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Cuvant Tnainte

Teza de doctorat cu titlul ,Investigarea metabolitilor purinici si a ionilor
metalici specifici in biogeneza uroconcrementelor litiazice” a fost elaborata in cadrul
Facultatii de Chimie Industriald si Ingineria Mediului de la Universitatea ,Politehnica”
din Timisoara.

Cercetdrile au vizat determinarea calitativa a compozitiei uroconcrementelor in
scopul definirii tipurilor acestora. In acest sens s-a utilizat spectroscopia in infrarosu cu
obtinerea de spectre IR (metoda clasicd) sau de spectre FT-IR (metoda utilizata in
prezent). In cazul litiazelor purinice (in spetda urice), s-au efectuat determinari ale
principalelor metale alcaline (Na, K), alcalino-teroase (Ca, Mg) si a unor microelemente
metalice (zZn, Cu, Fe, Mn) prin metoda spetroscopiei de absorbtie atomica (SAA). De
asemenea, s-a efectuat un studiu comparativ al compozitiei metalice a calculilor urinari
cu dominanta urica, respectiv cu dominanta fosfatica. In ultima parte a tezei au fost
incluse si investigatii asupra homeostaziei biochimice a principalelor metale alcaline si
alcalino-teroase decelate in sange si urind in etapele pre- si post-interventionale
(chirurgie/litotripsie) la subiectii cu urolitiaze.

Datele analitice obtinute ofera, sub aspect teoretic - informatii privind
urolitiazele purinice (urice) caracteristice zonei geografice a Banatului, iar sub
aspect aplicativ - date utile care au servit la orientarea conduitei clinice in urologie,
importanta in terapeutica, in metafilaxie, dar (la nevoie) si in monitorizarea starii de
sanatate a subiectilor cu urolitiaze.

Timisoara, 5 martie 2012

Adina-Elena Avacovici
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Rezumat

Cercetdrile intreprinse in cadrul tezei de doctorat se adreseaza unui
domeniu special al biochimiei si patobiochimiei si se integreaza unui domeniu de
varf al cercetdrilor contemporane privid metalomica si, intr-un cadru mai exact,
metabolomica.

Structurarea continutului tezei s-a facut pe doua sectiuni distincte. Prima
sectiune - include capitolele 1-2 care prezintda date generale referitoare la
particularitatile fiziologice si biochimice ale aparatului reno-urinar, mecanismele
biogenezei uroconcrementelor si problematica cercetarii urolitiazelor. Secunda
sectiune - include capitolele 3-6 in care se prezinta rezultatele obtinute in
investigatiile fintreprinse in cadul tezei. Aceste investigatii au urmarit
determinarea compozitiei calitative a uroconcrementelor cu ajutorul
spectroscopiei in infrarosu (IR) in scopul stabilirii tipurilor de litiaze;
determinarea concentratiei metalelor in cazul uroconcrementelor specifice
litiazelor purinice (in speta litiazele urice) prin spectroscopia de absorbtie atomica
(SAA) stabilind metalogramele specifice; evaluarea rezultatelor pentru cercetarile
(extinse) asupra litiazelor cu predominanta urica si a litiazelor cu predominata
fosfatica, pentru care determinarile de metale releva implicarea legaturilor de tip
purind-ioni metalici, respectiv fosfati-ioni metalici; prezentarea datelor
comparative ale metalogramelor serice si urinare in relatie cu metoda terapeutica
(interventia chirurgicald, respectiv litotripsia extracorporeald). Metodologia
analitica utilizata permite relevarea rolului ,speciatiei bioanorganice” (domeniu de
interes contemporan) in biogeneza urolitiazelor.
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PREFATA

Investigarea compozitiei formatiunilor litiazice provenite din aparatul reno-urinar
reprezintd un domeniu de excelenta in biochimie si patobiochimie. Acesta se integreaza
metalomicii moderne si metabolomicii, oferind informatii asupra biogenezei
uroconcrementelor. In acest scop se apeleaza la metode bioanalitice fizico-chimice care
depasesc cadrul specific al chimiei clinice (utilizate in laboratorul clinic).

O abordare circumscrisé a problemei metalomicii in urolitogeneza - pe o
tematica distincta - permite intelegerea mecanismelor ,nucleatiei heterogene
bioanorganice” care precede formarea asa numitilor starteri (primeri) ai litogenezei.
in acest cadru in biochimia anorganicd (chimia bioanorganicd) modern3 se utilizeaza
conceptul de «speciatie bioanorganica». Aplicarea metodelor fizico-chimice poate
viza concret analiza calitativa si cantitativa a compozitiei uroconcrementelor.

Structurarea continutului tezei s-a facut pe doud sectiuni distincte. Prima
sectiune - include capitolele 1-2 care prezintd date generale referitoare la
particularitatile fiziologice si biochimice ale activitatii aparatului reno-urinar,
mecanismele biogenezei uroconcrementelor si problematica cercetarii urolitiazelor.
Secunda sectiune - include capitolele 3-6 in care se prezinta rezultatele obtinute prin
investigatiile intreprinse in cadul tezei. Aceste investigatii au urmarit : a) deter-
minarea compozitiei calitative a uroconcrementelor cu ajutorul spectroscopiei in
infrarosu clasic (IR) si spectroscopiei in infrarosu cu transformare Fourier (FT-IR) in
scopul stabilirii tipurilor de litiaze - remarcabild este disjunctia care se face in
atribuirea benzilor spectrale in IR pentru compusii “tipici” urolitiazelor si compusii
“atipici” reprezentati de modulatori chimici (promotori/inhibitori) si matricea litiazica;
b) determinarea concentratiei metalelor in cazul uroconrementelor specifice litiazelor
purinice (in speta litiazele urice) prin spectroscopia de absorbtie atomica (SAA)
stabilind metalogramele specifice; c) evaluarea rezultatelor pentru cercetarile extinse
asupra litiazelor cu predominanta urica si a litiazelor cu predominata fosfatica, pentru
care determinarile de metale releva implicarea legaturilor de tip purina-ioni metalici,
respectiv fosfati-ioni metalici; d) prezentarea datelor comparative ale metalogramelor
serice si urinare in relatie cu metoda terapeutica (interventia chirurgicala, respectiv
litotripsia extracorporeala).

La finalizarea acestei teze de doctorat gandurile se indreapta cu recunostinta
«pro memoria» Prof. Dr. Petru Dragan - membru titular al Academiei de Stiinte
Medicale. De asemenea, exprim multumiri d-lui Prof.Dr. Florin Miclea, d-lui asist.univ.
Dr. Alin Cumpanas si personalului medical de la Clinica Universitara de Urologie din
Timisoara care au dat sprijin in etapele preliminare ale investigatiilor analitice.

Multumiri si sentimente de gratitudine exprim d-lui Prof. Dr. Francisc Peter de la
Facultatea de Chimie Industriala si Ingineria Mediului - Universitatea Politehnica din
Timigoara, d-lui Dr. Ludovic Sayti si colectivului D-sale de la Institutul de Chimie
Timisoara si dnei Prof.Asoc. Anna Csikkel-Szolnoki de la Universitatea din Szeged care a
sprijinit completarea unora din determinarile de SAA si analistilor de la Laboratorul
Spitalului Clinic Judetean Nr.1 Timisoara pentru sprijinul acordat in efectuarea
investigatiilor fizico-chimice asupra homeostaziei biochimice la grupele de subiecti
specific diferit al interventiilor (chirurgie/litotripsie).
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De asemenea, exprim multumiri d-lui Prof. Dr. Ing. Dan Ciubotariu de la
Facultatea de Farmacie a Universitdtii de Medicind si Farmacie ,Victor Babes” din
Timisoara care a binevoit sa faca parte din Comisia de doctorat a acestei teze.

Teza de doctorat cu titlul ,Investigarea metabolitilor purinici si ionilor
metalici specifici in biogeneza uroconcrementelor litiazice® a fost elaboratd sub
indrumarea d-lui Prof. Dr. Zeno Garban - membru corespondent al Academiei
Roméane in calitate de conducator stiintific in domeniul Chimie (specializarea
Biochimie) in cadrul Facultatii de Chimie Industriald si Ingineria Mediului de la
Universitatea ,Politehnica” Timisoara, cdruia i exprim multumiri pentru sprijinul
constant acordat in diverse etape pentru desfasurarea si finalizarea tezei.

Retrospectiv, cu privire la activitatea de cercetare se mentioneaza faptul ca
in anul 1993 am participat, ca invitatd, la primul simpozion international ,Metal
Elements in Environment, Medicine and Biology” (M.E.E.M.B.) care a avut loc la
Timisoara, organizat in colaborare de universitati timisorene. Dupd aceasta am fost
integratd ,Grupului de lucru pentru cercetarea metalelor in chimia bioanorganica”
din Timigoara, constituit in 1979. Acest Grup de lucru s-a ocupat si de organizarea
seriei de Simpozioane M.E.E.M.B. In cadrul diverselor teme de cercetare privind
metalele am colaborat, de asemenea, cu cadre didactice de la Facultatea de
Tehnologia Produselor Agroalimentare de la Universitatea de Stiinte Agricole si
Medicina Veterinara a Banatului din Timisoara. In continuare am participat la diverse
activitati de cercetare in metalomica, interesata fiind de subiectele privind metalele,
acidul deoxiribonucleic si metabolitii acestuia in biologia moleculard. Ulterior am
devenit doctorandd cu o tema referitoare la urolitiaze care abordeaza, conex, un
astfel de subiect.
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INTRODUCERE

Pentru investigarea urolitiazelor pentru necesitatile curente ale clinicilor de
urologie, se apeleazd la determinari de laborator clinic, investigatii imagistice
(radiologice, ecografice s.a.) si, in situatiile mai complexe, la explordri functionale. In
cazul laboratorului clinic, determinarile analitice pot fi efectuate in diversele
compartimente ale acestuia reprezentate de chimia clinica, microbiologie (bacteriologie,
virusologie) si de hematologie. Coroborarea informatiilor este utild pentru stabilirea
diagnosticului, precizarea tratamentelor, monitorizarea evolutiei post-terapeutice,
instituirea masurilor metafilactice (care privesc prevenirea recidivelor).

Extinderea investigatiilor asupra urolitiazelor implica utilizarea unor metode
nespecifice laboratorului clinic. In astfel de situatii se apeleaza la analitica
biochimica bazata pe metode fizico-chimice. Astfel de metode sunt spectroscopia in
infrarosu (SIR), spectroscopia de absorbtie atomica (SAA), gaz-cromatografia,
spectrometria de masa, difractometria cu raze X (pentru studii de cristalografie) etc.

In prezenta tezd de doctorat pentru investigarea urolitiazelor s-a apelat la
spectroscopia in infrarosu clasica (IR) si spectroscopia in infrarosu cu transformare
Fourier (notatd FT-IR sau FTIR) in scopul determindrii compozitiei calitative pentru
237 de calculi reno-urinari, in vederea stabilirii tipurilor de litiaze simple purinice
(urica, xantina, 2,8-dihidroxiadeninad), oxalica, fosfatica, cistinica, precum si a
litiazelor mixte. Compusii amintiti sunt intalniti in mod curent in urolitiaze fiind
considerati compusi chimici ,tipici” pentru uroconcremente.

In contextul determinarilor analitice se discuta si aspectele referitoare la
compusii chimici ,atipici”, importanti in patobiochimia urolitiazelor. in aceast
categorie se includ modulatorii chimici litiazici (promotori si inhibitori) si matricea
litiazica. Compusii chimici din constitutia acestora au constituit - la inceputul
aplicarii spectroscopiei in IR - impedimente in evaluarea riguroasa a spectrelor in IR
ale calculilor. Prezenta acestora in uroconcremente este mai bine relevatda in
spectrele FT-IR, care confirma existenta concomitenta a compusilor tipici si atipici,
fapt adesea ignorat la studiul compozitiei uroconcrementelor.

Pentru scopurile analitice ale acestei lucrari, interesand determinarea
elementelor metalice prin spectroscopia de absorbtie atomica (SAA), s-au folosit
doar calculii cu compozitie urica (singurii decelati din categoria calculilor purinici).
Astfel, in continuare, pentru calculii de natura urica provenind de la 84 subiecti s-a
procedat la determinarea compozitiei in metale alcaline (Na, K), alcalino-teroase
(Ca, Mg) si a principalelor microelemente metalice (Zn, Cu, Fe, Mn). Rezultatele
obtinute au fost prezentate in raport cu tipurile de litiaze : simple - cu acid uric si
urati (U); mixte - cu urati-oxalati (U-O), oxalati-urati (O-U), fosfati-urati (P-U),
oxalati-urati-fosfati (O-U-P). In cazul fiecarui tip de urolitiaze au fost prezentate si
metalogramele caracteristice.

In continuare s-a procedat la evaluarea concentratiei metalelor (M) si
evidentierea implicatiei ionilor metalici (M") in biogeneza uroconcrementelor
provenite de la doua grupe de subiecti, primul cu litiaze predominant urice - 84
subiecti care au facut obiectul prezentului studiu, secundul cu litiaze predominant
fosfatice - 113 subiecti care au facut obiectul unui studiu preliminar. Evaluarea
comparativa a avut in vedere specificul structurii compusilor bioanorganici de tipul
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derivati purinici - M"* si a compusilor anorganici de tipul fosfat - M"* . Concentratia
metalelor in calculii studiati a evidentiat diferente foarte mari. Astfel, sub raport
biochimic (patobiochimic) se explica rolul nucleului purinic din structura acidul uric si
respectiv a anionului fosfat.

In investigarea urolitiazelor, a specificului biogenezei acestora este
importanta si cunoasterea metalogramelor sanguine si urinare. Acest aspect, in
prezenta lucrare, a fost studiat in relatie cu metoda terapeutica folosita : interventia
chirurgicald (la un numar de 23 subiecti), respectiv litotripsia extracorporeald (la un
numar de 18 subiecti) cunoscutd si sub numele de ,litotripsie cu unde de soc
extracorporeale” - ESWL (Extracorporeal Shock Wave Lithotripsy). In cazul utiliz&rii
acestor metode s-a procedat la determindri asupra nivelului acidului uric sanguin
(uricemie) in functie de care s-au stabilit subiectii la care s-au efectuat
metalogramele sanguine si urinare pentru metale alcaline (Na, K) si alcalino-teroase
(Ca, Mg). Determinarile s-au efectuat pre- si post-operator, respectiv pre - si post-
litotripsie. Valorile decelate in cazul metalogramelor sanguine si urinare, cu ajutorul
metodelor specifice chimiei clinice, au fost studiate comparativ.

Rezultatele investigatiilor fintreprinse asupra litiazelor urice prezinta
importanta teoreticd - informatii asupra specificului urolitiazelor purinice cu
raspandire mare in zona geografica a Banatului si importanta aplicativa — orientarea
conduitei clinice in urologie in scop terapeutic, metafilactic si chiar la monitorizarea
starii de sanatate a subiectilor cu afectiuni litiazice.
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1. PARTICULARITATI ALE BIOGENEZEI
UROCONCREMENTELOR LITIAZICE

1.1. CONSIDERATII GENERALE

Biogeneza concrementelor litiazice in organismul uman este cunoscuta si
sub denumirea generica de “biolitogeneza” sau, cu un termen de uz curent,
“litogeneza". Notiunea este preluata din geologie si se utilizeaza in medicina pentru
desemnarea unui domeniu circumscris al patologiei biochimice.

Intr-un context mai larg intereseaza atat biogeneza concretiunilor calculoase
din diverse tesuturi si organe cat si si metodele bioanalitice (chimice si fizico-
chimice) de investigare a acestora. Sub raport biomedical intereseaza, in principal,
etiologia (cauzele biogenezei), mecanismele patologiei biochimice (patobiochimiei) si
mijloacele terapeutice.

Din punctul de vedere al biochimiei si patobiochimiei in cercetarea calculilor
este importanta determinarea compozitiei calitative si cantitative a
uroconcrementelor. Astfel de investigatii permit intelegerea mecanismelor
moleculare specifice biogenezei si permit instituirea masurilor profilactice -
interesand preventia, metafilactice - vizdnd evitarea recidivelor si terapeutice -
interesand modalitatile de tratament (medical si/sau chirurgical).

Din punct de vedere biomedical notiunea de « litiaza » defineste o formatiune
calculoasa a carei biogeneza se produce intr-un aparat glandular, intr-un tesut
parenchimatos sau intr-o structura anatomica cu aspect de rezervor [1, 2, 3, 4].

In prezenta lucrare s-a procedat la abordarea restrictiva a studiului
uroconcrementelor litiazice specifice dishomeostaziei metabolismului purinelor si
studiul compozitiei metalice a acestora. In aceste conditii s-a impus si cunoasterea
metabolismului nucleoproteinelor focusata pe biodegradarea / biosinteza purinelor,
conexata la problema patobiochimiei urolitiazelor purinice in scopul definirii
subtipurilor de litiaze si a specificului compozitiei calculilor. In aceasta maniera se
poate distinge existenta unui domeniu de excelenta al biochimiei si anume
“topopatobiochimia”. Se reitereaza faptul ca in biochimie si biologie moleculara
abordarea « topobiochimica » a fost initiatd in relatie cu morfologia si fiziologia
virusurilor, a celulelor procariote si eucariote si a fost extinsa odata cu aprofundarea
cercetarilor la tesuturi, organe si in final la organism [5].

Intr-o abordare topopatobiochimicd a litiazelor la nivel de organism se
poate distinge diversitatea posibilelor localizari interesand : urolitiaza sau litiaza
urinara cu subtipurile : litiaza renala (nefrolitiaza), litiaza bazinetald, litiaza
ureterald, litiaza vezicald; colelitiaza sau litiaza biliara cu subtipurile :
colecistolitiaza cu localizare in colecist (vezica biliard), coledoco-litiaza cu dispunere
in canalul coledoc; sialolitiaza sau litiaza salivara cu subtipurile : parotidiana,
submandibulara, sublinguald, tonsilara (amigdaliana) .

In afara de litiazele amintite — grupate dupa localizare in organism - s-au mai
descris si alte litiaze. Se mentioneaza in acest sens tireolitiaza (in glanda tiroida),
lacrimalo-litiaza (in glandele lacrimale), enterolitiaze (in intestin, e.g. mezenter,
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14 Particularitati ale biogenezei concrementelor litiazice - 1

apendice), rinolitiaze (la nivelul cavitatii nazale), litiaza prostatica si litiaza testiculara (la
nivelul aparatului genital masculin), flebolitiaza (in sistemul vascular venos).

In literatura de specialitate se prezintd date mai detaliate privind diversitatea
localizarii litiazelor la om [6, 7, 8, 9, 10, 11]. O reprezentare schematica a localizarii
litiazelor in organismul uman se face in fig. 1-1.

lacrimalolitiaza
rinolitiaza sialolitiaza

tonsilolitiaza tiroidolitiaza

bronholitiaza

colelitiaza pancreatolitiaza

enterolitiaza »
urolitiaza

ureteroiitiaza

flebolitiaza
litiaza vezicala

Fig.1-1. Reprezentarea schematica a localizarii litiazelor

Dintre litiazele decelate la nivelul organismului frecventa cea mai mare o au
litiazele urinare (cu localizare in tractul reno-urinar), litiazele biliare si litiazele salivare.
In studiul biogenezei concrementelor litiazice in organismul uman este
importanta cunoasterea interactiei in vivo produsa intre diversii metaboliti rezultati
din metabolismele materiale al compusilor organici (metabolismul glucidic, lipidic,
proteinic), e.g.: acid uric si urati, colesterol, acid oxalic, acid fosforic etc. De
asemenea este importanta cunoasterea metabolismului hidro-electrolitic si, evident,
evaluarea statusului electrolitilor cationici (ioni metalici, ionul amoniu) si anionici
(oxalati, fosfati, carbonati etc.).
in cazul metabolitilor purinici ai acizilor nucleici, e.g. acid uric, xanting,
2,8-di-hidroxiadenind si evident, adenina si guanind, investigatiile se pot efectua
urmarind si determinarea concentratiilor de metale avand in vedere faptul ca
derivatii purinici si metalele conduc - prin asa numita “nucleatie heterogena”, la
formarea precursorilor  in calculoze. Investigatile  asupra biogenezei
uroconcrementelor de provenienta purinica intereseaza traficarea metabolitilor
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1.2. Incidenta urolitiazelor 15

nucleoproteinici in organism si interactiile specifice ale acestora din sange, urina si
tesuturi in cazul omului.

Daca se intreprind investigatii in vivo asupra mecanismelor biochimice ale
litogenezei pe modele experimentale animale se procedeaza la administrarea (in
alimentatie) a unor substante cu compozitie cunoscutd (e.g. urati, oxalati, saruri
anorganice cu metale) si la urmarirea modificarilor homeostaziei biochimice.

Urolitiazele in general, au cauze bine definite asa cum se va arata in
continuare. Exista insa situatii, circumstantial, fara cauze definite - idiopatice.

in patobiochimie si in clinica medicald urolitiaza idiopaticd se intalneste la
subiectii care nu prezintd afectiuni congenitale sau dobandite pentru perturbarile
metabolice care predispun la aceasta boala.

1.2. INCIDENTA UROLITIAZELOR

1.2.1 Privire sinoptica

In cercetirile din domeniul biochimiei si patobiochimiei urolitiazelor luate in
studiu intereseaza statusul homeostaziei biochimice care conditioneaza posibile
interactii intre metabolitii purinici si ionii metalici. In acest scop se efectueazi
determinari privind concentratia diversilor metaboliti in conditii normale - de
interes profilactic si/sau metafilactic [5, 12] si in conditii patologice - de interes
terapeutic [13].

De asemenea, se pot efectua cercetari in vitro in care se studiaza
particularitatile cristalizarii in solutii care contin compusi specifici uroconcrementelor.
In astfel de situatii se urméaresc efectele pH-ului, t3riei ionice, concentratiei optime
in relatie cu precipitarea sau coprecipitarea si aparitia nucleelor de cristalizare [14,
1,10, 15, 16, 17].

Alaturi de factorii de risc epidemiologici (i.e. varsta, sex, clasa sociala,
ocupatie, alimentatie, consum de lichide, clima, anomalii metabolice si genetice)
trebuie enumerati si factorii de risc fiziologici si fiziopatologici. In general, se
afirma ca exista sase factori de risc major in aparitia urolitiazelor: pH urinar crescut,
hipercalciurie, hiperoxalurie, hiperuricozurie, volum urinar scazut, excretie redusa
de inhibitori ai cristalizarii.

Dishomeostazia biochimicd, avand diverse cauze - unele discutate in aceasta
lucrare - poate conduce la o crestere a cuantumului factorilor litogenici in urina. Spre
exemplu, concentratii crescute de acid uric si ioni metalici pot determina precipitarea
acidului uric si a uratului monosodic. Observatia ca litiaza uricd apare la tropice si in
medii cu temperaturi ridicate sustine aceasta ipoteza.

Rinichiul este singurul organ de excretie reglabila in functie de starea echilibrului
hidroelectrolitic al organismului. Mentinerea homeostaziei volumului si osmolaritatii
lichidelor organismului se realizeaza prin mecanisme complexe care regleaza adecvat
excretia renala de apa si substante osmotic active. Aceasta excretie este corelata
permanent atat cu aportul cat si cu pierderile hidro-electrolitice extrarenale.

Rinichii au doua functii fundamentale: excretia produsilor reziduali metabolici si
a altor substante chimice si reglarea volumului de lichid si odata cu aceasta a
osmolaritatii, aciditatii si compozitiei minerale pentru a pastra concentratii normale
(fiziologice) ale metabolitilor excretati. O functie renald perturbatd poate conduce la
depunerea unor precipitate in tractul urinar si formarea uroconcrementelor [18].
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16 Particularitati ale biogenezei concrementelor litiazice - 1

In literatura de specialitate pentru formatiunea calculoasa aparuta in
cadrul aparatului reno-urinar exista diverse terminologii, e.g.: litiaza urinara, litiaza
renald, urolitiaza, nefrolitiaza [1, 2, 3, 15, 19]. Urolitiazele se caracterizeaza prin
existenta unor concremente (i.e. uroconcremente) simple sau mixte la nivelul cailor
urinare (calice, bazinet, ureter, vezica, uretrd) sau 1in parenchimul renal
(nefrocalcinoza). Uroconcrementele se formeaza 1n urma precipitarii sau
coprecipitarii substantelor care in mod normal se afla solubilizate in urina.

Mecanismele de legare a cationilor metalici la anionii anorganici intalniti in
uroconcremente expliciteaza formarea asa numitilor “starteri” sau “primeri” in
procesele de precipitare sau coprecipitare produse (nucleatia heterogena
bioanorganicad) in situ prin cresterea in timp a uroconcrementelor.

1.2.2. Retrospectiva istorica

O retrospectiva istorica asupra urolitiazelor conduce, inerent, la cercetarile
arheologice intreprinse asupra Egiptului antic. Astfel, studii efectuate asupra
mumiilor de catre Smith [citat de 20], au aratat ca cel mai vechi calcul cunoscut -
un calcul vezical, dateaza din anul 4.800 i.Chr.

Date referitoare la litiaze apar si in Orientul Apropiat odata cu aparitia scrierii
cuneiforme la sumerieni. Mentiuni referitoare la acest subiect au aparut in jurul anilor
4.000 1.Chr., odata cu dezvoltarea civilizatiei Caldeenilor. Referiri despre litiaze a facut si
Seidel [citat de 20] care a aratat ca in Nord-Vestul Asiei, zona Turciei de astazi, litiaza
era rara, dar in vechea Persie, era destul de frecventa, aparand chiar in copilarie.

In India, din cele mai vechi documente sanscrite, imnurile din Rig-Veda si
Arthva Veda (2.000-3.000 i.Chr.) mentioneaza faptul cd litiaza a fost o problema
majora. In vechi scrieri indiene se mentiona ca fragmentele de piatra ramase in vezica
constituie un "cuib" pentru cresterea ulterioara de calculi [20].

Exista scrieri si despre popoare ale Americii care mentioneaza litiazele. Astfel
abatele Fra Bartolomei de Las Casas intr-o istorie a Mexicului, mentioneaza utilizarea
unor procedee terapeutice pentru piatra la vezica practicate de vechii azteci (AD 1.100).
Alte dovezi nu s-au aflat. O explicatie a lipsei de dovezi este constructia de morminte
din material putin rezistent sau obiceiul (in unele zone) de-a expune corpul celui
decedat ca hrana vulturilor.

Mentiuni despre litiaza urinara apar si in Grecia Antica, in scrierile ramase de
la Hipocrates (460-370 i.Chr.) - parintele medicinei, care a recunoscut existenta
calculilor renali si vezicali, si a recomandat administrarea de diuretice, consum de
mari cantitati de apa, modificarea alimentatiei, exercitii fizice, ingestie de extracte de
plante pentru eliminarea “pietrei”. Hipocrates a elaborat scrieri in care a abordat
probleme de fiziologie si de constitutie a materiei vii, prin introducerea "conceptiei
umorale" in medicind, e.g. “Collectio Hippocratica” si “Corpus Hippocraticum” in care
se prezigté remedii terapeutice bazate pe regimul alimentar, factorii fizici si sociali.

In Imperiul Roman Aulus Cornelius Celsus (ca. 25 i.Chr.- ca. A.D. 50) a
incercat sa includa toate cunostintele medicale intr-o enciclopedie "De Re Medicina".
A descris colica renala si complicatiile date de fistule, sangerari post operatorii etc.
Galenus discuta pentru prima data despre originea metabolica a calculozei. A
descris cu exactitate simptomele litiazei renale si vezicale. De-a lungul istoriei,
simptomele au fost cele care au determinat recunoasterea unei boli si atentia
acordata tratamentului. Originea indepartarii calculilor prin interventie chirurgicala
sta in adancurile istoriei. Rufus din Ephes (A.D. 53-117) este autorul primei
monografii ,Boli ale rinichiului si vezicii urinare”.

BUPT



1.2. Incidenta urolitiazelor 17

In lumea arab3 s-au facut pasi importanti in chimie si medicin. Arabii au
inceput ei Insusi sa produca propriile lor opere, care au fost mai multe secole, unica
sursa de literaturd medicala. Rhazes (860-932) a scris mai multe “tratate” medicale
cuprinzénd toate ramurile, avand si capitole importante cu studii despre urina.
Avicenna (980-1037) credea ca piatra se formeaza atunci cdnd urina contine un
exces de materie care obstrueaza canalele. Acesta a afirmat ca urina alba si limpede
arata o piatra tare (neinfectatd), iar urina densa, vascoasa, arata ca piatra este
moale (infectioasd). Aceasta constatare a reprezentat prima tentativa de diferentiere
a litiazelor in primara si secundara.

Odatd cu aparitia Scolii de la Salerno, membri ordinelor religioase (in mod
special Benedictinii) si-au asumat un rol important in asigurarea serviciilor medicale si
au devenit cunoscuti pentru abilitdtile chirurgicale. Mdndstirile ofereau ingrijire celor
care nu apelau la practicienii itineranti care treceau prin localitatile lor. In Catedrala din
Bamberg, Germania pe piatra funerara a Imparatului Heinrich II de Bavaria (972-1024)
care ilustreaza rolul calugarilor in ,miracolul” taierii calculilor [21].

Perioada Evului Mediu aduce noi informatii. Abulcasis (1050-1106), a observat
ca adeseori piatra este gasita in vezica, la copii.

in tratamente pentru atenuarea durerilor se utilizau cantitati mari de opiu,
laudanum si mandragora. In secolul XIII a fost introdus ,buretele soporific” = un
burete imbibat cu o mixtura de opiu, cucuta, salata verde, mandragora, iedera,
dude, care era inhalat de pacient in timpul interventiei. Trezirea se facea cu suc de
fenicul si otet aplicate pe nari. Utilitatea acestor ,ndscociri” a fost limitata de
inceputurile anesteziei in 1860 [21]. Lucrari de chirurgie practicd au fost elaborate
de Guy de Chauliac (1300-1368).

in antichitate Dioscorides (A.D. 40-90) a descris 29 plante folosite pentru a
dizolva sau facilita eliminarea naturala a calculilor, printre care: musetel, laur,
menta, papadie, pastarnac, etc. Aceste plante erau recomandate si pentru
proprietatile miorelaxante sau pentru atenuarea iritatilor mucoaselor. in timp,
mixturile s-au dezvoltat prin combinarea plantelor in diferite proportii si in diferiti
solventi (vin, otet, lapte, ceai etc.).

Cantaridele, extractul mucilaginos de arbore de cauciuc si fructe de padure
erau folosite, de asemenea, pentru proprietatile lor diuretice. Plantele au continuat sa
ramana ,materia medica” si dupa ce Paracelsus (1493-1541) a introdus folosirea
metalelor in principiile sale homeopatice. Mineralele erau recomandate si in medicina
Mesopotamiana (scoici, oua de strut, coji de ou, carcase de melc, scoici, etc.) de catre
Galen si ulterior de Avicenna (980-1037).

Agenti alcalinizanti ca si carbonatul de potasiu, citratul de potasiu,
carbonatul de sodiu, oxidul de calciu se utilizau in terapie. Solutiile acestor
substante au fost recomandate nu doar pacientilor cu gutd, la care s-a dovedit
eficienta dar si celor cu calculi.

Odatd cu aparitia iatrochimiei, au aparut tentative de a identifica compozitia
chimica si structurald a calculilor. Promotorul acestei initiative a fost Carl Welheimer
Scheele (1741-1786), un farmacist suedez, care investigand elementele solide din urina
a izolat acidul uric dintr-un calcul al vezicii urinare, pe care I-a denumit ,acid litic”. Dupa
20 de ani, William H. Wollaston (1776-1828) a aratat prezenta ,acidului litic” in
incheieturi si calculi la pacientii cu guta si a acreditat denimirea de ,acid uric”.

Un moment important in descoperirea factorilor cauzali ai litiazei urinare,
este descoperirea acidului uric in calculi, in 1776, de catre Scheele. Dupa
descoperirea epocald a lui Scheele, contributii importante la descoperirea
compozitiei chimice a calculilor (oxalati, fosfati, carbonati, xantina, cistind) au adus
Vauquelin si Fourcroy - in Franta, Wollaston, Pearson, Marcet si Prout - in Anglia.
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Un important si memorabil moment pentru “confluenta” interdisciplinara este
reprezentat de anul 1777, cand Lazzaro Spallanzani (1729 - 1799) a scris ca: “viata este
o functie chimica”.

In studiile sale Marcet [20] a opinat c& formarea calculilor incepe, de cele mai
multe ori, Tn rinichi. Acesta a stabilit o diagrama cu frecventa calculilor urinari in diferite
regiuni antomice dupa datele existente la spitale. De asemenea, a evaluat, comparativ,
frecventa calculozei urinare in diferite tari. A fost printre primii care au mentionat
legatura dintre regimul alimentar si formarea calculilor.

in a doua jumé&tate a secolului XIX apare tratatul lui Samuel Gross - despre
distributia calculilor urinari precum si lucrarea lui Wirchow "Kalk-metastasen” despre
litiaze. In 1856 Meckel von Hemsbach a elaborat teoria conform careia inflamatia
mucoasei cailor urinare ar provoca precipitarea sarurilor din urind, ceea ce ar duce
la formarea de calculi.

Descoperirea razelor X de catre Rontgen (1895), a oferit noi posibilitati de
diagnostic in urologie, prin examinare radiologica. Odata cu aceasta s-a evidentiat rolul
stazei in aparitia litiazei urinare, a litiazei de imobilizare etc. Se face distinctie intre litiaza
de organ si litiaza de organism.

Au fost introduse 1in studiul litiazelor si cercetarea pe modele
experimentale animale. Astfel, s-a constatat ca lipsa vitaminei A din alimentatia
sobolanilor duce la aparitia de concretiuni in rinichi si cdile excretoare. Astfel s-a
facut legatura intre aparitia litiazei si regimul alimentar neechilibrat si s-au
studiat regiunile potential litogene.

Experimental s-a dovedit si rolul infectiei in aparitia litiazei urinare [22]. In
1925, dupa extirparea unui adenom paratiroidian, la un bolnav se constata
scaderea calcemiei si modificarea aspectului macroscopic al urinii, ceea ce a
deschis un nou orizont in investigarea etiopatogeniei litiazei renale si a
posibilitatilor terapeutice. Sunt initiate cercetari in domeniul metabolismului
fosfo-calcic, studiindu-se rolul glandelor paratiroide in boala litiazica etc.

Din nou, cercetdrile pe modele experimentale animale s-au dovedit utile. A
fost sesizat pentru prima datd, cd deficienta de magneziu produce urolitiaza la
animale de experienta [Hamarsten, 1929 - citat de 20].

In 1929, fiziologul american Walter Canon (1871-1945), a introdus termenul
de "homeostazie" pentru definirea asa numitelor constante biologice ale
organismului, e.g. homeostazia biochimicd, homeostazia termica.

Problema rolului oligoelementelor metalice in urolitiaze a fost sesizata inca din
anii ‘50 [23]. S-au determinat urmatoarele elemente: Cu, Fe, Mn, Pb, Zn [24].
Determinarile de metale s-au facut prin metode spectrofotometrice.

Numeroase studii intreprinse in ultimele decenii au urmarit implicatiile unor
metale in formarea sau prevenirea calculilor renali [25, 26, 27, 28, 29, 30]. De
asemenea, s-a studiat problema inhibitorilor de cristalizare din urina [31].

Din punct de vedere istoric pentru urolitiaze s-au relevat evolutiv modificari
fundamentale privind caracteristicile bolii de la primele observatii pana in zilele noastre.
Astfel intr-o lucrare de sinteza [7], prezentdnd numeroase date din literatura de
specialitate, arata ca litiaza vezicala a fost litiaza tipica a trecutului pe cand litiazele renala
si ureterala sunt manifestarile clinice caracteristice ale bolii in zilele noastre, in deosebi in
tarile dezvoltate.
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1.2.3. Distributia geografica - repere generale

Urolitiazele, din punct de vedere al “patologiei geografice” - domeniu
mentionat in clasificarea tipurilor de patologie [5] se includ in grupa bolilor
plurifactoriale r&spandite pe tot globul. In aceastd grupd de boli se mai includ
hipertensiunea arteriald, ateroscleroza, ulcerul gastro-intestinal, diabetul zaharat,
reumatismul, enzimopatiile etc.

Incidenta urolitiazelor releva unele particularitati legate si de zonele
geografice. Astfel, s-a avansat ideea ca in regiunile geografice industrializate
litiazele urinare au o frecventda de cca 0,12 % , insa multi pacienti nu sunt
diagnosticati deoarece boala evolueaza, uneori, asimptomatic [2, 15, etc.]. Aceasta
observatie explica evidentierea calculilor la cca 1 % din cazurile autopsiate [32].

Prevalenta reala a bolii litiazice urinare se stabileste cu dificultate in diverse
parti ale lumii. Se considera totusi ca boala are caracter endemic in Oriental Mijlociu,
Asia de Sud-Est, USA, India s.a. Este considerata, practic, necunoscuta in tarile
Africii tropicale si sudice [1].

In Europa incidenta bolii este de 1-1,2 % (cu recidivare care ajunge pana la
50%), in USA de 3-4 % iar in Asia de Sud-Est este 10 %, fiind considerata zona
litogena. Cu privire la diversitatea distributiei geografice exista diverse studii [7, 33,
34, 35, 36]. O reprezentare diagramatica generald a zonelor litogene de pe glob
este redata in fig.1-2.

Fig.1-2. Distributia zonelor litogene pe mapamond

Evaluarea statusului litiazelor pe glob releva faptul ca frecventa litiazei renale
este mare in anumite zone geografice. Aceasta sugereaza influenta solului, apei, climei
in etiopatogeneza afectiunii. De asemenea, este demonstrat, in cadrul studiilor
epidemiologice efectuate pe rase, faptul ca negrii fac mult mai rar litiaza, comparativ cu
albii si galbenii [1]. In privinta alimentatiei se considerd c& litiaza este mai frecvents la
consumatorii de cereale si derivate, in timp ce persoanele care se hranesc cu lapte si
derivate ar fi “protejate” de litiaza renala.

in ultima jum&tate de secol prevalenta urolitiazelor a crescut dramatic in
toate tarile industrializate. Un procent cuprins intre 3-20% din intreaga populatie
formeaza cel putin un calcul urinar pe perioada unei vieti de 70 ani. Aproximativ
60% din calculi sunt recurenti si 10% din pacienti prezintd o nefrolitiaza
multirecurenta care duce la insuficienta renala sau chiar la hemodializa. Nefrolitiaza
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reprezinta faza finald a insuficientei renale la 3% din pacientii cu hemodializa
cronica. Aceste observatii subliniaza importanta stabilirii unui diagnostic in faza
incipienta si prevenirea proceselor de cristalizare prin terapie selectiva si continua
[34, 37, 38].

O cauzd importanta a urolitiazelor o constituie obiceiurile alimentare.
Etiologia este foarte diversa si include, de asemenea, perurbari metabolice, afectiuni
intestinale inflamatorii, infectii intestinale sau urinare, disfunctie tubulara, uropatie
malformativa, mecanism neurologic, terapie medicamentoasa. Acesti factori pot
interveni simultan sau succesiv [39].

Dieta joacd un rol capital in dezvoltarea hiperuricemiei care poate sta la
originea aparitiei litiazei urice. Hiperuricemia este marcata prin cresterea nivelului
de acid uric seric peste valoarea de 7 mg/dL. Valorile cunatumului de acid uric seric
reflectda n mod direct dieta individului. Acidul uric este produsul final al
metabolismului purinic, astfel ca un consum ridicat de alimente bogate in purine are
ca efect cresterea uricemiei [40]. Astfel, daca in cazul consumului de carne si fructe
de mare studiile indica o crestere a uricemiei, in cazul produselor lactate se observa
o scadere a uricemiei, cu toate ca si acestea aduc un aport semnificativ de purine
[41]. De asemenea, exista studii care evidentiaza faptul ca si unele leguminoase
precum soia, desi au un continut purinic ridicat, produc o depresie a uricemiei [42].

Urolitiaza este intalnita des in cazuistica medicala, estimandu-se faptul ca in
jur de 6% dintre femeile si 12% dintre barbatii din tarile industrializate se confrunta
cu aceastd afectiune a carei incidentd este in continud crestere [43, 44]. in cazul
urolitiazelor, acestea contin cel mai adesea oxalat de calciu sau fosfat de calciu
(70 - 80% din urilitiazele simple sau mixte), insa acestea pot sa contina si struvit,
acid uric sau cistind [45]. In Statele Unite acidul uric este implicat in formarea a
5-10% din urolitiazele intalnite [45]. Prevalenta uroconcrementelor cu acid uric
variaza in diferite tari prezentand valori de 4 % in Suedia, 17-25% in Germania si
ajungénd la valori de 40% in Israel [46]. La bazele acestor variatii stau factori
precum clima, dieta, factorii genetici etc.

Unii dintre factorii mai rar discutati in cazul urolithiazei sunt factorii edafici (i.e.
solul si apa freatica de suprafatd). Se pot mentiona in acest sens studii care
evidentiaza concentratia unor metale din uroconcremente care sunt specifice unei
anumite tari [47] sau chiar studii care urmaresc in special metalele prezente in
uroconcremente in functie de regiunile geografice din cadrul unei tari [48].

Evaluata in functie de varstd, boala litiazica relevda, de asemenea, unele
particularitati. La adulti litiaza urinard se intalneste cu frecventd maxima intre 20 si
40 ani (peste 50 % din cazuri), desi nu este deloc rara la celelalte categorii de
varstd. Prevalenta creste cu varsta si este mai mare in orase.

La copii, litiaza este legatd in primul rand de anomaliile congenitale ale
aparatului urinar, iar la varstnici survine, indeosebi litiaza vezicala, ca o consecinta a
unui obstacol subvezical, e.g. litiaza secundara sau de organ [49, 4]. Raportandu-se la
sexe, statisticile releva faptul ca litiaza urinara se intilneste cu frecventa crescutd, de la
1la 3 pand la 1 la 23 la barbatj, fatd de femei [2, 50].

In patologia aparatului reno-urinar se considera ca urolitiaza reprezinta un
pericol pentru rinichi ducand intr-un interval de timp neprevazut la lezarea acestuia. In
Romania deceniului 80-90 al secolului XX se imbolndaveau anual, estimativ 100.000
indivizi (litiaze primare si recidive) si erau operate cca 15.000 cazuri [41, 2, 15].

Frecventa urolitiazei ca entitate morbida, reprezintd 1-2% din totalitatea
bolilor intalnite la populatia adultda. Comparativ cu reumatismul - sub 1% si cu
diabetul - pana la 1,5% , se remarca frecventa mai mare a urolitiazelor. Dintre
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afectiunile chirurgicale ale aparatului urinar, in functie de diversele studii, litiazele
reprezinta 12-40 %.

Repartizarea geografica a litiazei urinare in Romania, in perioada interbelica,
a fost studiata in cadrul unor cercetari medicale clujene intreprinse de Teposu et al.
(1939) la Universitatea « Regele Ferdinand I » din Cluj.

Dupd 1950 au fost intreprinse noi studii referitoare la urolitiaze. In acest
cadru date de sinteza au fost prezentate de Huszar (1971), care a studiat
morbiditatea specifica si repartizarea geografica a litiazei urinare pe judete si pe
provincii istorice (fig.1-3). Datele expuse se refera la perioada 1968-1969.

[ ]0-60%000

I 61-120%000

[ 1121-1800%o00
B 181-240%o00
Bl 241 si pesteooo

N Bistrita-
' Nasaud,
~ Arad p
Tt Brasov
Caras-
Severin

Fig. 1-3. Distributia geografica a litiazelor in Romania (perioada 1968-1969)

f

' Bucure§!i'
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Din aceste studii s-a constatat ca morbiditatea in Banat (judetele Arad,
Caras-Severin si Timis), in judetul Brasov si municipiul Bucuresti a fost de 241 si
peste - la 100.000 locuitori; fin judetele Hunedoara, Sibiu, Arges, Constanta a fost
de 181-240 - la 100.000 locuitori; n judetele Satu Mare, Maramures, Bihor, Cluj,
Alba, Valcea, Gorj, Mehedinti, Dimbovita a fost de 121-180 - la 100.000 ; in
judetele Suceava, Mures, Harghita, Bacau, Vrancea, Galati, Braila, Tulcea,
Constanta, Ilfov, Teleorman, Olt, Dolj a fost 61-120 - la 100.000 si in judetele
Botosani, Iasi, Neamt, Vaslui, Buzau, Ialomita a fost de 0-60 - la 100.000. Media in
Romania era de 134,8 - la 100.000 locuitori.

Evaluarea distributiei litiazelor pe provincii istorice se prezinta astfel: in Banat
286,8 ; Ardeal 159,2 ; Oltenia 110,2 ; Muntenia 95,6 ; Moldova 54,4 si Dobrogea 87,5
la 100.000 de locuitori. In partea de sud-vest a Romaniei - incluzand ca arie specifica
Banatul - sunt mai frecvente litiazele purinice, in speta urice [52, 53].

Observatii cu caracter general au conchis ca litiaza urinara are o frecventa cu
variabilitate temporala. Astfel, spre exemplu, n anii celui de al doilea razboi mondial
si In perioada de dupa razboi s-au observat foarte putine cazuri de calculoza (regim
alimentar moderat pana la privarea partiala de nutrienti proteici si lipidici).

In investigarea urolitiazelor, studiile referitoare la etiologie (cauze),
patogeneza (mecanisme) si compozitie chimica implica o abordare complexa inter-
si multidisciplinard, prezentdnd interes pentru cercetarea fundamentald si/sau
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aplicativa. in vederea obtinerii unor date de acuratete in studiul proceselor de
litogeneza se procedeaza la investigatii bazate pe aplicatiile moderne ale biochimiei,
biofizicii, morfopatologiei, computerelor s.a.

Astfel, prin investigatii interdisciplinare, se pot obtine informatii complexe privind
aspectele morfo-fiziologice ale tractului urinar, e.g. excretia, urodinamica, formarea
uroconcrementelor etc. Aceste informatii pot fi completate cu date privind compozitia
uroconcrementelor.

Corelarea rezultatelor din investigatiile functionale si de laborator pot explica
mecanismele de litogeneza si definesc cadrul masurilor terapeutice si metafilactice,
a circumscrierii rolului dar si importantei masurilor profilactice [39, 54, 55, 56].

In acest cadru, studierea rolului si importantei cationilor metalici in
procesele de precipitare si coprecipitare cu formare de cristale, microcalculi si
depuneri sub forma de uroconcremente - ca etape ale litogenezei - suscita un real
interes teoretic si aplicativ (in cercetarea analitica cu aplicatie in clinica urologica).
Determinarea metalelor prezente in uroconcremente poate contribui, indirect, si la
explicitarea mecanismului nucleatiei heterogene bioanorganice in urolitogeneza in
care concura metaboliti organici si anorganici.

La compusii anionici (organici si anorganici) se pot fixa ionii metalici prezenti in

mod curent in interactiile specifice metabolismului hidro-electrolitic, intre care se
2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+

+ +

mentioneaza : Na , K, Ca , Mg ,Zn , Cu , Fe , Mn , dar si alti ioni nemetalici
+

cum ar fi ionul de amoniu (NH, ), precum si compusi neionici. Legarea cationilor

metalici si a cationului NH4+ se poate face sub forma ionica in cazul compusilor anionici
din uroconcremente (e.g. acid oxalic, acid fosforic s.a.). In cazul derivatilor purinici (e.g.
acid uric, xantina s.a.) legarea metalelor se face sub forma unor complecsi acvatat;i.

In Romania primele lucrari privind compozitia cantitativa a calculilor urinari si
determinarea calitativd a metalelor din uroconcremente prin spectropscopia de absorbtie
ato- mica (SAA) au fost efectuate in Timisoara, in cadrul unor Proiecte de cercetare
stiintifica departamentald derulate sub egida Academiei de Stiinte Medicale [57, 27]. A
existat o colaborare intre Clinica de Urologie a Universitatii de Medicind si Farmacie
Timisoara si Institutul de Sanatate Publica Timisoara cand din punct de vedere stiintific
depindea de Academia de Stiinte Medicale (perioada 1980 - 1990). Aceste cercetari au
fost continuate si diversificate si sprtofundate [58, 59, 60, 61, 62, 63].

1.3. BAZELE ANATOMO-FIZIOLOGICE ALE STUDIULUI
UROLITIAZELOR

1.3.1. Privire sinoptica

in studiul integrat morfologic, fiziologic si biochimic al sistemelor biologice,
in general, se impune cunoasterea preliminard a datelor anatomice. in investigatiile
de interes biomedical si bioanalitic astfel de date se circumscriu unui anumit aparat
sau sistem care face obiectul de studiu sub raport fiziopatologic si patobiochimic.

O prezentare integrativa a problemelor referitoare la nutritie si
patobiochimie implica o abordare interdisciplinara, interesand: morfologia - cu
referire la studiul macroscopic - anatomia, dar si microscopic - histologia, citologia ;
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fiziologia - cu trimiteri la corelatiile fiziologice dintre diferitele aparate si sisteme,
definirea caracteristicilor diferitelor bariere fiziologice si a particularitatilor
morfogenezice; biochimia - cu explicitarea caracteristicilor dinamice ale proceselor
biologice, a relatiei structura chimica - activitate biologica a biodisponibilitatii, a
particularitatilor energogenezei etc; patobiochimia - care permite explicitarea
interactiilor la nivelul metabolitilor rezultati din nutrienti si xenobiotice sau produsi
reziduali ai acestora si impactul acestor interactii in producerea injuriei biochimice;
biofizica - interesand mecanismele macro- si microtransportului transmembranar.

Astfel, studiul biogenezei uroconcrementelor necesita cunoasterea
principalelor aspecte morfo-fiziologice ale aparatului reno-urinar si ale
fiziologiei acestuia. In acest scop se vor expune doar date generale referitoare la
elementele morfofiziologice care pot facilita intelegerea vastei problematici cu care
se confrunta biochimia si patobiochimia bolii litiazice.

Aspectele referitoare la bazele anatomo-fiziologice ale proceselor de
metabolizare a nutrientilor cu posibile modificari ale homeostaziei biochimice
necesita cunoasterea principalelor notiuni de anatomie a aparatului reno-urinar si de
fiziologie a excretiei renale, care sa permita intelegerea problemelor fundamentale
(teoretice) si aplicative ale patobiochimiei urolitiazelor la om [64, 65, 66].

1.3.2. Aparatul reno-urinar

Aparatul reno-urinar este constituit dintr-o seama de formatiuni anatomice la
nivelul carora se produce si se elimind urina. Avand in vedere specificul prezentei lucrari
care abordeaza tema urolitiazelor se vor prezenta distinct, limitativ, doar date referitoare
la anatomia si fiziologia aparatului reno-urinar. In acest cadru se vor discuta succint
aspecte referitoare la rinichi si cdile urinare. Aspecte anatomice generale ale aparatului
reno-urinar si rinichiului, ca organ, sunt prezentate in fig.1-4 [383]

Ureter

Vezica
urinard
Uretra

Femeie Barbat

Fig.1-4. Aparatul reno-urinar (prezentare generald)

Se remarca si diferentele anatomice conditionate de sexe.

In unele tratate de antomie se studiaza conex aparatul uro-genital, privit ca un
sistem unitar atat pentru considerentul ca au functii asemanatoare de eliminare a unor
produsi ai organismului, cat si pentru faptul ca au o baza comuna de dezvoltare
filogenetica (in cursul evolutiei) si ontogenetica (in cursul dezvoltarii embrionare).
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1.3.3.1. Rinichiul

Rinichiul este un organ pereche dispus fin spatiul retroperitoneal din
cavitatea abdominala. Rinichii se situeaza de o parte si de alta a coloanei vertebrale.
Sunt invﬂeli!;i la exterior cu capsule fibroase proprii.

In anatomie se studiaza aspecte morfologice macroscopice referitoare la forma
si dimensiunea rinichilor, raporturi anatomice, vascularizatie si inervatie etc.

Greutatea rinichiului este de 120-200 g. in medie un rinichi are lungimea de
11-12 cm, latimea 5-6 cm si grosimea de 3-4 cm. Macroscopic - rinichiul evidentiaza la
exterior capsula fibroasa, iar la interior parenchimul renal dispus intre capsula fibroasa si
sinusul renal (fig.1-5). Parenchimul este constituit din substanta corticala dispusa
periferic si substanta medulara dispusa spre interior.

Vena interlobularé
Artera interlobulara
Vena arcuatd

Piramida
renald

Artera arcuatd

——— Venainterlobard

———— Artera interlobard
— Artera lobara

Calice major.
Segment arterial
Calice minor
Arterarenala

Pelvis renal Venarenald

Papile
piramidale

Coloana
renald

Ureter

Cortex

Capsularenald

Fig.1-5. Rinichiul in sectiune - aspecte morfologice generale
a) aspect macroscopic; b) detalii microscopice [67]

in proximitatea zonei medulare se afld bazinetul si hilul renal. Hilul renal
este strabatut de vase sanguine (artere, vene) si nervi. In proximitate se afla
bazinetul in care se colecteaza produsele de eliminare rezultate din rinichi. De la
bazinete pornesc ureterele.

Microscopic - se evidentiaza substanta medulara si corticala. Substanta
medulara renald este structurata in 9 - 14 piramide renale cu baza spre cortex si
varful spre hilul renal numite piramidele lui Malpighi - formatiuni (cca zece la
numar) in interiorul cdrora se afla nefronii. La nivelul nefronilor are loc filtrarea
sangelui. Varfurile piramidelor malpighiene, numite papile se deschid in calicele
renale, care apoi unindu-se formeaza bazinetul. Acesta se continua cu ureterul.

Substanta corticala coboara printre piramide pana la sinusul renal formand
asa-numitele ,coloane renale” sau ,coloanele Bertin”. O piramida renala cu
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substanta corticald din jurul acesteia, formeaza lobul renal. La baza piramida renala
este traversata de 300-500 formatiuni cu striatii radiare denumite piramidele Ferrein
care ajung pana la capsuld, inconjurate fiind de substanta corticala.

Structural, corticala si medulara rinichiului integreaza tubii uriniferi si vasele
de sange apartindtoare acestora. La randul sau, tubul urinifer este constituit din
nefron si tubul colector. Particularitatile morfologice, microscopice, fac obiectul de
studiu al histologiei, histochimiei, citologiei, etc. Microscopic, la rinichi se descriu -
per ansamblu - nefronul si tubul colector.

A. Nefronul

Reprezintd unitatea morfologicd si functionald a rinichiului. Sub aspect
fiziologic, nefronul reprezinta partea secretorie.

Reiterédnd datele privitoare la structura microscopica, nefronul este alcatuit
din: o) corpusculul renal; ) turbul contort proximal; y) ansa Henle; 3) tubul contort
distal. Aceste formatiuni sunt descrise succint in continuare.

- Corpusculul renal (Malphighi) - este format din capsula Bowman si glomerulul
vascular. Capsula Bowman este o membrana epiteliala formata dintr-o foita parietala
care se continua cu polul urinar al capsulei si cu tubul contort proximal. La polul
vascular, din partea opusa, se afl foita viscerald care aderd la glomerul. Intre cele doud
foite ale capsulei se formeaza o cavitate in care se acumuleaza ,urina primara”. Aceasta
reprezinta filtratul glomerular.

- Tubul contort proximal - are lungimea de aproximativ 30 mm, este sinuos si
continua foita parietald a capsulei Bowman. Peretele acestui tub evidentiaza,
electronomicroscopic, formatiuni numite microvili care maresc suprafata celulara si prin
care se resorb anumite substante din urina primara si trec in capilarele din jurul acestora.
Odata cu resorbtia, prin intermediul acestor celule au loc si procese de secretie a
substantelor rezultand astfel ,urina finald”. Tubii contorti impreund cu corpusculii renali
sunt situati in corticalda. Numarul corpusculilor renali depaseste un milion.

- Ansa Henle - reprezintda continuarea tubului contort si conduce la piramidele
Ferrein. Aceasta ansa este alcatuita dintr-o ramura descendenta - cu o parte initiala
de acelasi calibru cu tubul contort si alta mai subtire care se continua cu ramura
ascendenta a ansei. Lungimea totalda a ansei este de 20-40 mm iar ramura
ascendenta reprezinta circa 5-20 mm.

- Tubul contort distal - reprezinta continuarea ramurii ascendente a ansei Henle.
Are lungimea de circa 10 mm. Tubul contort distal vine in contact cu peretele arteriolei
aferente la polul vascular si are o structura speciala cunoscuta sub numele de macula
densa. Celulele din aceasta zona sunt implicate in activitatea endocrind, secretand renina
sub actiunea hormonului antidiuretic. Tubul contort distal conduce spre tubul colector.
Renina secretata intervine in sistemul renind-angiotensind si in functia renald (eliberarea
urinei) prin mentinerea tensiunii arteriale si a echilibrului hidroelectrolitic, acesta din urma
fiind important si in biogeneza urolitiazelor.

B. Tubul colector

Reprezinta partea excretorie. Acest tub traverseaza corticala renald si in
continuare piramidele renale, deschizédndu-se in tubii drepti. Epiteliul tubului colector
este format din celule cubice si celule inalte. Aceasta formatiune asigura tranzitul urinei
spre zona de colectare.

BUPT



26 Particularitati ale biogenezei concrementelor litiazice - 1

1.3.3.2. Caile urinare

Caile urinare se caracterizeaza prin existenta unor segmente cu rol anatomo-
fiziologic distinct, acestea fiind pelvisul renal si cdile urinare (ureterele, vezica urinara si
uretra). Evident cdile urinare pot prezenta unele diferente specifice, conditionate de
dezvoltarea aparatului genital (masculin sau feminin). Din aceste considerente in
numeroase tratate se studiazd concomitent aspectele anatomice uro-genitale cu
evidentierea specificului fiecarui organ.

Eliminarea urinei se produce initial la nivelul sinusului renal, calicele renale
mici, calicele renale mari, si pelvisul renal (bazinet). Pelvisul renal - este un prim
rezervor de colectare a urinii. Se prezinta ca o formatiune musculo-membranoasa
dilatata, cu forma ampulara (de palnie). La baza, palnia primeste calicele mari, iar la
varf se continud cu ureterul. in continuarea pelvisului renal, considerat ca si
.rezervor colector” pentru urina, se insera caile urinare. In continuare se prezinta
date generale referitoare la caile urinare.

a) Ureterul - are aspectul general de conduct lung de 30 cm, intins de la
pelvisul renal pana la vezica urinara. Coboara de o parte si de alta a coloanei
vertebrale, retroperitoneal si se implanteaza in regiunea postero-inferioara a vezicii
urinare. Pe traiectul ureterului se gasesc trei portiuni unde lumenul este ingustat, in
dreptul carora se opresc adesea calculi - calculi ureterali. Aceste stramtori sunt
situate la iesirea din bazinet, la locul de incrucisare cu marile vase in bazin si la zona
de intrare in vezica urinard - numita curent jonctiunea uretro-vezicala.

b) Vezica urinard - se prezinta ca un rezervor musculo-membranos in care
urina secretata in mod continuu de rinichi si transportata prin uretere se
acumuleaza in intervalul dintre mictiuni. Din vezica, urina este expulzata la exterior
prin uretrd, dupa acumularea unei anumite cantitati, prin actul mictional supus
controlului vointei. Capacitatea vezicalda prezinta numeroase variatii individuale, in
functie de varsta, sex, stare fiziologica, stari patologice. In mod obisnuit, aceasta
capacitate este de 200-250 mL, cu mari posibilitati de distensie (pana la 1300 mL).
In cazul unor obstacole in calea eliminarii urinii, vezica nu este golita in intregime si
prin stagnarea urinii reziduale sunt create conditii favorabile pentru aparitia infectiei
urinare si a calculilor vezicali.

c) Uretra - constituie ultima parte a cdilor urinare. Este canalul prin care
urina este expulzata la exterior. Prezinta diferente anatomice conditionate de sex.

Uretra masculind - este lunga de aproximativ 25 cm si are trei portiuni
prostaticd, membranoasa si spongioasa sau peniana. Ultima parte la barbat reprezinta si
calea spermatica. In cazul unor ingustari patologice (stricturi), pe traiectul uretrei pot
ramane inclavati calculi urinari.

Uretra feminind - este mult mai scurtd (4-5 cm) si mai larga si prezinta doua
portiuni: pelviand si perineald. Constituie partea terminald a cailor urinare, fiind
separata de calea genitala.

1.4. IPOTEZE PRIVIND BIOGENEZA UROCONCREMENTELOR

Conceptual, in studiile asupra biogenezei concrementelor litiazice, avand in
vedere marea diversitate ,topobiochimica”, s-au emis opinii care au condus la
formularea a doud ipoteze plauzibile privind patogenia urolitiazelor. Desi admise,
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aceste ipoteze nu pot explica in totalitate particularitatile litogenezei [1, 2, 15, 68].
Caracterizarea acestor ipoteze se prezinta astfel:

1. Ipoteza biogenezei intracelulare - 1n acceptia careia la originea
nucleilor de precipitare (coprecipitare) care preced formarea calculilor
se afla un proces intracelular [69, 70].

2. Ipoteza biogenezei extracelulare - in care se opineaza ca structurarea
nucleilor starteri cu rol de ,starteri” in precipitare (coprecipitare),
deveniti precursori ai calculilor, este un proces care evolueaza
extracelular (in lumenul tractului urinar). In cadrul acestei ipoteze se
discuta si problema ,modulatorilor de cristalizare” (v. Cap. 4). Cu
referire la aceasta ipoteza s-au emis urmataorele trei teorii :

a) Teoria matricei organice - a fost acreditatd in acceptia existentei unei
“matrice glicoproteice” a calculului - astdzi mai putin acceptatda. Pe acest agregat
format din glicozaminoglicani s-ar produce precipitarea sarurilor litogene cu
formarea propriu-zisa a calculilor [71].

b) Teoria inhibitorului cristalizarii - atribuie formarea calculilor prezentei sau
existentei in concentratii scazute in urina formatorilor de calculi a unor compusi cu
capacitatea de a inhiba cristalizarea sarurilor. Teoria aceasta sustine faptul ca urina
normala ar contine o cantitate suficienta de astfel de “otravuri pentru cristale” pentru a
proteja subiectul impotriva formarii cristalelor si a calulilor in urina [72, 73].

c) Teoria cristalizarii - are in vedere formarea “nucleelor de cristalizare” in
urina concentratd. Tranzitul continuu al urinei suprasaturate cu un anumit compus
(e.g. acid uric, acid oxalic etc.) poate determina formarea calculilor, prin
precipitarea spontanda cu formare de saruri (devenite nuclee de cristalizare),
independent de existenta unei matrici deja formate sau de prezenta factorilor
inhibitori ai cristalizarii. Cristaluria persistenta poate duce la depunerea de noi
cristale, urmata de constituirea unui agregat de cristale.

Nucleul astfel format va constitui precursor pentru precipitarea altor saruri,
insd de aceeasi forma cristalografica. Aceasta teorie are drept fundament
suprasaturatia urinara cu anumite substante precipitabile (considerate metastabile)
care au drept precursori cationi, e.g. ioni metalici (M"*), amoniu (NH4*) si anioni.

Conform teoriei cristalizarii, mai acceptata in prezent, se considera ca un
calcul se formeaza in doua stadii_distincte : stadiul de preformare (monofazic) si
stadiul de litogeneza (tetrafazic). In cursul acestor faze se ajunge de la nucleatie la
uroconcrement.

Faza I (in stadiul de preformare) - se poate decela dishomeostazia
metabolitilor specifici urolitiazelor, deci compusi anionici : acid uric, acid oxalic,
cisting, fosfato si cationi metalici Ca®*, Mg?*, Zn?*, Mn?* etc. Si posibil NH4*
Acestia produc suprasaturarea urinei.

Faza II (initiald in stadiul de “litogeneza”) - este caracterizata prin “nucleatia
heterogena bioanorganica” cu aparitia, in urina suprasaturatd, a unor microcristale cu
diametre de sub 5 nm. In aceastd fazd apar de fapt procese de precipitare si de
coprecipitare. De asemenea, in aceasta faza este posibila eliminarea de cristale -
microcristaluria. Restul fazelor sunt carcteristice litogenezei propriu-zise.

Faza III - se caracterizeaza prin cresterea si agregarea microcristalelor cu
formarea unor macrocristale de dimensiuni mai mari (pana la 200 um ). in cazul acestora
este posibila eliminarea.

Faza IV - se continuda acumularea de cristale si formarea asa numitilor
“microliti”. Acestia se pot fixa in tractul reno-urinar.

Faza V - Se poate produce detasarea uroconcrementului (calculului). in
unele situatii se formeaza concomitent mai multi calculi care se detaseaza treptat.
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In tabelul 1-1 se prezinta un sinoptic referitor la stadiile si fazele generale
ale biogenezei uroconcrementelor cu detaliile specifice.

Tabel 1-1. Stadii si faze ale urolitogenezei — particularitati ale biogenezei

Stadiul Faze Specificare Particularitati
Preformare . v anioni: oxalat, acid uric, fosfat, etc.
(monofazic) I Urina suprasaturata cationi: Ca?*, Mg?*, Mn?*, etc.
II Nucleapfe (heterogena) Cristale cu diametru sub 5 um
macrocristale
I1I Crestere-agregare cu Cristale cu diametru sub 200 um
formare de macrocristale
Litogeneza
(tetrafazic) v Formare si fixare microlit Fixare, eventual eliminare microlit
\ Uroconcrement Detasare micro- sau macrolit

in teoria biogenezei calculilor s-a acreditat si ideea prezentei unei “strome ”
constituitd din substante organice si numitd cu un termen generic “matricea
organica”. Aceastda formatiune precede nucleatia heterogena si asigura suportul
material al acesteia. Se considera ca “matricea rganicd” poate fi reprezentatda si
de: detritusuri microbiene, microcoaguli sanguini, formatiuni cazeoase
intraluminale (din lumenul aparatului reno-urinar), calculi reziduali, corpi straini - in
general. Pe acest fond, preexistent, poate interveni suprasaturatia ionica a urinei si,
in continuare, procesul de urolitogeneza.

O prezentare schematica a relatiei dintre diversii factori care conduc la
formarea uroconcrementelor idiopatice se reda in figura 1-6 [74].

Se observa ca si cristalele care nu sunt eliminate prin urind, induc
producerea modulatorilor de cristalizare si conduc la disfunctii si degradare celulara.
Produsii injuriei celulare promoveaza continuarea procesului de cristalizare de la
nucleatia heterogena la agregarea cristalind si retentie. De asemenea, apare
inflamatia interstitiala, implicatéd in eroziunea cristalelor pe suprafatd papilara si
dezvoltarea nucleului calculului [70, 75].

In evaluarea procesului de biogeneza (proces patologic) a formatiunilor
calculoase se mai are in vedere :

- fluxul si volumul urinar — perturbate in unele cazuri datorita stazei produse la
nivelul cadilor urinare. Astfel de situatii se pot datora anomaliilor congenitale sau
dobandite care pot determina uropatii obstructive si staze urinare secundare. La acestea
se pot asocia infectii urinare secundare care confera gravitate situatiei [76, 77].

- concentratia si forta ionica a mediului - sunt criterii fizico-chimice ale
procesului patologic de biogeneza (patobiogeneza) litiazica. Acestea sunt dependente si
de natura ionilor (anioni/cationi) prezenti in urina suprasaturata [78, 17].

- pH -ul urinar influenteaza, de asemenea, procesul de litogeneza. Urina, in
conditii normale, are pH acid. La cresterea pH-ului (pH >6) este facilitata
producerea litiazei fosfatice (fosfat de calciu, fosfat amoniaco-magnezieni s.a.). in
cazul cresterii alcalinitatii, uneori datoritd infectiilor microbiene (cu proteus,
piocianic, stafilococ) se produce biodegradarea ureei pana la dioxid de carbon (CO,)
si amoniac (NH4%). In aceste conditii existd unu mediu propice pentru formarea de
calculi fosfatici amoniaco-magnezieni [79]. In urina acidé se formeaz& calculi cu acid
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uric si cistina. in cazul calculilor cu acid oxalic - oxalati nu este o influenta
determinanta a nivelului pH-ului urinar [80, 81].
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Fig. 1-6. Formarea calculilor urinari idiopatici

La discutarea problemelor referitoare la urolitogeneza trebuie abordata si rolul
unor compusi chimici care intervin in reducerea sau accelerarea proceselor de “nucleatie
heterogena bioanorganica” si apoi de agregare a microcristalelor. Acestia sunt asa
numitii *modulatori ai cristalizarii” [82, 83]. Astfel de compusi chimici, prezenti in uring,
sunt ionii din urina caracterizaty ca un mediu lichidian metastabil: anioni (e.g. CIZ,
S0,%) si cationi (Mg?*), dar pot fi si compusi organici, e.g. uree, citrat s.a. Aceste
substante cresc forta ionicd a mediului metastabil, reprezentat de urina, si favorizeaza
fie cristalizarea fie solubilizarea microcristalelor formate. Prin aceasta intervin in
procesul de litogeneza.

1.5. TIPURI DE UROLITIAZE - MODALITATI DE EVALUARE

O evaluare generalda a tipurilor de urolitiaze necesitda investigatii
interdisciplinare si porneste de la observatiile efectuate prin studii de anatomie si
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fiziologie, fiziopatologie si morfopatologie, imagistica medicala si chimie clinica.
Investigatiile radiologice clasice (radiografia si urografia) au precedat actualele
modalitati de investigare imagistica bazate pe procedee performante: tomografia
computerizata, rezonanta magnetica nucleara, ecografia s.a. Nu poate fi ignorata nici
contributia metodelor bioanalitice specifice biochimiei si patobiochimiei, aplicate in
chimia clinica, care au conferit, dincolo de utilitatea diagnostica, si un reper in
orientarea conduitei in clinica medicala i chirurgicala [32, 84,17].

In acceptia tratatelor si manualelor universitare de specialitate din domeniul
urologiei si patologiei urolitiazelor [85, 80, 2, 1, 15, 86, 19], de fiziologie si de chimie
clinica [87, 88, 9, 89, 90, 17] se considera ca litiazele pot fi clasificate dupa criterii: a)
radiologice; b) anatomo-topografice; c) etiologice; d) de compozitie. Clasificarea bazata
pe aceste criterii poate oferi o imagine generald asupra naturii urolitiazelor (tipul de
urolitiaza in acceptia fiecarui criteriu) si a compozitiei uroconcrementelor.

A. Criteriul radiologic

Are in vedere gruparea calculilor in functie de aspectul radiologic general. in
acceptia acestui criteriu se disting calculi : a) radioopaci - caracteristici pentru
uroconcrementele calcice, e.g.: oxalati, fosfati etc. Aceste tipuri de litiaze includ
85-95% din totalul calculilor urinari. Sunt dominati de prezenta fosfatilor (de calciu, de
amoniu si magneziu) si oxalatilor (de calciu); b) radiosemiopaci - specifici pentru
urolitiazelor mixte, e.g.: urati-oxalati; c¢) radiotransparenti - definitorii pentru
litiazele necalcice, dominate de prezenta componentelor organice, e.g.: urice,
xantinice, 2,8-dihidroxiadeninice, cistinice.

B. Criteriul anatomo-topografic

Evaluarea tipurilor de urolitiaze, in acceptia acestui criteriu, are in vedere
localizarea litiazelor in tractul reno-urinar. Conform localizarilor decelate se disting
calculi : @) parenchimatosi - cu localizare in rinichi si fixare in parenchimul renal; b)
caliceali - depusi la nivelul calicelor; c) papilari - existenti la nivel papilelor;
d) bazinetali - situati In bazinetul renal; e) pielo-ureterali — dispusi la jonctiunea
pielo-ureterala (prin locul de depunerepot predispune la staza urinard); f) ureterali
superiori - in zona proximala a ureterului; g) ureterali inferiori - in zona distala a
ureterului; h) vezicali - dispusi in vezica urinara; i) parietali — situati in portiunea
terminala a ureterului ce strabate peretele vezical), uretrali - decelati la nivelul uretrei.

C. Criteriul etiologic

Litiaza urinara conform acestui criteriu se poate grupa in urmatoarele tipuri: a)
litiaze de organism - cauzate de diverse tulburari metabolice majore in care se produce
modificarea homeostaziei biochimice a organismului: «) tulburdri in metabolismul
purinelor sunt caracterizate prin : 1) hiperuricozurie primard - cauzatda de un defect
enzimatic sau secundara - datoratd unui aport excesiv de alimente bogate in purine,
alcoolism, catabolizarea excesiva a proteinelor propriului organism (prin afectiuni
tumorale, hematologice, limfatice sau dupd o medicatie citostaticd sau uricozurica);
2) hiperxantinurie si hiper-2,8-dihidroxiadeninemie — consecinta unei enzimopatii care
perturba conversia acestor compusi spre acid uric; B) tulbu-rari in metabolismul acidului
oxalic - care au drept consecinta hiperoxaluria primara sau secundara; vy) tulburari in
metabolismul aminoacidului cistind - cistinurie prin absenta unei enzime specifice
(afectiune genetica); 8) tulburari in absorbtia fosfatilor - urolitiazele fosfatice pot fi
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bilaterale si recidiveaza mai frecvent. Sunt dominate de prezenta fosfatului mixt de
amoniu si calciu/magneziu; ¢) tulburdri in metabolismul hidro-electrolitic vizand predilect
calciul - pot fi cauzate de hiperparatiroidism primar sau secundar ; supradozarea de
vitamine D; boli care produc decalcificari osoase: imobilizare prelungita, mielom multiplu,
cancer cu metastaze osoase, atrofie testiculard, osteoporoza; hipercalciurii idiopatice
(numite si hipercalciurii normo-calcemice); b) litiaze de organ - sunt produse ca o
consecintd a unor leziuni organice dobandite.in astfel de situatii calculul se formeaza dupa
afectiuni la nivelul rinichiului sau al tractului urinar, care sunt urmate de anomalii la nivelul
cailor urinare excretoare, e.g.: staze , infectii, leziuni parietale, obstructie, prezenta unui
corp strain sau a unor leziuni organice congenitale. Calcul apare de o singura parte si (de
obicei) recidiveaza de aceeasi parte.

D. Criteriul de compozitie chimica

Are n vedere existenta, in compozitia uroconcrementelor, a unor substante
care provin prin aport exogen (alimentar) sau prin aport endogen (sintetizate in
cursul unor procese metabolice perturbate): a) calculi anorganici - caracterizati
prin faptul ca in compozitia acestora se afla fosfati sau carbonati: «) fosfatii - se afla
in compozitia unor calculi fosfatici care contin predilect fosfat tricalcic (apatita) sau
cu fosfati amoniaco-magnezieni. Sunt, in general, mai mari, comparativ cu alte
tipuri. Au suprafata neteda, forme neregulate, marime variabild. Uneori sunt
coraliformi de culoare alba-cenusie si consistenta friabilda. Calculii cu fosfat
amoniaco-magneziu (struvit) au suprafata poroasa, forme variate. Sunt de culoare
alb stralucitoare sau cenusie. Prezinta consistenta relativ moale (similar mortarului)
si se sfarama usor. Uneori au aspect coraliform. Cristalele au forme specifice.
Adesea astfel de microcristale apar in sedimentul urinar si se produc la pH alcalin;
B) carbonatii - s-au decelat in putine cazuri. in cazul litiazelor decelate la om
carbonatii se afla asociati cu fosfatii (in special de calciu); b) calculi organici -
sunt calculi in a caror compozitie se afla acid uric, urati, xantina, oxalati, cistina etc.
Acestia difera si prin particularitatile fizice determinate de diversi constituenti:
o) acidul uric si uratii - confera uroconcrementelor culoare bruna sau brun roscata. Sunt
rotunzi sau ovalari, cu suprafatd neteda, dimensiune variabila (intr-o exprimare
colocviala: de la unui “fir” de nisip la un pumn de adult), aspect de sambure de curmala,
duri. In cazul unui pH acid al urinei, sunt prezente cristale de acid uric. Din punct de
vedere radiologic sunt radiotransparenti. Se formeaza predilect in calice sau bazinet.
Adesea nucleul central este format din alti compusi chimici (e.g. oxalati); B) xantina -
este un precursor metabolic al acidului uric. Poate duce la formarea unor calculi brun-
roscati, relativi duri, netezi. Acestia se desfac sub forma de aschii (dispuse ca niste coji).
Astfel de calculi se intdlnesc foarte rar, sunt radiotransparenti, apar atunci cand acidul
uric din sange este foarte scazut, iar in urind acidul uric este inlocuit cu xantina de
culoare galben-bruna; y) oxalatii — genereaza calculi care macroscopic prezinta aspecte
muriforme. Au suprafata circulara, neregulata, mici, adeseori forma tipica de stea, fapt
care face pasajul ureteral extrem de dureros. Au culoare brun-inchisda sau aproape
negru, consistentd durd, de obicei sunt unici si foarte rar multipli. Calculii oxalici mai
mari au o coloratie mai deschisa, sunt rotunzi cu multe asperitati (aspect de arici) si
extrem de duri. Sunt radioopaci, muriformi, dispusi adesea in calice. Pot apare la pH
urinar normal, in sedimentul urinar se disting cristale specifice, hipercalciurie si
hiperoxalurie; 8) cistina - poate genera calculi galbeni, cu forma rotunda sau ovala, cu
suprafate netede, consistentd moale-ceroasa, luciosi; sedimentul urinar releva existenta
cristalelor de cistina; la examenul cromatografic al urinii (reactia Brand pozitiva).
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1.6. DETERMINISMUL MULTIFACTORIAL AL
UROLITIAZELOR

Studiul complex al problemelor referitoare la patobiochimia urolitiazelor a
impus investigarea cauzelor (etiologia) formarii calculilor, a mecanismelor
moleculare celulare si tisulare (patogeneza) si a compozitiei chimice specifice
diverselor uroconcremente. Realizarea unui astfel de studiu implica o abordare
complexa inter-, multidisciplinard si adesea transdisciplinard. in medicing se discuts,
de obicei, conex, cauzele si mecanismele desemnédndu-se cu o expresie generica
~€etiopatogenia” bolii litiazice.

In litogeneza intervin ,mediul extern” reprezentat de mediul ambiant si
mediul habitual prin expuneri prelungite la atmosfera caldd si uscatd, care
favorizeaza deshidratarea [6, 8, 91]. O importanta majora prezinta insa ,mediul
intern” - concept definitoriu pentru homeostazia biochimicd. Modificarile acesteia
sunt dependente de factorii de provenientd exogena (nutrienti, xenobiotice chimice)
si de provenienta endogena (metaboliti organici si anorganici).

Astfel, in ansamblu factorii alimentari - atat supraalimentatia cat si
privatiunile alimentare (denutritia), se pot afla la originea litogenezei. De asemenea,
starile de stress, generate de tensiunile psihice, pot determina adevarate valuri
epidemice de litiaza renala [92]. Standardul de viata reflectat prin consumul crescut
de carne, lapte, cu continut de nutrienti bogati in proteine si lipoproteine,
reprezintd o altd cauza importanta de litogeneza, facadnd din litiaza renala o boald a
excesului proteic, a abuzului alimentar [93, 94, 95, 96, 97]. Rolul apei potabile in
biogeneza urolitiazelor nu este cu rigoare elucidat. Spre exemplu exista colectivitati
umane la care apa potabila provine din apa marina prin distilare (e.g.: in Indiile de
Vest), colectivitati la care nu apare boala litiazica.

in tarile dezvoltate prevalenta calculilor renali a crescut in ultimele patru
decenii datorita evolutiei nivelului socio-economic si modificarilor modului de viata
precum si a obiceiurilor culinare [18].

Litiaza renala are la origine, de asemenea, numerosi factori endocrini si
metabolici, unii dintre acestia prezintd conditionare genetica [98]. Acesti factori fi
confera caracterul de maladie litogend, de diateza precipitanta urinara, nu rareori
asociata altor concretiuni calculoase in alte organe, e.g.: cai biliare, pancreas,
glande salivare, plamani, vene [99, 100, 101, 102, 103, 104].

Desi au fost intreprinse vaste si costisitoare cercetari in ceea ce priveste
mecanismul formarii calculilor, nu s-a reusit sa se cunoasca pe deplin acest proces.
Este posibil sa nu fie un singur mecanism. Se pare ca exista un complex de procese
cu actiune concertantda in biogeneza uroconcrementelor. Toate acestea atestd
determinismul multifactorial.

Studii epidemiologice au legat obezitatea, sindromul metabolic si diabetul
tip 2, de un pH urinar scazut si producerea calculilor cu acid uric.Un studiu relativ
recent a analizat riscul unei greutati corporale crescute asupra tipului de calcul. In
urma analizei asupra 2100 pacienti, folosind compozitia calculilor si indexul masei
corporale, proportia calculilor cu acid uric a crescut de la 7,1% la barbati cu indexul
masei corporale normal la 28,7% la cei obezi. La femei, datele sunt similare, o
crestere de la 6,1% la 17,1% [66]. Efectul greutatii corporale asupra pH urinar a
fost studiat la peste 4500 pacienti [105]. Valorile pH au evoluat linear de la 6,18 la
5,84, relevand o corelatie negativa statistic semnificativa intre greutatea corporala
si pH-ul urinar.
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Un studiu intreprins pe 6000 de subiecti a evidentiat ca numarul celor cu
varste peste 65 ani cu litiaza urica este dublu fata de al celor mai tineri .

Referitor la relatia dintre excretia de acid uric si calculii renali s-a constatat
ca pacientii cu o excretie de acid uric mai mica de 300 mg/zi aveau o prevalenta de
10% formare calculi, in timp ce pacientii cu o excretie peste 1100 mg/zi aveau
prevalenta 33% [106]. Hiperuricozuria poate fi secundara unei productii crescute de
acid uric si unei excretii marite; in caz contrar, poate rezulta dintr-o excretie renala
crescuta a acidului uric in absenta hiperuricemiei.

A. Factori de mediu

Clasificarea generald a factorilor de mediu intereseaza in principal aspectele
geografice si alimentare [107, 108, 109, 110, 111, 112, 113].

a) factori geografici (meteoro-climatici si  hidro-geologici): «) factorii
meteoro-climatici, integreaza : ;) mediul ambiant - prin clima calda (torida) care
favorizeaza o deshidratare excesiva; «,) mediul habitual - caracterizat prin microclimat
cald si uscat care poate determina, de asemenea, deshidratarea; B) factorii hidro-
geologici intereseaza : B,) excesul de saruri prezente in apa potabild; B,) continutul de
nutrienti minerali ai alimentelor.

b) factori alimentari (conditionat de grupele de alimente si de categoriile de nutrienti).
Acesti factori se definesc prin : o) supraalimentatia - in toate cazurile distingandu-se
faptul ca alimentele de origine animala favorizeaza litiaza urica, alimentele de origine
vegetala favorizeaza litiazele oxalica si fosfatica ; B) alimentatia normala cantitativ - este
uneori prea bogata in nutrienti cu potential litogen, e.g. alimente cu nucleoproteine
(continut ridicat de purine), alimente bogate in saruri de calciu (indeosebi fosfati si
oxalati); ) aport vitaminic necorespunzator, se exmplifica excesul de vitamine d care
poate conduce la fixarea excesiva a calciului in organism si aparitia concrementelor
litiazice; carenta de vitamine a care influenteaza procesele de absorbtie la nivelul
mucoaselor; 8) aport lichidian insuficient - datoritd ingestiei reduse de lichide este, de
asemenea un factor favorizant (minimul necesar este considerat 1.500 mL/zi).

B. Factori de organism

in grupa factorilor numiti “de organism” se includ “factorii etiopatogenici
generali”. Din aceasta categorie fac parte doua mari grupe de factori care determina
efecte dishomeostazice. Acestea sunt caracterizate prin excretie urinard crescuta a
sarurilor cu efecte litogene. Mentiuni generale, succinte se prezintd in continuare
[114, 115, 116, 117, 118].

a) Factori morfo-fiziologici, care la randul lor pot fi : o) factori dependenti de
individ : ereditatea, constitutia, temperamentul, sexul, varsta, profesia, afectiunile
acute sau cronice ; B) factori dependenti de modul de viatda : conditionat acesti
factori pot induce diversele tulburari metabolice cu implicatii in patologia litiazelor.

b) factori biochimici - infuenteaza metabolismele materiale (proteic, lipidic,

glucidic, hidro-electrolitic). acestia pot fi reprezentati de :

a) Tulburari ale metabolismului purinic (acidului uric si xantinei) - sunt
caracterizate prin producerea de : o,) hiperuricemii primare, idiopatice sau
primitive caracte-rizate prin aport excesiv de purine (adenina, guanina
s.a.), exacerbarea biosintezei de novo a purinelor, eliminarea renala si
intestinala insuficientd a acidului uric, anabolismul redus al acidului uric in
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organism etc.; o) hiperuricemii secundare al caror specific se defineste prin :
exacerbarea uricogenezei, defecte de eliminare a uratilor sau asocierea acestor
doua mecanisme.

B) Tulburari ale metabolismului oxalic - apar in hiperoxalemia cauzata de aportul
exogen - absorbtia intestinala crescutd a oxalatilor din alimente care contin
excedentar acesti compusi (e.g.: rosii, spanac, ciocolata, cacao, cafea etc.);
tulburari intestinale de tip fermentativ (absorbtia oxalica redusa).

y) Tulburari ale metabolismului cistinei - cistinuria, in conditile in care
depaseste 300 mg/L, la un pH normal, duce la formarea litiazei cistinice;
este cauzata de o tulburare congenitala de resorbtie tubulara a cistinei. Este
considerata o enzimopatie genetica.

8) Tulburari ale metabolismului hidro-electrolitic specifice calciului in care apar:
8,) hipercalciuria datorata, in principal, absorbtiei intestinale crescute: exces de
calciu alimentar, exces de vitamine D etc.; 3,) hiperparatiroidismul - este
generat de disfunctia glandei paratiroide si hiperparatiroidism cu mobilizarea
calciului din oase (osteoporoza) si consecutiv: hipercalcemie si
hipercalciurie.

¢) Tulburari ale metabolismului hidro-electrolitic specifice magneziului, este
important a se cunoaste : ¢g,) hipomagneziemia (carenta de Mg) poate avea
diverse cauze : nutritionale prin aport insuficient de magneziu prin
alimentatie; alimentatie parenterald prelungitd sdracd in Mg®* ;
¢,) hipomagneziemie idiopatica - consecinta unui deficit primar in absorbtia
intestinald a magneziului prin eroare 1inndascutd de metabolism ;
€;) hipomagneziemie de origine digestiva, sindrom de malabsorbtie;
&,) hipomagneziemie de origine renala - tratament diuretic, hiperaldosteronismul
primar, hiperparatiroidismul, hipotiroidismul.

C. Factori de organ

Sub denumirea generala de “factori de organ” se inteleg “factorii
etiopatogenici locali”. Aceasta categorie include un cumul de factori cu actiune la
nivelul aparatului reno-urinar [119, 120, 121]. Acestia sunt: staza urinafé
secundara uropatiilor obstructive; infectia urinara; modificarea pH-ului urinar etc. In
cazul modificarilor de pH, spre exemplu, se cunoaste ca pH-ul acid favorizeaza
constituirea calculilor cu continut de: acid uric, urati, cisting, iar cel alcalin aparitia
calculilor care contin oxalat si fosfat.

1.7. HOMEOSTAZIA BIOCHIMICA SI FUNCTIA RENALA

Activitatea fiziologica a rinichilor este importanta in eliminarea reziduurilor
metabolice si in mentinerea homeostaziei biochimice a organismului. Avand in
vedere faptul ca homeostazia termica asigurata prin termogeneza si termoliza este
dependenta de lichidele biologice din mediul intern se poate afirma ca rinichiul
intervine si In homeostazia termica. O privire generald asupra functiilor metabolice
si, In general, asupra bioconstituentilor din organism intereseaza mediul intern
reprezentat in principal de lichidul interstitial din organism in care isi desfasoara
activitatea toate celulele. Aceasta inseamna ca procesele de biodegradare
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(catabolice) si de biosinteza (anabolice) se desfasoara intr-un mediu al carui
echilibru se schimba continuu.

La constituirea mediului intern contribuie, de asemenea, sangele care
vehiculeaza metabolitii formati din produsi de origine exogena - alimentara si de origine
endogena - rezultati din metabolism precum si gazele ale caror schimb se realizeaza in
principal la nivel pulmonar.

O parte din produsii reziduali ai proceselor metabolice se elimina si prin
piele, precum si prin intestin. Rinichiul reprezinta insa principalul organ care asigura
epurarea organismului de substantele reziduale aparute in celule si tesuturi.
Compozitia chimica a urinei este continuu variabild calitativ si cantitativ, esential
ramanand mentinerea volumelor lichidiene (din organism si din tesuturi) a
echilibrului acido-bazic, echilibrului coloid-osmotic (oncotic) gi, in general, a nivelului
constituentilor chimici din tesutul si lichidele biologice. In aceastd maniera se
asigura mentinerea homeostaziei biochimice a intregului organism.

Activitatea aparatului reno-urinar este mentinuta de afluxul sanguin
cunoscandu-se faptul c@ rinichiul primeste circa 1200-1300 mL sange pe minut
(reprezentand circa 25% din debitul cardiac). Acest flux sanguin accentuat face ca
diferenta arterio-venoasa a oxigenului la nivel renal sa fie doar de 14 mL/L sénge,
comparativ cu 62 mL/L la creier si 114 mL/L la cord. Aceste date de interes biochimic
si fiziologic expliciteaza unele aspecte particulare specifice patobiochimiei si
fiziopatologiei cardiovasculare, respectiv cerebrovasculare.

1.7.1. Formarea urinei

Formarea urinei reprezinta principala activitate renala si este realizata prin trei
procese fundamentale distincte : a) ultrafiltrarea glomerurala; b) reabsorbtia tubulara;
C) secretia tubulara. La aceste procese participa direct nefronul [9, 14, 90, 67, 122].

In cursul formarii urinei milioane de nefroni activeaza in paralel. Imaginea
unui nefron cu evidentierea proceselor de filtrare glomerulara, reabsorbtie tubulara
si secretie tubulara este sugestiv reprezentata in fig.1-7 [67].

Arteriole aferente .
Capilare glomerulare

I ‘ ¢ < Arteriole eferente
Artere interlobulare +— . I
=Y '
| : L A A Capsula glomerulara
1» | -
1 2 Rest tubul renal
+—t Capilare peritubulare
P | pi p
-~
o = Filtrare &= Spre venele interlobulare
- Reabsorbtie
T Secietie i
Urina

Fig. 1-7. Reprezentarea schematica a structurii microscopice a nefronului [67]
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In cursul formérii urinei aproximativ 1000 - 12000 mL de sdnge tranziteazi
glomerulii renali in timp de un minut.

Procesele de ultrafiltrare, reabsorbtie si secretie descrise in continuare
contribuie la mentinerea homeostaziei biochimice a organismului, a echilibrelor
acido-bazic si coloid-osmotic.

A. Ultrafiltrarea glomerurala

Este un proces selectiv in raport cu substantele macromoleculare.
Substantele micromoleculare, in general, se afla in concentratii apropiate cu acelea
din plasma, deci se poate conchide ca procesul formarii urinei prin ultrafiltrarea
plasmei incepe la nivelul capilarelor glomerulare. Filtrarea este asigurata de
existenta unei presiuni hidrostatice crescute la nivelul capilarelor glomerulare. La
acest nivel, presiunea ajunge la 70 mmHg comparativ cu alte teritorii capilare unde
presiunea este de 25-30 mmHg. Explicatia presiunii crescute rezida in faptul ca
arterele renale se desprind direct din aorta ceea ce face ca presiunea sanguina sa fie
mai crescuta.

Urina primara are o compozite electrolitica identica cu a plasmei, are pH-
ul 7,35 si densitatea de 1010. Valoarea filtratului glomerular este de circa 120
mL/minut la barbat si cu 10% mai redus la femei. Din aproximativ 1200 mL sange
care strabat rinichiul intr-un minut se filtreaza prin glomerul doar 1/10. In general
se discuta despre o anumitd fractie de filtrare reprezentand raportul intre filtratul
glomerular si sangele care tranziteaza rinichiul.

Valorile filtrarilor glomerulare, pornind de la irigatia renala si activitatea
rinichiului pot fi evaluate prin determinarea asa-numitului coeficient de epurare
(clearance) care exprima cantitatea de plasma (in mL) teoretic epurata total de o
anumita substanta (luata in studiu) in timp de un minut de catre rinichi.

Clearance-ul este un concept matematic util pentru aprecierea functiei
renale care in loc de a evalua cantitatea unei anumite substante eliminate prin urind
exprimatd in unitati absolute (e.g.: g/min) foloseste o exprimare sub forma de
volum de sdnge care contine cantitatea respectivda de substanta. Clearance-ul se
poate calcula pentru anumite substante endogene (e.g.: creatinind) sau exogene
administrate (e.g.: manitolul). Coeficientul de epurare (clearance-ul), notat cu X, se
calculeaza dupa relatia:

U XV
X= ——
A

in care: U - concentratia substantei in urina eliminata; V - volumul urinar
pe minut (mL); A - concentratia substantei in sange, in mg/mL

Ultrafiltratul glomerular are un volum de 1780-180 L / zi, iar urina eliminata
zilnic are un volum de aproximativ 1,5 L / zi. La nivel glomerular se retin proteinele
plasmatice fapt care explica lipsa acestora din urina finala. Concentratia cationilor
este cu 5% mai micg, iar a anionilor cu 5% mai mare.

B. Reabsorbtia tubulara
Este procesul prin care organismul recupereaza o parte din substantele

filtrate la nivel glomerular, acestea fiind necesare in mentinerea homeostaziei (i.e.
apa, glucoza, aminoacizi, biominerale etc.). Mecanismele reabsorbtiei sunt
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complexe, e.g.: albuminele filtrate se reabsorb prin pinocitoza; apa are un transport
pasiv (transport prin difuziune si prin osmozd); biomineralele (Na*, Ca?*, HCO";
s.a.) prezinta un transport activ, in contragradient de concentratie; molecule
organice mici (glucoza, aminoacizi) realizeaza un transport activ prin translocare
care necesitd prezenta unui “sistem de transport”.

in reabsorbtia tubulard se utilizeazd expresia de “capacitate maxim&” de
transport si “concentratie-prag”. Prin aceasta fiziologii explica existenta - la nivel
tubular - a unor limite pentru cantitatea maxima de substanta care poate fi
reabsorbitd prin mecanismele biochimice de transport. Dupa depasirea
“concentratiei-prag” excesul de substanta existent in sange nu se mai poate
reabsorbi si trece in urina.

Reabsorbtia numitd “cu prag” este caracteristica pentru glucoza, aminoacizi,
fosfati, sulfati, creatina, acid uric, acid ascorbic, corpi cetonici etc. Aceste substante
se absorb in tubul contort proximal. Spre deosebire de acestea, Na* este absorbit si
in alte segmente ale tubului contort (exceptand segmentul descendent).

Cu referire la reabsorbtia tubulard se cunoaste faptul ca interactiile biochimice si
procesele fiziologice sunt extrem de complexe si doar in parte elucidate [81].

Concentratia apei, electrolitilor si moleculelor organice mici variaza in urina.
Acest fapt asigura mentinerea in plasma a osmolaritatii cu limite homeostazice mari (i.e.
25-295 mOsm/L). Modificarile de volum si osmolaritate produse la nivel renal sunt
dependente si de hormonul hipofizar vasopresina, numit si hormon antidiuretic (ADH).

in cursul reabsorbtiei tubulare se modificd volumul si compozitia chimica a
filtratului glomerular. Modificarea se produce datoritéd reabsorbtiei prin mecanism
activ a unor electroliti anorganici (Na*, Mg?*, CI”, H,POY,, HOO"; etc.). si a unor
compusi organici osmotic activi (uree, glucoza, acid uric) la nivelul tubului contort
proximal. La acest nivel apa, ca solvent al compusilor anorganici si organici, este
reabsorbitd prin mecanism pasiv.

C. Secretia tubulara

Reprezintd un proces in care se elibereaza ioni de H* si K*. De asemenea, se
secreta cantitati reduse de acid uric si creatininad (in cazul prezentei acestui metabolit in
exces in sange). De asemenea, unele xenobiotice chimice ajunse in sange sunt
eliminate in urina prin secretie, e.g. albastru de metilen, rosu fenol, penicilina,
substante iodate radioopace, acid paraaminohipuric etc.

Secretia tubulard este un proces care necesitd energie (sunt reactii
endergonice). Aportul energetic se realizeaza prin reactiile din ciclul acizilor
tricarboxilici (ciclul Krebs). Prin secretia tubulara se asigura acidifierea urinei si
reglarea echilibrului acido-bazic . Astfel, de la filtratul glomerular (usor alcalin cu pH
7,35) se ajunge, dupa secretie, ca urina sa aiba un pH 6 (in medie).

1.7.2. Rolul hormonilor in functia renala

anfiziologia aparatului reno-urinar intervin, de asemenea, o seama de
hormoni. In excretia renala intervin hormoni glandulari: hipofizar - vasopresina;
suprarenali — aldosteronul; paratiroidieni — calcitonina si parathormonul, precum si
un hormon tisular: eritropoietina. Rolul acestora se mentioneaza, succint, in
continuare.

Vasopresina sau hormonul antidiuretic - este secretat in neurohipofiza.
Intervine in reglarea nivelului diurezei si prin aceasta influenteaza presiunea
sanguing;
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Aldosteronul - este un hormon suprarenal care intervine in reabsorbtia Na™*
si prin aceasta permite retentia apei si excretia K*. In cazul pierderilor hidrice
masive (perspiratie, diaree etc.) in glanda suprarenald se produce mai mult
aldosteron pentru a activa compensarea deshidratarii;

Hormonii paratiroidieni au actiune antagonista. Astfel calcitonina are actiune
hipocalcemiantd, iar parathormonul are actiune hipercalcemianta,

Eritropoietina - determina activarea producerii de globule rosii (eritrocite)
implicate indirect in functia renald. Eritropoietina este produsa, in principal, de catre
rinichi (90%), dar si de catre ficat (10%). Ea actioneaza asupra celulelor
eritroblastice ale maduvei osoase, aflate la originea eritrocitelor (globulelor rosii). In
caz de insuficienta renald, absenta sau reducerea sintezei acestui hormon de catre
rinichi provoaca o diminuare a numarului de eritrocite.

1.7.3. Caracteristici fizico-chimice si compozitia urinei

Cunoasterea caracteristicilor fizico-chimice si compozitiei urinei este
importanta pentru intelegerea problemei urolitogenezei.Volumul urinar, dependent
de starea de hidratare a organismului, este la omul sanatos de 600 - 2500 mL/24
ore. Densitatea urinei este 1003-1035 g/cm? in functie de cuantumul substantelor
dizolvate. Nivelul de pH este 4,5 - 8,0 (in medie, aproximativ 6,0).

In urind exista 90% apa, si 10% substante organice si anorganice dizolvate.
Dintre substantele organice mai importante sunt : ureea, amoniacul, creatina, acidul
uric, aminoacizii s.a.

Substantele anorganice sunt reprezentate de: cloruri, sulfati, fosfati,
oxalati, corpi cetonici, ioni metalici (Na*, K*, Ca®", Mg?* etc.). De asemenea, in
uring, in starile patologice poate sa apara glucoza, proteine s.a.

Mai multe date asupra compozitiei urinei se prezinta in relatie cu discutarea
metabolismului purinelor (v. Cap. 2.2.) si a metabolismului hidro-electrolitic (v. Cap.
2.5.). Aceste date integreaza si intregesc informatiile prezentate mai sus referitoare
la uroconcrementele litiazice.
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2. CARACTERISTICI ALE METABOLISMULUI
PURINELOR SI BIOMETALELOR IN LITIAZE.
INVESTIGAREA UROCONCREMENTELOR
PURINICE

2.1. CONSIDERATII GENERALE

in evaluarea biogenezei litiazelor si in investigarea compozitiei chimice
calitative si cantitative a formatiunilor calculoase se impune cunoasterea aspectelor
fundamentale privitoare la metabolismele materiale, i.e. glucidic, lipidic, proteinic si
hidro-electrolitic. Evident, conex - pentru integrarea fiziologica - intereseaza si
metabolismul energetic.

Compusii chimici decelati in diversele litiaze se formeaza pe cai biochimice. Caile
biochimice definesc procesele metabolice (anabolice/catabolice) ilustréand si transformarile
intermetabolice importante in biochimie si patobiochimie [5, 123, 9, 124].

Problema biogenezei uroconcrementelor purinice este integrata biochimiei si
patobiochimiei prin abordarea moderna a aspectelor complexe privind «proteomica»
si «metalomica». Sub incidenta proteomicii se afla biodegradarea nucleoproteinelor,
mai exact, a componentei prostetice a acestora reprezentata de acizii nucleici (i.e.
acidul deoxiribonucleic — abreviat DNA sau ADN si acidul ribonucleic - abreviat RNA
sau ARN) care genereaza o parte din derivatii purinici. Acestia din urma intereseaza
patobiochimia unora din litiaze. Sub incidenta metalomicii se afla problemele
referitoare la chimia bioanorganica in relatie cu prezenta ionilor metalici din sange si
tesuturi, precum si capacitatea acestora de a participa la reactii de
precipitare/coprecipitare cu formarea nucleelor de cristalizare numite “primeri” sau
“starteri” in procesul de biogeneza a uroconcrementelor [79, 1, 2, 125].

Studiile bazate pe proteomica si metalomica au oferit posibilitati de
aprofundare in cercetarile de biochimie si biologie moleculara, patobiochimie dar si
medicina moleculara prin faptul cd@ au adus si aduc noi informatii asupra
mecanismelor biochimice intélnite in biologia/patologia celulard ca si 1In
biologia/patologia moleculara.

Abordarea problemelor generale ale «metabolomicii» - domeniu complex care
se incadreaza biochimiei si biologiei moleculare contemporane - impune reiterarea unor
notiuni cu care e opereaza in mod curent. fn acest cadru se amintesc caracteristicile
dinamice ale proceselor biologice care definesc materia vie: metabolismul, homeostazia,
cronobiochimia si homeorezia.

Metabolismul - la modul general - defineste ansamblul complex al
interactiilor biochimice care stau la baza transformarilor fizico-chimice ale
compugsilor de origine exogena si endogena din materia vie. Astfel de transformari
caracterizeaza diversele cai biochimice intalnite in procesele metabolice. Aceste
procese se desfasoara in sensul biodegradarii (catabolismului) sau al biosintezei
(anabolismului) vizand compusii chimici proveniti din alimente - aportul exogen si
existenti (ca metaboliti) in organism - aportul endogen.
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in investigarea proceselor metabolice la om si animale in chimia clinica s-au
utilizat metode chimice (directe) si metode fizico-chimice (indirecte sau
instrumentale) - v. [126, 127, 128]. in cercetdrile moderne din acest domeniu se
utilizeaza metode de acuratete, e.g.: spectroscopia, cromatografia, tehnici izotopice
(cu radioizotopi si / sau cu izotopi stabili), magnetochimice, derivatografice etc. [129,
130, 90, 131].

In studiul proceselor metabolice se are in vedere faptul ca acestea prezinta
doua particularitati care dau sens «metabolomicii» si anume : a) universalitatea -
explicatd de faptul c@ mecanismele biochimice specifice metabolismului
(catabolismului/anabolismului) prezinta similitudini pentru intreaga biosfera fiind
acelasi la microorganisme, plante, animale si om; b) specificitatea - caracterizata
prin eficienta chimica si energetica a interactiilor metabolice si desfasurarea
acestora in conditii blande de temperatura, presiune si pH - specifice mediului
intern.

in relatie cu aspectele generale privind biogeneza litiazelor se impune
studiul metabolismelor materiale. In cazul specific al urolitiazelor purinice se impune
studiul metabolismului nucleoproteinelor (mai exact al purin-nucleoproteinelor) si
metabolismului hidro-electrolitic. Problemele referitoare la metabolismul hidroelec-
trolitic se circumscriu, in principal, la bioelectroliti cationici de natura metalica), dar
si bioelectroliti cu specific anionic importanti in biogeneza uroconcrementelor. In
analitica biochimicda modernd se vorbeste despre proteomicd, metalomicd si
aspectele integrative in metabolomica [132].

2.2. METABOLISMUL NUCLEOPROTEINELOR - ASPECTE
SPECIFICE PURINELOR

2.2.1. Privire sinoptica

Purinele sunt compusi heterociclici in constitutia carora se afld un nucleu
pirimidinic si un nucleu imidazolic. Au fost decelati in tesuturile animale (1869) si
vegetale (1889) prezenti fiind in compozitia nucleoproteinelor. Denumirea deriva de
la cuvintele ,purum” si ,uricum” si a fost introdusa in anul 1884 de catre chimistul
german Emil Fischer.

Nucleoproteinele sunt proteine conjugate in a caror compozitie se afla o
componenta proteica - polipeptida si o componentd prostetica — acizi nucleici (DNA si
RNA). Purinele se afld in compozitia tuturor acizilor nucleici.

Metabolismul nucleoproteinelor releva o importanta aparte prin faptul ca
intereseaza domeniul complex al biochimiei si biologiei moleculare, deoarece evidentiaza
aspecte ale relatiei structura-activitate la acizii nucleici si, evident, la produsii de
biosinteza si biodegradare ai acestora. Un aspect aparte este oferit de metabolitii
purinici in relatie cu nutritia umana si traficarea nutrientilor in organism in perspectiva
bioacumularii si riscului de formare a uroconcrementelor litiazice.

Caile biochimice specifice pentru metabolismul derivatilor purinici sunt
prezentate in fig.2-1. Detalii asupra acestor interactii se pot afla in tratate si lucrari
de specialitate [6, 1, 2, 3, 133, 134].

Caile biochimice prezentate releva existenta a trei etape metabolice
distincte: a) biosinteza (sinteza de novo) la purine; b) interconversia purinelor;
c) biodegradarea purinelor (cu biogeneza acidului uric).
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Fig.2-1. Cai biochimice specifice pentru metabolismul purinelor

Tulburarile intervenite in metabolizarea purinelor conduc la modificari ale
homeostaziei biochimice a acestora, e.g.: cresterea sau scaderea cuantumului
metabolitilor in sdnge, tesuturi si lichide biologice (predilect in urind). Cresterea
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cuantumului produsilor reziduali ai purinelor in urina - cu specific de ,mediu lichidian
metastabil” - poate conduce la aparitia ,starterilor” cristalizarii.

Explicatia biogenezei acestor ,starteri” rezida in specificul «nucleatiei heterogene»
in care compusi organici si anorganici concura la procese de precipitare si coprecipitare. In
cazul urolitiazelor purinice se pot decela uroconcremente cu continut de acid uric, xantina
si 2,8-di-hidroxiadenina [135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142].

2.2.2. Biosinteza metabolitilor purinici

in organism purinele se formeaz& prin sintezi endogend. Calea biochimic
definitorie pentru sinteza endogena se realizeaza in etapele: ,sinteza de novo” care
porneste de la ribozo-5-fosfat si ,interconversia purinelor” (v.fig.2-1). Exista, de
asemenea, o cale a sintezei care porneste de la compusi de provenienta exogena.
Acestia sunt compusi reziduali ai acizilor nucleici - reprezentati de purinnucleotide
din alimente.

2.2.2.1. Biosinteza de novo la purine

Prin biosinteza de novo a purinelor — numita adesea simplu ,sinteza de
novo” - in organismul uman si, in general, in tesuturile vii se pot sintetiza mare
parte din derivatii purinici necesari proceselor metabolice. Reactiile specifice sintezei
de novo au fost confirmate ulterior si experimental utilizdndu-se animale de
laborator si tehnici bazate pe radioizotopi. De asemenea, s-a urmarit eliminarea de
acid uric in regim alimentar apurinic.

Biosinteza nucleului purinic in ansamblul sdau evidentiaza prezenta, in final a
diferitelor resturi ale precursorilor heterociclului purinic.

Cu privire la nucleul purinic, studii efectuate cu ajutorul metodelor izotopice

14 15
(folosind C si  N) au condus la confirmarea faptului ca la sinteza participa: acidul
aspartic, dioxidul de carbon, glicocolul, Nlo-formil FH4 si glutamina [9, 38].

Reprezentarea generala a dispunerii resturilor moleculare ale compusilor precursori
in nucleul purinic, formati in cursul biosintezei, se poate reda astfel:

CO,

acid aspartic glicocol

P — -
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U
oy
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N'-formil- AINRASKR TN N"-formil-

FH, e FH,

Sinteza de novo reprezinta prima etapa a biosintezei si este caracterizata
prin seria de reactii care pornesc de la ribozo-5-fosfat. Acesta dupa interactia cu
adenozintrifosfat (ATP), In prezenta enzimei pirofosforilaza, conduce la formarea
5-fosforibozil-1-pirofosfatului.

in continuare urmeaza o succesiune de reactii - definitorii pentru sinteza de
novo - la care concura diversi metaboliti e.g. glutamina, glicina, formiatul, acidul
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aspartic etc. Astfel, din ribozo-5-fosfat, in prezenta glutaminei, se formeaza
compusul 5-fosforibozil-1-amine. Seria compusilor intermediari ai biosintezei de
novo include diversi derivati ribotidici care se integreaza in noua reactii succesive.

in finalul acestei prime etape se formeazd 5-amino-imidazol-4-carboxamid-
ribotid. Acest compus, in prezenta enzimei inozinatdehidrogenaza conduce in final la
formarea inozinmonofosfatului (IMP).

Procesele anabolice care conduc la formarea purinelor au loc - asa cum s-a
aratat - in urmatoarele etape biochimice: inchiderea heterociclului purinic pana la
formarea inozinmonofosfatului (IMP) in etapa asa numitd biosinteza (sinteza)
~de novo”.

In sinteza de novo exista si un mecanism de feed-back care intervine in
cazul sintezei in exces a IMP. Acest compus limiteaza actiunea enzimei
amonitransferaza si astfel reduce formarea 5-fosforibozilaminei.

2.2.2.2. Biosinteza in etapa de interconversie a purinelor

Interconversia purinelor reprezinta secunda etapa, definitorie pentru caile
biochimice ale metabolizarii acestor compusi care porneste de la inozinmonofosfat (IMP).

Deaminarea nucleotidelor (nucleozimonofosfatilor), in speta a
inozinmonofosfatului (IMP), are loc prin transformarea in adenozinmonofosfat (AMP)
in prezenta enzimei 5-adenil-deaminaza si in xantinmonofosfat (XMP) care ulterior
se transforma in guanozin-monofosfat (GMP) sub actiunea enzimei 5-guanil-
deaminaza.

In cazul AMP si GMP poate sa intervina o etapa intermediara in care, prin
fosforilare, se formeaza nucleotide trifosfatate, i.e. nucleozid trifosfatii cu structurile
de adenozintrifosfat (ATP) si respectiv guanozintrifosfat (GTP) - ambele substante
importante care concura la biosinteza acizilor nucleici.

Transformarile acidului inozinic in diversi nucleozidmonofosfati (e.g. AMP,
GMP, XMP), conduc la formarea de nucleozide mergand in continuare pana la
nucleobaze. Toate caile biochimice specifice acestei etape vizeaza “interconversia
purinelor”,

in fine, sub aspect anabolic cdile biochimice conduc, de la reutilizarea
nucleobazelor purinice libere, spre compusi mai complecsi - nucleozide,
nucleozidmonofosfati (NMP) de natura purinica care in final se integreaza procesului
de sinteza a acizilor nucleici.

La nucleozide se poate produce deaminarea adenozinei sub actiunea enzimei
adenozindeaminaza, rezultand inozind si apoi sub actiunea enzimei inozinfosforilaza
rezultand hipoxantina. Din aceasta se va forma ulterior xantina.

Deaminarea bazelor purinice libere se face pe cai specifice. Astfel, adenina
sub actiunea adenazei se transforma prin hidrolizé in hipoxantind. Hipoxantina, in
prezenta enzimei xantinoxidaza se transforma in xantina. La randul sau, guanina,
sub actiunea aceleiasi enzime - xantinoxidaza se transforma in xantina.
Xantinoxidaza - o flavin-enzima care contine Fe, Mo - este prezenta in rinichi, in
mucoasa intestinala si in ficat.

Cercetari in vitro efectuate cu ajutorul unor sisteme enzimatice purificate si
expe-riente in vivo au confirmat veridicitatea acestor cdi de biosinteza pentru
nucleozid-monofosfati, atestdnd ca AMP si GMP au la origine inozinmonofosfatul
(IMP). Evident ca acest compus este si precursorul nucleozidelor: adenozina (rA si
dA) si guanozina (rG si dG), precum si al nucleobazelor purinice adenina (A) si
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guanina (G) compusi care se regasesc in caile biochimice specifice metabolismului
acizilor nucleici.

2.2.3. Biodegradarea metabolitilor purinici

2.2.3.1. Biodegradarea in etapa de interconversie a purinelor

Procesele catabolice care conduc la formarea metabolitilor purinici
(v. fig. 2-1) sunt caracteristice pentru faza numita ,interconversia purinelor”.
Aceasta este urmata de formarea acidului uric ca produs final (la om). Obsevarea
atenta a reactiilor intélnite in interconversie permite remarca faptului ca acestea
sunt reversibile. Deci, in aceasta etapa se intalnesc atat procese de biodegradare
cat i procese de biosintezd.

In cursul proceselor catabolice - specifice metabolizarii acizilor nucleici (DNA
si RNA) - se formeaza nucleozidmonofosfati (NMP), nucleozide si nucleobaze
specifice, acestea fiind adenina (A) si guanina (G). De asemenea, derivati
intermediari cum ar fi hipoxantina si xantina. Nucleotidmonofosfatii (NMP) specifici
care sunt redati in tabelul 2-1. In acest tabel se face abstractie de natura pentozei
(riboza si deoxiriboza) pentru a surprinde esentialul despre derivatii purinici.

Tabel 2-1. Tipuri de nucleotide purinice (nucleotidmonofosfati purinici)

Nucleotidmonofosfati (NMP)
Nucleobaze Nucleozide
Denumire Abreviere
Adenozin-5'-fosfat sau ,
acidul 5’-adenilic 5-AMP
Adenozin-3'-fosfat sau
Adenina (A) Adenozina acidul 3’-adenilic 3'-AMP
Adenozin-3’-5'-ciclofosfat sau .o,
acidul 3’-5'-ciclo-adenilic 3', 5’ —cAMP
Guanina (G) Guanozina Guanozin-5’-fosfat sau 5'-GMP
acidul 5’-guanilic
Hipoxantina (Hx) Inozina Inozin-5'-fosfat sau 5"-IMP
P acidul 5-inozitic
Xantina (X) Xantozina Xantozin-5'-fosfat sau 5'-XMP
acidul 5-xantilic

Reactiile de biodegradare care intereseaza in acest capitol incep de la
inozin-monofosfat (IMP). In continuare din IMP se pot forma xantinmonofosfatul
(XMP) care conduce in final la guanozinmonofosfat (GMP). De asemenea, din IMP se
poate forma adenozinmonofosfatul (AMP).

in biochimie si biologia moleculard rolul AMP si GMP este bine studiat
pentru considerentul ca acesti nucleozidmonofosfati (NMP) includ bazele azotate
heterociclice (nucleobazele) prezente in acizii nucleici. Acesti purinmonofosfati,
alaturi de pirimidin-monofosfati i.e.: citidinmonofosfat (CMP), timidinmonofosfat
(TMP) si uridinmonofosfat (UMP) concura la formarea acizilor nucleici. In cazul ca se
urmaresc aspectele anabolice se remarca biosinteza acizilor nucleici (DNA si RNA).
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Daca se urmaresc aspectele caracteristice biodegradarii se remarca faptul ca
din IMP se formeaza inozina. Similar din XMP se formeaza xantinaza, din GMP rezulta
guanozina, iar din AMP adenozina. Compusii rezultati se numesc nucleozide si sunt
formate din nucleobaze si pentoza (riboza in cazul RNA sau deoxiriboza in cazul DNA).

Dupa degradare compusii purinici reprezentati de nucleozidmonofosfati (NMP) si
nucleozide trec in sange si ajung la ficat. In continuare se formeazd nucleobazele
purinice (fig.2-2).
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Fig. 2-2. Cai biochimice specifice biodegradarii metabolitilor purinic

Acestea sunt adenina (6-aminopurina), guanina (2-amino-6-hidroxipurina)
si alti derivati purinici : hipoxantina (6-hidroxipurina), xantina (2,6-dihidroxipurina)
si acid uric (2,6,8-trihidroxipurina).

2.2.3.2. Biodegradarea purinelor de provenienta exogena

Aportul exogen de nucleoproteine si precursori ai acestora provine din nutrientii
prezenti in alimente, in spetd compusii purinici. In aceste circumstante, in conditiile unei
malnutritii prin exces de proteine, literatura de specialitate aminteste de asa numita
Jinflatie uricd a organismului”. Aceasta circumstanta este probata in primul rand de
cresterea semnificativa a eliminarii de acid uric precum si de predispozitia pentru litiaze
urice, dar si pentru guta.

Purinele si pirimidinele de provenienta exogena rezulta din catabolizarea
alimentelor la nivelul tractului gastro-intestinal sub actiunea unor enzime specifice,
e.g.: nucleotidaze, nucleozidaze, nucleaze. Dupa eliberarea purinelor si
pirimidinelor, acestea sunt transportate la celule pe calea circulatiei sanguine. La
nivel celular sunt hidrolizati, iar apoi produsii de scindare sunt utilizati pentru
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sinteza intracelulara a purinelor si pirimidinelor necesare propriului organism. Nu
toti produsii metabolici rezultati din hidroliza sunt utilizati pentru biosinteza. Aceasta
situatie este valabila si pentru nucleozide si nucleozidmonofosfati.

O parte din purine trec in hipoxantind si xantind pentru ca apoi sa fie
transformate direct in acid uric. O altd parte din purine poate fi scindatd de flora
bacteriana in uree, alantoina si amoniac.

Nutrientii si non-nutrientii care influenteaza statusul homeostaziei derivatilor
purinici din organism sunt prezenti in alimentele bogate in nucleoproteine (care
contin acizi nucleici), lipoproteine etc. Consumul excesiv de alimente bogate in
proteine contribuie la cresterea cuantumului de acid uric, urmat de cresterea
uricemiei si respectiv a uricozuriei.

In metabolismul nucleoproteinelor exista o etapa caracteristica pentru
biodegradarea (catabolizarea) nucleotidelor purinice. Aceasta poate incepe de la
acizii nucleici (DNA sau RNA) si conduce la nucleotidmonofosfati (NMP), nucleozide
si nucleobaze. In final se produce acidul uric care este insolubil si se excretd in urind
sub forma de microcristale provenite de la acidul uric sau precursori metabolici ai
acestuia (e.g. xantina).

2.2.3.3. Biodegradarea cu formarea acidului uric

A treia si ultima secventd a cailor biochimice specifice metabolismului
purinelor intereseaza ,biogeneza acidului uric” (v. fig. 2-1). In procesele catabolice
specifice intrd nucleobazele purinice. Astfel, adenina se transforma in hipoxanting,
iar guanina in xantina. In etapa finala se formeaza acidul uric, principalul precursor
al litiazelor purinice.

Acidul uric este un produs metabolic final al catabolismului purinelor la
nivelul rinichiului deoarece, la fel ca majoritatea mamiferelor mici, oamenii nu
poseda enzima uricaza care catalizeaza conversia acidului uric in alantoind (Moe et
al.,2002).

In tabelul 2-2 se prezinta date compilate din literatura de specialitate de
[143] privind concentratia derivatilor purinici in urina.

Tabel 2-2. Concentratia nucleobazelor purinice si a altor derivati purinici in urina

Nr. Valori (mg/kg corp)
crt. Metaboliti purinici Media Limite de variatie
1. Adenina 0,020 0,016 - 0,240
Guanina 0,006 0,003 - 0,009
> 8-hidroxi-7-metil-guanina 0,020 0,016 - 0,030
’ 7-metil-guanina 0,090 0,080 - 0,110
N,-metil-guanina 0,007 0,006 - 0,190
3 Hipoxantina 0,140 0,080 - 0,190
i 1-metil-hipoxantina 0,006 0,003 - 0,010
4. Xantina 0,090 0,070 - 0,120
Acid uric 2,000 0,800 - 3,000
1,3-dimetil-acid uric urme ---
6. Baze purinice - total -—- 0,200 - 1,000

Plasma sanguind umana contine in mod normal 0,18-0,40 ml/l acid uric
(3,0-6,0 mg/100 ml). barbatii prezinta valori mai crescute decat femeile.
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Acidul uric este un acid slab cu pKa = 5,75 iar concentratiile acidului uric si
ale uratilor sunt egale. La un pH extracelular fiziologic de 7,4 uratul (98%) este mult
mai abundent decat acidul uric (2%). Majoritatea uratilor circuld sub forma
monosodica, care are o solubilitate mai mica de 7 mg/dL. Aceastd valoare poate fi
depasita la unii subiecti care astfel sunt expusi riscului depunerii de cristale. Uratul
nu este legat de proteine si este filtrat prin glomerul. In final dup etapele de
ultrafiltrare glomerulara, reabsorbtie tubulara si secretie tubulara, are loc excretia
renala a acidului uric [144].

Cuantumul acidului uric urinar (uricuria) la un adult de sex masculin, in
cazul unei diete fara purine, este de 1,6-3,6 mmoli / 24 h (270-600 mg / 24 h).

Pentru a evidentia mai distinct aspectele specifice cailor biochimice ale
metabolizarii purinelor s-a prezentat in fig.2-2 biodegradarea nucleobazelor purinice, i.e.
adenina, guanina cu formule structurale. Se mentioneaza, de asemenea, rolul enzimelor
adenaza, guanaza, xantinoxidaza in formarea hipoxantinei si xantinei (ca metaboliti
intermediari) si in final a acidului uric [145, 146, 17]. Se prezintda, de asemenea, o cale
biochimica specifica care conduce la formarea unui metabolit secundar numit
2,8-dihidroxiadenina (2,8-DHA).

Atadt adenina cat si guanina converg la intermediarul comun, xantina.
Hipoxantina este oxidata la xantind de enzima xantinoxidaza. Guanina este
deaminata, cu eliberarea grupului amino sub forma de amoniac, la xantina. Xantina,
la fel cu hipoxantina, este oxidata in prezenta oxigenului din tesuturi si a
xantinoxidazei cu producere de peroxid de hidrogen. La om, acidul uric si uratii sunt
excretati, iar peroxidul este degradat de catalaza.

Dintre compusii mentionati mai sus, acidul uric, xantina si, mai rar, 2,8-dihi-
droxiadenina (2,8-DHA), pot forma uroconcremente.

La om si unele animale superioare (maimute) acidul uric este principalul
produs final al metabolismului purinelor. La omul normal, supus unui regim
alimentar lipsit de purine elimind zilnic prin urina sub 590 mg acid uric; in cazul ca
omul este supus unui regim normal, excretia zilnica este de 900-1000 mg.

Studii au demonstrat ca 2/3 pana la 3/4 din totalul acidului uric se elimina
prin rinichi, iar restul prin intestin, unde este degradat de flora bacteriana.

Concentratia plasmaticd a acidului uric este de aproximativ 4mg/100mL la
femei si 5mg/100mL la barbati. Deoarece pK acidului uric este de 5,75 la pH
plasmatic de 7,4 aproximativ 98% se afla sub forma de urat.

Structura moleculard corectd a acidului uric a fost propusda de Ludwig
Medicus in 1875. in continuare prima sintez& in laborator a acidului uric s-a facut in
1895 de catre Emil Fischer (Premiul Nobel, 1902) dovedindu-se ca structura propusa
de Medicus a fost corecta.

In unele tratate de specialitate se mentioneaza, cu referire la biogeneza acidului
uric, existenta unui ,ciclu scurt” si a unui ,ciclu lung”. Ciclul scurt de formare a acidului
uric conduce de la inozimonofosfat (IMP) la acid uric. Astfel are loc transformarea acidului
inozinic in inozind care sub actiunea enzimei inozinfosforilaza este transformata in
hipoxantind. Hipoxantina catalizata de xantinoxidaza, trece in xantina care, sub actiunea
aceleiasi enzime, se transforma in acid uric. Ciclul lung al producerii acidului uric
intereseaza si nucleozimonofosfatii (NMP) in care nucleobazele sunt adenina (A) si guanina
(G). Astfel se produce initial transformarea inozinmonofosfatului (IMP) in
adenozinmonofosfat (AMP) si guanozinmonofosfat (GMP).

In conditii de pH sczut, acidul uric cristalizeazd din solutii apoase in forma
anhidra sau de dihidrat mai putin stabil. Ambele forme se regdsesc in calculii urinari,
dar cea anhidra este mai frecventda. In solutii neutre sau bazice acidul uric se
transforma in urat prin deprotonarea azotului din pozitia Ns. Uratii sunt semnificativ
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mai solubili decat acidul uric, aceste saruri cristalizeazd, de asemenea, In medii
fiziologice. In patobiochimie mai des intaInite (si uneori ,depozitate”) sunt uratul de
sodiu monohidrat si uratul de amoniu. Cristalele de urati de sodiu monohidrat
precipita in fluidul interstitial (fluidul sinovial) al articulatiilor generand guta.

Cu toate ca proprietatile optice ale cristalelor de acid uric au fost investigate
la sfarsitul secolului XIX, prima structura cristalind a fost prezentata de Hans
Ringertz in 1966 - fig 2-3.

6.56 A

8.73 A

(1) (2)

Fig. 2-3. Structuri cristaline pentru acid uric
(1) acid uric anhidru; (2) acid uric dihidrat

Cristalele de acid uric anhidru sunt monoclinice. Planurile cristaline sunt
paralele, dispuse la distante de 6,56°. Fiecare plan este compus din ,fasii paralele”
in care moleculele de acid uric sunt mentinute prin legaturi de hidrogen si inclinate
la 62°. Cristalele de acid uric dihidrat sunt ortorombice, cu structura planard relativ
similara cu precedentele. Distanta interplanara este de 8,73A.

Acidul uric este putin solubil in fluide biologice. Excretia urinard a uratilor
apare prin procesul de filtrare glomerulara, reabsorbtie tubulara si secretie tubulara.

Acidul uric este o substanta usor oxidabila si, prin capacitatea sa de a capta
radicali liberi. Din acest motiv poate fi considerat un factor protector contra
agresiunii oxidante continue (stresul oxidativ) la care sunt expuse majoritatea
tesuturilor organismului.

Nivelul normal de acid uric este de 50 + 10 mg% la barbati si 40 + 10 mg%
la femei. Acumularea acidului uric Tn tractul urinar, aldturi de alte substante
organice sau anorganice (in special metale) poate conduce, prin procese de
precipitare si/sau de coprecitare, la formarea starterilor litiazici.

2.3. CARACTERISTICI ALE SINTEZEI ORGANICE A
PURINELOR

Purinele nu existd ca atare in natura, dar pot fi produse prin sinteza
organica. Se afld, insa, In regnul vegetal si animal numerosi derivati purinici. Dintre
acestia mai cunoscuti sunt adenina, guanina, inozina, xantina, derivati xantinici (8-
hidroxixantina, 2,8-dihidroxiadenina, acidul uric s.a.).
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Obtinerea prin sinteza in laborator a fost perfectata pentru necesitatile
producerii unor compusi intermediari utilizati ulterior in industria farmaceutica.

Sinteza organica a purinei s-a facut in 1899 pentru prima oara, pornind de
la acid uric. Acidul uric a fost izolat de catre Scheele (deja in 1776).

Acidul uric in reactie cu PCls conduce la 2,6,8-tricloropurina, care a fost
convertitd cu HI si PH,I la 2,6-diiodopurina. Cu ajutorul pulberii de zinc, aceasta din
urma a fost redusa la purina.

O prezentare schematica a cdilor de sinteza ale purinelor (compusi in structura
carora se afla un ciclu pirimidinic si un ciclu imidazolic) pornind de la derivatii primari se
reda in fig. 2-4.
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Fig. 2-4. Sinteza organica a derivatilor purinici (pornind de la acidul cianhidric)

Una din cdile de sinteza a derivatilor purinici in laborator porneste de la
acidul cianhidric (HCN). Se formeaza initial diaminomaleodinitril. Apoi se realizeaza
o prima ciclizare rezultand un derivat al nucleului imidazolic. Apoi, prin reactii
succesive are loc a doua ciclizare formandu-se nucleul pirimidinic. In continuare se
pot obtine majoritatea purinelor cu incidenta naturala.

Reactiile prezentate sunt specifice sintezei purinelor, utilizata in obtinerea de
diverse produse de uz chimioterapeutic.

In organism biosinteza purinelor are loc la nivelul ficatului. Sinteza este initiata
de la 5-fosfo-a-ribozil-1-pirofosfat si conduce la nucleotida inosin 5'-monofosfat (IMP),
iar de aici la alte molecule de purinnucleozidmonofosfati .
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2.4. ASPECTE NUTRITIONALE PRIVIND PRECURSORII
PURINICI IN UROLITIAZE

in organismul uman purinele (derivatii purinici) se fo[meazé in cursul
proceselor anabolice specifice metabolismului nucleoproteidelor. In acest cadru se
mentioneaza faptul ca@ bazele purinice libere (in speta adenina, guanina,
hipoxantina, xantina) provin din: N

a) catabolismul acizilor nucleici tisulari - reprezinta aportul endogen. In aceste
procese intervin enzimele specifice metabolismului nucleoproteinelor.
Nucleozidmonofosfatii (NMP) si nucleozidele sunt degradate pana la nucleobaze purinice
libere si, in final, la acid uric;

b) catabolismul nucleoproteinelor alimentare - reprezintd aportul exogen. in
tubul digestiv nuceloproteinele almentare sunt supuse actiunii unor enzime
specifice. Procesul de digestie incepe din stomac si continua sub actiunea
proteazelor din sucul gastric si intestinal. Componenta proteica este adusa in stadiul
de acizi aminati, iar componenta prostetica - acizii nucleici sunt hidrolizati initial
pana la pirimidin nucleozidmonofosfati (CMP, TMP, UMP) si, respectiv purin-
nucleozidmonofosfati (AMP, GMP). Acestia din urma sunt hidrolizati in continuare
pana la derivatii purinei (baze purinice) si, in final, pana la acid uric.

Metabolitii rezultati in urma biodegradarii acizilor nucleici nu sunt doar produsii
finali amintiti (baze purinice libere), ci un amestec de nucleozidmonofosfati, nucleozide
si baze purinice libere. Dintre acestea, nucleozidele reprezinta forma cu cea mai
adecvata absorbtie intestinala si au cea mai buna solubilitate. Acestea sunt urmate de
nucleozidmonofosfati, bazele purinice ca atare avand o absorbtie scazuta si o solubilitate
redusa. Nucleozid-monofosfatii si nucleozidele sunt absorbite prin vilozitatile intestinale
si ajung pe calea venei porte in ficat. De aici trec in alte organe unde vor servi pentru
sinteza acizilor nucleici (calea biochimica de sinteza), iar fractiunea neutilizata va fi
degradata pana la acid uric (calea biochimica degradativa).

Acidul uric nu prezinta nici un risc patobiochimic atat timp cat ramane dizolvat
in fluidele din organism. In plasm3, acidul uric se gdseste liber si sub form& de s&ruri
de sodiu. Studiile au demonstrat ca acidul uric este legat de globulinele plasmatice
si ca pH-ul sadngelui intravascular influenteaza gradul de reversibilitate a acestei
legaturi, ca si unele medicamente intrebuintate in tratamentul gutei [147, 148].

La om, in conditii normale, dupa o ingestie exagerata de alimente cu
continut ridicat de derivati purinici care sunt in acelasi timp precursori ai acidului
uric, creste excesiv rata de excretie urinard a acestuia, asociatda numai cu o
moderata crestere a uratilor in plasma. Prin acest proces rinichiul cauta sa
micsoreze efectul pe care I-ar produce hiperuricemia asupra nefronului pus in fata
unei incarcari excesive endo- sau exogene de urati [149, 150, 125, 151].

La originea purinelor libere din sange si din tesuturi se afla predominant
purinele existente in alimente (guanina, xantina, acidul uric). Purinele rezulta, in
parte, din nucleoproteinele provenite din consumul de alimente (origine exogenad) si,
in parte din derivatii purinici rezultati prin biosinteza la nivelul tesuturilor - asa
numita sinteza de novo (origine endogena).

Aportul exogen (alimentar) al purinelor este dependent de cuantumul
acestora in produsele alimentare (tabel 2-3). Se remarca faptul ca alimentele cu
continut ridicat de compusi purinici apartin predilect produselor alimentare de
origine animald si evident, unor produse procesate.
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Tabel 2-3. Concentratia purinelor in diferite alimente

Specificare Aliment Purine g(Jr)ng/lOO

Heringi 790
Sardele in ulei 118
Ficat de vita 93
Rinichi de vaca 80
Carne de porc slaba 70

Produse animale Limba de vita 55
Creier 195
Carne de vaca 40
Carne de géasca 33
Carne de gdina 29
Mezeluri 20
Spanac 70
Ciuperci 50

Produse vegetale Mazare 45
Fasole boabe 44
Varza Bruxelles 23
Conopida 23
Cacao 1900

Alte produse Ciocolats 620

Este interesant de observat aportul proteinelor din alimente in modificarea
uricemiei. Doud studii importante au testat relatia dintre aportul de proteine prin
dieta si excretia de acid uric. Primul studiu efectuat de [152], a demonstrat ca
subiectii care aveau calculi cu acid uric consumau cu 66% mai multe proteine decat
aceia fara calculi. Al doilea studiu, intreprins de Fellstrom et al. (1983) pe doua
grupe de subiecti cu diete sarace in proteine, respectiv bogate in proteine. Dupa
doud saptamani de regim au fost determinate pH-ul urinar si concentratia de acid
uric. Urina subiectilor cu dietd bogata in proteine era mai acida, iar concentratia de
acid uric a crescut cu 90%. Ambele studii indica faptul, sesizat si de [18], ca un
consum ridicat de proteine mareste riscul de formare al calculilor urici .

Sub aspect fiziologic, mare parte a acidului uric excretat in urind este sub
forma liberd, spre deosebire de acela plasmatic, care este reprezentat predominant
de urat de sodiu. Acesta este motivul pentru care calculii renali sunt formati
predilect din acid uric si nu din urati.

In cazul omului, acidul uric este produs metabolic final si este eliminat ca
atare, fara nici o modificare a structurii chimice [153]. La iepuri, produsul final al
catabolismului purinelor nu este acidul uric, ci un metabolit al acestuia denumit
alantoind (astfel de organisme se numesc alantoinotelice). Alantoina provine din
deschiderea inelului pirimidinic al acidului uric si eliminarea unei molecule de dioxid
de carbon sub actiunea catalitica a enzimei uricaza - oxidoreductaza care contine Cu
in moleculd. Aceasta transformare are loc in ficat.

in rinichi acidul uric este filtrat prin glomerul si aproape total absorbit n
tubul proximal. In continuare acidul uric este secretat in lumenul din partea distala a
tubului proximal. Modificari in aportul alimentar de purine aduce mici diferente de
concentratie a acidului uric la nivelul plasmatic sanguin [154, 155].

Sub aspect biochimic lactatul si corpii cetonici (acetoacetat si
B-hidroxibutirat) concureaza cu acidul uric in etapa de secretie la nivelul tubulilor renali.

in zone endemice precum Asia de sud-est si regiunea mediteraneand, calculi
cu acid uric nu sunt asociati n mod frecvent cu hiperuricemia.
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Referitor la solubilitatea metabolitilor purinici: hipoxantina, xantina si acid uric,
se observa ca valorile solubilitatii difera in sange si urina functie de metabolismul purinic
si de pH-ul mediului [156, 40].

2.5. METABOLISMUL HIDRO-ELECTROLITIC - ASPECTE
SPECIFICE

2.5.1. Privire sinoptica

In urolitogeneza dinamica procesului de nucleatie heterogena cu formarea
»Starterilor” si ulterior a microcristalelor are o conditionare multifactoriala interesand
cu predilectie tulburari metabolice, dar si anomalii anatomice [157, 158].

Mediul ambiant si mediul habitual intervin in mod categoric in litogeneza, prin
expuneri prelungite la atmosfera calda si uscata, care favorizeaza deshidratarea. Factorii
alimentari si existentiali, cu deosebire denutritia (prin exces sau prin carente), starile de
stres generate de tensiunile psihice, se afla de asemenea la originea litiazei renale.
Standardul de viata, consumul crescut de carne, lapte, derivate de lapte, reprezinta o alta
cauzad importanta de litogeneza, facand din litiaza renald o boald a excesului proteic, a
abuzului alimentar [159]. Influenta apei de baut in geneza calculilor nu este foarte clara,
dar unele colectivitati umane in care se bea apa distilata marind (e.g.: in Indiile de Vest)
nu fac aceasta boala .

In acelasi timp, litiaza renala are la origine si factori endocrini si metabolici,
unii dintre acestia cu conditionare genetica. Acesti factori ii confera caracterul de
«maladie litogena de diateza precipitanta urinara», nu rareori asociata altor concretiuni
calculoase si in alte organe, e.g.: cai biliare, pancreas, glande salivare, plamani, vase
sanguine [6, 160, 82, 161, 162,163].

2.5.2. Rolul apei in biogeneza uroconcrementelor

Litogeneza este consideratda o perturbare a metabolismului hidro-electrolitic,
mai precis consecinta unor modificari ale homeostaziei biochimice. Aceasta poate
conduce la efecte patobiochimice la nivelul aparatului reno-urinar.

In sistemele vii apa se prezinta ca un bioconstituent anorganic care are
capacitate mare de solubilizare a compusilor organici si biominerali din organism si
care asigura mediul optim pentru reactiile care definesc diversele cai biochimice ale
proceselor catabolice si anabolice.

De asemenea, apa intervine in traficarea diverselor substante din organism.
Spre exemplu micromoleculele provenite din nutrienti, absorbite la nivelul tubului
digestiv sunt vehiculate prin sange spre tesuturi, iar substantele rezultate din
procesele metabolice sunt excretate si eliminate pe cale renala si tegumentara.

Apa constituie mediul reactiilor de hidratare, hidroliza, oxidoreducere,
conjugare etc. — reactii care se realizeaza in conditii blande de temperatura si pH.
De asemenea, contribuie la mentinerea echilibrelor acido-bazic, osmotic si coloid-
osmotic (oncotic). Participad la transportul transmembranar prin mecanisme specifice
sistemelor de microtransport (e.g. transport activ si pasiv) si macrotransport (i.e.
endocitoza si exocitozd). Circumscriind aportul apei la procesele metabolice din
organismul uman, se evalueaza obisnuit bilantul general al acesteia, remarcand
sursele exo - si endogene (fig. 2-5).
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Sursa Sursa
Input exo- si endogena endogena Output
apa potabila urina 1500 mL
1300 mL -
apa din
850 mL alimente organism|  qer expirat 200 mL
piele (perspiratie) 500 mL
350 mL metabolism fecale 100 mL

Fig. 2-5. Bilantul general al apei din organismul uman
(reprezentare schematicd)

Datele prezentate ne ofera informatii generale si asupra tranzitului apei la
nivelul aparatului reno-urinar unde cuantumul mediu al eliminarii este 1500 mL.

Urmarind aspectele repartitiei apei in organism se discutda curent despre
existenta a doua compartimente distincte: a) compartimentul intracelular care
Jnclude” apa din interiorul celulelor, sumandu-se la circa 38% _din greutatea
corporala. Evident, concentratia variaza functie de tesut sau organ. In ansamblu se
cunoaste faptul ca in interiorul celulei existd un cunatum mai ridicat al cationilor K* si
Mg?*, raportat la un cuantum mai scizut al cationilor Na* si Ca®*. In cazul anionilor, in
celule existd un cuantum mai mare de fosfati H,PO,”, HPO,? in raport cu CI" si HCO5;
b) compartimentul extracelular este reprezentat in principal de fluidul interstitial (17%
din greutatea corpului) si sange (5% din greutatea corpului). Suma acestora
reprezintd 22% din greutatea corpului. Evident, nu se pierde din vedere faptul ca apa
este prezenta si in alte lichide biologice cum ar fi fluidul cerebrospinal (FCS) numit si
lichid cefalo-rahidian, limfa, lichidul sinovial, umoarea apoasa, umoarea sticloasa etc.

Apa din organism este prezenta si in sistemele tampon. Se reitereaza faptul ca
in organism exista sisteme tampon primare reprezentate de: acid carbonic /
bicarbonat de sodiu (H,CO3 / NaHCO3); fosfat acid de sodiu / fosfat bazic de sodiu
(NaH,PO,4 / Na,HPQ,); proteine cu continut de grupari carboxilice acide / proteine
partial salifiate cu ioni de sodiu (notate conventional H Proteine / Na-Proteinat).

De asemenea, exista sisteme tampon secundare cum sunt: hemoglobina
oxidata / hemoglobina redusa (notat uzual Hb oxidata / Hb redusa); fosfat acid de
potasiu / fosfat bazic de potasiu (KH,PO,4 / K;HPO,); hemoglobind / hemoglobinat de
potasiu (notat H-Hb / K-Hb).

S-au mentionat aceste date pentru considerentul ca sistemele tampon intervin
in echilibrul acido-bazic al organismului si, in cazul urolitiazelor, modificarile de pH,
in care sunt implicate si sistemele tampon, sunt importante pentru faptul ca pot
interveni in biogeneza litiazelor [164, 165].

2.5.3. Rolul ionilor metalici in biogeneza uroconcrementelor

In procesul de urolitogenezd un rol major au cationii metalici prezenti in
excretia renald. Astfel, in patogeneza urolitiazelor, s-a acreditat conceptul ca urina
reprezintd un “mediu metastabil” in care este posibild precipitarea si/sau
coprecipitarea compusilor organici si anorganici, succedatd de formarea
uroconcrementelor.

Rolul metalelor in coprecipitare a fost sesizat [79]. Cercetari intreprinse au
relevat rolul metalelor in etiopatogenia urolitiazelor si au stat la baza emiterii ipotezei
mecanismului bioanorganic al ,nucleatiei heterogene bioanorganice” in urolitogeneza.
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Evident, acest mecanism nu exclude ideea matricei calculoase care faciliteaza formarea
“starterilor” si evolutia spre uroconcremente [133, 3, 166, 167, 168].

Principalele aspecte referitoare la rolul compusilor biominerali in organism
releva: a) contributia la procesele de morfogeneza, prin faptul ca intrda ca
bioconstituenti in compozitia diverselor tesuturi, indeosebi a tesuturilor de sustinere
carora le confera rezistenta mecanica, e.g.: tesutul osos, tesutul cartilaginos, tesutul
conjunctiv etc. (acest rol este formulat in literatura de specialitate clasica prin
expresia de “rol plastic”); b) interventia ca efectori metabolici in calitate de
“activatori” n diverse reactii enzimatice caracteristice unor cdi biochimice din
procesele catabolice si/sau anabolice (e.g.: magneziul intervine ca activator in
sinteza acizilor nucleici) ; c) participarea ca efectori metabolici in calitate de
“inhibitori” ai unor reactii enzimatice din diverse cai metabolice - mentionand aptul
ca rolul de inhibitor poate fi indeplinit nu numai de elementele cu potential toxicogen
ci si de bioelementele aflate in exces; d) mentinerea in limite fiziologice a presiunii
osmotice a mediilor lichidiene din organism prin participarea la reglarea perpetua a
acesteia; e) mentinerea statusului fizico-chimic normal a coloizilor din organism si a
presiunii oncotice (coloid-osmotice); f) formarea sistemelor tampon din mediile
lichidiene (indeosebi din sange), cu rol in reglarea echilibrului acido-bazic al
organismului; g) realizarea sistemelor bioelectrice implicate in tranzitul
transmembranar de la nivelul membranelor celulare (e.g.: pompa Na-K); h)
integrarea ca si bioconstituenti in compozitia unor metaboliti (e.g. metaloenzime,
saruri ale acizilor grasi); i) participarea la unele procese patobiochimice care conduc
la modificari fiziopatologice si chiar morfopatologice afectdnd diverse aparate si
sisteme (e.g. in acest cadru se inscrie si patologia litiazelor in general).

Clasificarea biometalelor se face in macro-, oligo- si microbioelemente. Alaturi
de aceasta clasificare, considerata clasica, exista una uzuala care grupeaza metalele in
macroelemente metalice si microelemente metalice. Evident o clasificare similara pentru
nemetale. Dintre macroelementele metalice fac parte Na, K, Ca, Mg, iar dintre
microelementele metalice zZn, Cu, Fe, Mn, Co, Cr, Mo etc. Date generale privind
concentratiile metalelor in serul sanguin se prezinta in tabelul 2-4 si in urina in tabelul
2-5 (v. Cap. 2.7.)

In afara de biometale in organism pot accede si xenobiotice care au in
compozitie metale cu potential toxicogen (e.g. Pb, Cd, s.a.). Si acestea pot
participa, alaturi de biometale la procesele de litogeneza.

Abordarea problemei bioconstituentilor circumscriséd la compozitia chimica
elementalda a materiei vii releva faptul ca 28 de elemente sunt componente
permanente si constante ale organismului. Dintre acestea 11 elemente (oxigenul,
carbonul, hidrogenul, azotul, calciul, fosforul, potasiul, sulful, sodiul, clorul si
magneziul) alcatuiesc peste 99 % din bioconstituentii organismului - avand rol
fundamental in morfogeneza si energogeneza. Aceste elemente mai sunt numite si
elemente de constitutie sau macroelemente.

Restul de 17 elemente (fierul, fluorul, siliciul, zincul, cuprul, iodul, bromul,
manganul, aluminiul, plumbul, borul, molibdenul, arsenul, cobaltul, nichelul, titaniul) se
afla in concentratii sub 1 %, dar au un rol fiziologic deosebit de important ca si
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componenti ai unor metaloproteine (e.g. hemoglobina, citocromi) si ai unor enzime. De
asemenea, unele cu rol catalitic sau rol determinant in anumite procese metabolice.
Acestea sunt cunoscute sub denumirea de oligoelemente sau microelemente.

Alaturi de aceste 28 elemente, in organismul unor vietuitoare au mai fost
identificate in urme si alte elemente (numite microelemente neesentiale), de
exemplu: V, Rb, Cs, Li, Ba, Sr, Ag, Cr s.a. Metalele sunt prezente sub forma unor
compusi anorganici sau organometalici de interes biologic sau sub forma ionica
intervenind in homeostazia biochimica care asigura desfdasurarea normala a
proceselor fiziologice.

In relatie cu functionarea aparatului reno-urinar, perturbarea homeostaziei
biochimice faciliteaz& procesul de urolitogeneza [15, 3, 169, 170]. intr-o prim& fazd a
procesului de litogeneza asa cum s-a aratat are loc ,nucleatia heterogena
bioanorganica” in care intervin metalele care se leaga cu anionii anorganici, organici sau
cu compusii organici cu polaritate negativa. Se formeaza in acest mod “starterii” care, in
continuare, determind precipitarea / coprecipitarea continud a electrolitilor [32].
Nucleele de cristalizare se pot forma la nivelul rinichiului, al glandelor salivare etc.

Rolul compusilor minerali, in general, si a ionilor metalici, in particular, in
organismul uman poate fi discutat sub diverse aspecte de interes pentru biochimie,
fiziologie, si, evident, pentru patobiochimie, fiziopatologie etc. Homeostazia
metabolismului hidroelectrolitic este importanta in desfasurarea proceselor metabolice.

2.6. INVESTIGATII DE CHIMIE CLINICA SPECIFICE
UROLITIAZELOR

in investigarea patologiei litiazelor - in general si a urolitiazelor - in special,
se utilizeaza posibilitatile oferite de laboratorul clinic in compartimente disctincte de
chimie clinica, hematologie si microbiologie.

in chimia clinicd, in cazul urolitiazelor, se procedeazd la efectuarea
analizelor specifice pentru: sange, urina si uroconcremente. Metodele utilizate in
determinari pot fi chimice si fizico-chimice. Complexitatea analizelor depinde de
dotarea laboratorului clinic - mai exact a compartimentului de chimie clinica. La
analizele specifice de chimie clinica solicitate pentru urolitiaze se asociaza uneori si
analize cu specific hematologic si microbiologic in compartimentele conexe
laboratorului clinic. O vasta literaturda de specialitate ofera informatii detaliate
asupra metodelor de investigatie specifice acestor laboratoare [79, 171, 172, 173,
174, 83, 175, 16]. Datele obtinute ofera informatii asupra subiectului - devenit caz
clinic - asigurand in continuare orientarea conduitei clinice.

Se mai aminteste faptul ca pentru diagnosticarea urolitiazelor se utilizeaza
diverse metode de explorare paraclinica. In acest cadru o importanta aparte prezinta
metodele imagistice. Dintre acestea se mentioneaza investigatile bazate pe
a) radiologie; b) ultrasonografie ; c) radioizotopie; d) rezonanta magnetica nucleara
[15, 176, 177, 178].

Rezultatele investigatiilor bazate pe astfel de metode sunt importante pentru
stabilirea diagnosticului, orientarea conduitei clinice si, in timp, monitorizarea
statusului fiziologic si fiziopatologic.
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2.6.1. Investigatii de chimie clinica pentru sange si urina -
generalitati

In chimia clinicda specificul metodelor utilizate a cunoscut o perpetua
diversificare Aceasta a permis extinderea investigatiilor si aprofundarea problemelor
legate de metabolitii normali si patologici (eliberati in exces) ca si de prezenta
xenobioderivatilor proveniti, in general, din xenobioticele de interes alimentar si/sau de
interes farmaceutic care insotesc nutrientii.

in determin&rile analitice se utilizeaz& metode chimice (directe) prin care se
determina masa de substanta si metode fizico-chimice (indirecte sau instrumentale)
prin care se determina proprietati ale substantei (e.g. absorbtia luminii, indicele de
refractie s.a.).

Grupa metodelor chimice include gravimetria si volumetria (titrimetria)
Dintre metodele fizico-chimice in laboratorul chimic se utilizeaza: potentiometria,
fotometria, spectrofotometria, cromatografia, refractometria.

in tabelul 2-5 se prezintd metodele fizico-chimice utilizate in determinarea
cantitativa (numita in tratatele de chimie clinica si dozare) pentru metale, efectuate
din sange si urina. Pentru prezenta lucrare intereseaza doar metode de determinare
a principalelor metale alcaline (Na, K) si alcalino-teroase (Ca, Mg) pentru
considerentul ca un capitol special al acestei lucrari (Cap. 6) se refera la determinari
de metale din sange si urind in relatie cu afectiunile litiazice si tratamentul acestora
prin metode chirurgicale, respectiv prin litotripsie. In literatura de specialitate de
limba romana pentru termenul de litotripsie se foloseste si denumirea de litotritie,
dar si aceea de ,litotripsie cu unde de soc extracorporeale” - ESWL (Extracorporeal
Shock Wave Lithotripsy) preluatd din literatura (de specialitate) de limba engleza.

Tabel 2-4. Metode chimice si fizico-chimice de determinare a unor parametri serici si urinari

Specificare Metode_de determinare specifice pentru. _
Ser sanguin uUrina

Sodiu Potentiometrie, Flamfotometrie Flamfotometrie
Potasiu Electrozi ioni selectivi, Flamfotometrie | Flamfotometrie
Calciu Titrimetrie Titrimetrie
Magneziu Titrimetrie Titrimetrie
Fosfor anorganic Fotometrie Fotometrie
Clor Fotometrie Colorimetrie
Acid uric Fotometrie Fotometrie
Oxalati Titrimetrie Gaz-cromatografie
Citrati Titrimetrie Enzimatica
Cistina Titrimetrie, Cromatografie Fotometrie
Creatinina Fotometrie Fotometrie, Cromatografie

Cu referire la metodologia investigatiilor din chimia clinica din deceniile
precedente si integrarea de noi metode, in prezent, exista date in literatura de
specialitate [127,179].
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A. Determinarile analitice sanguine

In cazul litiazelor reno-urinare intereseazd determinarea concentratiilor
sanguine pentru acidul uric (uricemia), acidul oxalic (oxalemia), creatinind
(creatininemia), uree (uremia), rezerva alcalina etc.

De asemenea, din probele de sange se determina concentratia unor ioni metalici
(ionograma sanguind): natremia; kalemia; calcemia; magnezemia; sideremia
(concentratia sanguina a fierului) etc. Dintre anioni se determina cloruri, fosfati anorganici
si (In unele cazuri) citratii.

Date asupra principalilor “parametri” chimici serici (valori normale),
importanti in chimia clinica, sunt redate in tabelul 2-4.

Tabel 2-4. Parametri chimici — valori serice normale

. Concentratia in serul sanguin
Specificare mMol/L mVal/L Mg/dL
Sodiu 137-147 137-147 315-340
Potasiu 3,6-5,5 3,6-5,5 14-21,5
. 2,25-2,6 B 4,5-5,2 9,0-10,4
Calciu
2,17-2,54 F 4,34-5,08 8,68-10,2
Calciu ionizat 1,13-1,32 2,26-2,64 -
Magneziu 0,8-1,0 1,6-2,0 1,9-2,5
Clor 98-107 98-107 347-379
Fosfor anorganic 0,8-1,3 - 2,48-4,0
. . 0,18-0,42 B - 3,0-7,0
Acid uric 0,13-0,34 F - 2.2-5.7
Creatinina 0,062-0,110 - 0,7-1,2
Proteine totale 65-87g/L - 6,5-8,7g/dl

Exista tratate de anvergura aparute ulterior [90, 180, 17] care redau secvential
informatii despre parametrii serici si urinari evaluati in analitica biochimicd. Acestea
uneori difera datoritd varietatii tehnicilor analitice. Din acest motiv adesea apar domenii
mai extinse pentru valorile normale. In prezent pentru chimia clinica buletinele de
analiza precizeaza aparatul (analizorul) utilizat, valoarea determinata si domeniul de
variatie normal.

In citarea datelor referitoare la homeostazia biochimicd s-au preferat datele
compilate de Matouschek si Huber (1981) pentru considerentul ca sunt unitare prin
perioadéA si au valori exprimate comparativ.

In continuare se vor prezenta date generale privind investigarea in chimia
clinica (,clasica”) a substantelor care intereseaza prezenta lucrare, predilect compusii
metalici.

Dozarea sodiului - se face uzual prin metoda potentiometrica si metoda
flamfotometrica care au inlocuit metodele titrimetrice.

Dozarea potasiului - se bazeaza tot pe metoda flamfotometrica si in unele
laboratoare cu ajutorul electrozilor ioni selectivi.

Dozarea calciului - este efectuata printr-o metoda titrimetrica -
complexometria, utilizdand sarea de sodiu a acidului etilendiaminotetraacetic (EDTA)
avand ca indicator murexidul. Se mai utiliza si flamfotometria ale carei date nu ofera
rigoare datorita fenomenului de interferenta ionica (in cazul calciului predilect cu sodiul).

Dozarea magneziului - se face titrimetric utilizdnd metoda cu galben-titan (un
derivat tiazolic care formeaza un complex colorat in rosu care, ulterior, poate fi
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determinat fotometric la A = 540 nm). Magneziul se mai poate determina colorimetric
prin metoda Mann-Yoe folosind un reactiv specific (cu continut de
naftalinhidroxibenzen). Se formeaza un complex de culoare rosiatica care poate fi
determinat colorimetric (la A = 505 nm).

in prezent se utilizeaza analizoare special destinate laboratorului clinic care
efectueaza determinari in serie a principalilor ioni metalici, furnizdnd date necesare
diagnosticului clinic.

B. Determinarile analitice urinare

Se rezuma la determinadri ale unor parametri fizico-chimici pentru care se
mentioneaza denumirea si parantetic, valorile normale. Acesti parametrii (dupa
Matouschek si Huber, 1981) sunt : volumul (1500 m L / 24 h); densitatea
(1005-1030 g/cm?); osmolalitatea (400-800 mOsm/kg) si pH-ul (5,8-6,8).

De asemenea, se fac determindri asupra acidului uric (uricuria), ureei,
creatininei, albuminei si, in laboratoare bine dotate, chiar si asupra acidului oxalic
(oxaluria) si cistinei. Determinadri curente se fac asupra concentratiei principalilor
ioni metalici (ionograma urinard): Na®, K, Ca®", Mg?*. Determindrile, in functie de
posibilitati se extind si la fosfati, sulfati, cloruri, ionul de amoniu si citrati. Astfel de
determinari se fac de obicei din urina recoltata in 24 ore.

in cazul determinarilor analitice urinare principalii ,parametri” chimici care
intereseaza in chimia clinicd sunt prezentati (dupa Matouschek si Huber, 1981) in
tabelul 2-5.

Determinarea cantitativda a sodiului si potasiului - se face uzual utilizand
metoda flamfotometrica.

Determinarea cantitativa a calciului - este efectuata prin metoda
permanganometrica. Initial, calciul este precipitat cantitativ cu oxalat de amoniu.
Precipitatul de oxalat de calciu este titrat cu permanganat de potasiu.

Determinarea cantitativa a magneziului din urind se poate face si prin
metoda Mann-Yoe, mentionata mai sus (v. determinarile din ser).

Tabel 2-5. Parametri chimici urinari — valori normali

Specificare Concentrapa;ags;ata la timp Concentratia raportatd la volum (L)
mMol mVal mg mMol/L mVal/L mg/L
Sodiu 130 - 260 130-260 2990-59800 85-170 87-170 1993-3987
Potasiu 40 - 100 40-100 1565-3910 28-67 28-67 1095-2620
Calciu 7,5B 15,08 300 B 508 10,0 B 200 B
6,0 F 12,0 F 240 F 4,0 F 8,0F 160 F
Magneziu 1,5-7,5 3,0-15,0 36,5-182,3 1,0-5,0 2,0-10,0] 24,3-121,5
Clor 120-240 120-240 4250-8500 80-160 80-160 2830-5660
Fosfor 15 - 45 -|  465-1395 10-30 - 310-930
anorganic
Uree 20 - 50 20-50 360-900 - - -
Oxalati 0,45 0,9 40 0,3 0,6 26,4
Citrati 2,1-4,2 6,3-12,6 400-800 1,4-2,8 4,2-8,4 265-530
Acid uric 2,38 - 4,46 - 401-750 1,6-3,0 - 269,0-504,0
Creatinind 7,1-15,0 - 1700 4,7-10,0 - 535-1130
Cistina 0,25 - 60 0,15 - 36

Nota: B - barbati; F - femei
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2.6 Investigatii de chimie clinica specifice litiazelor 59

Si In cazul urinei, in prezent, in chimia clinica sunt utilizate analizoare.

Alaturi de investigatiile cu specific de chimie clinica se face uzual si ,examen
sumar de urina” (urina prelevata matinal). Prin acest examen se determina : volumul
urinar, osmolalitatea, densitatea, pH-ul, albumina, ureea, creatinina, acidul uric, acidul
oxalic, cistina. In plus, sedimentul urinar - urmarit prin microscopie optica - poate
releva prezenta sau absenta din urind a unor cristale (urati, oxalati, fosfati, cistind)
hematii, leucocite, cilindri etc. In cazul decelarii cristaluriei putem afla si detalii privind
caracteristicile morfologice ale cristalelor [181, 3, 182, 107, 183].

Importante sunt uneori si unele teste de chimie calitativa (clinicd). Spre
exemplu, cristalele de cistind si de acid uric precipitd prin addugarea de acid
acetic glacial in urina, care coboara pH-ul urinar sub 5,0. Cistinuria se mai
evidentiaza rapid prin testul cu cianat de sodiu 5% si nitroprusiat de sodiu 5%
(apare coloratie purpurie).

2.6.2. Investigatii chimice pentru urolitiaze

Aplicatiile chimiei clinice intereseaza evaluarea homeostaziei biochimice a
diversilor metaboliti din sange si urind, precum si a compozitiei uroconcrementelor.
Analiza uroconcrementelor se face la nevoie pentru calculii rezultati prin eliminare
spontana sau prelevati in urma interventiei chirurgicale. Metodele asa zise “clasice” se
bazeaza pe analize chimice calitative care stabilesc tipul de litiaza si principalii componenti.

2.6.2.1. Investigatii chimice uzuale pentru urolitiaze

Utilizarea metodelor chimice (directe) a constituit prima modalitate de
analizi pentru calculi. In general, determinarea analiticd a compozitiei chimice a
calculilor se poate face prin metode calitative, semicantitative si cantitative.

Datele referitoare la aceste modalitati de analiza sunt sistematizate in
literatura de specialitate din care se citeaza lucrari din ultimele decenii ale sec. XX
[127, 126, 128, 181, 184].

Pentru identificarea compusilor chimici din uroconcremente se utilizeaza
metode calitative. Pentru dozare se utilizeaza metode semicantitative si cantitative.
In functie de compozitia chimica calculii pot fi integrati in doua grupe (fig.2-6).

—‘ Organice l— Anor@i

~|_Purinici | Cistinici | | Oxalici |- Fosfatici W Carbonatici |
Xantinici | ‘ UriciI cu fosfat cu fosfat
de calciu amoniaco-,
magnezian

Fig. 2-6. Clasificarea generala a urolitiazelor dupa criterii de compozitia chimica
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Aceste grupe includ : a) calculi anorganici : oxalici , fosfatici (din fosfat de
calciu si din fosfat amoniaco-magnezian), carbonatici; b) calculi organici: purinici (cu
acid uric, urati, xantina, 2,8-dihidroxiadenina),cistinici.

A. Identificarea principalilor anioni

in analiza calitativa se procedeazd, initial, la mojararea calculilor. Pulberea
obtinuta se foloseste la identificarea principalilor compusi chimici specifici calculilor urinari.

a) Acidul uric si uratii. Se identifica prin utilizare de acid fosfomolibdic n
solutie tampon de borat, confirmata de aparitia culorii albastre. Pentru identificarea
acidului uric se foloseste reactia murexidului pentru care se utilizeaza NaOH - apare
o coloratie violet intensa, sau se poate utiliza NH,OH - apare o coloratie purpurie.

b) Oxalatii. Se pot identifica printr-o reactie de decolorare. Complexul
format de fier trivalent si acidul sulfosalicilic in prezenta oxalatului isi modifica
culoarea de la portocaliu la galben pal. De asemenea, se poate identifica cu acetat
de sodiu folosind ca indicator rogu de metil - pulberea de calcul (dizolvata in HNO,)
da un precipitat alb.

c) Fosfatii. Se pot evidentia cu reactivul nitrosulfuricomolibdenic care in
prezenta fosfatilor, la incalzire, da o coloratie galbena.

d) Cistina. Se evidentiaza printr-o reactie de reducere. In mediu alcalin si in
prezenta nitroprusiatului de sodiu cistina este redusa in cisteina la adaugare de sulfit
de sodiu. Reactia se caracterizeaza printr-o coloratie rosie.

e) Carbonatii. Se identifica prin dizolvarea pulberii obtinute din calculi la
adaos de HCI si NH,OH.

B. Identificarea principalilor cationi

a) Calciul. Se identifica cu ajutorul sarii disodice a acidului etilendiaminotetraacetic
(EDTA). Culoarea variaza de la rosu la albastru. Pe aceeasi reactie se bazeaza si
determinarea cantitativa.

b) Magneziul. Se evidentiaza prin tratarea pulberii din calcul cu solutie de
tampon borat in prezenta de azo-1-hidroxi-2-dimetil-2-benzensulfonat-5-Na, cand
se formeaza un complex colorat in rosu.

c) Amoniul. Se identifica cu reactiv Nessler si da culori de la galben la maro
(in functie de continutul in amoniu).

Sodiul si potasiul nu prezinta interes clinic pentru identificare uzuala.
Constituentii chimici apar in general in calculii urinari sub forma unor compusi
organici si anorganici, continand diversi ioni metalici (e.g. Ca2+, Mg2+, Na2+, K+, etc)
sau ionul de amoniu (NH,™).

2.6.2.2. Evaluarea compozitiei cristaline a calculilor

Uroconcrementele se p[ezinté ca formatiuni solide, omogene decelate la
anivelul aparatului reno-urinar. In general, au structura cristalina. Aproximativ 95%
din calculi contin componente cristaline si 5% non-cristaline, care formeaza asa
numita matrice proteica.

Analiza calculilor, pentru scopuri care urmaresc cercetarea stiintifica, se face si
prin studii crsitalografice. In unele cazuri se evalueaza si similitudinile mineralogice [1,
13, 185]. Studiile cu specific cristalografic au aratat distributia in cazul unor componente
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chimice din calculi. Spre exemplu, apatita apare in proportie de 33%; acidul uric 10%;
acidul uric dihidrat 6%; acidul uric monohidrat rar; uratul de amoniu 1%. Derivatii
purinici ca si xantina si dihidroxiadenina apar rar. Cistina, chiar daca nu are o frecventa
remarcabild, este importanta din cauza recurentei in absenta metafilaxiei.

In cele ce urmeaza se citeaza cateva exemple de compusi prezenti in calculi
(dandu-se si denumirea mineralogica) in cazurile care se preteaza comparatiilor:

C5H3N403 Acid uric

CsH3N4O3 . Na Urat de sodiu

CsH3N405 - NHy4 Urat de amoniu

(CO0),Ca H,O Oxalat de calciu monohidrat (whewelit)
(CO0),Ca " 2H,0 Oxalat de calciu dihidrat (wedelita)
CaHPO, ' 2H,0 Fosfat de calciu dihidrat (brushit)
Cas(PO,)q Fosfat tricalcic (whitlockit)

MgNH,PO, - 6H,0 Fosfat amoniaco-magnezian (struvit)
Ca,,(PO,) ¢(OH), Fosfat de calciu bazic (hidroxiapatit)
CeH15N,04S5 Cistina

Metodele clasice discutate mai sus, bazate in general pe reactii de culoare,
de precipitare, de oxido-reducere etc., permit evaluarea calitativa si semicantitativa
a componentilor chimici din uroconcremente.

2.6.3. Investigatii cu specific de cercetare stiintifica in studiul
urolitiazelor

Cercetarea metabolismului normal si a perturbarilor metabolice referitoare la
glucide, lipide, protide si electroliti cu efecte asupra homeostaziei biochimice a acestora
a permis o conturare mai riguroasa a conceptului de patologie biochimica. In domeniul
patologiei biochimice a urolitiazelor aplicarea metodelor fizico-chimice se preteaza
pentru investigarea starilor dishomeostazice.

La subiectii cu litiaze, spre exemplu, se pot identifica: hiperuricemie,
hiperoxalemie, hipercalcemie, hipercolesterolemia. Investigarea compozitiei
uroconcrementelor permite definirea tipului de urolitiaza (e.g. urica, oxalica, fosfatica,
cistinica etc.) si asigura instituirea corectda a managementului medical in clinica [186,
187, 188, 189, 190, 191, 192, 193].

Odata cu progresele realizate in domeniul analiticii biochimice, electronicii si
computerelor a devenit posibila introducerea unor noi metode fizico-chimice mult mai
performgnte in raport cu metodele considerate ,clasice”.

In cercetarea stiintifica din domeniul stiintelor vietii (si evident ?An medicind), se
utilizeaza metode analitice fizico-chimice care asigura acuratete datelor. Intre acestea se
mentioneaza: a) spectroscopia optica ( in infrarosu -IR; in vizibil -VIS; in ultraviolet -UV);
b) spectroscopia de absorbtie atomicd; c) spectroscopia de difractie cu raze X
(difractometria); d) cromatografia; e) derivatografia termica; f) rezonanta magnetica
nucleard; g) spectroscopia de masa, etc.

Fara a intra in detalii metodologice, care depasesc cadrul acestei teze, se
face totusi remarca faptului ca unele din metodele utilizate initial doar in fizica si in
chimie au fost preluate in explorarile functionale medicale neinvazive. Astfel, in
clinica medicald, evident cu o aparatura specifica scopului urmarit, se utilizeaza
metode imagistice bazate pe utilizarea razelor X (in tomografia computerizata),
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ultrasunetelor (in ecografie) si rezonantei magnetice nucleare (RMN) si chiar a
scintigrafiei — mai exact a uroscintigrafiei [178].

In investigarea urolitiazelor prin metode bioanalitice pentru a asigura
acuratete, reproductibilitate si expeditivitate se apeleaza la utilizarea metodelor
fizico-chimice.

In prezenta lucrare pentru investigarea urolitiazelor s-au folosit: spectroscopia
in infrarosu cu transformare Fourier (FT-IR), spectroscopia de absorbtie atomica
(SAA) si unele aplicatii ale chimiei clinice in evaluarea ionogramelor (sanguine si
urinare) pentru subiectii cu uroconcremente prelevate chirurgical sau prin litotripsie.
Pentru evaluarea datelor s-au utilizat metode computerizate.

Rezultatele investigatiilor fizico-chimice, relevand compozitia chimica a
calculilor, permit orientarea clinica in profilaxia si metafilaxia corecta a urolitiazelor,
precum si evitarea complicatiilor care pot apare in urma interventiilor chirurgicale si
tratamentelor prin litotripsie.
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3. INVESTIGAREA TIPURILOR DE UROLITIAZE
PRIN SPECTROSCOPIA IN INFRAROSU

3.1. CONSIDERATII GENERALE

Investigarea urolitiazelor pentru necesitatile curente ale clinicii urologice se
efectueaza in laboratorul clinic. Un astfel de laborator are compartimente distincte care
privesc chimia clinica, microbiologia (bacteriologia, virusologia) si hematologia. In
patologia si patobiochimia afectiunilor reno-urinare, in functie de cazuistica, se pot
solicita investigatii la fiecare din aceste compartimente [3, 17].

Asa cum s-a aratat investigatiile de chimie clinica pentru urolitiaze sunt limitate
la metode chimice (metode directe), considerate clasice si metode fizico-chimice
(metode indirecte - instrumentale) utilizate pentru diagnostic si (uneori) pentru
monitorizarea cazuisticii in clinica medicala. In prezent exista o continua tendintd de
extindere a utilizarii metodelor fizico-chimice in cercetarea biomedicald. Intre metodele
fizico-chimice care pot aduce un aport major in studiul problemelor de patobiochimie
(incluzand si urolitiazele) se mentioneazd metodele spectroscopice, e.g.: spectroscopia
in infrarosu (SIR), in ultraviolet (SUV), spectroscopia de absorbtie atomica (SAA),
termoderivatografia, spectroscopia de masa, gaz-cromatografia s.a.

Aceste metode analitice au avantajul de-a permite obtinerea unor date de
acuratete, prezentand expeditivitate in raport cu metodele clasice prin specificul
informatiilor oferite [ 27, 28, 57, 194, 195, 196, 197].

Rezultatele investigatiilor fizico-chimice, relevand compozitia chimica a
urolitiazelor, permit orientarea conduitei clinice fin profilaxia, metafilaxia si
terapeutica corectda a urolitiazelor. De asemenea, devine posibild evitarea
complicatiilor care pot apare in urma interventiilor chirurgicale si tratamentelor prin
litotripsie cu unde de soc extracorporeale - ESWL (Extracorporeal Schock Wave
Lithotripsy).

Experimental s-a procedat la obtinerea probelor - reprezentadnd
uroconcremente - de la subiecti (pacienti) aflati in evidenta la Clinica Universitara
de Urologie din Timisoara.

Obtinerea probelor. Analizele s-au efectuat asupra unui numar total de 237
de calculi urinari prelevati prin metode chirurgicale sau eliminati spontan. Calculii
au fost prelevati de la pacienti (numiti uzual in prezenta lucrare si ,subiecti”) cu
urolitiaze care au acceptat integrarea in acest studiu. Probele au fost colectate pe
parcursul perioadei 2004-2010. Apoi, in serii de cate 15-20 probe reprezentate de
calculi urinari au fost supuse analizelor fizico-chimice.

Investigatii analitice. Initial, in scopul studiului compozitiei chimice calitative
si cantitative a uroconcrementelor, acestea au fost supuse unor spalari repetate cu
apa distilata (pentru indepartarea urmelor de sange si a altor reziduri organice),
evitand pierderile de substanta. S-a procedat apoi la uscare in etuva si aducerea
probelor in stare de pulbere.

Ulterior, compozitia chimicd calitativda a fiecarui uroconcrement a fost
determinata cu ajutorul spectroscopiei in IR clasice — utilizand un spectrometru de tip
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Specord 75 si a spectroscopiei in infrarosu cu transformare Fourier (FT-IR) — pentru care
s-a utilizat spectrometru de tip JASCO FT-IR/410 (Jasco, Japonia). Probele au fost
omogenizate cu bromura de potasiu (KBr) si transformate in pellets-uri (numite in
lucrarile mai vechi ,tablete”) cu ajutorul unei prese manuale de tipul 15 Ton Specac
Pellet Press (Specac Ltd, U.K.).

Initial s-au determinat spectrele FT-IR ale substantelor pure (substantele
cunoscute a fi potentiale componente ale uroconcrementelor) pentru a se putea crea
0 baza de date continand ,spectre etalon” numite si ,spectre standard”.

Ulterior s-au determinat spectrele FT-IR ale uroconcrementelor (cu o
compozitie necunoscutd) in vederea evaludrii compozitiei acestora in raport cu
.Spectrele standard”. Astfel s-a stabilit compozitia chimica calitativa a
uroconcrementelor definindu-se ,tipul de urolitiaza” corespunzator fiecarui caz.

3.2. APLICATII ALE SPECTROSCOPIEI IN INFRAROSU
CU TRANSFORMARE FOURIER

3.2.1. Specificul metodei

Spectroscopia in infrarosu se preteaza utilizérii in biochimia analiticd ca
metoda de analiza calitativa in scopul identificarii gruparilor functionale polare din
structura moleculelor. Aceastda metoda se bazeaza pe absorbtia radiatiilor infrarosii
de catre substanta analizatd si permite detectarea benzilor spectrale pe baza
vibratiilor caracteristice pentru diverse grupari functionale.

Spectrul in infrarosu al unei substante prezinta intensitatea benzilor de
absorbtie (i.e. benzi spectrale) in functie de numarul de unda (v ™) sau in functie de
lungimea de unda (A) a radiatiei. Intensitatile benzilor de absorbtie se pot exprima prin
transmitanta (T) - raport al intensitatilor radiatiilor emergenta/incidenta (T =1/ I,).
De asemenea, se poate exprima prin absorbanta (A) data de expresia log (1 / T) [198,
199, 200, 201].

Domeniul lungimii de unda a fasciculului luminos este apropiat energiei de
vibratie a moleculei studiate. Astfel, aceasta va absorbi radiatia si se va inregistra o
diminuare a intensitatii radiatiei transmise. Radiatiile in infrarosu (IR) se extind pe
domeniul numérelor de undé de la 4000 cm™ la 400 cm™, corespunzand intervalului
lungimilor de unda 2,5-25 um. Spectrele obtinute definesc si energia de vibratie a
moleculei [202,203,204].

in consecint, o anumitd substantd chimicd cu o structurd datd va
corespunde unui ansamblu de benzi de absorbtie (benzi spectrale) caracteristice. Pe
aceste considerente se bazeaza identificarea diverselor substante chimice.

Cercetarile experimentale in acest domeniu se faceau utilizdnd un
spectrometru IR cu monocromator — metoda considerata clasica, iar ulterior cu
ajutorul unui spectrometru IR cu interferometru si transformare Fourier (Fourier
Transform Infrared Spectrometer — (notare uzuala FT-IR sau FTIR).

Spectrometrul IR clasic. La acest aparat radiatia electromagnetica, provenita
de la o sursa incandescentd, este orientatd spre referintd si proba. Apoi, radiatiile
emergente trec alternatibv prin monocromator si de aici spre detector. In continuare
se ajunge la amplificator si, in final, se inregistreaza spectrul IR (fig.3-1).

Pentru investigatiile analitice in spectroscopia IR clasica, prezentate in
continuare, s-a folosit initial un aparat de tipul Specord 75. S-au obtinut initial
spectrele etalon (standard) si apoi spectrele uroconcrementelor.
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Spectrometrul FTIR.

La un astfel de spectrometru fasciculul de radiatie
infrarosie emis de o sursd A este dirijat catre un interferometru Michelson, care va
modula fiecare lungime de unda a fasciculului
interferometru fasciculul luminos este trimis spre un separator.

cu o frecventa diferita.

in

'\ Sursa
/

Referinta
Monocromator
Proba
Detector ~ f———P| Amplificator }——p

inregistrator
spectru IR

Fig.3-1. Spectrometru IR (schema bloc)

De aici, miscarea fasciculului este dirijata spre o oglinda fixa si poate

strabate separatorul

cu dirijare spre o oglinda mobila.

Cand fasciculele se

recombind, apar interferente (distructive sau constructive) in functie de pozitia
modulat» este reflectat (de cele doua oglinzi)

oglinzii mobile. Astfel, « fasciculul

catre esantionul aflat in studiu reprezentat de substanta-etalon care serveste ca
referinta (spectrul etalon sau spectrul standard) sau catre proba care reprezinta
pulberea de calcul (spectrul calculului urinar) supusa analizei. Se produce absorbtia
fasciculului modulat. Acest fascicul, ajuns in final la detector, este transformat in
semnal electric si face posibild inregistrarea spectrului FT-IR (fig.3-2).

Intensitatea
la iegire

Interferometru Michelson

Oglinda mobila

D3
ey,
H

——

i 1

R S
- ,.....I—..
R

=

D2
£y

i
1

D1

]
¢ luglindi H
fixg 3

Separator

Sursé

|

e

12
i

Semnal detectat

Pozitia oglinzii mobilei

m Detector

Probé de
analizat

Fig.3-2. Spectrometru IR cu transformare Fourier (schema bloc)
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Pentru investigatiile din aceasta teza s-a utilizat si un spectrometru JASCO
FT-IR/410. Initial au fost trasate spectre pentru substantele etalon reprezentand
compusi (chimic puri) specifici diferitelor tipuri de urolitiaze (i.e. acid uric, acid
oxalic/oxalati, fosfati, cistind etc). S-au obtinut spectrele FR-IR etalon. in continuare
au fost investigate pulberi obtinute din uroconcrementele prelevate la clinica -
spectrele FT-IR ale uroconcrementelor.

Dupa strabaterea esantionului, la nivel de detector se masoara lungimea de unda
la care a avut loc absorbtia si intensitatea absorbtiei. Semnalul detectorului apare ca o
interferograma (fig.3-3). Formal acest semnal reda intensitatea luminii (reprezentata pe
axa y - ordonatd) in functie de pozitia oglinzii (reprezentatd de axa x - abscisa).
Interferograma - prin maximul sdu - reda suma tuturor frecventelor fasciculului.

Interferograma produsd de spectrometru este convertitd, in final, intr-un
spectru infrarosu printr-o operatie matematica denumita “transformanta Fourier”. In
acest mod, in final, se obtine spectrul FT-IR.

1,1

I
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Fig.3-3. Interferograma formata la nivelul detectorului
(corespunzator esantionului analizat)

Investigatiile analitice, in prima etapa a cercetarilor din cadrul acestei teze,
au urmarit obtinerea spectrelor IR, respectiv spectrelor FT-IR pentru substantele
chimic pure specifice compozitiei uroconcrementelor mentionate mai sus. Spectrele
FT-IR obtinute sunt numite “spectre standard” sau “spectre etalon”. In secunda
etapa s-au obtinut spectrele diverselor uroconcremente prelevate din cazuistica
Clinicii Universitare de Urologie din Timisoara. Detalii asupra acestora se prezinta in
subcapitolele urmatoare. Este evident faptul ca frecventele de vibratie pentru
moleculele asa numite “IR active” difera. Cu titlu informativ se mentioneaza ca
tipologia acestora are denumiri preluate din limba englezd, e.g.: symmetrical
stretching, antisymmetrical stretching, scissoring, rocking, wagging, twisting s.a. Cu
aceste denumiri adaptate limbii romane se opereaza uzual in cazul caracterizarii si
interpretarii spectrelor in infrarosu [205].

In tabelul 3-1 se prezinta date generale privind gruparile functionale, benzile
spectrale in infrarosu si tipurile de vibratii caracteristice [206, 207, 208]. Se dau si
denumirile (terminologia comunad) pentru vibratiile caracteristice.

Unele frecvente de vibratie redate in acest tabel sunt caracteristice si
substantelor chimice care se deceleaza in uroconcremente. Astfel de substante
prezente in diverse litiaze asa cum s-a aratat, pot fi de naturda organica sau
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anorganica. Pornind de la “spectrele FT-IR etalon” a devenit porsibila identificarea
compozitiei calitative a calculilor, fapt care a permis definirea tipului de urolitiaza
e.d.: urica, oxalica, fosfatica, oxal-urica etc.

Tabel 3-1. Grupari functionale si benzile specifice acestora in sprectroscopia in IR

Grupare Vibratii caracteristice Benz;;zg?ggtrale Observati
functionala (tipuri) (cm™)
fgﬁz(_‘;CH:;CH_ alungire 2950 - 2850 2-3 benzi
CHy (-CH,-) deformare 1470 - 1430 1 banda
CHy (-CHs) deformare simetrica 1390 - 1370 1 banda
=C=C= alungire 1680 - 1620 2 benzi
=C-H alungire 3040 - 3010 2 benzi
=C-H deformare 995 - 985 2 benzi
—-C=C- alungire 1600 2-3 benzi
—-C=C- alungire 1580 intensa in derivatii cu conjugare
. oate fi acoperita in prezenta
=C-H alungire 3100 - 3000 gubstituen;il%r alchil i !
-O-H alungire 3710 in apa
-O-H deformare 3600 - 3100 Apa de cristalizare
-C-0- alungire 1250 - 1000 in alcooli primari
-S-H . 2600 - 2550 putin influentata de legaturi de
alungire )
hidrogen
=C-S alungire 700 - 600 in tioeteri
N-H . 3500 - 3300 2 benzi in amine primare,
alungire
secundare
NH,4* deformare simetricd 1470
=C-N deformare 1650-1500 intensitate redusa
=C=0 alungire 1740 - 1720 in aldehide saturate
-0C=0 alungire asimetrica 779 caracteristic oxalatilor
1725 - 1705 n cetone saturate
—-CO-CH3 deformare 1700-1680 n cetone aromatice
=C=N- alungire 1690 - 1640 in =C=N-insotitd de
vny =3400-330
3000 - 2500 bandd larga, OH asociat prin
-coo" alungire legaturi de hidrogen
1740 - 1720 C=0 din acizi carboxilici aromatici
1750 - 1735 C=0 din esteri saturati
_C-O-R alungire 1750 - 1725 C=0 din e§teri ngsaturéti :
3200 - 2500 Q—H e_asoaat prin legaturi de H
intensitate mare
—CO-NH- alungire 3460 - 3400 N-H 2 benzi in amide secundare
deformare 1700 - 1670 intensitate mare
] 1680 - 1630 C=0 band3d amida I (intensa)
~CO-NH- alungire 1670 - 1630 | N-H banda amida II (intensa)

Posibilitatea de investigare a calculilor prin utilizarea spectroscopiei clasice in
IR (notata uzual SIR) - metoda nespecifica pentru laboratorul de chimie clinica - a
fost semnalata in literatura de [23] si reluatda de [29]. Ignoratd mult timp pentru
perspectiva aplicatiilor in cercetarea stiintifica in biochimie si patobiochimie a fost
reluatd pentru initierea unor studii sistematice in domeniul urolitiazelor [209, 57,
27,210, 211, 212, 213, 214, 215, 216].
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in cazul procedeului clasic, intrat in studiu (in anul 1981) la Institutul de
Sdnatate Publica Timisoara, Clinica de Urologie de la Universitatea de Medicina
Timisoara, Institutul de Chimie Timisoara si Facultatea de Chimie Industrialda de la
Universitatea “Politehnica” din Timisoara, pentru efectuarea unei analize chimice
calitative prin spectroscopia in infrarosu (SIR) specifica perioadei 1980-1995 se obtineau
spectre ale compusilor chimic puri specifici uroconcrementelor litiazice (spectre IR
etalon). Desi se folosea aceeasi metoda SIR, procedurile erau mai laborioase datorita
aparaturii nonperformante.

Cu aceste spectre etalon obtinute a devenit posibil studiul spectrelor
uroconcrementelor luate in studiu stabilindu-se natura organica / anorganica a
compusilor, deci definindu-se “tipul de urolitiaza” [57, 27].

Spectrele in IR ale calculilor se preteaza si interpretarii cu ajutorul aplicatiei
computerelor [217, 53, 218] in scopul definirii tipului de litiaza.

3.2.2. Caracteristici generale ale spectrelor in infrarosu

Investigatiile analitice bazate pe spectroscopia in infrarosu clasica (IR) si
spectroscopia in infrarosu cu transformare Fourier (FT-IR) aplicata in studiul urolitiazelor
au caracter de determinari calitative riguroase si permit stabilirea naturii compusilor
organici si/sau anorganici prezenti in calculi. Astfel spectroscopia in infrarosu are
avantajul de-a oferi o imagine sinopticad a compozitiei chimice a calculilor reno-urinari pe
baza unui singur spectru.

Initial s-au trasat spectrele IR si FT-IR pentru substante chimic pur,
considerate ,spectre etalon” - care au servit la crearea unei "biblioteci de date". La
spectrele etalon se stabilesc domeniile de absorbtie caracteristice si apoi domeniile
frecventelor de vibratie specifice fiecdarei molecule (modul de vibratie). Aceste benzi
reprezintd: vibratii de valenta care la grupele triatomice pot fi simetrice si
antisimetrice; vibratii de deformare: in planul moleculei sau in afara planului
acesteia.

Pentru investigatiile spectroscopice in infrarosu s-au trasat spectrele IR si
FT-IR ale substantelor chimic pure din clasele de compusi prezenti in
uroconcremente. Substantele chimic pure au fost ,pastilate” sub presiune in mediu
solid cu continut de KBr obtindndu-se ,pellets-urile” care s-au utilizat la trasarea
spectrelor. In final au fost trasate spectrele FT-IR pentru urmatorii compusi
organici: acid uric/urati, acid oxalic / oxalati, fosfati, cistina etc.

Din atlasul cu spectre IR [210] s-au utilizat spectre pentru xantina si 2,8-
dihidroxiadenina. Domeniul investigatiilor a fost extins si la unii compusi existenti sub
forma de saruri cu ioni anorganici specifici pentru procesul de urolitogeneza. Astfel au
fost trasate spectrele etalon pentru diferiti oxalati (de sodiu si de amoniu) pentru fosfati
(fosfat tricalcic, fosfat de amoniu etc.) si carbonati (de calciu, de magneziu) prezenti in
anumite tipuri de urolitiaze [158, 219].

in continuare s-au trasat spectre in infrarosu pentru calculi. Pentru
identificarea benzilor spectrale bazate pe spectrele IR si FT-IR se procedeaza la
caracterizarea benzilor specifice pentru stabilirea compozitiei chimice calitative a
uroconcrementelor. In acest scop se definesc analitic benzile spectrale caracteristice
ale compusilor chimici intélniti curent in urolitiaze, asa-numitele ,benzi spectrale de
diagnostic”.

In investigarea uroconcrementelor bazate pe FT-IR, benzile decelate, mai exact
~peak-urile” caracteristice - relevate cu acuratete - sunt mai numeroase. Pentru o
evaluare mai riguroasa din punct de vedere analitic si pentru o mai rapida definire a
compozitiei calitative a calculilor se procedeaza la localizarea benzilor spectrale ale
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uroconcrementelor luate in studiu. Astfel au fost atribuite spectrului FT-IR doua categorii
de benzi: ,benzi spectrale principale” - care caracterizeaza calculul in ansamblu (in
totalitatea sa) si ,benzi spectrale de diagnostic” - care evidentiaza distinct compusii
definitorii pentru un anumit tip de calculoza. Acestia prezinta similitudini cu un
anumit”spectru etalon”. In aceastd manierd este facilitatd evaluarea calculilor simpli (cu
un unic component), cat si a calculilor micsti (cu doi, trei componenti).

Un remarcabil studiu efectuat [220] reda sugestiv diferentele intre ,benzile
spectrale principale” intélnite in spectrul FT-IR al unui anumit uroconcrement si
.benzile spectrale de diagnostic” specifice pentru definirea tipului de litiaza
corespunzator respectivului uroconcrement.

in aceste tabele existd precizdri referitoare la diversele numere de und3
caracteristice spectrelor FT-IR. Parantetic sunt redate - abreviat - date referitoare la
particularitatile benzilor spectrale, i.e.: w - weak (slab) ; s - strong (puternic),
sharp (ascutit) ; m - medium (mediu); v — variable (variabil) ; b - broad (larg)
etc. [220]. S-a preferat pastrarea acestor abrevieri pentru a mentine rigoarea
informatiei initiale (e.g.: bm - largime medie).

In tabelul 3-2 sunt prezentate date referitoare la spectrele tipice pentru
calculi cu continut de acid uric si compusi derivati ai acestuia e.g.: uratul acid de
sodiu si uratul acid de amoniu, remarcandu-se distinctia dintre benzile spectrale
principale si benzile de diagnostic.

Tabel 3-2. Benzi spectrale IR ale acidului uric si derivatilor acestuia identificabili in calculii
urinari [220]

Compus Banda spectrala principald Banda spectrala de

diagnostic
Acid uric 3015(bm), 2825(w), 1670(bs), 1590(sm), 3015(bm), 1305(sm),
1482(w), 1435(w), 1400(w), 1350(sm), 1220(w),
1305(sm), 1220(w), 1120(ss), 1025(sm), 1120(ss), 1025(sm),
995(ss),878(sm), 780(ss), 740(ss), 705(sm),
705(sm), 618(sm), 575(sm), 525(sm), 575(sm), 475(ss).

475(ss), 395(w), 350(w).

Urat acid de 3050(m), 2900(w), 2800(w), 1650-1640(s), 1535(w), 1270(w),
amoniu 1595(w), 1535(w), 1345(sw), 1270(w), 635(w).

1135(sm), 1005(sm), 880(sm), 635(w),

598(sm), 490(sm), 400(w), 350(w),

trei bifide la 1430, 1390, 790, 765

si 755, 725
Urat acid de 3600(sw), 3050(bw), 1732(sw), 1655(m), 3600(sw), 1732(sw),
sodiu 1605(vw), 1520(sw), 1425(w), 1380(m), 1520(sw),
1345(w),1252(sw), 1195(vw), 1130(vw), 1252(sw), 1195(vw),
1000(sm), 880(sw), 825(w), 795(w), 655(vw).

765(w),740(sm),718(sm),655(vw),620(vw),
595(sm), 525(sm), 490(m), 360(vw),
330(vw), 305(vw).

In continuare, in tabelul 3-3 se prezinta date privind spectrele FT-IR pentru
compusi derivati din acidul oxalic (i.e. oxalatul de calciu mono- si dihidrat), fosfatul
acid de calciu (avand si denumirea de fosfat de calciu hidrogenat), fosfatul de
amoniu si magneziu hexahidrat si alti compusi fosfatici cum ar fi : hidroxiapatita,
carbonatapatita. Alaturi de acestea se prezinta si date referitoare la spectrul FT-IR al
carbonatului de calciu. Se mentioneaza ca acest compus este intalnit mai putin la
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om, uneori fiind prezent la persoanele cu regim alimentar vegetarian. Studiile
calculozelor la animale au aratat ins3a prezenta carbonatului in uroconcremente
prelevate de la animale ierbivore (Neumann et al., 1994; Hesse et al., 2002).

Tabel 3-3. Benzi spectrale IR ale compusilor oxalici, fosfatici si carbonatati identificabili in
calculi urinari [220]

Compus

Banda spectrald principald

Banda spectrald de
diagnostic

Oxalat de calciu
monohidrat

3490(w), 3435(w), 3340(w), 3260(w),
1640-20(bs), 1318(ss), 950(w),
885(w), 780(ss), 660(bm),
600-595(bw), 520(ss).

3490(w), 3435(w),
3340(w), 3260(w),
1318(ss),

780(ss), 520(ss).

Oxalat de calciu
dihidrat

3450(bw), 1640-20(bs),
1320(ss), 780(w),
625-620(bw), 520(w).

3450(bw), 1320(ss),
780(w), 520(w).

Fosfat acid de
calciu

3510(vw), 3000(w), 2840(bw)
1635(bw), 1400(bw), 1350(bw),
1130(sm), 1065(sm), 995(w),
890(sm), 580(m), 560(m),
520(w), 400(sm).

1130(sm), 1065(sm),
995(w), 890(sm).

Fosfat de amoniu
si magneziu
hexahidrat

3420(w), 3220(vw), 2900(vw), 2770(vw),
1650(m), 1470(m), 1430(w), 1105(w),
1055(m), 980(w), 950(w), 765(m), 630(m),
570(m), 340(m).

3420(w), 1470(m),
1430(w), 1055(m),
765(m).

Hidroxiapatita

3570(sw), 3450-3400(w), 1630(w),
1450(w), 1410(w), 1095(sw),
1033-1025(bs), 960(sw), 870(sw),
600(sm), 565(sm), 465(bw).

3570(sw), 1095(sw),
1033-1025(bs),
960(sw), 870(sw).

Carbonatapatita

3450(bw), 2520(w), 1455(w), 1420(sw),
1090(sw), 1040(ss), 960(sw), 875(sw),
710(sw), 605(sm), 568(sm), 480(w).

1455(w), 1420(sw),
1040(ss).

Carbonat de
calciu

2520(vw), 1420(m), 850(m), 710(m),
300(vw),

1420(m), 850(m), 710(m).

Necesitatea conceperii unui mod distinct de evaluare a spectrelor FT-IR prin
reperarea selectiva a ,benzilor spectrale de diagnostic” sugeratda de [220],
dobéndeste un interes aparte in cazul cercetdrilor extinse pe un numar mare de

subiecti.

Explicatia utilitatii unui sistem selectiv de evaluare pentru spectrele FT-IR in
investigarea tipurilor de urolitiaze, rezida in faptul ca in compozitia calculilor se
regaseste si ,matricea calculoasa”. Aceasta matrice se structureaza la inceputul
nucleatiei heterogene - deci odata cu formarea ,starterilor” cristalini - moment care
defineste initierea procesului de biogeneza a calculilor.

Studiile asupra matricelor calculoase atesta faptul ca in compozitia acestora
exista resturi de proteine, chiar glicoproteine, care se structureaza in momentul in
care apar asa-numitii starteri (primeri) care evolueaza spre uroconcremente.
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3.3. SPECIFICUL METABOLIC AL BIOGENEZEI
UROLITIAZELOR PURINICE SI CARACTERISTICILE
SPECTRELOR FT-IR

3.3.1. Privire sinoptica

Biogeneza urolititiazelor purinice este cauzata de perturbari ale homeostaziei
biochimice datoritda aportului exogen (alimentar) si metabolic (sinteza de novo).
Modificarile survenite in metabolizarea nutrientilor, influentate si de procesele
cronobiochimice, contribuie la producerea de variatii ale cuantumului eliminarii
produsilor reziduali ai purinelor.

in cazul litiazelor purinice se pot decela uroconcremente cu continut de acid
uric, xantina si 2,8-dihidroxiadenina [80, 138, 139, 140, 221, 222]. in general,
litiazele purinice se localizeaza la nivelul tractului urinar, dar pot apare si la nivelul
tractului gastro-intestinal.

in functie de consumul de proteine animale, intre 50-100 mEq de ioni liberi
de hidrogen sunt excretati zilnic pentru a preveni retentia acidului uric. in nefronul
proximal, ionii de hidrogen sunt secretati via pompa Na*/ H*si ATP. In nefronul
distal hidrogen ATPaza si pompa H*/K*deplaseazd ionii de hidrogen in lumen. In
fluidul tubular ionii liberi de hidrogen sunt tamponati de acizii slabi sau de ionii
amoniu. Astfel, concentratia ionilor de hidrogen liberi in lumen este mentinuta la
valori foarte scazute. Valoarea pKa a sistemului tampon este destul de inalta (9,0)
permitdnd excretia unei cantitati substantiale de acid la un pH urinar relativ crescut.

in fig.3-4 se prezinta secvential cadile biochimice specifice formarii litiazelor
purinice, i.e. uricd, xantinica si 2,8-dihidroxiadeninica.

Inozinmonofosfat Adeninmonofosfat
(IMP) (AMP)

| I
11 1] hipoxantinfosforibozil- adenozinfosforibozil-
] ¥ transferaza transferaza

. \(

adenozinaza

Guanozina ¢————Xantozina ¢———Inozina <@¢—————Adenozina

guanozinfosforibozil- hipoxantinfosforibozil- adenozinfosforibozil-
transferaza transferaza transferaza
Guanina Hipoxantina €—————— Adenina

Xantinoxidaza

Xantinoxidaza Xxantinoxidaza xantinoxidaza

<ECI
»
Xantinoxidaza 2,8-Dihidroxiadenina

8-Hidroxiadenina

Xxantinoxidaza

+—

Fig. 3-4. Cai biochimice specifice formarii litiazelor purinice
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Se poate remarca faptul ca biogeneza acestor litiaze include - din ansamblul
cdilor biochimice ale metabolizarii purinelor - doua secvente, acesti fiind
interconversia purinelor si biodegradarea purinelor (v. si fig. 2-1).

La om si unele animale superioare (maimute) acidul uric este principalul
produs final al metabolismului purinelor. In cazul unui regim alimentar normal la
om, excretia urinara zilnica este de 900 - 1000 mg acid uric. Daca se administreaza
un regim alimentar lipsit de purine, se elimina zilnic prin urina sub 590 mg acid uric.

in cazul oxipurinelor s-a studiat solubilitatea acestora in urind remarcandu-
se faptul ca este conditionata de nivelul pH-ului. In tabelul 3-4 sunt redate date
obtinute de Seegmiller si Frasier (1966) - citati de [6] privind solubilitatea
metabolitilor purinici: acid uric, xantina, hipoxantind (in mg pentru 1000 mL). Se
poate observa cd solubilitatea acestora difera in ser si in urind, conditionata
predilect de catabolismul / anabolismul purinelor si pH-ul mediului. In procesele
metabolice 2/3 pana la 3/4 din totalul acidului uric se elimina prin rinichi, iar restul
prin intestin, unde este degradat de flora bacteriana.

Tabel 3-4. Date privind solubilitatea metabolitilor purinici in functie de pH

. Solubilitatea (mg / 1000 mL)
Mediul PH Acid uric Xantina Hipoxantina
Ser 7,4 70 100 1150
.- 5,0 150 50 1400
Urina
7,0 2000 130 1500

in urind la pH 5,0 forma predominantd este acidul uric, iar la pH 7,0 se afl3
95% sub forma de urati. Concentratia plasmatica a acidului uric este de aproximativ
4 mg/100 mL la femei si 5 mg/100 mL la barbati [6]. Reamintim faptul ca aceste
valori difera in functie de metoda de investigare si apar date diferite in lucra

rile de specialitate. Deoarece pK la acid uric este 5,75 , la pH plasmatic de 7,4
(specific homeostaziei biochimice), aproximativ 98% se afla sub forma de urat.

S-a aratat ca pH-ul urinar este cu mult mai mic la subiectii cu calculi urici in
comparatie cu aceia care au calculi oxalici sau aceia fara calculi. Un pH persistent
scazut este cel mai important mecanism patogenic care conduce la formarea de
calculi cu acid uric [124]. Excretia acidului uric total este similara sau chiar mai mica
la subiectii cu calculi urici in comparatie cu grupurile de control care nu au calculi.

Prevalenta uroconcrementelor cu acid uric variaza in diferite tari prezentand
valori de 4 % in Suedia, 17-25% in Germania si ajungand la valori de 40% in Israel
[46]. In Statele Unite acidul uric este implicat in formarea a 5-10% din urolitiazele
intalnite [45]. La bazele acestor variatii stau factori precum clima, dieta, factorii
genetici. Urolitiaza este intalnita in cazuistica medicala, cu o frecventa de 6% la
femeile si 12% la barbatii din tarile industrializate. Este o afectiune a carei incidenta
este in continua crestere (Monk si Burshinsky, 2003; Coe et al., 2005).

in lucrarea lor, [223] au comparat subiectii fard calculi cu subiectii avand
calculi cu trei compozitii diferite. Valorile absolute ale ionilor de amoniu urinar nu
erau diferite la aceste grupuri; pacientii care formau calculi idiopatici cu acid uric
aveau o deficienta in excretia de amoniu in comparatie cu excretia generala de acid.
fncércarea acutd cu acid conduce la scdderea pH-ului urinar [224, 225].

Dieta joaca un rol capital in dezvoltarea hiperuricemiei care poate sta la bazele
aparitiei litiazei urice. Hiperuricemia este marcatd prin cresterea nivelului de acid uric
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seric peste valoarea de 7 mg/dL. Valorile cunatumului de acid uric seric reflecta in mod
direct dieta individului [40]. O dieta bogata in proteine, contine in mod uzual si cantitati
crescute de nucleoproteine care, evident, contin purine. Cu toate acestea, astfel de diete
pot avea in unele cazuri si efecte hiperuricosurice (de crestere a excretiei acidului uric
prin intermediul urinei) producénd in cele din urma o depresie a cuantumului de acid
uric seric. Astfel daca in cazul consumului de carne si fructe de mare, studiile indica o
crestere a uricemiei, in cazul produselor lactate se observa o scadere a uricemiei cu
toate ca si acestea aduc un aport semnificativ de purine [41]. Aceasta scadere este pusa
pe seama efectelor uricozurice ale acestor produse. De asemenea, exista studii care
evidentiaza faptul ca si unele leguminoase precum soia, desi au un continut purinic
ridicat, produc o depresie a uricemiei [42].

3.3.2. Urolitiaza urica

Litiaza cu acid uric este diagnosticata de obicei la subiectii cu pH urinar scazut si
cu concentratie normala de acid uric urinar. Pacientii cu guta prezinta risc mai mare de a
forma calculi cu acid uric, la fel ca si cei cu obezitate, diabet sau sindrom metabolic [226].

Exista patru anormalii fiziologice si biochimice care sunt asociate cu calculii
renali cu acid uric: a) pH urinar scazut; b) depletia volumului; c) hiperuricozuria
hiperuricemica; d) hiperuricozuria normala si/sau hipouricemica [226]. Detalii
asupra cauzelor biomedicale se dau in tabel 3-5.

Cristalele de acid uric au caracteristici cristalografice similare cu oxalatul de
calciu monohidrat, motiv pentru care actioneaza asupra sa ca inductor [227].

Excretia urinara excesiva de acid uric poate fi consecinta unei filtrari
crescute de acid uric (cauzatd de aport alimentar crescut de nucleoproteine, erori
metabolice, tulburari mieloproliferative sau hemolizd), a unui defect tubular partial
(e.g. defect tubular izolat de reabsorbtie a ureei) sau a disfunctiei tubulare
generalizate.

Excretia acidului uric este, de asemenea, crescuta si la 10% din pacientii cu
hipercalciurie si urolitiaza. In zonele litogene, ca de exemplu in Asia de Sud-Est si
regiunea Marii Mediterane, formarea calculilor cu acid uric uman nu este insotitd de
hiperuricemie dar, in majoritatea cazurilor apare hiperuricemia [228, 229, 230, 231].

Tabel 3-5. Factori de risc si etiologii posibile pentru nefrolitiaza cu acid uric [226]

Factori de risc Etiologii posibile

Nefrolitiaza idiopatica cu acid uric

Guta hiperuricemica*

pH urinar scazut Diaree*

Obezitate

Diabet tip 2

Depletia volumului Diaree* sau alte pierderi de fluide gastrointestinale

Transpiratie excesiva

Deficienta congenitald enzimatica

Hiperuricozurie hiperuricemica Afectiuni mieloproliferative

Guta hiperuricemica*

Medicatie uricozurica

. ) . < . _ Salicilat in doze mari
Hiperuricozurie normala/hipouricemica alicila 0 a

Sulfinpirazona

Hiperuricozurie hipouricemica familiala

* asociat cu mai mult de un factor de risc
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Studii asupra compozitiei calculilor urinari au aratat diferite frecvente pentru
litiaza urica la nivel international: Suedia 4%, Belgia 5,3%, Australia 5,6%, Marea
Britanie 6,6%, USA 8,6-16,5%, Franta 23,2%, Germania 17-25%, Israel 39,5%.
Aceste variatii semnificative se datoreaza factorilor genetici, dietei, climei,
obiceiurilor alimentare [18] .

Aparitia uroconcrementelor cu acid uric este uneori corelata cu preexistenta
unor afectiuni precum guta sau diabetul zaharat de tip I. Guta este o boala
inflamatorie cauzata de o hiperuricemie cronica ce conduce la aparitia artritei acute
datorate formarii la nivelul articulatiilor a unor depozite cristaline de urati
monosodici. Aceasta afectiune are la baza hiperuricemia care poate fi, de asemenea,
un factor favorizant al dezvoltarii uroconcrementelor cu acid uric [232, 233].
Indivizii care prezinta guta pot ajunge sa produca uroconcremente cu acid uric doar
daca exista si alti factori, cum ar fi in special prezenta unui pH urinar scazut, motiv
pentru care existd un procent semnificativ de indivizi care sufera de guta insa nu
prezinta urolitiaza urica.

Stabilirea tipului de litiaza in cazul urolitiazei urice se poate face, asa cum s-
a aratat, pe baza spectrului FT-IR al uroconcrementului. in acest scop, initial a fost
trasat ,spectrul FT-IR etalon” pentru substanta chimic purd, in cazul de fata pentru
acidul uric.

Spectrul FT-IR etalon al acidului uric este redat in fig.3-5.

o
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Fig. 3-5. Spectrul etalon al acidului uric obtinut prin FT-IR

Se remarca prezenta unor benzi semnificative: a) intre valorile 2800-
3300 cm™, domeniul specific vibratiilor de alungire ale grupérilor O-H lactamice si
lactimice (cu peak-uri la 2825 cm™ si 3014 cm™); b) intre valorile 990-1150 cm™
specifice vibratiilor scheletului ciclului purinic (cu peak-uri la 992 cm™ si 1122 cm™);
c) intre valorile 700-800 cm™ , de asemenea, specifice vibratiilor scheletului ciclului
purinic (cu peak-uri la 706 cm™, 743 cm™ si la 783 cm™).

Cu referire la spectrul acidului uric, se pot remarca benzi specifice vibratiilor
caracteristice pentru C-N, N-H si C=0 (la care este posibild decelarea peak-urilor
caracteristice).
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Vibratiile inelului purinic sunt raspunzatoare pentru multe benzi din spectrul
FT-IR al acidului uric pur. Benzile de absorbtie la 3139 cm™ si 2819 cm™ se
datoreaza vibratiilor de tip alungire ale gruparii N-H.

Reiterédnd aspecte specifice privitoare la problema litiazelor cu acid uric si
urati se estimeazad ca spectrele FT-IR se preteaza analizei calculilor cu acid uric
[195, 234, 235, 236] . Benzile de vibratie care pot fi folosite pentru caracterizarea
acidului uric anhidru [211] sunt 2020 cm™, 1592 cm™, 1440 cm™, 1403 cm™, 1350
em™?, 1312 ¢cm?, 1123 ¢cm?, 993 cm?, 878 cm?, 783 cm™, 745 cm™,705 cm,
620 cm™, 578 cm™, 525 cm™, 475 cm'™.

Existenta acidului uric dihidrat in amestec cu acid anhidru poate fi dedusa
prin prezenta benzilor de ap3 la 3515 cm™ si 3445 cm’, disparitia benzii de la
878 cm™ si modifi-céri in intensitdtile relative ale benzilor in domeniile 1500 -
1300 cm™ si 650 - 450 cm™.

Bolnavii de guta dezvolta in mod obignuit si urolitiaza urica. Astfel, in studiul
efectuat de [106] s-a raportat o valoare de 22% pentru incidenta urolitiazei urice la
bolnavii de gutd. Dintr-un total de 120 calculi, 83% erau compusi din acid uric. Evident
procentele sunt influentate in fiecare studiu, depinzand de metoda de masurare a
acidului uric seric, criteriile de diagnosticare a gutei, metodei de diagnosticare a
calculului renal, indexul de masa corporala - BMI (Body Mass Index) s.a.

Studii mai recente indica un procent de 39% pentru incidenta urolitiazei urice la
bolnavii de guta, incidenta care s-a stabilit in urma analizarii unui lot de 140 de bolnavi
de guta si care a tinut cont si de cazurile asimptomatice de urolitiaza urica [237].

Valori crescute ale acidului uric se constata si in insuficienta renala, litiaza,
leucoze, intoxicatii. in lucréri mai recente s-a remarcat si o corelatie intre valorile
crescute ale acidului uric si incidenta sindromului metabolic. Cuantumul acestui
metabolit in sange poate servi ca ,biomarker” cu caracter predictiv si pentru
perturbarea metabolismului derivatilor purinici.

Asupra metabolizarii azotului in biochimie existda unele observatii
interesante. Pestii elimind azotul prin difuzia pasiva a amoniacului prin branhii;
reptilele si pasarile excreta acidul uric sub forma cristalind. Mamiferele convertesc
amoniacul Tn uree si o excretda prin urina, in timp ce acidul uric foloseste la
eliminarea produsilor reziduali prin intermediul metabolismului purinic [284].
Concentratiile de acid uric la oameni sunt de cel putin 10 ori mai mari decat la alte
mamifere. Cu toate ca exista dovezi care sugereaza faptul ca acidul uric are efecte
antioxidante, neuroprotective, imunomodulatoare si cardiovasculare, aceste afirmatii
nu au fost inca confirmate [134].

Valorile scazute ale acidului uric se remarca in poliartrite si in insuficienta
hepatica. Datele privind nivelul uricemiei - la om spre exemplu - variaza dupa
autori. Un consens comun fixeaza limita superioara a normalului la barbati la
6,0 mg/dL si la femei cu aproximativ 1,0 mg/dL mai putin. Valori peste 7,0 mg/dL la
barbati si peste 6,0 mg/dL la femei sunt considerate ca exprimand o hiperuricemie.

Studii in vitro au demonstrat efectele inhibitorii ale glicoproteinelor,
glicozaminoglicanilor si surfactantilor din urind asupra cristalizarii acidului uric [238].

3.3.3. Urolitiaza xantinica

Decelarea urolitiazei xantinice este dificila si cazuistica este extrem de rara,
cca. 0,01% [137, 239]. Incidenta scazuta a litiazei xantinice nu permite furnizarea
unor date certe despre frecventa cu care apare in cadrul unei populatii generale,
despre repartizarea pe sexe sau despre interventia factorilor rasiali, climaterici sau
geografici [136, 137].
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in sprijinul diagnosticului a fost necesara utilizarea difractiei cu raze X sau
cromatografiei. Calculii xantinici sunt radiotransparenti, colorati in galben-brun, netezi,
rotunzi sau ovali, de consistenta moale. Microscopic cristalele de xantina prezinta forma
ovald, cu capetele efilate. Aceste cristale dau reactia murexidului pozitiva.

In cazul acestei litiaze se produce xantinuria (eliminarea de xantind in urina),
aceasta fiind o tulburare metabolica specificda metabolismului purinic. La originea
acesteia se afla o deficienta enzimatica, mai exact absenta enzimei
xantindehidrogenaza. In literatura se specialitate xantinuria este inclusd im cadrul
perturbararilor metabolismului purinic datorate unei tulburdri genetice autosomal-
recesive [239]. In cazul xantinuriei se produce o accentuatd diminuare a cuantumului
acidului uric rezultat din procesele metabolice si cresterea excretiei de hipoxantind si
xantind. Xantinuria poate conduce la urolitiaza xantinica. Aceasta afectiune are o
relativa prevalenta in regiunile mediteraneene [240].

Pentru evaluarea posibililor subiecti cu urolitiaza xantinica s-a utilizat un
atlas cu spectre IR [210]. Un asemenea atlas poate da informatii asupra tipului de
litiaza Tn absenta unui spectru IR etalon.

Defectul genetic caracterizat prin enzimopatie (absenta xantindehidro-
genazei) se manifestda asimptomatic initial, in timp declansandu-se hipouricemia
care conduce, indirect, la sugestia necesitatii de a determina xantinuria.

Urolitiaza xantinica a fost semnalata prima data de Marcet in 1817 [citat de
137]. Datele sunt incerte deoarece nu au existat incd metode pentru determinarea
hipoxantinei si xantinei in lichidele biologice. Acei pacienti trebuiau sa fie
heterozigot;i.

In metabolismul purinelor s-a evidentiat faptul c& enzima xantinoxidaza
catalizeaza oxidarea hipoxantinei la xantind (v.fig.3-3). Biogeneza urolitiazei
xantinice este legata de eliminadrile urinare crescute de xantina, in special cand
xantinuria depaseste 25 mg/24 de ore. Solubilitatea xantinei in urind este de 50
mg/L urind la pH 5 si de 130 mg/L urind la pH 7. in cazul hipoxantinei solubilitatea
este de 1500 mg/L la pH 7. Din acest considerent se formeaza calculi xantinici si nu
calculi hipoxantinici.

Mare parte din subiectii care prezinta xantinurie si calculoza renala xantinica
sunt hipouricemici si hipouricozurici, iar prezenta unei acidurii permanente
(pH apropiat de 5) pare a fi factorul determinant al producerii calculilor.

3.3.4. Urolitiaza 2,8-dihidroxiadeninica

Litiaza 2,8-dihidroxiadeninica este extrem de rara si deseori poate fi
confundata cu litiaza urica. A fost descoperita de Kelley et al. (1968). apare ca
urmare a deficientei enzimei adeninfosforiboziltransferaza. este consecinta unui
defect ereditar al metabolismului purinic cu implicatii clinice doar in cazul
homozigotilor. Are transmitere ereditara recesiva. producerea litiazei
2,8-dihidroxiadeninice (i.e. litiaza 6-amino-2,8-dihidroxipurinice) porneste de Ia
adenozinmonofosfat (AMP), mai exact de la adenina.

in procesele metabolice, paralel cu adenozinmonofosfatul (AMP), se produce
si biodegradarea inozinmonofosfatului (IMP). Reactia are loc in prezenta enzimei
hipoxantin-fosforiboziltransferaza.

Lipsa enzimei adeninfosforiboziltransferaza este legata de cromozomul 16 si
este autozomal recesiva, cu o incidenta de 1:233 in caz de heterozigotie si 1:200.000 in
caz de homozigotie. Deficienta enzimei nu pare a fi nociva. Datele din literatura de
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specialitate arata ca doar in cazul lipsei acestei enzime apare urolitiaza cu
2,8-dihidroxiadenina (2,8 DHA) si/sau cristalurie inca din copilarie [241, 160, 242].

in absenta enzimei este posibil ca adenina sa fie oxidata de xantinoxidaza
la 8-hidroxiadenina (8-HA) si la 2,8-dihidroxiadenind (2,8-DHA) - v.fig.3-4. excretia
crescuta a acestui compus insolubil in urind determina cristalurie apoi aparitia
microconcrementelor si in final a calculilor.

Calculii cu continut de 2,8-DHA sunt radiotransparenti, la fel ca si calculii din
acid uric (AU). Deci, nu exista diferentiere radiologicd. La un examen macroscopic
atent calculul cu 2,8-DHA se dovedeste a fi mai friabil decat cel cu acid uric si este
de culoare gri-albastrui.

Pentru eventualitatea prezentei urolitiazei 2,8-dihidroxiadeninice la subiectii
luati in studiu s-a utilizat atlasul cu spectre IR [210].

In laboratoarele specializate de enzimologie diagnosticul se poate stabili prin
madsurarea directa a activitatii enzimatice in “lizatul eritrocitar” . Dupa Johnson et al.
(1977) - citati de [173] valorile normale sunt 24,7 + 4,8 mmol/adenina raportat la
un mg hemoglobina.

Doar analiza cristalografica sau spectroscopia in infrarosu poate diferentia
acest lucru de cel cu acid uric [243]. La examenul urinar se vad cristale maronii.
Analiza urinei aratd concentratii crescute de adenind, 2,8-dihidroxiadenind si
hipoxantina.

3.4. SPECIFICUL METABOLIC AL BIOGENEZEI ALTOR
UROLITIAZE SI CARACTERISTICILE SPECTRELOR FT-IR

3.4.1. Privire sinoptica

in vederea identificrii tipurilor de urolitiaze decelabile in cazul subiectilor luati
in studiu a fost necesara extinderea informatiilor necesare evaluarii spectrelor FT-IR
si evident - a bazei de date. Astfel, alaturi de investigarea urolitiazelor purinice,
care au facut obiectul prezentei teze, s-au evaluat si alte tipuri de litiaze intalnite la
subiecti. S-au avut in vedere litiazele oxalicd, fosfaticd si cistinicd. in acest scop
initial au fost trasate spectrele FT-IR etalon pentru compusii chimic puri specifici
litiazelor respective.

3.4.2. Urolitiaza oxalica

Modificari ale homeostaziei biochimice a oxalatilor se afla la originea
biogenezei uroconcrementelor oxalice. Dishomeostazia are drept consecinta
hiperoxalemie si hiper-oxalurie. La acestea se adauga modificari ale homeostaziei
calciului care are drept consecintd hipercalcemia (cu formare de oxalati de calciu),
hipercalciurie idiopatica (cauza a 50% din litiazele oxalice). De asemenea, uneori se
poate produce si scaderea concentratiei urinare a citratilor [8, 244, 245, 246].
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Metabolismul oxalatilor prezinta aspecte distinctive prin interrelatiile
metabolice specifice acestuia. Acest fapt este evidentiat de integrarea in ciclul
acizilor tricarboxilici (ciclul Krebs). Fara a intra in detalii se prezinta diversele cai
biochimice in fig. 3-6.
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Fig. 3-6. Metabolismul oxalatilor - schema generala

in organism oxalatii endogeni din lichidele biologice ale organismului si din
tesuturi provin din surse exogene si endogene. Sursele exogene de oxalat sunt
reprezentate de alimente de origine vegetala sau animald. Sursele endogene sunt
asigurate prin biosinteza oxalatului care are loc in tubul digestiv (sintetizat de o
serie de microorganisme) din nutrienti, unde oxalatul este absorbit in organism si in
tesuturile diferitelor organe [147, 34, 247].

Aportul endogen este asigurat prin biosinteza ionului oxalic (oxalatilor) din
proteine (e.g. via oxalacetat, indolpiruvat, acid oxaluric etc.), din glucide (e.g. via
acid glioxilic, oxalacetat etc), din lipide (e.g. via ciclului acizilor tricarboxiclici). De
asemenea, exista o biosinteza asigurata de microorganisme la nivel intestinal.

In urolitiaza oxalicd un rol important are cristalizarea oxalicd, care se
produce in prezenta ionilor de acid oxalic (CO0),% in prezenta ionilor de Ca?* la
nivelul cdilor urinare. Prezenta cristalelor de oxalat de calciu in urind a fost
descoperita in 1838 de Donne, iar ulterior Brignatelli si Wolaston, citati de [1],
au mentionat prezenta oxalatului de calciu in calculii urinari.

Forma cristalelor de oxalati difera, fiind aplatizate in caz de monohidrat si
piramidale in caz de dihidrat. Radiografic sunt opaci si bine conturati. Calculii
oxalici sunt mici, rotunzi sau alungiti, uneori cu prelungiri, neregulati. Au
culoarea neagra, gri sau alba. Suprafata poate fi rugoasa, aspra si colturoasa.
Rar se intalnesc calculi oxalici mari sau multipli.

Prezenta cristalelor de oxalat de calciu a fost semnalata atat in urina
persoanelor sandtoase, cat si in urina litiazicilor. Deci, pentru a se produce o litiaza
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oxalicd este necesara precipitarea si, consecutiv si conglomerarea cristalelor de
oxalat de calciu fapt sesizat si la microscopia electronica [248, 249].

Biogeneza uroconcrementelor cu oxalati se realizeaza, pe 1&nga suprasturarea
urinei cu oxalat de calciu, si prin interventia altor factori favorizanti. Existda un strans
raport intre saturatia urinei in oxalat de calciu si cea a inhibitorilor cristalizarii din
uring, intre saturatia urinei si modificare de pH [250,75].

Dishomeostazia oxalatilor afecteaza intregul organism intrucat depunerile
litiazice pot interesa diverse organe si tesuturi. Dintre toate sarurile acidului
oxalic numai oxalatul de calciu este implicat in patologie, fiind insolubil.
Localizarea la nivelul aparatului reno-urinar poate fi consideratda doar un
~€episod” pentru cad depunerea concretiunilor calculoase se poate produce si in
alte aparate, tesuturi (e.g. pe traseul unor vase se pot forma fleboliti). Din
acest considerent patologia oxalatului poate fi consideratd ca o boala a
intregului organism ,boala oxalica” [8, 251].

La nivelul intestinului subtire oxalatii proveniti din alimente se absorb. Procesul
este facilitat de mediul alcalin. O parte din acestia precipitd in oxalat de calciu
insolubil si deci neabsorbabil. Doar restul de oxalati solubili se absorb prin mucoasa
digestiva conditionata de factori locali: e.g. pH, prezenta calciului, fierului, fosforului,
magneziului, integritatea mucoasei intestinale, tranzitul etc. Intre cantitatea de oxalat
ingerata si cea absorbita nu este o stransa corelatie [252, 253, 254].

Exista si o seama de studii referitoare la aportul alimentar de oxalati. O dieta
normald de calciu si crescutd in oxalat, produce cresterea excretiei urinare de oxalat
cu 3,6%, in timp ce o dietd saraca in calciu mareste concentratia oxalatului urinar
cu 8,1% [156, 255, 256, 257].

Sursele exogene, conditionate de consumul (calitativ si cantitativ) de alimente
se afla, iIn majoritatea cazurilor, la originea nivelului oxalemiei si oxaluriei. Aportul
alimentar crescut de calciu face ca o parte din oxalatii din alimente sa formeze
saruri la nivel intestinal si sa se elimine pe cale digestiva. Prezenta in cantitati
crescute a oxalatilor in alimente si, implicit, in excretia urinara poate sa conduca
spre litiaze oxalice. In cazul oxalatilor s-a procedat la trasarea spectrului FT-IR
etalon. Pentru aceasta s-a folosit oxalatul de sodiu (fig.3-7).
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Fig. 3-7. Spectrul etalon al oxalatului de sodiu obtinut prin FT-IR
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in spectrul FT-IR se disting benzi caracteristice la 3445 cm™ , 3059 cm™
2936 cm™ . De asemenea, s-au decelat benzi la numere de undd mai mici 1639 cm™
, 1338 cm™, 779 cm™?, 512 cm™ s.a.

Spectrul FT-IR al oxalatului de calciu monohidrat este caracterizat de benzi
puternice la 1622 cm™ si 1315 cm™  corespunzitoare grupdrii C-O prin vibratii
simetrice sau asimetrice de tip alungire.

In general, benzile de vibratie in care apar peak-uri la numere de unda mai
mari de 3000 cm™ , se datoreazd moleculelor de ap3 legate coordinativ de oxalatul
de calciu. in cazul prezentei apei de cristalizare se disting peak-uri caracteristice la
1619 cm™ si 1316 cm™ .

Experimental, la animale de laborator (sobolani) s-a constatat ca cisteina
reprezinta, alaturi de hiperoxalurie, un risc pentru producerea calculozei [258].
Aceste constatari fac o legatura intre litiazele oxalicd si cistinica. Alte studii
experimentale intreprinse tot pe animale de laborator (sobolani) au evidentiat riscul
produs de glucide (administrate parenteral) pentru urolitogeneza de oxaati de calciu
[259,260]. Acest aspect poate fi vazuta si din evaluarea cailor biochimice in care
intervin glucidele (v.fig.3-6).

Oxalatii sintetizati in celule tranziteaza in sange sub forma unor saruri solubile
asociati cu citrati si cu ioni metalici (predilect cu Mg?*, K*, Na*) care nu dau s8ruri cu
stabilitate mare. Oxalatii din sange (oxalemia) se situeaza la valori de 1-4 mg/dL iar din
acestia 60% se afla in eritrocite. Cuantumul variaza in functie de alimentatie si se
regleaza prin excretia renalad conditionat uneori de hipercalciurie [261].

Oxalatii din urind (oxaluria) reprezinta un cuantum de 10-40 mg/24 ore
prediclect sub forma sarurilor solubile de Na*, K*, NH4* . La nivelul aparatului reno-
urinar oxaatii se pot combina cu Ca?* generénd cristale de oxalat de calciu insolubil
[262]. Eliminarea renala de oxalati creste progresiv cu varsta pana in perioada de
adolescentd. La adulti este mai mare la femei comparativ cu bérbatii. In conditii
normale oxaluria prezinta variatii depdendente de aportul exogen-alimentar in
relatie cu absorbtia enterica si de aportul endogen - prin sinteza tisulara [263].

3.4.3. Urolitiaza fosfatica

Urolitiazele cu fosfati se incadreaza n grupa asa numitelor “urolitiaze
anorganice”. In calculii cu fosfat se regdsesc structurile anionice HPO,% si PO, . Acest
tip de urolitiaza a permis evidentierea calculilor cu fosfat de calciu si cu fosfat
amoniaco-magnezian. In unele cazuri se disting si calculi in care fosfatii sunt cu
carbonatjii si apa fiind de tipul ,carbonat apatita” [37, 264, 265].

In continuare se vor prezenta uneele particularitati ale calculilor fosfatici,
mentionandu-se si denumirile mineralogice preluate datoritéa similitudinilor de
compozitie.

a) Calculii cu fosfat de calciu. Se cunosc doua subtipuri diferite prin
compozitie, cu: a) fosfat de calciu dihidrat (brushit)CaHPO, - 2H,0 ; b) fosfat de calciu

bazic (hidroxiapatit) Ca, (PO,) ¢(OH), . Frecventa acestor calculi variaza, fiind de

5-10% . Au forme si dimensiuni variabile. Au suprafete netede sau excrescente.
Culoarea difera : negru, gri si chiar alb.

La originea acestor calculi se pot afla acidoze renale tubulare in care aapare
hiperkaliemie. In urind s-a decelat hiperfosfaturie, hipercalciurie, hipocitraturie. In
70% din cazuri se formeaza urolitiaze fosfatice [79, 87]. Uneori, in metafilaxie,
tratamentul cu alacalinizante al urolitiazelor cu acid uric, pot conduce la urolitiaze cu
fosfati.
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b) Calculii cu fosfat amoniaco-magnezian (struvit) MgNH,PO, - 6H,0 . Au o

frecventd de 10%. Poarta si denumirea de ,calculi secundari” pentru considerentul
cd secondeaza (urmeazd) infectii reno-urinare grave in care se descompun
constituenti chimici din urina si genereaza acesti calculi [79, 265, 266]. Caracteristic
este faptul ca astfel de calculi se pot forma prin depuneri pe suprafata altor
uroconcremente mici (e.g. calcul oxalic) crescand ulterior in volum. Calculii cu
struvit au forme variate, suprafata poroasa, consistentda moale. Sunt de culoare gri-
cenusie.

Remarcabil pentru aceasta calculozé este faptul ca dupa interventii
chirurgicale procentul recidivelor este foarte ridicat. Dezvoltarea uroconcrementelor
se produce in urina alcalina la pH 8-9 [247, 264].

Formarea acestor calculi este posibila (fapt specific, in general, calculilor
fosfatici) si in cursul unui tratament alcalinizant pentru ,dizolvarea” unui calcul uric.
Utilizdnd doze excesive de medicamente alcalinizante se creaza conditii de
precipitare a cristalelor de fosfat organo-magnezian care se depun formand o
»,manta circumscrisad” calculului uric initial.

c) Calculi cu combinatii de fosfati si carbonati (numiti calculi cu apatita-
carbonat). Astfel de calculi contin Ca (uneori si Sr), evident anionii fosfat si carbonat
si uneori F, ClI, OH. O. Reprezentativa pentru aceste combinatii este o formula
folosita 1n mineralogie : (Ca,Sr)s(PO4,C0O3)s(F,Cl,OH). Cristalele sunt transparente
pana la translucide.

Cu referire la calculii cu fosfati exista si cercetari experimentale pe animale
de laborator care au urmarit aspecte ale dishomeostaziei fosfatilor si modalitati de
interventie. Astfel, [267] au urmarit la sobolani efectul magneziului si vitaminei B6
- cu specificul de inhibitori. La pisica [95] au studiat aspecte ale excretiei de
magneziu si fosfati cu acelasi scop de-a evalua efectul inhibitorilor (v. si Cap.2).

Pentru obtinerea unui ,spectru FT-IR etalon” la fosfati s-a utilizat fosfatul
de amoniu (fig.3-8). Acesta este un compus cu reprezentativitate mai mare.
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Fig. 3-8. Spectrul etalon al fosfatului de amoniu obtinut prin FT-IR
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Asa cum s-a aratat in procesul biogenezei pot sa apara fosfati de amoniu, de
amoniu si magneziu si chiar hidroxiapatita si carbonat apatita [158, 220].

Specific pentru spectrul FT-IR al fosfatilor care contin cationul amoniu
(NH,4* ) se disting benzi de vibratie la 3420 cm™ , 1470 cm™ , 1430 cm™, 1055 cm™ si
765 cm™ . Dacd se urmaresc caracteristicile fosfatului acid de calciu, evidentiabile prin
spectre FT-IR se distinge prezenta unor benzi specifice la 1130 cm™, 1065 cm™, 995
cm™ si 890 cm™. Aceste benzi specifice sunt denumite conventional ,benzi de
diagnostic” fiind utilizate prioritar in evaluarea compozitiei calitative a calculilor. Evident
numarul benzilor spectrale este mult mai mare daca se evalueaza in ansamblu.

in cercetdrile prezentate in aceastd lucrare au fost identificati calculi simpli
(cu fosfati) si micsti binari (cu fosfati-oxalati) si ternari (fosfati-oxalati-urati).

3.4.4. Urolitiaza cistinica

Urolitiaza cistinica este datorata unui defect metabolic ereditar cu
transmitere autosomal recesiva, care afecteaza metabolismul aminoacidului cistina
[197; 268; 270]. Frecventa de transmitere a acestei aminoacidopatii (cum se
defineste in patobiochimie) este de 1/20.000. In raport cu alte tipuri de litiaze -
urolitiaza cistinica are o frecventa de 1-6% [268].

Aceasta aminoacidopatie ereditara — cistinuria - este consecinta unui defect
de reabsorbtie renald a aminoacidului diaminodicarboxilic cistina. in urind ins& apar
si alti aminoacizi din aceiasi grupa, i.e. lizina, ornitina si arginina (fig.3-9).

HZN—ClJH—COOH HN— CH— COOH H,N —(l)H—COOH
|
CHy—S GHe Chz
| \
CHz—S GHz CHz
I CH> \
HN—CH— COOH [ CHa—NH>
CHo—NH2
Cistina Lizina Ornitina
HN — GH — COOH HN — (l:H — COOH
]
CHz CHe
I
CH2 ?Hg
1 NH>
—NH—C7 CH
CHa—NH—C{ (|)H2 e
2— NH—
SNH
Arginina Homoarginina

Fig. 3-9. Formule structurale ale aminoacizilor implicati in metabolismului cistinei

In unele cazuri se afld un intermediar metabolic homoarginina care se
formeaza din lizind - via homocitrulina [268]. Aceasta cale biochimica prezinta
similitudini cu formarea argininei din ornitind - via citrulina.

Calculii cistinici sunt de culoare galben-verzui. In marea majoritate a cazurilor
pentru prelevare se apeleazi la mijloace chirurgicale. in putine cazuri sunt eliminari
spontane. Radiologic sunt translucizi - cazul litiazei simple, sau radioopaci in cazul
litiazelor cistinice mixte.
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Boala debuteaza in copilarie, astfel ca cca 21% din cazuri sunt diagnosticate
pana la varsta de 15 ani [173]. Boala afecteaza in mod egal ambele sexe, dar exista
un prognostic mai grav la barbati comparativ cu femeile [269]. Netratata cistinuria
conduce la deces prin insuficienta renala.

Date referitoare la distributia teritoriald a urolitiazei cistinice releva
frecvente diferite: in Germania 0,98%, Franta (la Paris) 2,5%, Argentina 3,2%.

In cazul cistinei s-a procedat similar, s-a obtinut un “spectru FT-IR”
(fig.3-10) utilizadnd cistina chimic purd. La evaluarea spectrului FR-IR etalon al cistinei,
in vederea stabilirii spectrale specifice sau mai precis ale peak-urilor pentru identificare au
fost stabilite n domeniul 3062 cm™, 1618 cm™, 1485 cm™, 848 cm™.
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Fig. 3-10. Spectrul etalon al cistinei obtinut prin FT-IR

Calculozele cistinice sunt rare, iar la originea acestora se afld tulburari
metabolice si de transport ale aminoacidului cistina. La baza acestor tulburari se
considera ca este o enzimopatie [167, 270]. Adesea sesizarea afectiunii se face prin
diagnosticarea cistinuriei

Profilaxia se bazeaza pe depistarea precoce a urolitiazelor cistinice prin
urmarirea familiilor pacientilor (rudeniilor colaterale) cu cistinurie si instituirea de
masuri dietetice si de tratamente [271]. Metafilaxia in urolitiaza cistinicd se bazeaza
pe tratamente cu penicilamind, o-mercaptopropionilglicina, tiopronin etc. pentru
alcalinizarea urinei [269, 272, 273, 274, 275].

Si in cazul acestei litiaze au fost efectuate experimente pe animale (la
sobolani) urmarind efectele L-cisteinei [258].

In urina bolnavilor, in cazuri rare, s-au mai decelat si derivati ai
aminoacizilor amintiti cum ar fi : disulfat de homocistein-cistina, cistationina si chiar
glicina [14, 268].

in formele usoare ale bolii apare o cistin-lizinurie semnificand cresterea
eliminarilor de cistind si lizind. In formele severe, alaturi de tulburarile renale
mentionate, apare si un defect de transport la nivel intestinal.
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La subiectii (pacientii) cu cistinurie s-au mai decelat, in urind, diamine:
putesceina si cadaverina. Aceste amine biogene sunt metabolizate de Escherichia
coli prezenta in wurina. Astfel, prin decarboxilare, din ornitina se formeaza
putresceina, iar din lizina se formeaza cadaverina.

Aspectele fiziopatologice si biochimice arata ca cistina este un aminoacid
excretat in urina in cantitati reduse 15-40 mg/L. Solubilitatea acesteia in urina este
de 300-400 mg/L la pH urinar 5-7 [276]. Aceasta constatare a permis explicarea
faptului ca la homozigoti - unde eliminarea de cistind este de 500-2000 mL/24 ore -
apare litiaza cistinica, iar la heterozigoti - unde eliminarea este de 300 mil/L - nu
exista riscul de litiaza.

Cistinuria crescuta creaza conditiile formarii sarii de calciu care, alaturi de
matricea calculoasa formeaza un complex insolubil. Un studiu mai extins intreprins
de Bostrom si Hambraeus a aratat ca : 50% din urolitiazele studiate erau cistinice
simple, 40% erau cistinice mixte cu oxalat de calciu sau cu fosfati (fosfat de calciu
sau fosfat amoniaco-magnezian) si 10% erau urolitiaze fara cistind desi pacientii
aveaua hipercistinurie.

In litiazele cistinice s-a admis c& existd o tulburare a procesului de
reabsorbtie a cistinei si unor aminoacizi diaminodicarboxilici, i.e. lizina, ornitina,
arginina. De asemenea, existd o perturbare a absorbtiei acestor aminoacizi la nivelul
intestinului subtire si prin aceasta si a transportului acestor aminoacizi. Aceste opinii
arata ca, in ansamblu, problema urolitiazei cistinice este mai complexa.

3.5. TIPURI DE UROLITIAZE DECELATE PRIN
INVESTIGAREA UROCONCREMENTELOR

3.5.1. Privire sinoptica

In cazul biomoleculelor si, in general, a compusilor chimici in care coexista
mai multe molecule sau chiar compusi specifici biochimici anorganici absorbtia
luminii nu poate fi atribuita unor legaturi interatomice distincte. Aceasta situatie se
datoreaza prezentei unor ansamble atomice (vibratii de grup). Problema devine mai
complexa in cazul concrementelor litiazice in a caror biogenezad este caracteristica
~nucleatja heterogena bioanorganica” ca si procesele de precipitare si coprecipitare.

In analitica biochimjcé progresele metodologice au condus spre metalomica
si spre metaloproteomica. In acest context terminologia chimica s-a adaptat astfel
ca referitor la formarea de noi specii moleculare se utilizeaza exprimarea de
~Speciatie bioanorganicd” [132]. In aceast3 tez& problematica abordats face referire,
intre altele, la «biogeneza uroconcrementelor» in care ne intalnim cu problema
~Speciatiei” amintita mai sus.

Dupa evaluarea spectrelor IR si spectrelor FT-IR obtinute pentru
uroconcremente s-a putut stabili pentru fiecare caz benzile spectrale cu numarul de
undd (v'!) caracteristic. Astfel s-au definit tipurile de urolitiaze simple si mixte.

In acceptia conceptelor patologiei biochimice abordarea problemei
urolitogenezei a avut in vedere "nucleatia heterogenad bioanorganica” - urmarindu-
se uroconcrementele care contin metaboliti organici si anorganici. Biogeneza
uroconcrementelor implicad si prezenta unei “matrice calculoase” cu aspect fibrilar
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concentric si cu continut de glicozaminoglicani (mucopolizaharide) si compusi
proteinici (gluco- si lipoproteine).

Obtinerea spectrelor IR etalon si a spectrelor FT-IR etalon a facut posibila
constituirea unei baze de date. Ulterior au fost trasate spectre IR si spectre FT-IR
pentru fiecare uroconcrement pentru a stabili compozitia chimica calitativa a
uroconcrementelor si, in functie de aceasta, se poate proceda la clasificarea tipurilor
de urolitiaze, i.e. simple sau mixte (binare si ternare).

Investigatiile analitice intreprinse in cadrul acestei teze au fost efectuate cu
ajutorul spectroscopiei fin infrarosu si au urmarit identificarea tipurilor de urolitiaze.
Astfel s-au evidentiat, la un numar de 237 cazuri luate in studiu, 143 cazuri de
urolitiaze simple si 94 cazuri de urolitiaze mixte.

Evaluarea spectrelor inregistrate pentru uroconcremente s-a facut cu
ajutorul "bibliotecii de date" obtinute pornind de la spectrele IR si spectrele FT-IR
ale substantelor chimic pure. Rezultatele investigatiilor intreprinse asupra calculilor
reno-urinari sunt prezentate in tabelul 3-6.

Tabel 3-6. Sinoptic al tipurilor de urolitiaze aflate cu ajutorul spectroscopiei in infrarosu

Tipul de urolitiaza Numadrul de cazuri
Total Barbati Femei
Urolitiaze simple - total 143 66 77
Urolitiaze mixte - total 94 37 57
Total general 237 103 134

Biogeneza uroconcrementelor are in principal origini metabolice. in acest
cadru se includ si tulburarile metabolice produse de excesul anumitor compusi chimici
(purinici, oxalici, fosfatici etc.) prezenti in alimente.

De asemenea, trebuie mentionate perturbarile metabolice cauzate de
enzimopatii de origine genetica (e.g. in litiaza cu 2,8-dihidroxiadenina - greu
decelabild) si de tulburari morfofunctionale la a caror origine se afla malformatiile
aparatului reno-urinar. Astfel se poate explica producerea litiazelor simple si mixte.

Majoritatea calculilor nu sunt puri din punct de vedere al compozitiei,
existand uneori 2-3 componente - avand la origine coprecipitarea substantelor in
urma suprasaturatiei [171, 212, 218, 277, 278, 279]. Intr-un studiu special referitor
la litiazele mixte, [280] sustin ca in unele comunitati, conditionat prioritar de
alimentatie exista o cazuistica cu aproximativ 40% din calculi care au mai mult de
3 componente specifice urolitiazelor mixte.

in studiile intreprinse de [281] au fost descoperiti calculi cu 82 de componente.
Remarcabil este si faptul ca in cazul cercetarii compozitiei calculilor urinari au fost
decelati si compusi farmaceutici [282]. Deci, se sesizeaza problema xenobioticelor de
interes farmaceutic. Deoarece preponderenta unui component fata de altul poate
influenta tratamentul pacientului, stabilirea cu acuratete a metodei de determinare a
compozitiei a devenit o problema importanta in studiul urolitiazelor [282].

Reprezentarea grafica a datelor analitice pe tipuri de urolitiaze in valori
procentuale este redata in fig.3-11.

Se disting valorile corespunzatoare pentru litiaze simple si mixte.
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O Urolitiaze simple

B Urolitiaze mixte

Fig. 3-11. Reprezentarea grafica a tipurilor de urolitiaze simple si mixte
(distributia procentualad)

In ultimul deceniu au fost publicate lucrdri in care se abordeaza distinct
problema diversitatii tipurilor de litiaze alaturi de probleme referitoare la nutritie,
interactiile chimice specifice biogenezei calculilor, morfologia formatiunilor cristaline,
etc. [42, 283, 284, 285, 286]

3.5.2. Urolitiaze simple

Evaluarea tipurilor de urolitiaze simple comporta o procedura mai facila. In
aceasta categorie s-au inclus cazurile in care investigatiile bazate pe spectre FT-IR
au condus la decelarea unui singur compus chimic.

Datele spectrale referitoare la calculi, prin evaluarea spectrelor IR si a
spectrelor FT-IR ale acestora, ofera o prima imagine asupra compozitiei calitative a
acestora. Evaluarea spectrelor FT-IR ale calculilor reno-urinari vizeaza intr-o prima
etapa tipurile de urolitiaze simple (tabel 3-7). Cazuistica poate sa includa diferite
tipuri de urolitiaze.

Tabel 3-7. Urolitiaze simple decelate pe baza spectrelor in infrarosu

Numarul de cazuri

Tipul de urolitiaza "
Total | Barbati | Femei

urati (U) a8 | 19 | 29
Derivati

purinici | xanting (X) - - -
2,8-dihidroxiadenind (2,8-DHA) - - -

Oxalati (O) 51 29 22
Fosfati (P) 38 16 22
Cistina (C) 6 2 4
Total — urolitiaze simple 143 66 77
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Dintre tipurile de urolitiaze simple intalnite la subiectii luati in studiu se
mentioneaza urolitiaze cu oxalati, acid uric-urati, fosfati si cistind. Acestea sunt
litiaze cu continut de substante organice si anorganice.

Se poate observa ca au fost decelate litiaze simple in 143 cazuri (60,33 % din
totalul de litiaze studiate) dintre care : oxalice - O (51 cazuri - 35,68% din totalul de
litiaze simple); urice - U (48 cazuri — 33,56 %); fosfatice - P (38 cazuri - 26,57 %),
cistinice (6 cazuri - 4,19 %).

Urolitiazele purinice - denumite astfel pentru considerentul ca in calculi se
pot afla derivatii acid uric, i.e. uratii, xantina, 2,8-dihidroxiadenina reprezinta
metaboliti ai purin-nucleotidelor.

in fig. 3-12 se exemplifici spectrul FT-IR al unui calcul cu acid uric-urati. in
cazul urolitiazei simple, spectrul FT-IR inregistrat prezinta benzi specifice care
corespund unor valori ale lungimii de unda caracteristice uratilor (U). Benzile
prezintd peak-uri la valorile: 1026 cm™ - pentru vibratia de tip alungire C-N ; 3014
cm™ - pentru vibratia de tip alungire N-H si la 1672 cm™ - pentru vibratia de tip
alungire C=0.
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Fig. 3-12. Spectru FT-IR pentru un uroconcrement reprezentand litiaza simpla
cu acid uric-urati (U)

La spectrele in infrarosu pentru evaluarea prezentei acidului uric se disting
benzi IR standard la 1637 cm™? pentru C=C cu vibratii de alungire) si la 1018 cm'!
pentru H-H cu vibratii de alungire simetrica. De asemenea, exista o banda standard
la 738 cm™ pentru C-N cu vibratii de tip alungire pentru grup&ri aromatice [235].

Diferentele intre numerele de unda la care s-au decelat vibratii - desi este in
discutie doar acidul uric si uratii - atestd si prezenta altor grupari atomice care pot
apartine unor structuri diferite. Faptul ca in structura calculilor apare si ,matricea
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X

calculoasa” care poate contine glicozaminoglicani dar si glucoproteine si lipoproteine poate
oferi o explicatie a diferentelor.

Referitor la investigatii ale urolitiazelor bazate pe spectre FT-IR si relatia
nutritie - litiaza uricd (cunoscuta in patobiochimie) se remarca si rolul xenobioticelor
alimentare.

Astfel de cercetari urmarind consumul de alimente procesate in dieta au
evidentiat faptul ca in cazul laptului praf contaminat cu melamina se pot produce litiaze
urice cu compozitie conditionatd de prezenta acestui xenobiotic. Un astfel de studiu
efectuat pe copii, in China, extins pe o perioada de 10 ani (1999-2009) bazat pe spectre
FT-IR a evidentiat prezenta de calculi care contin o mixturd de acid uric dihidrat si acid
uric complexat cu amoniu [287]. Astfel de calculi, considera autorii, pot fi solubilizati in
urina alcalinizata.

Compusii mentionati definesc diferitele tipuri de urolitiaze simple. Pentru
fiefare substanta se are in vedere modurile de vibratie prezente si numarul de unda

(v ) care caracterizeaza aceste vibratii.Dintre litiazele purinice cunoscute (posibile la
om) la subiectii luati in acest studiu s-au decelat doar litiaza cu acid uric-urati la un
numar de 48 cazuri.

in cadrul urolitiazelor, litiaza uricd prezintd o frecventd relativ scdzutd in
comparatie cu celelalte tipuri de urolitiaze, dar este cea mai crescuta dintre litiazele
purinice [6, 162]. Majoritatea urolitiazelor cu acid uric rezultd prin precipitarea
acidului uric din urina suprasaturata. Urolitiaza urica este de cele mai multe ori
insotitda de prezente cristalelor de acid uric in sedimenul urinar [139, 288].
Hiperuricemiile primare pot fi determinate de urmatorii factori: exces de aport in
nucleoproteine; intensificarea procesului sintezei de novo a purinelor; eliminarea
renala crescuta [133, 141, 145,163, 289].

Acidul uric poate juca un rol important ca inductor (in nucleatia heterogena).
Din punct de vedere biochimic subiectii cu calculi de acid uric pot avea nivele
normale sau ridicate ale acidului uric sanguin si o excretie a acidului uric normala
sau ridicatd. Un pH urinar scdzut contribuie la formarea calculilor si este o
caracteristica invariabila a bolii. Concentratia ridicata a acidului uric nedisociat la pH
scazut produce precipitarea si formarea de calculi sau induce cristalizarea sarurilor
de Ca si formarea calculilor de oxalat de calciu. Explicatia unui pH urinar scazut
rezida in existenta unei concentratii reduse de ioni de amoniu din urind si astfel ionii
liberi de hidrogen raman netamponati [290].

Pentru posibila prezentd a unor concremente cu xantina si 2,8-dihidroxiadenina
(2,8-DHA) s-a facut evaluarea spectrelor FT-IR pe baza datelor din ,Atlasul cu spectre
IR pentru analiza concremnetelor urinare” [210].

La subiectii luati in studiu in cadrul prezentei teze de doctorat nu au fost
decelate uroconcremnete cu compozitie de xantina si 2,8-dihidroxiadenina.

Evaluarea spectrelor IR si a spectrelor FT-IR pentru alte calculoze simple s-a facut
pornind de la spectrele FT-IR etalon (v. Cap. 3.4.). Nu s-a intrat in detalii intrucat in teza
intereseaza metabolitii purinici — in speta litiazele purinice si metalele prezente in acestia
(v. Cap.4).

Astfel, s-a stabilit cd la subiectii luati in studiu existad litiaze simple oxalice in
51 din cazuri, fosfatice in 38 de cazuri si cistinice in 6 cazuri. In final totalul cazurilor
de litiaze simple s-a ridicat la 143 subiecti. Repartitia acestora pe sexe se poate
vedea in tabelul 3-7. Se observa ca litiaza oxalica predomind la barbati, iar litiazele
fosfatice si cistinice la femei.
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3.5.3. Urolitiaze mixte

Caracteristic pentru urolitiazele mixte este prezenta in uroconcrementele luate in
studiu @ mai multor compusi chimici. In astfel de calculi s-au decelat compusi principali -
dominanti sub aspect cantitativ si compusi secundari - aflati in cantitati mai scazute,
uneori doar in urme.

In spectrele FT-IR ale uroconcrementelor cu compozitie mixta s-au remarcat
diverse peak-uri nespecifice. Prezenta acestor peak-uri poate fi explicata prin
fenomenul de nucleatie heterogena urmatd de coprecipitarea diferitilor compusi
litogenici caracteristici tipurilor de litiaze (e.g.: urati, oxalati, fosfati etc.) in prezenta
ionilor metalici. Coprecipitarea se produce pe o ,matrice calculoasd”. Existenta
»~matricei” preliminar biogenezei calculilor este cunoscuta si acceptata de mult timp .
Date mai recente releva faptul cd uroconcrementele se prezintd ca si conglomerate
care contin 97,5% agregat policristalin si 2,5% matrice care include glicoproteine si
glicozaminoglicani [291].

Litiaze mixte s-au gasit in 94 cazuri (39,66 % din totalul de litiaze studiate)
din care : binare in 84 cazuri (89,36% din totalul de litiaze mixte) si ternare in 10
cazuri (10,64 % din totalul de urolitiaze mixte).

Prezenta a doi compusi chimici defineste litiazele binare, e.g. urati-oxalati
(U-0), oxalati-urati (O-U) si fosfati-urati(P-U). In cazul a trei constituenti apar
litiazele ternare, e.g. oxalati-urati-fosfati (O-U-P). Evident, ordinea Iinserarii
substantelor in definirea tipului de urolitiaza are in vedere evaluarea calitativd a
descresterii concentratiei constituentilor. in cazul investigatiilor intreprinse pentru
aceasta lucrare distributia tipurilor de urolitiaze, stabilitd dupa spectre IR si FT-IR,
este redata in tabelul 3-8. .

Urolitiaze mixte binare. In cazul cercetarilor intreprinse s-au decelat
urolitiaze cu oxalati-fosfati (O-P) in 31 cazuri — 36,90 % din totalul de litiaze mixte
binare; cu oxalati-urati (O-U) in 19 cazuri - 22,61 %; cu oxalati-colesterol (O-COL)
in 3 cazuri - 3,57 %; urati-xantina (U-X) in 0 cazuri - 0 %; cu fosfati-oxalati (P-O)
in 15 cazuri - 17,85 % si cu fosfati-carbonati (P-CARB) - in 2 cazuri - 2,38 %
(raportarea procentuala s-a facut la numarul de litiaze binare).

Tabel 3-8. Urolitiaze mixte decelate pe baza spectrelor in infrarosu

Grupa de litiaze Tipul de urolitiaze Numérfll de cazuri

Total [ Barbati | Femei

Urati-oxalati (U-O) 9 3 6

Oxalati-urati (O-U) 19 8 11

° Urati-xantina (U-X) - - -

. é Fosfatji-urati (P-U) 5 2 3

% @ Oxalati-fosfati (O-P) 31 13 18

= Oxalatj-colesterol (O-COL) 2 1

Fosfati-oxalati (P-O) 15 3 12

@ Fosfati-carbonati (P-CARB) 2 1 1

g Oxalatj-urati-fosfati (O-U-P) 8 3 5

2 Fosfati-oxalati-carbonati (P-O-CARB) 2 2 --

Total — urolitiaze mixte 94 37 57
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Urolitiaze mixte ternare. In cazul acestora s-au decelat fosfati-oxalati-
carbonati (P-O-CARB) in 2 cazuri si cu oxalati-urati-fosfati (O-U-P) - in 8 cazuri.
Procentual aceste grupe reprezintd 20% respectiv 80% din totalul de urolitiaze
mixte ternare.

in acest stadiu al investigatilor nu am avut in vedere concentratia
metalelor desi ionii metalici concurda la procesele de precipitare/coprecipitare ale
compusilor cu caracter anionic sau polaritate negativa din calculi, conform
mecanismului nucleatiei heterogene cu specific bioanorganic in cazul litogenezei.

Am urmarit doar datele referitoare la tipurile de litiaze. Ulterior, cu ajutorul
spectroscopiei de absorbtie atomica (SAA) au fost efectuate si determinari asupra
concentratiei metalelor prezente in urolitiaze.

Valorile procentuale ale distributiei tipurilor de urolitiaze mixte binare si
ternare sunt redate grafic in fig.3-13.

B Urolitiaze mixte binare

B Urolitiaze mixte ternare

Fig. 3-13. Reprezentarea grafica a tipurilor de urolitiaze
mixte binare si ternare

La calculii cu compozitie mixta binard, spre exemplu, se selecteaza peak-
urile expresive remarcand prezenta benzilor spectrale pentru doua tipuri de litiaza in
spectrul FT-IR ale uroconcrementului. Pentru identificarea substantelor prezente in
astfel de amestecuri, e.g.: uroconcremente cu urati-oxalati (U-O), s-a apelat la
spectre IR si spectre FT-IR etalon. Cu privire la spectrele FT-IR ale litiazelor mixte
binare, in fig.3-14 se prezinta spectrul FT-IR al unui calcul care contine urati si oxalati
(U-0).
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Fig. 3-14. Spectru FT-IR obtinut pentru un uroconcrement reprezentand litiaza
mixta cu urati si oxalati (U-O)

in spectrul FT-IR al uroconcrementului se identifica benzile spectrale
caracteristice pentru acid uric-urati (mentionate mai sus), dar si pentru oxalati, cu
peak-urile si tipurile de vibratie caracteristice. Benzile spectrale specifice oxalatilor, spre
exemplu, sunt: 1620 cm™ si 1319 cm™ pentru alungire simetricd si asimetricd C=0, 781
cm? pentru deformarea OC=0 si 518 cm™, pentru vibratiile in afara planului (rocking)
0OC=0.

in cazul calculilor micsti binari cu urati si oxalati apar benzile IR standard
specifice atat pentru acid uric/urati cat si pentru oxalati. Pozitionarea benzilor IR
pentru acid uric/urati a fost discutatd mai sus.

La spectrele in infrarosu pentru oxalat de calciu se disting benzi IR standard
la 1604 cm™ pentru gruparea atomicd OC=0 cu vibratii de alungire asimetric, la
1314 cm™ pentru C=C cu vibratii de tip alungire simetricd si la 778 cm™ pentru
C=0 cu vibratii de tip alungire asimetrica [235].

In calculii urinari cu compozitie mixta, acidul uric se afla frecvent sub forma
de urat monoamoniacal anhidru sau sub forma de urati de sodiu si de calciu etc. De
asemenea, poate fi insotit de fosfat amoniaco-magnezian (struvit) si/sau de oxalat
de calciu monohidrat (whewelit). Conditile in care se formeaza uratul de
monoamoniu diferd in functie de pH-ul urinar de acelea in care se formeaza acidul uric.
La un pH = 5,75 uratul si acidul uric coexista in cantitati egale, iar la un pH < 5
predomina acidul uric care este mai putin solubil. Uratul de monoamoniu necesita o
excretie ridicata de amoniac pentru ca sa fie posibila precipitarea. Situatia aceasta se
poate intalni in cazul unei infectii la nivelul aparatului reno-urinar. Procesul poate fi
insotit de hiperuricozurie. In cazul infectiilor pH-ul poate creste la valori mai mari de 7.

Spectroscopia IR a fost folositd pentru analiza diferitilor constituenti a
acestor calculi heterogeni. Banda spectrald medie la 600 cm™, precum si benzile
benzile din domeniul 1600 - 1250 cm™, pot fi folosite pentru diferentierea dintre
urat de amoniu si acid uric [220].

Intr-un studiu [228] au aflat urat de amoniu in 2% din calculii analizati,
remarcand faptul ca doar in cativa calculi acest compus existd ca si component unic.
Acesti autori au mai constatat ca uneori calculul poate avea un ,nucleu” de oxalati

BUPT



92 Investigarea tipurilor de urolitiaze prin spectroscopia in infrarosu- 3

care este ,placat”, avand la suprafata urat monosodic sau acid uric. in spectrele IR
s-au aflat benzi spectrale la 3600 cm™ si la 1740 cm™ (benzi caracteristice apei) si

benzi spectrale la 1613 cm™,

1532 cm™, 1432 cm™, 1385 cm™, 1352 cm™, 1260
cm™ , care pot fi folosite pentru a face distinctia. Majoritatea uratilor investigati nu

sunt saruri stoechiometrice.

Se prezinta, in continuare, spectrul FT-IR al unui uroconcrement cu urati si

fosfati — fig.3-15.
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Fig. 3-15. Spectru FT-IR al unui uroconcrement reprezentand litiaza
mixta cu urati si fosfati (U-P)

Pentru calculul cu wurati si fosfati se disting benziule IR standard
caracteristice pentru acid uric/urati prezentate mai sus. De asemenea, apar benzile
IR standard distincte pentru fosfati.

O caracterizare a prezentei fosfatilor, luand in consideratie predilect fosfatul
de magneziu si amoniu se disting, ca si in cazul altor compusi, benzi IR standard.
Caracteristice sunt benzile IR standard de la 2362 cm™ pentru N-H si C-H la vibratii
de tip alungire. De asemenea, la 1469 cm™ pentru NH,™ apar vibratii de tip
deformare simetricd si de la 970 cm™ pentru P-O-C apar vibratii de tip alungire
alifatic [220].

Cu referire la urati, in cazul céinilor, [172] au analizat 741 calculi urinari si, In
unele cazuri, au identificat aldaturi de uratul monoamoniacal, urat monosodic si
monopotasic, precum si urat de calciu. Studii ulterioare prin SIR si analiza cu raze X
asupra 171 calculi prelevati de la carnasiere (canine si feline) au relevat ca prezenta
uratului de potasiu este mai frecventa in unele zone geografice, depdsind numeric
cazuistica intalnita la oameni.

Aceasta observatie, referitoare la carnasiere, este importantd din punct de
vedere nutritional. Se cunoaste faptul ca cercetari efectuate pe animale permit
translatarea informatiilor si intelegerea aspectelor de fiziologia digestiei si nutritie la
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om. Consumul de alimente bogate in purine (e.g. carne, cacao, heringi etc.)
faciliteaza aparitia litiazelor urice ( in general a litiazelor purinice).

Cercetari efectuate pe calculi renali de la om de catre [292] au prezentat date
legate de aparitia uratilor complecsi nonstoechiometrici care contineau doi sau mai multi
cationi nelipsind amoniul si sodiul, precum si acidul uric liber.

Intr-un studiu [142] au observat ca oligoelementele, chiar si in concentratii
foarte mici, peste limitele fiziologice caracteristice pentru in sange si/sau urina,
influenteaza procesul de cristalizare mai intens in cazul fosfatilor.

Investigatiile asupra urolitiazelor intreprinse de [30] contin si o statistica
efectuata pe un esantion de 323 pacienti (99 femei si 224 barbati) privind
compozitia calitativa a uroconcrementelor. Datele releva faptul ca urolitiazele sunt:
mai frecvente la barbati decat la femei; in cazul ambelor sexe predomina urolitiazele
cu oxalati; barbatii dezvolta mai frecvent urolitiaze mixte; la femei urolitiazele cu
fosfati sunt mai frecvente, iar la barbati cele cu acid uric.

Cu privire la cercetarile privind spectroscopia IR, aplicata la studiul
litiazelor, pentru analiza calitativa in serii foarte mari s-a propus constituirea
unei ,curbe de calibrare” care ar permite evaluarea peak-urilor si la estimarea
componentelor prevalente [280].

Un studiu de anvergura, cu caracter epidemiologic, efectuat in Germania pentru
perioada 1977-2006 pe un numar de 224.085 calculi a evaluat compozitia acestora si
distributia pe sexe si pe varsta [4]. Se mentioneaza ca doar sistematizarea datelor a
necesitat 5 ani. Rezultatele obtinute au evidentiat cd raportul cazurilor la barbati si
femei a crecut de la 1,86:1 (1977) la 2,7:1 (2006). Procentul barbatilor a fost chiar mai
mare la pacienti mai in varstd, cu un raport de 3,13:1 pentru intervalul 60-69 ani.
Incepand cu anul 1997 a aparut tendinta unei incidente crescute pe intervalul de varsta
40-49 ani. In timp ce rata calculilor de natura infectioasa a scazut constant, incidenta
calculilor cu acid uric a ramas constanta cu un procent de 11,7% la barbati si 7,0% la
femei, cu extrema la varste Tnaintate. Calculii cu acid uric au fost frecvent depistati in
zonele estice si sudice ale Germaniei. Variatiile regionale subliniaza influenta modului de
viata si a regimului alimentar.

In regiunea de nord-est a Spaniei, [293] au studiat epidemiologia,
compozitia si recurenta calculilor eliminati spontan sau extrasi chirurgical pe o
perioada de 3 ani. Raportul incidentei calculilor la barbati si femei a fost 3:1; au
prevalat calculii cu oxalat de calciu (64,8%), urmau calculii cu acid uric(25,3%),
micsti (5,3%) si calculi cu fosfati (4,3%).Recurenta cea mai mare o aveau calculii cu
acid uric (50%). Aceste rezultate sunt similare celor prezentate in lucrari anterioare
ale acestor autori.

Investigarea compozitiei chimice calitative cu ajutorul spectrelor IR si FT-IR este
de interes pentru afectiunile calculoase renale. Relativ usor de efectuat, beneficiind de o
anumita expeditivitate, spectrele FT-IR ofera informatii farda ambiguitate asupra
compozitiei calculilor [294, 295].

3.6. IMPLICAREA COMPUSILOR CHIMICI ATIPICI PENTRU
INVESTIGAREA TIPURILOR DE LITIAZE

3.6.1. Date sinoptice
Asa cum s-au prezentat datle de mai sus, in compozitia uroconcrementelor

s-au decelat ,,compusi specifici” pentru diversele tipuri de litiaze, e.g. urati, fosfati,
oxalati, cistind, carbonati. Acestia sunt salifiati cu diversi ioni metalici (M"*) si (in unele
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cazuri) cu cationul amoniu (NH4*). Astfel de compusi definitorii pentru litiaze,
concureaza la procesul de nucleatie heterogena. Pentru investigarea acestora s-au
utilizat diverse metode chimice (volumetria, gravimetria) si fizico-chimice (spectroscopia
in infrarosu, spectroscopia Raman, spectroscopia de absorbtie atomica etc.).

Alaturi de acesti compusi in solutia metastabilda (reprezentata de excretia
urinara), dar si in uroconcremente se pot afla ,compusi nespecifici” sau ,compusi
atipici” pentru litiaze. In aceasta categorie se includ diverse substante reprezentate
de : a) modulatori chimici litiazici-prezenti ca promotori (a) si inhibitori (B) formati in
organism ca metaboliti care coexista cu precursorii litiazici; b) matricea litiazica -
constituitda din anumite proteine sau chiar glicoproteine care se stabilizeaza (in
cursul biogenezei calculilor) odata cu compusii specifici mentionati mai sus.

In investigarea tipurilor de litiaze prin spectroscopia in infrarosu cu
transformare Fourier (FT-IR) se impune definirea riguroasa a benzilor pentru
compusii ,specifici” (,tipici”) pentru litiazele cunoscute, i.e. urica, oxalica, fosfatica,
cistinica (simple si mixte). Evaluarea benzilor se face cat mai riguros spre a se evita
posibile erori datorate prezentei unor compusi ,nespecifici” (, atipici”).

Astfel de compusi chimici ,nespecifici” sau ,atipici” pentru litiaze pot fi inclusi
in doud categorii (grupe) in functie de rolul fizico-chimic al acestora in initierea
procesului de ,biogeneza litiazica” — prin atributele de “modulatori chimici” (inhibitori
si promotori) respectiv de ,matricea calculoasd” - cu rol de suport pentru
fomratiunile calculoase.

Compusii chimici nespecifici prezenti in urina - ca intr-o solutie metastabila -
care contine o mixtura de ioni [296] pot participa la formarea nucleelor de
cristalizare, la cresterea si agregarea microconcrementelor litiazice [297, 298, 299].

Compusii atipici din mediul metastabil urinar concura la procesul de ,nucleatie
heterogena” aldturi de compusi organici si anorganici de provenienta exogena
(alimentard) si endogena (metabolicd). Astfel, inca din prima etapa, reprezentata de
formarea nucleelor de cristalizare, biogeneza litiazica este influentata de prezenta
diverselor substante in produsul de excretie renala [299, 300].

3.6.2. Modulatori chimici in biogeneza litiazelor

Prezenta numeroaselor substante cu atributul de modulatori chimici
(inhibitori sau promotori), ca si compusi reziduali in concrementele calculoase
poate impieta asupra investigatiilor bazate pe spectroscopia in FT-IR pentru
definirea tipurilor de litiaze.

in spectrele specifice uroconcrementelor pot sd apard, in m&surd reduss,
benzi atipice datorate modulatorilor chimici sau chiar matricei litiazice. Se pare ca
explicatia acestor diferente poate fi data de varietatea benzilor spectrale din
spectrele FT-IR. Incercarea de diferentiere facuta de [220] poate fi explicata de
aceste diferente care au condus la departajarea in “benzi spectrale principale” si
“benzi de diagnostic”., Se poate conchide ca acestea din urma apartin compusilor
chimici specifici (tipici) pentru urolitiaze. Aprofundarea studiilor asupra substantelor
prezente in urind care conferd acesteia caracter metastabil, limitand sau accelerand
procesul de cristalizare, a condus la definirea a doua tipuri de compusi: (o) inhibitori si
(B) promotori [301, 302].

3.6.2.1. Prezentare generala

Sub aspect fiziologic si biochimic excretia renald asigura eliminarea urinei
sub forma unei ,solutii metastabile” in care se afld diversi metaboliti organici si
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anorganici. in anumite circumstante aceasta solutie poate ajunge in stare de
»Suprasaturare”, situatie in care coexista numerosi ioni (metalici / nemetalici) sau
molecule organice care afecteaza solubilitatea.

Procesul de cristalizare a componentelor din urina suprasaturata si formarea
concretiunilor solide pot fi modificate prin activitatea promotorilor si inhibitorilor dar
si prin actiunea unor factori morfofiziologici, alimentari si/sau ai mediului
inconjurator [190, 284].

O prezentare sistematizatd a compusilor cu rol de inhibitori si promotori se
reda in tabelul 3-9 (dupa [296] - modificat).

Tabel 3-9. Modulatori ai procesului de cristalizare pentru uroconcremente

- Inhibitori Promotori
Specificare
Citrat anorganic Oxalat anorganic
Anorganici Magneziu Calciu
Pirofosfat Sodiu
Glicozaminoglicani
Proteina Tamm-Horsfall Urati
Organici Protrombina urinara

Osteopontind (Uropontinad)
Litostatina renala Proteina Tamm-Horsfall
Nefrocalcina

Volum urinar scazut

Excretia urinara Volum urinar crescut v
(la pH scazut)

Se remarca faptul ca inhibitorii si promotorii procesului de urolitogeneza pot
fi compusi anorganici si/sau anorganici. Excretia renald insasi prin ,,volumul urinar” -
in functie de cuantum - poate fi considerata inhibitor (la volum crescut) sau
promotor la volum scazut.

Formarea uroconcrementelor se realizeaza (exceptand compusii tipici) in
prezenta concomitentd a modulatorilor care intervin in acest proces. Factorul etiologic
esential In formarea calculilor este saturatia urinei si produsul de solubilitate la care se
initiaza procesul de cristalizare [297, 303].

Cristalizarea sarurilor care stau la baza formarii calculilor se datoreaza unei
compozitii anormale a urinei in care abunda promotori ai cristalizarii care sunt
totodata compusi specifici litiazelor (e.g. oxalat, acid uric, calciu) sau inhibitori care
sunt in deficit (e.g. citrat, glicozaminoglicani, uropontina etc.) .

In tabelul 3-10 se prezintd sub aspect fiziologic si biochimic relatia intre
mecanismul biogenezei uroconcrementelor si mediatorii care se afla la originea acestora.

Tabel 3-10. Mecanisme si mediatori specific in biogeneza uroconcrementelor [300]

Mecanismul biogenezei Mediatori specifici
concrementelor litiazice (in succesiunea etapelor specifice)
Saturatie /supersaturatie Obiceiuri alimentare / anormalitati genetice

Cristalizare

Inhibitori / promotori

Retentie de cristale

Marime cristale / aderenta /

Formare de calculi

Retentie continua de cristale
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Starile de saturatie ale solutiilor sunt determinate de concentratiile ionilor
din compozitia acestora.

3.6.2.2. Inhibitori ai biogenezei litiazelor

A. Inhibitori anorganici

Inhibitorii - sunt moleculele care scad concentratia urinei ca mediu instabil
evitand initierea nucleatiei, micsoreaza cresterea cristalelor, agregarea, aderenta
cristalelor pe epiteliul renal si, de asemenea, inhiba nucleatia secundara pe cristale
pre-existente. Actioneaza prin absorbtie la suprafata cristalelor, interfera cu reteaua
cristalind inhibdnd nucleatia, cresterea si agregarea [304]. Dintre moleculele
organice se mentioneaza glicozaminoglicanii, osteopontina, iar dintre moleculele
anorganice citratul sau ionii de magneziu.

Efectele inhibitorilor asupra formarii calculilor au fost studiate predilect pe calculi
cu oxalat de calciu. Mecanismul de actiune al inhibitorilor nu este pe deplin cunoscut.

1. Citratul anorganic — provine din acidul tricarboxilic care circuld in sange
salifiat cu calciu, magneziu si sodiu la un pH fiziologic de 7,4. Provine din surse
endogene (ciclul Krebs) sau din surse exogene (alimente). Este inhibitor pentru oxalatul
de calciu si fosfati. Efectele inhibitoare ale citratilor si al magneziului au fost studiate de
[304] in raport cu hipercalciuria si hiperuricozuria. De asemenea, poate reduce valoarea
osteopontinei - componenta importanta a matricei proteice a calculilor [298].

Actiunea terapeutica a citratului in urolitiaza oxalicd se atribuie depletiei
ionilor liberi de calciu prin complexarea acestora cu citrat. Se formeaza un complex
calciu-citrat-fosfat dependent de valoarea pH-ului, care reduce concentratia ionilor
de calciu liberi, asadar reduce riscul formarii de calculi.

2. Magneziul — poate forma complecsi cu oxalatii scazand astfel suprasaturatia.
Spre deosebire de calciu, care este tot un ion divalent, formeaza compusi solubili cu
calciul si oxalatul si determina reducerea activitatii produsului ionic [299].

3. Pirofosfatul - inhib@ cresterea cristalelor si chiar agregarea.Nivelurile
urinare normale sunt teoretic suficiente pentru a inhiba cristalizarea oxalatului de
calciu si fosfatului de calciu.

Compusi precum citratul si fosfatul formeaza saruri cu calciu, iar magneziul si
sodiul formeaza saruri cu oxalatii, reducand efectiv concentratia ionica libera a acestora.

B. Inhibitori organici

1. Gicozaminoglicani (GAG) cunoscuti si cu denumirea veche de
mucopoliglucide - sunt compusi macromoleculari care contin ozamine
(aminoglucide), prezenti obisnuit in tesutul conjunctiv si epitelial. Polianionii GAG,
excretati in urind, sunt prezenti si in matricea calculoasa. Au capacitatea de a inhiba
cresterea si agregarea cristalelor de oxalat de calciu prin blocarea situsurilor de
crestere. Previn adeziunea cristalelor pe celulele uroteliului renal lezat.

2. Proteina Tamm-Horsfall (THP) - este cea mai abundenta glicoproteina din
urina cu rol dual de inhibitor si promotor [305]. Este sintetizata si secretatd de
celulele epiteliale ale bratului ascendent al ansei Henle. In conditii de pH urinar
crescut, fortd ionica scazuta, concentratie scazutd de ioni divalenti actioneaza ca
inhibitori [307, 314]. Studiul acestei proteine s-a facut si experimental pe animale
de laborator [308].

3. Protrombina urinara - este un inhibitor al cresterii, agregarii si aderentei
cristalelor de oxalat de calciu. Se sintetizeaza in proximitatea calculilor renali. Fiind
parte a matricei organice, permite evidentierea rolului proteinelor de coagulare n
formarea calculilor.
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4. Osteopontina (uropontina) - este o proteinda bogata in acid aspartic care
inhibd nucleatia, cresterea si agregarea cristalelor de oxalat de calciu in solutie
suprasaturata. Este sintetizata in rinichi si prezenta in urina la nivele in exces de
100 nM. Este o componentd dominanta si in matricea organica a calculilor de oxalat
de calciu [305].

5. Litostatina renald - este o proteina a secretiei pancreatice, inhibitor urinar
al cresterii cristalelor de oxalat de calciu.

6. Nefrocalcina - este o polipeptida cu origine in tubulii renali, formata din
110 resturi de aminoacizi, din care 25% continut de acid glutamic si acid aspartic.
Nefrocalcina mai contine douda molecule de cisteina si trei molecule de acid
y-carboxiglutamic care participa la procesul de inhibare a nucleatiei, cristalizarii si
agregarii calculilor cu oxalat de calciu. Este produsa in rinichi de tubul proximal si
ramura ascendenta a ansei Henle.

C. Volum urinar crescut

Indicd un flux urinar crescut si este unul din cei mai importanti inhibitori ai
formarii calculilor.

intelegrea rolului inhibitorilor in procesul de formare a uroconcrementelor
este complicatéd deoarece studiile au fost efectuate in vitro. Nu existd un model
universal acceptat al masurarii gradului de inhibare nici pentru stabilirea punctului
critic din cresterea unui cristal la care activitatea de inhibare este efectiva.

Proteinele, spre exemplu, pot fi inhibitori intr-o anumita faza a cristalizarii,
pot deveni inactive sau chiar promotori in alte faze. Implicarea renald a inhibitorilor
proteici va putea fi stabilitd daca se identifica genele care codeaza acreste proteine
si se vor efectua studii pe animale transgenice.

3.6.2.3. Promotori ai biogenezei litiazelor

Promotorii - faciliteaza formarea calculilor. Se exemplificd volumul urinar scazut,
pH-ul urinar scdzut, prezenta in cantitdti mari de calciu, sodiu, oxalati, urati. In
biogeneza uroconcrementelor suprafata celulelor renale, ,debris-urile” celulare sau
agregatele proteice pot constitui situri de agregare. Raspunsul celular fatd de
cristalele nou formate si factorii care moduleaza interactiunile cristale-perete celular
pot stimula initierea calculilor. Injuria celulara este un important promotor al
dezvoltarii concrementelor.

A. Promotori anorganici

1. Oxalat anorganic - provine in mare parte din aportul exogen alimentar, dar
rezultd si din procesele metabolice (Grases et al., 1998; Gupta et al., 2011): transportul
membranar al globulelor rosii, epiteliul celular si celulele tubului proximal.

2. Calciu - conform “teoriei matriceale” proteinele urinare si concentratia
calciului au importanta majora in formarea calculilor. Uromucoidul de exemplu,
activeaza procesul initial de cristalizare prin legarea calciului

3. Sodiu - bioelement cu distributie predilectd in compartimentul
extracelular. Intervine in reglarea echilibrului acido-bazic, a presiunii osmotice a
fenomenelor de polarizare/depolarizare la nivelul membranelor celulare. De
asemenea, intervine in reabsorbtia tubulard (renald) a apei si retentia acesteia in
organism. In litogeneza actioneaza ca promotor.
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B. Promotori organici

In conditii bine stabilite, proteinele urinare leaga calciul si pot produce calcifieri
in vitro. Proteina Tamm-Horsfall (THP) - poate fi promotor al agregarii daca solutia are
pH scdzut, concentratie ridicatd de ioni de Ca®* side H* (deci la pH mai acid).

C. Volum urinar scazut

Volumul urinar scazut si pH-ul scazut confera proprietatea de promotor. Acidul
uric poate precipita in urina acida chiar si in absenta hiperuricemiei sau hiperuricozuriei.
De asemenea, acidul uric poate cauza precipitarea oxalatului de calciu fara a fi
incorporat in cristale. Masurarea pH-ului este de mare importanta [300].

3.6.3. Matricea calculoasa in biogeneza litiazelor

Matricea litiazica sau matricea calculoasa (numita uneori simplu matrix) se
constituie ca un suport bioanorganic la nivelul caruia se produce nucleatia
heterogend. Compusii precursori se formeaza la nivelul sistemului colector renal.
Sub raport morfologic in cazul matricei calculoase se disting detritusuri celulare
(fibroase si laminare), rezidii bioactive si material cristalin [309, 291]. Sub aspectul
compozitiei s-au identificat proteine, mucoproteine (glicozaminoglicani) etc. S-a
considerat ca formarea matricei este, in general, consecinta unui proces inflamator
(de natura defensiva). Terminologia si detalile de compozitie s-au concretizat mai
mult odatd cu dezvoltarea in ultimii ani a analizelor fizico-chimice in proteomica
[298, 310].

Substantele decelate difer§ mult ca si compozitie. Intre acestea, prin
electroforeza in gel de poliacrilamida, s-au izolat: albumina serica, o4- glicoproteina,
oy-microglobulina, B,-microglobulina, apolipoproteina A;, transferina, o,-antitripsina,
o retinol-proteind, litostatina s.a. [298].

Date mai recente, bazate pe electroforeza si spectroscopia de masa au
condus la decelarea unui ,matrix proteomic”, in care s-au definit tipurile de compusi
caracterizati prin standardizarea maselor moleculare specifice. Astfel s-au izolat
grupuri de compusi proteomici, e.g.: a) osteopontina cu proteina Z-vitamin K
dependenta si serumalbumina la 50-70 kDa; b)osteopontina cu proteina Z-vitamin
K dependentd la cca 37 kDa; c) protrombina - fragmente la = 30 kDa;
d) osteopontina libera la 20-25 kDa [310].

Natura compusilor prezenti in matricea litiazica este insuficient cunoscuta. O
evaluare a compozitiei acestora ar fi posibila prin analiza de secvente de aminoacizi.
Prea complexa, specifica biologiei moleculare, aceastd analizd ar putea aduce date
concludente privind compozitia catenei polipeptidice. Insa aceasta analiza nu ofera
date general valabile pentru definirea matricei, fapt explicabil prin diferentele de
compozitie a lanturilor polipeptidice la originea carora se afla atdt aportul exogen
(nutrienti) mereu diferit, cat si aportul endogen (metaboliti, produsi reziduali din
microorganisme, xenobiotice etc.).

In aceasta situatie trebuie acceptat, ab initio, faptul ca pentru investigarea
compozitiei chimice calitative a uroconcrementelor, deci stabilirea « tipului de litiaza »
prin spectroscopia FT-IR, se impune definirea unui cadru general al grupelor de vibratii
pentru un anumit tip de litiaza. Prezenta compusilor chimici atipici pentru litiaze
(modulatori chimici si matricea litiazicd) explica de la sine necesitatea unei distinctii intre
benzile de vibratie ale spectrelor FT-IR pentru uroconcremente [220]. Este maniera in
care s-au putut stabili repere mai riguroase pentru facilitarea interpretarii spectrelor
FT-IR ale uroconcrementelor luate in studiu.
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4. INVESTIGAREA COMPOZITIEI UROCONCRE-
MENTELOR PURINICE PRIN SPECTROSCOPIA
DE ABSORBTIE ATOMICA - METALOGRAME

4.1. CONSIDERATII GENERALE

Determinarea concentratiei metalelor din uroconcrementele litiazice poate
contribui la intelegerea Si explicitarea mecanismului «nucleatiei
heterogene bioanorganice» in procesul de urolitogeneza la care concura metaboliti
organici si anorganici. De asemenea, astfel de investigatii s-au dovedit utile in
orientarea conduitei clinice in terapia, metafilaxia si profilaxia afectiunilor litiazice
reno-urinare.

Studiul rolului si importantei ionilor metalici in biogeneza uroconcrementelor in
fazele de precipitare si coprecipitare cu formare de microcristale, cristale, microcalculi si,
in final, depuneri sub forma de uroconcremente — ca etapeale litogenezei - suscita un
real interes teoretic si aplicativ in biochimie si patobiochimie.

Utilizarea fenomenului de absorbtie atomica ca o posibila aplicatie
spectrochimica pentru determindri cantitative ale metalelor a fost demonstrat de
catre [311]. Fenomenul in sine a fost sesizat inca din 1859 de catre Kirchoff si
Bunsen la studiul liniilor de absorbtie din spectrul solar. Dezvoltarea tehnicilor de
spectroscopie de absorbtie atomica (SAA) a permis extinderea aplicatiilor acesteia in
domeniul biologiei si medicinei si agriculturii in deceniile 1970-1990 [312, 313, 314;
315]. Si azi metoda continua sa ocupe un loc de varf in domeniul chimiei clinice, al
patobiochimiei si fiziopatologiei dismineralozelor [24, 309, 316, 317, 318, 319, ].

In domeniul biomedical, in chimia clinica, spectroscopia de absorbtie
atomicd a fost aplicata prima data in 1959 pentru determinarea magneziului seric
[320]. Ulterior s-au dezvoltat tehnicile pentru analiza a numeroase metale din
materiale biologice [321, 322, 323].

Emisia si absorbtia radiatiilor ca procese spectrochimice sunt caracterizate
prin tranzitii spectrale realizate intre un nivel energetic fundamental (de bazd) cu
energia Ep si un nivel energetic superior cu energia En. Tranzitiile emisie-absorbtie

stau la baza metodelor spectroscopice utilizate in domeniul analitic. Astfel,
spectrometria de emisie atomica (SEA) se bazeazd pe madsurarea emisiei rezultate
ca urmare a revenirii electronului excitat (E, - Ep) de pe un nivel energetic superior
pe nivelul energetic fundamental.

Spre deosebire de aceasta, spectrometria de absorbtie atomica (SAA)
implica masurarea absorbtiei rezultate in urma trecerii unui fascicul produs de lampa
cu catod craterizat cu tranzitul E, & E, caracteristic pentru  banda de rezonanta a
elementului studiat (nivelul fundamental).

Discutand aspectele teoretice si aplicative specifice spectrometriei de
absorbtie atomica, proprietatile de emisie si absorbtie sunt, intr-un anumit sens,
complementare. Diferenta rezida in faptul ca la emisie este necesara o energie de
excitatie prealabild pentru trecerea atomului intr-o stare de tranzitie superioard -
fenomen de baza in spectroscopia de emisie. Dimpotriva, trecerea atomului pe un nivel
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energetic inferior nu necesita energie de excitatie - fenomen caracteristic spectroscopiei
de absorbtie atomica. Aceste considerente explica interesul crescut pentru metoda de
SAA, comparativ cu metoda prin SEA.

In practica analitica determinarile prin SAA implicd masurarea absorbtiei
radiatiei in vaporii atomici produsi de proba la o lungime de unda (A) specifica
elementului respectiv.

4.2. APLICATII ALE SPECTROSCOPIEI DE ABSORBTIE
ATOMICA IN CERCETAREA UROLITIAZELOR

4.2.1. Specificul spectroscopiei de absorbtie atomica

Initial s-a procedat la decelarea compozitiei calitative a calculilor efectuata
cu ajutorul spectroscopiei in infrarosu clasice (IR) sau cu transformare Fourier
(FT-IR) - a permis caracterizarea tipurilor de urolitiaze. Astfel s-au decelat diverse
litiaze simple, e.g. uricéA, oxalica etc. si respectiv litiaze mixte, e.g. cu urati-oxalati,
cu urati-fosfati etc. In continuare obiectul prezentului studiu a fost invstigarea
compozitiei metalice in cazul urolitiazelor purinice, in speta urolitiaza urica simpla si
formele mixte ale acesteia, cu ajutorul spectroscopiei de absorbtie atomica (SAA).

Sub aspect metodologic spectroscopia de absorbtie atomica reprezinta o
metoda fizico-chimica de determinare a concentratiei unui element dintr-o proba, prin
masurarea absorbtiei atomilor vaporizati. Masurarea se face la o lungime de unda
specifica pentru fiecare element luat in studiu [324, 325].

Pentru realizarea spectroscopiei de absorbtie atomica este necesara atomizarea
si aducerea atomilor din proba la un nivel energetic specific starii excitate, nivel la care
sunt capabili sa absoarba fotoni emisi de lampa cu catod craterizat (exista si denumirile
de “catod scobit”, “catod escavat" s.a.). In functie de diferite criterii (pornind de la
materialul luat in studiu, acuratete, pana la aspectele economice), atomizarea se poate
realiza: a) cu o flacdra de gaz; b) cu un cuptor de grafit (tub de grafit incalzit electric);
€) prin tehnici speciale (e.g. utilizarea hidrurilor).

In forma excitata atomii absorb din radiatia monocromatica incidenta,
specifica elementului analizat, cantitati de radiatii proportionale cu concentratia
elementului din proba. Baza analizei cantitative o reprezintd legea Bouguer-
Lambert-Beer [326].

Se mentioneaza faptul ca in cazul analizelor spectrometrice in flacara pe
parcursul efectuarii acestor procedee analitice pot apdrea o serie de interferente de
naturd chimica, fizicd sau spectrald. Interferentele devin mai pronuntate in cazul
spectroscopiei de emisie, insa nici spectroscopia de absorbtie nu este lipsita total de
prezenta interferentelor [326].

Interferentele chimice - sunt conditionate de posibile modificari in natura
chimicd a atomilor aflati in flacara. Daca amestecul de combustie pentru flacara nu
este bine ales pot aparea - alaturi de atomii liberi a caror linie de rezonanta se
madsoara - si alte specii moleculare si ionice. Acest fenomen are ca efect scaderea
valorilor analitice ale concentratiei atomilor liberi. La diminuarea intensitatii radiatiei
emise poate contribui de asemenea si prezenta unor anioni cu care atomii pot forma
combinatii stabile care se descompun greu in flacara.

Interferentele fizice - pot sa apara in situatia in care componentii
solutiilor de cercetat contribuie la modificarea gradului de pulverizare a
lichidului, fapt posibil prin schimbarea tensiunii superficiale sau a vascozitatii. De
asemenea, un rol important in acuratetea rezultatelor obtinute il are marimea si
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uniformitatea picaturilor, acest factor influentand viteza de evaporare a solutiei
in flacara. In flacara se pot intalni si cristale neevaporate care favorizeaza
dispersia radiatiei si produc erori de citire.

Interferente spectrale - apar datorita suprapunerii de radiatii peste linia
spectrala studiata, fenomen ce poate afecta acuratetea analizelor. Erorile aparute in
acest caz depind de largimea benzii spectrale de transmisie a aparatului folosit.
Reducerea interferentelor spectrale poate fi realizata prin folosirea monocromatoarelor
care (prin intermediul unei fante inguste) pot realiza o buna izolare a liniei spectrale,
indepartdnd radiatile de fond cu Ilungimi de unda vecine liniei. Reducerea
interferentelor se mai poate realiza si prin folosirea filtrelor de interferenta, care au
avantajul de a permite trecerea unei cantitati mai mari de lumina, monocromatoarele
permitand astfel utilizarea unor sisteme de fotodetectie mai ieftine.

Gazele de combustie. Alegerea gazului de ardere (acetilena, propan, metan
etc.), precum si proportia acestuia fata de aerul comprimat (cu care se amesteca),
este un alt factor care poate influenta rezultatele analizei spectrale si care se poate
constitui intr-o sursa de interferente. Temperatura generata de gazul de ardere este
importanta pentru acuratetea datelor analitice. In tabelul 4-1 este redatd
temperatura flacarii unor amestecuri de gaze utilizate in determinarile analitice
specifice spectrometriei.

Tabel. 4-1. Temperatura unor amestecuri de gaze de combustie

Amestec gaze de combustie oC

Hidrogen-oxigen 2700
Hidrogen-aer 1900
Hidrogen-argon-aer 1577
Metan-oxigen 2700
Metan-aer 1960
Propan-oxigen 2900
Propan-aer 1725
Acetilend-oxigen 3100
Acetilend-aer 2400

Spectroscopia de absorbtie atomica este o metoda fizico-chimica cu
specificitate mai ridicata decat spectroscopia atomica de emisie. Aceasta
caracteristica se datoreaza faptului ca asupra atomilor liberi se proiecteaza
radiatia care poate fi absorbita numai de o specie de atomi data.

Sensibilitatea aparatelor este determinata de randamentul instalatiei
pulverizator-arzator, de puritatea spectrala a radiatiei catodice si de modul
cum trec razele prin flacard. In tabelul 4-2 este redatd sensibilitatea si limitele
de detectie a unor elemente.

Tabel 4-2. Sensibilitatea si limitele de detectie a unor elemente

Element Lungimea Latslgqeiatrzfgz" Lin!a de Sensibilitatea

de unda (R) ) detectie (ng/l) (ug/L)

Ca 4227 20 0,002 0,03

Cu 3247 7 0,005 0,10

Fe 2483 2 0,005 0,15

Mg 2852 20 0,0005 0,008

Ni 2320 2 0,1 1

Zn 2138 20 0,002 0,04
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Aparatura destinata spectroscopiei de absorbtie atomica prezinta ca parti
constitutive : a) sursa de radiatie; b) compartimentul pentru probd, cu unitate
atomizatoare; c¢) monocromator; d) detector; e) sistem de evaluare a datelor.
Schema generala a unui spectrometru de absorbtie atomica este redata in figura 4-1.

Sistemul optic al atomizorului

{ 3}

Detector

—
= U

Sl

Sursa de radiatie . . s
: Sistem de atomizare Monocromator Sistem de evaluare

a datelor

Fig.4-1. Spectrometru de absorbtie atomica - schema bloc

a) Sursa de radiatie

In cazul spectrometrului de absorbtie atomica pot fi utilizate diverse surse
de radiatii clasice fiind : lampi cu catod craterizat (escavat, scobit); lampi cu
descarcare in gaze si Iampi cu descarcare fara electrod. De asemenea se mai pot
folosi si surse precum laserul sau plasmele analitice. In prezent se pot utiliza drept
surse de radiatii lampile cu xenon care pot genera o mare plaja de lungimi de unda3,
eliminand necesitea folosirii unei lampi specifice pentru fiecare element care se
doreste a fi analizat.

b) Sisteme de atomizare

Aducerea probei de analizat in starea de atomi liberi este unul dintre
procesele importante care au loc in cadrul spectrofotometrelor de absorbtie atomica.
Pentru aceasta, spectrofotometrele sunt prevazute cu diverse sisteme speciale de
atomizare (atomizatoare), sisteme care in general se incadreaza intr-una din
urmatoarele doud categorii: a) sisteme de atomizare cu flacdra; b) sisteme de
atomizare fara flacara (in cuptor electric).

o) Sistemul de atomizare cu flacara. Acest sistem prezintd avantajul de a fi
mai ieftin. Pentru realizarea atomizarii in flacara este necesar ca in prealabil proba
sd fie adusa in forma de aerosol care apoi este introdus in flacard cu ajutorul unui
nebulizator. In flacara proba trece succesiv prin procese de atomizare, excitare si
ionizare. Pentru realizarea atomizarii trebuie tinut cont de natura probei si in functie
de aceasta se stabileste temperatura necesara atomizarii si implicit amestecul
gazelor de combustie portivit.

B) Sistemul de atomizare fara flacara (in cuptor electric). Pentru a indeparta
interferentele si dezavantajele inerente arderii in flacara, s-au dezvoltat si
instrumente care folosesc atomizarea electrotermica in cuptor de grafit. Acest tip de
atomizare, degi mai costisitor din punct de vedre financiar, reprezinta un salt
calitativ semnificativ si aduce cu sine o crestere a acuratetei metodei analitice. In
cazul cuptoarelor cu grafit, temperatura necesara atomizarii probei se poate regla
prin controlarea curentului aplicat, acest sistem permitdnd atingerea unor
temperaturi de pana la 3000 °C. Folosirea acestui sistem de atomizare face posibila
si analiza unor cantitati mici de proba, de oridnul zecimilor sau chiar sutimilor de
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mililitru. De asemenea, limita de detectie este cu 2-3 ordine de marime mai mica
decat in cazul atomizarii in flacara.

c) Monocromatorul

Monocromatoarele sunt sisteme optice destinate separarii unei anumite
lungimi de unda dintr-o radiatie complexa. Un monocromator include o fanta de
intrare si un colimator care are rolul de a focaliza imaginea fantei pe un dispozitiv de
dispersie. Un element constructiv de baza al monocromatoarelor este sistemul
dispersiv. Acest sistem este format dintr-o prisma, o retea de difractie si o fanta. Pe
linga sistemul dispersiv, monocromatoarele mai contin si lentile, sisteme mecanice
sau electromecanice.

d) Detectorul

In cazul spectrofotometrelor de absorbtie atomica detectoarele folosite sunt
in general de tip fotoelectric (senzor fotoelectric). Senzorii fotoelectrici au rolul
transformarii intensitatii radiatiei intr-un fotocurent proportional cu aceasta. Cel mai
simplu senzor este fotodioda.

e) Sistemul de evaluare a datelor

Spectrofotometrele de absorbtie atomica sunt prevazute cu instrumente de
masura care pot citi fie transmitanta pe o scald lineara fie absorbanta pe o scala
logaritmica. Sistemul de evaluare a datelor are astfel rolul de a compara semnalul
rezultat in urma absorbtiei radiatiei provenite de la sursa cu semnalul corespunzator
intensitatii incidente ale acestei radiatii.

4.2.2. Aparatura analitica

In practica analitica radiatia caracteristicd a elementului de determinat
este emisd de lampa catodica corespunzatoare (deci lungimea de unda
caracteristica). Fasciculul probei trece prin flacara unde este absorbit cantitativ de
catre atomii elementului de analizat.

Determinarile analitice in spectroscopia de absorbtie atomica asupra metalelor
din compozitia calculilor s-au efectuat cu ajutorul unui aparat al firmei PYE UNICAM -
modelul SP 1900 intr-o prima etapa si, in continuare, cu un aparat PYE UNICAM -
model 919. Domeniul spectral al instrumentului se extinde de la 189-855 nm. Drept
sursa pentru radiatia de rezonanta (caracteristica fiecarui element) s-a utilizat lampa cu
catod craterizat corespunzatoare ca lungime de unda. O astfel de lampa consta dintr-un
invelis de sticla sau de cuart si contine un catod in forma de cupa si un anod. In
interiorul Iampii sunt gaze inerte foarte pure la joasa presiune (4-12 torr).

In generalsub aspect fizico-chimic se evalueaza raportul intensitatilor
radiatiei incidente (I,) si a radiatiei transmise (I;).

Valorile celor doud intensitati ajuta la aflarea transmitantei (T) conform
formulei urmatoare:

I

T=100%—

fa

In cazul in care instrumentul de masurare urmareste afla datele sub forma

absorbantei (A), aceasta marime se calculeaza cu ajutorul formulei:

=teo 3
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Dupa masurarea absorbantei sistemul de evaluare si procesare a datelor
extrapoleaza automat pe curba de etalonare transmitanta, respectiv absorbanta
corespunzatoare probei de analizat si afiseaza in cele din urma concetratia
elementului urmarit.

4.3. PARTICULARITATI ALE METALOMICII IN RELATIE
CU UROLITIAZELE

4.3.1. Privire sinoptica

O directie majora in cercetarea stiintificd contemporana este axatda pe
studiul metalelor in sistemele biologice. Vastul domeniu de studiu referitor la metale
si sistemele biologice au circumscris biochimia anorganica (chimia bioanorgqnicé) Si
a contribuit ulterior la constituirea ,metalomicii” ca domeniu interdisciplinar. In acest
cadru au fost abordate probleme referitoare la prezenta metalelor in mediu (ap3,
aer), in organismele vii (plante, animale, om), in nutrienti, in xenobiotice chimice.
De asemenea, s-au studiat aspecte particulare ale interactiunii metalelor cu
organismul, e.g. procese patobiochimice (e.g. litiaze), utilizarea unor compusi
metalici ca si medicamente chimioterapeutice (diversi compusi).

Rezultatele cercetarilor referitoare la biometale, abordate ca subdomenii
conexe diverselor stiinte, au fost considerate prioritati in ultimele decenii,
subliniindinterdisciplinaritatea si transdisciplinaritatea in abordarea conjugata a
diferitelor aspecte fundamentale si aplicative.

La Tnceputul mileniului trei, s-a optat pentru introducerea termenului de
~metalomica” — aceasta devenind o noud ramura a stiintei [132, 327]. In revista
Journal of Analytical Atomic Spectrometry, intr-un articol editorial, [328] au dat
urmatoarea definitie : ,Metalomica se defineste ca studiul metalelor si speciilor
metalice si al interactiilor, transformarilor si functiilor acestora in sistemele
biologice”.

In organismul uman bioconstituentii sunt reprezentati, asa cum se cunoaste,
de doua grupe mari de compusi : substante organice si substante anorganice. Intre
compusii organici se includ glucidele, lipidele, proteinele si, evident, derivati ai
acestora, e.g. lipoproteine, glucoproteine, nucleoproteine etc., precum si derivati
bio-anorganici reprezentati de diverse saruri, compusi organo metalici, complecsi,
asociatii moleculare si chiar aducti formati cu derivati glucidici, lipidici si proteinici.
Compusii anorganici sunt reprezentati de apa si substantele biominerale de natura
cationicd, e.g. metale Ca%*, Mg?*, Na* etc. si de naturd anionicd Se?", CI”, HCO™3,
H,PO,2" etc.

Progresele in studiul biochimiei anorganice a evidentiat o diversificare a
metodologiei analitice [132]. Astfel, in acceptia autorului s-a produs o delimitare
(speciatie) a analizelor, distingdnd: metalomica, metaloproteomica. Integrarea
acestora, largo sensu, se realizeaza prin metabolomica.

In conditii fiziologice, prin mecanismele specifice in metabolomica
(metabolizarea nutrientilor - ca substante exogene si integrarea metabolitilor din
organism - ca substante endogene) se realizeazd un echilibru continuu. Acest
echilibru asigurd homeostazia biochimica in lichidele biologice (sange, fluid
cerebrospinal, urina etc.), in celule si in tesuturi.

Astfel Aprivité, metalomica se circumscrie ca un subdomeniu al
metabolomicii. In cadrul acestia metabolismul hidro-electrolitic urmareste distributia
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apei si biomineralelor in lichidele biologice si tesuturi. Extinderea obiectivelor la
aspectele biochimice si patobiochimice, fiziologice si fiziopatologice se ajunge inerent
la problema biogenezei urolitiazelor.

Cu referire la metabolismele materiale se impune o disctinctie care priveste
metabolismele substantelor organice si substantelor minerale (i.e. metabolismul
hidro-electrolitic). Aceasta distinctie, esentiala de altfel, releva faptul ca spre
deosebire de glucide, lipide si proteine la care se disting etape catabolice si
anabolice distincte, compusi biominerali (in speta metalele), nu pot fi supuse unor
procese de biodegradare sau biosinteza. Necesarul de substante minerale este
asigurat prin aport nutritional (enteral si, in cazuri limitd parenteral). In cazul
metalelor, caractersticile metabolice vizeaza (explicit) aspectele de stocare si de
eliminare [329, 330, 331, 332, 333, 334]. Aceste aspecte au o conditionare
cronobiochimica (predilect circadiana si sezoniera) - discutata in contextul biochimic
si uneori patobiochimic (e.g. dismineralozele si utilizarea suplimentelor alimentare)
si o conditionare homeostazica - discutata, indeosebi, sub aspect patobiochimic si
fiziopatologic in bolile litiazice (biogeneza uroconcrementelor), in bolile nutritionale
si endocrine etc.

4.3.2. Metalele in sdnge si urinad - precursoare in urolitiaze

In investigarea urolitiazelor probleme privitoare la cauze (etiologie),
mecanisme moleculare si celulare (patogeneza) si compozitie chimicd, implica o
abordare complexa inter-si multidisciplinara. Pentru obtinerea unor date de
acuratete in studiul biogenezei litiazices se procedeazd la investigatii
interdisciplinare care ofera informatii morfo-functionale privind tractul urinar,
excretia, urodinamica, formarea uroconcrementelor s.a. care pot fi completate cu
date privind compozitia chimica a uroconcrementelor.

Astfel de date pot sta la baza explicitarii mecanismelor de litogeneza, a
definirii cadrului masurilor terapeutice si metafilactice, a circumscrierii rolulului si
importantei masurilor profilactice.

Homeostazia biochimicd a metalelor (adesea in forma ionicd) intereseaza
distributia acestora in sange si urind, si este dependenta de principalele caractere
dinamice ale proceselor biologice, i.e. metabolismul (indeosebi hidro-electrolitic dar
si metabolismul compusilor bioanorganici), cronobiochimia, homeostazia. In
dishomeostazia biochimica are loc modificarea predilectd a concentratiei ionilor
metalici in tesuturi si lichidele biologice. Aparitia unui dezechilibru hidro-electrolitic
este dependenta de diversi factori, intre acestia un rol preponderent avand statusul
nutritional si particularitatile morfo-functionale ale organismului [65, 250, 335, 336,] .

Concentratia metalelor in organism este mentinuta prin mecanisme
homeostazice, putand fi influentatd si de factori de mediu, varstda, procese
cumulative (bioacumulare) etc.

Excesul unor metale poate conduce la interactii competitive modificand statusul
metabolic normal si inducand anumite boli (endocrinopatii, enzimopatii, litiaze etc.).

Date generale privind concentratia metalelor in sange integral la om sunt
prezentate sub forma unei “metalograme sanguine” in tabelul 4-3. Aceasta include
macro- si microelementele prezente in sdnge si anumite limite homeostatate
(domenii de variatie). S-au prezentat date dupa [143] care au avantajul de-a fi fost
compilate dupa o vasta literatura de specialitate.
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Tabel 4-3. Concentratia metalelor in sange integral la om

Metal Simbpl UM Cantitfate Dome.nii.
chimic medie De variatie

Aluminiu Al ug/100 mL 34,50 21,00-94,00
Calciu Ca mg/100 mL 9,70
Cobalt Co ug/100 mL 0,35 0,35-1,70
Cupru Cu ug/100 mL 89,00 64,00-114,00
Fier Fe mg/100ml 38,00-45,00
Magneziu Mg mg/100 mL 4,24
Mangan Mn ug/100 mL 1,20-2,60
Mercur Hg ug/100 mL 0,50 0,20-0,90
Nichel Ni ug/100 mL 0,26 0,11-0,46
Plumb Pb ug/100 mL 20,00 11,00 - 6,50
Potasiu K mEqg/L 45,50
Sodiu Na mEg/L 85,40 79,30-91,00
Staniu Sn ug/100 mL 12,40
Zinc Zn ug/100 mL 509,00-650,00

Dishomeostazia biochimica a metabolismului hidro-electrolitic, interesand
sangele si urina, poate fi cauzatd de aportul alimentar (deficitar/excedentar) ca si de
existenta unor factori favorizanti: tulburari endocrine, infectii, malformatii anatomice
ale tractului reno-urinar etc. [24]. Acesti factori ca si prezenta unor agenti
complexanti, in functie de concentratia ionilor de hidrogen (deci de pH) pot
determina aparitia in exces a compusilor minerali in urina.

Mecanismul producerii starterilor cu evolutie spre microcristale si apoi spre
formatiuni calculoase la nivel reno-urinar este redat in fig.4-2.

Stadiul de stabilizare
(suprasaturare ionica)

Stadiul instabil Stadiu metastabil

(nesaturare ionica)

Precursori litiazici Nucleatie heterogena

bioanrganica

Nucleatie homogena
bioanrganica

* Stare latenta * Startenri (Primer)

* Microcristale

* Crestere cristale
* Formare uroconcremente

——— e e e — — — —
— — — —— — —— — — —

Cresterea saturatiei metalice

Fig. 4-2. Zonele de saturare specifice excretiei renale

Rolul critic al unui pH urinar scazut in formarea calculilor urici poate fi
explicat pe baza teoriei acido-bazice. Constanta de disociere a acidului uric vizeaza
protonul (H*) pozitia Ng a nucleului purinic si este pKa = 5,5. In solutie apoasa la
37°C, constanta de solubilitate a acidului uric este aproximativ de 100 mg/L, in
timp ce uratul este de 20 ori mai solubil. La un pH egal cu pKa, acidul uric si uratul
coexista in proportii egale. Curba de disociere pentru acidul uric la acest pH creste
pana la valoarea 7,2 unde se mentine pe platou. Astfel, subiectii cu o excretie
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normald de acid uric dar cu pH urinar scazut, pot dezvolta calculi cu acid uric, in
timp ce aceia cu pH urinar normal sau marit si o excretie excesiva de urat nu
prezinta risc.

Mecanismul exact al acidificarii urinei la subiecti cu litiazad urica ramane
incomplet descris. O comparatie intre subiecti cu nefrolitiazéd uricd idiopata si
subiecti normali, cu diete controlate, a aratat ca persoanele cu calculi aveau
constant urina acidd si excretau o micd cantitate sub forma de amoniu. Concluzia
consta intr-o deficienta a excretiei de amoniu care conduce la pierderea unui
important sistem tampon urinar fara de care mici cresteri ale concentratiei ionilor de
hidrogen ar scadea dramatic pH-ul [290].

Pentru studiul aspectelor biochimice si patobiochimice dar si fiziologice si
fiziopatologice privind biogeneza litiazelor este important a cunoaste si aspectele
referitoare la concentratia metalelor in urina.

Cu referire la concentratia metalelor in urina in tabelul 4-4 se prezinta
valorile in cazul unei diete normale - date compilate de [143]. Exprimarea datelor
se face prin raportare la masa corporala (in speta se redau in mg/kg corp).

Tabel 4-4. Concentratia unor metale in urind raportata la masa corporala

Valori (mg / kg corp)

Nr. crt. Metal Media Domeniul
1 Na 60.00 25.00 - 94.00
2 K 34.00 16.00 - 56.00
3 Ca 3.30 0.60 - 8.30
4 Mg 1.35 0.42 - 2.40
5 Zn 0.018 0.0011 - 0.033
6 Fe 0.007
7 Cs 0.0005 0.00003 - 0.00007
8 Pb 0.0004 0.00016 - 0.00110
9 Mn 0.0001 - 0.0014
10 Ni 0.002 - 0.004
11 Al 0.0011 0.0007 - 0.0016
12 Sn 0.00013 - 0.00025
13 Hg 0.000007 - 0.000010

Un dezechilibru in eliminarea amoniacului ar putea fi dat si de defecte
enzimatice glutaminaza si/sau glutamat dehidrogenaza care metabolizeaza
amoniacul si acidul a-ceto-glutaric. Cu toate acestea, rolul precis al catabolismului
glutaminei in cauzarea unei excretii insuficiente de amoniu nu este elucidat [134].

In organism - in lichidele biologice (sédnge, uringd, lichid cerebrospinal) si in
tesuturi - se afla numerosi compusi cu caracter ionic: e.g cationi metalici si anioni

n+ + +
organici si anorganici. Dintre cationii metalici (M ) se afla ioni alcalini (Na , K ),

2+ 2+
alcalino-terosi (Ca , Mg ) si ioni ai unor microelemente metalice biogene, e.g.
2+ 2+ 2+ 2+ 2+
Zn , Fe , Cu , Mn , Cu etc. dar si ai unor microelemente cu potential
+

toxicogen, e.g. Pb2+, Cd2+, Sn2 .

Alaturi de acestia se gdsesc numerosi anioni, care, sub raportul
compozitiei si structurii pot fi ioni organici sau ioni anorganici. Anionii cu caracter
organic provin din metabolismul protidic e.g. aminoacizi, holoproteide,
heteroproteide (glico- si fosfo-proteide s.a.); metabolismul lipidic, e.g. acizi grasi,
fosfoglicerolipide, sfingolipide; metabolismul glucidic e.g. derivati ai acizilor
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glucuronici, derivati ai aminoglucidelor si glicozaminoglicanilor. Anionii anorganici
pot fi proveni din: fosfati e.g. PO,>; HCO*® (acestia asigurd asa numita “rezerva
alcalind”); sulfati - sub formd de SO4>, HSO* (aceastd ultimd form3 genereaz in
organism diversi sulfoconjugati de tipul R-HSQ,); clorurile (CI"), fluorurile (F’) etc.

4.4. INVESTIGATII ASUPRA METALELOR iIN
UROLITIAZELE PURINICE

Ionii metalici sunt prezenti in excretia urinard ca urmare a proceselor
biochimice specifice metabolismelor materiale. Un rol esential are metabolismul
hidro-electrolitic.  Perturbarea acestuia implica modificarea  concentratiei
metabolitilor cu eliminare la nivel urinar. Metodele de investigare utilizate au fost
adaptate si perfectionate continuu pentru a asigura extinderea cercetarii urolitiazelor
de-a lungul timpului [30, 57, 162, 166, 292, 337].

In cercetdrile prezente in aceasta teza s-a urmarit  extinderea si
aprofundarea unor aspecte referitoare la urolitiazele purinice [291]. Caracteristic
acestui tip de urolitiaze este faptul ca procesele de nucleatie sunt dependente de
metabolismul nucleoproteinelor.

Determinarea concentratiei unor macro- si microelemente metalice - prin
SAA in calculii reno-urinari, urmata de determinarea concentratiei acelorasi metale -
arata ca aceasta permite determinarea cu acuratete a concentratiilor macro- si
microelementelor metalice. Determinarea prezentei metalelor in calculi se poate face
pentru necesitati de orientare a conduitei clinice, nutritionale si prin metode analitice
calitative [23].

In cazul calculilor in a caror compozitie se afla derivati purinici, in prezenta
teza, s-au efectuat determinari asupra concentratiei metalelor alcaline (Na, K),
alcalino-teroase (Ca, Mg) si a unor microelemente metalice (Zn, Cu, Fe, Mn). Din
totalul de 237 calculi luati in studiu, 89 au fost de natura purinica.

Datele obtinute prin SAA permit indirect, evaluarea rolului metalelor n
litogeneza si aparitia diferitelor tipuri de litiaze. In cazul de fata s-au decelat litiaze
simple cu urati (U), litiaze mixte binare cu: urati-oxalati (U-O) ; oxalati-urati
(0O-U); fosfati-urati (P-U) si litiaze mixte ternare cu oxalati-urati-fosfati (O-U-P).

4.4.1. Metale alcaline

in literatura de specialitate exista putine lucrari care prezinta o cercetare
integrata vizand stabilirea compozitiei calculilor, i.e. tipul de urolitiaza si distributia
elementelor metalice in uroconcremente [24, 34, 44, 139, 293].

Rolul metalelor (mai exact a ionilor metalici) in biogeneza litiazelor a fost
relevat in unele cazuri de hipouricemie. In general hipouricemiile au fost intalnite in
xantinurii, tulburari ale secretiei hormonului antidiuretic (ADH), degenerescenta
hepatolenticulara, in care apar leziuni la nivel renal (tub contort proximal).
Aprofundand aceasta problema Bishop et al. (1954) au explicat perturbarea
homeostaziei acidului uric ca o consecinta a formarii unor “complecsi acid
uric-metale”, care nu se reabsorb la nivelul tubului renal.

Participarea cationilor in procesul de cristalizare cu formarea, consolidarea
si dezvoltarea calculilor a fost sesizat cu mult timp in urma [79]. Faptul este
confirmat de prezenta metalelor in compozitia calculilor.
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Urolitiazele mixte releva o mare diversitate structurald si variate posibilitati
de legare si/sau complexare a metalelor. Rezultatele cercetarilor analitice prin
spectroscopia de absorbtie atomica privind concentratia metalelor alcaline studiate
(Na, K) in constitutia uroconcrementelor purinice, in speta urice, sunt redate in
tabelul 4-7.

Tabel 4-7. Concentratia metalelor alcaline in urolitiazele purinice (analize prin SAA)

Concentratia metalelor (ug/g calcul)
Tipul de urolitiaza Sodiu Potasiu
n X + DS n X + DS

Simple [ Urati (U) 48 593,16 + 262,07 | 48 198,86 + 101,23
Urati-Oxalati (U-O) 9 1319,23 + 418,51 9 338,75 + 139,84
Mixte |-0Xalati-Urati (O-U) 19 | 1748,14 + 586,12 | 19 | 491,13 + 187,02
Fosfati-Urati (P-U) 5 1476,78 + 521,16 5 401,26 + 138,37
Oxalati-Urati-Fosfati (O-U-P) 8 2251,18 + 521,16 8 946,51 + 113,67

Nota: n- numar de cazuri; X - media; DS - deviatia standard.

Concentratia metalelor alcaline luate in studiu variazd fintr-o serie
descrescatoare care prezintd similitudini. Astfel seria descrescatoare in functie de
tipurile de litiaza este :

-U -U -0

in cazul Na : -U-P>0-U>P-U>U
- O-U > P-U > U-O

0] > > U
in cazul K : O-U-P > > U

Concentratia maximd a celor doua metale, limitata la tipul de litiaza este in
cazul litiazei ternare cu Oxalati-Urati-Fosfati (O-U-P). In toate tipurile de litiaze Na
se afla in cantitati mai mari in raport cu K.

Urmarind rolul biologic si importanta principalelor metale acaline pentru
organism in general, si in metabolismul hidro-electrolitic in special, se prezinta
cateva date generale si implicatiile ionilor metalici in biogeneza litiazelor.

Sodiu. Se afla predilect in compartimentul extracelular. Sub forma sa ionica
(Na*) este important in repartitia apei, intervenind in: reglarea presiunii osmotice, a
echilibrului acido-bazic, in fenomenele de polarizare-depolarizare ale membranelor
celulare, rezorbtia tubulara (renald) a apei, etc. In organismul uman adult,
cuantumul de sodiu este de cca. 90 g sub forma de clorurd, bicarbonat, lactat etc.

Sub raportul distributiei in tesuturi, cca. 25% din sodiu se afla in oase sub
forma de saruri, iar restul de 75% in celule si lichide biologice.

O functie importantd a Na* este legatd de prezenta sa in molecula unor baze
tampon care participa in mentinerea echilibrului acido-bazic al organismului.

Sodiul si functia renala. Eliminarea sodiului se face in primul rand pe cale
renald. Cantitatea totald de Na™* filtratd in glomerulul renal odatd cu cei 180 L / 24 ore
este de cca 600 g. Din aceasta cantitate, cca 99% este reabsorbita si doar 1% eliminata
in urina finald [1, 294, 295].

Eliminarea renala a sodiului este dependentd de functia normald a rinichiului
- la nivelul tubilor contorti are loc reabsorbtia sodiului. In proces intervin hormonii
mineralocorticosteroizi produsi de glanda suprarenald, indeosebi aldosteronul. In
insuficienta hormonala de aldosteron apar pierderi excesive de NaCl. Aldosteronul
influenteaza “in sens invers” excretia de potasiu. De aici se poate conchide ca
raportul concentratiilor ionice Na*/K* din urind este un indiciu al actiunii cortexului
glandelor suprarenale. In patologie se urmaresc indeosebi scdderea concentratiei
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sanguine a sodiului (hiponatremia) sau cresterea acesteia (hipernatremia), ca forme
ale perturbarii homeostaziei sodiului. Celelalte cdi (cutanata si digestiva), de
eliminare a Na* sunt in mod obisnuit secundare.

In urolitiazele purinice (urice) simple si mixte decelate, concentratia sodiului
variazd in functie de tipul de urolitiaza - fig. 4-3a.

In cazul urolitiazelor decelate s-a constatat ca potasiul are o distributie mult
mai redusa, comparativ cu sodiul. Daca se sumeaza valorile determinate, se poate
face un raport procentual, si se poate constata (desi marimi mult diferite) ca
proportiile prezintd unele similitudini - fig.4-3b.

Na (ug/g calcul) K (ug/g calcul)
2500 1900
2000 ggg
1500 1 600
1000 | O Na (ug/g calcul) 288 1 B K (ug/g calcul)
500 300 1
200 A
0 . . . . 100 1
04

Urati  Urati- Oxalati- Fosfati- Oxalati-
(U) Oxalati Urati Urati  Urati- () Oxalali Urafi Urali(P- Uraf
) xalati rati  Urati (P-  Urati-

(U0) (0-U) (P-U) Fosfati (L0 (OU) U Fosfal
(0-U-P) (0-U-P)

Urati  Urati- Oxalati- Fosfati- Oxalati-

(a) (b)
(b)
Fig.4-3. Distributia procentuald a metalelor alcaline in diverse tipuri de litiaze purinice
(simple si mixte) (a) distributia sodiului; (b) distributia potasiului

Potasiu. Este un element cu distributie tipic intracelulard, cca 98% se afla in
interiorul celulelor legat predilect de proteine, glucide, acid ortofosforic. Potasiul are
roluri fiziologice multiple: asigura osmolaritatea mediului intracelular; creste
excitabilitatea neuro-musculara; este important in mentinerea automatismului
cardiac; intervine in procesele de digestie, se regaseste in continutul sucului
pancreatic si a sucului intestinal; are efecte diuretice; intervine in metabolismul
glucidic; intervine indirect in procesul de energogeneza; influenteaza sinteza si
activitatea unor enzime, hormoni.

Variatia inter-individuald, pentru acelasi sex, varsta si grad de adipozitate,
este de £10%. Aproape intreaga cantitate de potasiu din corp (peste 98%) se gdseste
intracelular si numai aproximativ 2% extracelular.

Potasiul si functia renald. Principala cale de eliminare a potasiului din
organism este rinichiul (80-90%). Pe cale digestiva, se pierd 5-15%, iar pe cale
cutanatd sub 5%. Din cei cca 800 mEq de K™ filtrati in glomerul in 24 ore, intreaga
cantitate este reabsorbita activ in tubul proximal. Intreaga sau aproape intreaga
cantitate de potasiu eliminata prin urind este rezultatul unei secretii active, care are
loc in tubul distal si canalele colectoare, in cadrul schimburilor ionice [296].
Hipopotasemia poate avea cauze diverse, de la aportul insuficient la eliminarea
excesiva pe caile digestiva, renald si cutanata. Hiperpotasemia, sub raport patologic
poate fi cauzatd de: insuficienta renala acuta (IRA) sau insuficienta renald cronica
(IRC); diminuarea secretiei de aldosteron; coma diabetica etc.
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Este posibil ca ionii de K sa inlocuiasca ionii de Na si apa din structura cristalina
a sarii monosodice de urat monohidrat. Acesti urati complecsi reprezinta prima faza a
formarii calculilor si se pot transforma in acid uric in cazul in care se excreta un volum
de urind estrem de hipotonica care induce electroliza uratilor. Acidul uric astfel rezultat
poate fi incorporat in calcul.

4.4.2. Metale alcalino-teroase

Din grupa metalelor alcalino-teroase au fost determinate Ca si Mg, cu larga
distributie in organism, in general, si in formatiunile litiazice in special.

In tabelul 4-8 se prezintd concentratia metalelor alcalino-teroase luate in
studiu si decelate in calculii analizati. Valorile decelate de autori precum [211] si
[24] sunt apropiate de rezultatele noastre.

Tabel 4-8. Concentratia metalelor alcalino-teroase in urolitiazele purinice (analize prin SAA)

Concentratia metalelor (ug/g calcul)
Tipul de urolitiaza Calciu Magneziu
n X + DS n X + DS

Simple | Urati (U) 48 638,36 + 281,56 48 142,61 + 93,09

Urati-Oxalati (U-O) 9 121 416,00 + 47 200,00 9 376,14 + 102,19
Mixte Oxalati-Urati (O-U) 19 187 342,00 + 52 814,00 19 412,93 + 127,31

Fosfati-Urati (P-U) 5 145 371,00 + 46 312,00 5 388,71 + 131,72

Oxalati-Urati-Fosfati (O-U-P) 8 191 253,00 + 88 502,00 8 958,42 + 387,16

Nota: n- numar de cazuri; X - media; DS - deviatia standard.

Se evidentiaza o depresie a concentratiilor care urmeaza, atat pentru Ca cat
si pentru Mg, aceeasi serie: 0O-U-P>0-U>P-U>U-O>U

O privire generala asupra statusului si rolului Ca si Mg in procesele
biochimice si in patobiochimie - prezentate in continuare - permit intelegerea
participarii acestor metale in formarea uroconcrementelor.

Calciu. Prezinta abundenta maxima in raport cu alte macroelemente din
organism. Joaca rol important in mentinerea statusului homeostaziei metabolismului
hidro-electrolitic.

Rolul functional al calciului este indeplinit de fractiunea sa ionizata ("activa")
din lichidele biologice. Fractiunea legata de albumine este sensibila la modificarile de
pH, sciderea acestuia ducadnd la cresterea nivelului de Ca?*, in timp ce cresterea
acestuia activeaza legarea ionilor de albumine si deci sc8derea Ca?*.

Valorile ceva mai mari ale calcemiei la barbati (97+5 mg/L) decéat la femei
(95+6 mg/L), au o usoara tendinta de a scadea cu varsta, ca urmare a scaderii
concentratiei plasmatice a albuminelor. Aproximativ 60% din calciul seric este ionizat, o
mica fractiune chelatat sub forma de citrat, fosfat ori carbonat, iar restul este legat de
proteine (80% de albumine si 20% de globuline). Gradul de legare al calciului de
proteine si procentul calciului ionizat depinde de pH-ul mediului si de prezenta altor
electroliti (bicarbonati, fosfati, magneziu).

Absorbtia calciului din intestin este scazuta in prezenta unor concentratii
scazute de fosfati, fitati si oxalati, fapt atribuit formarii de saruri insolubile care scad
concentratia calciului ionizat din intestin si implicit absorbtia Iui [297, 298] .

Calciul si functia renald. Elimindrile de calciu au loc pe 3 cdi: pe cale
intestinald, se pierd cca.16 mMol/zi; pe cale renald, se elimind cca 4 mMol/zi; pe
cale cutanatd, cantitatile pierdute sunt in mod obisnuit mici, putand insa creste pana
la 1 g/zi. In mod normal, pe aceasta cale se elimind 20-30 mg/zi. Experimental s-a
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studiat si efectul hiperparatiroidismului asupra urolitogenezei [299], prin
influentarea statusului metabolic al Ca.

Datele cercetarilor analitice asupra distributiei procentuale a Ca in diversele
uroconcremente specifice litiazei purinice (in speta urice) simple si mixte sunt redate
in fig.4-4a.

Prin rinichi se filtreaza intreaga cantitate de calciu ionizat. Din cei cca 150
litri de lichid filtrat pe zi trec in glomerulul renal 215 mMol Ca?*, din care
aproximativ 211 mMol sunt reabsorbiti, iar cca 4 mMol sunt eliminati in urina finala.
Reabsorbtia calciului are loc in tubul proximal si ansa Henle, fiind legata de
transportul activ de sodiu. Nu existda secretie tubulara de Ca. Orice factor ce
modificd absorbtia de Na* influenteaz si absorbtia de Ca?* [300, 301] interesante
sub aspect metabolic sunt si cercetarile asupra metalogramelor dentare [302].,
care dau o imagine asupra statusului metalelor din organism.

Date relevante privind rolul metalelor in nefrolitiaze s-au obtinut prin
cercetari asupra recidivelor in nefrolitiazele oxalica si urica. Urmarind recidivele in
litiazele oxalicd (117 cazuri) si urica (30 cazuri) autorii au determinat clearence-ul
pentru oxalat de calciu si acid uric — bazat pe determinari analitice ale compusilor in
cauzad, din sange si urina. Dintre valorile decelate retine atentia faptul ca la cazurile
recidivate clearence-ul diurn (12 ore ziua) este pentru oxalat de Ca 7,41 mL/min si
pentru acid uric 4,86 mL/min, iar clearence-ul nocturn scade in primul caz la
6,47 mL/min si creste in al doilea caz la 5,01 mL/min. S-a observat ca litiazele
oxalice recidiveaza in majoritatea cazurilor la varsta de 40-50 ani, iar litiazele urice
la 50-60 ani si la indivizi supraponderali.

In general se constatd ca desi uneori predomina o anumitd componentad,
majoritatea calculilor au o compozitie minerala mixta [61, 338].

Magneziu. Acest constituent biomineral al organismului se afla in cantitati de
25-30 mg in corpul omului adult. Cea mai mare parte, cca 60% se afld in schelet, restul
este distribuit in celule si in spatiul extracelular. In organismul uman, magneziul se afla
sub o forma difuzabila In proportie de 80% , iar restul de 20% sub forma nedifuzabila,
fiind legat de proteine.

Este unul din cele mai importante elemente, implicat in peste 300 reactii
biochimice. Cea mai mare parte se gaseste in schelet sub forma sarurilor de Ca si
fosfor. Numai 2% din acesta face parte din "magneziul de schimb". Dat fiind raportul
strans intre Ca®* si Mg?* in sistemul periodic al elementelor ionii de Mg?* pot inlocui
ionii de Ca®* in reteaua cristalind formatd de sarurile minerale din os. Aproximativ
43,2% (cca 10,8 g) Mg*™* se gdseste in tesuturile moi.

In corpul uman, Mg?* se gdseste in toate tesuturile. Cantitativ, este al 4-lea
cation ca importantd dupd Ca®*, K* si si Na*. In celuld, este al doilea cation dup3 K*.

O serie de ioni incluzand K*, Na*, fosfatul, Ca** si strontiul, afecteaza
absorbtia Mg?*, la fel ca si prezenta in intestin a unor substante care formeaza
compusi insolubili, ca acidul fitic (asociat frecvent cu fibrele alimentare), acizii grasi si
excesul de fosfati. Dimpotriva, ingestia de proteine pare sa creasca absorbtia atat de
Ca®*, cat si de Mg?*.

Magneziul si functia renald. Eliminarea magneziului este predominant urinara.
Din cantitatea de Mg?* filtratd in glomerul, cea mai mare parte este reabsorbitd in
tubul distal si mai putin in cel proximal printr-un mecanism activ. Nu se stie daca
existd si o secretie tubulard activd de Mg?*. Cantitatea de Mg?* ce apare final in urind
este In mod obisnuit de 3-10 mMol/zi, reprezentand cantitatea absorbita din tubul
digestiv (cca 1/3 din aport). O cantitate de cca 0,6 mMol (1,2 mEq) este eliminata in
mod normal prin transpiratie [303]. Deficienta de magneziu duce la formarea
calculilor cu oxalat de calciu. Eliminarea urinard de Mg?* creste prin incircarea cu
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Ca®*. Hormonul paratiroidian (stimulat de hipomagneziemie) creste reabsorbtia Mg?*
filtrat, care poate fi aproape completd cind ingestia de Mg?* este micd. Concentratia
scidzutd a Mg?" in ser intensificd eliberarea hormonului paratiroidian, de unde
sciderea pierderilor urinare de Mg?* si cresterea concentratiei plasmatice a Ca?*
[304, 305, 306]. Referitor la distributia procentuald a Mg in litiazele purinice (urice)
simple si mixte datele analitice releva predominanta acestui metal in urolitiazele ternare
(fig.4-4b). In general cuantumul Mg este crescut in litiazele in care sunt prezenti
anionii oxalic si fosfatic.

Ca Mg
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Fig.4-4. Distributia procentuald a metalelor alcalino-teroase in diverse tipuri de
urolitiaze purinice. (a) distributia calciului; (b) distributia magneziului

Studii efectuate au demonstrat o scadere in vitro a cristalizarii si cresterii
oxalatului de calciu in prezenta unei concentratii suprafiziologice de Mg. Un nivel scazut
de magneziu in urind reprezinta un factor de risc pentru litogeneza [80, 307]. Unele
studii arata ca nivelul Mg este mai ridicat la subiecti sanatosi, iar la nivelul Mg seric un
exista diferente intre cele doua grupuri, ceea ce sustine rolul sau de potential inhibitor al
litogenezei [308].

Un studiu efectuat de [104] a observat o corelatie negativa intre nivelul Mg si
continutul de oxalat de calciu si acid uric. Aceasta concluzie sustine afirmatia unor
autori care considera Mg un inhibitor al calculilor cu oxalat de calciu.

Asemanator calciului exista un ritm circadian de eliminare a ionului de
magneziu. Homeostazia acestora este reglatd prin absorbtia intestinald si excretia
renala.

Interventia ionului de Mg®" in procesele patologice a fost luatd in consideratie
numai in ultima vreme. Intrucit determinarea cantititii totale a Mg?* din organism este
dificil de efectuat, indicatorul tulburarilor acestui cation este concentratia plasmatica.

Rolul primordial al rinichiului este de a mentine in limite normale valorile
componentelor sanguine. S-a incercat aflarea unor corelatii ale concentratiilor ionice
pentru a stabili anumite constante. Astfel, in fiziologie se utilizeaza raportul (K x Na):
(Ca x Mg) ca o constanta, stabilind legatura dintre cationii monovalenti si bivalenti
sanguini [297].

In literatura de specialitate datele privind concentratia principalelor metale
alcaline si alcalino-teroase sunt putine si disparate. Se mentioneaza lucrarile publicate
de [24, 29, 78, 309, 310, 339]. In lucrarea publicata de [28] s-a determinat
concentratia Ca si Mg pentru urolitiaze fara a specifica riguros tipul acestora. Datele
pentru concentratia Ca sunt 192,8 + 22,67 mg/g, iar pentru Mg 35,64 + 27,73 mg/g
calcul.
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Date asupra rolului unor elemente metalice in litogeneza la nivelul
tesuturilor s-au comunicat initial doar in legatura cu Ca si Mg. Inca din anul 1929
(Hammarsten). s-a constatat ca deficienta de magneziu produce experimental
urolitiaze. Ulterior s-a constatatca existd o corelatie intre magneziul alimentar,
magneziul urinar si formarea de calculi. De asemenea, s-a relevat si faptul ca
oxalatul de magneziu este mult mai solubil decdt oxalatul de calciu si excretia
crescuta a magneziului in urind reduce concentratia oxalatului disponibil pentru
precipitarea oxalatului de calciu.

Unii cercetatori sugereaza ca magneziul influenteaza cristalizarea oxalatului de
calciu prin: scaderea excretiei de oxalat [75, 152]; cresterea pH-ului urinar si a
citratului; formarea de complexe solubile cu oxalat;i.

Se presupune ca prezenta cationilor de Na, K, Ca chiar si in proportii mici,
contribuie la stabilizarea acidului uric dihidrat. Urme de Mg, Al, Si, S, Cl, Ti, Fe au
fost adesea gasite in calculi. Raportul Na:K:Ca variaza in diferite zone ale calculului.

Analiza metalelor in urme din materiale biologice (specific si pentru
uroconcremente) reprezintd un domeniu dificil de cercetare. In literatura de
specialitate apar mari discrepante legate de prezenta metalelor si de cantitatea lor
[340, 341, 342].

Investigatiile noastre cu privire la metalele alcaline si alcalino-teroase au
relevat faptul ca in toate tipurile de urolitiaze decelate, concentratia calciului a fost
cea mai crescuta, iar concentratiile celorlalte metale au prezentat variatii. Exista si o
serie descrescatoare in functiede litiaze.

Urolitiaza cu urati (U) : Ca > Na > K> Mg
Urolitiaza cu urati-oxalati (U-0): Ca > Na > Mg >K
Urolitiaza cu oxalati-urati (O-U): Ca > Na > K > Mg
Urolitiaza cu fosfati-urati (P-U): Ca > Na > K > Mg
Urolitiaza cu oxalati-urati-fosfati (O-U-P): Ca > Na > Mg >K

Se remarca faptul cd metalele cu distributie extracelulara (Ca si Na) sunt
dominante. Concentratia K este in plan tertiar la urolitiazele de tip U, O-U si P-U, iar
a Mg in plan tertiar la O-U si O-U-P. .

Initial cristalele se formeaza spontan prin suprasaturarea urinei. In unele
cazuri cristalele evolueaza spre agregate care se retin in tubulii renali sau se fixeaza
pe mucoasa papilelor renale sau in alte parti ale tractului urinar. Nucleul poate
creste mai incet sau mai repede fixand noi cristale din urina functie de perturbarile
biochimice. Frecvent, cresterea unui calcul este un proces discontinuu a carui cauze
nu pot fi intotdeauna identificate prin examinari biologice de rutind. In multe cazuri
calculul réamane o perioada indelungatd fin tractul urinar chiar daca factorii
responsabili de dezvoltarea sa au disparut. In consecinta nu apar modificari
bichimice in sdnge sau urina.

Terapia cu magneziu a redus cresterea excretiei citratilor si cresterea pH-
ului urinar, marind astfel solubilitatea oxalatului de calciu.

Un studiu pe sobolani [343] a urmarit efectul direct al depletiei de potasiu ca
factor de risc pentru litiaza cu oxalati de calciu, deoarece varii studii sugereaza
faptul ca depletia de potasiu conduce la acidoza si hipocitraturie. Rezultatele au
aratat ca concentratia urinara de potasiu, citrat, magneziu si fosfor a scazut rapid.
Nu s-a produs nici o afectiune renala, nici o depunere renald de calciu si nu a aparut
o crestere a calciului sau oxalatului urinar. A crescut semnificativ suprasaturarea
urinii cu oxalat de calciu, ceea ce indica cresterea riscului de formare a calculilor in
cazul deficientei de potasiu.
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O serie de articole [211, 340] au prezentat rezultatele aparitiei unei serii de
urati complecsi nonstoechiometrici care contineau doi sau mai multi cationi n
vecinatatea acidului uric pur si a uratului de amoniu si sodiu.

4.4.3. Microelemente metalice

Microelementele metalice au un rol important in sistemele biologice si sunt
esentiale pentru functiile vitale ale organismului uman. Acestea participa la reactii
enzimatice, reactii redox, reactii cu transfer de electroni etc. In literatura de specialitate
referitoare la litiaze exista destul de putine lucrari privind continutul in microelemente
metalice ale uroconcrementelor [24, 30, 103, 307, 308, 309, 344, 345].

Rolul oligoelementelor in patogeneza formarii calculilor urinari este fincd
neelucidata si in continua dezbatere. In ultimii ani, rolul acestor elemente in litogeneza a
dobéndit un interes crescand: unele elemente au efect asupra cristalizarii
componentelor calculoase actionédnd pe suprafata cristalelor deoarece concentratia lor in
urind este prea mica pentru a interactiona cu ionii din reteaua cristalind din solutie;
altele influenteaza morfologia externa a cristalelor in crestere si pot mari sau micsora
viteza procesului de cristalizare [346]. Conform regulii lui Goldschmidt unele metale
grele (e.g. Zn si Sr) pot substitui calciul datorita similaritatilor de sarcina si raza ionica
[292]. Metale ca Mg, Zn, Al, Fe, Cu pot actiona ca si inhibitori ai cresterii oxalatului de
calciu la concentratii foarte mici [292, 347].

Dupa unii autori continutul de metale este mai ridicat in nucleu fata de straturile
periferice ale calculilor, ceea ce denota un posibil efect litogen al metalelor grele [307].
Este analizat si comparat chiar si rolul microelementelor cu acela al vitaminelor si
aminoacizilor esentiali, dar rezultatele sunt inca insuficiente.

Studiile indica faptul ca concrementele de fosfat de calciu contin in cea mai
mare proportie Zn si Sr in comparatie cu cele de oxalat de calciu. Preponderenta
ionilor divalenti Zn si Sr in calculii cu continut de Ca sugereaza procesul de
substitutie al Ca de ioni metalici cu sarcina si raza nucleara similara Calculii cu acid
uric sunt saraci in metale grele [292].

Investigarea concentratiei elementelor Zn, Cu, Fe, Mn in cadrul acestei teze
a evidentiat variatii de la un tip de urolitiaza la altul. Tabelul 4-9 prezintd date
caracteristice urolitiazelor purinice studiate.

Urmarind seria descrscatoare a concentratiilor microelementelor metalice
pentru fiecare element inn functie de tipul urolitiazei am constatat diferentieri :

Zn: O-U-P>0-U >P-U >U-O>U
Cu: U>U-0>0-U > 0-U-pP >P-U
Fe: P-U > O-U > O-U-P >U-O >U
Mn: O-U > O-U-P > U-O >P-U > U

Din datele analitice se observa ca Mn prezinta cele mai mici valori in toate
tipurile de urolitiaze. De asemenea, se constatd cd zincul are cea mai crescuta
concentratie in litiaza ternara cu oxalati-urati-fosfati, cuprul in litiaza simpla cu urati,
fierul in urolitiaza binara cu fosfato-oxalati, iar manganul in litiaza cu oxalati-urati.

Unele aspecte generale privind microelementele metalice luate in studiu se
prezinta in continuare. Datele fac referire la aspecte generale privimnd rolul biochimic al
acestora si aspecte particulare privind participarea la biogeneza litiazelor.

Zinc. Se prezintd ca un microelement esential pentru organismele vii. Se afld in
organismul uman intre 1,4-3,0 g fiind intalnit in concentratii mai mari in ficat gi muschi
(50-55 mg/g), in glanda suprarenald (12-17 mg/g), in prostata (cca. 10 mg/g). In
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Tabel 4-9. Concentratia unor microelemente metalice in urolitiazele purinice (analize prin SAA)

Concentratia metalelor (ug/g calcul)

Tipul de urolitiaza Zinc Cupru Fier Mangan
n X + DS N X + DS n X + DS n X + DS
Simple | Urati (U) 48 42,03 + 22,61 48 | 91,79 £57,12 | 48 65,87 + 23,08 48 6,67 £ 2,41
Urati-Oxalati (U-O) 9 132,76 + 61,35 9 | 21,03 £+1261 | 9 193,67 +87,23 | 9 | 11,40+5,86
Mixte |-OXalati-Urati (O-U) 19| 164,23+86,51 | 19| 19,32+9,16 | 19| 227,12+81,31 | 19| 16,22+ 7,33
Fosfati-Oxalati (P-U) 5 146,12+ 68,56 | 5 13,86 + 6,49 5 238,76 £ 68,12 | 5 | 10,04 +4,13
Oxalati-Urati-Fosfati (O-U-P) | 8 | 265,18 +171,03 | 8 19,29 + 4,86 8 | 215,02 +159,86 | 8 12,09 + 3,04

Not&: n- numar de cazuri; X - media; DS - deviatia standard.
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sange se afla distribuit in hematii (75-85%), in plasma (12-22%), in leucocite (3%).
Este bioconstituent al unor metaloenzime (e.g. anhidraza carbonica, alcool
dehidrogenaza, fosfataza alcalind), intervine in actiunea unor hormoni, are rol important
n mecanismele transmiterii informatiei genetice.

Carenta de zinc se datoreaza aportului nutritional. Deficiente severe de Zn
pot afecta grav sistemul gastrointestinal, sistemul nervos central, sistemul imunitar,
0so0s si sistemul reproducator.

Excesul de zinc duce la cresterea greutatii suprarenalelor si a timusului, de
asemenea determind cresterea nivelului de colesterol si scaderea concentratiei de
hormoni steroizi.

Informatiile privind rolul zincului in litogeneza sunt divergente [308]. Un studiu
relativ recent efectuat de [103] a aratat ca nivele scazute de Zn in urina subiectilor cu
calculi renali sugereaza actiunea sa inhibitoare. Alte studii indica o excretie crescuta de
Zn si Cu sau nici o diferenta la subiecti si grupa de control [24, 190]. .

Cupru. Este un alt microelement cationic esential pentru sistemele vii. In
organismul uman are o distributie preponderentda in muschii striati, tesutul osos,
piele, ficat, mdduva osoasd, etc. A fost decelat predilect in complecsi de natura
metaloproteinica. In serul sanguin se afla legat de a-globulina.

Deficitul de cupru este cauzat de scaderea absorbtiei intestinale, efecte
competitive si/sau antagonice. Se manifesta prin hipopigmentarea parului si pielii
(prin scaderea tirozinazei), aparitia unor anomalii vasculare (datoritda scaderii
liziloxidazei care participa la formarea elastinei si colagenului).

Excesul de cupru duce la aparitia unor modificari ale distributiei sanguine si
tisulare ale acestuia. Manifestarile specifice hipercupremiei sunt: astenia, anemia
hemolitica, tulburdri gastro-intestinale care pot merge pana la gastrita hemoragica.

In excretia urinara [345] au evidentiat ca nivelele urinare de cupru si mangan
sunt mai scazute la subiectii cu calculoza decét la cei normali.

Fier. Este un microbioelement a carui esentialitate este atestata de
distributia in anumite cromoproteide (e.g. hemoglobina-Hb), enzime (e.g. feritina) si
de participarea la diverse procese fiziologice (e.g. oxiforeza prin Hb). In organismul
uman exista 4-5 g Fe.

In organismul uman aproximativ 65% se afla sub forma de hemoglobina si
25-30% sub forma de feritind si hemosiderind depozitate in ficat, splina si maduva
osoasa. Fierul din organismul uman se gdseste sub forma de fier heminic in
hemoglobina, mioglobina si sub forma de fier neheminic in feritind, hemosiderina
(forme de depozit) si transferina (forma de transport care cedeaza fierul unor
receptori specifici).

Scaderea concentratiei Fe in sange duce la aparitia hiposideremiilor
manifestate prin anemii feriprive, anemii posthemoragice, infectii acute. Salifierea
sub forma de fitati , fosfati carbonati si oxalati duce la complexe greu solubile care
reduc absorbtia fierului. Cresterea cuantumului de fier din sange peste valorile
normale duce la instalarea hipersideremiilor manifestate prin hemocromatoza
idiopatica, anemii macroblastice etc.

In litogeneza rolul fierului nu este clar deslusit. Totusi, este cunoscut faptul ca
ionii Fe>* au capacitatea de a stabili interactii chimice cu ionii oxalat la suprafata
cristalelor de oxalat de calciu, perturband cresterea acestora . Aceasta interactie poate
fi modulata de actiunea compusilor prezenti in mod curent in urind, e.g. fitati si
pirofosfati care formeaza un complex stabil cu ionii de fier. Se presupune ca ionii de
fier nu actioneaza ca inhibitori puternici in prezenta unei concentratii fiziologice de
citrat datorita formarii unor complecsi foarte stabili in solutie [307, 337].
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Mangan. Este un microelement metalic esential cu actiune asupra proceselor
oxidative in care intré apa si care conduc la formarea legaturilor de tip O-O. In
organismul uman manganul se afla in cantitate totala de 10 mg. Concentratii mai
ridicate sunt in oase, ficat, rinichi, pancreas, hipofiza, fanere. La animalele de experienta
s-a observat o tendinta de acumulare a Mn in ficat mai mica decét la Fe si Cu.

Deficitul de mangan este intélnit rar si are ca principale efecte observate la
animale reducerea cresterii in lungime a oaselor, afectarea functiei reproductive,
tulburari nervoase, atrofia pancreasului.

Excesul de mangan se intalneste in intoxicatii accidentale, inhalarea de pulberi
de mangan provocand afectiuni pulmonare. Toxicitatea manganului la om este legata de
valenta acestuia, manganul divalent fiind mai toxic decat cel trivalent.

Astfel, exista studii care au abordat problema urolitiazelor in relatie cu
manganul. [348] au indicat faptul cd nivele scazute de Mn pot cauza fragilitatea
calculilor in cazul litotritiei (ESWL). [346] a sugerat ca Ni, Mn, Li, Cd pot influenta
mecanismul patologic de formare a calculilor, nu din punct de vedere mineralogic sau
cristalografic, ci datorita reactiilor enzimatice caracteristice sistemelor biologice.
Aceste metale pot produce inhibitia enzimatica.

Cu referire la determinarea analitica prin SAA a microelementelor metalice
Zn, Cu, Fe, Mn decelate in utolitiazele luate n studiu se prezinta cateva date
comparative. Seriile descrescatoare ale concentratiilor acestora in calculii purinici
luati in studiu se prezinta astfel :

Urati (U): Cu > Fe > Zn > Mn
Urati-Oxalati (U-O): Fe > Zn > Cu > Mn
Oxalati-Urati (O-U) : Fe > Zn > Cu > Mn
Fosfati-Urati (P-U) : Fe > Zn > Cu > Mn
Oxalati-Urati-Fosfati (O-U-P) : Zn > Fe > Cu > Mn

Metalogramele diverselor uroconcremente sunt prezentate pentru: urati
(fig. 4-5), urati-oxalati (fig. 4-6a), oxalati-urati (fig. 4-6b), fosfati-urati (fig. 4-6c),
oxalati-urati-fosfati (fig. 4-7).
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Fig. 4-5. Metalograma pentru urolitiaze simple — microelemente
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Fig. 4-6. Metalograma pentru urolitiaze mixte binare - microelemente
(a) calculi cu urati-oxalati; (b) calculi cu oxalati-urati; (c) calculi cu fosfati-urati

Ozinc

Ecupru
Ofier

Omangan

Fig. 4-7. Metalograma pentru urolitiaze mixte ternare — microelemente
(calculi cu oxalati-urati-fosfati)
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Din datele obtinute mai sus se poate observa ca in majoritatea urolitiazelor
mixte predomina fierul, urmat de zinc, cupru si mangan. Exceptie fac urolitiazele cu
urati, in care concentratia cuprului este mai mare si cele cu oxalati-urati-fosfati in
care zincul are concentratia maxima.

Oligoelementele metalice, in general, se afla intr-un cuantum mai redus,
dependent de factori ambientali, in acceptia translocatiei, e.g. sol-apa potabila; sol-
alimente de origine vegetala si animala; alimente-organism uman. Astfel exprimat
exista o dependenta de lantul trofic sol-planta-animal-om.

Din metalogarmele prezentate se remarca o concentratia crescutd de Cu in
urolitiaza urica (v.fig.4-5) si mai scazuta in celelalte tipuri de urolitiaze studiate.
Daca se urmaresc litiazele mixte binare se remarcd cea mai ridicata concentratia
pentru Fe in urolitiazele cu urati-oxalati, oxalati-urati, fosfati-oxalati (v.fig.4-6).
Pentru Zn concentratia cea mai mare s-a aflat in urolitiaza cu oxalati-urati-fosfati
(v. fig.4-7). Cu referirea la Mn se observa ca acesta are cea mai mica concentratie
in toate urolitiazele examinate.

Aceste date releva capacitatea diferitd de legare a cationilor divalenti la
structurile anionice organice, la structurile neionice ale compusilor organici si/sau
anorganici, precursori ai urolitiazelor.

In continuare se prezinta date privind microbioelementele metalice decelate
alaturi de macrobioelemente si chiar alaturi de microelemente cu potential toxicogen
(e.g. Pb, Cd, Sn) decelate in uroconcremente.

Literatura de specialitate are relativ putine date referitoare la aceste probleme.
Desi putine, acestea dovedesc interesul pentru domeniul patologiei biochimice a
urolitiazelor pornind de la etapele de cristalizare pana la formarea de uroconcremente.

In acest sens se mentioneaza studiul intreprins de [349] privind influenta unor
oligoelemente asupra procesului de cristalizare a oxalatului de calciu si a raportat rolul
inhibitor al Co, Ni, Pb, Sn, V si Zn.

Studiul compozitiei calculilor s-a extins uneori si la elemente nemetalice (asa
numitii metaloizi), e.g. As, Sb. Astfel, [24] au gasit cantitati semnificativ mai ridicate
in Fe, Sb, Sr si Zn in calculii cu oxalat de calciu; Fe, As si Zn in calculii cu fosfati; Sb si
As n calculii cu acid uric. Acestea se pot explica prin prin izomorfismul eterogen -
insertia unui ion al unui element strdin in reteaua cristalind a unei sari. Acelasi
fenomen apare in cristalele de apatita in care fosforul poate fi inlocuit de ionul arsen.

Se fac unele corelatii privind distributia elementelor metalice in calculi si
fanere (e.g. par). In acest sens se mentioneazd [307] care au studiat distributia a 5
metale (Fe, Cu, Cd, Zn, Mg) in 47 calculi urinari si in par, gasind diferente
semnificative ale nivelelor acestora fata de grupurile de control.

In anul 2007 [292] au studiat distributia a 7 metale in 78 de calculi si a
constatat o proportie crescutd a concentratiei Zn si Sr in calculii de fosfat de calciu.

De asemenea, s-au efectuat cercetari cu privire la metale cu potential
toxicogen si functia renala si chiar in litiaze. Astfel, s-a constatat ca expunerea de
lungd duratd la cadmiu conduce la afectiuni renale prin proteinuria tubulara [350].
Efectul direct al Cd in litogeneza nu este cunoscut.

Toxicitatea plumbului este bine cunoscutd. S-a raporta o cantitate crescutd de
Pb in calculii cu continut de calciu [292]. Exista o corelatie intre continutul de Pb in
calculi si uring, ceea ce ar putea evidentia rolul sdu in procesul de cristalizare.

Au fost intreprinse studii si asupra vanadiului in uroconcremente. Astfel, [104] a
gasit o corelatie pozitiva intre nivelul V si continutul in fosfati de Mg si alte saruri ale
fosforului. Acest fapt denota ca V poate promova cristalizarea fosfatilor in tractul urinar.
Acelasi studiu a dovedit o corelatie in calcul-urind-par a elementelor V-V, Pb-Pb, Pb-V,
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Al-Pb. In studiul efectuat de [47] vanadiul nu a fost detectat, dar calculii au fost
colectati dintr-o zona slab industrializata din Jordania.

Cercetari asupra seleniului (nemetal) au evidentiat prezenta acestuia alaturi
de metale. S-a admis ca se poate interactiona cu constituenti ai calculilor sau poate
fi incorporat incidental in structura cristalelor [292].

Cresterea interesului stiintific fata de elementele metalice a condus la cautarea
unor metode corespunzdtoare pentru cuantificarea si monitorizarea nivelelor acestora in
organismul uman. Este evident ca microelementele metalice nu actioneaza singular, ci
doar in interactie pot juca un rol important in procesul de cristalizare care precede
formarea calculilor. Deoarece concentratia unor metale grele (Pb, Cd, Ni s.a.) este mai
crescuta in nuclee decat in straturile periferice ale calculului, se presupune participarea
acestora in initierea cristalizarii. Cu toate ca este evident faptul ca procesul de
cristalizare apare la ruperea echilibrului dintre factorii promotori si inhibitori, sunt
necesare investigatii viitoare asupra rolului metalelor.

Cercetarile intreprinse de [28] au relevat date asupra concentratiei Cd, Cu si
Zn din calculii urinari si biliari. Autorii au observat cd nivelul Cd si Zn din_calculii
urinari era de 7 ori, respectiv de 13 ori mai mare decat in calculii biliari. In cazul
cuprului s-a constatat ca acesta prezinta concentratii de 10 ori mai crescute in
calculii biliari fata de cei urinari.

Deoarece exista relativ putine date in ceea ce priveste concentratia
microelementelor metalice in uroconcremente, cuantumul acestora a fost comparat cu
acela din dinti. Concentratia de Cd, Zn si Pb s-a dovedit a fi mult crescuta, de 30 ori a
(Cd), de 3 ori a (Zn) si de 2000 ori a (Pb) mai mare decat in emailul dentar si de 40, 3 si
850 ori fata de dentind. Concentratia zincului in urolitiaze a fost similara cu cea din dintji si
oase, iar a cadmiului si a plumbului mult mai crescuta fata de concentratia din dinti si
oase. Din acest motiv aceste metale ar putea fi indicatori ai contaminarii mediului [309]
Autorii arata, de asemenea, ca absenta unei corelatii (cu exceptia zincului) intre continutul
in microelemente al calculilor si al urinei ar putea fi explicatd prin afinitatea diferita a
microelementelor la diversele faze ale litogenezei. In afara de aceasta, excretia urinara
poate fi temporar crescuta in microelemente metalice datorita unei expuneri de scurta
duratd (a organismului) la aer, alimente sau apda cu continut crescut de diverse
microelemente. Totusi, elementele metalice eliminate pot fi acumulate in uroconcremente.

4.5. TIPURI DE UROLITIAZE PURINICE SI COMPOZITIA
METALICA A CALCULILOR

Cunoasterea compozitiei si structurii calculilor este cheia pentru stabilirea
etiologiei calculozei. Exista numeroase metode analitice pentru analiza calculilor dar
putine pot oferi rapid si usor informatii extinse relevante pentru diagnosticul clinic.

Identificarea componentelor organice si anorganice din calculi este necesara
si pentru a intelege mecanismul producerii urolitiazelor.

In studiul urolitiazelor s-a constatat ca litiaza urica are o raspandire relativ
limitata, dar este cea mai frecventa forma a litiazelor purinice.

Litiaza uricd - apare ca o consecintda a precipitarii acidului uric in urina
suprasaturatd. Urolitiaza urica este insotita de cristale de acid uric in sedimentul
urinar. O excretie excesiva de acid uric poate rezulta in urma unei filtrari crescute a
acidului uric (datorata unui aport alimentar crescut de purine), erorilor metabolice,
afectiunilor mieloproliferative sau hemolizei), in efecte la nivel de rezorbtie tubulara

BUPT



122 Investigarea compozitiei uroconcrementelor purinice prin SAA — metalograme 4

renald. Excretia de acid uric este crescuta in cazul a 10% din pacientii cu
hipercalciurie si urolitiaze. Factorii care maresc riscul Qrecipitérii acidului uric sunt:
pH-ul scazut al urinei, rata scazuta a eliminarii urinei. In calculi acidul uric sub
forma anhidra sau dihidrat, adesea asociat cu oxalat de calciu, fosfat de calciu, urati
etc. Au fost gasite minim doua forme cristaline ale acidului uric anhidru: monoclinic
pseudorombic si monoclinic instabil [340]. Cercetari efectuate de [351] au
evidentiat prezenta acidului uric dihidrat in 20% din calculii cu acid uric.

Litiaza xantinica - apare rar. Poate fi detectata si diagnosticata riguros prin
metodele de spectrofotometrie diferentiald, difractie de raze X sau cromatografie. Apare
ca o consecinta a perturbarilor metabolice in care este implicata enzima xantinoxidaza.

Litiaza 2,8-dihidroxiadeninica (2,8-DHA) - este foarte rar intalnita si poate fi
confundata cu litiaza urica. Are la origine un defect in metabolismul purinic (boalad
autosomal recesiva) care constd in deficienta enzimei adeninfosforiboziltransferaza.
Excretia crescuta a acestui compus insolubil conduce la cristalurie si formarea de
calculi de tipul 2,8-DHA.

In cercetdrile efectuate in cadrul acestei teze s-au decelat doar litiaza urica
simpla (cu acid uric-urati). De asemenea, au fost identificate urolitiaze mixte binare
si ternare.

In literatura de specialitate existenta unor cercetari stiintifice sistematice
asupra distributiei metalelor in uroconcremente specifice litiazelor purinice (simple si
mixte) sunt putine si disparate. In astfel de cercetdri s-a studiat concentratia
metalelor in functie de varsta pacientilor, in functie de sex, in functie de specificul
zonei (e.g. rural, urban) de provenienta a pacientilor etc. [257, 344, 352, 353]. In
putine lucrari se face o cercetare integrata vizadnd stabilirea compozitiei calitative,
i.e. tipul de urolitiaza si distributia elementelor metalice in functie de tipul de
urolitiaza [24, 234].

Investigatiile asupra microelementelor metalice cercetate (Zn, Cu, Fe, Mn)
au oferit un cadru de observare mai detailatd a diversitdtii compozitiei. Se remarca
insa faptul ca nu s-a facut o comparatie intre diversele tipuri de urolitiaze mixte.

Cu scopul estimarii distributiei diverselor grupe de metale si evaluarii
constributiei acestora in aparitia tipurilor de litiaze s-a stabilit cuantumul metalelor
alcaline, alcalino-teroase si tranzitionale in diverse tipuri de urolitiaze, considerand
suma concentratiilor metalelor luate in studiu ca 100% (tabel 4-10).

Tabel 4- 10. Concentratia diverselor grupe de metale decelate in calculii purinici investigati

Tipul litiazei Concentratia metalelor (%)
Alcaline Alcalino-teroase Microelemente
Simple Urati (U) 44,50 43,90 11,50
Urati-Oxalati (U-O) 1,33 98,30 0,34
Mixte Oxalati-Urati (0-U) 1,28 98,50 0,22
Fosfati-Urati (P-U) 1,20 98,4 0,40
Oxalati-Urati-Fosfati (O-U-P) 1,63 98,00 0,26

O privire sinoptica releva: prevalenta metalelor alcalino-teroase in toate tipurile
de litiaze purinice mixte; un cuantum mai crescut de metale alcaline; un cuantum mai
crescut de microelemente metalice in litiazele purinice simple si mixte binare.

Prezenta microelementelor metalice (raportat la tabel metale investigate) in
cantitati procentuale mai crescute in litiaza urica poate fi explicata prin participarea
competitiva a acestor metale in procesul de nucleatie heterogena.
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Factorii care influenteaza nucleatia heterogena bionorganica in cazul purinelor
sunt: a) existenta formelor tautomere in derivatii purinici care pot determina procese de
complexare prin modificarea statusului energetic; b) prezenta unui electron distinctiv pe
orbitalul d al metalelor tranzitionale cu tendinta crescuta de legare. Explicatia rezida in
cuantumul diferit, si neexplorat cantitativ al compusilor organici si anorganici
constituenti si evident de discrepantele mari existente intre regimul alimentar al
subiectilor (deveniti pacienti) si al surselor de apa potabila.

La acestea se mai pot adauga diverse aspecte legate de statusul functional
al aparatului digestiv (procesele de absorbtie), de activitatea glandelor cu secretie
internd ca si de posibilitatea existentd a unui focar de infectie (cazul litiazelor cu
fosfati de magneziu, de obicei amoniaco-magnezieni).

Microelementele metalice se afla intr-un cuantum mai redus si adesea dependent
de factori ambientali. In acceptia translocatiei — sustinuta de conceptele acreditate in
geologie si geochimie: e.g.: sol-apa potabild; sol-alimente de origine vegetala si animala
[163, 354]. Din acest considerent s-a prezentat o relatie intre oligoelementele metalice si
variatia (de tipul scarii descrescatoare) in diverse tipuri de urolitiaze.

Derivatii purinici actioneaza ca donori de electroni, iar ionii metalici ca
acceptori. Afinitatea selectiva a cationilor divalenti fata de nucleobaze a fost studiata
in literatura si tendinta de legare variaza in seria:

Ca?*, Mg?* < Co?*, Ni** < Mn?* < zZn?* < Cu?**

Complexarea la nucleobazele purinice prezinta similitudini cu aceea a
derivatilor purinici litogeni mono-, di- si trisubstituiti (hipoxantind, acid uric
2,8-dihidroxiadenina). Legarea se face predilect la Cg si N, din heterociclii purinici.

Modificarile produse in metabolismul nucleotidelor, unele cu implicatii asupra
homeostaziei biochimice, sunt rezultatul unui catabolism anormal al purinelor.
Manifestarile clinice se datoreaza insolubilitatii produsului intermediar de degradare,
acidul uric [1, 3, 293]. Acesta este un acid slab cu pK de 5,35 in urina.

Microelementele au un rol important in sistemele biologice si sunt esentiale
pentru functiile vitale ale organismului uman. Microelementele esentiale: Cr, Co, Cu, F,
Fe, I, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Si, V si Zn trebuie sa fie prezente in organism in concentrat;ii
reduse pentru a asigura functiile specifice, e.g.: reactii enzimatice, transfer de electroni,
reactii redox etc. Pe de alta parte, unele microelemente - dacd se acumuleaza in
organism (bioacumulare), e.g.: ficat, oase - pot cauza reactii toxice, in special As, Cd,
Hg, Pb, Sb. Elementele metalice prezente in tesuturi si lichide biologice pot fi eliberate
in urma unui efort (oboseald, surmenaj), si eliminate prin urina.

Metalele joaca rol principal in mecanismul de biogeneza a urolitiazelor. Datele
analitice obtinute permit evaluarea indirecta a rolului diferitelor metalelor in
litogeneza In aceasta manierd devine posibila o reconsiderare a metabolismului
proteinelor si a metabolismului hidro-electroliticc deci o noua abordare a
urolitogenezei purinice privita din punctul de vedere al proteomicii si metalomicii.
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5. SPECIFICUL METALOGRAMELOR IN
UROLITIAZELE CU PREDOMINANTA URICA
SI CU PREDOMINANTA FOSFATICA -
DATE COMPARATIVE

5.1. CONSIDERATII GENERALE

in biogeneza uroconcrementelor, asa cum se cunoaste, participa compusi
organici si/sau anorganici care, prin compozitia chimica permit diferentierea tipurilor
de litiaze. In investigatiile noastre stabilirea tipului de urolitiazd s-a ficut cu
ajutorului spectroscopiei in infrarosu prin determinarea spectrelor FT-IR ale
uroconcrementelor (v.Cap.3).

Investigatiile au fost efectuate pe calculii proveniti de la douda grupe de
subiecti : din prima grupa (E,) s-au retinut cazurile cu subiectii care au prezentat
litiaze predominant urice (simple si mixte) — 84 cazuri dintr-un total de 237 cazuri,
investigate in prezent; din secunda grupa (Eg) s-au selectat cazurile cu subiectii la
care au predominat litiazele fosfatice (simple si mixte) — 113 cazuri dintr-un total de
276 cazuri, investigate intr-o etapa anterioara. Datele obtinute cu ajutorul spectros-
copiei FT-IR pentru cazuistica mentionata mai sus, care defineste tipurile de litiaza
urica si fosfatica, sunt date in tabelul 5-1.

Tabel 5-1. Grupe de subiecti cu urolitiaze predominant urice si predominant fosfatice

Subiectii din grupa Ea Subiectii din grupa Eg
Tipul de litiaz3 litiaze predominant litiaze pre_dominant
urice (U) fosfatice (P)
Total Barbati Femei Total Barbati Femei
Litiaze simple urati (U) 48 19 23 _ - -
fosfati (P) - - - 42 15 27
I urati-oxalati (U-O) 9 3 - - -
X oxalati-urati (O-U) 19 8 11 - - -
€ | fosfati-oxalati (P-0) - - - 21 6 15
N [oxalati-fosfati (0-P) - - - 44 18 26
?__,3 oxalati-urati-fosfati (O-U-P) 8 3 5 - - -
oxalati-fosfati-urati (O-P-U) - - - 6 2 4
Total 84 33 51 113 41 72

Se reaminteste ca litiaze cu xantina si 2,8-dihidroxiadenina nu au fost
decelate in cadrul cazuisticii luate in studiu in aceasta teza.

Rezultatele obtinute prin spectroscopie FT-IR prezinta distributia tipurilor de
litiaze pe sexe relevand pentru litiazele predominant urice un procent de 39,28% la
barbati si de 60,72% la femei, iar la litiazele predominant fosfatice procente de
36,28% la barbati si de 63,72% la femei.
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5.2. PARTICULARITATI ALE METALOGRAMELOR - ASPECTE
DIFERENTIALE

Uroconcrementele provenite de la subiectii inclusi in acest studiu au fost
supuse investigatiilor prin spectroscopie de absorbtie atomica (SAA) pentru
determinarea principalelor metale prezente in calculi.

Se reitereaza mentiunea privitoare la faptul ca prin SAA s.au determinat
principalele metale alcaline (Na, K) si alcalino-teroase (Ca, Mg) si patru
microelemente metalice (Zn, Cu, Fe, Mn).

in cazul comparatiei metalogramelor determinate la litiaza uricd prezentat
in cadrul acestei teze [355] si la subiectii cu litiaze predominant fosfatice studiate in
cadrul "Grupului de lucru pentru cercetari de metalomica" din Timisoara [158] s-au
urmarit aspecte legate de tipul de litiaze intalnite si metalogramele specifice
acestora.

Studiul intreprins asupra litiazelor predominant urice (apartinand tipului
litiazelor purinice) include un numar total de 237 subiecti dintre care s-au selectat
cazurile cu litiaze simple cu urati (U) si litiaze mixte binare cu dominanta urati-oxalati
(U-O) respectiv oxalati-urati (O-U) si litiaze mixte ternare cu oxalati-urati-fosfati
(0O-U-P) - v. [170, 215]. Din studiul intreprins de [158] asupra litiazelor predominant
fosfatice care au inclus un total de 276 subiecti, s-au urmarit cazurile de litiaze simple
fosfatice (P), litiaze mixte binare cu dominanta fosfati-oxalati (P-O), respectiv oxalati-
fosfati (O-P) si litiaze mixte ternare cu oxalati-fosfati-urati (O-P-U).

Pentru a avea o imagine a distributiei metalelor au fost investigate analitic
84 cazuri din grupa subiectilor cu litiaze predominant urice si 113 cazuri din grupa
subiectilor cu litiaze predominant fosfatice. La toate tipurile de litiaze (simple, mixte)
s-au notat prin n, - cazurile din grupa de subiecti cu litiaze predominant urice si
respectiv, prin n¢ - cazurile din grupa de subiectie cu litiaze predominant fosfatice.
Pentru uroconcrementele analizate, se redau comparativ date analitice obtinute in
litiazele predominant urice [170] si respectiv litiazele predominant fosfatice [158].

Evaluare statisticd. Datele analitice au fost procesate statistic printr-o
metoda computerizata. Valorile medii (X) si deviatia standard (DS) ale
concentratiilor in litiazele simple si mixte din grupele de subiecti cu litiaze
predominant urica (n,) si cu litiaze predominant fosfatica (ny).

5.2.1. Metalograme comparative ale litiazelor simple

In cazul litiazelor simple se prezintd date referitoare la concentratia
metalelor alcaline si alcalino-teroase provenite de la grupele de subiecti E, cu
litiaza urica si Eg cu litiaa fosfatica luate in studiu (tabel 5-2). Prin n, - s-a notat
numarul de subiecti din grupa E,, iar prin n¢ - numarul de subiecti din grupa Eg .

Se prezintd separat distributia metalelor alcaline si alcalino-teroase (tabel
5-2) in urolitiaze urice si in urolitiaze fosfatice (concentratii exprimate in
ug/g calcul).
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Tabel 5-2. Compozitia metalica in uroconcrementele simple cu acid uric-urati si cu fosfati
(metale alcaline si alcalino-teroase)

Litiaze simple — date comparative
Metale Sul:?i_ectii din_grupa Ea SL_JI:_)iectii din grupa Es
litiaze urice (U) litiaze fosfatice (P)
Ny X + DS n¢ X + DS
Alcaline Na 48 593,16 + 262,07 42 9.885,78 + 426,51
K 48 198,86 + 101,23 42 2.397,46 + 1.017,84
Alcalino- Ca 48 638,36 + 281,56 42 118.967,21 + 57.416,61
teroase Mg 48 142,61 + 93,09 42 57.218,61 + 2.141,93

Din acest tabel se observa valori relativ reduse ale metalelor luate in studiu
in cazul litiazei urice in care predomind calciu si sodiu. Se observa o scadere a
concentratiilor in seria metalelor:

Ca > Na > K> Mg

Spre deosebire de aceasta in litiaza fosfatica predomina calciu si magneziu.
Situatia se explica prin faptul ca in litiazele fosfatice apar legaturi ionice
(electrochimice) si se formeaza predilect fosfat tricalcic si mai frecvent fosfati
amoniaco-magnezieni). Cuantumul fosfatilor formati cu metale alcaline (Na si K) -
este mai redus. In cazul acestor litiaze scdderea concentratiei metalelor studiate
evidentiaza seria:

Ca > Mg > Na>K

Pentru a avea o imagine de ansamblu asupra distributiei metalelor alcaline si
alcalino-teroase in uroconcrementele subiectilor din grupa E, - urolitiaza urica si Eg
- urolitiaza fosfatica in fig.5-1 este redata o reprezentare grafica.

(a) (b)
Fig.5-1. Distributia metalelor alcaline si alcalino-teroase in urolitiazele simple
(a) litiaze urice; (b) litiaze fosfatice

Simpla reprezentare grafica exprima unele variatii ale cuantumului
metalelor alcaline si alcalino-teroase. Remarcabil este faptul ca in litiaza fosfatica,
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comparativ cu litiaza urica, concentratia Ca este de cca 2 ori, iar a Mg de cca 400 de
ori mai mare. Aceasta avand in vedere specificul compusilor fosfatici. Cu referire la
concentratia microelementelor metalice in urolitiaza urica si urolitiaza fosfatica date
obtinute la grupele de subiecti Ex si Eg se prezinta tabelul 5-3 (concentratii exprimate

in pg/g calcul).

Tabel 5-3. Compozitia metalica in uroconcrementele simple cu urati si cu fosfati
(microelemente metalice)

Litiaze simple — date comparative
Metale Sub_ie_cgii din_grupa Ea Sgpiecgii din grupa Es
litiaze urice (U) litiaze fosfatice (P)
Ny X + DS n¢ X + DS
Zn 48 42,03 + 22,61 42 744,69 + 218,84
Microelemente Cu 48 91,79 + 57,12 42 13,12 + 6,03
Fe 48 65,87 + 23,08 42 254,70 + 164,52
Mn | 48 6,67 + 2,41 | 42 18,73 + 3,45

Evaluarea datelor tabelate releva in cazul litiazelor simple cu urati
microelementele dominante cupru si fier. Seria descrescatoare a concentratiilor

metalice este:
Cu > Fe > Zn > Mn

Specificd pentru litiaza simpla fosfatica este prezenta unor cantitati mai mari
de zinc si de fier. Seria descrescatoare a concentratiilor metalice evidentiaza

urmatoarea scala:
Zn > Fe > Mn > Cu

in cazul distributiei microelementelor metalice se poate proceda la prezentarea grafics
a cuantumului acestora in urolitiaza urica (grupa E,) si in litiaza fosfatica (grupa Eg) -
fig .5-2.

Variatiile cutantumului microelementelor metalice evidentiaza mai pregnant
discrepanta intre disributia Zn si a Cu in cazul litiazelor urica si fosfatica.

Evaluarea comparativa a distributiei microelementelor metalice in calculii
studiati ofera informatii directe referitoare la compozitia tipurilor de litiaze descrise
si informatii indirecte privind posibilele interactii ale ionilor metalici, cu modulatorii
(inhibitori/promotori) si compusi din matricea calculoasa, fin cursul biogenezi
urolitiazelor.

BUPT



128 Specificul metalogramelor in urolitiazele cu predominanta urica si fosfatica - 5

o

(a) (b)

Fig.5-2. Distributia microelementelor metalice in urolitiazele simple
(a) litiaze urice; (b) litiaze fosfatice

Toti acesti ioni participa in procesul de litogeneza. Concentratia in
uroconcremente difera functie de tipul urolitiazei. Variatiile se datoreaza diferentelor
de solubilitate, pH si osmolaritatea solutiei, precum si starii morfofunctionale a
rinichilor si a cadilor urinare. Precipitarea sta la originea urolitiazelor simple, iar
coprecipitarea sta la originea urolitiazelor mixte binare si ternare.

5.2.2. Metalograme comparative ale litiazelor mixte

5.2.2.1. Situatia in litiazele mixte binare

Pentru litiazele binare evaluarea are in vedere existenta a doud grupuri de
calculi si anume : a) prima defineste litiazele binare predominant urice, respectiv
predominant fosfatice, avand ca si component secundar oxalatii; b) al doilea -
caracterizeaza litiazele binare predominant oxalice cu componenti secundari urati si
fosfati .

a) Detalii referitoare la primul tip de litiaze binare sunt prezentate in
tabelele 5-4 si 5-5 (concentratii exprimate in ug/g calcul).

Tabel 5-4. Metalogramele litiazei mixte binare cu dominanta urica de tip U-O si
fosfatica de tip P-O (metale alcaline si alcalino-teroase)

Litiaze mixte binare
Metale N Subiectii din grupa Ea N Subiectii dir? grupa _EB
litiaze cu oxalati-urati (U-O) litiaze cu fosfati-oxalati (P-O)
Ny X + DS n¢ X + DS
Alcaline Na 9 1.319,23 + 418,51 21 13.496, 23 + 3.862,49
K 9 338,75 + 139,84 21 2.798,82 + 987,71
Alcalino- Ca 9 121.416,00 + 47.200,00 | 21 162.014,23 + 79167,71
teroase Mg 9 376,14 + 102,19 21 34.530,40 + 4.985,70
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Referitor la metalele alcaline si alcalino-teroase se remarca faptul ca exista o
concentratie mai mare a calciului si sodiului in litiazele cu urati-oxalati si a calciului
si magneziului in litiazele cu fosfati-oxalati.

Pentru microelementele metalice se remarca valori crescute la Fe si Zn in
cazul litiazei cu urati-oxalati, respectiv a Zn si Fe in litiaza cu fosfati-oxalati.

Tabel 5-5. Metalogramele litiazei mixte binare cu dominanta urica de tip U-O si
fosfatica de tip P-O (microelemente metalice)

Litiaze mixte binare
Metale N Subiectii din grupa_EA N Subiectii din grupa I_EB
litiaze cu oxalati-urati (U-O) litiaze cu fosfato-oxalati (P-O)
Ny X + DS n¢ X + DS
Zn 9 132,76 + 61,35 21 412,57 + 198,19
. Cu 9 21,03 + 12,61 21 17,39 + 2,81
Microelemente =2 —1— 193,67 + 87,23 21 276,14 + 133,05
Mn 9 11,40+ 5,86 21 13,44 + 4,21

b) Date referitoare la al doilea tip de litiaze binare cu dominanta oxalica si
componenti secundari urati si fosfati sunt redate in tabelele 5-6 si 5-7 (concentratii
exprimate in pg/g calcul).

Urmarind  particularitatile  seriilor  descresciatoare ale concentratiei
microelementelor metalice se observa: «) in cazul litiazelor mixte cu urati-oxalati: Fe >
Zn > Cu > Mn; B) in cazul litiazelor mixte cu fosfati-oxalati: Zn > Fe > Cu > Mn.

Metalogramele uroconcrementelor litiazice s-au evaluat si in situatia in
care apar si uroconcremente binare de tipul oxalati-urati, oxalati-fosfati. Se
mentioneaza faptul ca in cazul acestor calculoze compusul dominant este oxalatul,
desi apartin grupurilor diferite de urolitiaze cu dominatd uricd, respectiv cu
dominanta fosfaticd. Si in cazul acestora se prezintd date tabelate pentru aceleasi
grupe de metale.

Astfel, in tabelul 5-6 se reda situatia pentru litiazele mixte binare cu
oxalati-urati (0O-U), respectiv oxalati-fosfati (O-P) urmarindu-se concentratia
metalelor alcaline si alcalino-teroase luate in studiu (concentratii exprimate in

Ha/g calcul).

Tabel 5-6. Metalogramele litiazei mixte binare cu dominanta oxalica de tip O-U si O-P
(metale alcaline si alcalino-teroase)

Litiaze mixte binare
Metale N Subiectii din_grupa_l Ea N Subiectii din_ grupa_EB
litiaze cu oxalati-urati (0O-U) litiaze cu oxalati-fosfati (O-P)
Ny X + DS n¢ X + DS

Alcaline Na 19 1.748,14 + 586,12 44 5.312,79 + 187,31
K 19 491,13 + 187,02 44 994,41 + 141,82

Alcalino- Ca 19 187.342,00 + 52.814,00 44 194.126,00 + 29.863,20
teroase Mg 19 412,93 + 27,31 44 5.347,51 + 1.844,78

Din acest tabel se remarca ca un studiu pe 19 cazuri de litiaze cu oxalati-
urati evidentiaza concentratii crescute de calciu si sodiu. Pentru studiul intreprins
asupra litiazelor fosfatice s-a constatat ca la un numar de 44 cazuri de litiaze cu
oxalati-urati predomina calciu urmat de magneziu si sodiu.
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In mod similar s-a procedat si pentru evaluarea microelementelor metalice
luate in studiu in cazul litiazelor mixte cu oxalati-urati, respectiv oxalati-fosfati
(tabel 5-7).

Tabel 5-7. Metalogramele litiazei mixte binare cu cu dominanta oxalicé de tip O-U si O-P
(microelemente metalice)

Litiaze mixte binare
Metale N Subiectii din_grupa_l Ea N Subiectii din_ grupa_EB
litiaze cu oxalati-urati (O-U) litiaze cu oxalati-fosfati (O-P)
Nu X+ DS ne X + DS
Zn 19 164,23 + 86,51 44 592,13 + 146,63
Microelemente Cu 19 19,32 + 9,16 44 16,71 + 4,76
Fe 19 227,12 + 81,31 44 249,79 + 55,41
Mn | 19 16,22 + 7,33 44 19,84 + 3,78

Se observa existenta unei serii descrescatoare a concentratiei
microelementelor metalice in litiazele binare cu dominantda oxalica dopa cum
urmeaza:a) in cazul litiazei cu oxalati-urati : Fe > Zn > Cu > Mn ; B) in cazul litiazei
cu oxalati-fosfati : Zn > Fe > Mn > Cu.

5.2.2.1. Situatia in litiazele mixte ternare

Investigatiile asupra compozitiei metalice a uroconcrementelor au vizat si
urolitiazele ternare (tabel 5-8) in care au fost decelati oxalati-urati-fosfati (O-U-P).
In studiile privind grupele de litiaze cu predominanta urica din cadrul prezentei teze,
respectiv in cercetarile asupra litiazelor ternare cu oxalati-fosfati-urati (O-U-P)
intreprinse in anii precedenti (1988-1998) in cadrul unui studiu axat pe tematica
referitoare la tipurile de litiaze cu predominare fosfatica au fost determinate
metalogramele specifice (concentratii exprimate in pug/g calcul). [158].

Tabel 5-8. Metalograme comparative in litiazele ternare decelate la investigarea a doud grupe
de subiecti cu litiaze predominant urice, respectiv fosfatice

Litiaze mixte ternare
Subiectii din grupa Ea Subiectii din grupa Es
Metale litiaze cu oxalati- urati-fosfati litiaze cu oxalati -fosfati-urati
(0-U-P) (0-P-U)
Ny X+ DS Ne X + DS

Alcaline Na 8 2.251,18 + 521,16 6 2.241,79 + 513,53

K 8 946,51 + 113,67 6 972,93 + 68,13
Alcalino- Ca 8 191.253,00 + 88.502,00 6 192.816,80 + 89.601,90
teroase Mg 8 958,42 + 387,16 6 938,41 + 496,83

Zn 8 265,18 + 171,03 6 262,81 + 158,28
Microelemente Cu 8 19,29 + 4,86 6 19,38 + 4,83

Fe 8 215,02 + 159,86 6 213,96 + 151,52

Mn 8 12,09 + 3,04 6 12,11 + 2,89

Desi cercetari diferite efectuate la diferenta de cca. 8 ani (2003-2011),
rezultatele permit observarea prezentei metalelor luate in studiu in concentratii
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apropiate. Din aceste date se poate conchide ca in cazul uroconcrementelor
studiate, dominate ca si compozitie de oxalati si continand in cantitati reduse urat;i,
respectiv fosfati, cuantumul metalelor este relativ apropiat. Aceasta observatie
aduce o informatie generald privind specificul metalogramelor in litiazele mixte
ternare. Variatiile de la prima grupa de subiecti (litiaze dominant urice) la secunda
grupa de subiecti (litiaze dominant fosfatice) sunt insignifiante. Explicatia rezida in
faptul ca pentru metalogramele respective cuantumul a fost influentat de prezenta
oxalatului. Ionul oxalic fixeaza mai bine toate metalele luate in studiu.

In ultimii ani tot mai multi autori sunt interesati in determinarea
concentratiilor metalelor alcaline , alcalino-teroase si a microelementelor metalice in
uroconcremente pentru a elucida implicarea lor in procesul de nucleatie heterogena
si pentru a putea oferi indicatii pentru profilaxie si metafilaxie in clinica urologica
[24, 54, 356].

Mecanismele de legare a cationilor metalici la anionii anorganici intalniti in
uroconcremente explica formarea starterilor (“primerilor”) fin procesele de
precipitare sau coprecipitare produse in situ prin cresterea in timp a
uroconcrementelor. Pentru explicarea modului de legare s-a acreditat denumirea de
“mecanism bioanorganic” al litogenezei [245, 333, 334, 357, 358, 359, 360].

Uroconcrementele cu fosfati sunt mai frecvente si se pot intalni in
urolitiazele simple si mixte (binare si ternare).

5.3. SPECIFICUL MECANISMELOR DE BIOGENEZA

in organism la nivel renal se eliming atat acidul uric si uratii, cat si fosfatii -
compusi care participa la biogeneza litiazelor luate in discutie. Mecanismul nucleatiei
heterogene are la origine prezenta unor precursori cu proprietatea de electron-
acceptori si altii de electron-donori [361, 362, 363]. Acestia vor participa la procesul
de nucleatie prin reactii de precipitare in cazul litiazelor simple si reactii de
coprecipitare in cazul litiazelor mixte (binare si ternare).

fn cazul derivatilor purinici de tipul adening si guanind astfel de legaturi cu
metalele au fost studiate pentru a se intelege formarea aductilor acidului
deoxiribonucleic (DNA) cu ioni metalici. Initial se formeaza complecsi acvatati
(fig. 4-6) care prefigureaza aductii de tip DNA-M"",

Complecsii2 de acest tip au fost studiati in cazul adeninei si guaninei. La

+

adenind legarea M se face la N, si N aminic de la C;, iar la guanind la N, si O de la
C,. Cationul metalic leagd concomitent si doud molecule de apa. Un caz aparte

2+
prezintd guanina la care se pot lega cationi M intre doud baze guaninice. Legaturile se
realizeaza la nivelul acelorasi atomi, evident fara molecule de apa .

2+
La formarea complecsilor bioanorganici de tipul purind-M  se stabilesc

2+
legaturi de tip chelatic intre derivatul purinic care este electron donor si ionul M
care este electron acceptor (fig.5-1).
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Fig.5-1. Formarea complecsilor acvatati de tip purind - M?* specifici biogenezei
uroconcrementelor urice

Aceste mecanisme de legare sunt caracteristice modului de legare a ionilor
metalici in aductii acidului deoxiribonucleic (DNA). Acesti aducti sunt notati obisnuit
prin acronimul DNA-M?*,

In cadrul grupei compusilor neionici organici se pot discuta substantele care
prin prezenta unor grupari polare de tipul —-OH, pot genera structuri care polarizeaza
mediul si pot fi precursori ai formarii unor complecsi cu metalele. Astfel de compusi
sunt acidul uric si derivatii acestuia, precum si colesterolul.

In fig.5-2 se prezinta compusii mentionati.

R, o +Ht
M
hS g T\é 4 4— \\
-k Bl Fg H- i\ o+ HY
(P HI:I
2
H H H
I acid uric
purind LS (farma metastabild palard)
(Rg RERyH) (RERpREOH)

Fig. 5-2. Purina si acidul uric - precursori in litiazele purinice
in cazul fosfatilor se cunoaste faptul cd in sdnge existd sisteme tampon care
contin anioni fosfat, anioni carbonat etc.
Forme prezente in sistemele tampon din lichidele biologice

H,PO, / HPO,* HCO5;™ / CO5%
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Tonii fosfat au ca , precursor formal” acidul fosforic - H3PO4 (in organism nu
se afla ca atare). Acesta se poate afla sub trei forme anionice: fosfat dihidrogenat
(H,POy), fosfat monohidrogenat (HPO52") si simplu fosfat (PO.>)

Din acestia se formeazd diversi compusi fosfatati (fig. 5-3). In litiaze domin3
fosfatul amoniaco-magnezian si fosfatul de calciu.

OH rT‘J (lj
D—T‘—GH OZIT—DH O—=P—0
o o o

Fig. 5-3. Anioni derivati de la acidul fosforic — precursori in litiazele fosfatice

Evident, aldturi de cationii metalici si de cationul de amoniu (NH4%) la
formarea uroconcrementelor specifice litiazelor fosfatice pot concura si alti cationi
metalici. Numarul acestora este mai mare, fata de aceia investigati in precedenta
lucrare. In datele obtinute de noi s-au mai decelat cationii K, Zn, Cu, Fe, Mn in afara
de aceea prezentati in fig.5-4.

O _ _
7 Mg ~ONa O
D:P& 0 O=—P—0-_ O—P—0-—Ca P
. ~ . - Ca T 0.~
MgMNH,PO, MNaCaPQ, Ca,(POy ),

Fig. 5-4. Structuri anionice fosfatice intalnite in uroconcremente (precursori in urolitogeneza) si
compusi fosfatici din uroconcremente

O descriere generald care explica coprecipitarea fosfatilor cu diversi ioni ,
rezida n caracterul electrovalent al legaturilor existente.

In afara de aceasta explicatie, care apeleaza doar la informatii cu caracter
chimic, este cunoscut aspectul biochimic, mai ales patobiochimic, al formarii
cationului de NH,* ca o consecintd a proceselor infectioase care trec adesea
neobservate la nivelul aparatului reno-urinar, dar consecintele acestora se manifesta
prin aparitia “starterilor” litiazici cu fosfati de amoniu (de obicei micsti cu amoniu si
magneziu).
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6. METALOGRAMELE SERICE SI URINARE ’I‘:N
RELATIE CU INTERVENTIA CHIRURGICALA SI
LITOTRIPSIA EXTRACORPOREALA

6.1. CONSIDERATII GENERALE

in practica medicalg, _pentru eliminarea calculilor de interes urologic se
utilizeaza diverse metode. Intre acestea prima aplicata a fost interventia
chirurgicald, prin care a fost posibild extragerea operatorie a calculilor de la nivelul
diferitelor segmente ale aparatului reno-urinar: rinichi, ureter, vezica. Interventiile
erau impuse de circumstante clinice limita, cadnd eliminarea spontand nu era
posibila.

Extinderea aplicatiilor opticii si electronicii in domeniul medical, alaturi de
perfectarea metodelor imagistice a permis diversificarea investigatiilor si metodelor
terapeutice la tratarea calculozelor urinare (urolitiaze) si a calculozelor biliare
(cholelitiaze). Intre metodele moderne de tratament a litiazelor se inscrie si litotripsia,
interventia considerata non-invaziva.

Metoda cunoscutd sub denumirea de litotripsie cu unde de soc
extracorporeale” - ESWL (Extracorporeal Shock Wave Lithotripsy) - a fost utilizata
predilect pentru calculii renali si biliari [364, 365]. In mod curent, in limba romana,
pentru aceastd metoda se utilizeaza termenii de: litotripsie sau litrotitie (acestea
fiind sinonime) sau direct ESWL denumire preluatd din terminologia in limba
engleza. Sub aspect istoric se cunoaste faptul ca primul litotriptor a fost fabricat in
anul 1980 de firma ,Dornier Medizintechnik GmbH” din Germania.

Litotripsia extracorporald este cea mai putin agresivd metoda de tratament
a litiazei reno-urinare, se preteaza utilizarii pentru aproximativ 70% din totalul
pacientilor litiazici, fiind un tratament practicabil atat la copii cat si la varstnici,
necesitand doar o simpla analgezie intravenoasa [366].

In lucrarea sa referitoare la ESWL si managementul efectelor post-
terapeutice [191] precizeaza ca metoda a fost introdusda in anul 1982. Autorul
evidentiaza utilitatea metodei, amintindu-se si de posibilele complicatii date de unda
de soc si, in special, de migrarea fragmentelor.

Principiul de functionare a litotriptorului rezida in actiunea undelor de soc
receptatd ca o forta compresiva care traverseaza calculul producand fisuri la nivelul
acestuia - actiune directd. De asemenea, in cursul actiunii se produce o presiune
negativa generatd in urma undelor de soc - actiunea indirecta. Rezultatul final
consta in fragmentarea concrementului.

Interventia prin ESWL trebuie precedata de investigatii paraclinice si
imagistice: radiografie renovezicala pe gol, urografie intravenoasa,
pieloureterografie directa, uretero-pielografie retrograda sau ecografie la nivelul
diverselor segmente ale aparatului reno-urinar [367, 368, 369] . Prin acestea se pot
urmari: marimea calculului, posibila compozitie (dupa opacitate sau antecedente
litiazice), functionalitatea rinichiului, structura morfologica a arborelui pielocaliceal si
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a ureterului in scopul evitarii complicatiilor consecutive litotripsiei (e.g. infectie
asociata, staza secundara, etc.)

Initial se procedeaza la reperarea (localizarea) calculilor printr-o metoda
imagisticd radioscopie (radiografie) si/sau ecografie. Dupa localizare se asigura
vizualizarea pe monitor (ultrasunete sau raze X) si focalizarea fasciculului cu ,unde
de soc” (shock wave). In final se trece la tratamentul propriu-zis. Se poate proceda
la fragmentarea unui calcul prin litotripsie extracorporealda si fara anestezie
generala. Uneori nu este necesara nici spitalizarea subiectilor (pacientilor).

Principalul beneficiu al utilizarii ultrasunetelor constd in posibilitatea
monitorizarii in timp real a procesului de dezintegrare a concrementului si absenta
radiatiilor ionizante.

Energia acustica care contribuie la fragmentarea calculului se defineste ca
fiind energia furnizata unei suprafete cu diametru de 12 mm situata in planul focal.
Aceasta valoare corespunde marimii calculilor pentru care se aplica aceastda metoda.
Doza energetica uzuala pentru uroconcremente este de 100-200 J [370].

Metoda se aplica cu succes la calculii localizati in rinichi si/sau in vezica. Calculii
de dimensiuni mai reduse (sub 20 mm diametru) se pot elimina prin ESWL intr-o unica
sedintd de tratament. Eficienta maximd a metodei se realizeazd la calculi cu diametrul
de 4-20 mm localizati in rinichi. In cazul calculilor mai mari fragmentele rezultate prin
dezintegrare sunt foarte numeroase. In astfel de situatii exista un risc crescut de
aparitie a complicatiilor obstructive si cu cresterea ratei de repetare a litotritiei,
precum si a procedurilor secundare post-ESWL.

O interesanta observatie cu privire la eliminarea fragmentelor de calculi
rezida in faptul ca in cazul interventiilor prin ESWL, la nevoie, se poate introduce un
»~stent ureteral” din material extensibil. Astfel se poate evita obstructia ureterului si
facilita tranzitul fragmentelor de calculi vehiculate de urina.

In lucrérile de specialitate existd si mentiuni referitoare la faptul c& ,undele de
soc” prin actiune directa, dar si prin asa-numitele ,bule de cavitatie” formate in mediul
lichidian reprezentat de urind pot, conduce la lezarea capilarelor sanguine, in general a
parenchimului renal [364, 371, 372].

Pentru aplicatiile clinice (tratamente curente) prin metoda ESWL in Clinica
Universitara de Urologie din Timisoara s-a utilizat un Litotriptor Dornier Compact
(fig.6-1) prevazut cu: 1) generatorul pentru producerea undelor de soc (cu
dispozitiv piezoelectric); 2) un sistem de reperare ecografica a calculului (calculilor)
cu focalizare asistata de computer; 3) pupitru de comanda; 4) masa de terapie cu
mobilitate in trei planuri, prevazuta cu o decupare pentru pozitionarea
generatorului de unde de soc.
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Fig.6-1. Litotriptorul Dornier Compact - prezentare generald

In tratamentul prin metoda ESWL initial se produce o fisurare a calculilor.
Apoi, fisurile produse de undele de soc sunt urmate de fragmentarea acestora si
eliminare in tractul reno-urinar. Dupd dezmembrarea uroconcrementului care a
facut obiectul tratamentului pot sa apara dureri din cauza reziduurilor rezultate care
tranziteaza cdile urinare spre a fi eliminate.

Coordonarea tratamentului este asistata de un calculator si se face de la
pupitrul de control al litotriptorului (fig.6-2).

Fig. 6-2. Pupitrul de control al litotriptorului Dornier Compact
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in urma tratamentului prin ESWL pot sd apard si/sau complicatii date de
fragmentarea calculilor si migrarea acestora. Unda de soc poate genera efecte
traumatice care intereseaza rinichiul, dar si intestinele vizédnd, in general, vasele
sanguine si alte organe sau tesuturi moi. Fragmentele de calculi prin migrare pot
cauza obstructia cailor urinare si complicatii septice [191]. De asemenea, se pot
produce hemoragii subcapsulare. In timp, astfel de leziuni pot determina
hipertensiune arteriald ca o consecintd a tulburarilor morfo-functionale din rinichi,
urmate de modificari hemostazice.

in studiul intreprins [367] concluzioneazs ci terapia ESWL aplicatd calculilor
caliceali solitari oferd rezultate bune in ceea ce priveste aparitia infectiilor si
limitarea durerii, desi la un procent de 55% din pacienti au ramas reziduuri
calculoase.

Observatiile ulterioare, in timp, au evidentiat rezultate interesante. Astfel,
dupa 1 luna de la litotritie erau 26/84 pacienti (31%) fara urme de calculi, dupa
3 luni erau 34/84 pacienti (40%) si dupa 6 luni 38/84 pacienti (45%). Nu aveau
dureri dupa 1 luna 43/69 pacienti (62%), dupa 3 luni 50/69 pacienti (72%) si dupa
6 luni 59/69 pacienti (86%). Nu prezentau infectie 18/29 pacienti (62%) dupa 1
luna, 19/29 pacienti (66%) dupa 3 luni si 21/29 (72%) dupa 6 luni.

Date referitoare la aplicarea ESWL in Clinica Universitara de Urologie din
Timisoara arata ca intre anii 1991-2000 au fost aplicate 6748 de proceduri [373].
Situatia generala a evidentiat aplicarea ESWL alaturi de alte proceduri cum sunt:
nefrolitotomia percutanatda (1069 de cazuri) si chirurgia clasica (1057 de cazuri),
ceea ce a facut ca numarul total al procedurilor terapeutice pentru urolitiaze sa se
ridice la 8874. Calculii supusi tratamentului prin metoda ESWL au avut localizare
caliceala (in calicele renale) 84,5% - avand marimi medii de 9,2 mm, pelvica (pe
traiectul ureteral) 12,7% - cu marime medie de 12,2 mm sau alte localizari.

6.2. REZULTATE ALE INVESTIGATIILOR DE CHIMIE CLINICA
PRE- SI POST-TERAPEUTIC

Pentru evaluarea statusului homeostaziei biochimice a unui subiect se fac
determinari curente asupra mai multor parametri serici si urinari, e.g. uricemia, uricuria,
creatinina, concentratia metalelor din sange si urina etc. Asa cum s-a aratat in capitolele
anterioare, cunoasterea modificarilor homeostazice este importanta fin profilaxia
afectiunilor litiazice, cunoscand faptul ca ionii metalici intevin in procesul de
urolitogeneza ca starteri ai procesului de nucleatie heterogena. Dar, este importanta si
in urmarirea evolutiei post-terapeutice cand este asteptata redresarea echilibrului hidro-
electrolitic [62, 145, 374]. Rezultatele unor astfel de investigatii sunt importante pentru
metafilaxie - interesand prevenirea recidivelor. De asemenea, astfel de investigatii
servesc si la monitorizarea cazurilor in care exista afectiuni asociate, e.g.: tulburari
endocrine (paratiroidismul) care influenteaza statusul calcemiei si creste riscul
biogenezei uroconcrementelor.

fn ultimii ani s-au intreprins studii de anvergura privind posibilititile de aplicare
ale ESWL cu evaluarea predictiva a fragmentarii, a manevrelor de interventie, a
tratamentelor asociate etc. — toate acestea avand drept scop optimizarea utilizarii
litotripsiei in interesul subiectilor cu uroconcremente. Pentru elucidarea acestor aspecte,
investigatiile cu specific de chimie clinica pot oferi date referitoare la statusul
homeostaziei biochimice post-terapeutice [62, 310, 311, 354, 358, 360, 364, 365].
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Este cunoscut faptul ca tratamentul urolitiazelor prin interventii chirurgicale
si prin proceduri bazate pe aplicarea ESWL este urmat de modificari ale
homeostaziei biochimice, decelabile prin investigarea statusului metabolitilor din
sange si urina.

Modificarile homeostaziei biochimice a metabolitilor prezenti in sange si uring,
sunt cauzate predilect de factori exogeni - aportul alimentar excedentar sau carentat,
dar si de factori endogeni - metabolici care intervin in procesele de biodegradare si
biosintezd. In cazul biogenezei litiazelor pot exista o seama de factori favorizanti, e.g.
dezechilibrele nutritionale, tulburdri endocrine, greutatea corporald, prezenta in sénge a
promotorilor litiazici, infectii, malformatii anatomice ale tractului reno-urinar etc. [24,34,
38; 356, 359, 361]. Acesti factori ca si o serie de agenti complexanti, in functie de
concentratia ionilor de hidrogen (deci, conditionat de pH) pot determina aparitia in
exces a compusilor minerali in urina [295, 362, 363, 366, 367].

Prezenta ionilor metalici in sédnge si urind este dependentd de caracterele
dinamice ale proceselor biologice, adicd de metabolismul hidro-electrolitic,
cronobiochimie, homeostazie. Aparitia unui dezechilibru hidro-electrolitic, care
implicd modificarea concentratiei ionilor in tesuturi si lichide biologice este
dependenta de diversi factori, intre acestia un rol preponderent avand statusul
nutritional si particularitatile morfo-functionale ale organismului.

Cercetari intreprinse asupra statusului homeostaziei biochimice a metalelor
alcaline si alcalino-teroase in sange si urina au fost efectuate prin investigatii de chimie
clinica la subiecti la care s-au efectuat interventii chirurgicale [145] si la subiecti care au
fost supusi tratamentului prin ESWL [62].

6.2.1. Date analitice privind uricemia in etapa pre-terapeutica

indepértarea calculilor prin interventii chirurgicale sau prin procedura de
litotripsie (ESWL) este urmata si de modificari ale homeostaziei biochimice. Acest
fapt se poate constata prin investigatii de laborator specifice chimiei clinice. In astfel
de situatii se investigheaza diversi metaboliti, e.g. acid uric sanguin, metale din
sange si urina s.a.

Pornind de la aceasta premizd am initiat un studiu asupra unor parametri
sanguini si urinari thainte si dupa procedura de tratament in scopul indepartarii
uroconcrementelor. Studiul a cuprins initial un numar de 83 subiecti cu
uroconcremente dintre care 36 urmau sa fie supusi interventiei chirurgicale si 47
urmau sa fie tratati prin ESWL. La acesti subiecti s-au recoltat probe de sange si
urina cu 48 de ore inainte de procedura terapeutica. Apoi, s-a trecut Ila
determinarea cantitativd a unor metale alcaline (Na, K) si alcalino-teroase (Ca, Mg)
din probele de singe si urina obtinute.

Din probele de sange recoltate s-au determinat si cconcentratiile acidului uric
(uricemia) prin metoda spectrofotometrica [127, 181].

Avand in vedere faptul ca obiectul acestei lucrari a abordat investigarea
metabolitilor purinici, pe baza valorilor analitice ale acidul uric sanguin obtinute, am
restrans aria investigatiilor post-terapeutice doar la subiectii cu hiperuricemie. Pe
baza acestui criteriu s-au constituit doud grupuri — grupul E; format din 23 subiecti
cu hiperuricemie si tratament operator (interventie chirurgicala) si grupul E, format
din 18 subiecti cu hiperuricemie si tratamentprin ESWL (calculii au fost de
dimensiuni sub 15 mm ale diametrului mare). Determinari analitice privind
concentratia post-terapeuticd a metalelor, respectiv la 72 de ore dupa procedura
aplicatd au fost efectuate doar la acesti 41 subiecti.
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Valorile uricemiei la subiectii selectati pentru continuarea studiului si in
etapa post-terapeutica , in functie de procedura de tratament aplicata, sunt redate
in tabelul 6-1.

Tabel 6-1. Valorile uricemiei in functie de procedura terapeutica aplicata in etapa
de dinainte de tratament

Grup de Procedura de Numar Uricemie Valori limitd

subiecti tratament aplicata subiecti (mg/dL) (mg/dL)
E; interventie chirurgicala 23 7,62 +1,23 7,30 - 9,10
E, tratament ESWL 18 7,09 + 0,97 6,50 - 7,80

In acest tabel se poate remarca faptul ca uricemia la subiectii la care s-a
practicat interventia chirurgicale (E;) este mai crescutda - 7,62 mg/dL, comparativ cu
valorile de la subiectii la care s-a practicat tratamentul prin ESWL (E;) - 7,09 mg/dL.

Se cunoaste faptul ca in conditii normale uricemia este de 3,0-6,0 mg/dL la
barbati, iar la femei 2,5-6,0 mg/dL. In general, fara a fi o situatie conditionata,
cresterea cuantumului acidului uric sanguin (uricemia) implica si cresterea
cuantumului acidului uric urinar (uricozuria). in conditii normale valorile uricozuriei
sunt de 250-700 mg/24h (corespunzand la 1,5-4,2 uM/L). De asemenea, se stie ca
in majoritatea cazurilor de uricemie crescuta pot aparea litiaze urice simple sau
mixte (e.g. urati-oxalati, urati-fosfati).

Acidul uric este un acid slab cu pKa la 5,4. In vitro, la pH-ul corespunzator
jumatate existd sub forma greu solubila, nedisociata iar restul sub forma solubil-
ionizata (urat). Odata cu cresterea pH, creste solubilitatea. La pH-ul 5 solubilitatea
este mai mica de 1 mmol/L (150 mg/L), iar la pH 7 devine 12 mmol/L (2000 mg/L).
Astfel alcalinizarea urinei ar reduce cresterea / recurenta calculilor si ar contribui la
dezagregarea acestora [368, 369].

6.2.2. Date analitice privind metalogramele pre- si post-
terapeutic

Concentratia metalelor in organism este mentinuta prin mecanisme
homeostazice, putdnd fi influentata si de factori de mediu, varsta, procese de
bioacumulare, etc. Excesul unor metale poate conduce la interactii competitive in
sistemele biologice modificdnd statusul metabolic normal si inducand anumite boli
(endocrinopatii, enzimopatii, litiaze etc.).

Prioritar intereseaza electrolitii, deoarece procesul de biogenezd a
uroconcrementelor este receptat ca o tulburare a metabolismului hidro-electrolitic
[145, 370, 371]. Acest proces poate interesa alaturi de metale si alti metaboliti, e.g.
proteinele, creatinina. Exista investigatii, bazate pe metode specifice chimiei clinice,
in care s-au facut determinari atat asupra unor enzime serice cat si a principalelor
electroliti (Na*, K*, ClI"), decelandu-se modificdri semnificative semnificative [377,
378, 379, 380].

Studiul prezent si-a propus obtinerea unor date privind statusul
homeostaziei unor metale alcaline (Na, K) si alcalino-teroase (Ca, Mg) in sangele si
urina subiectilor cu urolitiaze si hiperuricemie, finainte de indepartarea

BUPT



140 Metalograme serice si urinare in relatie cu interventia chirurgicala si ESWL - 6

uroconcrementelor precum si cuantumul acestora dupa indepartarea calculilor prin
interventii chirurgicale sau prin procedura ESWL.

Rezultatele obtinute au fost interpretate statistic printr-o metoda
computerizatd folosind programul EXDATAN (Experimental Data Analysis),
determinand valorile medii (X) si deviatia standard (DS).

Actualele cercetari constituie o continuare a studiilor initiate de [145]
asupra statusului homeostazic al metalelor alcaline si alcalino-teroase din sange si
urina efectuate nainte (48 ore) si dupa interventie (72 ore) la pacientii (subiectii)
cu urolitiaze.

Determinarea concentratiilor pentru Na si K s-a facut prin metoda
flamfotometrica. Pentru determinarea Ca s-a folosit titrimetria - metoda
complexometrica cu sarea disodica a acidului etilendiaminotetraacetic (EDTA).
Determinarea Mg s-a facut prin metoda spectrofotometrica (A = 540 nm) cu galben
de titan [17, 127, 181]

Rezultatele cercetarilor asupra concentratiei metalelor alcaline si alcalino-teroase,
asa numitele metalograme, pre- si post-procedurd terapeutica (interventie chirurgicala
sau ESWL) sunt redate in tabele distincte pentru parametri sanguini si urinari.

In tabelul 6-2 se redau valorile concentratiilor metalelor din sange in
mmol/L la subiectii cu urolitiaze indepartate chirurgical.

Tabel 6-2. Metalogramele serice ale subiectilor cu uroconcremente indepartate chirurgical

GrEJpa Pre-operator Post-operator AX
Specificare UM subi:act;i X - X5)
(n) n X1+DS ne X, + DS reae
Metale Na 23 23 | 136,12423,81 | 21 | 143,91+30,16 +7,79
alcaline K 23 23 4,46 + 0,34 | 21 4,18 + 0,48 -0,28
mM/L
Metale Ca 23 23 2,59 +0,29 | 21 2,73 + 0,61 +0,14
alcalino-
teroase | g 23 23 1,15 + 0,23 21 1,07 + 0,26 - 0,08

Nota: n, — numar total subiecti

Date referitoare la concentratia metalelor in sédnge la subiecti cu urolitiaze
indepartate prin ESWL sunt prezentate in tabelul 6-3.

Tabel 6-3. Metalogramele serice ale subiectilor cu uroconcremente indepartate prin ESWL

Gré,lpa Pre-litotripsie Post- litotripsie AX
Specificare UM subi?act;i (Xo- Xo)
n Xi+ DS ne X, + DS e
(n2)
Na 18 18 138,93+29,16 17 143,69+45,13 + 4,76
Metale
alcaline | K 18 18 | 4494037 | 17 | 4294052 | -0,20
C mM/L
Metale a 18 18 | 2,51+0,26 | 17 | 2,72+0,37 +0,21
alcalino- v
teroase g 18 18 1,08 + 0,17 17 1,04 + 0,29 - 0,04

Nota: n, — numar total subiecti
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In tabelele referitoare la metalogramele serice si urinare s-a notat prin n; -
numarul subiectilor din grupa E;, prin n;_ numarul subiectilor din grupa E; inainte de
interventia chirurgicald, si prin ns - numarul subiectilor din grupa E; dupa interventia
chirurgicald. De asemenea, s-a notat prin n, - numarul subiectilor din grupa E,, prin
n; . numarul subiectilor din grupa E, Tnainte de ESWL, si prin n; - numarul subiectilor
din grupa E; dupa ESWL.

Din metalogramele serice ale subiectilor supusi interventiilor chirurgicale si
subiectilor supusi tratamentelor ESWL se remarca cresterea post-terapeutica a valorilor
natriemiei si calciemiei si depresia valorilor kaliemiei si magneziemiei. Se observa faptul
ca atat cresterea, cat si depresia acestor valori, este mai accentuatad pentru subiectii la
care s-a intervenit chirurgical.

In fig.6-3 se prezinta histograme pentru concentratia din serul sanguin a
metalelor alcaline (i.e natremia si kalemia) si a metalelor alcalino-teroase (i.e.
calcemia si magnezemia) la subiectii supusi interventiei chirurgicale.

O remarca generalda privind aceste modificari conduce spre observatia ca
pentru metalele Na si Ca, care in organism se afla predominant in mediul
extracelular, exista cresteri ale valorilor post-operatorii. Similar, pentru metalele K
si Mg, cu distributie predominant intracelulard, exista scaderi ale valorilor post-
operatorii.
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144 445
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142 — 435
140 — 43
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138 I 42
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Ca(mM/L) Mg (mM/L)
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Fig.6-3. Histograme privind concentratia metalelor alcaline si alcalino-teroase
in serul sanguin la subiectii supusi tratamentului chirurgical
a) natremia; b) kalemia; c) calcemia; d) magnezemia

BUPT



142 Metalograme serice si urinare in relatie cu interventia chirurgicala si ESWL - 6

Pentru metalele determinate analitic la subiectii supusi tratamentului prin
ESWL se prezintd, de asemenea, histograme pentru natriemie si kaliemie, respectiv
pentru calciemie si magneziemie (fig.6-4).
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Fig.6-4. Histograme privind concentratia metalelor alcaline si alcalino-teroase
in serul sanguin la subiectii supusi tratamentului prin ESWL
a) natremia; b) kalemia; c) calcemia; d) magnezemia

Rezultatele obtinute pentru metalogramele sanguine indica o dishomeostazie
instalatd post-operator, respectiv post-litotripsie care constd in cresterea natriemiei
si calciemiei si scaderea kaliemiei si magneziemiei.

Comparand insa metalogramele sanguine post-terapeutice, indiferent de
procedura aplicatd pentru indepartarea uroconcrementelor, nu au fost constatate
diferente semnificative.

Valorile obtinute in investigatiile acestei teze se incadreaza in limitele
prezentate 1n literatura de specialitate. Pentru sange, valorile homeostaziei
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biochimice evidentiaza urmatoarele date : Na 100-142 mM/L; K 3,50-4,50 mM/L;
Ca 2,25-2,60 mM/L; Mg 0,70-1,11 mM/L [143, 181]. Dupa [375] valorile pentru
sange sunt: Na 137-147 mM/L; K 3,60-5,50 mM/L; Ca 2,25-2,60 mM/L; Mg 0,80-1,00
mM/L.

Modificari homeostazice in stadiul post-operator au fost decelate, de
asemenea, in metalogramele urinare prezentate in tabelul 6-4 pentru subiectii cu
urolitiaze Tindepartate chirurgical (grupa E;). Datele analitice privitoare la
metalogramele urinare sunt exprimate in functie de excretia circadiana (mM/24h).

Tabel 6-4. Metalogramele urinare ale subiectilor cu uroconcremente indepartate chirurgical

Grll;pa Pre-operator Post-operator AX
Specificare UM subi:acti (X1-%2)
n X:+ DS ne X, + DS e

(ny)

Na +
Metale 23 23 | 142,76+23,01 | 21 | 159,97438,12 | | ',
alcaline | K 23 23 | 42,19+7,86 | 21 | 37,28 +11,36 | -4,91

mM/24h
Metale | €2 23 23 | 551+037 | 21| 649+082 | T8
alcalino- M

teroase g 23 23 | 3,18+041 | 21 3,49 + 0,86 +0,31

Nota: n; — numar total subiecti

In literatura de specialitate pentru metalogramele urinare sunt indicate
urmatoarele valori : Na 100-300 mM/24h; K 40-100 mM/24h; Ca 1,25-7,50
mM/24h; Mg 2,50-8,20 mM/24h [143, 181].

Se prezinta, de asemenea, datele dupa [375] pentru metalogramele urinare:
Na 130 - 260 mM/24h; K 40 - 100 mM/24h; Ca 7,5 mM/24h; Mg 1,50 - 7,50
mM/24h.

Diferentele intre datele de referintd din literatura de specialitate sunt
explicate - in chimia clinica - de varietatea metodelor analitice utilizate, ca si de
grupele (loturile) de subiecti (urmarindu-se ca referirea sa includa zone geografice
diferite).

Pentru metalogramele urinare ale subiectilor la care extragerea calculilor s-a
facut pe cale chirurgicald se prezinta in histogramele din fig.6-5.
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Fig.6-5. Histograme privind concentratia metalelor alcaline si alcalino-teroase
n urind la subiectii supusi tratamentului chirurgical
a) natriuria; b) kaliuria; c) calciuria; d) magnezuria

Date privind investigatiile pre- si post-operator s-au dat si pentru subiectii
din grupa supusa tratamentului prin ESWL. In tabelul 6-5 se prezintd metalogramele
urinare ale subiectilor tratati prin ESWL.

in cazul metalogramelor urinare se observd sciderea valorilor kaliuriei, atat
la subiectii la care s-a intervenit chirurgical (E;) cat si la subiectii la care s-a
intervenit prin proceduri ESWL (E,). De asemenea, se observa o crestere a valorilor
natriuriei, calciuriei si magneziuriei in ambele grupe luate in studiu.
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Tabel 6-5. Metalogramele urinare ale subiectilor cu uroconcremente indepartate prin ESWL

Grupa E; ik libabrinci
Specificare UM subiecti Pre- litotripsie Post- litotripsie x é)i()
(n2) n X.+ DS ne X + DS v
Na 18 18 148,37+30,52 17 161,93+48,12 + 13,56
Metale
alcaline | g 18 18 | 4562+8,17 | 17 | 42,09+ 17,01 | -3,53
mM/24h 1 1 42 1 17 99 72 0,57
Metale Ca 8 8 542 +0,3 599+ 0, +0,5
alcalino- M
teroase 9 18 18 3,46 + 0,23 17 3,69 + 0,54 + 0,23

Nota: n, — numar total subiecti; P<0,05

Comparand cele doua grupe de subiecti, se constata ca valori mai mari post-
operator s-au decelat la primul grup (E;) reprezentand subiecti la care s-a intervenit
prin indepartarea chirurgicald a calculilor.

Pentru metalogramele urinare ale subiectilor la care extragerea calculilor s-a
facut pe cale chirurgicala se prezinta in histogramele din fig.6-6.
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Fig.6-6. Histograme privind concentratia metalelor alcaline si alcalino-teroase

n urina la subiectii supusi tratamentului ESWL

a) natriuria; b) kaliuria; c) calciuria; d) magneziuria

Lucrari preliminare [62, 188] au indicat valori usor diferite care ar putea fi
explicate prin variatia distributiei ionilor metalici in mediul intracelular si faptul ca nu s-a
procedat la o selectie dupa valorile uricemiei subiectilor luati in studiu.
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in literatura de specialitate sunt putine date care se refera la rezultate obtinute
in urma investigatiilor asupra homeostaziei biochimice in relatie cu litiazele si procedura
terapeutica de inlaturare a acestora.

Un studiu efectuat de [365] a urmarit evaluarea biochimicd nainte si dupa
ESWL a unor parametri din sangele si urina colectate in 24 ore. Rezultatele au evidentiat
o crestere semnificativa a N-acetil-glucozaminidazei, creatininei, proteinuriei si a
creatininei serice si a potasiului. A scazut clearance-ul creatininei, osmolalitatea urinara
si clearance-ul acidului uric. in ziua 7 si ziua 15 nu au mai fost observate diferente fata
de valorile pre-ESWL.

Investigatii intreprinse n etapa pre-ESWL si post-ESWL au aratat cd in cazul
probelor sanguine prelevate la 24 ore dupa interventie, a crescut semnificativ natriemia,
potasemia si cloremia. La cinci zile dupa interventie valorile acestora au scazut treptat,
revenind la valorile obtinute in perioada pre-ESWL. In cazul determinarilor efectuate in
conditiile descrise asupra electrolitilor din urind autorii au constatat, de asemenea, cresteri
semnificative ale concentratiilor sodiului, potasiului si clorului in primele 24 de ore, urmata
de scaderea treptata a acestora dupa cinci zile. Autorii considerd ca nivelurile crescute ale
acestor parametrii urinari si serici sunt indicatori ai disfunctiei tubulare.

Un alt studiu efectuat de [381] se referd la concentratia unor enzime urinare,
alanind, microalbumina si concentratiei sodiului, potasiului si calciului urinar dupa
procedura ESWL. Acesti autori au remarcat valori maxime pentru concentratia metalele
enumerate mai sus la 3 zile de la ESWL si o revenire acestora dupa 7 zile.

Determinarile analitice interesdnd metabolismul hidro-electrolitic (in speta Na,
K, CI) au fost extinse si asupra unor enzime serice: fosfataza alcalind (ALP),
lactatdehidrogenaza (LDH) si transaminazele (SGOT si SGT). La acestea, in toate
cazurile, au fost decelate valori crescute dupa cinci zile si revenire la stadiul pre-ESWL.
Autorii prezinta aceste date fara a incerca o explicatie in raport cu procesele metabolice
la care participa enzimele.

in general modificdrile legate de proteine (in spetd protein-enzime), sunt
considerate a fi tributare leziunilor produse la nivelul parenchimului renal si, in general,
al tractului reno-urinar [168].

Exista si cercetari privind efectele ESWL asupra animalelor de laborator. Astfel,
[343] au prezentat rezultate ale cercetarilor experimentale asupra unor loturi de
sobolani masculi linia Wistar (grupe de control — 6 animale si experimental — 6 animale).
La lotul experimental s-a aplicat ESWL. Analitic s-au urmarit, dupd sacrificarea
animalelor (la 72 ore dupa ESWL) statusul oxidant / antioxidant al unor compusi serici
(malonil aldehida-MDA; superoxid dismutaza-SOD; glutationul-GSH; glutation
peroxidaza-GSH-Px) si cateva oligoelemente metalice din tesutul renal (Fe, Mg, Cu, Pb,
Mn, Zn, Cd, Ni).

In cazul elementelor metalice luate in studiu acestea ofera o imagine a injuriei
biochimice produse la nivelul tesutului renal. Din experiment s-a decelat la grupa tratata
prin ESWL valori crescute ale concentratiei Mg si valori scazute ale concentratiei Fe, Cu,
Pb, Mn, Cd, Ni si Zn (nesemnificative pentru acesta din urma). Efectuarea de ceretari
experimentale pe animale atestd interesul manifestat pentru problema homeostaziei in
relatie cu aplicarea procedurilor ESWL .

Importanta investigatiilor asupra metalogramelor serice si urinare la subiectii cu
litiaze prezintd interes pentru considerentul ca oferda informatii asupra modificarilor
homeostaziei biochimice post-interventional (chirurgie, litotripsie). Informatiile permit
instituirea masurilor terapeutice pentru rezolvare dezechilibrelor hidro-electrolitice in
relatie cu metabolismul nucleoproteinelor.
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CONCLUZII

Extinderea utilizarii metodelor fizico-chimice in cercetarea stiintifica din
domeniul analiticii biochimice a permis depasirea cadrului specific chimiei
clinice. Aplicarea acestor metode in investigarea calculilor reno-urinari a

permis stabilirea cu acuratete a compozitiei calitative si cantitative a

acestora. In acest scop au fost utilizate:

1.1. Spectroscopia in infrarosu clasica (IR) si/sau cu transformare Fourier
(FT-IR), care a facut posibila identificarea calitativda a compusilor
chimici specifici uroconcrementelor si precizarea tipurilor de litiaze;

1.2. Spectroscopia de absorbtie atomica (SAA) prin care s-a putut proceda
la determinarea concentratiei metalelor alcaline (Na, K), alcalino-
teroase (Ca, Mg) si a unor microelemente metalice (Zn, Cu, Fe, Mn).
Astfel a fost posibila explicitarea, indirectd, a mecanismului nucleatiei
heterogene bioanorganice in urolitogeneza.

Investigatiile bazate pe spectroscopia in infrarosu simpla (IR) si/sau cu
transformare Fourier (FT-IR) au fost extinse asupra unui numar de 237
subiecti care au prezentat calculoze urinare, prelevate de la 103 barbati si
134 femei. Cu ajutorul spectrelor IR si FT-IR s-au putut decela tipurile de
urolitiaze specifice subiectilor luati in studiu. In acest cadru s-au decelat 143
cazuri de litiaze simple (66 barbati si 77 femei) si 94 cazuri de litiaze mixte
(37 barbati si 57 femei).

Subiectii cu urolitiaze simple stabiliti prin evaluarea spectrelor in infrarosu
ale calculilor reno-urinari in raport cu spectrele etalon au reprezentat
cazuistica urmatoare: a) cazuri cu acid uric si urati; b) cazuri cu oxalati;
c) cazuri cu fosfati; d) cazuri cu cistina.

Dintre litiazele purinice au fost decelate doar litiaze cu acid uric si
urati predominante zonei geografice reprezentata de Banat. Nu s-au decelat
litiaze cu xantind si respectiv 2,8-dihidroxiadenina.

Se mentioneaza faptul ca prelevarea calculilor s-a facut in functie de

acceptul/solicitarea subiectilor pentru care s-a propus investigarea. Deci nu se poate
face o evaluare care sa prezinte specificul calculozelor intr-o raportare procentuala
(in prezentele cercetari) care ar ilustra specificul zonei geografice.

4.

Subiectii cu urolitiaze mixte au evidentiat prezenta a 2 sau 3 compusi
diferiti. Astfel s-au distins: a) urolitiaze binare la un numar de 84 cazuri din
care 32 barbati si 52 femei, iar gruparea pe tipuri de litiaze a fost
urmatoarea: urati-oxalati (U-O) - 9 cazuri; oxalati-urati (O-U) - 19 cazuri;
fosfati-urati (P-U) - 5 cazuri; oxalati-fosfati (O-P) - 31 cazuri; oxalati-
colesterol (O-COL) - 3 cazuri; fosfati-oxalati (P-O) - 15 cazuri; fosfati-
carbonati (P-CARB) - 2 cazuri; urolitiaze ternare la 10 subiecti, din care
5 barbati si 5 femei cu tipurile: oxalati-urati fosfati (O-U-P) - 8 cazuri si
fosfati-oxalati-carbonati (P-O-CARB) - 2 cazuri.
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5.

10.

Investigatiile asupra compozitiei chimice interesand metalele alcaline (Na, K)
in urolitiazele purinice (in speta urind), au evidentiat la litiazele o variatie
similard la Na si K. In studiul fintreprins, seria descrescitoare a
concentratiilor acestor metale in variatele litiaze (simple si mixte) este
urmatoarea:

Na: O-U-P>0-U>P-U>U-O>U

K:  O-U-P>0-U>P-U>U-O>U

Pentru metalele alcalino-teroase luate in studiu (Ca, Mg) la urolitiazele
purinice (urice) s-au inregistrat diferente notabile ale concentratiilor
constaténdu-se faptul ca atat la Ca cat si la Mg cele mai mari valori au fost
la litiaza mixta ternara cu O-U-P, iar cele mai reduse la litiaza simpla cu
urati. Evaluand situatia, per ansamblu, s-a constatat la metalele alcalino-
teroase (in diferite litiaze) evidentiaza urmatoarea serie descrescatoare a
concentratiilor :

Ca: 0O-U-P > O-U >P-U > U-

Mg: O-U-P>0-U>P-U>U

oO>Uu
-O>U

In cazul microelementelor metalice investigate, pentru urolitiazele purinice
simple si mixte (interesand zZn, Cu, Fe, Mn) s-au decelat valori mult diferite.
Situatia seriei descrescatoare a concentratiei acestora se prezinta dupa cum
urmeaza:

Zn: 0O-U-P>0-U>P-U>U-O>U
Cu: U > U-0 > 0-U > 0-U-P >P-U
Fe: P-U > 0O-U > 0O-U-P>U-O>U
Mn: O-U > 0O-U-P >U-O>P-U>U

Avand in vedere specificul biogenezei uroconcrementelor in litiazele purinice
(urice) caracterizate prin legaturi polare slabe, comparativ cu litiazele fosfatice
caracterizate prin existenta unor legaturi polare puternice, s-a efectuat o
comparatie intre grupe de subiecti distincte.

8.1. Astfel, in cazul litiazelor predominant urice au existat subiecti cu: litiaze
de tipul urati (U), urati-oxalati (U-O), oxalati-urati (O-U), oxalati-urati-
fosfati (O-U-P).

8.2. In cazul litiazelor predominant fosfatice au fost decelate cazuri cu litiaz&
simpla si litiaze mixte cu fosfati-oxalati (P-O), oxalati-fosfati (O-P),
oxalati-fosfati-urati (O-P-U).

Metalogramele privitoare la metalele alcaline si alcalino-teroase in litiazele

simple predominant urice s-a observat o depresie a concentratiilor in seria:
Ca > Na > K > Mg

Procedand in mod similar la evaluarea metalogramelor pentru litiazele

simple predominant fosfatice s-a constatat depresia concentratiilor in seria :
Ca > Mg > Na > K

in cazul metalogramelor specifice litiazelor mixte s-au decelat, de

asemenea, variatii ale compozitiei metalice, diferite de la litiazele binare la

litiazele ternare.

10.1. In cazul litiazelor binare s-a constatat pentru metalele alcaline si
alcalino-teroase ca exista o concentratie mai mare a Ca si Na in
litiazele cu urati-oxalati (U-O) si a Ca si Mg in litiazele cu fosfati-
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11.

12.

oxalati (P-0). In cazul microelementelor metalice se remarcd valori
mai crescute ale Fe si Zn pentru litiazele cu urati-oxalati si respectiv a
Zn si Fe pentru litiazele cu fosfati-oxalati (P-0).

10.2 Pentru litiazele mixte ternare, avand in vedere caracterul predominant al
uratilor, repsectiv fosfatilor, s-au putut efectua observatii comparative :
In cazul litiazelor ternare cu oxalati-urati-fosfati (O-U-P) au existat valori
mai crescute ale Na, Mg, Fe, Zn. Spre deosebire de acestea, in cazul
litiazelor cu oxalati-fosfati-urati  (O-U-P) valori mai mari s-au inregistrat
la K, Ca, Cu, Mn. Concentratia microelementelor metalice releva diferente
mici. Se face Insd remarca acestor diferente pentru considerentul ca si
ionii acestor sunt implicati in biogeneza litiazelor prin polaritate, facilitdnd
procesul de nucleatie heterogena bioanorganica.

Studiul metalogramelor referitoare la urolitiaze s-a extins si la evaluarea
concentratiei sanguine si urinare a metalelor alcaline (Na, K) si alcalino-
teroase (Ca, Mg) in relatie cu metoda aplicata pentru eliminarea
formatiunilor litiazice: interventia chirurgicald, respectiv litotripsia
extracorporeala, numita uzual ,litotripsie cu unde de soc extracorporeale” -
ESWL (Extracorporeal Shock Wave Lithotripsy). Investigarea acestora a
permis o evaluare a statusului homeostaziei biochimice serice si urinare a
metalelor alcaline si alcalino-teroase la subiectii luati n studiu. Observatiile
sunt importante pentru faptul ca fac posibila orientarea conduitei clinice n
terapia post-interventionald. Avand in vedere specificul temei abordate -
litiazele purinice - s-a procedat la evaluarea uricemiei in stadiul pre-
interventional (pre-operator, respectiv pre-litotripsie) la subiectii din
esantioanele luate in studiu. La primul esantion (E;) reprezentat de
23 subiecti supusi interventiei chirurgicale, uricemia medie a fost 7,62
mg/dL, iar la esantionul secund (E,), limitat la un numar de 18 subiecti,
supus terapiei prin ESWL uricemia a fost 7,09 mg/dL.

Metalogramele serice si urinare au evidentiat urmatoarele aspecte:

12.1. Pentru cazul indepartarii chirurgicale a calculilor s-a constatat: a) la
metalograma sanguind: cresterea post-operatorie a natriemiei si
calcemiei; scaderea post-operatorie a kaliemiei si magneziemiei; b) la
metalograma urinard: cresterea post-operatorie a natriuriei, calciuriei
si magneziuriei; scaderea post-operatorie a kaliuriei.

12.2. Pentru cazul indepartarii calculilor prin litotripsie cu unde de soc
extracorporeale (ESWL) s-a constatat: a) la metalograma sanguina :
cresterea post-litotripsie a natriemiei si calcemiei; scaderea post-
litotripsie a kaliemiei si magneziemiei; b) la metalograma urinara:
cresterea post- litotripsie a natriuriei, calciuriei si magneziuriei ;
scaderea post- litotripsie a kaliuriei.

Desi exista similitudini in privinta augmentarii si depresiei valorilor
decelate la compararea efectelor post-terapeutice, se remarca totusi
existenta unor valori mai mari la subiectii supusi interventiei
chirurgicale.

Datele analitice obtinute sunt importante sub raportul cercetarii
fundamentale - evidentiaza efectele dishomeostaziei biochimice si sub
aspectul cercetarii aplicative - contributie la orientarea conduitei
clinice in terapia si metafilaxia urolitiazelor.
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