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Introducere

Boala cronica de rinichi este o patologie cu un impact semnificativ asupra sistemului
cardiovascular, fapt evidentiat prin ratele de morbiditate si mortalitate ridicate mai ales 1n cazul
pacientilor aflati Intr-un stadiu avansat de declin al functiei renale si in mod special, la pacientii

care necesita terapii de supleare a functiei renale precum hemodializa sau dializa peritoneala.

Aceasta predispozitie de a dezvolta complicatii cardiovasculare este incomplet justificata
de factorii de risc traditionali. Astfel, pentru a putea intelege si trata intr-un mod complet boala
cronicd de rinichi este necesard cunoasterea agentilor specifici care contribuie la deteriorarea
acceleratd a patului vascular, agenti precum hiperparatiroidismul secundar, anemia cronica sau
stresul oxidativ. Domeniul de cercetare al stresului oxidativ in contextul bolii cronice de rinichi
are potentialul de a oferi explicatii ce completeaza intelegerea patogeniei, insd nu identifica
momentan optiuni terapeutice viabile care sa imbunatateasca supravietuirea pe termen mediu si

lung.

Fistula arterio-venoasa nativa reprezinta varianta cea mai buna pentru realizarea accesului
vascular. Studiile efectuate de-a lungul timpului evidentiazd in mod consecvent beneficiile
semnificative pe care acest tip de abord vascular le are fata de celelalte metode de acces(cateterele

venoase centrale temporare/ permanente,grefele arterio-venoase).

Tn ciuda avantajelor evidente, fistulele arterio-venoase native sunt caracterizate de rate
mediocre de patentd, astfel Incat putini pacienti ajung sd beneficieze cu adevarat de ele. Procesul
de maturare este extrem de complex si dependent de multi factori. Spre deosebire de esecul de
constituire in care experienta chirurgului joaca un rol important , succesul procesului de maturare

este dependent intr-o proportie semnificativa de calitatea vasculara.

La nivel mondial, cauzele principale de aparitie a bolii cronice de rinichi si progresie cétre
insuficienta renald raman hipertensiunea arteriald si diabetul zaharat, afectiuni ce sunt recunoscute
pentru impactul negativ substantial pe care 1l au asupra calitdtii peretelui vascular prin faptul ca
favorizeaza progresia aterosclerozei sistemice. Hiperparatiroidsmul secundar ce devine aparent in
stadiile avansate ale bolii cronice de rinichi contribuie la scaderea compliantei vasculare prin
calcificarea mediei. Astfel modificarile adaptative ale peretelui venos ce sunt necesare pentru

dezvoltarea abordului vascular nu se pot realiza in conditii optime.



Succesul procesului de maturare depinde si de felul in care vascularizatia reactioneaza la
modificarile de flux si presiune induse dupa crearea anastomozei. Procesul de arterializare a venei
anastomozate este rezultatul unor interactiuni complexe intre celulele ce alcatuiesc structura
peretelui vascular, interactiuni ce uneori evolueaza gresit sub influenta mediului uremic si al

stresului oxidativ asociat acestuia.

Studiile efectuate in cadrul acestei lucrari doctorale sunt printre primele care urmaresc sa
evalueze n context clinic efectele stresului oxidativ asupra sistemului cardio-vascular si asupra
procesului de maturare al fistulelor arterio-venoase native incluzand si indicatori de rigiditate

vasculara.

In partea generald a lucrarii doctorale s-a realizat expunerea intr-o maniera sintetica a
datelor disponibile actualmente cu privire la dezechilibrul homeostaziei redox, cu sublinierea
aspectelor relevante ce vizeazd rolul toxinelor uremice In inducerea si intretinerea stresului
oxidativ precum si influenta acestora asupra calitatii si compliantei structurilor vasculare. De
asemenea, s-a realizat o prezentare a datelor disponibile cu privire la fistulele arterio-venoase
native, cu insistentd asupra mecanismelor de biologie celulara implicate in procesul de maturare si
influenta stresului oxidativ, incheind cu descrierea succinta a complicatiilor ce pot aparea in urma

credrii acestui tip de acces vascular.

Primul studiu a urmarit evaluarea corelatiilor dintre nivelul stresului oxidativ, apreciat prin
determinarea produsilor proteici de oxidare avansata (AOPP), indicatorii de rigiditate vasculara si
succesul procesului de maturare al fistulelor arterio-venoase, integrand aceste date cu parametri
clinico-biologici utilizati in mod obisnuit pentru evaluarea pacientilor cu boald cronica de rinichi

Tn stadii avansate.

In cadrul celei de a doua cercetiri doctorale s-a urmrit evaluarea nivelului de stres oxidativ
la pacientii cu boala cronicd de rinichi in stadii pre-dialitice si corelatia acestuia cu prezenta

calcificarilor vasculare si valvulare precum si cu indicatori ai rigiditatii vasculare.

Metodologia cercetarii in cazul primului studiu a constat in includerea prospectiva a
pacientilor la care urma sa se intervina chirurgical pentru obtinerea fistulei arterio-venoase si
monitorizarea lor pe o perioada de 2 luni sau pana la momentul inceperii sedintelor de hemodializa

pentru a putea stabili pe baza criteriilor functionale reusita interventiei chirurgicale si patenta



accesului vascular. Tn cazul celui de-al studiu, evaluarea s-a realizat transversal, incluzand pacienti
cunoscuti cu boala cronica de rinichi aflati in stadii pre-dialitice la care s-a urmarit evidentierea
calcificarilor vasculare folosind radiografii simple si a calcificarilor valvulare identificate folosind
ecocardiografia doppler. Pentru indeplinirea obiectivelor propuse s-au aplicat metode statistice

descriptive si inferentiale.

Rezultatele astfel obtinute contribuie la stadiul actual al cunoasterii cu privire la rolul
stresului oxidativ in patogeneza complicatiilor cardio-vasculare asociate bolii cronice de rinichi,

in special in cazul celor aflati in stadii avansate ale declinului functiei renale

Limitarile acestei cercetari doctorale sunt consecinte ale mai multor factori, intre care
principal este numarul redus de pacienti inclusi in fiecare studiu. Totodata, ultilizarea mai multor
indicatori de stres oxidativ ar fi putut oferi informatii suplimentare cu privire la procesul patogenic
care genereaza speciile rective de oxigen. De asemenea, in cadrul primului studiu, utilizarea
ecografiei doppler pentru monitorizarea periodica non-invaziva a procesului de maturare ar fi
constituit un avantaj fata de criteriile functionale folosite. Intre dezavantajele metodologiei de
cercetare aplicata in al doilea studiu se regaseste bias-ul de selectie, pacientii inclusi provenind

dintr-o singura clinica de nefrologie a unui spital de urgenta.
I. Partea generala

1. Stresul oxidativ: definitie, surse endogene si exogene ale radicalilor liberi, mecanisme

antioxidante, antioxidanti endogeni si exogeni
1.1. Definitie

Stresul oxidativ apare atunci cand echilibrul dintre radicalii liberi pro-oxidanti si substantele
antioxidante este perturbat in favoarea speciilor reactive de oxigen (SRO) fie prin acumularea lor,

fie prin degradarea insuficienta la nivel de metabolism celular (Daenen et al., 2019).
1.2. Sursele endogene ale speciilor reactive de oxigen

Speciile reactive de oxigen rezulta din activitatea normala a celulelor fiind implicate in
procese esentiale precum semnalizarea celulara, raspunsul sistemului imunitar Tmpotriva
patogenilor sau ca rezultat al activitatii mitocondriale. Intre surse se regisesc: lantul mitocondrial

de transport al electronilor, peroxizomii, reticulul endoplasmatic, NADPH-oxidaza .
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1.3. Surse exogene de SRO

Stresul oxidativ poate fi favorizat de factori externi fie direct prin aport de molecule cu
potential oxidant, fie indirect prin agenti care declanseaza procese generatoare de radicali liberi la
nivelul organismului. De exemplu: expunerea la metale precum plumb, mercur, cadmiu, arsenic;
fumul ce rezulta din arderea tutunului; radiatiile ultraviolete, radiatiile ionizante precum razele X
sau v; alcoolul etilic ,dietele bogate n acizi grasi saturati si concentrate in zaharuri (Prasad & Dhar,

2014), infectiile determina stres oxidativ prin activarea sistemului imun
1.4. Antioxidanti endogeni si exogeni
Antioxidantii endogeni se impart in 2 categorii:

1.4.1. Antioxidantii endogeni non-enzimatici majoritari sunt: feritina, transferina,
ceruloplasmina, lactoferina, haptoglobina, hemopexina, albumina, glutationul, ubiquinolul
(Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

1.4.2. Principalii antioxidantii endogeni enzimatici

Superoxid-dismutaza (SOD) este enzima ce catalizeaza transformarea anionului superoxid

n oxigen molecular si peroxid de hidrogen. Ulterior, peroxidul rezultat este neutralizat de alte
enzime antioxidante precum catalaza sau glutation-peroxidaza (Younus, 2018). Tn functie de
cofactorul metalic implicat in reactiile oxido-reducatoare, superoxid-dismutazele prezinta 3
izoforme: Cu,Zn-SOD, Mn-SOD si SOD extracelulara (Miller, 2001).

Catalaza (CAT) este 0 enzima antioxidanta tetramerica de 240 kDa ce actioneaza in

sinergie cu superoxid-dismutaza pentru a neutraliza peroxidul de hidrogen, generand astfel

molecule de apa si oxigen molecular(MatEs et al., 1999)

Glutation peroxidaza (GPx) prezinta 8 izoenzime cu efect antioxidant prin neutralizarea
peroxidului de hidrogen si hidroperoxizii organici(Zhao et al., 2019), majoritatea realizand acest

lucru in prezenta glutationului(Pei et al., 2023).

1.4.3. Antioxidanti exogeni intre care se numara vitaminele C si E, beta-carotenul, falvonoidele,

seleniul si polifenolii



1.5. Rolul toxinelor uremice in aparitia stresului oxidativ si efectul acestora asupra

elasticitatii vasculare

Toxinele uremice sunt substante ce se acumuleaza in organism pe masura ce functia renala
se degradeaza. Sunt clasificate de Grupul european de lucru asupra toxinelor uremice n 3 categorii
(Rosner et al., 2021): molecule mici (<500Da) hidrosolubile ce sunt dializabile, molecule medii
(>500Da) dializabile folosind membrane speciale cu pori suficient de mari, molecule complexate
cu proteine ce au masa moleculara mica, dar sunt dificil de inlaturat prin dializa. Ureea este cea
mai cunoscuta dintre toxinele uremice. Nivelul ridicat de uree din serul pacientilor cu boala cronica
de rinichi altereaza structura si functia proteinelor prin procesul de carbamilare (Jaisson et al.,
2011). Doue et al au demonstrat in modele murine ca procesul de carbamilare a fibrelor de elastina
din structura peretilor vasculari a dus la rigidizarea acestora (Doué et al., 2021). Alte toxine
uremice relevante pentru rolul lor in aparitia complicatiilor vasculare sunt: indoxil sulfatul, p-cresil

sulfatul, produsii de glicozilare avansata (AGE), dimetilarginina asimetrica (ADMA), FGF-23.
2. Fistula arterio-venoasa nativa
2.1. Definitie

Fistula arterio-venoasa nativa (FAV) este tipul de abord vascular preferat la pacientii care
au nevoie de hemodializa cronica, realizat prin anastomozarea unei artere la o vena a sistemului

venos superficial, la nivelul unui membru superior.

2.2. Tipuri de fistule arterio-venoase native: fistula radiocefalica Cimino-Brescia, fistula

brahiocefalica Kaufmann, fistula brahio-bazilica .
2.3. Definitia fistulei mature

In prezent nu existd o definitie clard pentru fistula maturd si din acest motiv datele
referitoare la esecul de constituire si cel de maturare sunt extrem de heterogene. Cea mai cunoscuta

este definitia propusa in anul 2006 Tn ghidul NKF-KDOQI denumita “regula celor sase”.
2.4. Procesul de maturare al fistulei arterio-venoase native

Procesul de maturare al fistule arterio-venoase native este extrem de complex si implica
toate structurile peretelui vascular. Deosebit de relevante in acest context sunt procesele de

reorganizare a matricei extracelulare in maniera etapizata pentru a facilita dilatarea segmentului
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venos precum si tranzitiile fenotipice la care sunt supuse celulele musculare netede vasculare sub

influenta cailor de semnalizare paracrince declansate initial de catre celulele endoteliale.
2.5. Hiperplazia neointimala

Hiperplazia neointimala este un tipar de raspuns al endoteliului vascular la injuriile cauzate
de variati agenti etiologici, ce presupune localizarea si proliferarea de celule musculare netede sau
celule cu proprietati contractile la nivelul intimei avand drept consecinta reducerea progresiva a
permeabilitatii vasului(Bonatti et al., 2005) . Prognosticul FAV este partial dictat atat de leziunile

de hiperplazie neointimala ce rezulta in urma interventiei cat si de leziunile pre-existente.

2.6. Influenta speciilor reactive de oxigen si a stresului oxidativ asupra procesului de

maturare a fistulei arterio-venoase native

Speciile reactive de oxigen afecteaza procesul de maturare prin epuizarea antioxidantilor
locali, decuplarea sintazei oxidului nitric si generarea de noi SRO ((ONOOsi peroxizi lipdici),
induc sinteza factorilor mitogeni precum PDGF, ET-1, TGF-p favorizand ingustarea lumenului
prin leziuni de hiperplazie neointimala, determina activarea unui fenotip sintetic si osteoblast-like
la nivelul VSMC (Weiss et al., 2001) (Hu et al., 2022b).

2.7. Complicatiile fistulelor arterio-venoase native sunt: infectia, sindromul de furt,

tromboza, dezvoltarea anevrismala, hipertensiunea venoasa, complicatiile neurologice.

I1. Contributii personale

11.3. Ipoteza de lucru si obiective generale

11.3.1.1poteza de lucru

Boala cronica de rinichi (BCR) are un impact semnificativ asupra sanatdtii cardiovasculare,
ducand adesea la cresterea morbiditatii si mortalitatii in randul persoanelor afectate fiind asociata
cu dislipidemie, inflamatie si stres oxidativ, toate acestea agravand deteriorarea patului vascular
si contribuind la esecul de maturare al FAV native. Mediul pro-oxidant afecteaza mecanismele de
remodelare vasculard necesare 1n cadrul procesului de arterializare a venei prin depletia
vasodilatatorilor locali si inducerea modificarilor fenotipice ce contribuie, printre altele, la aparitia

neointimei.

11.3.2.0biective generale



In cadrul primului studiu s-a urmarit evaluarea relatiei dintre stresul oxidativ si succesul
procesului de maturare al fistulei arterio-venoase, integrand parametri de caracterizare a rigiditatii
vasculare si date clinico-biologice utilizate in mod curent pentru monitorizarea pacientilor cu boala

cronica de rinichi in stadii avansate.

Cel de-al doilea studiu a pornit de la premisa conform careia calcificarile vasculare apar
inca din stadiile pre-dialitice ale bolii cronice de rinichi si s-a explorat relatia acestora cu nivelul
stresului oxidativ. Tn mod similar primului studiu, s-a urmarit corelarea acestor date cu indicatorii

de rigiditate vasculara si parametri clinico-biologici uzuali.

Metodologia generala a cercetarii

Primul studiu a fost realizat folosind un model prospectiv observational si a inclus 37 de
pacienti adulti, diagnosticati cu boala cronica de rinichi stadiile G5 si G5D. Tn al doilea studiu, de
tip transversal s-a evaluat o cohorta formata din 46 pacienti diagnosticati cu boala cronica de
rinichi stadiile G3-G5. Inrolarea pacientilor s-a realizat dupa semnarea formularului de
consimtamant informat, iar toate procedurile de studiu s-au desfasurat respectand principiile
declaratiei de la Helsinki. Protocolul a fost aprobat de Comisia de etica a Universitatii de Medicina
si Farmacie ,,Carol Davila”, Bucuresti (nr 124/14.06.2017).

Datele colectate la momentul includerii in studiu au fost obtinute din documentele
referitoare la istoricul medical al pacientilor (bilete de iesire anterioare, analize medicale,
consulturi in ambulatoriul de specialitate etc), foile de observatie din perioada internarii,
protocoalele sedintelor de dializa (unde a fost cazul). Parametri de rigiditate vasculara au fost
evaluati la momentul Tnrolarii, determinarea realizandu-se folosind un protocol standardizat

specific fiecarei metode de evaluare (sfigmomanometrica sau prin tonometrie de aplanatie).

Tn cadrul primului studiu, definirea fistulei mature s-a bazat pe criteriile functionale din
studiului HFM: o fistula ce poate fi punctionata cu 2 fistuline in 75% dintre sedintele de dializa ce
au loc ntr-un interval de 4 saptdmani, cu un debit mediu de 300ml/min 4 sedinte consecutive sau
Kt/V>1.4 sau URR>70%, iar prima din cele 4 sedinte trebuie sa aibd loc in primele 9 luni de la
crearea abordului vascular sau in primele 4 saptamani de la initierea hemodializei(Robbin et al.,

2018) .
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Tn cadrul celui de-al doilea studiu depistarea calcificarilor vasculare s-a realizat folosind radiografii

simple, iar calcificarile valvulare au fost diangosticate prin ecocardiografie doppler.

Pentru determinarea nivelului plasmatic al produsilor proteici de oxidare avansata s-a

folosit trusa de reactivi produsa si comercializata de Immundiagnostik, Germania .

Informatiile astfel obtinute au fost centralizate Tntr-o baza de date folosind Microsoft Excel
2016/2019 si analiza statistica a fost realizata folosind IBM SPSS 20. Variabilele discrete au fost
prezentate sub forma de frecvente. Distributia normala a variabilelor continue a fost evaluata
folosind testul Shapiro-Wilk. Tn cazul variabilelor continue care respectau distributia normala
dispersia a fost descrisa folosind media (M) si deviatia standard (DS), celelalte fiind caracterizate
prin valoarea mediana(Md) si intervalul inter-quartila (IQR). Pentru evaluarea semnificatiei
statistice au fost utilizate urmatoarele teste: testul 2, testul T-Student sau testul Mann-Whitney-
U. Corelatiile intre variabilele continue au fost evaluate folosind coeficientii Pearson (r) sau
Spearman (rho). Predictorii au fost identificati folosind modele multivariate de regresie liniara sau
logistica, iar capacitatea lor discriminatorie a acestora a fost ulterior evaluata folosind curbele

ROC. Pragul de semnificatie statistica a fost p<0.05.

Studiul 1. Impactul stresului oxidativ asupra procesului de maturare al
fistulelor arterio-venoase native

Introducere

Obiectivele principale ale acestui studiu au fost: evaluarea relevantei produsilor proteici de
oxidare avansata (AOPP) ca factor predictiv pentru esecul de maturare al fistulei arterio-venoase
native; evaluarea relevantei parametrilor de caracterizare a rigiditatii vasculare (PWV, pAug, AlX)
ca factori predictivi pentru esecul de maturare al fistulei arterio-venoase native si identificarea
corelatiilor cu AOPP; identificarea altor parametri clinico-biologici asociati cu esecul fistulei

arterio-venoase native.
Material si metoda

Acesta este un studiu prospectiv observational, de tip cohorta in care au fost inclusi 37 de
pacienti adulti (varsta minima 18 ani) diagnosticati cu boala cronica de rinichi stadiul KDIGO G5
sau G5D, echilibrati din punct de vedere hemodinamic si respirator la momentul includerii. S-au

colectat datele referitoare la varsta, gen, date antropometrice (greutate, Tnaltime), istoricul bolii
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cronice de rinichi, istoricul patologiilor asociate, medicatia administrata, probele biologice uzuale
(hemoleucograma completa, glicemia, ureea, creatinina serica, acidul uric, colesterolul total, calciu
seric total, fosfor seric, PTH, bicarbonatul seric, albumina serica, proteine totale, VSH, fibrinogen,
proteina C reactiva)si proba de sange pentru determinarea AOPP. Rigiditatea vasculara a fost

evaluata folosind aparatul Sphygmocor CP (Atcor Medical).
Rezultate
Caracteristicile lotului studiat

37 de pacienti au fost inrolati: 19 barbati (51.4%), 18 femei (48.6%) cu varste medii 56.1
ani(x15.49), respectiv 63.5 ani(+12.9). 25 pacienti (67%) au dezvoltat fistule mature ce au putut fi
utilizate pentru efectuarea sedintelor de hemodializa. Cel mai frecvent tip de fistula a fost cea de
tip brahio-cefalic (24, 64.9%), in special in randul pacientilor de gen masculin (p=0.046). Nu au
existat diferente semnificative statistic intre genuri referitor la rata de esec (p=0.556). La

momentul inrolarii in studiu, majoritatea pacientilor (22, 59.5%) nu efectuau hemodializa.
Produsii proteici de oxidare avansatd si rigiditatea vasculard

Valoarea medie a produsilor proteici de oxidare avansata a fost 32.22 umol/L, fara a fi
influentate de gen ( p=0.563) sau de hemodializa. AOPP s-a corelat negativ cu eRFG ( p=0.001)
si pozitiv cu creatinina serici ( p=0.003). AOPP variazi liniar si pozitiv cu PWV (p=0.02). Tn
analiza defalcata pe genuri, AOPP se coreleaza pozitiv si semnificativ statistic cu varsta ( p=0.026)
si PWV (p=0.036) in randul pacientilor de gen feminin. PWV (p=0.433) si AlX au fost mai mari
n randul pacientilor de gen masculin, insa fara semnificatie statistica (p=0.685) . PWV (p=0.001),

pAug ( p=0.02) precum si AIX ( p=0.001) variaza liniar si pozitiv in relatie cu varsta pacientilor.

Tn randul pacientilor de gen feminin, valoarea PWV variaza liniar pozitiv in raport cu varsta
(p=0.003) si negativ n relatie cu nivelul albuminei serice ( p=0.001) si al proteinelor totale
(p=0.026) . Analiza de regresie liniara multipla evidentiaza nivelul albuiminemiei ca predictor
negativ pentru viteza undei de puls (p<0.01), iar in cazul pacientilor de gen masculin, varsta a fost
predictor semnificativ pozitiv pentru viteza undei de puls (p=0.002). pAug variaza pozitiv in
relatie cu proteina C reactiva (p=0.039), AlIX se coreleaza negativ cu nivelul proteinelor serice
(p=0.11). La barbati pAug variaza liniar in raport cu varsta (p=0.028), cu valoarea acidului uric

(p=0.051). AIX se coreleaza semnificativ statistic cu varsta (p=0.01) si cu nivelul acidului uric
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(p=0.03). La nivelul intregului lot, modelele de regresie liniara multivariata evidentiaza varsta si
nivelul acidului uric seric ca predictori semnificativi pentru valoarea pAug ( p=0.007), iar pentru

AIX doar vérsta (p=0.01) la nivelul intregului lot .
Esecul procesului de maturare
AOPP nu a fost semnificativ mai mare la pacientii cu FAV esuate( p=0.46).

PWV ( p=0.05) si pAug (p=0.04) au fost semnificativ mai mari in randul pacientilor la
care fistulele arterio-venoase nu s-au maturat, dar nu au fost predictori semnificativi in modelul de
regresie logistica multivariata (( p=0.634). pAug este semnificativ. mai mare in randul
pacientilor de gen feminin la care FAV au esuat ( p=0.01). Tn cazul pacientilor de gen masculin
la care FAV nu s-au dezvoltat, IMC (p=0.045) si nivelul acidului uric (p=0.007) au fost
semnificativ mai mari, valoarea acidului uric fiind predictor semnificativ in modelul de regresie
logistica multivariata (p=0.050). La nivelul intregului lot, acidul uric a fost semnificativ mai mare
in grupul pacientilor la care FAV nu s-au maturat (p=0.001), fiind predictor semnificativ pentru
esecul de maturare(p=0.012). Pacientii hemodializati ale caror fistule nu s-au dezvoltat au avut
media varstelor mai mare (p=0.028) precum si valori mai ridicate ale PWV(p=0.050) si acidului
uric (p=0.002).

Curba ROC pentru valoarea acidului uric la nivelul intregului lot evidentiaza valoarea de
7.83mg/dl ca avand o capacitate buna de discriminare (Sn= 75%,Sp=76%) pentru identificarea
pacientilor la care FAV au esuat, iar valoarea de 8.36mg/dl comporta 0 Sn=50%, Sp=84%
(p=0.003). Dintre indicatorii de rigiditate, doar pAug mai prezinta o capacitate de discriminare
moderata la valoarea prag de 10.5mmHg (Sn= 75%, Sp=66%, p=0.044). La femei, pragul de
7.33mg/dl pentru acidul uric prezinta capacitate crescuta de discriminare(Sn=80% Sp=76.9%), iar
la barbati valoarea de 8.9 mg/dl prezinta o Sn= 71% si Sp=83%(p=0.043). Referitor la pAug,
pAug 11.5mmHg are Sn=100% si Sp=76.9% pentru identificarea pacientelor la care FAV au risc
crescut de a nu se dezvolta (p=0.014). AOPP nu prezinta utilitate pentru identificarea pacientilor
la risc pentru niciunul dintre genuri ( p=0.805). In randul pacientilor hemodializati, valoarea cut-
off de 7.7mg/dl pentru acidul uric (p=0.014, Sn=80%, Sp=80%), cét si cea de 9.2m/s pentru PWV
(p=0.037, Sn=80%, Sp=70%) sunt indicatori performanti pentru a prezice riscul de esec al fistulei.
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Discutii

Analiza statistica a relevat corelatii semnificative ale AOPP valoarea creatininei serice cat
si cu RFGe, in congruenta cu datele actuale din literatura de specialitate(Witko-Sarsat et al.,
2003a). In lotul analizat, AOPP se asociaza cu stiffness-ul vascular, relatie insuficient explorata
actualmente. Alte studii arata valori ridicate ale AOPP la pacientii cu ateromatoza carotidiana,
anevrism de aorta abdominala sau boala ocluziva aorto-iliaca. Valoarea cea mai mare a
coeficientului de corelatie intre AOPP si PWV s-a regasit in randul pacientilor de gen feminin. In
lotul actual, nivelul albuminemiei si al proteinelor totale par sa varieze liniar cu valorile
parametrilor de rigiditate vasculara: in cazul pacientilor de gen feminin, albuminemia se coreleaza
negativ si este predictor semnificativ statistic pentru valoarea PWYV; corelatia dintre valoarea
indicelui de augmentare si nivelul proteinelor serice contribuie la argumentarea faptului ca statusul
nutritional influenteaza parametri de rigiditate vasculara si, implicit, poate contribui la esecul
procesului de maturare al FAV native (Gu et al., 2008; Mahmoud et al., 2021; Tang et al., 2009).

AOPP nu se asociaza cu esecul de maturare.

Valorile medii pentru viteza undei de puls si presiunea de augmentare au fost semnificativ
mai mari in grupul pacientilor cu fistule esuate, chiar daca nu au fost predictori semnificativi.
Datele din literatura de specialitate sunt contradictorii. Masengu et al nu au identificat o relatie
intre PWV, indicele de augmentare si succesul procesului de maturare, iar McGrogan sugereaza,
ca cei cu esec primar de maturare prezinta rigiditate vasculara mai mare(Masengu et al., 2016;
McGrogan et al., 2018). In lotul acestui studiu, am identificat, in plus, valori de cut-off pentru pAug
si PWV cu posibila utilitate in a identifica pacientii cu risc ridicat de esec in randul celor care fac
hemodializa precum si la pacientii de gen feminin. Lipsa de congruentd rezulta probabil din

metodologii diferite si lipsa unei definitii unanim acceptate pentru fistula matura.

Acidul uric a fost semnificativ mai amre in grupul pacientilor la care fistulele nu s-au
dezvoltat, inclusiv in cazul pacientilor hemodializati, iar in cazul barbatilor a avut valoare
predictivd pentru esecul de maturare. Tn contextul bolii cronice de rinichi, acidul uric contribuie
printre altele la amplificarea stresului oxidativ si a disfunctiei endoteliale prin inhibarea

eNOS(Kanbay et al., 2013; LI et al., 2016; Wu et al., 2016).
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Studiul 2. Relevanta stresului oxidativ in patogeneza calcificarilor vasculare la

pacientii cu boala cronica de rinichi in stadiu pre-dialitic.

Introducere

Obiectivele principale acel acestui studiu au fost sa investigheze relatia dintre AOPP,
calcificarile vasculare si valvulare, relatia cu parametri utilizati pentru evaluarea rigiditatii
arteriale precum si eventuale corelatii cu indicatori clinico-biologici utilizati de rutind pentru

evaluarea pacientilor cu boala cronica de rinichi.
Material si metoda

Acesta este un studiu clinic transversal realizat pe o cohortd de pacienti adulti cu boala
cronica de rinichi stadiile G3-G5. Datele colectate au fost: varsta, gen, istoricul bolii cronice de
rinichi, istoricul medical referitor la diabet zaharat, hipertensiune arteriald, boald arteriala
periferica, greutate, indltime, presiunea arteriala , parametri de rigiditate vasculara (PWYV, pAug,
AIX) prin metoda sfigmomanometricd precum si datele de laborator ( hemoleucograma completa,
hemoglobina glicozilatd la pacientii cunoscuti cu diabet zaharat, creatinina serica, ureea serica,
acidul uric, profilul lipidic complet, parametri de inflamatie, parametri de evaluare a
metabolismului fosfo-calcic, proteineemie, albuminemie, proteinurie, albuminurie. Determinarea
produsilor proteici de oxidare avansata in plasma a fost realizatd prin metoda spectrofotometrica
folosind trusa de reactivi furnizata de Immundiagnostik, Bensheim (Germania).Cuantificarea
calcificarilor vasculare s-a realizat pe radiografii de maini si bazin, folosind protocolul propus de
Adragao et al(Adragao et al., 2004). Calcificarile valvulare au fost identificate la nivel mitral si
aortic prin ecocardiografie doppler .

Rezultate

46 de pacienti diangosticati cu BCR G3-G5, dintre care 22 femei, 24 barbati cu varsta
medie de 65.07 £13.89ani, rata de filtrare mediani de 10ml/min/1.73m?(IQR=9.86) . Pacientii
hipertensivi au reprezentat 78.3% din lot, iar cei cu diabet zaharat 43.5%. Dintre cei inclusi, 7
pacienti nu si-au dat consimtamantul pentru efectuarea radiografiilor si 4 au refuzat efectuarea
ecocardiografiilor. Valoarea AOPP a fost cuprinsa intre 9.9-45.78 umol/L, fiind usor mai ridicata

in randul pacientilor de gen feminin. 29 pacienti (63%) aveau calcificari vasculare vizibile
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radiologic, 24 (52.1%) prezentau calcificari valvulare, 16 aveau ambele tipuri de calcificari, iar 2
nu prezentau nicio calcificare. Nu au existat diferente semnificative statistic intre genuri referitor
la prezenta calcificarilor vasculare ( p = 0.9) sau valvulare (p = 0.791). Media varstelor nu a fost
diferita semnificativ intre pacientii care au avut si cei care nu au avut calcificari vasculare (p =
0.3) sau valvulare (p = 0.07). Prezenta calcifcarilor valvulare(p = 0.89) sau vasculare (p = 0.31)nu

s-a corelat cu nivelul AOPP. ,

In cazul pacientilor cunoscuti cu diabet zaharat tip 2 care prezentau calcificari valvulare la
examenul ecografic, valorile PWV au fost frecvent peste valaorea cut-off de 10m/s propusa in
ghidul Societitii Europene de Cardiologie(N=19, x*=4.232, p=0.04) (Williams et al., 2018)
Totodata, media varstei a fost mai mare in randul pacientilor cu calcificari valvulare (p=0.017)

precum si nivelul acidului uric seric (p=0.046).

In randul pacientilor de gen masculin, valoarea presiunii arteriale sistolice( p = 0.004)
precum si presiunea arterialda medie (p = 0.004) au fost semnificativ mai mari prin comparatie cu
pacientii de gen feminin . Valoarea PWV nu a prezentat diferente semnificative statistic intre
genuri (p = 0.303).

Relatia dintre AOPP si PWV s-a caracterizat printr-un coeficient de corelatie slab la
nivelul intregului lot (p = 0.02), dar acesta a fost amplificat Tn momentul in care s-a realizat
controlul pentru influenta creatininei serice (p = 0.01) si valorii RFGe ( p = 0.02). Presiunea

pulsului nu se coreleaza cu valoarea AOPP la nivelul intregului lot (p = 0.19).

Tn randul femeilor, AOPP variaza liniar pozitiv cu PWV(p=0.002) , AIX(p=0.037) si
PP(p=0.019). n cazul barbatilor, relatia liniara dintre AOPP si PWV nu se pastreaza (p=0.798).

Pentru identificarea celor mai puternici predictori la nivelul intregului lot ai PWV, au fost
testate 3 modele n regresie logistica ierarhica ce au avut AOPP si RFGe ca variabile comune
independente n care s-au introdus succesiv variabile suplimentare, respectiv presiunea sistolica,
presiunea pulsului si indicele de augmentare pentru a evita coliniaritatea. Modelul care a inclus
presiunea pulsului a explicat 34% din variabilitatea PWV, presiunea pulsului (5 = 0.46) si AOPP
( = 0.24) avand ponderile cele mai mari (Tabel 1). De mentionat ca in cazul pacientilor cunoscuti
cu diabet zaharat tip 2, nivelul AOPP se coreleaza semnificativ statistic cu velocitatea undei de

puls (r=0.486, p=0.030) si varsta (r=0.479, p=0.033).
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Caracteristicile modelului
Coeficient §- Valoare Valoare o
) Coeficient R Valoarea F Valoarea p
standardizat T p
AOPP 0.316 2.306 0.02
MODELUL 1 0.446 4.858 0.03
RFGe 0.336 2457  0.018
AOPP 0.245 2.003 0.05
MODELUL 2| RFGe 0.20 1.579 NS 0.62 8.87 <0.01
PP 0.466 3.605 0.01
AOPP 0.318 2.4 0.01
MODELUL 3| RFGe 0.283 2.1 0.03 0.537 5.671 0.002
PAsistolica 0.304 2.3 0.02
AOPP 0.27 2.05 0.04
MODELUL 4| RFGe 0.35 2.684 0.06 0.539 5.720 0.02
PAug 0.306 2.327 0.02

Tabel 1 Modele de regresie Iniara ierarhica. AOPP — produsi proteici de oxidare avansata;, RFGe — rata de filtrare glomerulara

estimatd, PA — presiunea arteriald; PP — presiunea pulsului;

Analiza de regresie liniara multivariata identifica varsta (p<0.01) precum si nivelul acidului
uric (p=0.04) drept cei mai importanti predictori ai vitezei undei de puls la pacientii de gen
masculin; in cazul pacientilor de gen feminin, analiza de regresie liniara evidentiaza ca predictori
semnificativi valoarea AOPP (p= 0.008) precum si varsta (p=0.003) . Tn cazul ambelor genuri se

remarca faptul ca varsta este predictor semnificativ pentru valoarea PWV.

La nivelul intregului lot, pAug se coreleazd semnificativ statistic pozitiv cu valoarea
acidului uric(p=0.015) si negativ cu nivelul HDL-colesterolului(p=0.049). Se observad si o
corelatie pozitiva, dar slaba cu nivelul proteinuriei, la limita semnificatiei statistice(r=-0.285,
p=0.055). Analiza de regresie liniard multivariata evidentiaza nivelul acidului uric si valoarea

proteinuriei drept predictori semnificativi statistic pentru pAug.

In analiza in functie de gen se observi ci presiunea de augmentare variaza liniar si
semnificativ statistic cu nivelul abluminemiei (r=-0.576, p=0.006), al proteinelor totale(r=-0.512,
p=0.015) si al acidului uric(r=0.714, p=0.0001) la pacientii de gen feminin. In cazul barbatilor,
proteinuria/24 ore se coreleaza cu valoarea pAug (r=0.568, p=0.007) (Figurile 5 si 6).

17



Tn analiza de regresie liniara multivariata ce a inclus albuminemia, proteinemia, nivelul
seric al acidului uric si proteinuria/24 ore au fost identificati urmatorii predictori ai presiunii de
augmentare: intre pacientii de gen feminin valoarea acidului uric (p=0.002) a fost predictor
semnificativ statistic Tn toate cele 3 modele; in cazul pacientilor de gen masculin, doar
proteinuria/24 ore (p=0.012) a fost predictor semnificativ al pAug. Se remarca faptul ca acidul uric
este predictor semnificativ pentru valoarea presiunii de augmentare in toate modelele de regresie

liniara testate la nivelul intregului lot.

Pacientii cu hipertensiune sistlica izolata au avut valori mai ridicate ale proteinuriei (tz7) =
2.67,p =0.01) si vitezei undei de puls (tus) = 2.16, p = 0.036).

AOPP nu variaza liniar cu creatinina, ureea, acidul uric, RFGe, dar se coreleaza pozitiv cu
nivelul hemoglobinei glicozilate la nivelul intregului lot. Referitor la profilul lipidic, AOPP se
coreleaza negativ cu nivelul HDL-colesterolului (p=0.0042) si pozitiv cu rapoartele colesterol
total/HDL-colesterol(p=0.05) si LDL-colesterol/HDL-colesterol (p =0.038). Tn randul pacientilor
cunoscuti cu HTA, AOPP se coreleaza semnificativ statistic cu nivelul LDL-colesterolului
(p=0.008) si cu raportul LDL/HLD(p=0.010) . Parametri metabolismului fosfo-calcic nu se

coreleaza cu AOPP in lotul analizat.

Cu privire la indicatorii de inflamatie sistemica, AOPP s-a corelat pozitiv cu proteina C
reactiva si indicatorul derivat NLR (raportul neutrofile-limfocite). NLR s-a corelat pozitiv cu
PWYV, varsta, proteina C reactiva, raportul plachete-limfocite. Valorile medii ale acestor indicatori

au fost similare indiferent de prezenta calcificarilor vasculare sau valvulare.
Discutii

Scopul acestui studiu transversal a fost sd examineze relatia dintre produsii proteici de
oxidare avansata, calcificarile vasculare sau valvulare si indicatorii de rigiditate vasculard precum
si eventuale corelatii cu parametri bioumorali uzuali utilizati in mod curent intr-o cohorta de
pacienti cunoscuti cu boald cronicd de rinichi, majoritatea fiind 1n stadii relativ avansate ale
declinului functiei renale (RFGe mediana 10ml/min/1.73m?), dar Tnainte de inceperea terapiilor de

supleare a functiei renale.
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Prevalenta calcifiarilor vasculare detectabile radiologic a fost de 74.3% Prin comparatie,
Toussaint et al, in lotul lor de 48 de pacienti aflati in pre-dializa, raporteaza o prevalentd de 90%
a calcificarilor de aorta abdominala si 60% la nivelul arterelor femurale superficiale(Toussaint et
al., 2007). Datele referitoare la prevalenta calcificarilor valvulare variaza substantial in functie de
metodologia de studiu, intre 27-100%, identificarea acestora realizandu-se prin tomografie
computerizati(Hutcheson & Goettsch, 2023). In lotul actual prevalenta a fost de 57.1%,

calcificarile fiind identificate folosind ecocardiografia(Vinereanu et al., 2021).

AOPP nu se coreleaza cu prezenta calcificarilor valvulare sau vasculare, fapt ce sugereaza
ca factorii care contribuie la aparitia acestora nu depind de mecanismele ce genereaza produsi
proteici de oxidare avansata. Prin comparatie, Lin L et al au identificat intr-un lot de pacienti
uremici valori semnificativ mai mari in randul celor care prezentau calcificari aortice sau
coronariene decelate tomografic(Lin et al., 2017); Gryszczynska B et al au identificat niveluri ale
AOPP mult mai ridicate in rdndul pacientilor cu anevrism de aortd abdominala si boala aorto-iliaca
decat in cazul pacientilor cu boald cronica de rinich(Gryszczynska et al., 2017). Discrepanta
rezulta probabil din metodologiile diferite, studiile citate folosin examinari CT pentru identificarea

calcificarilor vasculare (Gaibazzi et al., 2014; Vinereanu et al., 2021).

Relatia dintre AOPP si rigiditatea vasculara la pacientii cu boald cronica de rinichi este
inca insuficient explorati. In studiul actual relatia dintre AOPP se coreleazi cu PWV, dar nu cu
presiunea pulsului, considerat indicator surogat de stiffness(Kass, 2002). Modelul de regresie
liniard a evidentiat ca presiunea pulsului, presiunea de augmentare, presiunea sistolica, AOPP si
RFGe sunt predictori semnificativi ai PWV, iar dintre acestia, presiunea pulsului, produsii proteici
de oxidare avansatd si rata de filtrare estimatd au avut impreuna ponderea cea mai mare in

variabilitatea PWV (Vinereanu et al., 2021)

Nu am identificat o asociere semnificativa statistic intre AOPP si RFGe sau creatinina
sericd, aspect oarecum surprinzator in conditiile in care acumularea toxinelor uremice in contextul
declinului functiei renale contribuie la generarea unui mediu intern pro-oxidant. Desi Witko-Sarsat
et al argumenteaza cd AOPP pot fi considerati veritabile toxine uremice cu efecte pro-
inflamatorii(Witko-Sarsat et al., 2003a), rezultatele studiilor clinice oferd informatii divergente,

unii autori raportand corelatii semnificative intre creatinina serica si/sau RFGe si AOPP, in timp
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ce altii infirma acest aspect(Colombo et al., 2019; Furuya et al., 2009; Huang et al., 2013; Liang
et al., 2012; Witko-Sarsat et al., 2003b)(Vinereanu et al., 2021).

Nivelul crescut al AOPP se asociaza cu un profil lipidic aterogen (Vinereanu et al., 2021).
In final, in lotul studiat, produsii proteici de oxidare avansati s-au corelat cu valoarea proteinei C-
reactive, dar nu cu restul parametrilor de inflamatie sistemica, VSH si fibrinogen. Mai mult decat
atat, raportul neutrofile-limfocite s-a corelat liniar si semnificativ statistic cu viteza undei de puls,
un aspect identificat si in cadrul altor studii(Afari & Bhat, 2016). Aceste date sugereaza contributia

statusului inflamator cronic la accentuarea rigiditatii vasculare(Vinereanu et al., 2021).
Concluzii si contributii personale

Domeniul de studiu al stresului oxidativ ar putea oferi informatii esentiale pentru
explicarea riscului cardiovascular important pe care pacientii cu boald cronica de rinichi il au
precum si pentru a identifica mijloace terapeutice noi ce ar putea Imbunatatii ratele de maturare
neasistata a fistulelor arterio-venoase native. Actualmente, indicatorii disponibili pentru evaluarea
stresului oxidativ in clinica sunt limitati, iar metodologiile de cercetare heterogene au produs de-a

lungul timpului rezultate discrepante si dificil de replicat.

Tn primul studiu am explorat ipoteza referitoare la impactul nefavorabil al stresului oxidativ
asupra procesului de maturare al fistulei arterio-venoase, luand in calcul si indicatorii de rigiditate
vasculard obtinuti prin tonometrie de aplanatie. In timp ce in literatura actuald se regisesc
numeroase studii in vitro care demonstreaza importanta dezechilibrului homeostaziei redox pentru
esecul de maturare al fistulei arterio-venoase native, aceastd lucrare este prima care exploreaza
relatia dintre produsii proteici de oxidare avansatd, rigiditatea vasculard si esecul de maturare al
fistulei Tn context clinic. Rezultatele acestei cercetari doctorale contribuie la imbunatatirea
stadiului actual al cunoasterii cu privire la relatia dintre stresul oxidativ si procesul de maturare al
FAV native in mai multe moduri. Pe de o parte am evidentiat c&, in timp ce AOPP nu constituie
un parametru util pentru predictia esecului de maturare al FAV native, acesta se asociaza cu
cresterea rigiditatii vasculare la pacientii cu boala cronica de rinichi. Pe de alta parte, am aratat ca
viteza undei de puls precum si presiunea de augmentare se asociaza cu esecul de maturare al
fistulei, observatie ce atrage atentia asupra utilitatii acestora in algoritmi de predictie a succesului

fistulei. Tn plus, analiza statistica a subliniat rolul acidului uric ca predictor pentru esecul fistulei
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arterio-venoase inclusiv in randul pacientilor hemodializati, aspect insuficient tratat in literatura
de specialitate pana la momentul actual. Nu n ultimul rand, rezultatele acestui studiu coroboreaza
datele disponibile cu privire la implicatiile pe care statusul nutritional deficitar le are asupra
compliantei cardiovasculare prin identificarea albuminemiei ca predictor pentru valoarea ridicata

a vitezei undei de puls, in special in cazul pacientilor de gen feminin cu boala cronica de rinichi.

Tn cadrul celui de-al doilea studiu am explorat Tn context clinic ipoteza ca un mediu pro-
oxidant, asa cum este intélnit Tn boala cronica de rinichi, contribuie la rigidizare vasculara prin
calcificarea mediei inca din stadiu pre-dialitic, pornind de la datele disponibile in literatura ce sunt
bazate , Tn prinicpal, pe observatii obtinute din studii in vitro. Rezultatele obtinute au aratat ca
nivelul AOPP nu se asociaza ih mod particular cu prezenta calcificarilor vasculare sau valvulare
detectabile radiologic si ecografic, dar subliniaza din nou legatura acestui indicator cu parametri
de rigiditate vasculara precum si capacitatea predictiva a acestuia pentru valoarea vitezei undei de
puls Tnainte de Tnceperea terapiilor de supleare a functiei renale. Relatia dintre nivelul AOPP si
stiffness-ul arterial este, actualmente, insuficient explorata, iar rezultatele studiului actual propun
spre cercetare utilitatea includerii unui indicator de stres oxidativ in modelele de predictie a riscului

cardiovascular la pacientii cu boala cronica de rinichi.

Limitarile acestei cercetari doctorale sunt consecinte ale mai multor factori, intre care
principal este numarul redus de pacienti inclusi in fiecare studiu. Totodatd, ultilizarea mai multor
indicatori de stres oxidativ ar fi putut oferi informatii suplimentare cu privire la procesul patogenic
care genereaza speciile rective de oxigen. De asemenea, in cadrul primului studiu, utilizarea
ecografiei doppler pentru monitorizarea periodica non-invaziva a procesului de maturare ar fi
constituit un avantaj fat de criteriile functionale folosite. Intre dezavantajele metodologiei de
cercetare aplicata in al doilea studiu se regaseste bias-ul de selectie, pacientii inclusi provenind

dintr-o singura clinica de nefrologie a unui spital de urgenta.
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