce actioneaza antagonic. (Lorentz s.a., 2011).

Tabel 5.6/Table 5.6

Functiile sistemului nervos autonom (dupa De Lahunta, 2009)
Functions of the autonomic nervous system (De Lahunta, 2009)

Simpatic Parasimpatic

Inima
tfrecventa cardiaca
tforta de contractie

Vase de sange
vasoconstrictie
Pulmoni
bronhodilatatie
Tract gastro-intestinal
I motilitatea
Contractia sfincterelor
|secretiilor
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Inima
lfrecventa cardiaca
forta de contractie

Vase de sange
Pulmoni
bronhoconstrictie
Tract gastro-intestinal
tmotilitatea
Relaxarea sfincterelor
1secretiilor
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Variabilitatea frecventei cardiace

Variabilitatea frecventei cardiace (VFC) reprezinta iregularitatea fiziologica
a ritmului sinusal si este determinata de interactiunea mecanismelor de reglare
ale frecventei cardiace. Dintre aceste mecanisme cele mai importante sunt cele
nervoase, mediate prin sistemul nervos vegetativ. VFC este o modalitatea
neinvaziva de evaluarea a sistemului nervos autonom, cuantificAnd pe baza
electrocardiogramei (ECG) o serie de parametri ce indica starea tonusului
simpatic si parasimpatic.

Mecanismele dezechilibrelor sistemului nervos autonom in insuficienta
renald nu sunt pe deplin cunoscute si, chiar daca nu existd o metoda standard de
a studia aceste modificari, determinarea variabilitatii cardiace poate fi utila pentru
a stabili existenta unui eventual dezechilibru vegetativ cauzat de aceasta
patologie. Insuficienta renald cronica a fost asociata cu stimularea componentei
simpatice si scaderea variabilitati cardiace, impreuna cu cresterea riscului
morbiditatii cardio-vasculare si evolutia spre sindrom cardio-renal. Sindromul
cardio-renal implica cai bidirectionale de afectare a cordului sau rinichilor, iar
actualmente se studiazd modalitati de a descrie si defini relatia fiziopatologica
intre aceste doua organe.

Studiile din medicind umana au reusit s& demonstreze ca scaderea
variabilitatii cardiace poate fi consideratd un factor predictiv al aparitiei
insuficientei renale dar si al afectiunilor cardiace, chiar in lipsa semnelor clinice
(Drawz et. al, 2013). De asemenea, evaluarea variabilitatii cardiace s-a dovedit a
fi si un predictor al eficientei tratamentului la pacientii cu insuficienta renala, in
special la pacientii dializati.

5.3.1. Materiale si metode

Scopul studiului a fost de a evalua balanta simpato-parasimpatica
(simpato-vagald) la cainii cu insuficienta renald cronica, folosind analiza
variabilitatii ritmului cardiac (VFC) utilizand n acest scop monitorizarea ECG pe o
perioada scurtd de timp, 5 minute fiind suficiente pentru obtinerea parametrilor
necesari investigatiei. in studiu au fost inclusi 13 caini (diferite varste si rase) cu
insuficientd renald cronica (grupul IRC), diagnosticatd in conformitate cu
directivele IRIS Tn stadiul IV, dar fara afectiuni cardiace detectabile. Pentru a
compara rezultatele analizei VFC, am utilizat parametrii obtinuti de la 13 caini
sanatosi (fara afectiuni cardiace sau renale), de acelasi sex, cu varsta si greutate
asemanatoare.

Pentru obtinerea inregistrarilor ECG s-a utilizat electrocardiograful
PolySpectrum-8E/8V (Neurosoft), iar pentru obtinerea parametrilor VFC s-a folosit
software-ul Kubios HRV Analysis (Univ. Kuopio, Finlanda). Analiza statistica a
datelor s-a realizat utilizdnd software-ul IBM SPSS 21, utilizdnd testele Mann
Withney si Ttest paired samples cu un prag de semnificatie stabilit la p<0,05.
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Cele mai utilzate metode de analiza a variabilitatii frecventei cardiace o
reprezinta analiza domeniului de timp (time domain analysis) si analiza
domeniului de frecventa sau spectral (frequency domain analysis).

Analiza domeniului de timp se bazeazad pe masurarea intervalelor dintre
doua complexe QRS succesive normale, numite intervale NN (normal-to-normal,
beat-to-beat intervals) (fig. 5.14).

Parametri domeniului de timp introdusi in analiza statistica au fost:

- SDNN - deviatia standard a intervalelor NN normale (fig. 5.13), ce

poate fi considerata reprezentarea in ansamblu a VFC

- RMSSD - radacina patrata a standardului de deviatie a tuturor

intevalelor NN (reflecta exclusiv activitatea vagala)

- NN50 — numarul de complexe NN care se diferentiazéa cu mai mult de

50ms

- pNN50 — procentul complexelor NN care difera cu mai mult de 50ms

(modulat de activitatea simpatica) (Guideline P., 1996).

Time-Domain Results Distributions

Variable Units Value

Mean RR” (ms) 523.3

STD RR (SDNN) (ms) 92.3

Mean HR” (1/min) 117.89

STD HR (1/min) 18.68

RMSSD (ms) 120.9

NN50 (count) 302

pNN50 (%) 54.1

RR triangular index 17.469 04 05 o8 o7 08
TINN (ms) 410.0 RR (s)

Fig. 5.13. Rezultatele parametrilor dependenti de timp ale intervalelor RR si reprezentarea grafica a
distributiei acestora. Imagine preluata din analiza Kubios
Results of time dependent parameters of RR intervals and graphical representation of their
distribution. Image taken from Kubios analysis

Parametrii domeniului de frecventa introdusi in analiza statistica atribuie
benzi de frecventd si apoi contabilizeazd numarul de intervale NN care se
potrivesc fiecarei benzi. Benzile sunt de frecventda mare (HF) 0.15-0.4Hz
(modulate exclusiv de activitatea parasimpatica, de joasa frecventa (LF) 0.04-
0.15Hz (modulate sinergic de simpatic-parasimpatic) si de foarte joasa frecventa
(VLF) 0-0.04Hz (fig 5.15). Pentru a analiza activitatea simpaticului in domeniul de
frecventa, se realizeaza raportul LF/HF.
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Fig.5.14. llustrarea grafica a intervalelor NN
http://images.google.friimgres?imgurl=http%3A%2F %2Fresearch.vet.upenn.edu
Graphic illustration of NN intervals

Frequency—-Domain Results
FFT spectrum {Welch’'s periodogram: 256 s window with 50%|overiap)
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0
0 0.1 0.2 03 04 0.5
Frequency (Hz)

Frequency Peak Power Power Power
Band (Hz) (ms?) (9%) (n.u.)
VLF (0—0.04 Hz) 0.0039 129 29
LF (0.04-0.15 Hz) 0.0508 371 84 8.6
HF (0.15-0.4 Hz) 0.2266 3905 88.3 90.9
Total 4425
LF/HF 0.085

Fig. 5.15 Analiza spectrala e undelor de joasa frecventa si inalta frecventa in domeniul de frecventa.
Imagine preluata din analiza Kubios
Spectral analysis of low-frequency and high-frequency waves in the frequency range. Image taken
from Kubios analysis.
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5.3.2. Rezultate si discutii

S-au evaluat parametrii domeniului de timp si frecventa pentru a estima
global VFC (SDNN), activitatea vagala (pNN50 si HF) si tonusul simpatic (LF si
LF/HF) (Tabel 5.7).

Tabel 5.7/Table 5.7
Valorile VFC la cainii sanatosi si cu IRC
HRYV values in healthy and CKD dogs

Grup N Minimum | Maximum | Media Deviatia
standard
FC 13 94.00 169.00 128.69 20.29
RRa 13 329.00 640.00 | 473.15 87.60
SDNN 13 10.00 107.00 54.13 27.35
RMSSD 13 5.00 120.00 41.98 33.54
sAntosi pNNSO0 13 0.15 36.00 12.27 12.07
’ Tl 13 50.00 710.00 321.53 187.63
LFp 13 2.90 61.00 27.79 15.70
HFp 13 1.70 64.20 23.19 16.87
RLH 13 0.10 4.23 1.85 1.28
Valid N (listwise) 13
FC 13 103.78 175.20 132.90 20.43
RRa 13 342.50 580.10 | 463.76 72.81
SDNN 13 4.80 92.30 30.35 26.80
RMSSD 13 1.70 120.90 23.06 32.51
R pNNSO0 13 0.00 54.10 7.62 15.61
Tl 13 1.83 410.00 77.32 122.47
LFp 13 3.00 963.00 251.71 301.07
HFp 13 1.00 4389.00 | 754.64 1470.16
RLH 13 0.09 10.86 3.81 3.90
Valid N (listwise) 13

Rezultatele noastre au aratat o scadere semnificativa a VFC generala
(SDNN) (p=0.017) (fig. 5.12) in grupul IRC asociat cu o semnificativd scadere a
tonusului vagal (pNN50 si HF) (p =0.03) (fig. 5.16, fig. 5.17, fig. 5.18).
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Fig. 5.16. Reprezentarea grafica a VFC in ansamblu (deviatiei standard a complexelor NN)
Graphic representation of HRV as a whole (standard deviation of NN complexes)
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Fig.5.17. Reprezentarea grafica a distributiei valorilor parametrului domeniului de timp
ce indica activitatea parasimpaticului
The graphical representation of the time domain parameter distribution that indicates
parasimpatic activity
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Fig. 5.18. Reprezentarea grafica a valorilor parametrului domeniului de frecventa,
modulat de activitatea parasimpatica
Graphic representation of the frequency domain parameter values,
modulated by the parasimpatic activity

Mai mult decéat atat, activitatea simpatica este crescutda (p<0,001 si
p<0,05) in grupul IRC, comparativ cu grupul sanatosi (fig. 5.19).

12,007
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8.004

6.004
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L] T

Sanatosi IRC
Grup

Fig. 5.19. Reprezentarea grafica a valorilor raportului LF/HF
Graphic representation of report values LF/HF
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Studiul nostru a aratat ca pacientii cu IRC prezintd cresterea activitatii
simpatice asociate cu activitate vagal scazuta, cu scaderea in ansamblu a
variabilitatii cardiace (Saftencu s.a., 2017). Acest dezechilibru autonom este
indicator al unui prognostic grav la céinii cu afectiuni cardiace (Rasmunssen s.a.,
2012).

La om, analiza VFC a pacientilor cu insuficientd renald a fost utilizata ca
marker al evolutiei acestora, precum si predictor al mortalitatii, fiind asociata cu
cresterea activitatii simpatice si o neuropatie autonoméa cardiaca (Drawz s.a.,
2013).

Studiul realizat de noi este primul pe aceasta tema in medicina veterinara,
si sunt necesare studii suplimentare pentru a include un dezechilibru autonom ca
instrument Tn monitorizarea evolutiei clinice a céinilor cu IRC.

5.4. Concluzii partiale

Insuficienta renald, in ultimile stadii de evolutie, este insotita de multe ori
de manifestari neurologice caracterizate prin crize epileptiforme si alterari ale
constientei.

Electroencefalografia pune in evidentd modificarile bioelectrice aparute in
encefalopatia uremica.

Metabolomica lichidului cefalorahidian a pus in evidentd prezenta in
concentratii crescute a unor compusi cu rol convulsivant, neurotixic si excitator.

Evaluarea variabilitatii frecventei cardiace este o modalitatea neinvaziva
de analiza a dezechilibrelor sistemului nervos vegetativ.

Studiul nostru a aratat ca pacientii cu IRC prezintd cresterea activitatii
simpatice, asociate cu activitate vagal scazutd, cu scaderea in ansamblu a
variabilitatii cardiace, fiind primul pe aceasta tema in medicina veterinara.
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CAPITOLUL VI. ASPECTELE HISTOPATOLOGICE Sl
ELECRONOMICROSCOPICE iN NEFROPATII SI
ENCEFALOPATIA UREMICA LA ANIMALELE DE COMPANIE
CAPITOLUL VI. HISTOPATHOLOGICAL AND
ELECRONOMICROSCOPICAL ASPECTS IN NEPHROPATHIES
AND UREMIC ENCEPHALOPATHY IN SMALL ANIMALS

6.1. Aspecte histopatologice si elecronomicroscopice
in nefropatii la caini si pisici

6.1.1. Materiale si metode

Studiul de morfopatologie a fost realiza pe un numar de 19 caini, cu varste
cuprinse intre 7 luni si 11 ani, si 9 pisici cu varste cuprinse intre 1.5 si 17 ani,
diagnosticati cu IRA sau cu IRC, eutanasiati, ludndu-se in considerare stadiul
terminal al afectiunii.

Pe langa analiza aspectelor histopatologice, studiul a urmarit frecventa
unor leziuni caracteristice (fig. 6.1 $i 6.2) :

Glomerulonefrita Calcificari

Tubulonefrita si leziunile tubulare Chisturi

Nefrita limfo-histiocitara Pielita

Fibroza interstitiala Cilindri (hialini-hialinoza/bilirubina)
Amiloidoza Aspecte regenerative

Protocolul de prelucrare histologica (metoda includerii la parafind) a
fragmentelor tisulare recoltate, presupune fixare in formaldehida 10% si includere
la parafina, utilizdnd procesorul de tesuturi Leica TP 1020 (Leica Microsystems
GmbH, Germany). Sectiunile la 5 ym au fost obtinute cu un microtom SLEE CUT
6062 (SLEE Medical GmbH, Germany). Dupa deparafinare, coloratiile utilizate au
fost cele de orientare generald: hematoxilind-eozinad (HE) si tricromica Masson
(HEA). Examinarea histologica s-a realizat cu un microscop optic model Leica
DM750 cu camera digitala integrata Leica ICC50 HD (Leica Microsystems GmbH,
Germany). Sectiunile au fost examinate la magnitudine de x100, x200, x400,
fotografiate si preluate cu softul Leica Application Suite software (LAS) versiunea
2016. in evaluarea leziunilor renale s-au examinat atat medulara cat si corticala
renald, descriindu-se leziunile principalelor componente ale nefronilor cat si ale
stromei conjunctivo-vasculare. Din punct de vedere lezional au fost remarcate
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fenomene degenerative, necroze, tulburari circulatorii sanguine, inflamatii si
fenomene regenerative.

Studiul de microscopie electronica a inclus 8 pacienti diagnosticati cu IRC.
Microscopia electronica cu transmisie constituie o metoda de investigatie care
poate oferi informatii relevante in legatura cu structura si starea suprafetelor
materialelor. Metoda prezinta avantajul unor mariri care le depasesc cu mult pe
cele permise de microscoapele optice (1.000.000x fata de 2000x) si se
caracterizeaza printr-o adancime de camp mult mai mare.

Specimenele (rinichi) au fost prefixate cu solutie glutaraldehida 2% in
tampon fosfat, fixate cu solutie tetraoxid de osmiu (OsO4) 1% in tampon fosfat,
colorate Tn masa cu acetat de uranil (2g acetat de uranil Tn 100 ml alcool etilic
30%) si acid fosfotungstic (1,4g acid fosfotungstic in 100 ml alcool 70%) si incluse
in epon. Dupa sectionarea la ultramicrotom, s-au colorat in acetat de uranil 1%
solutie alcoolica si solutie de citrat de plumb dupa metoda Reynolds. Probele au
fost examinate la microscopul cu transmisie (TEM) model TESLA BS 500.

6.1.2. Rezultate si discutii

Leziunile inregistrate cu frecventa cea mai mare la caini sunt:
glomerulonefrita membrano-proliferativa si  sclerozantda (24%), nefrita
limfohistiocitara (12%), tubulonefrita, caracterizatd prin degenerarea epiteliala
(14%) si prezenta de cilindri hialini (14%), indicativi ai proteinuriei (fig. 6.1).

H glomnfr
M nefr I-h

M tubner

m fibr intrst
m amiloid
= mineraliz
W chisti

M pielita

M clinindri
W cristale

m neoplazie

W regen

Fig.6.1. Frecventa leziunilor histopatologie renale la pacientii canini necropsiati
The frequency of kidney histopathological lesions in necropsied dogs
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La pisici, leziunile cele mai des intélnite la pacietii luati in studiu au fost:
glomerulonefrita (25%), tubulonefrita (18%), prezenta cilindrilor (hialini sau lipidici)
(14%) si a cristalelor de oxalat de calciu sau urati (14%) (fig. 6.2).

H glomnfr
m nefr l-h

m tubner

m fibr intrst
® amiloid

B mineraliz
W chisti

m pielita

m clinindri
M cristale

M neoplazie

Hregen

Fig. 6.2. Frecventa leziunilor histopatologie renale la pisicile necropsiate
The frequency of kidney histopathological lesions in necropsied cats

Glomerulonefrita reprezintd cauza principala a insuficientei renale la céine,
fiind de cele mai multe ori membrano-proliferativa. Glomerulonefrita membranoasa
se caracterizeaza prin ingrosarea membranei bazale (fig. 6.3, fig. 6.4).

3 & P 3 ¢ o I'27s
Fig. 6.3. Glomerulonefrita membranoasa, catea 8 ani, col. tricromica Masson

Membranous glomerulonephritis, dog, female 8 yo, trichromic Masson stain
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Fig. 6.4. Corticala - corpuscul malpighi. Depozite dense pe fata externa a laminelor bazale ale
capilarelor glomerulare, intre procesele podocitare (sageti). Glomerulita membranoasa.
Renal cortex — Malpighi corpuscle. Dense deposits on the external side of basement membrane of
glomerular capilaries, betwen podocytes processes (arrows). Membranous glomerulonephritis.

Glomerulonefrita proliferativa se manifesta prin predominanta proliferarilor
celulare, iar cea membranoproliferativa se caracterizeaza prin prezenta ambelor
modificari (Maxie G., 2006). Se pot observa ghemuri vasculare marite in volum,
ce ocupa aproape tot spatiul intern al glomerulului prin proliferari mezangiale,
sporirea matricei mezangiale cu comprimarea capilarelor glomerulare si
proliferarea celulelor din epiteliul parietal al capsulei Bowman (fig. 6.5). Celulele
proliferate observate au fost celulele mezangiale, celulele epiteliului visceral,
monocitele, celulele endoteliale si celulele epiteliului parietal. S-au observat, de
asemenea, aderente intre glomerul si capsula Bowman (Pasca A.S., 2008).

Aspectele elecronomicroscopice evidentiaza prezenta complexelor imune,
precum si aspectele lezionale expuse anterior (fig. 6.4).

Glomerulonefrita sclerozanta sau glomeruloscleroza se observa ca o
combinatie intre proliferarea matricei mezangiale si obliterarea lumenelor capilare
(Maxie G., 2006). La aceasta leziune se remarca dezorganizarea ghemului
vascular, ce apare subdimensionat, aderente intre ghemul vascular si capsula
Bowman si hipocelularitate (fig. 6.6).

Aceste tipuri de leziuni glomerulare pot fi in diferite stadii de evolutie in
acelasi rinichi, iar reactia glomerulara poate sa nu fie uniforma la toti glomerulii,
putand practic sa apara leziuni diferite la acelasi pacient, in acelasi rinichi (Maxie
G., 2006).
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Fig. 6.5. Glomerulonefrita membrano-proliferativa, caine, 16 ani, IRC,
Col. tricromica Masson
Membranoproliferative glomerulonephritis, dog, 16 yo, CRF, trichromic Masson stain
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Fig. 6.6. Glomerulonefrita sclerozanta, céine, 16 ani, IRC,
Col. tricromica Masson
Sclerosing glomerulonephritis, dog, 16 yo, CRF, trichromic Masson stain
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In studiul nostru, nefrita tubulo-interstitiala reprezinta leziunea intalnita cel
mai frecvent dupd glomerulonefrite. Se caracterizeaza prin inflamatie si
degenerare interstitialad si afectarea functionalad a sistemului tubular. Tubulii si
interstitiul sunt strans asociate, iar afectarea unuia determind lezionarea si
celeilalte componente, de aceea multe afectiuni sunt numite boli tubulo-
interstitiale (Maxie G., 2006 p 478).

Raspunsul rinichiului la distrugerea tubulara este limitata la hipertrofia
compensatorie a restului de nefroni. Astfel, tubulii care rdman in rinichii afectati
sunt deseori mari si dilatati. Degenerarea si umflarea celulelor tubulare poate
provoca marire in volum a rinichiului. Degenerarea hidropica apare din cauza
deteriorarii membranelor mitocondriale cu formarea de vacuole (fig. 6.7).

Prezenta in tubi a unui material proteic indica, de obicei o crestere a
permeabilitati glomerulare. Muco-proteina Tamm-Horsfall este produsa in
portiunea ascendentd a ansei Henle si tubilor distali, astfel o substanta roz cu
aspect granular poate sa apara in mai multi tubi la nivel cortical. Globulele de
proteine sunt lizozomi plini cu proteine care se afla in faza de proteoliza.

- AN S : R0 02 A ¥ ;
Fig. 6.7. Tubulo-nefrita, tub uriniferi lipsiti de lumen, tumefierea nefrocitelor,citoplasma
cu aspect vacuolizat, col. tricromica Masson, x400
Tubulo-nephritis, enlarged nephrocytes, urinary tubes without lumen, vacuolated cytoplasm,
trichromic Masson stain, x400

A

Acumularile intraepiteliale masive rup polul apical al celulelor si
conglomereaza in lumenul tubilor uriniferi sub forma cilindrilor hialini. Resorbtia
proteinelor de catre tubulii proximali este un proces fiziologic; cilindrii indica faptul
ca acest mecanism este saturat (Maxie G, 2006) (fig. 6.8, fig. 6.9).
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Fig. 6.8. Cilindri hialini, motan, 10 ani, IRC, col. tricromica Masson
Hyaline cylinders, tomcat, 10 yo, CRF, trichromic Masson stain

Fig. 6.9. Tub urinifer. IRC cu proteinurie. Sferule de hialin in citoplasma
celulelor epiteliale tubulare.
Urinary tube. CRF with proteinuria. Hyalin deposits in epithelial cells cytoplasm
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Degenerarea grasa este uneori dificil de evaluat la porcine, céini si pisici,
care in mod normal au cantitati considerabile de trigliceride in epiteliul renal. Tn
degenerarea grasa, trigliceridele sunt de obicei intalnite in celulele tubilor contorti
(fig. 6.10, fig. 6.11).

Calcificarea renala este foarte frecvent intalnita la caini si mult mai rar la
alte specii. Apare destul de repede dupa producerea leziunilor, in epiteliul
degenerat sau necrozat si in membranele bazale afectate. In uremie, aceasta
poate afecta, de asemenea, glomerulii si vasele mici de sénge. Mineralizarea
renala este de cele mai multe ori rezultatul final al hiperparatiroidismului secundar
indus de insuficienta renala cronica si poate coexistd cu depozite similare in
pulmoni, mucoasa gastrica si alte organe.

Mineralizarea renala incepe de obicei la nivelul membranei bazale
tubulare si la nivelul epiteliului, in special in zona exterioara medulara, implicand
eventual interstitiul, vasele si glomerulii. Mineralizarea epiteliala tubulara si
formarea de cilindri provoaca obstructie tubulara si in cele din urma pierderea de
nefroni (fig. 6.12) (Maxie G, 2006).

- # g e >

Fig. 6.10. Steatoza tubulara, pisica, 12 ani, IRC,
Col. tricromica Masson
Tubular steatosis, cat, 12 yo, CRF, trichromic Masson stain
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Fig.6.11. Stetatoza tubulara. vacuole lipidice in citoplasma cel. epiteliale tubulare.
Tubular steatosis. Lipidic vacuoles in tubular epithelial cells

* A . RGNy Vi w4
Fig. 6.12. Calcificare si degenerare epiteliala tubulara, céine, IRC,
col. tricromica Masson
Calcification and tubular epithelial degeneration, dog, IRC, trichromic Masson stain
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Prezenta cristalelor de oxalat de calciu sau distrofia cristalina a fost
intalnita la 14% din cazurile studiate, sub forma depozitelor cristaline de culoare
galbuie cu dispozitie radiara, si refringente in lumenul tubilor contorti, care in urma
acumularii acestor cristale au suferit degenerari de intensitati variabile (fig. 6.13).
S-au observat degenerari epiteliale tubulare pornind de la distrofii lipidice,
granulare, hialine, pana la necroza epiteliului tubular (Maxie G, 2006, Pasca A. S.,
2008).

20 um

Fig. 6.13 Depozite de oxalat de calciu si necroza epiteliului tubular, col. tricromica Masson
Calcium oxalates deposits and tubular epithelial necrosis, trichromic Masson stain

Inflamatia focala cu prezenta de tesut fibros redus si infiltratii limfo-
histiocitare sunt frecvente in rinichi. Cauzele sunt rareori cunoscut si cel mai
probabil nespecifice. Unele leziuni pot fi in primul rand inflamatorii, iar altele pot fi
focare de persistenta a antigenului (fig. 6.14).

Nefrita interstitiala fibroasa sau cronica are o evolutie lenta si se dezvolta
progresiv (fig. 6.15, fig. 6.16). Se caracterizeaza prin fibroza extinsa, atrofie
tubulara generalizata, pierderea nefronilor si micsorarea in volum a rinichilor.
Inflamatia fibroasa reprezinta forma de finalizare a glomenulonefritelor si nefritelor
interstitiale exsudative si limfohistioplasmocitare (Pasca A.S., 2008).
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Fig. 6.14. Nefrita interstitiala Iimfo-histioitaré, pisica, IRC,
col. tricromica Masson
Interstitial lymfo-hystiocytic nephritis, cat, CRF, trichromic Masson stain

Fig. 6.15. Nefrita fibroasa, aspect macroscopic-original
Fibrous nephritis, gross pathology -original
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s

Mineralizare difuza la nivelul medu ol. tricromica Masson
Mineralizare difuza la nivelul medularei, Trichromic Masson stain

6.2. Aspecte histopatologice si elecronomicroscopice
in encefalopatia uremica la caine

6.2.1. Materiale si metode

Studiul nostru a cuprins 8 pacienti diagnosticati cu insuficientd renala
cronica, aflati in stadiile finale ale bolii, care au fost eutanasiati sau au decedat.
La scurt timp dupa deces, s-au recoltat probe de creier de la nivelul lobilor frontali
si din cerebel.

Protocolul de prelucrare histologica (metoda includerii la parafind)
presupune ca fragmentele tisulare recoltate sa fie fixate in formaldehida 10% si
incluse la parafind, utilizdnd procesorul de tesuturi Leica TP 1020 (Leica
Microsystems GmbH, Germany). Sectiunile la 5ym au fost obtinute cu un
microtom SLEE CUT 6062 (SLEE Medical GmbH, Germany). Dupa deparafinare,
coloratiile utilizate au fost cele de orientare generala: hematoxilind-eozina (HE) si
tricromica Masson (HEA). Examinarea histologica s-a realizat cu un microscop
optic model Leica DM750 cu camera digitala integrata Leica ICC50 HD (Leica
Microsystems GmbH, Germany). Sectiunile au fost examinate la magnitudine de
x100, x200, x400, fotografiate si preluate cu softul Leica Application Suite
software (LAS) versiunea 2016.

131



Teza de doctorat

Pentru evaluarea la microscopul electronic specimenele au fost prefixate
in solutie glutaraldehida 2% in tampon fosfat, fixate in solutie tetraoxid de osmiu
1% (Os0,) in tampon fosfat si colorate in masa cu acetat de uranil 2% in alcool
etilic 30% si solutie alcoolica de acid fosfotungstic (1,4g acid fosfotungstic in 100
ml alcool 70%). Apoi probele au fost incluse in epon. Dupa sectionarea la
ultramicrotom, sectiunile s-au colorat in acetat de uranil 1% solutie alcoolica si
solutie de citrat de plumb dupd metoda Reynolds. Probele au fost examinate la
microscopul cu transmisie (TEM) model TESLA BS 500.

6.2.2. Rezultate si discutii

In medicina umana existd studii care demonstreazd conexiuni intre
afectiunile renale, in special cele cronice, si o serie de leziuni la nivelul sistemului
nervos central (Mogi s.a., 2011). La baza acestora observatii stau o serie de
tulburari hormonale, acumularea de metaboliti toxici, perturbari ale metabolismului
intermediar, si dezechilibre intre neurotransmitatorii inhibitori si excitatori
(Vanholder s.a., 2003).

Congestia meningeala poate fi intalnitd ca modificare a tesutului nervos post-
mortem sau poate sa apara focalizat, avand la baza diverse etiologii (fig. 6.17).

Leziunile cele mai frecvent intalnite de noi au fost: congestia (fig. 6.18),
edemul cerebral si vacuolizarile tisulare.

S - Wi M . e a 5
Fig. 6.17. Congestie meningeala, caine, Metis Pekinez, 16 ani, col. tricromica Masson
Meningeal congestion, dog, cross breed Pekignese, 16 yo, trichromic Masson stain
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Fig. 6.18. Congestie cerebrala.
Col. tricromica Masson
Cerebral congestion. Trichromic Masson stain

Edemul cerebral s-a tradus prin destinderea spatiilor perivasculare
Wirchoff-Robin prin infiltrarea transsudatului, insotit de vacuolizari n jurul
pericarionilor. Tn mod obisnuit edemul cerebral este vasogen sau citotoxic.
Edemul citotoxic apare ca urmare a cresterii in volum a neuronilor si astrocitelor
cu mentinerea integritatii barierei hemato-encefalice si poate fi cauzat de
dezechilibre hidro-electrolitice si osmotice (Ronco s.a., 2009).

In edemul vasogen pe de altd parte, bariera hemato-encefalica care
compreseaza endoteliul si astrocitele adiacente, este afectata, rezultand aparitia
edemului interstitial (fig 6.19, fig. 6.20) (Ronco s.a., 2009). Aceste mecanisme
patogenetice care duc la aparitia edemului cerebral, pot fi intalnite in insuficienta
renala.

La nivelul cerebelului s-au constatat vacuolizari ale neuronilor Purkinje din
stratul mijlociu (fig. 6.21), modificari structurale ce ar putea fi corelate cu
fenomene de ataxie si incoordonare in mers ale pacientilor cu insuficienta renala.
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Fig. 6 19. Edem cerebral, Col. tricromica Masson, caine, Metis Pekignese, 16 ani.
Col. tricromica Masson
Cerebral edema, dog, cross breed Pekignese, 16 yo, Trichromic Masson stain

Fig. 6.20. Cortex cerebral TEM, Neuron piramidal cu citoplasma vacuolizata:
Nucleul este hiperhidratat cu dispunere difuza a cromatinei - edem cerebral accentuat, x10000

Cerebral cortex TEM, pyramidal neuron with vacuolated cytoplasm: hyperhydrated nuclei with
diffuse chromatin deposition. Severe cerebral edema. x10000
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Fig. 6.21. Encefal de catea Dalmatian, 9 ani cu IRC. Vacuolizari neuronale in cerebel.
Col. tricromica Masson
Brain. Dog, female, Dalmatian breed, 9 yo with CRF. Vacuolated neurons in cerebellum.
trichromic Masson stain

Insuficienta renala cronica la pacientii umani a fost asociata si cu o serie
de disfunctii cognitive, inclusiv dementa (Toyoda, s.a., 2015). Studiile noastre au
pus Tn evidentd prezenta unor leziuni care ar putea fi corelate cu un anumit grad
de afectare a cognitiei, leziuni caracterizate prin degenerari neuronale la nivelul
cortexului, traduse microscopic prin modificari morfologice importante ale
neuronilor: vacuolizarea si aspectul intunecat al citoplasmei neuronilor, picnoza si
hipercromatoza nucleara (fig. 6.22, fig. 6.23).

=~ ‘

Fig. 6.22. Degenerari neuronale severe: vacuolizarea citoplasmei.

Caine, metis, 10 ani cu IRC. Col. tricromica Masson.
Severe neuronale degenerations: vacuolated cytoplasm, dark cytoplasm.Dog, cross breed, 10 yo
with CRF. trichromic Masson stain

o
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Fig. 6.23 Vacuolizare axonald. Neuron piramidal. Edem cerebral. X16000
Axonal vacuolization. Pyramidal neuron. Cerebral Edema. X16000

Aceasta conexiune lezionald cerebro-renald implicA o microangiopatie
concomitentd atat in creier cat si in rinichi, aceasta fiind bazata pe similitudinile
hemodinamice ale acestor doua organe. Studiile clinice sugereaza ca indicatori ai
IRC, cum ar fi rata de filtare glomerulara, proteinuria si albuminuria, pot
reprezenta markeri predictibili pentru tulburarile circulatorii sanguine (edeme,
microhemoragii, ischemii) si degenerative ale SNC. Recent, s-a dovedit ca
modificarile vasculare al creierului contribuie la debutul si progresia tulburarilor
cognitive, nu numai a dementei dar si a bolii Alzheimer. Aceste rezultate indica
faptul ca markeri ai IRC pot fi de mare ajutor in predictibilitatea bolii neuronale
viitoare (Mogi s.a., 2011).

In concluzie, existd o asociere evidenta intre IRC si leziunile vasculare
cerebrale, acestea fiind cauzate in primul rand de actiunea unor compusi uremici
citotoxici, de hipertensiunea cronica, precum si de persistenta unor dezechilibre
hidro-electrolitice si osmotice.

6.3. Efectul nefroprotector al zincului in insuficienta renala
indusa de gentamicina pe model experimental

Gentamicina face parte din clasa antibioticelor aminoglicozidice,
antimicrobiene care pentru o lunga perioada de timp au constituit cauza cea mai
in cea veterinara. Efectele nefrotoxice ale gentamicinei se manifesta prin aparitia
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unei insuficiente renale acute nonoligurice, cu cresterea treptatd a creatininei
serice la cateva zile dupa tratament si scaderea osmolaritatii urinare (Mingeot-
Leclercqg s.a., 1999). Gentamicina este inclusa inca in prima linie de aparare
antibacteriana pentru multe infectii grave, avand spectru larg atat pentru gram-
negativi cat si pentru o serie de germeni gram-pozitivi cum ar fi bacteriile din
genul Staphylococcus si Enterococcus. Pe langa spectrul extins, gentamicina mai
prezintd o serie de avantaje reprezentate de actiunea sinergicad cu beta-lactamii,
costul redus al tratamentului si rata rezistentei bacteriene relativ scazuta la acest
antibiotic (Selby et al, 2009).

O serie de factori pot fi considerati favorizanti in aparitia toxicitatii renale
chiar si la doze terapeutice, printre acestia numaréndu-se durata mare a
tratamentului, deshidratarea, valori crescute ale creatininei serice si utilizarea
concomitenta a furosemidului sau a vancomicinei (Selby et al., 2009).
foarte important il joaca stresul oxidativ (Morales et al., 2010). Gentamicina
induce aparitia unor specii reactive de oxigen care pot activa mediatori pro-
inflamatori si pro-apoptotici, ce pot conduce la aparitia de leziuni la nivelul
parenchimului renal (Ozbeck et al., 2009).

Obiectivul acestui studiu este de a evalua efectul administrarii zincului in
insuficienta renala acuta, indusa de administrarea de gentamicina.

Zincul este un microelement cu roluri foarte importante in dezvoltarea
organismului, diviziune celulara, sinteza proteinelor, fiind implicat si in mentinerea
homeostaziei sistemului antioxidant prin reducerea formarii speciilor reactive de
oxigen, conferind stabilitatea membranelor celulare si protectie impotriva
radicalilor liberi (Bicer et al., 2012, Prasad A. S., 2004).

6.3.1. Materiale si metode

Studiul experimental a fost aprobat de comisia de etica a Universitatii de
Medicina si Farmacie Grigore T. Popa din lasi, in concordantd cu normativele
Uniunii Europene cu privire la animalele de experienta, si a fost realizat pe o
perioda de 17 zile.

Pentru experiment s-au utilizat fiole cu solutie de gentamicina 80 mg/2 ml
(produse de KRKA®) si clorura de zinc (ZnCl,) (produs de Sigma Aldrich) si diluat
ulterior cu apa distilatd 1mg/ml. Studiul a fost realizat pe sobolani Wistar adulti cu
o greutate corporala de 210g - 320g. Pe parcursul experimentului sobolanii au
fost cazati in custi de plastic la temperaturi de 22-24°C, cu un regim de lumina
constant, cu un ciclu de 12 ore lumind/12 ore intuneric. Animalele au avut acces
liber la apa si furaj granulat standard.

Dupa o perioda de carantina de 7 zile sobolanii au fost distribuiti aleatoriu
in 4 grupuri de cate 12 exemplare fiecare. Ulterior s-au administrat intreperitoneal
dupa cum urmeaza:

137



Teza de doctorat

La grupul | (control) apa distilata 0.5 ml/100 g greutate corporala timp
de 17 zile

in grupul Il (Ge) s-a administrat apa distilatd 0.5 ml/100 g greutate
corporala in primele 10 zile iar apoi gentamicina (Ge) in doza de
80mg/kg timp de 7 zile

Pentru grupul Il (Ge+Zn) s-au administrat ZnCl, in doza de 5mg/kg/zi
in primele 10 zile, apoi Ge in doza de 80 mg/kg pentru urmatoarele 7
zile. Cele 2 substante au fost administrate la 2 ore distantd una de
cealalta

in grupul IV (Zn) s-a administrat ZnCl, in doza de 5mg/kg/zi, timp de
17 zile.

Sobolanii au fost plasati in custi metabolice (fig. 6.24) pentru recoltarea
probelor de urina. Pentru recoltarea probelor de sange din plexul retro-orbital
animalele au fost anesteziate.

Au fost determinate ureea serica, creatinina, statusul antioxidant,
superoxid dismutaza, glutation peroxidaza si proteinele din urina, utilizand
analizorul biochimic Rx Daytona (RANDOX) si kiturile de diagnostic RANDOX.
Determinarile au fost realizate inainte de a induce insuficienta renala (lp) si in
zilele 3, 7 si 10 de la administrarea Ge.
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Pentru examenele histopatologice in zilele 3, 7 si 10 de la administrarea
Ge au fost eutanasiati cate 3 sobolani din fiecare grup, apoi ambii rinichi ai
fiecarui exemplar au fost recoltati.

Organele recoltate au fost fixate in solutie de formol 10%, apoi au fost
incluse la parafina cu ajutorul procesorului de tesuturi Leica TP1020 (Leica
Microsystems GmbH, Germania). Sectiunile de 5 ym grosime au fost obtinute cu
microtomul SLEE CUT 6062 (SLEE Medical GmbH, Germania). Dupa
deparafinare si colorare hematoxilina-eozina, examinarea acestora s-a realizat cu
ajutorul microscopului Leica DM 750 cu camera digitala integrata Leica ICC50
HD. Microfotografiile au fost facute utilizdnd software-ul Leica Application Suit,
versiunea 4.2.

Pentru a evalua modificarile histologice de la nivelul tubilor uriniferi s-au
analizat 50 de tubi din regiunea proximala a rinichiului, atat din corticala cat si din
medulara. Examinarea morfologica s-a efectual conform directivelor publicate de
Crismann s.a (2004). Modificarile inregistrate si cuantificate au fost: degenerarea
si necroza tubilor uriniferi, inflamatia interstitiald si necroza. Pentru analiza
raspunsului inflamator au fost examinate sectiunile in totalitate, in scopul estimarii
cantitative a infiltratului inflamator. Tn functie de gravitatea procesului inflamator
au fost stabilite 5 grade de evolutie pentru necroza tubulara, leziunile epiteliale
degenerative si regenarea epiteliala, avand urmatoarea semnificatie:

- Gradul 0 — absenta leziunilor

- Gradul | — modificari usoare (< 25%)

- Gradul Il — modficari moderate (25 — 50 %)

- Gradul lll — leziuni moderat severe (50 — 75 %)

- Gradul IV — leziuni grave (> 75%)

Pentru inflamatia interstitiala au fost stabilite 3 grade de severitate:

- Gradul 0 — absenta celuleor inflamatorii

- Gradul | — reactie inflamatorie moderata (rare limfocite, macrofage,
histiocite)
- Gradul Il — reactie inflamatorie pronuntatd (numeroase limfocite si

histiocite) (Hayes W. A., 2007)
Pentru toate datele obtinute au fost calculate media si deviatia standard
(SD). Analiza statistica a rezultatelor biochimiei serice si a urinii s-a realizat
utilizdnd testul ANOVA pentru analiza simpla a variatiei (one-way ANOVA) si
pentru comparatie multipla (testul post-hoc Tukey). Datele histopatologice au fost
analizate utilizdnd testul Kruskal-Wallis. Pragul de semnificatie statistica a fost
stabilit la p<0.05.

6.3.2. Rezultate si discutii
In grupul Ge s-au observat cresteri semnificative ale creatininei si ureei
serice dupa 7 zile de la administrarea gentamicinei, in comparatie cu momentul
initial o al experimentului (p<0.001). Cresteri ale ureei si creatininei au fost
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observate si in grupul Ge + Zn la 7 zile dupa administrarea Ge, insa la un nivel
mult mai redus comparativ cu grupul Ge (p<0.0001). Analizele biochimice urinare
au evidentiat cresteri semnificative ale proteinuriei, atat in grupul Ge céat si in
grupul Ge+Zn, comparativ cu Iy (Tabel 6.1).

Administarea Zn a avut ca efect reducerea semificativa a proteinuriei n
grupul Ge+Zn comparativ cu grupul Ge, la 7 zile de la administrare (p<0.01). in
grupul Zn nu s-au observat variatii semnificative ale proteinuriei pe durata
experimentului.

Tabel 6.1/Table 6.1
Variatia creatininei serice, ureei serice si a proteinelor urinare
in grupurile Ge, Ge+Zn, Zn si control(Teslariu s.a., 2016)
Variation of serum creatinine, urine and urinary proteins in the Ge, Ge + Zn, Zn
and control groups (Teslariu et al., 2016)

Grupul Grupul
Momentul | Grupul Ge P Grupul Zn P
Parametru | n mediatSD | mediaxSD Ge+Zn mediatSD control
- - mediatzSD B mediatzSD
6 lo 3335452;3383 324291 | 3234+271| 3226 +263
Uree 6 3 zile '205 N 33.4+304 |31.62+465| 33.46+3.59
mg/dl 6 7 zile 33 14‘* 61.8 +18.47** | 32.54 +4.36 | 32.86 + 4.62
6 10 zile 46 + 6.73 44.8 +5.26 31.06 £3.34 | 32.70 £ 4.01
6 lo 0.39+0.03 0.38 +0.02 0.48+0.08 | 0.61+0.02
.. .| 6 3 zile 0.41+0.05 0.36 + 0.02 0.56+0.11 | 0.59+0.04
Creatinina . .
/dl 6 7 zile 295+ 0.61* | 0.64+0.14* | 0.48+0.08 | 0.59 +0.04
mg 6| 10zle | 059+0.15 | 044+011 | 0.52+0.14 | 0.62+0.04
. 6 lo 0.43 +0.04 0.45 +0.05 0.44+0.05 | 0.41+0.03
Proteine .
urinare 6 3 zile 2.10+0.15 1.34 +0.32 0.43 +0.07 0.43 +0.07
/dl 6 7 zile 459+1.08* | 22+024** | 048+0.06 | 0.44 +0.08
mg 6| 10zie | 191:012 | 1.66+059 | 045+0.04 | 0.42+0.09

*P < 0.001 versus lo; **P < 0.001 versus Ge; n = numarul de probe.

Volumul urinar a crescut la 7 si 10 zile dupa administrarea gentamicinei in
grupurile Ge si Ge+Zn. Desi diureza a crescut in ambele grupuri, este totusi mai
scazuta in grupul Ge+Zn (fig. 6.25).

Evaluarea parametrilor protectiei antioxidante impotriva stresului oxidativ

status antioxidant total (TAS), superoxid dismutaza (SOD), glutation peroxidaza
(GP) a evidentiat scaderea valorilor in grupul Ge comparativ cu lo, in ziua a 7-a
post-administrare observandu-se diferentele cele mai importantante (p<0.0001).
Administrarea de Zn dupa 7 zile a determinat cresteri ale TAS, SOD si GP in
grupul Ge+Zn comparativ cu grupul Ge.
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Fig. 6.25 Variatia volumului urinar (ml/24 h) in grupurile Ge, Ge+Zn, Zn si control,
*P < 0.05 versus lo.
Urine volum variation (ml/24 h) in Ge, Ge+Zn, Zn and control groups, *P<0.05 versus Iy

in grupul Zn parametrii mentionati au prezentat cel mai ridicat nivel la 7
zile comparativ cu Iy (fig 6.26).

Analiza semicantitativa a modificarilor histopatologice (degenerare,
necroza, regenerare, inflamatie) este prezentata in fig. 6.27.

Toate preparatele din grupul Ge au prezentat necroza tubulara extinsa ce
a cuprins peste 90 % din tubii uriniferi proximali si liza membranei bazale. Un
singur exemplar a prezentat semne ale unui proces degenerativ (gradul 1) cu
detritusuri necrotice si membrana bazala intacta (Teslariu s.a., 2016).

Tubii uriniferi sunt grav afectati de necroza nefrocitelor si apar denudati,
cu distincte depozite de natura proteica si lipidica, resturi (detritus) celulare si
corpi apoptotici (apoptoza celulard). Interstitiul renal prezintd o reactie
limfohistiocitara moderata cu rol reparator (fig.6.28). Glomerulii renali nu prezinta
modificari semnificative, se observa insa capilarele destinse si incarcate cu
hematii (congestie) (Teslariu s.a., 2016).

in grupul Ge, la nivelul medularei renale se poate observa proteinuria
accentuata, majoritatea tubilor fiind obliterati de cilindri hialini (fig. 6.29).
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Fig. 6.26. Variatia TAS, SOD, si GPx in grupurile Ge, Ge+Zn, Zn, si Control (media + S.D.),
*p < 0.0001 versus 10; **p <0.001 versus I0; #p < 0.0001 versus Ge.
Variation of TAS, SOD and GPx in Ge, Ge+Zn, Zn and control groups (media + S.D.), *p < 0.0001
versus 10; **p <0.001 versus 10; #p < 0.0001 versus Ge
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Fig. 6.27 Gradul leziunilor histopatologice rezultate din analiza semicantitativa
la7 (A)sila10 zile (B).
Semiquantitative analysis of histopathological lesions at 7 (A) and 10 days (B).
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-necroza severa, in

bFig.6.28. Corticala renala Grupul Ge

flamatie moderata,

regenerare redusa, col. HE
Renal cortex. Ge group - sever necrosis, moderate inflammation, low regeneration, HE stain

I. HE

a, Co

~cilindrurie sever

Fig. 6.29 Medulara ‘renalé. Grupul Ge

Renal medulla. Ge group- severe cylindruria, HE stain
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Dupa 7 zile de la administrarea gentamicinei, in grupul Ge+Zn glomerulii
prezentau capilarele marite in diametru si supraincarcate cu hematii (congestie
capilara glomerulard) iar tubii uriniferi aveau epiteliul tumefiat si lumenele
micsorate. Nefrocitele prezintau semne reduse de degenerare (gradul Ill). Tn
spatiile de filtrare glomerulara ale corpusculilor Malpighi s-au observat depozite
proteice. Reactia inflamatorie era redusa, cu rare celule mononucleare infiltrate in
spatiul interstitial (fig. 6.30).

s (U 0T v’ 2 ‘ “ -
Fig. 6.30. Corticala renala. Grup Ge-Zn, congestie glomerulara, epiteliu tubular tumefiat, col. HE
Renal cortex. Grup Ge-Zn, glomerular congestion, enlarged tubular epithelium, HE stain

La nivelul medularei, tubii uriniferi prezinta lumene normale in diametru,
material proteic intraluminal fiind observat doar la un numar redus de tubi
(proteinurie redusa) (fig. 6.31).

La 10 zile de la admistrarea gentamicinei in cadrul grupului Ge au au fost
identificate la nivel renal necroza de gradul 3 si 4, procesul de necroza fiind mai
accentuat decat cel de degenerare epiteliala. Aceste modificari au fost intalnite
predominant in corticala renal&. Procesul inflamator observat la nivel interstitial a
fost caracterizat prin infiltrat predominant limfohistiocitar, iar procesul de
regenerare epiteliala redus (fig. 6.32).
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Fig. 6.32. Corticala renala. Grupul Ge, infiltrat iflamator limfohistiocitar in interstitiu, col. HE
Renal cortex. Grupul Ge, interstitial inflammatory infiltrate, HE stain

La nivelul medularei s-a putut constata persistenta intr-un numar mai mic
a cilindrilor hialini la nivelul tubilor uriniferi (fig. 6.33).
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Fig. 6.33. Medulara renala grupul Ge protelnurle moderata Col HE x 400
Renal medulla. Ge group, moderate proteinuria, HE stain x 400

n cazul lotului Ge+Zn, dupa 10 zile, s-a observat predominanta proceselor
de regenarare de gradul lll, cu celule renale tinere distribuite pe membrana
bazala. Reactia inflamatorie a fost redusa (gradul 1) la majoritatea sobolanilor.
Procesul degenerativ este de asemenea redus (gardul ), caracterizat prin
descuamarl si vacuolizari ale nefrocﬂelor (f|g 6. 34)

Fig. 6 34. Corticala renala grupul Ge+Zn-proteinurie, descuamari si
vacuolizari ale nefrocitelor, col. HE
Renal cortex. Ge+Zn group - proteinuria, desquamation and vacuolization of nephrocytes, HE stain

146



Paula-Maria Saftencu (Pasca)

Aspectul medularei renale Tn grupul Ge+Zn se caracterizeaza prin

modificari minime ale segmentelor distale ale tubilor ce constau in degenerari

izolate ale nefrocitelor si vacuolizari citoplasmatice. Rari cilindri hialini pot fi
observati in lumenul tubilor (fig. 6.35).

»"s\‘;"‘, bis & L T ) L
Fig. 6.35. Medulara renala grupul Ge+Zn-rari cilindri hialini col HE
Renal medulla. Ge+Zn group - rare hyaline cylinders, HE stain

In mod traditional, termenul de stres oxidativ descrie dezechilibrul intre
generarea de oxidanti si antioxidanti. In contextul uremiei, termenul implica un
dezechilibru in favoarea pro-oxidanti, care duce la oxidarea macromoleculelor si
deteriorarea tesuturilor.

Mai multe studii au demonstrat cresterea stresului oxidativ la pacientii cu
IRC (Daschner s.a., 1996). In medicina umana, stresul oxidativ joaca un rol
esential in patogeneza leziunilor vasculare, contribuind astfel la morbiditatea si
mortalitatea asociate afectiunilor cardiovasculare (Becker s.a., 1997). Bolile
cardiovasculare nu contribuie Tn mod semnificativ la evolutia clinicad a majoritaii
animalelor de companie diagnosticate cu IRC, probabil din cauza duratei mai
scurte a bolii.

Oxidantii din plasma nu sunt usor detectabili, deoarece sunt compusi
foarte reactivi care au in general timpi de injumatéatire de numai cateva secunde.
Cu toate acestea, markerii stresului oxidativ, cum ar fi lipidele, carbohidratii si
proteinele produse de oxidare, au fost detectate in plasma si tesuturi la pacientii
uremici.
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Mai multe studii au gasit o corelatie pozitiva intre cresterea concentratiilor
plasmatice ale indicatorilor stresului oxidativ si punctele critice ale afectiunilor
cardiovasculare la pacientii umani cu IRC (Busch s.a., 2004, Deschamps-Latscha
s.a., 2005).

Deoarece exista dovezi relevante care indica cresterea stresului oxidativ
cu mult Tnainte de debutul bolii renale in stadiul final, strategiile terapeutice pot
include administrarea de agenti antioxidanti cat mai devreme de la diagnosticarea
bolii. Medicamentele ce pot fi folosite includ enzime cum ar fi superoxidul
dismutaza, precum si vitaminele E si C. Dozele mari de vitamind E au rolul
demonstrat de reducere a aterosclerozei la sobolanii cu IRC, desi acelasi efect nu
a fost inca documentat la om.

Stresul oxidativ joacd un rol esential in nefotoxicitatea indusa de
gentamicind. Gentamicind determina productia de specii reactive de oxigen
(ROS) de catre mitocondrii, care sunt capabile sa afecteze multe molecule
celulare, printre care proteine, lipide, acizi nucleici, ducand in final la moartea
celulei. De asemnea, ROS contribuie la contractia mezangialé si vasculara si
participa la evolutia procesului inflamator. Raspunsul inflamator se declaseaza
initial ca mecanism de aparare, contribuind ulterior la progresia insuficientei
renale, motiv pentru care se considerd ca antioxidantii sunt foarte eficienti in
atenuarea afectarii renale induse de gentamicind (Lopez-Novoa s.a., 2011,
Quiros s.a, 2011).

Pe langa stresul oxidativ pe care adminstrarea de gentamicina este
capabil sa-l produca, mai apar o serie de mecanisme implicate in etiopatogeneza
insuficientei renale indusd de gentamicind. Gentamicina este de asemnea
implicaté in afectarea functiei, membranare prin alterarea stratului fosfolipidic
membranar, cu efecte asupra echipamentului enzimatic, blocand activitatea
fosfolipazelor si sfingomielinazelor (Pasca A. S., 2016, Teslariu s.a., 2016).

Zincul este component a peste 2700 de enzime din organismul animal,
avand functii structurale, catalitice si regulatorii. Zincul contribuie la mentinerea
balantei redox printr-o serie de mecanisme: - reglarea productie de antioxidanti si
a radicalilor liberi

- asocierea dinamica a zincului cu sulf in grupurile de proteine cisteina, din
care zincul poate fi eliberat prin oxid nitric, peroxizi, glutation si alte tipuri de
oxidanti ai tiolului;

- inductia mediatd de zinc a metalotioneinei, care elibereaza metalul in
conditii oxidative si care actioneaza ea insasi prin eliminarea oxidantilor

- implicarea zincului in reglarea metabolismului glutationului si a reactiilor
redox

- reglarea directa sau indirecta a semnalizarii redox (Oteiza P.1., 2012)

Studiul nostru a demonstrat ca leziunile renale induse de administrarea de
gentamicina se reduc semnificativ prin suplimentarea cu Zn. in gupul in care s-a
administrat concomitent Ge si Zn, examinarea tesutului renal a evidentiat leziuni
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mai putin grave comparativ cu grupul care a primit doar Ge, cu fenomene
degenerative reduse si leziuni epiteliale minore (gardul | comparativ cu gradul Ill).
Necroza tubulara a fost de asemenea mai redusa comparativ cu grupul Ge.
Regenerarea tubulara a fost de intensitate medie, iar reactia inflamatorie a fost de
gradul .

imbunatatirea parametrilor renali dup& adminstrarea Zn in insuficenta
renald indusa experimental cu ajutorul gentamicinei este compatibila cu studiile
care demonstreaza implicarea deficientei de Zn in patogeneza insuficientei renale
la pacientii umani (Krachler s.a., 2000).

Noutatea studiului nostru constd in evaluarea in vivo a efectelor
administrarii cloruriii de zinc asupra stresului oxidativ si modificarilor histologice
renale la sobolanii cu IR indusa de administrarea gentamicinei. Datele obtinute
sugereaza ca administrarea de Zn ar putea fi benefica in tratamentul cu
gentamicind, Tn special la pacientii cu deficit de Zn.

6.4. Concluzii partiale

Cele mai frecvente leziuni intalnite la pacientii cu insuficientd renala
studiati de noi au fost glomerulonefrita, tubulonefrita si nefrita interstitiala.

Studiul electronomicroscopic a evidentiat prezenta de depozite imune la
nivelul membranei bazale glomerulare.

in encefalopatia uremica, leziunile evidentiate au fost edemul si congestia
cerebralad, precum si vacuolizarile neuronale, aspecte observate si la microscopul
electronic.

Studiul nostru a dovedit ca administrarea de zinc are efect nefroprotector
in insuficienta renaléa indusa de Ge pe model experimental. Tratamentul cu Zn a
redus semnificativ afectarea functiei renale cu o Tmbunatatire evidenta a
parametrilor renali si reducerea proteinuriei. De asemenea, leziunile histologice
au fost mai reduse la grupul de sobolani care a primit Zn.
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CAPITOLUL VIl. CONCLUZII GENERALE
CHAPTER VII. FINAL CONCLUSIONS

1. Encefalopatia uremica apare in insuficienta renald acutd sau cronica
atunci cand rata de filtrare glomerulara scade sub 10%, iar simptomatologia este
nespecificd. Cele mai intalnite semne neurologice fiind alterari ale constientei
care apar in 33% din cazuri, crizele epileptiforme, de apatie, iritabilitate, ataxie,
tremuraturi, mioclonii, a caror gravitate depinde stadiul de evolutie al insuficientei
renale.

2. Mecanismele fiziopatologice au la baza o serie de modificari produse de
metaboliti ai proteinelor si aminoacizilor la nivelul intregului sistem nervos,
asociate cu tulburari locale si generale de metabolism.Toti acesti factori combinati
duc la un dezechilibru intre activitatea excitatorie si inhibitorie la nivel cerebral.

3. Etiologia nefropatiilor este diversa, iar manifestarile clinice uneori
nespecifice, de aceea pentru stabilirea unui diagnostic de certitudine se impune
utilizarea unei game largi de investigatii clinice si paraclinice.

4. Din punct de vedere al localizarii procesului patologic, cele mai des
intalnite nefropatii la carnivorele de companie sunt nefropatiile glomerulare:
glomerulonefritele si amiloidoza.

5. Glomerulonefrita membrano-proliferativa se caracterizeaza prin
proliferarea endocapilara si ingrosarea membranei bazale glomerulare, fiind cea
mai frecvent intalnita nefropatie glomerulara la céinii cu varste medii de 5-6 ani.
Are caracter progresiv, fiind cauza principald a insuficientei renale cronice la
caine.

6. Nefropatia membranoasa este cea mai frecventd glomerulopatie
diagnosticata la pisici, la care celelalte tipuri de glomerulopatii sunt rare, si a doua
cea mai frecventa la caini.

7. Insuficienta renald acuta poate fi definita ca o scadere bruscéa a functiei
renale, impreuna cu reducerea ratei de filtrare glomerulara, desfasurandu-se de
obicei pe parcursul a catorva ore sau zile, si avand ca rezultat acumularea de
toxine uremice, disfunctii metabolice, tulburari hidro-electrolitice si ale echilibrului
acido-bazic. Spre deosebire de insuficienta renald acuta, insuficienta renala
cronica apare in decursul a catorva luni sau chiar ani, iar semenele clinice sunt
relativ moderate in concordanta cu valoarea azotemiei.

8. Ponderea cea mai mare a pacientilor diagnosticati cu insuficienta renala
a fost reprezentata de pisici, cu varste peste 7 ani.

9. Principalele semne clinice sunt consecinta uremiei, aceasta fiind stadiul
clinic spre care toate afectiunile renale converg in final. Manifestarile sunt diverse,
insa cele mai frecvente sunt cele gastrointestinale si urinare.
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10. Dezechilibrele electrolitice si minerale cele mai importante au fost
reprezentate de hipo/hiperkalemie si hiperfosforemie.

11. Hipokalemiile se manifesta clinic, de cele mai multe ori, prin tulburari
neuromusculare, ca urmare a efectului la nivelul potentialului membranar de
repaus, ducand la o hiperpolarizare a membranei celulare ce devine mai putin
reactiva la stimuli.

12. In insuficienta renala, din cauza pierderilor cronice de sange dar si a
deficitului de eritropoetina, de cele mai multe ori, odatéd cu evolutia bolii apare
anemia cu trasaturi caracteristice, fiind normocroma, normocitara si aregenerativa
sau hiporergenerativa.

13. Examenul ecografic reprezinta una din cele mai utile mijloace de
diagnostic al afectiunilor renale. Analiza statistica in cadrul grupului de pacienti
luati in studiu a evidentiat predominanta aspectelor de scleroza corticala si
medulara.

14. Studiul privind activitatea bioelectrica a creierului a evidentiat atat la
pacientii cu insuficienta renald cronica,céat si la cei cu insuficienta renala acuta
anomalii electroencefalografice nespecifice: salve de unde delta difuze si o
activitate de fond incetinita. Nu au fost observate descarcari epileptice interictale.

15.Traseele EEG au aspect putin voltat si prezenta initial o activitate de
fond incetinita, de 5-7 cicli/secunda, peste care s-au observat salve de unde delta
difuze si sincrone bilateral, fiind expresia unei stari de hiperexcitabilitate
neuronald corticala sau subcorticala

16. Studiul de metabolomica a urmarit investigarea unor cai metabolice
diferite Tn encefalopatia uremica. Metabolitii identificati sunt componenta majora a
metabolismului acizilor grasi (acidul a-hidroxibutiric, acidul a-hidroxisovaleric,
acidul B-hidroxisovaleric, acidul acetic, acetona, acetoacetatul, acidul succinic,
acidul formic) a metabolismului energetic (glucoza, acid ascorbic, lactat, alanina,
piruvat, valina, creatinind, creatina), cailor secundare (myo-inisitol) si a sistemul
glutamatergic (glutamina).

17. O serie de metaboliti cu potential neurotoxic, excitator si convulsivant
au fost identificati numai in lotul de pacienti cu insuficienta renala cronica, fiind
reprezentata de: acidul succinic, dimetilamina si tirozina.

18. Analiza statistica a valorilor metabolitilor determinati pentru cele 2
grupuri (IRC si control), a evidentiat o diferentd semnificativa intre dispersiile
urmatoarelor variabile din grupurile analizate: creatinina, acid acetic, acetona,
acetoacetat, acid piruvic, acid citric, creatina, myo-inozitol, acid formic si acid
lactic.

19. Evaluarea tulburarilor sistemului nervos autonom prin intermediul
variabilitatii frecventei cardiace, la céinii cu nefropatii a avut ca scop evaluarea
balantei simpato-parasimpatica (simpato-vagala) la céinii cu insuficienta renala
cronica, utilizand monitorizarea ECG pe o perioada scurta de timp.
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20. Studiul nostru efectuat in premiera in medicina veterinara a aratat ca
pacientii cu insuficientd renald cronicad prezintd cresterea activitatii simpatice,
asociate cu activitate vagala scazuta, cu scaderea in ansamblu a variabilitatii
cardiace. Acest dezechilibru autonom este indicator al unui prognostic grav, la
cainii cu afectiuni cardiace.

21. Leziunile renale inregistrate cu frecventa cea mai mare la céini sunt:
glomerulonefrita membrano-proliferativa si  sclerozantda (24%), nefrita
limfohistiocitara (12%), tubulonefrita, caracterizatd prin degenerarea epiteliala
(14%) si prezenta de cilindri hialini (14%) indicativi ai proteinuriei.

22. La pisici leziunile cele mai des intalnite la pacientii luati in studiu au
fost: glomerulonefrita (25%), tubulonefrita (18%), prezenta cilindrilor (hialini sau
grasosi) (14%) si a cristalelor de oxalat de calciu sau urati (14%).

23. In encefalopatia uremica leziunile cele mai frecvent intalnite de noi au
fost: congestia, edemul cerebral si vacuolizarile tisulare.

24. S-a demonstrat rolul protector al zincului fata de leziunile degenerative
renale induse de gentamicina, probandu-se astfel implicarea Zn in sistemele
enzimatice cu rol protector fatd de stresul oxidativ. Anticipdm utilitatea Zn ca
nefroprotector, cel putin fata de actiunea nefrotoxica a gentamicinei.
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ANEXA 1. LISTA ABREVIERI
ANNEX 1 ABREVIATION LIST

ADH — hormonul antidiuretic

ADMA — asimetric dimetilarginina

AGS - acid guanidinosuccinic

ADP - adenozin difosfat

AMP — adenozin monofosfat

ATP — adenozin trifosfat

C3 — componenta a 3-a a complementului
CT — computer tomograf

DIN — diabet insipid nefrogen

ECG - electrocardiograma

EEG - electroencefalograma

FIV —feline imunodeficiency virus

GABA — acid gamma-aminobutiric

GGT - gama glutamiltransferaza

IF- imunofluorescenta

IRA — insuficienta renala acuta

IRC — insufiecienta renala cronica

HGB — hemoglobina

HNMR — rezonanta magnetica nucleara cu capat de proton
HTC — hematocrit

LCR - lichid cefalorahidian

ME- microscopie electronica

MBG- membrana bazala glomerulara

NM — nefropatie membranoasa

NTI — nefrita tubulo-interstitiala

PA — fosfataza alcalina

PAF — platelet activating factor

PAIl | — plasminogen activator inhibitor 1
PET-CT- positron emission tomography/computed tomography
PIF — peritonita infectioasa felina

PU/PD - poliurie/polidipsie

RMN — rezonanta magnetica nucleara
SDMA - siemtric dimetilarginina

SRAA - sistemul renina-angiotensina-aldosteron
TGP — alanin aminotransferaza

TGO - aspartat aminotransferaza

VFC - variabilitatea frecventei cardiace
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