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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei cercetate in hemofilie. Hemofilia este o afectiune
genetica rard, caracterizata printr-un deficit al factorilor de coagulare, care se transmite ereditar,
cu predominant la barbati, avand o origine patologica asociatid cromozomului ,,X” (eipo — singe
si WMo — afinitate) [S]. Hemofilia A este cauzatda de deficitul factorului VIII de coagulare si
reprezintd forma cea mai frecventa a bolii, avand o incidenta de aproximativ 1 din 5.000—10.000
de nou-nascuti de sex masculin. De asemenea, hemofilia B, determinata de deficitul factorului IX,
afecteaza aproximativ 1 din 20.000—-34.000 de nou-ndscuti de sex masculin [5].

Importanta studiilor in domeniul hemofiliei este considerabild, avand in vedere impactul
semnificativ al acestei afectiuni asupra calitatii vietii pacientilor si costurile asociate tratamentului.
In secolul XX, inainte de dezvoltarea terapiilor moderne, speranta de viatid a pacientilor cu
hemofilie severa era de aproximativ 15-24 de ani, fiind adesea fatalda din cauza episoadelor
hemoragice necontrolate. De la descoperirea crioprecipitatului bogat in FVIII in 1965, speranta de
viatd a pacientilor cu hemofilie A severa a crescut semnificativ, iar prin tratamente profilactice
moderne, acestia duc o viatd aproape normala [63].

La nivel international, hemofilia pediatrica este recunoscutd ca o problemd majora de
sandtate publicd in randul bolilor rare, mobilizdnd organizatii globale precum Organizatia
Mondiala a Sanatatii (OMS) si World Federation of Hemophilia (WFH). Potrivit celor mai recente
estimari, peste 800.000 de persoane la nivel mondial traiesc cu o forma de hemofilie, insd mai
putin de jumatate sunt diagnosticate oficial, ceea ce reflectd o subdiagnosticare importantd, in
special in tarile cu venituri mici si medii [29]. Aproximativ 75% dintre acesti pacienti nu au acces
adecvat la tratamente de rutina, ceea ce genereaza o inegalitate marcatd in Ingrijire [29]. Drept
raspuns, WFH a initiat programul global ,,Treatment for All”, sprijinit de OMS, care promoveaza
standarde de ingrijire globala si a publicat in 2020 cea de-a treia editie a ,, WFH Guidelines for the
Management of Hemophilia”, ghid care reflectd progresele stiintifice recente in tratament si
diagnostic [100].

Prin intermediul programului sdu umanitar, WFH a distribuit, pana in 2021, peste 1 miliard
de unitdti internationale de factori de coagulare 1n peste 110 tari, contribuind la salvarea vietii a
mii de copii si adulti cu hemofilie, inclusiv in zone afectate de conflicte si lipsuri sistemice [50].
De asemenea, ghidurile internationale recente recomandd implementarea unor registre nationale
pentru monitorizarea pacientilor si a raspunsului la tratament, aspect care devine esential pentru
planificarea strategica a serviciilor medicale [100].

Din punct de vedere terapeutic, perioada 2015-2024 a adus progrese fara precedent:

dezvoltarea factorilor cu timp de injumatatire prelungit, aprobarea anticorpilor monoclonali bi-
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specifici (ex. emicizumab) si, mai recent, autorizarea primelor terapii genice pentru hemofilia B
(Hemgenix, 2022) si hemofilia A (valoctocogene roxaparvovec, 2023) [30], [48], [73]. Aceste
tratamente, care promit corectarea durabila a deficitului de factor de coagulare, au fost recunoscute
de agentiile de reglementare internationale ca ,,progrese terapeutice majore” si marcheaza
inceputul unei noi ere In hemofilie [30]. Totusi, hemofilia ramane o problema majora din punct de
vedere clinic si economic. In ciuda progreselor, tratamentul profilactic cu factor VIII este costisitor
si necesitd administrare frecventa, iar raspunsul interindividual la terapiile existente este variabil,
necesitind regimuri personalizate [104]. In plus, riscul de infectii transmise prin produsele
sangvine a fost semnificativ la inceputul anilor '80, dar acest risc a fost eliminat prin imbunatatirea
tehnicilor de screening si aparitia factorilor recombinati [63]. Desi aceste progrese au imbunatatit
semnificativ calitatea vietii, hemofilia nu poate fi vindecata complet prin tratamentele actuale.
Terapia genica reprezintd singura optiune promitdtoare de vindecare, insd costurile si siguranta
acesteia raman o provocare [104]. De asemenea, dezvoltarea inhibitorilor, anticorpii care
neutralizeaza efectul factorilor de substitutie, reprezintd o problemd majora in tratamentul
hemofiliei. Aproximativ 30% dintre pacientii cu hemofilie severd dezvoltd inhibitori, iar
tratamentele pentru eradicarea acestora sunt costisitoare si complexe. Desi terapiile de inductie a
tolerantei imune si agentii de bypass s-au dovedit eficiente, riscul raimane semnificativ, iar strategii
noi sunt necesare pentru a imbundtdti managementul acestei complicatii [101, 22]. Aceste inovatii
vin cu provocari privind accesibilitatea, sustenabilitatea si siguranta pe termen lung, mai ales in
tarile cu resurse limitate, unde costurile ridicate si infrastructura medicala insuficienta pot limita
implementarea lor larga [41]. De aceea, comunitatea stiintifica internationald pledeaza pentru
strategii de personalizare a tratamentului, prin integrarea testarii genetice, evaluarii
farmacocinetice individuale si dezvoltarea registrelor de pacienti [73], [17].

La nivel national, in Republica Moldova, hemofilia este incadratd in Programul National de
Boli Rare si beneficiaza de finantare din surse bugetare, insa infrastructura medicala, accesul la
terapii inovatoare si implementarea sistemelor de evidenti raman provociari importante. In prezent,
sunt monitorizati aproximativ 52 de copii si 170 de adulti cu hemofilie, majoritatea tratati in
centrele specializate din Chisinau [34]. In anul 2019, autorititile au alocat peste 61,5 milioane de
lei pentru tratarea bolilor rare, inclusiv hemofilia, reflectind angajamentul sistemului public de
sdndtate pentru sprijinirea acestor pacienti [5].

Introducerea terapiei cu emicizumab Tn PCN Hemofilia la copii din Republica Moldova
incepand cu anul 2019 pentru pacientii cu hemofilie A cu inhibitori este o dovada a adaptarii rapide
la progresele internationale n acest domeniu [124]. Cu toate acestea, lipsa unui registru national

functional, accesul limitat la testarea geneticd si evaluarea inhibitorilor, precum si lipsa

10



programelor de reabilitare integratd, justifica nevoia acuta de cercetare aplicativa si dezvoltare a
modelelor de interventie personalizata [63]. Studiile clinice recente, precum programul HAVEN,
au aratat o reducere semnificativd a episoadelor de sangerare, iar emicizumabul a dovedit o
eficientd constanta 1n tratamentele profilactice [81, 23, 75, 26, 114, 25]. Acesta oferd o solutie
viabild pentru pacientii cu hemofilie severda si pentru cei cu inhibitori, inlocuind terapiile
traditionale mai costisitoare si mai complexe.

In context regional, tirile din Europa de Est se confrunta cu provociri similare — acces limitat
la terapii moderne, discrepante in diagnosticare si lipsa echipelor multidisciplinare complete.
Potrivit unui raport al European Haemophilia Consortium, in 2018 doar 13% dintre tarile din
Europa de Est aveau consilii nationale de hemofilie si registre functionale [112]. De asemenea,
doar 37% dintre pacienti beneficiau de profilaxie completd, comparativ cu 85-100% 1n Europa de
Vest [112]. Cu toate acestea, initiativele de colaborare internationald si donatiile de produse
factoriale au contribuit la o imbundtatire constanta a situatiei in ultimul deceniu.

Tema hemofiliei se incadreaza totodatd in preocupdrile transdisciplinare ale cercetarii
medicale moderne, situdndu-se la intersectia dintre genetica, pediatrie, hematologie clinicad si
politici de sanatate publicd. Abordarea geneticd a hemofiliei — prin identificarea mutatiilor si
corelarea lor cu severitatea fenotipica si riscul de dezvoltare a inhibitorilor — deschide calea spre
personalizarea tratamentului si oferd fundament teoretic solid pentru aplicarea medicinei de
precizie [73].

Din perspectiva sandtatii publice, integrarea hemofiliei in programele nationale, dezvoltarea
registrelor, alocarea fondurilor pentru tratamente inovatoare si monitorizarea echitabild a
pacientilor constituie pasi esentiali n Tmbunatatirea prognosticului si a calitatii vietii pacientilor,
in special in randul copiilor [41].

Colectivul de cercetare al prezentei teze integreaza aceste directii strategice si contribuie la
consolidarea bazei stiintifice necesare pentru elaborarea unui model terapeutic adaptat
particularitatilor genetice, clinice si economice ale hemofiliei in Republica Moldova.

In concluzie, hemofilia continui sa reprezinte o provocare majora in domeniul medical, din
punct de vedere clinic si economic. Progresele recente in tratamentele hemostatice si in terapia
genica deschid noi perspective de tratament, dar necesitd cercetari suplimentare pentru a aborda
problemele persistente, precum dezvoltarea inhibitorilor si costurile terapiilor curente [86, 117].
Este evaluat impactul terapiei de inlocuire cu factori si non-factori asupra testelor de coagulare,
precum si abordarea testarii pentru inhibitori, testarea purtatorilor si testarea fetala in diferite tipuri
de hemofilie [87, 66, 92, 80, 52].

In contextul celor expuse a fost consemnat scopul prezentei lucriri stiintifice: Analiza
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manifestdrilor clinice, a parametrilor biochimici si genetici in diagnosticul hemofiliei A si B la
copii, cu scopul optimizarii diagnosticului si a ajustarii unui model terapeutic individualizat,
adaptat formei si severitatii bolii.

Pentru realizarea acestui scop au fost trasate urmatoarele obiective:

1. Analiza manifestarilor clinice ale sindromului de hipocoagulare la copiii cu hemofilie;

2. Determinarea nivelurilor cantitative si calitative ale factorilor de coagulare in hemofilia A si B
la copii;

3. Analiza relatiei dintre manifestarile clinice (fenotip) si modificarile genetice (genotip) in
hemofilie la copii pentru aplificarea utilitatii diagnosticului genetic;

4. Evaluarea prezentei inhibitorilor factorilor de coagulare VIII si IX la pacientii cu hemofilie si
determinarea titrului acestora in contextul managementului terapeutic;

5. Analiza comparativd a eficientei si sigurantei terapiei de substitutie cu factori VIIIX
liofilizat/recombinat si crioprecipitat, In tratamentul hemofiliei pentru optimizarea abordarii
terapeutice a deficitului de factori de coagulare;

6. Elaborarea Bazei de date pe platforma site-ului ,,Registrul electronic al pacientilor cu hemofilie
in Republica Moldova”.

Metodologia cercetirii stiintifice. Studiul a fost realizat in cadrul Departamentului de
Pediatrie al Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”, Republica
Moldova, in colaborare cu IMSP Institutul Mamei si Copilului, sectia Hemopatii benigne.
Cercetarea a inclus un esantion de 90 de copii cu varsta cuprinsd intre 0 si 18 ani, provenind atat
din mediul urban, cat si din cel rural. Pentru atingerea obiectivelor stabilite, a fost conceput un
studiu observational, descriptiv, transversal si selectiv. Acesta s-a desfasurat pe parcursul perioadet
2018-2022 si a inclus toti copiii diagnosticati cu hemofilie si monitorizati in aceasta perioada in
clinica, 59 de copii. In vederea completirii analizei si obtinerii unei comparatii detaliate asupra
strategiilor terapeutice utilizate, a fost necesara includerea retrospectiva a unui numar suplimentar
de pacienti tratati cu crioprecipitat anii 2010-2013, 31 de copii. Aceasta etapa retrospectiva a
permis o evaluare extinsd a efectelor tratamentului specific pe o duratd mai lunga, oferind o
perspectiva comparativd asupra metodelor terapeutice utilizate. Participantii au fost supusi unei
examinari complexe, care a cuprins evaluarea clinicd standard, cu aprecierea analizelor de
laborator pentru determinarea indicatorilor coagulogramei (timpul de coagulare dupa Lee-White,
TTPA, TP, fibrinogen). De asemenea, au fost efectuate determinari cantitative ale factorilor VIII
si IX ai coagularii, ale titrului de inhibitori si analize pentru identificarea spectrului de mutatii
genetice. In continuare, s-au realizat corelari intre severitatea bolii, manifestarile clinice, tipul de

mutatie genetica si titrul de inhibitori. Rezultatele obtinute au fost utilizate pentru formularea
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concluziilor si elaborarea recomandarilor practice. Prelucrarea statisticd a datelor a fost efectuatd
cu ajutorul programului SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versiunea 20.

Noutatea stiintificd a lucrarii. Pentru prima data in Republica Moldova s-a realizat un
studiu amplu al pacientilor pediatrici cu hemofilie, accentul fiind pe evaluarea particularitatilor
clinico-paraclinice, identificarea modificarilor genetice specifice; a fost efectuatd analiza
severitatii hemofiliei (evaluata prin date clinice si nivelurile factorilor VIII si IX), asociata cu
mutatiile genetice identificate; a fost efectuta titrarea inhibitorilor factorilor de coagulare VIII si
IX la copiii cu hemofilie; a fost elaborata Baza-web pentru Registrul National de Monitorizare a
Pacientilor cu Hemofilie din Republica Moldova

Semnificatia teoreticii a lucririi. In premierd nationald au fost analizate particularititile
clinico-paraclinice ale hemofiliei la copii in Republica Moldova, cu identificarea manifestarilor
specifice in functie de severitatea bolii; au fost identificate si clasificate mutatiile genetice asociate
hemofiliei A si B, cu evidentierea frecventei acestora in raport cu forma clinica (severd, moderata,
usoard); pentru prima datd, a fost determinat titrul inhibitorilor factorilor de coagulare VIII si IX
la copiii cu hemofilie; au fost analizate relatiile dintre datele genetice, titrul de inhibitori si
severitatea manifestarilor clinice, ceea ce oferd o baza teoretica pentru intelegerea variabilitatii
fenotipice a hemofiliei; au fost propuse directii moderne ale diagnosticului si managementului
terapeutic al hemofiliei, bazate pe integrarea datelor clinice, genetice si imunologice; a fost
elaborata Baza-web pentru Registrul National de Monitorizare a Pacientilor cu Hemofilie, ceea ce
a contribuit la sistematizarea si uniformizarea datelor privind aceasta patologie rara.

Valoarea aplicativa a lucrarii. A fost demonstrata necesitatea testarii genetice a hemofiliei
A s1 B pentru identificarea precoce a formelor severe si orientarea unui tratament personalizat,
adaptat profilului genetic si imunologic. Determinarea inhibitorilor factorilor VIII si IX sprijind
prevenirea si managementul complicatiilor terapiei de substitutie, inclusiv alegerea alternativelor
moderne, precum anticorpul monoclonal bispecific. Rezultatele contribuie la optimizarea
protocoalelor terapeutice si profilactice in hemofilia pediatricd. Elaborarea Bazei-web pentru
Registrului National de Monitorizare permite supravegherea continud, evaluarea epidemiologica
si planificarea tratamentului, oferind totodata suport stiintific pentru politicile de sanatate publica
privind bolile rare Tn Republica Moldova.

Implementarea rezultatelor. Rezultatele cercetdrii sunt integrate in practica sectiei de
Hemopatii benigne a IMSP Institutul Mamei si Copilului si a clinicilor specializate ale IMSP
Institutul Oncologic din Republica Moldova; in procesul didactic al USMF ,Nicolae
Testemitanu”, contribuind la pregatirea teoretica si practica a specialistilor din domeniu.

Teza a fost discutata, aprobata si recomandatd spre sustinere la sedinta Departamentului
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Pediatrie (proces-verbal din 12.05.2025), Seminarului stiintific de profil 322. Pediatrie (proces-
verbal nr. 2 din 08.10.2025), Consiliului Stiintific al Consortiului (proces-verbal nr. 1/1 din
17.11.2025), TP Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” din
Republica Moldova. Avizul pozitiv al Comitetului de Etica a Cercetarii al USMF , Nicolae
Testemitanu” a fost emis cu nr. 6 din 10.11.2017.

Publicatiile 1a tema tezei. Rezultatele stiintifice obtinute au fost reflectate in 25 de lucrari
stiintifice (13 nationale, 12 internationale, 1 fara coautori), dintre care: 2 articole in reviste
stiintifice de peste hotare cu impact (8.16) si 3 articole in reviste stiintifice nationale acreditate,
categoria B+, 1 capitol in Monografie — autor unic, 2 Brevete de Inovatie, 2 acte de implementare,
3 rezumate in lucrarile conferintelor stiintifice, 4 comunicari orale la conferinte stiintifice
internationale, 5 comunicdri orale la conferinte nationale cu participare internationald, 4 participari
cu prezentari cu poster la foruri internationale.

Cuvinte-cheie: Hemofilie pediatrica, deficit de coagulare, factori ai coagularii, fenotip-
genotip, inhibitori ai factorului VIII, tratament substitutiv, crioprecipitat, factor recombinant,
emicizumab, modele terapeutice, registru national al hemofiliei.

Volumul si structura tezei. Teza este perfectata conform tipului traditionala simpld, expusa
pe 146 de pagini si contine: introducere, 6 capitole, discutii, concluzii generale, recomandari,
indicele bibliografic citand 139 de surse. Iconografia include 37 de tabele si 15 figuri (22% din
volumul partii de baza al tezei).

Importanta practica a studiului. Studiul privind hemofilia la copii are o relevantd majora
pentru optimizarea strategiilor terapeutice individualizate si monitorizarea eficientd a pacientilor.
Un obiectiv central este consolidarea unui registru national pentru hemofilie prin elaborarea Bazei-
web care sa permitd colectarea sistematica a datelor clinice, evaluarea eficientei tratamentelor si
imbunatatirea managementului pe termen lung. Acesta contribuie esential la cercetarea stiintifica,
cunoasterea epidemiologicd a bolii si fundamentarea politicilor publice. Terapia biologicd de
subtitutie non-factoriala ofera o alternativa inovatoare pentru pacientii cu inhibitori, inlocuind
functia factorului VIII si reducdnd semnificativ episoadele hemoragice. Detectarea precoce si
monitorizarea inhibitorilor rdméan esentiale pentru ajustarea tratamentului si prevenirea
complicatiilor severe. Prin urmare, integrarea terapiilor moderne si analiza atenta a inhibitorilor
contribuie la imbundtdtirea semnificativa a calitdtii vietii pacientilor pediatrici. Rezultatele acestui

.....

strategii terapeutice avansate si personalizate.
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1. CONCEPTE FUNDAMENTALE SI VIZIUNI MODERNE iN HEMOFILIE LA
COPII

1.1. Aspecte introductive privind hemofilia la copii: definitii, epidemiologie,
tipologii

Hemofilia, o tulburare geneticd rard caracterizata prin coagulare anormald a sangelui, si-a
lasat amprenta in literatura istorica datorita caracteristicilor sale clinice vizibile si modelului de
mostenire. Referintele la hemofilie pot fi urmarite incd din scrierile rabinice care dateaza din
secolul al V-lea, ilustrand constientizarea de lunga durata a acestei afectiuni. Aceasta maladie a
fost adesea numita ,,boala regilor”, asa cum este adesea descrisa in descendenta reginei Victoria a
Angliei (1837-1901). In secolul al X-lea, Abu Khasim, un medic arab, a inregistrat mai multe
familii in care decesele barbatilor au fost cauzate de sangerari excesive dupa traumatisme. Cu toate
acestea, abia Tn 1803 a fost documentat primul raport medical despre hemofilie de catre John C.
Otto din Philadelphia [67].

De mentionat ca a fost nevoie de cateva decenii pentru ca o descoperire sa apara, deoarece
abia in 1952, cercetatorii au recunoscut existenta a doua forme distincte de hemofilie cu acelasi
model de mostenire: hemofilia A — hemofilie clasica si hemofilia B — boala Christmas.
Descoperirea a facut lumind asupra complexitatii tulburdrii si a deschis calea pentru intelegerea si
progresele ulterioare in diagnosticul si tratamentul acesteia.

In prezent, in functie de factorul de coagulare afectat, se disting urmitoarele tipuri principale
de hemofilie:

» Hemofilia A — cauzata de o mutatie genetica ce afecteaza factorul VIII de coagulare;

» Hemofilia B — determinatd de o mutatie genetica ce influenteaza factorul IX de
coagulare;

» Hemofilia C — asociata cu o mutatie genetica ce perturba factorul XI de coagulare.

Hemofilia A este cea mai frecventa dintre aceste trei tipuri, avand o prevalenta de 30-79%
[78]. Este rezultatul mutatiei genei F8, care codifica sinteza factorului de coagule VIIIL
Manifestarea primara a hemofiliei A este sangerarea recurentd, in special la nivelul articulatiilor
care duce aproape Intotdeauna la artropatie severa, provocand disconfort semnificativ si probleme
de mobilitate [95].

Hemofilia B provine dintr-o mutatie a genei F9 pe cromozomul X, urmand un model de
mostenire recesiv si, ca si in cazul hemofiliei A, poate provoca sangerdri la nivelul muschilor si
articulatiilor. La nivel global, este consideratd o boald geneticd rard. De asemenea, poate fi
clasificatd anatomic ca o boala de sange, boala neuronald, boald a sistemului imunitar sau boala

musculara.
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Hemofilia C, denumita si sindromul Mielrkersson-Rosenthal, este mostenitd in mod
autosomal recesiv. In unele cazuri rare, indivizii care poarti doar o copie a genei afectate pot
prezenta tendinte de sangerare din cauza legaturii heterodimer, rezultdnd o transmitere autozomal
dominanta. Hemofilia C de obicei nu provoaca probleme, dar unii pacienti pot avea sangerare dupa
operatie [6]. Hemofilia poate fi clasificata si in functie de cantitatea de activitate reziduala sau
initiala a factorului, care este denumita si ,,nivelul factorului”. Acest nivel de factor este de obicei
masurat ca procent din nivelul normal sau In unitati internationale pe mililitru (UI/mL) [118, 33].

Astfel, severitatea este definitd dupa cum urmeaza [95, 29]:

> Hemofilie severa — activitatea factorului <I la suta, ceea ce corespunde la <0,01
Ul/mL.
> Hemofilie moderata — activitatea factorului >1% din normal si <5% din normal,

corespunzand la >0,01 si <0,05 Ul/mL.

> Hemofilie usoara — activitatea factorului >5% din normal si <50% din normal
(>0,05 si <0,50 Ul/mL).

Unele studii sugereaza ca HB este clinic mai putin severd decat HA. Aceasta perceptie se

poate datora partial faptului ca distributia severitatii este diferitd in cele doua tulburari [134].

Tabelul 1.Clasificarea hemofiliei in functie de deficitul factorului de coagulare [82]

Severitate Nivelul factorului de coagulare Episoade de singerare

Valorile normale 50-150% | e

Forma severa

<1% din cantitatea normala de factor
de coagulare

Sangerare spontana in articulatii sau
muschi, predominant in absenta
provocarii hemostatice identificabile

Forma moderata

1-5% din cantitatea normala de factor
de coagulare

Sangerare spontand ocazionala;
sangerare prelungitd cu traumatisme
minore sau interventii chirurgicale

Forma usoara

intre 5% si 50% din cantitatea
normala de factor de coagulare

Séangerare severa cu traume majore sau
interventii chirurgicale. Sdngerarea
spontana este rara
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Figura 1. Schema tipului de transmitere recesiva X-linkat in hemofilie [102]

Noti: Genele care codifica factorul VIII si factorul IX sunt prezente pe bratul lung al
cromozomului X. Atat hemofilia A, cat si B sunt mostenite printr-un model recesiv legat de crs X,
in care 100% dintre fetele nascute din tati afectati vor fi purtatoare, in timp ce baietii nu vor fi
afectati. Mamele purtatoare au o sansa de 50% sa aiba baieti afectati si o sansd de 50% sa aiba fete
purtatoare.

In functie de modul de aparitie, hemofilia poate fi clasificata astfel:

Congenitala — transmisa ereditar, caracterizata printr-o sinteza insuficientd sau defectuoasa
a factorilor de coagulare VIII sau IX;

Dobandita — determinatd de producerea, de catre organism, a autoanticorpilor inhibitori
impotriva propriilor factori de coagulare VIII sau IX.

Hemofilia dobandita este o afectiune rara care apare in absenta unui istoric familial de boala
si este asociatd cu tulburdri autoimune. Primele informatii despre aceastd formd au aparut la
mijlocul secolului XX. Aceasta se caracterizeazd prin aparitia anticorpilor care ataca factorii de
coagulare, 1n special factorul VIII, determinand astfel o functionare deficitard a mecanismului de
coagulare, caz in care apare HA [78]. Pacientii cu hemofilie dobandita prezinta un risc crescut de
sangerari severe, care se pot solda cu decesul pacientului, iar hemartrozele sunt mai putin frecvente
in comparatie cu hemofilia congenitala [132]. Sangerarile spontane apar la 77,4% dintre pacienti,
dupa traumatisme la 8,4% dintre pacienti, dupa interventii chirurgicale la 8,2% si In timpul nasterii
la 3,6%. In 53% din cazuri, existd un sindrom hemoragic cutanat, in 50,2% — hematoame
intramusculare, retroperitoneale si alte hematoame, in 1,1% — hemoragii la nivelul sistemului

nervos central [89, 82, 130].
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Hemofilia determinata de aberatii cromozomiale de novo este o forma rard de hemofilie care
apare din mutatii genetice spontane, ce nu sunt mostenite de la parinti. Aceste aberatii
cromozomiale pot duce la o productie insuficienta de factori de coagulare, provocand sangerari
anormale si dificultati in procesul de coagulare a sangelui. Diagnosticul se poate realiza prin teste
genetice si de coagulare, iar managementul necesita adesea tratamente specifice pentru a controla
sangerarile.

Hemofilia se manifestd clinic predominant prin hemoragii recurente in diverse tesuturi si
organe, cu debut tipic in copildrie. Gravitatea simptomelor variazd proportional cu nivelul rezidual
de activitate al factorilor de coagulare VIII (hemofilia A) sau IX (hemofilia B) [136, 118].
Manifestarile precoce apar frecvent in perioada neonatala sau in primul an de viata. Sangerarile
intracraniene spontane sau posttraumatice reprezintd evenimente rare, dar critice, mai ales la nou-
ndscutii cu forme severe nediagnosticate anterior [19]. Suspiciunea clinica trebuie ridicata in cazul
hemoragiilor postoperatorii dupa circumcizie, al echimozelor perinatale extinse sau al
hematoamelor profunde dupa proceduri minore, cum ar fi vaccinarea intramusculara [9, 95]. In
cazul sugarilor care incep sd se deplaseze (tdrare, mers), aparitia hematoamelor neexplicate si
echimozelor repetate, in special in zonele frontale si ale membrelor, este frecventd. Aceste
manifestari pot fi gresit interpretate ca semne de abuz fizic, necesitind o evaluare atentd
diferentiald in echipa multidisciplinara [56].

Manifestarile hemoragice se modificd odata cu dezvoltarea copilului:

* Perioada neonatala si sugarul mic — predomind sangerarile intracraniene, extracraniene si
hemoragiile la locul procedurilor invazive (circumcizie, punctii venoase) [78]. La pacientii cu
hemofilie severa, peste 85-90% prezinta primele semne in primul an de viata [132].

* Copilaria timpurie (6 luni — 6 ani) — odatd cu dezvoltarea motorie, apar hematoame
spontane, leziuni bucale (fren, gingii), hemartroze initiale (glezne, genunchi), dar si sangerari
posttraumatice minore [33].

* Copilul mare si adolescentul — hemoragiile devin predominant musculoscheletale —
hemartroze recurente si sdngerari musculare profunde (muschiul iliopsoas, gambe) [25].

Localizarea si frecventa episoadelor hemoragice sunt variabile, dar hemartroza reprezinta
forma cea mai comuna n hemofilia severa (70-80% din episoade), cu afectare tipicd a articulatiilor
mari — genunchi, glezne, coate [124]. Sangerarile musculare (10-20%) pot duce la complicatii
neurologice prin compresie sau sindrom de compartiment. Hemoragiile sistemului nervos central,
desi rare (<5%), sunt amenintatoare de viata si justificd introducerea tratamentului substitutiv

imediat [38].
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1.2. Aspecte epidemiologice ale hemofiliei pediatrice

Prevalenta si incidenta globald a hemofiliei A si B. Hemofilia A si B sunt tulburari
congenitale rare ale coagularii, cu incidentd similara in randul populatiilor din intreaga lume.
Hemofilia A — forma cea mai frecventa (aproximativ 85% din cazuri) — apare la circa 1 din 5.000
de nou-ndscuti de sex masculin, in timp ce hemofilia B este mai rara, aproximativ 1 la 25.000 de
nou-nascuti baieti [31][39]. Aceasta proportie se reflectd si in distributia globald a tipurilor de
hemofilie (aproximativ 85% hemofilie de tip A si 15% hemofilie de tip B) [31]. Datorita naturii
ereditare X-linkate, boala afecteaza aproape exclusiv persoanele de sex masculin, desi cazuri
simptomatice la femei (de obicei purtatoare cu deficit sever de factor) sunt documentate rar (sub
5% din totalul pacientilor) [25].

La nivel mondial, prevalenta punctuald a hemofiliei (toate cazurile in viatd) a crescut odata
cu mbundtatirea Ingrijirilor. Conform datelor recente ale Federatiei Mondiale de Hemofilie
(WFH), prevalenta globala estimata a hemofiliei este aproximativ 10,6 la 100.000 de locuitori
(adica aproximativ 106 hemofilici la 1 milion de locuitori) [25]. In termeni absoluti, aceasta
corespunde la aproximativ 830.000 de persoane cu hemofilie la nivel mondial, dintre care circa
282.000 au forme severe (deficit factor <1%) [25]. Totusi, statisticile oficiale raporteaza un numar
mai mic de pacienti identificati: de exemplu, In 2021 erau Inregistrati aproximativ 234.000 de
pacienti cu hemofilie la nivel global [9], evidentiind un grad important de subdiagnosticare.
Important, incidenta la nastere a hemofiliei rdimane constantd in timp — fiecare generatie de copii
prezintd cazuri noi cu o frecventa relativ stabild, independent de regiune sau etnie [39]. Ceea ce
variaza este varsta la diagnostic si supravietuirea acestor pacienti, in functie de accesul la serviciile
medicale. In ultimele decenii s-au inregistrat progrese notabile in diagnosticarea timpurie: la
pacientii cu hemofilie severd, varsta mediana la diagnostic a scazut la nivel global de la
aproximativ 7 ani (pentru cei nascuti inainte de 1980) la circa 11 luni la copiii nascuti dupa 2010
[39]. Aceastd imbunatatire este vizibila si in tarile cu venituri mici, unde in trecut diagnosticul era
adesea mult intarziat — de pildd, la pacientii severi ndscuti inainte de 1970 in unele regiuni,
hemofilia era recunoscutd abia spre varsta adulta (mediana aproximativ 35 de ani), pe cand la copiii
din generatiile recente diagnosticul se pune de obicei in primul an de viatd [39]. Aceste date
subliniaza ca hemofilia este in principal o boala pediatrica din perspectiva debutului, majoritatea
cazurilor severe manifestandu-se clinic n primii ani de viata (de exemplu, hemoragii intracraniene
neonatale, echimoze sau hemartroze la copilul mic).

Epidemiologia hemofiliei in Europa de Est (Romdnia, Ucraina). Regiunile Europei de Est
raporteaza o prevalentd a hemofiliei comparabilda cu media globald, insa cu variatii legate de

capacitatea sistemelor nationale de sdnatate de a identifica si trata pacientii. Tarile est-europene
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mai mari, precum Romaénia si Ucraina, au implementat registre nationale de hemofilie si au in
evidenta de la sute pana la mii de pacienti. Romania, de exemplu, a raportat recent aproximativ
2.163 de persoane cu hemofilie (toate varstele), dintre care 1.825 cu hemofilie A si 325 cu
hemofilie B [10]. La o populatie de aproximativ 19,1 milioane, aceasta corespunde unei prevalente
de circa 11,3 cazuri la 100.000 de locuitori, valoare apropiata de estimarea globala. Situatia este
similara Tn Ucraina, care inainte de 2022 avea Inregistrate in jur de 4.845 de cazuri de hemofilie
(aproximativ 4.376 hemofilie A si 469 hemofilie B) [125], la o populatie de aproximativ 43,8
milioane (prevalentd aproximativ 11,1/100.000). Romania si Ucraina se numara printre tarile cu
cele mai numeroase comunitati de pacienti hemofilici din Europa de Est, datoritd numarului
populatiei, dar si eforturilor locale de depistare si raportare. In ansamblu, continentul european are
un nivel relativ ridicat de identificare a pacientilor cu hemofilie. Se estimeazd cd Europa a
diagnosticat aproximativ 83% din cazurile asteptate de hemofilie (proportie mult peste alte regiuni)
[56], reflectand accesul mai bun la servicii medicale si teste de laborator. Chiar si in Europa de
Est, unde resursele au fost traditional mai limitate comparativ cu Vestul, majoritatea cazurilor
severe sunt depistate. Cu toate acestea, persista diferente intraregionale: tarile est-europene cu
infrastructura medicald mai slabd pot avea o prevalentd aparent mai mica, sugerand existenta unor
pacienti neinclusi in registre. De pilda, natiuni mai mici sau cu resurse limitate din zona Europei
de Est raporteaza cifre absolute modeste comparativ cu Romania sau Ucraina, in parte din cauza
populatiei mai reduse, dar si posibil din cauza subdiagnosticarii. in Republica Moldova, hemofilia
este clasificatd drept boala rara si este supravegheata prin intermediul unui registru national
functional incd din anul 2023. Dintre persoanele diagnosticate cu hemofilie Tn Republica Moldova,
aproximativ 85% sunt diagnosticate cu hemofilie A, proportie in concordantd cu datele globale
[31]. Comparativ cu anul 2013, cand erau inregistrati 227 de pacienti, se observa o usoara scadere
numerica, explicabild prin reducerea populatiei generale, emigrarea, dar si mortalitatea specifica
asociatd complicatiilor bolii [37]. Prevalenta estimata in Republica Moldova este de aproximativ
63—79 de pacienti la un milion de locuitori, ceea ce plaseaza tara sub media europeana si globala
(106/1 milion) [29][37]. Structura pe varste a pacientilor din registru arata cd aproximativ un sfert
din total sunt copii, reflectand atat natura congenitala a bolii, cat si deficientele istorice in ceea ce
priveste supravietuirea pe termen lung a pacientilor netratati. In paralel, au fost extinse testarile
genetice si evaludrile inhibitorilor, cu sprijinul colaborarilor internationale si al fondurilor
directionate catre bolile rare. Totusi, lipsa unei retele nationale extinse de centre de hemofilie si
absenta personalului instruit in toate raioanele reprezintd bariere in calea identificarii si
monitorizdrii corespunzatoare a tuturor pacientilor [12][112]. Pentru imbunatatirea supravegherii

epidemiologice, autoritdtile au extins functionalitatea Registrului National, care permite
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inregistrarea digitala a datelor clinice si terapeutice ale pacientilor cu hemofilie, facilitand
evaluarea tendintelor, alocarea resurselor si planificarea tratamentelor inovatoare [12]. In
concluzie, desi Republica Moldova inregistreaza progrese notabile In domeniul diagnosticarii si
tratamentului hemofiliei pediatrice, datele epidemiologice sugereaza, totusi, o discrepanta intre
numarul de pacienti inregistrati si incidenta teoretica estimata, ceea ce subliniaza necesitatea
consolidarii sistemului de depistare precoce, tratament si raportare.

Subdiagnosticarea si diferentele intre datele oficiale si estimarile internationale.
Subdiagnosticarea si diferentele intre datele oficiale si estimarile internationale reprezinta unul
dintre cele mai importante obstacole in evaluarea corectd a prevalentei hemofiliei, In special la
copii. Conform Federatiei Mondiale de Hemofilie (WFH), exista discrepante majore intre numarul
estimat de persoane afectate si cazurile efectiv raportate in registrele nationale. In tarile cu venituri
ridicate, aproape toti pacientii sunt diagnosticati, in timp ce in statele cu venituri mici si medii sunt
raportate mai putin de 20% din cazurile estimate. Aceastd situatie reflectd nu doar limitarile
sistemelor de diagnostic, ci si lipsa programelor de screening si a registrelor functionale [30].
Aceasta problema este deosebit de severa in tarile cu venituri mici si medii, unde accesul limitat
la testare si tratament determind o subraportare masiva. De exemplu, In Africa, doar aproximativ
8% din cazurile asteptate sunt efectiv inregistrate [56]. In schimb, Europa raporteazi o rati de
identificare de peste 80%, cu diferente intre vestul continentului (unde depdseste 90%) si estul
acestuia, unde persistd lacune semnificative [56].

Pentru diminuarea discrepantelor globale in diagnostic si raportare, literatura de specialitate
recomanda implementarea registrelor electronice si consolidarea instruirii profesionale a echipelor
medicale implicate in ingrijirea pacientilor cu hemofilie. Peyvandi si colaboratorii subliniaza ca
progresele in diagnostic si tratament trebuie dublate de mdsuri sistematice de educatie si de
colectare standardizata a datelor, pentru a asigura o imagine epidemiologica reala si comparabila
intre tari [100].

Simptomele clinice observate la pacientii cu HA sau HB sunt identice cu singerare ca semn
distinctiv. Severitatea si tipul de sangerare variaza si depind de gradul deficientei factorului de

coagulare (Tabelul 2).
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Tabelul 2. Localizarea si frecventa aproximativa a sangerarii in cazul hemofiliei [88]

Locul de sangerare Frecventa, %

Hemartroza: 70-80
Mai frecvent in articulatiile articulate: gleznele, genunchii si coatele

Muschi: 10-20

Mai putin frecvente 1n articulatiile multiaxiale: umeri, incheieturi, solduri

Alte sangerari majore 5-10
Sistemul nervos central <5
CALEA CALEA CALEA
INTRISECA COMUNA EXTRINSECA
TROMBOPLASTINA PROTROMEINA TROMBOPLASTINA
PLACHETARA

FIBRINOGEN

FACTORI DE FACTOR DE
COAGULARE:VII, COAGULARE VI
X, %, X1, XN
CA2+ CA2+
FACTOR!  (— FACTORI
PLACHETARI 7322

Figura 2. Mecanismul general de coagulare a singelui [103]

1.3. Abordarea multidimensionala a diagnosticului hemofiliei: evaluare
biochimica, imunologica si genetica

Diagnosticul hemofiliei presupune o abordare integrativd ce combind evaluarea clinica,
testele de screening ale coagularii, determinarile functionale ale factorilor de coagulare, testarea
pentru inhibitori si analiza geneticd. Acest proces este esential pentru stabilirea precoce a
diagnosticului, clasificarea severitatii si alegerea unui regim terapeutic individualizat, in special in
randul pacientilor pediatrici. In prima etapa, investigatiile de laborator includ testele de screening
al hemostazei secundare: timpul partial de tromboplastind activata (aPTT), timpul de protrombina
(PT), timpul de trombina (TT) si dozarea fibrinogenului plasmatic. In hemofilia A si B, aPTT este
tipic prelungit, in timp ce PT, TT si numdarul de trombocite ramin normale, orientdnd astfel
diagnosticul spre o deficientd a caii intrinseci de coagulare [16, 76]. In cazul prelungirii aPTT, se

realizeaza studiile de amestecare (mixing studies), care disting intre o deficientd de factor si
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prezenta unui inhibitor. Corectarea aPTT dupa amestecarea plasmei pacientului cu plasma normala
sugereazd o deficientd de factor. In acest context, se recomandd miasurarea directd a activitatii
plasmatice a factorilor VIII (FVIIL:C) si IX (FIX:C) utilizand teste cromogenice sau one-stage
clotting assay [112]. Aceste teste permit clasificarea severitatii hemofiliei in forme severe (<1%),
moderate (1-5%) si usoare (5-50%). In anumite cazuri, cum ar fi nou-nascutii cu istoric familial
pozitiv sau mame cunoscute ca purtitoare, determinarea activitatii factorilor se face din sangele
cordonului ombilical [91, 12]. Totodata, este esential de retinut ca FVIII este un reactant de faza
acutd, iar valorile pot creste tranzitor in context de stres sau inflamatie, ducand la rezultate fals
normale in formele usoare [108]. Evaluarea inhibitorilor anti-factor este realizatd prin testul
Bethesda, care cuantifica capacitatea plasmei pacientului de a inactiva FVIII sau FIX. Valori >0,6
UB sunt considerate pozitive [96]. Inhibitorii apar in special la pacientii cu hemofilie A severa
(25-30%) si mai rar In hemofilia B (1-5%) [96]. Monitorizarea periodica este indicatd in special
dupa initierea terapiei substitutive cu factori recombinanti si in cazul aparitiei hemoragiilor
refractare. Testarea antigenului von Willebrand (vWF:Ag) este obligatorie pentru excluderea bolii
von Willebrand, mai ales in cazurile cu nivel scazut de FVIIL. Formele de VWD tip 2N sau 3 pot
simula hemofilia A prin scaderea activitatii FVIIIL, fiind necesara o diagnosticare diferentiala
riguroasd [96]. Tehnicile moderne de testare includ metode cromogenice si in doud etape, care
oferd o acuratete superioara In identificarea hemofiliei usoare si reduc influenta variabilelor
interferente (ex. anticoagulantul lupic, inflamatia). Metodele in doud etape implica initial inhibarea
unor factori, urmatd de adaugarea secventiald a componentelor necesare formarii cheagului, cu
citire colorimetrica sau optica [73, 71]. Testele cromogenice sunt deosebit de utile pentru pacienti
cu valori limita sau neconcludente la testarea standard. Testarea geneticd devine o componenta
esentiala a diagnosticului hemofiliei, atat pentru confirmarea etiologica, cat si pentru stratificarea
riscului de inhibitori. Analiza moleculard a genelor F8 si F9 permite identificarea mutatiilor
cauzatoare. Inversia intronului 22 este prezentd in peste 40% dintre cazurile de hemofilie A severa
si este asociatd cu un risc crescut de dezvoltare a inhibitorilor [95]. Testarea este importanta si in
identificarea femeilor purtdtoare, consilierea familiala si strategiile de profilaxie primara.

In Republica Moldova, diagnosticul paraclinic este realizat la nivel national prin IMSP
Institutul Mamei si Copilului, care a implementat testarea activitatii factorilor VIII si IX, precum
si a inhibitorilor specifici, utilizdnd metode automate validate [16, 32]. Colaborarile internationale
au permis introducerea testarii genetice pentru cazurile cu forme severe si antecedente familiale
relevante.

Diagnosticul complet al hemofiliei presupune, asadar, integrarea rezultatelor paraclinice, a

testelor genetice si a contextului clinic individual. O abordare multidimensionala permite initierea
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precoce a tratamentului si prevenirea complicatiilor severe, fiind esentiald in optimizarea

prognosticului pe termen lung, in special in randul copiilor.

Factor tisular

Vila

wii

Figura 3. Modelul clasic al cascadei de coagulare cu implicarea factorilor [103]

Tabelul 3. Principalele teste de coagulare utilizate in diagnosticul hemofiliei

Test

Cale coagulare evaluati

Valori normale

Modificari in

hemofilie

Utilitate clinica

TC Lee-White

Coagulare globala (primar)

5 — 10 minute

Prelungit in hemofilie

severa

Test simplu de screening, rar

folosit in practica modern

TTPa (aPTT) Calea intrinsecd + comuna 25 — 35 secunde Prelungit in hemofilia Diagnostic si monitorizare
AsiB tratamente substitutive
TP (INR) Calea extrinseca + comuna TP: 11-15 sec Normal (in hemofilie Monitorizarea warfarinei;
INR: 0.8-1.2 izolata) evaluarea functiei hepatice

TT (Timpul de

Conversia fibrinogenului in

15 — 22 secunde

De regula normal in

Screening pentru

trombina) fibrin hemofilie disfibrinogenemie sau

tratament cu heparina
Fibrinogen Faza finala coagulare (factor 2-4g/L Normal in hemofilie; | | Evaluarea starii globale a
plasmatic D in CID, boli hepatice coagularii

Inhibitor anti-

factor VIII

Evaluare imunologica

specifica

<0.6 BU (unitati
Bethesda)

Crescut in hemofilia A

cu inhibitori

Confirma prezenta inhibitorilor

si ghidarea terapiei de bypass

24




14. Perspective asupra geneticii moleculare a hemofiliei: relevanta testarii
genetice in practica clinica de rutinid. Hemofilia A si B: aseminari si diferente moleculare

Hemofilia este o coagulopatie ereditara determinatd de mutatii la nivelul genei factorului
VIII (in hemofilia A) sau al factorului IX (in hemofilia B) [136]. Transmiterea este legatd de
cromozomul X, ceea ce face ca boala sa afecteze aproape exclusiv persoanele de sex masculin,
femeile fiind in general purtatoare asimptomatice. Hemofilia A reprezinta aproximativ 80-85% din
totalul cazurilor, iar hemofilia B 15-20% [118]. Incidenta hemofiliei A este estimata la 1 din 5.000
de nou-nascuti de sex masculin, in timp ce hemofilia B apare la aproximativ 1 din 25.000 [19].
Tatii afectati transmit gena mutata tuturor fiicelor (care devin purtdtoare) si niciunui fiu, iar o
mama purtatoare are 50% sanse sa aiba fii afectati si fiice purtatoare [19].

Gena F8 este localizatd pe Xq28, are o dimensiune de aproximativ 186 kb si contine 26 de
exoni [9], in timp ce gena F9 este situatd pe Xq27, masoara circa 33 kb si contine 8 exoni [95].
Datoritd dimensiunii si complexitatii acestor gene, In special F8, au fost identificate sute de mutatii
diferite. In formele severe de hemofilie A, intre 30-45% dintre pacienti prezintd inversiunea
intronului 22 (Inv22) [95, 56], iar 2-5% au inversiunea intronului 1 [95, 56]. Aceste rearanjamente
impiedica sinteza normald a ARNm pentru FVIII, ceea ce duce la absenta proteinei si fenotip sever
[56]. Restul pacientilor cu hemofilie A (inclusiv cei cu forme moderate sau usoare) prezinta mutatii
punctiforme — missense, nonsense, deletii mici, insertii sau mutatii ale situsurilor de splicing [95].
In hemofilia B predomini mutatiile punctiforme in gena F9, in special missense si nonsense, iar
deletiile mari sau inversiunile sunt rare [95]. In hemofilia A, mutatiile ,,nul” duc la absenta
completa a proteinei, in timp ce in hemofilia B, multe mutatii severe sunt de tip missense, cu
sinteza de proteind antigenic prezentd, dar nefunctionald [78]. Mutatiile pot aparea si de novo —
fara istoric familial — in aproximativ 30% dintre cazuri [136]. Identificarea precisa a mutatiei prin
testare geneticd moleculard este esentiald atat pentru confirmarea diagnosticului, cit si pentru
investigarea rudelor si consilierea familiald. Cercetarile anterioare au aratat ca tipul de mutatie n
genele FVIII si FIX este legat de cantitatea de activitate a factorului din sange si de severitatea
sangerarii la pacientii cu hemofilie. Defectele genetice mai mari sunt in general asociate cu
simptome mai severe. Cu toate acestea, nu a fost studiat sistematic dacd pacientii cu mutatii nule
in ambele tipuri de hemofilie au antecedente similare de sdngerare. Prevalenta diferita a mutatiilor
nule explicd, de asemenea, de ce o proportie mai mare de pacienti cu hemofilie B poate fi
clasificata ca avand material reactiv Incrucisat pozitiv (CMR). Mutatiile nule impiedica producerea
oricarei proteine detectabile FVIII sau FIX [75]. Aproximativ 5% dintre pacientii cu hemofilie A
au material reactiv incrucisat pozitiv si au niveluri de FVIII aproape de 30% din normal. CRM 1in

hemofilia A este de obicei cauzata de mutatii missens in domeniul A2 al FVIII. In schimb, o treime
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dintre pacientii cu hemofilie B au CRM si pot produce cantitati variate de proteina FIX. Prevalenta
mai mare a mutatiilor mai putin severe in hemofilia B ar putea explica de ce acesti pacienti tind sa
aiba simptome de sangerare mai usoare in comparatie cu pacientii cu hemofilie A, desi dovezile
clinice sunt limitate. Acesta ar putea fi, de asemenea, motivul pentru care inhibitorii, care sunt
asociati cu mutatii mai severe, sunt mai putin frecventi in hemofilia B [17].

Este de remarcat faptul ca unele mutatii missens in hemofilia A usoard sunt asociate cu
dezvoltarea inhibitorilor, dar acest lucru nu a fost observat in cazul hemofiliei usoare la pacientii
cu hemofilie B. Unele mutatii nule ale genei FIX din hemofilia B pot fi partial restaurate printr-un
mecanism numit readthrough ribozom, care permite producerea de proteine de lungime minima.
Acest mecanism ar putea afecta rezultatele clinice la acesti pacienti. In cele din urma, desi rara,
meritd mentionatd o variantd specificd a hemofiliei B numitd hemofilie B Leyden. Aceasta
afectiune se caracterizeaza prin coagulare anormald a sangelui dupa nastere, dar se rezolva de la
sine Tn timpul pubertatii, ducand la niveluri normale de FIX la varsta adulta. Acest efect este asociat
cu niveluri crescute de hormon de crestere dupa pubertate [12, 74].

Mecanisme potentiale care afecteazi variabilitatea severititii bolii intre hemofilia A si
hemofilia B

Anomalii protrombotice asociate — severitatea si frecventa variabild a sdngerarii pe care le
pot experimenta pacientii cu hemofilie, chiar si la aceeasi activitate a factorului masurat, au fost
raportate de mult timp. Prezenta unei stiri de hipercoagulare asociate, cum ar fi mutatiile de
crestere a functiei FV Leiden sau protrombina G20210A si alte anomalii de coagulare (deficiente
de antitrombina, proteind C, proteina S), au dictat emiterea ipotezei pentru a modula fenotipul
sangerarii. Cu toate acestea, relevanta clinica a unor astfel de factori in modificarea fenotipului
clinic al pacientilor cu hemofilie severd este Inca incertd. Un studiu mai recent care investigheaza
ETP ca predictor al fenotipului clinic la pacientii cu hemofilie severa nu a aratat nici o diferentd in
distributia mutatiilor FV Leiden sau a protrombinei G20210A 1intre pacientii cu HA si HB
severe. [19, 115]

Distributia extravasculara a FIX — o posibild explicatie pentru un fenotip mai usor la
pacientii cu HB poate consta in diferentele dintre caracteristicile moleculare si farmacocinetica
diferitd a proteinelor FVIII si FIX. FVIII rezida exclusiv in spatiul intravascular, iar timpul sau de
rezidenti este determinat exclusiv de rata clearance-ului plasmatic. In schimb, FIX se distribuie si
extravascular. Studiile farmacocinetice au ardtat ca distributia FIX in organism este diferita de
FVIII, FIX avand un volum de distributie mai mare. Acest lucru se poate datora compartimentarii
FIX in spatiile extravasculare, care ar putea contribui la niveluri extinse de FIX activ biologic.

Desi exista dovezi cd FIX se distribuie in tesuturi si se leagd de matricea extracelulara, sunt
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necesare studii suplimentare pentru a intelege implicatiile clinice ale acestor caracteristici. in plus,
este posibil urmatorul lucru: cantitatea de FIX masuratd in compartimentul intravascular sa nu
reflecte cu acuratete capacitatea generald de coagulare a FIX endogen. Aceste descoperiri
sugereazd cd pot exista diferite mecanisme care contribuie la tendintele de singerare observate la
pacientii cu hemofilie A si B [127].

Implicatiile clinice ale diagnosticului molecular genetic pentru hemofilia A. Progresele
remarcabile in intelegerea moleculara a hemofiliei din ultimii 13 ani au facut din aceasta tulburare
o tintd principala pentru abordarile de terapie geneticd. Aceste progrese au condus, de asemenea,
la crearea de produse recombinate FVIII pentru tratamentul pacientilor cu hemofilie [17, 74]. O
alta arena clinica in care progresele moleculare au avut un impact important asupra practicii este
cea a diagnosticului prenatal. Dupa cum s-a ardtat mai sus, un diagnostic genetic precis nu
modificd Tn general managementul clinic al unui pacient cunoscut cu hemofilie, deoarece
severitatea fenotipului hemoragic este determinata in primul rand de nivelul rezidual al activitatii
factorului masurat prin testele standard de coagulare.

Gena FVIII este situatd pe bratul lung al cromozomul X (Xq28) si este formata din 26 de
exoni. Gena produce ARNm care are aproximativ 9 kb lungime si are ca rezultat o glicoproteina
cu dimensiunea de aproximativ 300 kD. Este predispusd la mutatii precum inversii, deletii si
mutatii punctiforme, care afecteaza sinteza sau functia proteinei, cauzand hemofilia A (Figura 4).

Sursa principald a productiei de FVIII in organism nu este deocamdatd cunoscuta, dar se
crede ca ficatul poate juca un rol semnificativ. FVIII poate fi gdsit si in celulele din sangele
periferic, si in anumite linii celulare limfocite. In fluxul sangvin, FVIII este prezent in concentratii
scazute si actioneaza ca un co-factor pentru FIX in activarea factorului X. FVIII este o proteina
instabild si necesitd o interactiune cu factorul von Willebrand pentru stabilitate in sange. Cele doua
proteine circuld astfel impreuna ca un complex strans in plasma. Instabilitatea extrema a FVIII in
absenta VWF explica nivelurile semnificativ reduse ale FVIII observate la pacientii cu VWD
severe si la pacientii cu VWD homozigot de tip 2N [7, 121].

Este foarte neobisnuit ca femeile sd aibd hemofilie A clasica, deoarece ar trebui sd fie
homozigote pentru alelele cu deficit de factor VIIL In unele cazuri, denaturarea extremi a
inactivarii cromozomului X poate duce la niveluri scazute de factor VIII la femeile cu hemofilie
A, dar sangerarea severa este putin probabila. Exceptie de la aceasta sunt indivizii rari care au o
mutatie din HA, X-linkat combinata cu o anomalie cromozomiala. De asemenea, este important sa
se 1a In considerare diagnosticul de VWD de tip 2N homozigot la femeile cu niveluri foarte scazute

ale factorului VIII [53].
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Conform ipotezei Haldane, o treime din toti pacientii cu o tulburare letala X-linkat ar trebui
sa reprezinte noi mutatii [33]. Acest lucru rezultd din faptul ca o treime din toti cromozomii X se
afla la barbati si doua treimi la femei. Deoarece frecventa bolii este in echilibru, se poate presupune
ca aceste alele ale hemofiliei pierdute sunt inlocuite cu un numar egal de mutatii noi. Acest
principiu general se aplicd multor altor boli X-linkate [60, 40].

Inversia Intron-22. Gena FVIII la pacientii cu hemofilie A poate suferi o rearanjare unica
numitd inversiune, care este cauzatd de incrucisarea inegald intre secventele duplicate din gena.
Aceastd gend rearanjata are ca rezultat niveluri nedetectabile de FVIII si o formd severa de
hemofilie A. Aceastd mutatie inversa apare mai ales la barbati in timpul meiozei, probabil din
cauza diferentelor dintre cromozomii X si Y. Prezenta unui cromozom X pereche la femei previne
aceastd mutatie. Dacad un pacient are aceastd mutatie, este probabil ca mama sa sa fie purtitoare,
iar mutatia ar putea sa provina din alela bunicului matern [125].

Diagnosticul prenatal se poate face acum prin testarea mutatiei directe sau analiza legaturii
ADN pe probe de biopsie a vilozitatilor coriale prelevate deja de la 10 sdaptimani de sarcina,
oferind o alternativa la extragerea sangelui din cordonul fetal la sfarsitul sarcinii. In testele de
diagnostic prenatale prin analiza de legdturd este implicita presupunerea cd mama este purtitoare
de hemofilie A. Acest lucru poate fi dificil de stabilit definitiv pentru familiile in care probanda
poate reprezenta o noud mutatie. Analizele de probabilitate genetica pot oferi adesea o estimare
mai precisa a riscului in astfel de cazuri si ar trebui luatd in considerare consultarea genetica [53,
105].

Alte mutatii ale genei FVIIIL. Aproximativ 55% dintre pacientii cu hemofilie severa care nu
au inversarea intronului 22 au un defect molecular mai tipic in gena lor FVIII. Aproximativ 5%
dintre pacienti au deletii de diferite dimensiuni in gena FVIII si sunt gasite s1 mici insertii si deletii.
50% dintre pacienti au de obicei mutatii punctuale specifice in exoni sau jonctiuni de imbinare in
gena FVIIL. Majoritatea pacientilor cu hemofilie A usoard sau moderatd au o mutatie genetica
specificd in secventa de codificare a FVIII, care are ca rezultat o modificare a unui singur
aminoacid. Severitatea afectiunii variaza in functie de mutatia specifica.

Cercetdrile recente asupra structurii proteinei FVIII au oferit o noua intelegere a modului in
care mutatiile dintr-un domeniu specific contribuie la hemofilia A. Aceste mutatii genice apar
adesea la dinucleotidele CpG din cauza metilarii regulate, ceea ce duce la o schimbare de la C la
T. Diferite mutatii in gena FVIII la pacientii cu hemofilie A ofera perspective asupra mecanismelor
mutatiilor umane. Unii pacienti cu hemofilie A au, de asemenea, mutatii neobisnuite, cum ar fi

inserarea unei secvente transpozabile umane [137].
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Modificatori genetici potentiali ai severitatii hemofiliei A. Severitatea hemofiliei A este
strans legatd de volumul de activitate al factorului VIII. Cu toate acestea, variatiile altor gene ale
factorilor de coagulare pot afecta, de asemenea, severitatea bolii. Unii pacienti cu aceeasi mutatie
genetica in gena factorului VIII au niveluri diferite de severitate. S-a sugerat ca mutatia FV Leiden
poate fi un factor de modificare in aceste cazuri. Pacientii care au atdt mutatia FV Leiden, cét si
mutatia hemofiliei A tind sa aiba simptome mai usoare [15].

Studiile de laborator sustin, de asemenea, ideea cd FV Leiden poate creste formarea de
trombine la pacientii cu hemofilie A. Avand in vedere frecventa ridicatd a mutatiei FV Leiden in
populatia generald (aproximativ 5%), acesta ar putea fi un factor important intr-un subgrup
semnificativ de pacienti. Aceasta interactiune potentiala intre FV Leiden si hemofilia A a fost
confirmatd 1intr-un studiu. Alte mutatii comune ale trombofiliei, cum ar fi mutatia
metilentetrahidrofolat reductazei termolabile (MTHFR) si polimorfismul genei protrombinei
recent identificat, nu au fost inca evaluate ca potentiali modificatori ai hemofiliei A [53].

Implicatiile clinice ale diagnosticului molecular genetic pentru hemofilia B. Prezentarea
clinicad a hemofiliei B este aproape imposibil de distins de cea a hemofiliei A, desi cele doua
tulburdri pot fi separate cu usurintd pe baza testelor de laborator de rutind si a masurarii activitatii
FVIII si FIX. Atat genele FVIII, cat si genele FIX sunt situate pe bratul lung al cromozomului X,
separate de aproximativ 10 centimorgani [130].

Reglarea transcriptiei genei FIX a fost un subiect de cercetare extinsd, in special datorita
descoperirii unei variante de hemofilie B numita FIX Leyden. Persoanele cu FIX Leyden
experimenteazd niveluri scazute de FIX si hemofilie severa in timpul copildriei. Cu toate acestea,
se observa o imbunatdtire remarcabild in timpul pubertdtii, nivelurile de FIX ajungand aproape de
limitele normale.

Identificarea mai multor mutatii in regiunea promotoare a genei FIX la acesti pacienti a
contribuit in mod semnificativ la intelegerea modului in care este reglata gena FIX. Aproximativ
o treime din mutatiile punctuale observate in hemofilia B apar la secvente specifice de ADN
cunoscute sub numele de dinucleotide CpG. Similar cu hemofilia A, se crede cd aproximativ o
treime din mutatiile din hemofilia B apar spontan sau ,,de novo”, sustindnd ipoteza lui Haldane.
Analiza recentd a unui grup mare de pacienti cu hemofilie B din Regatul Unit a relevat o ratd
globala a mutatiilor umane de 2,14 x 10 -8 per generatie, ceea ce Inseamna ca aproximativ 128 de
mutatii apar in fiecare zigot uman. Dintre aceste mutatii, aproximativ 1% (aproximativ 1,3 per
zigot) sunt ddunatoare [72].

Gena FIX localizata pe bratul lung al cromozomului X (Xq27.1), contine 8 exoni si este o

serin-proteaza implicatd in calea intrinsecd a coaguldrii. Mutatiile in FIX includ substitutii de
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nucleotide, deletii sau insertii, care duc la producerea unei proteine anormale sau la reducerea

cantitatii de factor IX, provocand hemofilia B (Figura 5).

Heavy Chain

_Iu;-l=m: e

Heavy Ghain Light Chain

Figura 4. Structura cristalina a genei factorului VIII cu domeniul B sters [131]

Notd: (A) Diagrami a organizirii domeniilor factorului VIII uman si a factorului VIII cu domeniul B sters. (B)
Structura tridimensionald a factorului VIII cu domeniul B sters. Domeniul A1l (resturi 1-336) si regiunea acida al
(resturi 337-372) sunt colorate in albastru-inchis. Domeniul A2 (resturi 373—710) si regiunea acida a2 (resturi 711—
740) sunt colorate 1n albastru-deschis. Aceste regiuni (Al, al, A2, a2) alcatuiesc lantul greu. Domeniul A3 (resturi
1690-2019), domeniul C1 (resturi 2020-2172) si domeniul C2 (resturi 2173-2332) alcatuiesc lantul usor si sunt
colorate in rosu, roz-inchis si roz-deschis, respectiv. Regiunea acidd a3 este dezordonata si nu este inclusa in aceasta
structura. Structura contine doi ioni de Cu2+ (verzi), un ion de Ca2+ (portocaliu) si trei unitati de carbohidrati (gri).
(C) Suprapunerea scheletului polipeptidic al domeniului C2 din factorul VIII cu domeniul B sters (roz) si structura
acestuia cu o rezolutie de 1,5 A a domeniului C2 izolat (gri; cod PDB: 1D7P; Pratt et al., 1999). (D) Doui site-uri de
legare pentru Cu2+ si un site de legare pentru Ca2+ au fost identificate in factorul VIII cu domeniul B sters. Hartile
de densitate electronica experimentala pentru ionii metalici sunt conturate la 4. Panoul superior: Site-ul de legare
pentru Cu2+ in domeniul Al. Panoul din mijloc: Site-ul de legare pentru Cu2+ in domeniul A3; fiecare Cu2+ este
coordonat de doud reziduuri de histidind si un reziduu de cisteind intr-o geometrie planara trigonala. Panoul inferior:
un ion de Ca2+ este coordonat de grupurile carboxilice ale reziduurilor de aspartat si glutamat, precum si de doi atomi
de oxigen carbonilic din scheletul proteinei.

Asn Asn Thr 159
157 167 Thr 169 %
Thr 172 &

Glu 7,8,15,17, Tyr 155
20,21,26,27, Ser 61 Ser 158
30,33,36,40 Ser 141

‘ . Mannose ] N-acetylglucosamine * Xylose
ol S O Galactose [[] N-acetylgalactosamine A Fucose
(O Hexose [J N-acetylhexosamine € N-acetylneuraminic acid

Figura 5. Domeniile structurale si modificarile post-translationale ale factorului IX al
coagularii [131]
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Noti: Schema factorului IX matur (FIX) cu modificarile post-translationale (PTM-uri) descrise
anterior, atat pentru FIX derivat din plasma, cat si pentru FIX recombinant (figura modificata din
ref. *°). Domeniul GLA (rosu) contine 12 situri potentiale de y-carboxilare pe E7—40 si un O-glican
la T38/39. Domeniul asemdndtor EGF 1 (roz) contine doud O-glicani pe S** si S%, B-hidroxilarea
lui D** si fosforilarea lui S®®. Domeniul asemanator EGF 2 (violet) nu are PTM-uri cunoscute.
Domeniul scurt (alb) care leagd domeniul EGF-like 2 de peptida de activare (AP, verde) contine
un O-glican la S'!. AP contine doud N-glicani la N'*7 si N'¢7_ patru O-glicani la T'°, T, T'"2 si
T'7, sulfatul lui Y'* si fosforilarea lui S'*® si T'**. Domeniul serin proteaza (portocaliu) contine un
N-glican legat la N8

Detectarea mutatiilor. Numele genelor, modificarile nucleotidelor au conventiile lor unice
de denumire. Responsabilitatea de a decide asupra numelor genelor revine Comitetului de
nomenclaturd genicd al Organizatiei Genomului Uman 150, in timp ce sarcina de a descrie
modificarile nucleotidelor si proteinelor intrd in competenta Societatii pentru Variatia Genomului
Uman. Aceste modificari sunt cuantificate pornind de la un punct specific al proteinei.
Identificarea primei mutatii a hemofiliei B dateaza din 1985. Analiza mutatiilor implica de obicei
utilizarea amplificarii ADN-ului PCR, urmata de secventierea Sanger nu numai a celor opt exoni,
ci si a regiunii 5’-netraduse, 3'-regiunii netraduse si limitele de imbinare ale F9 [17, 84].

Diverse organizatii recomanda efectuarea de analize ale mutatiilor pentru toate persoanele
cu hemofilie. Aceasta ajutd la identificarea oricarui risc crescut de dezvoltare a inhibitorilor,
asociat cu mutatii specifice. Mai mult, permite testarea purtatorului pentru rudele de sex feminin
si chiar diagnosticul genetic prenatal sau potential preimplantator [32].

In unele laboratoare, scanarea mutatiilor este utilizati pentru a evidentia ampliconul care
contine o mutatie candidatd Inainte de analiza secventei sale [16]. Secventierea ADN-ului de
generatie urmatoare (NGS) este, de asemenea, utilizatd pentru a determina secventierea. Analiza
computationald a aratat cd anumite mutatii pot duce la variatii ale nivelului proteinei factor IX, n
timp ce altele au un fenotip consistent. Analiza ARNm FIX poate oferi mai multe perspective
asupra urmarilor acestor defecte de splicing si poate fi utilizata atunci cand mutatiile nu sunt
identificate din analiza ADN-ului genomic. Cu toate acestea, obtinerea de ADNc FIX de lungime
completa din leucocite poate fi o provocare in unele cazuri [31].

Cercetatorii au investigat, de asemenea, originea diferitelor tipuri de mutatii In cadrul genei
FIX, rapoartele indicand mutatii de origine masculind si feminina. Mecanismele mutationale din
hemofilia B au fost sistematizate in diferite clase, cum ar fi mutatii reactive incrucisate pozitive,
reduse, negative, discrepante si echivalente. Mai mult, mutatiile silentioase, care nu modifica

secventa de aminoacizi, dar pot avea un impact asupra productiei de proteine, au fost, de asemenea,

explorate si discutate in profunzime [53].
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Hemofilia B Leyden. O analiza a bazei de date a genei FIX a constatat ca 1,3% dintre
pacienti au mutatii multiple. S-a determinat ca unele dintre aceste mutatii sunt putin probabil sa
fie patogene pe baza frecventei, conservarii aminoacizilor si predictiei locului de imbinare.
Aproximativ 0,55% dintre pacienti au doud mutatii posibile. S-a considerat initial ca mutatiile care
provoaca hemofilie B severa se pierd de-a lungul generatiilor din cauza mortii pacientilor inainte
de reproducere. Mutatiile de novo sunt mai frecvente In hemofilia B severd, dar pot implica
aceleasi reziduuri ca si mutatiile recurente. Pacientii cu boala moderatd/usoara ajung adesea pana
la varsta reproducerii, ceea ce duce la trecerea mutatiilor prin populatie. Unele mutatii devin mai
frecvente la anumite populatii datorita efectului fondator. Analiza mutatiilor care apar la un anumit
punct fierbinte de mutatie in gena FIX a identificat diferite haplotipuri pentru mutatiile recurente.
Pacientii cu hemofilie B severa au mai multe sanse de a avea mutatii recurente. Introducerea
substantelor chimice moderne nu pare sa fi afectat rata mutatiilor, care este similara intre diferitele
grupuri de populatie. Mutatiile FIX ale liniei germinale rezultd mai degraba din procese endogene
decat din mutageni externi. Intr-un alt studiu s-a constatat ¢ opt din 103 pacienti au doud mutatii,
niciuna dintre variante nefiind prezenta in alte baze de date. In 1970, a fost descoperit un nou tip
de hemofilie B numit B65. Determind cresterea rapida a nivelului factorului de coagulare FIX: C
dupa pubertate, atingand niveluri normale Tn multe cazuri. Unii pacienti devin independenti de
factorul de coagulare pana la varsta adulta timpurie. Acest fenotip este observat la 1,9% dintre
pacientii cu mutatia genei FIX. Mutatia genei afecteaza situsurile de legare pentru trei factori de
transcriptie intr-o regiune specifici a promotorului. Intreruperea acestor situsuri poate reduce
legarea factorului de transcriptie in timpul copilariei, dar induce cresterea nivelurilor de FIX in
timpul pubertdtii [53]. Registrul international de inhibitori FIX a constatat ca deletiile genetice
mari si mutatiile nonsens au fost asociate atat cu dezvoltarea inhibitorilor, cat si cu anafilaxia la
pacientii cu hemofilie B severa [129].

Pacientii cu deletii complete ale genei au avut cel mai mare risc, iar unii au dezvoltat, de
asemenea, sindrom nefrotic in timp ce urmau terapie de inductie a tolerantei imune [16, 91].

Predictia patogenitatii. Cand se efectueazd analiza mutatiilor, pot fi gdsite mutatii
identificate anterior. Documentarea patogenitatii lor este adesea simpld, in special atunci cand
varianta a fost observata la alti pacienti cu niveluri similare de FIX. In cazul in care cautarea pe
internet nu identifica varianta la alti pacienti, predictia in silico a patogenitatii poate ajuta la

determinarea faptului daca varianta este probabil sa fie patogena [32].
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1.5. Strategii terapeutice si management al hemofiliei 1a copii. Obiectivele de baza
ale programelor terapeutice pentru hemofilie

Tratamentul hemofiliei pediatrice a evoluat semnificativ de-a lungul ultimelor decenii,
transformand aceasta afectiune rara, odinioara cu prognostic sever, intr-o boald cronica
gestionabild. De la utilizarea transfuziilor de sange integral si plasma proaspdtd congelata, s-a
trecut, Tn anii *60, la crioprecipitatul derivat din plasma, ce furniza concentratii mai mari de factor
de coagulare necesare opririi episoadelor hemoragice. Progresul semnificativ a fost atins Tn anii
’70, odatd cu introducerea concentratelor liofilizate de factori VIII si IX, care au permis
administrarea la domiciliu si au redus semnificativ mortalitatea asociatd cu complicatiile
hemoragice [101]. Cu toate acestea, utilizarea produselor plasmatice a fost umbritd de riscul
transmisiei agentilor patogeni, in special in anii ’80, cand infectiile cu HIV si virusurile hepatitice
au afectat sever comunitatea pacientilor cu hemofilie. Aceste evenimente au declansat o schimbare
radicald in directia sigurantei biologice a produselor utilizate. Dezvoltarea tehnologiei ADN
recombinant 1n anii *90 a permis producerea in laborator a factorilor VIII si IX necontaminati viral,
marcand o noud erd in terapia hemofiliei — Incepand cu 1997, primele concentrate recombinante
au fost utilizate in practica clinicd, inlocuind treptat produsele plasmatice [101]. Terapia cu factori
recombinanti a devenit standardul de ingrijire in tarile dezvoltate, contribuind la cresterea
semnificativa a sperantei de viata si a calititii vietii copiilor cu hemofilie [101]. In paralel, a fost
introdus conceptul de profilaxie — administrarea regulatd a factorilor de coagulare pentru
prevenirea episoadelor hemoragice, in special a hemartrozelor. Aceasta strategie terapeuticd,
introdusa in anii 90, a transformat complet managementul hemofiliei severe, permitdnd
pacientilor o viata activa si aproape normala [101].

Clasificarea terapeutica actuald a hemofiliei include doua paradigme majore: tratamentul ,,la
nevoie” (on-demand), care consta Tn administrarea factorului de coagulare in timpul unui episod
hemoragic acut, si tratamentul profilactic, administrat in mod regulat pentru a mentine niveluri
hemostatice adecvate si a preveni aparitia hemoragiilor spontane. Datele clinice arata ca profilaxia
continud reduce semnificativ riscul de artropatie hemofilicd, imbunatatind rezultatele functionale
si calitatea vietii copiilor [101].

Tratamentul poate fi profilactic primar (inainte de aparitia oricarei hemoragii articulare),
secundar (dupa primele hemoragii, dar inaintea artropatiei manifeste) sau tertiar (dupa instalarea
artropatiei, cu scopul reducerii progresiei) [101]. Totodata, in functie de produsul utilizat,
tratamentul se Imparte In terapie de substitutie (cu factori VIII/IX derivati din plasmad sau
recombinanti), terapie non-substitutiva (ex. emicizumab, fitusiran, concizumab) si terapie de

bypass (tFVIla, aPCC) utilizata in prezenta inhibitorilor [101].
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O evolutie recentd importantd este aparitia concentratelor de factori cu timp de injumatatire
extins (EHL), care ofera aceeasi eficacitate hemostatica, dar necesitd administrdri mai rare, aspect
deosebit de relevant pentru populatia pediatricd, in cazul careia accesul venos reprezintd o
provocare majora [43]. Astfel, molecule precum efmoroctocog alfa (rFVIIIFc), damoctocog alfa
pegol (rFVIII pegilat), eftrenonacog alfa (rFIX-Fc) sau albutrepenonacog alfa (rFIX-albumina)
permit scaderea frecventei administrarilor la 1-2 pe sdptimana, crescand aderenta la tratament
[101]. Eficienta acestor produse este mai pronuntatd in hemofilia B, in cazul céreia timpul de
injumatatire a crescut de pand la 4-6 ori (pana la 100 de ore) comparativ cu doar 1.5-2 ori 1n
hemofilia A, din cauza legarii FVIII de factorul von Willebrand [101].

Un progres deosebit in ultimii ani il reprezintd dezvoltarea terapiilor non-factoriale, in
special utilizarea emicizumab, un anticorp monoclonal bispecific care leaga factorul IXa de
factorul X, mimand activitatea cofactorului FVIII activ. Administrarea subcutanatd si
farmacocinetica favorabila (timp de Injumatatire ~30 zile) permit dozari la intervale saptdmanale,
bilunare sau lunare, cu o eficientd comparabila si, uneori, superioara profilaxiei cu factor VIII
[101].

Studiile clinice HAVEN au demonstrat o reducere de peste 80% a ratelor anuale de sangerare
la pacientii cu si fara inhibitori tratati cu emicizumab [101]. in studiul HAVEN 2, 77% dintre
copiii sub 12 ani tratati cu emicizumab nu au prezentat niciun episod de sangerare tratat, iar toate
articulatiile tintd s-au rezolvat pe durata urmaririi [101]. In plus, emicizumab nu este neutralizat
de anticorpii anti-FVIII, ceea ce il face o solutie ideala pentru pacientii cu inhibitori [101].

Dezvoltarea altor terapii non-factoriale este in curs, printre care fitusiran (ARN interferential
care reduce sinteza antitrombinei, crescand indirect trombina endogend) si concizumab (anticorp
monoclonal anti-TFPI), ambele in studii clinice avansate. Aceste terapii, administrabile
subcutanat, sunt promitatoare prin eficienta in hemofilia A si B, indiferent de prezenta
inhibitorilor, si reprezinta o noua generatie de tratamente profilactice ,,factor-agnostice” [101].

Cea mai avansata forma de tratament — terapia genica — urmareste transferul genei F8 sau F9
in hepatocite, utilizand vectori virali adeno-asociati (AAV), pentru o productie endogena continud
a factorilor de coagulare. Produsele valoctocogene roxaparvovec (pentru hemofilia A) si
etranacogene dezaparvovec (pentru hemofilia B) au fost aprobate incepand cu 2022 in SUA si UE,
oferind pacientilor adulti o posibilitate de remisiune functionald prelungita, cu reducerea masiva a
necesitatii profilaxiei. Totusi, limitarile actuale includ aplicabilitatea doar la adulti, imposibilitatea
redozdrii din cauza imunizarii anti-AAV, riscuri imunologice hepatice si costuri foarte ridicate

(2,9-3,5 milioane USD per pacient) [101].
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In hemofilia pediatrica, terapia genicd nu este incd recomandati, datoritd turnover-ului
hepatic crescut la copii, care poate duce la diluarea expresiei genice, riscul de reactii imune pe
termen lung si lipsa experientei privind siguranta la varste mici. Cu toate acestea, se preconizeaza
extinderea treptata a acestei optiuni terapeutice catre adolescenti, pe masura ce se acumuleaza date
privind eficienta si siguranta pe termen lung. In pofida progreselor terapeutice remarcabile, accesul
la tratamente moderne ramane inegal. Profilaxia continud este standardul de ingrijire in tarile cu
venituri mari, insa 1n regiunile cu resurse limitate — inclusiv Republica Moldova — profilaxia este
aplicata restrictiv, din cauza costurilor ridicate ale factorilor de coagulare. In prezent, Moldova
dispune de crioprecipitat, concentrate de factor VIII/IX si produse recombinante in regim mixt,
dar accesul universal la profilaxie continua nu este inca posibil [101]. Totusi, incepand cu a doua
jumatate a anului 2025, autoritatile planifica introducerea profilaxiei cu emicizumab pentru copiii
cu hemofilie A severd, marcand un salt calitativ important in alinierea la standardele internationale
[101]. Din punct de vedere economic, profilaxia continua s-a dovedit cost-eficientd pe termen lung,
reducand cheltuielile asociate complicatiilor, internarilor, interventiilor ortopedice si dizabilitatii.
In Romania, studiile au aratat ca, desi tratamentul profilactic presupune un cost initial mai ridicat,
raportul cost-eficienta este favorabil fata de tratamentul la nevoie, in special in cazul copiilor, prin
prevenirea dizabilitatilor si reintegrarea socio-profesionald [101]. Acelasi principiu este aplicabil
st in alte tari din Europa de Est, unde eforturile actuale vizeaza extinderea accesului la profilaxie
cu produse inovatoare, pentru reducerea disparitatilor terapeutice.

Hemofilia poate fi gestionata prin:

* Tratament ,,la nevoie” (on-demand) — eficient in controlul hemoragiilor acute, dar fara efect
preventiv asupra artropatiei [136, 118].
* Profilaxie regulatd — standardul modern de Tngrijire, cu impact major in reducerea hemoragiilor
si prevenirea complicatiilor musculo-scheletale [136, 19, 9].
Tipurile de profilaxie:
* Primara — initiatd inainte de hemoragii articulare [9].
*» Secundara — dupa primele doud episoade hemoragice [9].
* Tertiara — dupa instalarea artropatiei, pentru a preveni agravarea acesteia [9, 95].
Profilaxia poate fi continud (> 45 sapt./an) sau intermitenta, in functie de resurse si context clinic
[56].
Clasificarea tratamentelor in hemofilie:
a. Dupa scopul terapeutic:
* Profilaxie regulata [136, 19, 9]

* Tratament episodic [118]
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b. Dupa tipul de produs:

* Terapie substitutiva (FVIII/FIX) [78]

* Terapie non-factoriald (emicizumab, fitusiran, concizumab) [132, 33, 29]

* Terapie de bypass (rFVIla, aPCC) — la pacienti cu inhibitori [134, 38]

c. Dupa durata:

* Acut (episodic) [118]

* Cronic (profilaxie) [9]

d. Dupa abordare:

* Standardizata

* Individualizata (farmacocinetica, greutate, stil de viata) [39]

e. Terapii avansate:

* Terapie genica (in curs de implementare pentru adulti) [10, 50]

Factori recombinanti vs. factori EHL — produsele moderne recombinante si cele cu durata
extinsda:

* tFVIII/TFIX conventional — standard Tn multe tari [58].

* EHL (ex. rFVIIIFc, rFIX-Fc, PEGilate) — reduc frecventa administrarilor, cresc aderenta, fiind
preferate in cazul copiilor [125, 100].

Limitare: FVIII EHL oferd prelungire modesta a timpului de Injumatatire, comparativ cu FIX
EHL [81, 16].

Terapii non-factoriale: inovatii in hemofilia A

Emicizumab:

* Anticorp monoclonal bispecific ce imitd FVIII [91].

* Se administreaza subcutanat, saptamanal/lunar [12].

* Eficient indiferent de prezenta inhibitorilor, cu reducerea semnificativa a sangerarilor (peste
80% 1n studiile HAVEN) [96, 112].

Alte terapii non-factor:

* Fitusiran (ARN!1 care inhiba antitrombina) — potenteaza trombina endogena [73].
 Concizumab (anti-TFPI) — creste generarea de trombind [71].

Ambele se administreaza subcutanat, in dezvoltare clinica avansata [73, 71].

Terapia genica: promisiune curativa

* Vectori AAV cu gene F8/F9 (Roctavian®, Hemgenix®) [10, 50].

* O singurd dozd i.v. — expresie hepatica a factorului — profilaxie potentialmente inutila ani de
zile [10].

» Eficienta ridicata la adulti (reducere 50-95% a hemoragiilor), dar:
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o Limitari actuale: doar adulti, costuri >3 milioane USD, imposibilitate de re-administrare,

reactii imune hepatice [50, 48].

o La copii, aplicarea este prematurd — riscuri imunologice si metabolice, diluare hepatica prin

crestere [50, 28].

Provocarile actuale si accesul inegal la terapii moderne

* Doar 25-30% dintre pacienti la nivel global beneficiaza de profilaxie [41].

* Accesul la emicizumab si terapiile genice este inegal, dependent de context economic [17, 74].

* Moldova si alte tari din Europa de Est implementeaza treptat terapii moderne (ex.: planul

introducerii emicizumab in 2025 pentru copii) [12].

* Registrul national, centrele regionale si telemedicina sunt esentiale pentru echitate [32].

Cost-eficienta si sustenabilitate terapeutica

* Profilaxia regulata este cost-eficientd pe termen lung (evitarea dizabilitatilor, reducerea

spitalizarilor) [31,

30].

* Emicizumab — cost ridicat, dar eficient la pacientii cu inhibitori [51].

* Terapia genica — cost initial foarte mare, dar poate deveni rentabila daca beneficiile persista

>10 ani [50, 120].

« In Romania si Republica Moldova, bugetul alocat profilaxiei este in crestere, dar rimane sub

media UE [37].

Pentru terapia de profilaxie este necesara administrarea de FIX sdptamanal si 1-2

doze/saptamana in cazul FVIIIL. Exista trei tipuri de profilaxie a hemofiliei: primara, secundara si

tertiard, fiecare cu recomandarea si scopul sau (Tabelul 4). Cu toate acestea, terapia actuald de

profilaxie are limitdri, deoarece nu elimind complet sangerdrile subclinice, care in timp pot

determina osteoartrita [37, 30].

Tabelul 4. Tipuri de terapie de profilaxie in hemofilie si recomandarile acestora

si/sau studii imagistice si inainte
de a doua sangerare articulara

evidenta clinic si varsta de 3 ani

documentate prin examen fizic

si/sau studii imagistice

Tip de profilaxie Primar Secundar Tertiar
Terapia regulatd de inlocuire Terapia regulatd de inlocuire Terapia regulata de
continud a inceput in absenta continua a inceput dupd doua sau inlocuire continud a inceput
unei boli articulare documentate, | mai multe sdngerari articulare, dar dupa debutul bolii articulare
Definitie determinatd de examen fizic inainte de debutul bolii articulare documentate prin examen

fizic si radiografii simple

ale articulatiilor afectate
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Scop

Profilaxia sangerarilor care pun

viata in pericol

Profilaxia sangerarilor care pun

viata in pericol

Profilaxia sangerarilor care

pun viata in pericol

Mentinerea integritatii

articulatiilor

Reduce frecventa sangerarilor

Reduce frecventa

sangerarilor

Minimizati episoadele de

sangerare

Previne sangerarea in articulatiile

vizate

Reducerea sangerarilor la

nivelul articulatiilor vizate

Calitate naltd a vietii

Reduce riscul de artropatie

Reducerea agravarii

artropatiei

Statutul social, educational

Mentinerea calitatii vietii

Controlul durerii

Permite activitati fizice, sport

Statutul social, educational

Reduce sangerarile asociate

cu alte boli

Permite activitati fizice, sport

Permite kinetoterapie si

chirurgie ortopedica

Imbunatiteste calitatea

vietii

Imbunititeste statutul

social si educational

Tratamentul profilactic este terapia optimd deoarece previne afectarea articulatiilor si

musculare si permite copilului sau persoanei cu hemofilie sd aiba o calitate normald a vietii

(Tabelul 5).

Tabelul 5. Dozarea factorilor in functie de greutatea pacientului in timpul terapiei de

profilaxie

Tipul dozei

Dozare

Doza mare/plina

(Malmo/suedeza)

25-40 Ul/kg 3x/saptamana sau la 2 zile, de la varsta de 1-2 ani,

independent de istoricul de sangerare

Doza intermediara

(olandeza)

12-25 Ul/kg 2-3%/saptamana, se initiazd dupa o hemartroza

Doza crescatoare

(canadian)

50 Ul/kg 1x/saptamana, cu escaladare la 30 UI 2x/saptaména, apoi

25 Ul/kg la 2 zile, in functie de frecventa sangerarii.
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1.6. Hemofilia inhibitorie: provocari clinice si perspective terapeutice

O complicatie majora in managementul hemofiliei o reprezintd dezvoltarea de anticorpi
neutralizanti (inhibitori) Tmpotriva factorilor exogeni administrati in scop terapeutic. Acesti
aloanticorpi, produsi de sistemul imun al pacientului, neutralizeazd activitatea coagulantd a
factorilor de coagulare VIII sau IX, compromitand eficienta terapiei de substitutie si crescand
considerabil riscul de hemoragii severe sau refractare [136, 118].

Incidenta inhibitorilor este cea mai ridicata in hemofilia A severa, in cazul céreia aproximativ
25-30% dintre pacienti dezvolta aceasta complicatie, in timp ce Tn hemofilia B severa procentul
este mai redus (5-10%) [3-5]. La formele usoare sau moderate, aparitia inhibitorilor este rara,
fiind asociatd mai ales cu expuneri terapeutice intense sau cu mutatii punctiforme ce modifica
epitopi imunogeni [56]. Debutul formarii inhibitorilor apare, de regula, in primele 50 de zile de
expunere la factorul de coagulare, cu un varf intre 9 si 15 zile cumulative de expunere. Varsta
medie la care se dezvolta inhibitorii este de 2—3 ani in hemofilia severa congenitald [ 78], dar poate
fi mult mai avansata in formele usoare sau in hemofilia dobandita, unde media este in jur de 30 de
ani [132]. Factorii de risc implicati includ predispozitia genetica (ex. mutatii de tip inversie intron
22 in F8), etnia, tipul de produs (derivat plasmatic vs. recombinant), regimurile terapeutice
(profilaxie versus tratament la nevoie), precum si factori imunologici sau epigenetici [33, 134].
Inhibitorii se suspecteaza clinic atunci cand raspunsul la tratamentul substitutiv devine ineficient,
cu persistarea sangerarii in ciuda dozelor terapeutice. Diagnosticul se confirma prin testul Bethesda
modificat, care cuantificd titrul inhibitorilor In unitdti Bethesda (UB). Valori >0,6 UB sunt
considerate pozitive, dar pragurile clinice relevante sunt: inhibitori cu titru scazut (<5 UB) si
inhibitori cu titru inalt (=5 UB), acestia din urma fiind asociati cu o activitate imund amplificata si
risc crescut de recurenta [38, 39].

Din punct de vedere imunologic, inhibitorii anti-FVIII sunt in principal de tip IgG1 si IgG4,
cu specificitate pentru domeniile A2, A3 si C2 ale proteinei. Anticorpii anti-domeniu A2 si A3
inhiba interactiunea cu FIXa, iar cei anti-C2 perturbd legarea la fosfolipide si la factorul von
Willebrand [10, 50].

Copiii cu inhibitori prezintd o frecventd crescuta a hemoragiilor spontane, hematoamelor de
tesut moale, epistaxisului si hemartrozelor recurente. Aceste episoade sunt mai greu de controlat
si pot duce rapid la complicatii severe, cum ar fi artropatia invalidanta sau hemoragii cu potential
letal [58]. Prezenta inhibitorilor limiteaza semnificativ optiunile terapeutice si determina o calitate
redusa a vietii, cu multiple spitalizari, interventii si afectare psihologica [125].

Abordarea terapeutica include doua directii majore: controlul sangerarilor acute si eradicarea

inhibitorilor. In prezenta inhibitorilor cu titru inalt, tratamentele standard cu FVIII/FIX devin
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ineficiente. In aceste cazuri, se utilizeaza agenti de bypass, precum factorul VII activat
recombinant (rFVIIa) sau complexul protrombinic activat (aPCC), care ocolesc necesitatea
prezentei FVIII/FIX functional [100,81]. La pacientii cu inhibitori de tip scazut, perfuziile de
FVIII/FIX in doze crescute pot depdsi temporar activitatea inhibitorului.

Inducerea tolerantei imune (ITI) este singura strategie cu scop curativ pentru eradicarea
inhibitorilor. Presupune administrarea zilnica (sau la 2 zile) a unor doze mari de FVIII timp de luni
sau ani. ITI are o ratd de succes de pana la 70% 1n hemofilia A, nsa doar 30% in hemofilia B,
unde existd si riscul de reactii anafilactoide [16, 91]. Pacientii cu succes terapeutic pot relua
profilaxia cu produse conventionale.

Emicizumab, un anticorp monoclonal bispecific care imitd functia cofactoriala a FVIII
activat, ofera o alternativa sigura si eficienta la pacientii cu inhibitori. Se administreaza subcutanat,
are o biodisponibilitate crescuta si nu este neutralizat de inhibitorii clasici, fiind deja aprobat pentru
tratamentul hemofiliei A cu si fard inhibitori [12, 96].

De asemenea, terapii In dezvoltare precum fitusiran (ARN interferent care scade
antitrombina) si concizumab (anticorp anti-TFPI) reprezinta noi optiuni promitatoare, aflate in faze
avansate de testare clinica [112, 73].

Monitorizarea periodicd a inhibitorilor este esentiala in practica pediatrica. Ghidurile
internationale recomanda screening la fiecare 3—5 zile de expunere pana la 20 de zile cumulative,
apoi la 10 zile pana la 50 de expuneri, iar ulterior cel putin de doud ori pe an pana la 150 de zile
de expunere [71]. De asemenea, este indicata testarea la schimbarea produsului de factor, Tnaintea
interventiilor chirurgicale sau dupa perfuzii intensive.

Registrul national, centrele de hemofilie si abordarea multidisciplinara sunt esentiale pentru
detectarea precoce si managementul adecvat al pacientilor pediatrici cu inhibitori.

Pentru copii, ar trebui sa existe screening o data la cinci zile de la expunere pand la 20 de
zile de expunere, la fiecare zece zile de expunere intre 21 si 50 de zile de expunere, de cel putin
doua ori pe an pana la 150 de zile de expunere. Este necesard o evidenta si cercetare minutioasa
inainte de operatie sau la trecerea pacientului la un nou concentrat de factori. Este necesara
investigarea tuturor pacientilor care au primit un tratament intensiv o perioada ce dureaza mai mult

de cinci zile si in decurs de patru sa@ptdmani de la ultima perfuzie.

Concluzie la Capitolul 1
Analiza literaturii de specialitate a evidentiat complexitatea hemofiliei in copilarie, atat din
punct de vedere clinic, cat si genetic, biochimic si terapeutic. Evolutia abordarilor diagnostice si

progresul terapiilor substitutive si non-factoriale reflectd un interes stiintific sustinut in scopul
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legate de diagnostic precoce, acces echitabil la tratament si gestionarea complicatiilor imune
precum dezvoltarea inhibitorilor. Alegerea temei de cercetare in cauza deriva din nevoia de a
adapta aceste cunostinte la contextul national, in special pentru Republica Moldova, unde sistemul
de Ingrijire pediatricd hematologica necesita consolidare. Studiul de fatd urmareste sa contribuie
la fundamentarea unui model de diagnostic si tratament personalizat, eficient si sustenabil pentru

copiii cu hemofilie.
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2. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE

2.1. Caracteristica generala a cercetarii si proiectarea volumului esantionului de
studiu

Proiectul de cercetare s-a desfasurat in cadrul Departamentului Pediatrie al IP Universitatea
de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu’’, Republica Moldova, la baza IMSP IM si
C, sectia Hemopatii benigne, in cadrul caruia au fost admisi 90 de copii, cu varsta de 2—17 ani si
11 luni, din mediul urban si rural.

Proiectarea volumului esantionului necesar pentru realizarea lucrarii. Pentru a realiza
scopul si obiectivele trasate a fost planificat un studiu observational, descriptiv, transversal,
selectiv. Studiul s-a desfasurat in perioada 2018-2022 si a inclus toti copiii diagnosticati cu
hemofilie si monitorizati in aceasta perioada in clinica. Pentru a completa analiza si a permite o
comparatie mai detaliata a strategiilor de tratament, a fost necesara includerea retrospectiva a unui
numar suplimentar de pacienti tratati cu crioprecipitat din perioada 2010-2013. Aceasta etapa
retrospectiva a permis evaluarea efectelor tratamentului specific pe o perioada de 3 ani, oferind o
perspectiva comparativa intre metodele utilizate.

Populatia studiati. In perioada 2018-2022, au fost inclusi toti copiii diagnosticati cu
hemofilie care s-au adresat la clinica, reprezentdnd populatia prospectiva din aceastd perioada.
Pentru perioada anterioard, au fost analizati retrospectiv pacientii tratati cu crioprecipitat, pe baza
documentatiei medicale, pentru a asigura o comparatie adecvati. In total, au fost identificati 108
copii diagnosticati cu hemofilie Tn perioada 2010-2022. Dintre acestia, 90 de pacienti (83,3%) au
fost inclusi in studiu, fie prin participare activa (2018-2022), fie prin analiza retrospectiva a
dosarelor medicale. Justificarea includerii retrospective: avand in vedere ca hemofilia este o boala
rard, utilizarea unei abordari retrospective pentru includerea pacientilor tratati cu crioprecipitat a
fost esentiald pentru a asigura reprezentativitatea esantionului. Aceastd metodologie a permis o
evaluare mai largd a efectelor tratamentului, precum si comparatia strategiilor utilizate in timp,
contribuind la o intelegere mai completa a evolutiei terapeutice.

Justificarea metodologica. Hemofilia este o boala rard, cu o prevalenta redusa in populatia
generala. In consecinti, pentru a asigura reprezentativitatea si validitatea rezultatelor, aproape
intreaga populatie de copii diagnosticati si tratati In aceastd sectie in perioada specificatd a fost
luata in studiu. Astfel, procentul ridicat al copiilor inclusi in studiu (83,3%) reflecta din punct de
vedere statistic structura populatiei studiate, reducand riscul de erori de selectie si crednd un cadru
adecvat pentru analiza observationala.

Metodologia de cercetare. Cercetarea s-a efectuat 1n cateva etape (s-au respectat pasii de

lucru, sistematizati grafic in diagrama ce reflecta designul cercetarii (figura 6)).
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La etapa 1, aplicand criteriile de includere/excludere, au fost selectati 90 de copii care au
constituit lotul de cercetare, respectand urmatoarele criterii: copii cu diagnosticul de hemofilie; cu
varsta de 0-18 ani; prezenta acordului parintilor sau al tutorelui legitim de participare in studiu;
cetateni ai Republicii Moldova; abilitatea de a comunica bine cu cercetatorul; sa inteleaga sisa
respecte cerintele inaintate de studiu; Intelegerea si semnarea acordului informat 1n scris.

Au fost exclusi din cercetare subiectii cu urmatoarele caracteristici: copii cu alte tipuri de
coagulopatie; lipsa acordului informat de la parintii copiilor inclusi In cercetare sau dezacordul
copilului de a participa 1n cercetare.

Participantii selectati au fost supusi unei examindri complexe, care a inclus: examenul clinic
pe sisteme pentru aprecierea expresiei sindromului hemoragic (petesii, purpurd, hematom,
hemoragie cavitara, hemartrozd; hemoragii minore sau masive), teste de laborator cu evaluarea
unor indici ai coagulogramei: timpul de sangerare Lee-White, TTPa, TP, fibrinogen; indici ai sdr.
anemic secundar: hemoglobina, eritrocite, hematocrit; indici ai sdr. citolitic hepatic: ALT, AST;
indici ai sdr. colestatic: nivelul bilirubinei totale si fractiile. Ulterior s-a efectuat aprecierea
cantitativa a factorilor VIII si IX ai coagularii.

La un subgrup (39 de copii) au fost apreciate mutatiile genetice pentru gena FVIII si IX. Tot
din testele de laborator a fost apreciat titrul de inhibitori spre finalul cercetdrii, cand a fost
implementatd metodologia diagnosticului de laborator pentru Hemofilia inhibitorie prin protocolul
clinic national.

La etapa 2, dupa obtinerea rezultatelor evaludrii clinice si paraclinice, s-a efectuat divizarea
respondentilor utilizdnd tipul de factor deficitar in 2 grupe in dependentd de tipul de factor
deficitar: pacienti cu Hemofilia A (deficit de factor VIII) si Hemofilia B (deficit de factor IX).
Ulterior, subiectii din ambele grupe au fost clasificati in 3 subgrupe in dependenta de gradul de
severitate al bolii care a fost apreciat in baza nivelului de factor VIII si IX dupa cum urmeaza:
Forma usoara: factor VIII/IX = 5-50%, Forma moderata: factor VIII/IX = 1-5%, Forma severa:
factor VIIVIX = <1%.

Hemofilie usoard. Intre 6% pana la 49% FVIII in sange. Persoanele cu hemofilie usoara
manifestd in general sdngerare doar dupa un traumatism sever sau dupa o interventie chirurgicala.
In majoritatea cazurilor, hemofilia usoard nu este diagnosticati pani cind un traumatism, o
operatie sau o extractie dentard determind sangerare prelungitd. Primul episod poate sa aiba loc
abia la maturitate.

Hemofilie moderata. 1% pana la 5% FVIII in sange. Persoanele cu hemofilie moderata au
tendinta spre episoade de hemoragie dupa traumatisme minore sau spontan. Hemoragiile care se

produc fara cauze evidente sunt denumite episoade de hemoragie spontana.
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Hemofilie severa. <1% FVIII in sange. Persoanele cu hemofilie severd manifesta frecvent
hemoragii spontane si la traumatisme minore, deseori la nivelul articulatiilor si muschilor, dar si
mucoaselor si la nivelul organelor interne.

La etapa 3 s-au efectuat comparatii intre subgrupe dupd criteriile: interrelatia tipului de
hemofilie si tipul de transmitere a bolii; relatia dintre severitatea bolii si expresia clinica —
Hemartroza; interrelatia fenotip-genotip.

La etapa 4: Au fost selectate 32 de cazuri la care au fost analizate internarile in baza fiselor
de observatie din Arhiva IMSP , Institutul Mamei si Copilului”, de la prima vizita in sectie, cind
primar a fost stabilit Diagnosticul prezumtiv sau definitiv de Hemofilie, si pentru urmatorii 3 ani.
Pacientii au fost impartiti in baza tipului de tratament oferit dupad cum urmeaza: 16 au beneficiat
de Crioprecipitat si 16 de Factor recombinat de substitutie. Analiza efectuatd a urmarit numarul de
interndri si tipul de exprimare clinicd a Sdr.hemoragic in dependentd de modelul de tratament
oferit.

La etapa 5, in baza rezultatelor obtinute, au fost emise concluzii si elaborate recomandari
practice.

Toti subiectii selectati au fost informati din start despre etapele cercetarii, fiindu-le explicate
in detaliu cerintele impuse si modul de desfdsurare a investigatiilor necesare printr-o discutie ce a
avut loc cu fiecare in parte. Toate procedurile au fost efectuate dupa semnarea consimtamantului
informat de cétre reprezentantul legal si cu asentimentul copiilor cu varsta > 14 ani. Acestia nu au

fost remunerati si nu au suportat costuri financiare aferente participarii.
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Figura 6. Designul studiului
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Consideratii etice. In studiu s-a tinut cont de normele internationale ale eticii medicale,
stabilite de Declaratia de la Helsinki, in ceea ce priveste pastrarea confidentialitatii datelor
participantilor. Protocolul de cercetare a fost aprobat de catre Comitetul de Etica a Cercetarii al
USMF ,Nicolae Testemitanu” (procesul-verbal nr. 06 din 10.11.2017). Datele rezultate au fost
comunicate numai participantului respectiv, datele personale ale fiecarui subiect nu au fost folosite
si nu vor fi utilizate 1n alte scopuri.

2.2 Metodele de cercetare

In cadrul cercetdrii s-au utilizat urmatoarele metode de cercetare: istorica, comparativa,
descriptiva, clinica, de laborator.

Metoda istorica: implica analizarea si interpretarea evolutiei practicilor medicale si a
cunostintelor stiintifice referitoare la hemofilie In aceastd regiune. Sursele bibliografice istorice
sunt fundamentale pentru a Intelege cum au fost diagnosticate si tratate cazurile de hemofilie in
trecut, oferind o perspectivd asupra progreselor si asupra provocdarilor intdmpinate. Studierea
literaturii de specialitate, a rapoartelor medicale si a documentelor de arhiva ajuta la evidentierea
dezvoltarii metodelor de diagnostic clinic si genetic, permitandu-ne sda analizdm cum aceste
metode au influentat deciziile terapeutice in Republica Moldova. Prin utilizarea metodei istorice,
putem urmadri tranzitia de la diagnosticarea traditionala la utilizarea tehnologiilor moderne, cum ar
fi testarea geneticd, si putem identifica momentele-cheie care au marcat imbunatatirea
tratamentului pentru copiii cu hemofilie. De asemenea, analiza comparativa a surselor istorice
permite evaluarea impactului politicilor de sdnatate publica si a accesului la tratamente inovatoare.
Metoda istoricd ne ofera un cadru pentru a contextualiza actualele practici si pentru a sublinia
importanta cercetdrii continue in optimizarea tratamentului hemofiliei la copii.

Metoda de comparatie: este esentiala pentru a identifica similitudinile si diferentele dintre
diferite abordari, practici sau modele de tratament pentru hemofilia la copii. Prin compararea
datelor clinice, biochimice si genetice din Republica Moldova cu alte regiuni sau studii
internationale, putem evalua eficacitatea tratamentelor locale si identifica posibile imbunatatiri.
De asemenea, metoda de comparatie permite evidentierea diverselor rezultate in functie de
contextul regional si oferd o baza solida pentru recomandari practice si politici de sdnatate adaptate
specificului national.

Metoda descriptiva: este importanta pentru a documenta si analiza caracteristicile clinice,
biochimice si genetice ale hemofiliei la copii in Republica Moldova. Aceasta metoda permite
prezentarea detaliatd a manifestarilor clinice, a testelor biochimice si a profilului genetic specific
pacientilor din tara. Prin utilizarea metodei descriptive, putem oferi o imagine clara a prevalentei
bolii, a variabilitatii simptomatice si a modului in care hemofilia este diagnosticata si tratatd la

nivel local. De asemenea, metoda descriptiva contribuie la crearea unui tablou complet al starii de
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sandtate a pacientilor, esential pentru formularea unor strategii de interventie eficace sau model de
tratament.

Metodele clinice: persoanele cu hemofilie A si B frecvent sangereaza mai mult decat alte
persoane. Hemoragiile se pot produce intern, la nivelul organelor interne, articulatiilor si
muschilor, sau extern, sdngerari nazale, sangerari prelungite la taieturi minore, proceduri dentare
sau traumatisme. In evaluarea afectirii articulare la pacientii cu hemofilie au fost utilizate scoruri
standardizate validate, respectiv scorul Gilbert si Hemophilia Joint Health Score (HJHS). Scorul
Gilbert a permis aprecierea clinica a modificarilor articulare cronice, iar HIHS a oferit o evaluare
detaliatd a statusului articular, incluzdnd durerea, mobilitatea, forta musculard si limitarile
functionale, interpretarea fiind realizatd conform metodologiei standardizate si recomandarilor
ghidurilor internationale, 1n corelatie cu severitatea clinica a bolii (Anexa 4).

Examen fizic complet:

e Examinarea blanda, pentru a micsora riscul eventualelor hemoragii suplimentare

e Examen articular

e Inspectie (forma)

e Palpatie (aprecierea temperaturii local, crepitatii la miscare)

e Aprecierea mobilitatii articulare

Evaluarea clinicd a pacientilor pediatrici cu hemofilie A si B s-a realizat Tn mod standardizat
in cadrul consultatiilor si al internarilor in sectiile de profil, cu scopul de a identifica si caracteriza
episoadele hemoragice. Examinarea s-a desfasurat cu prudentd, pentru a preveni declansarea de
noi sangerari, si a inclus o anamneza detaliatd, precum si un examen fizic complet, orientat spre
depistarea manifestdrilor hemoragice externe si interne.

Evaluarea clinicd a constat in urmatoarele etape: Inspectia tegumentelor si a mucoaselor
pentru identificarea semnelor de hemoragii superficiale, precum petesiile, purpura, echimozele si
hematoamele, mai ales in zonele traumatizate sau la locurile de administrare a injectiilor; Palparea
atentd a regiunilor musculare si articulare pentru evidentierea tumefactiilor dureroase, a
crepitatiilor sau a limitarilor de mobilitate, indicii sugestive pentru hematoame sau hemartroze;
Evaluarea articulatiilor mari (genunchi, glezne, coate, umeri) prin inspectie, palpare si testarea
mobilitatii active si pasive, pentru depistarea hemartrozei acute ori a semnelor de artropatie
hemofilica;

Diagnosticul diferential al hemoragiilor a fost stabilit in functie de localizare, contextul de
aparitie si simptomatologia asociati. In practica, s-au urmarit urmatoarele tipuri de manifestari:

- Hemoragii externe, precum epistaxisul, sdngerarile gingivale, cele posttraumatice sau

postprocedurale;
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- Hemoragii profunde si intratisulare, cum sunt hematoamele musculare, echimozele

extinse si sangerarile retroperitoneale;

- Hemoragii intraarticulare, care s-au manifestat prin hemartroze recurente, asociate cu

durere, edem si limitarea mobilitatii;

- Hemoragii viscerale, cum sunt melena, hematemeza, hematuria, durerile abdominale

intense si semnele de iritatie peritoneala in hemoragiile intestinale intramurale.

In cazurile suspecte de hemoragii interne majore, precum cele gastrointestinale, cerebrale
sau retroperitoneale, s-a colaborat cu serviciile imagistice si chirurgicale pentru investigatii
suplimentare (ecografie, tomografie computerizata, rezonanta magnetica nucleard).

Pentru monitorizarea articulatiilor frecvent afectate s-au utilizat scoruri clinice validate,
precum scorul Gilbert si Hemophilia Joint Health Score (HJHS) (Anexa 4). Aceste instrumente au
fost completate de observatii clinice privind recurenta hemartrozelor, durerea perceputa, limitarile
functionale si eventualele semne de deformare articulara.

Aceasta abordare clinicd a constituit un element esential in documentarea manifestarilor
specifice hemofiliei In randul copiilor inclusi in studiu, oferind informatii relevante privind
severitatea bolii, prezenta complicatiilor si necesitatea ajustarii tratamentului in mod personalizat.

Metodele de laborator: Examindrile biochimice, hemoleucograma si coagulograma —au fost
efectuate in cadrul Laboratorului clinic al IMSP IMsiC. Drept material de lucru a servit sangele
venos. De la fiecare subiect a fost recoltat un volum proba = 3—5 mililitri din vena cubitala, Tn
eprubete cu gel separator, prin punctie venoasa, dimineata, dupa un minim de 12—-16 ore de post,
intr-o pozitie de decubit dorsal, care a fost centrifugat timp de 3000—4000 tur/pe minut. Serul nu
s-a decantat, deoarece a fost colectat in eprubete cu gel separator si s-a pastrat la frigider la
temperatura de +2°C + 8°C pani la ora 12:00, a doua zi. Investigatiile au fost efecuate cu ajutorul
analizatorului biochimic tip inchis Cobas C 311 (automat, Japonia). Rezultatele au fost incluse in
chestionarul de baza.

Metodologia de lucru pentru determinarea cantitativa a factorilor VIII si IX de coagulare:

Factorul VIII al coagularii, cunoscut si sub numele de factor antihemofilic A, este un
procofactor nonenzimatic sintetizat In principal in celulele hepatice. Acesta circulda in plasma
asociat cu factorul von Willebrand (vWF), intr-un raport aproximativ de 1 moleculd de FVIII la
50 molecule de vWF. Initial, s-a considerat cd FVIII si vWF reprezintd o singurd entitate, iar
primele cercetari despre FVIII au descris de fapt structura si functiile vWF. Proteina factorului
VIII este cunoscutd drept FVIII antigen (FVIII:Ag), iar functia sa procoagulanta este desemnata
ca FVIII coagulant (FVIIL:C).

Factorul von Willebrand regleaza concentratia plasmatica a factorului VIII si prelungeste

timpul de Tnjumatatire biologicad a acestuia la 8—12 ore. Activarea procofactorului FVIII are loc
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prin clivarea sa de catre a-trombind, generand cofactorul FVIIIa. Acesta se leaga ulterior de enzima
FIXa (o serin-proteaza) in prezenta ionilor de calciu, formand complexul intrinsec al tenazei, care
activeaza factorul X in a doua etapa a cascadei coagularii. Aproximativ 90% din factorul FXa este
generat de acest complex. Activitatea FVIIla este reglata prin disociere spontand, acesta fiind
mecanismul principal de control, desi este si proteolitic inactivat de diverse enzime.

Pregatirea pacientului si recoltarea probei.: pacientul trebuie sa fie In repaus alimentar (2
jeun). Recoltarea se face din singe venos, utilizand un vacutainer cu citrat de sodiu 0.105M (raport
1:9 intre citrat si sange). Presiunea garoului trebuie sa fie intre valorile presiunii arteriale sistolice
st diastolice, mentinuta sub 1 minut. Daca recoltarea initiala esueaza, se asteapta 10 minute inainte
de o noua incercare pe aceeasi vena.

Prelucrarea probei: proba se centrifugheaza in maximum 4 ore de la recoltare, timp de 15
minute la 2500 g. Supernatantul este transferat Intr-un nou tub dupa o a doua centrifugare si este
congelat imediat. Probele insuficient centrifugate pot contine trombocite reziduale care elibereaza
componente ce pot denatura masuratorile.

Criterii de respingere a probei: tubul vacutainer incomplet umplut. Proba hemolizata sau
coagulatd. Plasma care nu a fost livrata congelata la laborator.

Metoda coagulometrica: aceastd tehnica masoara timpul de coagulare al probei in prezenta
cefalinei, activatorului si plasmei cu un exces de factori plasmatici, cu exceptia factorului VIII.

Valori de referinta: valorile normale ale factorului VIII sunt intre 50-150%. Gradul de
severitate al hemofiliei depinde de nivelul plasmatic al factorului deficient si de gradul de inhibitie
geneticd. Manifestarile clinice difera in cadrul aceleiasi familii din cauza variatiilor individuale,
precum rezistenta vasculard, numarul de trombocite si nivelurile altor factori ai coagularii.
Particularitéti clinice: majoritatea pacientilor cu boala von Willebrand prezinta valori reduse ale
factorului VIII, deoarece VWF actioneazi ca un transportor plasmatic al acestuia. In cazul
pacientilor cu boala von Willebrand de tip 2N (Normandy), care seamana clinic cu o forma ugoara
de hemofilie A, activitatea cofactorului pentru ristocetind si nivelurile antigenului vWF sunt
normale sau usor scazute, dar se asociaza cu valori scdzute ale factorului VIII din cauza defectului
de legare a acestuia de vWF [35].

Factorul IX al coagularii, cunoscut si sub denumirea de factor antihemofilic B sau factor
Christmas, este o glicoproteind produsa in hepatocite, cu participarea vitaminei K. Aceastad
glicoproteind este formata din doud componente: FIX-C si FIX-C Ag. Componenta FIX-C este
responsabila de activitatea coagulanta si se sintetizeaza sub influenta genelor de pe cromozomul
X. FIX-C Ag are rolul unui suport proteic inactiv al fractiunii coagulante, fiind dotata cu proprietati
antigenice. Din punct de vedere functional, factorul IX reprezintd o serin-proteaza ce face parte

din complexul intrinsec al tenazei, interactionand cu cofactorul sau, FVIlla, in prezenta ionilor de
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calciu. Conform modelului modern al procesului de coagulare, acest complex joacd un rol esential
in etapa a doua (de propagare), avand functia de principal activator al factorului X, fiind de 50 de
ori mai eficient decat complexul format din factor Vlla si factorul tisular. in acest fel, complexul
tenazei este responsabil de producerea a peste 90% din totalul FXa. Factorul IX este activat initial
de complexul VIla-factor tisular in faza de initiere a coaguldrii, iar in etapa de propagare, FXla
contribuie la generarea suplimentara de FIXa pentru a amplifica producerea FXa si a trombinei.

Determinarea activitatii factorului IX, exprimata procentual fatd de valorile normale, este
esentiala pentru diagnosticul hemofiliei B si pentru clasificarea formei clinice (severd, moderata
sau ugoard). Pregatirea pacientului presupune recoltarea de singe pe stomacul gol, utilizand un
vacutainer cu citrat de sodiu 0.105M (raport sange:citrat = 9:1). Presiunea garoului trebuie sa fie
intre valorile presiunii sistolice si diastolice si sd nu depaseasca 1 minut. In cazul unei punctii
nereusite, 0 noud incercare pe aceeasi vena se poate efectua doar dupa 10 minute. Proba trebuie
amestecata corespunzdtor pentru a preveni coagularea partiala.

Dupa recoltare, sangele este centrifugat timp de 15 minute la 2500 g, plasma este separata
imediat si congelata. Probele transportate din afara laboratorului trebuie sa fie pastrate in recipiente
speciale pentru probe congelate. Cauzele de respingere a probei includ: vacutainere incomplete,
probe hemolizate sau coagulate, sau plasma care nu a fost pastrata congelata. Plasma separata este
stabila 4 ore la temperatura camerei, 3 saptdmani la -20°C si mai mult de un an la -70°C.

Metoda coagulometricd masoara timpul de coagulare al probei in prezenta cefalinei, a unui
activator si a unei plasme care contine in exces toti factorii de coagulare, cu exceptia factorului
IX. Valorile de referinta sunt: < 7 zile: 35-60%; 8 zile — 1 an: 45-110%; 1 — 10 ani: 60-100%; 10
ani: 70-120%. [4]

Metodologia de lucru pentru determinarea cantitativa a inhibitorilor:

Inhibitorii factorului VIII apar la pacientii cu hemofilie de tip A ca o complicatie a terapiei
cu concentrat de factor VIII si reprezinta o problema majora in tratament. Acestia sunt reprezentati
de aloanticorpi care neutralizeaza FVIII-C si sunt de tip IgG. Anticorpii sunt oligoclonali si pot
apartine subclaselor IgG1, 1gG3 sau [gG4, fara a fixa complementul, ceea ce inseamna ca pacientii
nu dezvolta boala serului sau reactii legate de complexe imune. Inhibitorii pot cauza hemoragii
similare cu cele generate de deficitul de factor VIII, de obicei in forma de hemoragii mai rare si
hemartroze, precum si prelungirea timpului de tromboplastind partial activat (aPTT).
Aloimunizarea fatd de FVIII este un fenomen idiosincratic si afecteaza 15-20% dintre pacientii cu
hemofilie severd, in special copii. Incidenta formarii de inhibitori este extrem de variabila, iar
datele disponibile sugereaza urmatoarele caracteristici:

e Nu exista o legatura genetica clara, desi poate exista o predispozitie constitutionald.

e Pacientii cu mutatii nonsens sau deletii ale genei FVIII prezintd un risc mai mare de a
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dezvolta inhibitori.

e Nu exista o asociere directa cu sistemul HLA, dar grupul sangvin AB (IV) pare sa fie mai
frecvent implicat.

e Virsta pacientului influenteaza riscul: copiii intre 1-5 ani si adultii peste 40 de ani sunt
mai afectati.

e Durata tratamentului este mai importanta decat doza de factor antihemofilic administrata,
cu un risc crescut pentru pacientii care primesc un numar mare de perfuzii.

e Hemofilia severa si cea moderata au o incidentd mai mare de inhibitori (18%) comparativ
cu formele usoare (1%).

Preparatele de factor antihemofilic mai putin pure induc un raspuns imun mai redus, in timp
ce produsele mai pure pot duce la aparitia mai frecventa a inhibitorilor. La multi pacienti,
dezvoltarea inhibitorilor este sugerata de lipsa de raspuns la tratamentul cu FVIII, care anterior era
eficient; aPTT prelungit nu se corecteaza in prezenta inhibitorilor, iar diagnosticul se confirma
prin testul Bethesda. Pentru testare, pacientul trebuie sd fie pe neméancate, iar proba de sange este
recoltatd venos in vacutainer cu citrat de sodiu 0.105M (raport sange-citrat = 9:1). Presiunea
garoului trebuie sa fie intre valorile presiunii sistolice si diastolice si sa nu depaseasca 1 minut. In
cazul unei punctii nereusite, o noud incercare se face dupa 10 minute. Dupa recoltare, proba trebuie
amestecata bine cu anticoagulantul si centrifugata 15 minute la 2500 g. Supernatantul se separa si
se congeleazd. Cauzele respingerii probelor includ vacutainere incomplete, probe hemolizate sau
coagulante si plasma care nu a ajuns congelata la laborator. Plasma este stabila timp de 28 de zile
la -20°C. Depistarea inhibitorilor se face in doua etape:

Etapa calitativa foloseste testul aPTT. Daca amestecul de plasma pacient si plasmad normala
se apropie de valoarea aPTT a plasmei normale, proba este negativa. Dacad se mentine o valoare
apropiatd de aPTT-ul pacientului (abatere de pand la 20%), testul este pozitiv si se trece la etapa
cantitativa.

Etapa cantitativa foloseste metoda Bethesda pentru titrarea inhibitorilor. Plasma pacientului
este amestecatd cu FVIII si incubata la 37°C; FVIII este neutralizat, iar activitatea FVIII reziduala
este determinata pentru a calcula titrul inhibitorilor in unitdti Bethesda pe mililitru (UB/mL). O
unitate Bethesda reprezinta cantitatea de anticorpi care neutralizeaza 50% din nivelul FVIII al
plasmei normale ntr-o perioadd de 2 ore la 37°C.

Interpretarea rezultatelor: Pacientii cu titruri de inhibitori < 5 UB/mL sunt clasificati ca
»low-responders”, pe cand cei cu titruri > 10 UB/mL sunt considerati ca fiind ,,high-responders”
[3].

Inhibitorii factorului IX se dezvolta la pacientii cu hemofilie B severa in urma tratamentului

cu concentrat de factor IX. Acesti pacienti pot manifesta, de asemenea, reactii anafilactice ca
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reactie la administrarea factorului IX. Aparitia inhibitorilor dobanditi ai factorului IX in randul
persoanelor anterior sdnatoase este extrem de rard. Acesti inhibitori sunt anticorpi produsi endogen
care interfereaza cu procesul de coagulare, iar in mod normal nu sunt prezenti in plasma. Cand
sunt prezenti, acestia pot fi masurati si exprimati in unitdti Bethesda (BU). Titrurile de 5 BU sunt
considerate scazute, iar titrurile de 10 BU sunt considerate mari. Inhibitorii factorului IX se
dezvolta la aproximativ 3-5% dintre pacientii cu hemofilie B ca raspuns la tratamentele cu factor
IX, concentrat de complex protrombinic sau transfuzie de plasma. In cazul altor inhibitori ai
factorilor de coagulare, aparitia acestora este foarte rara, avand 1n vedere ca deficientele acestor
factori sunt, de asemenea, rare.

Pentru recoltare, se recomanda ca pacientii sa fie in stare de post si s nu fi primit tratament
cu warfarina sau heparina Tnainte. Specimenul recoltat este sange venos, iar recipientul de recoltare
este un vacutainer cu citrat de sodiu 3.2%. Dupa recoltare, proba de sange trebuie centrifugata, iar
plasma separata si alicotatd in tuburi sterile. Plasma trebuie depozitata la temperaturi Intre -20 si -
40°C si nu trebuie sa depaseasca 4 ore de la recoltare. Cantitatea necesara de proba este de 3 mL,
distribuitd in trei tuburi. Cauzele respingerii probelor includ hemoliza, icterul sau lipemia
specimenului. Proba poate fi pastratd congelatd timp de 14 zile. Metoda utilizatd pentru
determinarea inhibitorilor este metoda optical clot-based, cu valori de referinta pentru adulti intre
65-140% [57].

In cazul pacientilor cu hemofilie A care urmeaza tratament substitutiv, se pot forma inhibitori
ai factorului VIII din cauza producerii de aloanticorpi. De asemenea, existd cazuri rare de
hemofilie A dobanditd, cand autoanticorpi anti-FVIII se dezvolta dupa sarcina sau in contextul
unor afectiuni autoimune la varstnici. Acesti pacienti prezintd simptome similare cu cele ale
hemofiliei congenitale severe. De asemenea, deficitul dobandit de factor IX poate aparea in
contextul unui deficit de vitamina K, iar pacientii cu afectiuni hepatice severe pot experimenta o
scadere globala a factorilor de coagulare, inclusiv a factorului IX.

Diagnosticul bolii este confirmat prin tabloul clinic si testele de laborator. Timpul de
tromboplastina partial activat (aPTT) este semnificativ prelungit si se corecteaza dupa
administrarea de plasma normald, pe cand timpul de protrombina, trombind si sdngerare ramane
normal. Determinarea specifica a activitatii factorilor FVIII si IX, exprimata ca procent din normal,
este esentiald pentru confirmarea diagnosticului de hemofilie A sau B si stabilirea formei clinice
(severa, moderata sau usoara).

Aprecierea mutatiilor genetice. Pentru investigatiile molecular-genetice s-au utilizat probele
de ADN genomic. Secventierea ADN a fost realizata in laboratorul condus de dr. A.R. Thompson.
Vizualizarea situsurilor mutatiilor missense a fost efectuata de dr. K. Pratt, Puget Sound Blood

Center, Seattle, S.U.A. ADN genomic a fost izolat cu ajutorul proteinazei K prin metoda extragerii
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fenol-cloroformice. Prezenta inversiilor intronului 22 a fost determinatd in urma amplificarii
fragmentelor lungi, dupa cum este descris in [78]. Inversia intronului 1 s-a analizat prin PCR [8].
Regiunile codificatoare ale genelor F8 si F9, inclusiv succesiunile flancante, au fost amplificate
cu ajutorul primerilor corespunzatori. Analiza heteroduplexurilor s-a realizat in 5 ul de produse de
amplificare corespunzatoare exonilor pacientului si martorului, care au fost incubate, utilizand
urmatorul program de denaturare-aliniere: 94°C — 3 min., 80°C — 2 min., 70°C — 2 min., 65°C — 15
min., 50°C — 5 min., 40°C — 2 min. si 37°C — 15 min., cu vizualizarea ulterioari in gelul IXMDE™,
Probele cu un pattern de migrare diferit de cel al controlului au fost supuse secventierii automate,
utilizand dispozitivul Genetic Analyzer, modelul 3100 (Applied Biosystems, S.U.A.), in
conformitate cu protocolul propus de producator.

Evaluarea modificarilor mutationale in situsurile splicing-ului s-a efectuat cu ajutorul soft-
ului «SplicePort» [33]. Estimarea influentei mutatiilor missense asupra structurii si functionalitatii
factorului VIII s-a realizat prin utilizarea programelor PolyPhen si CUPSAT.

Alelele situsurilor polimorfe intragenice au fost inregistrate in urma amplificarii regiunilor
corespunzdtoare si analizei restrictionale cu separarea ulterioarda a fragmentelor in gel de
poliacrilamida (cu concentratia 6-12%, in functie de necesitate).

Din Hemoleucograma completa a fost selectata masurarea urmatorilor parametrii: numar
de eritrocite; concentratia de hemoglobina; hematocrit; numar de trombocite.

Materialele necesare pentru determinarea HB, HCT si numarul de eritrocite: Lancete;
Tampoane cu alcool 70%; Capilare cu K3EDTA pentru punctia capilard; Vacutainer cu K3EDTA
pentru punctia venoasa (garou, tub holder, ace fluturas sau seringd); Plasturi pentru acoperirea
punctiei; Analizator hematologic Yumizen H500- acesta este utilizat pentru a numara celulele
sangvine folosind metoda conductometricd. Metoda se bazeaza pe modificarea impedantei unei
deschideri de calibrare plasate intr-un electrolit cu un curent constant care trece intre doi electrozi
situati pe ambele parti ale deschiderii. Fiecare celula isi deplaseaza propriul volum de electrolit,
crescand astfel rezistenta electrica totala a deschiderii (rezistenta activa). Trecerea fiecarei celule
este inregistratd ca un impuls, a cdrui amplitudine este proportionald cu volumul celulei.

Hemoglobina se determina prin metoda spectrofotometricd [109].

Tabelul 6. Intervale normale ale hemoglobinei in functie de varsta [109]

Varsta Hb (g/L)
<0 luni —4 ani 105 — 140
4 ani — 17 ani 110 - 140
17 ani — 21 de ani 110 -160
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Tabelul 7. Intervale normale ale eritrocitelor (RBC) in functie de varsta [109]

Varsta RBC (*10 2 /L)
<0luni -2 ani 3,3-53
2 ani — 4 ani 3,7-5,0
6 ani— 17 ani 3,8-5,8
17 ani — 21 de ani 3,8-5,2

Tabelul 8. Intervale normale ale hematocritului in functie de varsta [109]

Varsta HCT (%)
<0 luni — 4 ani 0,32 - 0,44
4 ani — 21 de ani 0,30-0,5

Metodoligia de lucru pentru aprecierea parametrilor din hemostaza secundara:

Metoda Lee-White. Materialele necesare: Tampoane cu alcool 70%; Eprubeta sterild; Pentru
punctia venoasa (garou, tub holder, ace fluturas sau seringd); Termostat; Plasturi pentru acoperirea
punctiei; Metoda de determinare: sangele venos este recoltat Intr-o eprubetd sterild fara
anticoagulant, aproximativ 2 ml de sange, apoi distribuim cate 1 ml de sange in eprubete diferite
si pornim cronometrul. Se inchid tuburile si se aseaza in baia de apa la 37 grade Celsius. Dupa
fiecare jumatate de minut, prin inclinarea tubului, se urmareste daca sangele s-a coagulat. Cand
sangele s-a coagulat intr-unul dintre recipiente, se confirma timpul de coagulare cu cel de-al doilea
recipient. Cheagul se examineaza ulterior de mai multe ori pe parcursul a 24 de ore. Valori de
referinta: intervalul normal de coagulare este de 5-10 minute [85].

Fibrinogenul (factorul I al coagularii) este o glicoproteind dimerica cu greutate moleculara
de aproximativ 340 kD, prezenta in plasma si in a-granulele plachetare. Este sintetizat in ficat la o
ratd de 1.7-5 g/zi. Fiecare din cele doud subunitdti contine trei lanturi polipeptidice: Aa, Bp si y.
Fibrinogenul are o structura trinodulara, domeniul central globular fiind denumit domeniul E, care
cuprinde capetele N-terminale ale celor sase lanturi polipeptidice, iar domeniile D contin capetele
C-terminale ale celor trei lanturi. Timpul de injumatatire al fibrinogenului este de 3-5 zile.
Metoda coagulometrica (Clauss): in prezenta unui exces de trombind, timpul de coagulare al unei
plasme citratate, diluate (1/10), sdrace in trombocite este invers proportional cu concentratia de

fibrinogen. Testul determina nivelul functional de fibrinogen (activitatea) [6].
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Tabelul 9. Intervale normale ale fibrinogenului in functie de varsta [6]

Varsta Fibrinogen (mg/dL)
0-1 an 160-390
2-10 ani 140-360
11-18 ani 160-390

Factorul Il sau protrombina este o glicoproteind care se giseste in plasma normala si
constituie Tmpreuna cu fibrinogenul factorul de baza al coagularii. Metoda coagulometrica consta
in masurarea timpului de coagulare a probei de investigat in prezenta tromboplastinei si a unei
plasme care contine 1n exces toti factorii plasmatici ai coagularii, cu exceptia factorului II. Valori
de referinta — 80-130% [34].

TTPa este un test screening important pentru diagnosticul tulburdrilor de coagulare si
monitorizarea tratamentului bolilor hemoragice si trombotice. Metoda: coagulometrica. Valori de
referinta: < 40 s.

Materialele necesare pentru determinarea fibrinogenului, TP, TTPa: tampoane cu alcool
70%; sange venos, vacutainer cu citrat de Na 3,2 %; pentru punctia venoasa (garou, tub holder,
ace fluturas sau seringa); Plasturi pentru acoperirea punctiei; Pentru determinarea fibrinogenului,
TP, TTPa se respecta urmatorii pasi: Recoltarea se face de reguld dimineata (7.00-9.00), a jeun,
cu exceptia urgentelor medicale; Se noteazd nr. setului si numele bolnavului pe eticheta
recoltorului; Se aplica garoul la cel putin 2-3 laturi de deget (3-5 cm) deasupra locului de intepare.
Bolnavul va strange pumnul pentru a crea o presiune venoasd crescutd si o distensie maxima a
venelor acelui segment de membru; Se dezinfecteaza cu un tampon cu alcool 70%; Se patrunde cu
un ac steril cu calibru adecvat cantitdtii de sdnge necesar sa fie recoltat; Se centrifugheaza proba
folosind centrifugi calibrate, in conformitate cu instructiunile de durata si viteza cerute de
centrifugare (de obicei 10-15 minute), la 3500 de rotatii/min. Presiunea realizatd de garou trebuie

sa fie Intre valoarea presiunii sistolice si cea a presiunii diastolice si nu trebuie sa depaseasca 1

minut [5].
Tabelul 10. Intervale normale ale ALT in functie de varsta [49]

Virsta/sexul ALT (UI/L)

<0—1an 6—54

1 an —4 ani 12-33

4 ani — 7 ani 5-29

7 ani — 13 ani 12-39

13 ani — 18 ani 12-45
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Tabelul 11. Intervale normale ale AST in functie de varsta [49]

Varsta/sexul AST (UI/L)
<0 -3 ani 20-58
3 ani — 12 ani 15-44
12 ani — 17 ani 15-39

Tabelul 12. Intervale normale ale Bilirubinei in functie de varsta [49]

Varsta BT(umol/L) BD(umol/L)
> 1 luna 5,0-21,0 <34

Materialele necesare pentru determinarea ALT, AST, Bilirubinei: tampoane cu alcool 70%;
sange venos; vacutainer fara anticoagulant; pentru punctia venoasa (garou, tub holder, ace fluturas
sau seringd); Plasturi pentru acoperirea punctiei; Dozator; Fotocolorimetru; Pentru determinarea
ALT, AST, Bilirubinei se respecta urmatorii pagsi: Recoltarea se face de regula dimineata (7.00—
9.00), a jeun, cu exceptia urgentelor medicale; Se noteaza nr. setului si numele bolnavului pe
eticheta recoltorului; Se aplica garoul la cel putin 2—3 laturi de deget (3—5 cm) deasupra locului de
intepare; Bolnavul va strange pumnul pentru a crea o presiune venoasd crescutd si o distensie
maxima a venelor acelui segment de membru; Se dezinfecteaza cu un tampon cu alcool 70%; Se
patrunde cu un ac steril cu calibru adecvat cantitatii de sange necesar sd fie recoltat; Pentru
vacutainerele fara anticoagulant, proba se lasa sa se sedimenteze cca 30—45 de minute inainte de
centrifugare; Proba se centrifugheazd folosind centrifugi calibrate, in conformitate cu
instructiunile de durata si viteza cerute de centrifugare (de obicei 10—15 minute), la 3500 de
rotatii/min. Metoda de efectuare: Fotocolorimetricdi (ELISA). Principiul folosirii
fotocolorimetrului cu actiune directd este urmatorul: fluxul luminos cu intensitatea 1/0 este trimis
printr-o cuva sau printr-o eprubeta care contine solutia de analizat. Fluxul cu intensitatea I, care a
reusit sa treacd prin cuva fara sa fie absorbit, cade pe o celuld fotoelectrica [49].

2.3. Metodele de prelucrare statistica si analiza a rezultatelor obtinute

Pentru analiza statistica a informatiei a fost aplicatd prelucrarea datelor acumulate in
chestionar prin programul Microsoft Excel, care ulterior au fost analizate prin intermediul soft-
ului statistic IBM SPSS Statistics (Statistical Package for the Social Sciences), versiunea 20.
Testarea egalitatii a trei si mai multe medii, In studiul conform numarului de componente, clustere

s-a efectuat prin analiza dispersionala (procedeul ANOVA).
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ANOVA (Analiza Variantei): este o metoda statistica utilizatd pentru compararea a trei sau
mai multe medii din diferite grupuri de observatii in scopul identificarii diferentelor semnificative
intre acestea. Prin descompunerea variatiei totale a datelor in componente atribuibile variatiei
dintre grupuri si variatiei din interiorul grupurilor, ANOVA permite sd se evalueze dacd variatia
dintre grupuri este semnificativ mai mare decat variabilitatea din interiorul grupurilor.

In cazul in care testul Levine a relevat ca variantele in grupurile studiate nu sunt omogene,
s-au aplicat si teste neparametrice de investigare Kruskal-Wallis.

Testul Kruskal-Wallis: este o metoda non-parametrica utilizatd pentru compararea a trei
sau mai multe grupuri independente de date neordonate. Acest test este folosit atunci cand datele
nu indeplinesc criteriile pentru aplicarea analizei de variantda (ANOVA), fie din cauza
neconformitatii cu distributia normala, fie din cauza prezentei unor valori extreme. Testul Kruskal-
Wallis evalueaza ipoteza nula ca distributiile populatiilor subiacente sunt identice, fara a face
presupuneri specifice cu privire la distributia datelor. Prin urmare, acesta reprezinta o alternativa
robusta 1n situatii In care conditiile pentru aplicarea altor metode parametrice nu sunt indeplinite.
Utilizarea sa in domeniul stiintelor medicale este frecventa in analiza datelor care nu sunt normale
sau atunci cand marimea esantionului este mica.

Pentru identificarea diferentelor statistice n variabile calitative (nominale) s-a folosit
statistica X?. In cazurile cand cerintete statisticii X> nu se respectau, pentru confirmarea
concluziilor s-a folosit statistica X* cu simularea Monte Carlo pentru valoarea p aferenti.

Valoarea p de prag pentru delimitarea semnificatiei statistice a fost p< 0.05. Pentru cazurile
unde p > 0,05, relatia statistica era consideratd nesemnificativa.

Rezultatele cercetdrii sunt prezentate prin tabele, grafice si imagini pentru a oferi o
reprezentare vizuald clard si usor de interpretat a datelor. Tabelele organizeaza informatiile intr-
un format sistematic, graficele permit identificarea tendintelor si relatiilor intre variabile (diagrame
in bare pentru variabile nominale, boxplot-uri), iar imaginile ilustreaza aspecte specifice sau
rezultate importante ale studiului (imagini ale Sdr. hemoragic). Aceastd abordare vizuala

faciliteaza o mai buna intelegere a rezultatelor.

Concluzie capitolul 2

Studiul a fost observational, descriptiv si transversal si a inclus 90 de copii cu hemofilie
(83,3% din cei 108 diagnosticati in perioada 2010-2022) urmariti la IMSP IM si C. Lotul a cuprins
pacienti evaluati prospectiv (2018-2022) si, retrospectiv, copii tratati cu crioprecipitat (2010—
2013), ceea ce a permis comparatia intre diferite strategii terapeutice (crioprecipitat vs. factor

recombinant).
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Au fost aplicate criterii clare de includere si excludere, pacientii fiind grupati dupa tipul de
hemofilie (A/B) si severitate (usoara, moderata, severa). Fiecarui copil i s-a efectuat o evaluare
clinica standardizata, investigatii de laborator (hemoleucograma, coagulograma, teste hepatice,
factori VIII/IX, inhibitori) si, la un subgrup, analize genetice pentru genele F8 si F9. Studiul a
respectat normele etice internationale, iar prelucrarea datelor s-a realizat in Excel si IBM SPSS,
utilizand teste parametrice si neparametrice (ANOVA, Kruskal-Wallis, 2, cu prag de semnificatie
p<0,05). Rezultatele au fost prezentate sintetic prin tabele si grafice, creand baza pentru

interpretarea capitolelor urmatoare.
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3. STUDIUL PARAMETRILOR CLINICO-PARACLINICI

3.1. Rezultatele cercetarii spectrului clinic

Evaluarea clinica a articulatiilor la pacientii inclusi in studiu s-a realizat utilizand scoruri
standardizate validate la nivel international — scorul Gilbert pentru aprecierea afectarii cronice
articulare si Hemophilia Joint Health Score (HJHS v2.1) pentru cuantificarea modificarilor
articulare la copiii cu hemofilie, cu accent pe leziunile acute sau subacute. Aceste instrumente au
permis nu doar obiectivarea gradului de afectare functional, ci si comparabilitatea intre pacienti
in functie de tipul hemofiliei si articulatiile implicate.

Patogenia hemofiliei este in mod direct responsabild de tendinta spre sangerari recurente, cu
formarea de hemartroze repetate care determind, in timp, instalarea artropatiei hemofilice.
Diferenta intre sangerare si hemoragie este una de severitate si de volum sangvin pierdut, insa
impactul repetat asupra articulatiilor este determinant in degradarea functionala a acestora.

Datele obtinute In cadrul studiului au evidentiat cd numarul de articulatii afectate variaza
intre 1 si 4, cu o frecventd mai mare a afectdrii multiple. Astfel, 24,4% dintre copiii examinati
(22 de cazuri, 11 95% [15,57-33,32]) prezentau afectare simultana a 4 articulatii, 23,3% (21 de
cazuri, 11 95% [14,60-32,07]) aveau afectare la 2 articulatii, iar 19,8% (16 cazuri, 1T 95% [0-
0,00]) la 3 articulatii. Aceste rezultate au fost cuantificate cu ajutorul scorurilor mentionate,
fiecare articulatie fiind evaluatd individual in functie de parametrii specifici (durere, mobilitate,
edem, deformare, atrofie musculara etc.).

Diferente semnificative sub aspect statistic au fost identificate Intre formele clinice ale bolii.
In hemofilia B, gleznele au fost afectate semnificativ mai rar comparativ cu hemofilia A (32 =
7,04, gl = 2, p = 0,032), sugerind o particularitate fenotipica a acestei forme. In hemofilia B,
afectarea unilaterald a gleznei a fost predominanta (77,8%), in timp ce in hemofilia A, afectarea
bilaterald a fost mai frecventa (doar 34,6% dintre cazuri cu afectare unilaterald).

Pe de alta parte, indiferent de tipul hemofiliei, articulatiile genunchilor au fost cele mai
frecvent afectate: 71,6% dintre pacientii cu hemofilie A si 77,8% dintre cei cu hemofilie B au
prezentat semne clinice si scoruri compatibile cu hemartroze recurente la acest nivel. Rezultatele
reflecta incidenta crescuta a afectarii articulatiilor de sprijin in contextul hemoragiilor repetate,
cu potential evolutiv spre artropatie deformanta daca nu sunt corect gestionate.

Prin aplicarea scorurilor Gilbert si HJHS, s-a reusit nu doar evaluarea cantitativa a
articulatiilor afectate, ci si stabilirea unei corelatii Intre severitatea bolii si localizarea afectarii,

oferind repere utile pentru planificarea interventiilor profilactice sau terapeutice (Figura 7).
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Figura 7. Descrierea afectarii articulatiilor la copii cu hemofilie din Republica Moldova

Figura 8. Caz clinic. Hemartroza la nivelul genunchiului, stadiul IV, la un pacient
diagnosticat cu hemofilie severa

Notda: Imaginea evidentiaza o tumefiere semnificativa a articulatiei genunchiului, cauzatd de acumularea de sange
intraarticular. Pacientul este monitorizat in Clinica de Hematologie din cadrul Institutului Mamei si Copilului.

Figura 9. Caz clinic. Hemartroza la nivelul genunchiului sting, stadiul V, la un pacient cu
hemofilie severa, aflat in evidenta Clinicii de Hematologie din cadrul Institutului Mamei si
Copilului

Nota: Imaginea evidentiazd o deformare accentuatd a articulatiei genunchiului, cu tumefiere marcatd si asimetrie
evidentd comparativ cu membrul controlateral. Aceste modificari reflectd o afectare cronicd severd a articulatiei,
rezultat al episoadelor recurente de hemartroza la pacientii cu hemofilie.
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Figura 10. Caz clinic la pacient cu hemofilie severa, prezentand hemartroza acuta la nivelul
articulatiei genunchiului drept, cu tumefiere evidenta si modificarea conturului local.

Noti: Aceasta este o manifestare frecventa la pacientii cu hemofilie severa, in special in absenta unui
tratament profilactic adecvat. Genunchiul afectat prezintd o deformare vizibild, asociatd cu acumularea
intraarticulara de sange, ceea ce determina durere, limitarea mobilitatii si inflamatie. Acest caz a fost intalnit
la un pacient al Clinicii de Hematologie din cadrul IM si C, reflectand necesitatea interventiilor terapeutice
specifice de urgentd pentru prevenirea complicatiilor articulare cronice.

Figura 11. Caz clinic la nou-niscut cu hemofilie severa, prezentind hematom extensiv
parietal si dorsal, manifestare cutanata tipica a sindromului hemoragic neonatal din cadrul
Clinicii de Hematologie a Institutului Mamei si Copilului

Noti: Hematomul este rezultatul unui episod hemoragic spontan sau provocat de un traumatism minor, frecvent
intdlnit la sugarii cu hemofilie severd, chiar si in primele luni de viata. Zona afectatd prezintd o tumefiere vizibila si
modificari de culoare specifice acumularii de sdnge in tesuturile subcutanate.

Aceste cazuri subliniaza riscul crescut de sangerari la copiii cu hemofilie severa, precum si
importanta diagnosticului precoce si a interventiei terapeutice adecvate.

Aprecierea tipului de transmitere genetica In hemofilie este esentiald pentru a intelege modul
in care boala este mostenita si pentru a identifica persoanele cu risc crescut in familiile afectate.
Hemofilia, o afectiune legatd de cromozomul X, afecteaza predominant barbatii, in timp ce femeile

sunt purtitoare. Cunoasterea tipului de transmitere permite implementarea strategiilor de
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consiliere genetica si diagnostic precoce, esentiale in planificarea familiala si gestionarea medicala
a hemofiliei.

In studiu s-a constatat ca in aproape 39% (II 95% [28,82-48,96]) dintre cazuri (35 de copii)
anamneza familiala nu a fost disponibila sau nu a fost cunoscuta. Acest lucru sugereaza ca in astfel
de cazuri, informatiile despre transmiterea bolii in familie au fost fie incomplete, fie indisponibile.
In aproximativ aceeasi proportie de cazuri, respectiv 36,7% (Il 95% [26,71 —46,62]) (33 de copii),
hemofilia a fost clasificatd ca sporadica, ceea ce inseamnd cd nu a existat o istorie familiala
cunoscuti a bolii. In cadrul acestei categorii 35,8% (29 de copii) au fost cu hemofilie A si 44,4%
(4 copii) au fost cu hemofilie B.

Intr-un numar mai mic de cazuri, si anume 1n 24,4% (11 95% [15,57- 3,32]) (22 de copii), a
fost cunoscut tipul familial de transmitere a bolii. Aceasta inseamna ca s-a identificat o istorie
familiala a bolii si s-a recunoscut modul specific in care afectiunea a fost transmisa in familie. In
aceste cazuri, proportiile dintre hemofilia A si hemofilia B au fost relativ similare, cu 24,9% (20
de copii) pentru hemofilia A si 22,2% (2 copii) pentru hemofilia B.

Analiza statistica nu a relevat diferente semnificative Intre tipurile de hemofilie A si B in
ceea ce priveste modul de transmitere a bolii. Aceste constatari sugereaza ca modul de transmitere
a bolii nu diferd semnificativ intre cele doua tipuri de hemofilie (X2=0.27, gl=2, p= 0.911) si ca
aceasta caracteristicd poate fi similard in cadrul ambelor forme ale afectiunii (Tabelul 13).

Tabelul 13. Aprecierea tipului de transmitere a bolii

Tip
A B Total
N % N % N %

Tip Familial 20 24.9 2 22,2 22 24.4
Transmitere Sporadic 29 35,8 4 44 4 33 36,7
Nu se cunoaste 32 39,5 3 33,3 35 38,9
Total 81 100 9 100 90 100

3.2. Rezultatele studiului parametrilor de laborator

3.2.1. Analiza diferentiata a parametrilor hematologici si biochimici in functie de
severitatea hemofiliei

Studiul a inclus evaluarea detaliatd a unor parametri biologici importanti, care ofera

informatii indirecte despre starea generala a pacientului, gradul de afectare sistemica si posibilele

comorbiditati sau consecinte ale hemoragiilor repetate. Rezultatele statistice obtinute evidentiaza

diferente semnificative intre formele clinice ale hemofiliei — usoara, moderata si severa — in ceea

ce priveste mai multi markeri hematologici si biochimici, confirméand ipoteza ca severitatea bolii
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se reflectd nu doar clinic, ci si la nivel paraclinic. Nivelul mediu al hemoglobinei a fost
semnificativ mai crescut in forma usoara de boala (122,77 g/, DS: 14,24), in comparatie cu forma
moderatd (116,24 g/1, DS: 18,11) si forma severa (110,73 g/l, DS: 13,53), cu o diferenta statistica
semnificativa (F = 10,21, p <0,001). Aceastd constatare reflectd probabil un status functional mai
bun al maduvei hematopoietice si o pierdere sangvind globald mai redusd in formele usoare.
Nivelurile mai scazute de Hb in formele moderate si severe pot sugera hemoragii cronice repetate,
cu epuizarea treptatd a rezervelor de fier si instalarea unei anemii hipocrome, microcitare sau
mixte. Numarul mediu al eritrocitelor a fost, de asemenea diferit intre grupuri. Forma severa a
inregistrat valori net scizute (3,53%10¢/uL, DS: 0,54) comparativ cu forma usoara (3,97x10¢/uL,
DS: 0,41) (F=5,13, p = 0,008). Acest indicator confirma tendinta spre anemie in formele severe,
potentialmente explicabila prin hemoragii persistente si necontrolate, frecvent intalnite la acesti
pacienti. Un aspect surprinzator al analizei biochimice l-au reprezentat valorile mai ridicate ale
bilirubinei totale in forma usoara a bolii (17,63 pmol/l, DS: 5,56) comparativ cu forma moderata
(10,30 umol/l, DS: 2,59) si severa (9,76 umol/l, DS: 2,98), diferentd semnificativa sub aspect
statistic (F = 29,44, p < 0,001). Acest fapt ar putea fi explicat printr-un turnover crescut al
eritrocitelor in contextul unei compensari eficiente, cu o conversie hepatica activa.

Valori mai ridicate ale bilirubinei indirecte (libere) au fost Tnregistrate, de asemenea, in
forma usoara (1,85 pmol/l, DS: 4,51) fata de formele moderata (0,00 pmol/l, DS: 0,0) si severa
(0,16 umol/1, DS: 1,04) (F = 5,21, p = 0,007). Acest tip de bilirubina reflecta hemoliza indirecta
sau degradarea eritrocitard in exces. Pe de alta parte, fractia conjugatd a bilirubinei a fost mai inalta
in forma usoara (11,22 pumol/l, DS: 1,76) decat in forma severa (9,26 umol/l, DS: 2,22) (F = 4,31,
p = 0,016), sugerand o functie hepatica conservata si o capacitate de metabolizare adecvatd in
formele usoare. Proba cu timol a fost utilizata ca marker indirect al functiei hepatice si al starii
proteice generale. Valorile semnificativ mai crescute in forma severa (2,70, DS: 1,00), fata de
forma moderata (2,07, DS: 0,7) (F = 5,27, p = 0,007), pot indica o afectare hepaticd usoara pana
la moderata, posibil n legatura cu transfuzii repetate sau suprasolicitarea ficatului in metabolizarea

proteinelor plasmatice si a produselor de degradare sangvina (Tabelul 14, 15, 16).
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Tabelul 14. Analiza descriptiva a parametrilor hematologici in sindromul anemic

Grad de severitate

Usor Moderat Sever Total
Hb N 13 33 44 90
gl Media 112,77* 116,24% 110,73* 115,93
DS 12,24 18,11 13,53 16,99
1195% 124,16 - 141,37 109,82 - 122,66 106,81 - 114,84 | 112,38 -119,49
Mediana 122,00* 116,00* 110,00* 115,00
Percentila 25 101,00 105,00 103,00 105,00
Percentila 75 125,00 128,00 120,50 127,00
F=10,21, p< 0.001
Kruskal-Wallis = 17,07, p< 0,001
Eritrocitele N 13 33 44 90
*10°/UL Media 3.97% 3,64 3,53% 3,65
DS 0,41 0,57 0,54 0,56
1195% 3,82-431 3,43-3,84 3,35-3,69 3,53-3,76
Mediana 3,90* 3,60 3,50%* 3,60
Percentila 25 3,20 3,30 3,20 3,20
Percentila 75 4,40 4,10 3,85 4,10
F=5,13, p= 0,008
Kruskal-Wallis = 11,12, p = 0.004

*Diferenta statistica semnificativa la nivel de p<0,05
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Figura 12. Distributia valorilor hemoglobinei (stinga) si eritrocitelor (dreapta) in functie
de severitatea hemofiliei
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Tabelul 15. Analiza descriptiva a parametrilor biochimici ai singelui

Grad de severitate

Usor Moderat Sever Total
Bilirubina N 13 33 44 90
totala Media 17,63* 10,30% 9,76% 11,10
memol/l DS 5,56 2,59 2.98 127
1195% 14,27 - 20,98 9,38 - 11,21 8,85 - 10,66 10,20 - 11,99
Mediana 21,00%* 9,90%* 8,80*
Percentila 25 13,30 8,10 7,90 8,20
Percentila 75 22,00 11,60 10,35 12,00
F=29.,44, p< 0,001
Kruskal-Wallis = 23,61, p < 0,001
Bilirubina N 13 33 44 90
libera Media 1,85% 0,00% 0,16% 0,34
memol/l DS 251 0.00 1.04 1,91
1195% 0,00 - 4,56 0,00 - 0,00 0,00 - 0,47 0,00 - 0,74
Mediana 0,00 0,00 0,00 0,00
Percentila 25 0,00 0,00 0,00 0,00
Percentila 75 0,00 0,00 0,00 0,00
F=5,21, p=0.007
Kruskal-Wallis =7,25 , p =0,027
Bilirubina N 13 33 44 90
conjugatd Media 11,22%* 10,30 9,26* 9,93
memol/l DS 1,76 2.59 222 2.39
1195% 10,16 - 12,28 9,38 - 11,21 8,58-9,93 9,42 - 10, 43
Mediana 11,00%* 9,90 8,65%* 9,25
Percentila 25 9,30 8,10 7,90 8,10
Percentila 75 13,00 11,60 10,20 11,00

F=431,p=0016

Kruskal-Wallis = 12,19 , p= 0.002

*Diferenta statistica semnificativa la nivel de p<0,05
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Tabelul 16. Analiza valorilor ALT, AST si ale probei cu timol la pacientii cu hemofilie

Severitate
Usor Moderat Sever Total
ALAT N 13 33 44 90
UL Media 0,37 0,34 0,30 0,32
DS 0,16 0,14 0,17 0,16
11 95% 0,26 - 0,46 0,28 - 0,38 0,24 - 0,35 0,29 -0,36
Mediana 0,30 0,34 0,26 0,30
Percentila 25 0,30 0,23 0,16 0,19
Percentila 75 0,50 0,46 0,38 0,44
F=1,07, p=0,348
Kruskal-Wallis = 2,73 , p= 0,255
ASAT N 13 33 44 90
U/L Media 0,42 0,46 0,51 0,48
DS 0,06 0,29 0,31 0,28
11 95% 0,38 -0,45 0,35-0,55 0,41 - 0,60 0,42 -0,54
Mediana 0,44 0,46 0,45 0,45
Percentila 25 0,42 0,23 0,33 0,32
Percentila 75 0,46 0,57 0,54 0,53
F=0,71,p =0,495
Kruskal-Wallis = 0,38, p = 0,829
Proba cu N 13 33 44 90
Timol Media 2,14% 2,07 2,70% 2,39
DS 0,81 0,75 1,00 0,93
11 95% 1,64 - 2,63 1,80-2,33 2,39-3,00 2,19-2,58
Mediana 2,60 2,00 2,80 2,35
Percentila 25 2,20 1,60 1,75 1,70
Percentila 75 2,60 2,50 3,45 3,20
F=5,27, p=0.007
Kruskal-Wallis = 6,95 , p=0,031*

*Diferenta statistica semnificativa la nivel de p<0,05

Concluzie

Diferentele semnificative sub aspect statistic identificate in analiza comparativd intre formele
clinice ale hemofiliei reflectd impactul gradului de severitate asupra homeostaziei generale.
Valorile mai scazute ale Hb si eritrocitelor, impreund cu scaderea bilirubinei totale si a fractiei sale

libere in formele severe, sugereaza o afectare hematologica persistentd si o posibild epuizare a
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mecanismelor compensatorii. Proba cu timol crescutd in formele severe acrediteaza ideea unei
afectari sistemice mai profunde. Toate aceste date sustin necesitatea monitorizarii periodice a
parametrilor respectivi ca parte integrantd a managementului pacientului cu hemofilie, in special
in formele severe.

In contrast, timpul de tromboplastina partial activati (TTPa) a fost prelungit in toate cazurile
studiate (92,40, DS: 28,52), fara a se observa diferente semnificative in functie de severitatea bolii
(F=0,153, p=0,858). Aceasta constatare sugereazd o disfunctie a cdii intrinseci a coaguldrii,
specifica hemofiliei.

Diagnosticul bolii este sustinut de tabloul clinic si de datele de laborator. TTPa este mult
alungit si se corecteazd dupa administrarea de plasma normald, pe cand timpul de protrombina,
timpul de trombina si timpul de sangerare se Inscrie in limitele normale. Determinarea specifica a
activitatii FVIII si IX — % din normal — stabileste diagnosticul de hemofilie A si respeciv B si
forma clinica (severa, medie, usoara).

Aprecierea timpului partial de tromboplastind activat este esentiald n diagnosticul si
monitorizarea hemofiliei, deoarece acesta reflectd direct functia cdii intrinseci a coagularii,
afectatd in hemofilie. TTPa prelungit este un indicator sensibil al deficientei de factor VIII sau IX,
fiind observat la toti copiii cu hemofilie. Evaluarea constanta a acestui parametru permite nu doar
diagnosticarea corectd, ci s1 monitorizarea eficientei tratamentului si ajustarea dozelor de terapie
substitutiva.

Indicele Fibrinogenului a fost practit la toti respondentii in limitele normale (2,84, DS: 0,27),
fara diferente statistice semnificative in dependentd de severitatea bolii (F=0,904, p= 0.409). La
fel, Indicele Protrombinei a fost practit la toti respondentii in limitele normale (90,06, DS: 4.43),
fara diferente statistice semnificative in dependenta de severitatea bolii (F=0,904, p= 0.409)

(Tabelul 17).

Tabelul 17. Analiza descriptiva a parametrilor coagulogramei asociate hemostazei

secundare
Grad de severitate
Usor Moderat Sever Total
Indice PT N 13 33 44 90
% Media 90,54 90,45 89,61 90,06
DS 3,33 4,87 4,42 4,43
1195% 88,52-92,55 88,73 -92,18 88,27 - 90,96 98,13 — 90,96
Mediana 92,00 90,00 89,00 90,00
Percentila 25 90,00 88,00 87,00 87,00
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Percentila 75 93,00 94,00 92,00 93,00
F=0,904, p= 0.409
Kruskal-Wallis =1,47 , p= 0,480
TTPA N 13 33 44 90
sec. Media 96,00 92,79 91,05 92,40
DS 26,04 28,91 29,43 28,52
1195% 80,27 - 111,73 82,54 - 103,04 82,10 - 99,99 86,43 — 98,37
Mediana 110,00 91,00 91,50 98,00
Percentila 25 104,00 68,00 63,00 63,00
Percentila 75 112,00 110,00 109,00 110,00
F=0,153, p=0,858
Kruskal-Wallis = 1,35 , p= 0,509
Fibrinogen N 13 33 44 90
g Media 2,92 2,80 2.85 2,84
DS 0,35 0,30 0,23 0,27
1195% 2,71 -3,14 2,70 -291 2,78 -2,92 2,78 -2,90
Mediana 3,10 2,80 2,90 2,85
Percentila 25 2,70 2,70 2,70 2,70
Percentila 75 3,20 2,90 2,90 2,90
F=0,904, p= 0.409
Kruskal-Wallis =1,51 , p= 0,470

Analiza distributiei pacientilor cu hemofilie in functie de severitate si timpul de coagulare
dupa Lee-White (Tabelul 3.6) a relevat o prelungire semnificativa (>1 ord) la 50% dintre pacientii
cu hemofilie severd (22 din 44) si la 24,2% dintre cei cu hemofilie moderata (8 din 33). Niciun
pacient cu hemofilie usoara nu a prezentat un timp de coagulare prelungit peste o ord. Pe de alta
parte, un timp de coagulare <1 ord a fost inregistrat la toti pacientii cu hemofilie usoara (100%),
precum si la majoritatea celor cu forme moderate (75,8%) si severe (50%).

Analiza statisticad evidentiaza o diferentd semnificativa (p<0,05) intre grupurile de severitate
in ceea ce priveste timpul de coagulare, sugerand o corelatie directa intre severitatea hemofiliei si
gradul de prelungire a acestui timp. Observatia datd reflecta deficitul functional al factorilor de
coagulare, caracteristic hemofiliei, cu o alterare mai pronuntata in formele severe, unde nivelurile
factorului VIII sau IX sunt sub 1%. Astfel, testul Lee-White poate oferi un indicator util pentru
evaluarea globalda a coagularii, insa necesitd corelare cu alte investigatii specifice, precum

nivelurile factorilor de coagulare si testele globale de coagulare (APTT, PT).
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Tabelul 18. Distributia pacientilor cu hemofilie in functie de severitate si timpul de
coagulare dupa Lee-White

Severitate
Moderata Severi Usoara Total
N % N % N % N %
Timpul de > 1 ord 8 24.2% 22 50.0% 0 0.0* 30 33.3
coagulare
Lee-White (5- | <= 1 ord 25 75.8 22 50.0 13 100 60 66.7
10°) Total 3 100 44 100 13 100 90 100

*Diferenta statistica semnificativa la nivel de p<0,05

Analiza relatiei dintre parametrii coagulogramei si timpul de coagulare Lee-White (Tabelul
19) prezinta relatia dintre timpul de coagulare Lee-White si trei parametri esentiali ai
coagulogramei: timpul protrombinic (TP), timpul de tromboplastina partial activata (TTPA) si
nivelul de fibrinogen. Lotul analizat a inclus 90 de pacienti, dintre care 30 (33,3%) au prezentat
un timp de coagulare prelungit (>1 ord), iar 60 (66,7%) au avut un timp de coagulare in limitele
<1 ora.

Timpul protrombinic a fost comparabil intre cele doud grupuri, fard diferente semnificative
sub aspect statistic (F=0,86, p=0,358; Kruskal-Wallis = 0,95, p=0,330). Media TP a fost de 90,67
secunde pentru pacientii cu timp de coagulare prelungit si de 89,75 secunde pentru cei cu timp de
coagulare normali, cu o medie generald de 90,06 secunde. Intervalul de incredere (1l 95%) pentru
pacientii cu TP prelungit a fost de 88,74-92,59 secunde, iar pentru cei cu TP normal de 88,71—
90,79 secunde. Mediana TP a fost apropiata in ambele grupuri (91,00 secunde vs. 90,00 secunde).
Distributia TP a aratat valori similare intre percentila 25 si percentila 75 in cele doud grupuri
(86,00-94,00 secunde la pacientii cu TP prelungit si 87,00-92,00 secunde la cei cu TP normal).
Aceste date indica faptul cd TP nu a fost influentat semnificativ de prelungirea timpului de
coagulare Lee-White, ceea ce sugereaza ca acest test nu este un predictor sensibil pentru alterarile
coagularii la acesti pacienti.

Timpul de tromboplastina partial activata a prezentat o diferentd statistica semnificativa
intre grupurile analizate (F=7,21, p=0,009; Kruskal-Wallis = 4,15, p=0,042), indicand o asociere
clard intre prelungirea acestuia si timpul de coagulare Lee-White. Pacientii cu timp de coagulare
>1 ord au avut o medie a TTPA de 103,43 secunde, semnificativ mai mare comparativ cu cei cu
timp de coagulare normala (86,88 secunde), cu o medie generald de 92,40 secunde. Intervalele de
incredere 95% au fost mai largi la pacientii cu timp prelungit de coagulare (91,51 — 115,35
secunde) comparativ cu cei cu timp normal (80,38 — 93,38 secunde), indicand o variabilitate mai
mare in acest grup. Mediana TTPA a fost semnificativ mai ridicata in grupul cu timp de coagulare

prelungit (102,00 secunde) comparativ cu cel cu timp normal (90,00 secunde). Percentilele 25 si
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75 au ardtat un spectru mai larg al valorilor TTPA la pacientii cu timp de coagulare >1 ora (90,00
— 112,00 secunde) fata de cei cu timp normal (61,00-109,50 secunde). Aceste rezultate confirma
ca pacientii cu un timp de coagulare Lee-White prelungit au tendinta de a prezenta si un TTPA
semnificativ mai mare, ceea ce indica un deficit al caii intrinseci a coagularii, caracteristic
hemofiliei.

Nivelul de fibrinogen a prezentat, de asemenea, o diferenta statisticd semnificativa intre cele
doua grupuri (F=6,54, p=0,012; Kruskal-Wallis = 4,46, p=0,035), sugerand o influentd asupra
procesului global de coagulare. Media fibrinogenului a fost usor mai mica la pacientii cu timp de
coagulare prelungit (2,74 g/L)) comparativ cu cei cu timp normal (2,89 g/L), cu o medie generala
de 2,84 g/L. Intervalele de incredere 95% au indicat valori mai joase in grupul cu coagulare
prelungita (2,65-2,83 g/L) fata de grupul cu coagulare normala (2,82-2,96 g/L.). Mediana nivelului
de fibrinogen a fost mai scazuta in grupul cu timp de coagulare >1 ord (2,80 g/L) comparativ cu
grupul cu timp normal (2,90 g/L). Percentilele 25-75 au aratat o usoara variatie intre cele doua
grupuri: 2,55-2,90 g/L la pacientii cu timp de coagulare prelungit si 2,70-3,10 g/L la cei cu timp
normal. Aceste rezultate indicd o usoard scadere a fibrinogenului la pacientii cu coagulare
prelungita, dar diferentele sunt mai putin pronuntate comparativ cu TTPA.

Analiza relatiei reciproce dintre timpul de coagulare Lee-White si parametrii coagulogramei
evidentiaza urmatoarele: Timpul protrombinic nu a prezentat diferente semnificative intre grupuri,
sugerand cd nu este direct influentat de timpul de coagulare Lee-White dar, TTPA a fost
semnificativ mai mare la pacientii cu coagulare prelungitd, confirmand deficitul factorilor VIII sau
IX in aceste cazuri. Nivelul de fibrinogen a fost usor mai scazut la pacientii cu timp de coagulare
prelungit, insd diferenta nu este la fel de marcatd ca in cazul TTPA. Aceste date subliniaza
importanta utilizarii TTPA ca marker principal in evaluarea hemofiliei, in timp ce timpul

protrombinic si fibrinogenul ofera informatii complementare privind profilul global al coagularii.

Tabelul 19. Relatia dintre parametrii cosagulogramei si Timpul LeeWhite

LeeWhiteCOD
> 1 ora </=1 ora Total
Timpul N 30 60 90
Protrombinic
Media 90.67 89.75 90.06
DS 5.16 4.03 4.43
1195% 88.74 - 92,59 88,71 - 90,79 89,13 - 90,98
Mediana 91.00 90.00 90.00
Percentile 25 86.00 87.00 87.00
Percentile 75 94.00 92.00 93.00
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F=0,86, p=0,358
Kruskal-Wallis = 0,95 , p= 0,330

TTPA N 30 60 90
Media 103.43* 86.88* 92.40
DS 31.92 25.16 28.52
1195% 91,51 -115,35 80,38 — 93,38 86,43 — 98,37
Mediana 102.00* 90.00* 98.00
Percentile 25 90.00 61.00 63.00
Percentile 75 112.00 109.50 110.00
F=7,21, p=0,009
Kruskal-Wallis = 4,15 , p= 0,042
Fibrinogen N 30 60 90
Media 2.74% 2.89* 2.84
DS 23 28 27
1195% 2,65 -2,83 2,82 -296 2,78 —2.90
Median 2.80* 2.90* 2.85
Percentile 25 2.55 2.70 2.70
Percentile 75 2.90 3.10 2.90
F=6,54, p=0,012
Kruskal-Wallis = 4,46 , p= 0,035
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Figura 13. Relatia dintre PT (stanga), TTPa (dreapta) si Timpul Lee-White la pacienti

pediatrici cu hemofilie
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Figura 14. Analiza relatiei dintre nivelul fibrinogenului si Timpul Lee-White la pacienti
pediatrici cu hemofilie

3.2.2. Rezultatele studiului aprecierii cantitative a factorilor VIII si IX ai coagularii

Tabelul 20 reflecta distributia severitdtii clinice a hemofiliei in functie de tipul bolii —
Hemofilie A (deficit de factor VIII) si Hemofilie B (deficit de factor IX) — 1n cadrul unui esantion
compus din 90 de copii inclusi In studiul nostru. Din totalul participantilor, 81 de copii (90%) au
fost diagnosticati cu hemofilie tip A, iar restul 9 copii (10%) cu hemofilie tip B.

Analiza detaliatd a subgrupurilor evidentiaza o prevalenta marcatda a formelor severe in
hemofilia A, unde 51,9% dintre pacienti (42 de cazuri) prezentau deficiente severe de factor VIII
(<1%). Forma moderata (activitate a FVIII intre 1-5%) a fost identificata la 35,8% dintre pacientii
cu hemofilie A (29 de cazuri), in timp ce forma usoara (activitate >5%) a fost mult mai rar Intalnita,
inregistrand doar 12,4% (10 cazuri). Acest profil este in concordantd cu datele din literatura
internationald, unde hemofilia A tinde sd se manifeste mai frecvent sub forme severe, cu implicatii
directe in managementul clinic si necesitatea implementarii precoce a tratamentului profilactic [1,
2].

In contrast, distributia severitatii in hemofilia tip B (deficit de factor IX) a avut un caracter
diferit. In cadrul acestui grup, forma moderati a fost cea mai frecvent intalnita (44,4%, adica 4
copii), urmatd de forma usoara (33,3%, respectiv 3 copii). Forma severa a fost identificata doar la
22,2% dintre cazuri (2 copii), ceea ce sugereaza o tendinta spre o exprimare fenotipica mai blanda
in hemofilia B in comparatie cu hemofilia A, aspect sustinut si de alte studii clinice internationale
[3].

La nivelul intregului lot, indiferent de tipul de hemofilie, forma severa de boald a predominat

(48,9%, 44 de cazuri, I 95% [38,56—-59,22]), urmata de forma moderata (36,7%, 33 de cazuri) si
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de forma usoard (14,4%, 13 cazuri, I 95% [7,18-27,71]). Aceste date sustin ideea ci aproape
jumatate dintre copiii inclusi in studiu necesitd o abordare terapeutica sustinutd, cu profilaxie
continud si monitorizare multidisciplinard pentru prevenirea complicatiilor hemoragice. Desi
diferentele procentuale dintre hemofilia A si B in ceea ce priveste severitatea bolii sunt
remarcabile, analiza statisticd efectuata (X*=4,09, gl =2, p =0,129) nu a identificat o semnificatie
statistica relevantd intre cele doua tipuri de hemofilie in functie de gradul de severitate. Totusi,
rezultatele ofera o perspectivd importantd asupra distributiei clinice si pot ghida stratificarea

riscului si adaptarea strategiilor terapeutice.

Tabelul 20. Aprecierea cantitativa a factorilor de coagulare VIII si IX

Tip
A B Total
N % N % N %
Usor 10 12,4 3 33,3 13 14,4
Grad de Moderat 29 35,8 4 44.4 33 36,7
severitate Sever 42 51,9 2 22,2 44 48,9
Total 81 100 9 100 90 100

3.2.3. Rezultatele studiului aprecierii modificarilor molecular-genetice

Din cei 90 de copii inclusi in studiul nostru, doar in 43,3% dintre cazuri (39 de copii) s-a
efectuat prelevarea de sange pentru a identifica tipul de mutatie geneticd asociata cu hemofilia.
Cea mai frecventd mutatie identificatd a fost de tip missens, intalnita in 17,8% (If 95% [9,88 —
25,68]) dintre cazuri (16 copii). Aceastd mutatie a fost observata in 18,5% dintre cazurile de
Hemofilie A (15 copii) si in 11,1% dintre cazurile de Hemofilie B (1 copil). Mutatia de tip Inv Intr
22 a fost inregistrata in 14,8% (11 95% [6,31-20,36]) din cazuri (12 copii), fiind observata exclusiv
in Hemofilia A. Un alt tip de mutatie intalnit a fost frameshift, in 7,8% (Ii 95% [2,24 — 13,31])
dintre cazuri (7 copii), dintre care 7,4% au fost asociate cu Hemofilia A (6 copii) si 11,1% cu
Hemofilia B (1 copil). Mutatia de tip nonsens a fost cea mai rar intalnita, fiind identificatd in 3,7%

(11 95% [0-7,04]) din cazuri (3 copii), toate asociate cu Hemofilia A (Tabelul 21).
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Tabelul 21. Aprecierea tipului de mutatie genetica

Tip
A B Total

N % N % N %

Frameshift 6 7.4 1 11,1 7 7,8
Inv Intr 22 12 14,8 0 0,0 12 13,3
Missens 15 18,5 1 11,1 16 17,8
Mutatie Nonsens 3 3,7 0 0,0 3 3.3
Negativ 1 1,2 0 0,0 1 1,1
Nu a fost supus controlului 44 54,3 7 77,8 51 56,7

Total 81 100 9 100 90 100

Analiza distributiei mutatiilor genetice in functie de valorile Timpului Lee-White la pacientii
cu hemofilie (Figura 15) ilustreaza distributia mutatiilor genetice identificate la pacientii cu
hemofilie, corelatd cu valorile timpului de coagulare Lee-White. Aceastd analizd permite
evidentierea relatiei dintre tipul de mutatie genetica si gradul de prelungire a timpului de coagulare,
oferind o perspectiva asupra severitatii deficitului de coagulare asociat fiecarei mutatii.

Pacientii cu mutatii severe, cum ar fi deletiile mari si inversiunile intronului 22 (specifice
hemofiliei A severe), prezintd predominant timpuri de coagulare Lee-White >1 ora, indicand o
afectare profundd a hemostazei.

Mutatiile punctiforme si deletiile mici, care sunt asociate frecvent cu forme moderate sau
usoare ale bolii, au fost distribuite mai uniform intre cele doua categorii ale timpului Lee-White,
unele cazuri Incadrandu-se In intervalul <1 ora.

Se observa o proportie semnificativ mai mare de pacienti cu mutatii nonsens si mutatii de
splicing in grupul cu timp de coagulare prelungit, sugerand un impact sever asupra sintezei
factorului deficitar.

In grupul pacientilor cu timp de coagulare prelungit (>1 ora) predomini mutatiile asociate
cu hemofilia severd, inclusiv inversiunile intronului 22 si mutatiile frameshift, care determina
absenta sau productia defectuoasa a factorului VIII sau IX.

Pacientii cu timp de coagulare <1 ora prezintd mai frecvent mutatii missense sau mutatii care
afecteaza reglarea expresiei genice, acestea fiind asociate, In general, cu forme moderate si usoare
de hemofilie.

Aceasta distributie evidentiaza cd tipul de mutatie geneticd influenteaza direct gradul de

prelungire a timpului Lee-White, ceea ce poate avea implicatii in stabilirea unui prognostic si in
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alegerea strategiei terapeutice. Pacientii cu mutatii severe necesitd adesea tratament profilactic
intensiv $i monitorizare strictd a parametrilor hemostatici.

Astfel, analiza evidentiatd confirma corelatia dintre severitatea hemofiliei determinata
genetic si impactul asupra timpului de coagulare, subliniind importanta diagnosticului molecular

in stratificarea pacientilor si optimizarea managementului clinic.
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Figura 15. Distributia mutatiilor genetice in functie de valorile Timpului Lee-White la
pacienti cu hemofilie

3.2.4. Rezultatele studiului aprecierii titrului de inhibitori

Tabelul ce urmeaza contine informatii despre prezenta inhibitorilor la pacientii cu hemofilie,
impartiti in doua tipuri: Hemofilie A si Hemofilie B. Proportiile sunt indicate pentru fiecare
categorie, precum si intervalul de incredere (II) de 95% pentru fiecare grup. In cazul hemofiliei de
tip A, 60,5% (I1 95% [44,16-64,73]) nu s-a efectuat determinarea inhibitorilor (49 de pacienti),
indicand o incertitudine moderati. In cazul hemofiliei de tip B, titrarea inhibitorilor s-a ficut la
toti pacientii. Per total, 49 de pacienti din 90 nu au efectuat testul pentru inhibitori, reprezentand
54,4% din intreaga populatie studiata. In cazul hemofiliei de tip A, 4 pacienti (4,9%) au avut
inhibitori prezenti, intervalul de incredere (II 95%) se situeaza intre 0,19% si 8,70%, indicand o
incidentd scizutd a acestui fenomen. In cazul hemofiliei de tip B, nu s-au inregistrat cazuri de
inhibitori prezenti (0%). In ansamblu, 4 pacienti (4,9%) din cei 90 inclusi in studiu au avut
inhibitori detectati. In cazul hemofiliei de tip A, 28 de pacienti (34,6%) nu au avut inhibitori, dar
acest procent este semnificativ mai mic fata de grupul celor care nu au efectuat testul. Intervalul

de incredere (II 95%) pentru acest procent variaza intre 30,95% si 51,28%, indicand o frecventd
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medie. In cazul hemofiliei de tip B, toti pacientii (9 pacienti, 100%) nu au prezentat inhibitori,
ceea ce este caracteristic acestui tip de hemofilie. Per total, 37 de pacienti (41,1%) din cei 90 inclusi
in studiu nu au avut inhibitori, din care 28 sunt din tipul A si 9 din tipul B. Hemofilia de tip A a
avut o prevalenta semnificativa a cazurilor in care nu s-a efectuat testul pentru inhibitori, ceea ce
sugereazd o posibila lipsa de acces la aceastd analizd pentru majoritatea pacientilor. Aceste
observatii ofera informatii importante despre abordarile de diagnostic si managementul pacientilor
cu hemofilie, precum si despre prevalenta inhibitorilor in diferitele tipuri de hemofilie (Tabelul
22).

Tabelul 22. Aprecierea titrului de inhibitori

Tip
A B Total
N % N % N %
Nu s-a efectuat 49 60,5% 0 0,0* 49 54,4
Prezent 4 4,9 0 0,0 4 4.4
Inhibitori

Absent 28 34,6* 9 100%* 37 41,1

Total 81 100 9 100 90 100

*Diferenta statisticd semnificativa la nivel de p<0,05

In cadrul studiului realizat, a fost propus un algoritm clinic de evaluare si orientare
terapeuticd, dedicat pacientilor cu hemofilie care dezvoltd inhibitori impotriva factorilor de
coagulare exogeni (factor VIII sau IX). Acest algoritm ofera un cadru practic aplicabil in
determinarea tacticii de tratament complex, cu scopul de a reduce frecventa si severitatea
episoadelor hemoragice recurente. Aparitia inhibitorilor reprezintd una dintre cele mai dificile
complicatii ale terapiei de substitutie la pacientii cu hemofilie, determinand o rezistenta
imunologicd fatda de factorii administrati si, implicit, o eficacitate terapeutica diminuata.
Implementarea unui algoritm clar de investigare si management permite o abordare personalizata
si precoce a acestor pacienti, contribuind semnificativ la Tmbunatdtirea calitatii vietii si la
reducerea riscurilor de morbiditate si mortalitate.

Literatura stiintifica internationala abordeaza relativ limitat problema hemofiliei inhibitorii,
in comparatie cu formele fard complicatii imunologice, in timp ce in spatiul autohton aceasta
tematica este aproape inexistentd. In Republica Moldova, pana in prezent, nu existd protocoale
standardizate nationale pentru abordarea specifica a hemofiliei cu inhibitori, ceea ce accentueaza
vulnerabilitatea sistemului medical in fata unor cazuri cu evolutie clinica severd. Din acest motiv,
elaborarea si validarea unui algoritm local, adaptat resurselor si particularitatilor sistemului de

sandtate moldovenesc, reprezinta un demers justificat stiintific si practic.
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Prognosticul pacientilor cu hemofilie insotitd de dezvoltarea de inhibitori este adesea
nefavorabil, Intrucat acestia prezintd un risc crescut de complicatii hemoragice severe, refractare
la tratamentul conventional. Mai mult, costurile asociate cu gestionarea acestor pacienti sunt
semnificativ mai mari, iar optiunile terapeutice eficiente sunt adesea limitate sau inaccesibile. In
acest context, inovatia propusd in cadrul studiului de fatd constd in constituirea si aplicarea unui
algoritm de investigatii care permite identificarea precoce si monitorizarea titrului de anticorpi
inhibitori anti-factor VIII sau IX. Acest algoritm oferd o reorientare corecta a conduitei terapeutice,
atat in fazele acute, cat si In cele de monitorizare pe termen lung, facilitand luarea unor decizii
medicale bazate pe date obiective si adaptate profilului imunologic individual al pacientului.

Concluzie capitolul 3. Prin urmare, propunerea acestui algoritm reprezinta un pas esential
in directia optimizarii controlului hemoragiilor recidivante si a reducerii impactului inhibitorilor
asupra evolutiei clinice a pacientilor cu hemofilie din Republica Moldova. Suntem de parerea ca
implementarea sistematica a acestui instrument va contribui nu doar la imbunatatirea rezultatelor
terapeutice, ci si la fundamentarea unei politici nationale coerente de gestionare a hemofiliei

inhibitorii (Anexa 1).
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4. STUDIUL INTERRELATIEI PARAMETRILOR CLINICI SI PARACLINICI iN
DEPENDENTA DE SEVERITATEA BOLII

4.1. Interrelatia severitatii bolii cu tipul de transmitere

In cadrul analizei noastre privind asocierea dintre tipul de transmitere familiala si gradul de
severitate al bolii am observat urmatoarele aspecte relevante:

- Referitor la criteriul de severitate, am constatat ca tipul de transmitere familial cel mai
frecvent intalnit a fost asociat cu formele moderate ale bolii, prezent in 45,5% din cazuri (15
cazuri). Aceasta frecventd a fost semnificativ mai mare sub aspect statistic decat in formele severe,
inregistrandu-se doar In 15,9% din cazuri (7 copii), si formelor usoare, unde nu s-a identificat
niciun caz.

- In formele severe, cel mai adesea nu s-a cunoscut tipul de transmitere familial, fiind intalnit
in 54,5% din cazuri (24 de copii), In timp ce n formele usoare aceastd proportie a fost de 76,9%
(10 copii). Cu toate acestea, in formele moderate, frecventa cazurilor in care tipul de transmitere
nu a fost cunoscut a fost semnificativ mai mica, de doar 3,0% (X2=32,216, gl=4, p<0,001).

- Tipul sporadic de transmitere familiald a fost cel mai frecvent asociat cu severitatea
moderatd, prezent in 51,5% din aceste cazuri (17 copii). In contrast, in cazurile severe si usoare,
acest tip de transmitere a fost Intalnit in proportii mai mici, respectiv 29,5% (13 copii) si 23,0% (3
copii).

Aceste constatari subliniazd complexitatea interactiunii dintre tipul de transmitere familial
si gradul de severitate al bolii in contextul hemofiliei, evidentiind diversitatea caracteristicilor

genetice si clinice ale acestei afectiuni (Tabelul 23).

Tabelul 23. Rezultatele interrelatiei tipului de transmitere si severitatea bolii

Grad de severitate
Usor Moderat Severa Total
N % N % N % N %
Tip Familial 0 0,0* 15 45,5% 7 15,9* 22 24,4
transmitere | Sporadic 3 23,0 17 51,5 13 29,5 33 36,7
Nu se 10 76,9% 1 3,0% 24 54,5% 35 38,9
cunoaste
Total 13 100 33 100 44 100 90 100

*Diferenta statistica semnificativa la nivel de p<0,05
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4.2, Interrelatia severitatii bolii cu incidenta hemartozelor

Am analizat asocierea dintre hemartroza, care este afectarea cea mai frecventd in cazul
hemofiliei, si gradul de severitate si am stabilit urmatoarele constatari semnificative.

In formele severe sunt afectate mai multe articulatii, 4 articulatii implicate au fost in 27,3%
(12 copii) din cazuri, 5 articulatii afectate s-au Tnregistrat in 18,2% (8 copii) din cazuri, la fel ca in
cazurile cu 2 si 3 articulatii implicate. Afectarea a 6 articulatii a fost in 13,6% (6 copii) din cazuri.
Doar in 4,5% (2 copii) din cazuri a fost implicata o singurd articulatie.

Articulatia cotului a fost afectatd mai frecvent in formele severe — 54,5% (24 copii) din
cazuri, cu implicarea ambelor articulatii — in 31,8% (14 copii) din cazuri si cu implicarea unei
articulatii — in 22,7% (10 copii). In formele moderate articulatia cotului a fost afectatd in 39,4%
(13 copii) din cazuri, cu implicarea ambelor articulatii —in 36,4% (12 copii), si doar a unei articultii
in 3,0% (1 copil). In formele usoare articulatia cotului este cel mai rar afectati doar 23,0% (3 copii)
din cazuri si a fost inregistratd la o singuri articulatie. In forma severa afectarea unui singur cot a
fost Tnregistartd in 22,7% (10 copii) din cazuri, mult mai frecvent decat in forma moderta — 3,0%
(1 copil) (X?=11,81, gl= 4, p=0,019).

O alta articulatie afectatd a fost genunchiul. La fel, in formele severe a fost mai frecvent
afectat — 88,6% (39 de copii), in 72,7% (32 de copii) din cazuri au fost afectate ambele articulatii
siin 15,9% (7 copii) doar o articulatie. In formele moderate articulatia genunchiului a fost afectata
in 93,9% (31 de copii) din cazuri cu implicarea ambelor articulatii Tn 84,9% (28 de copii) din cazuri
si doar a unei articultii in 9,0% (3 copii) din cazuri. In formele usoare afectarea articulatiei
genunchilor a fost inregistratd in egald masura atat pentru ambele articulatii, cat si pentru o singura
articulatie — cite 38,5% (5 copii). In forma moderati afectarea ambelor articulatii ale genunchiului
a fost inregistratd in 84,9% (28 copii) din cazuri, semnificativ mai frecvent decat in forma usoara
38,5% (5 copii) (X*=10,07, gl= 4, p= 0,039).

O alta articulatie afectata a fost glezna. La fel, in formele severe a fost mai frecvent afectata
72,7% (32 de copii), in 43,2% (19 copii) au fost afectate ambele articulatii si in 29,6% (13 copii)
doar o articulatie. In formele moderate afectarea articulatiei gleznei a fost in 66,7 % (22 de copii),
in egald masura fiind implicate ambele articulatii sau doar o articulatie 33,3% (11 copii). In forma
usoara articulatia gleznei este cel mai rar afectatd — 92,3%, ceea ce semnificativ difera de forma
moderatd 33,3% si forma severa —27,3% X’=7., gl=2, p=0,030).

Aceste observatii subliniaza varietatea si complexitatea manifestarilor clinice ale hemofiliei,
evidentiind necesitatea unei abordéri personalizate si a unei gestionari adecvate a afectiunilor

asociate cu fiecare grad de severitate (Tabelul 24).
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Tabelul 24. Rezultatele interrelatiei hemartrozelor si gradul de severitate a bolii

Gradul de severitate
Usor Moderat Sever Total
N % N % N % N %
Nr. 0 2 15,4 1 3,0 0 0,0 3 3.3
articulatiilor 1 5 38,5 0 0,0 2 4,6 7 7.8
afectate 2 6 46,2 7 212 8 18,2 21 233
3 0 0,0 8 24,2 8 18,2 16 17,8
4 0 0,0 10 30,3 12 273 22 24,4
5 0 0,0 3 9,0 8 18,2 11 12,2
6 0 0,0 4 12,1 6 13,6 10 11,1
Total 13 100 33 100 44 100 90 100
Cot 0 10 76,9 20 60,6 20 45,5 50 55,6
1 3 23,1 1 3,0% 10 22,7% 14 15,6
2 0 0,0 12 36,4 14 31,8 26 28,9
Total 13 100 33 100 44 100 90 100
Genunchi 0 3 23,1 2 6.1 5 11,4 10 11,1
1 5 38,5 3 9,1 7 15,9 15 16,7
2 5 38,5% 28 84,9% 32 72,7 65 72,2
Total 13 100, 33 100 44 100 90 100
Glezna 0 12 92,3%* 11 33,3 12 27,3% 35 38,9
1 1 7,7 11 33,3 13 29,6 25 27,8
2 0 0,0 11 33,3 19 432 30 33,3
Total 13 100 33 100 44 100 90 100

*Diferenta statisticd semnificativa la nivel de p<0,05

4.3. Asocierea interrelatiei severitatii bolii cu tipul mutatiei genetice

Am analizat tipurile de mutatii genetice inregistrate cu severitatea bolii, astfel am descris
asocierea genotip cu gradul de severitate a bolii.

In formele usoare de hemofilie cea mai frecventda mutatie este Missens 7,7% (16 copii). Inv
Intr-22 s-a nregistrat in 13,3% (12 copii) din cazuri si s-a intalnit doar in formele moderata —
15,2% (5 copii) si severd 15,9% (7 copii). Un alt tip de mutatie intalnita a fost Frameshift — in
7,8% (7 copii) din cazuri, cu o ratd de 12,1% (4 copii) in formele moderate si 6,8% (3 copii) in
forma severa. Cea mai rar intalnitd mutatie a fost Nonsens — 3,3% (3 copii), dintre care In forma
severd 4,6% (2 copii) si 3,0% (1 copil) in forma moderata.

A fost identificata o diferentd semnificativd sub aspect statistic la nivel de p<0,05 intre
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frecventa mutatiei Missens in formele moderate, care s-a Intalnit in 36,4% din cazuri (12 copii) si
in formele severe, care s-au regisit in 6,8% din cazuri (3 copii) (x?=24,015, gl=10, p=0.008).
Aceste constatdri subliniazd diversitatea si complexitatea mutatiilor genetice implicate in

etiologia hemofiliei si relevanta lor In determinarea severitatii afectiunii (Tabelul 25).

Tabelul 25. Rezultatele interrelatiei fenotip-genotip

Gradul de severitate
Usor Moderat Sever Total

N % N % N % N %

Mutatie Frameshift 0 0,0 4 12,1 3 6,8 7 7,8
Inv Intr 22 0 0,0 5 15,2 7 15,9 12 13,3
Missens 1 7,7 12 36,4%* 3 6,8% 16 17,8
Negativ 0 0,0 1 3,0 0 0,0 1 1,1
Nonsens 0 0,0 1 3,0 2 4.6 3 3,3
Nu a fost supus 12 92,3%* 10 30,3* 29 65,9* 51 56,7

controlului

Total 13 100 33 100 44 100 90 100

*Diferenta statisticd semnificativa la nivel de p<0,05

44. Asocierea interrelatiei bolii cu titrul de inhibitori

Analiza interrelatiei severitatea hemofiliei — titrul inhibitorilor (Tabelul 26) prezintd
distributia pacientilor cu hemofilie in functie de severitatea bolii si rezultatele determindrii titrului
de inhibitori 1n doud etape distincte de evaluare. Analiza acestui tabel ofera informatii relevante
privind frecventa testarii pentru inhibitori si corelatia acesteia cu severitatea hemofiliei. Din totalul
de 90 de pacienti, 49 (54,4%) nu au fost testati pentru prezenta inhibitorilor. Cea mai mare
proportie a pacientilor netestati se regaseste in grupul celor cu hemofilie moderata (84,9%), urmat
de cei cu hemofilie severa (43,2%) si doar 15,4% dintre pacienti au fost cu hemofilie usoara.
Aceasta distributie poate reflecta o practica de testare mai frecventa la pacientii cu forme severe,
unde prezenta inhibitorilor este mai probabila si influenteaza semnificativ tratamentul.

In prima etapa de testare, inhibitorii au fost detectati doar la pacientii cu hemofilie severd
(16,0%), in timp ce la pacientii cu forme usoare si moderate nu au fost identificati inhibitori.

Majoritatea pacientilor testati (90,2%) nu au prezentat inhibitori, indicand o prevalenta
relativ redusa in lotul analizat.

Rezultatele celei de-a doua etape de testare sunt identice cu cele din prima etapd, confirmand

prezenta inhibitorilor doar la pacientii cu hemofilie severa (16,0%), iar in restul cazurilor acestia
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au lipsit (90,2%).

Aceastd concordantd sugereaza o stabilitate a rezultatului in timp si confirma faptul ca
pacientii cu forme mai severe ale bolii sunt predispusi sa dezvolte inhibitori.

Rezultatele indicd o corelatie clara intre severitatea bolii si riscul de dezvoltare a
inhibitorilor, acestia fiind prezenti exclusiv la pacientii cu hemofilie severa.

Procentul ridicat de pacienti netestati, in special in forma moderatd a bolii, subliniaza
necesitatea unei strategii mai riguroase de screening pentru inhibitori, avand in vedere impactul
acestora asupra eficacitdtii tratamentului substitutiv.

Diferenta statistica semnificativa la nivel de p<0,05 confirma relevanta clinica a acestor
rezultate, evidentiind necesitatea unei monitorizari continue a pacientilor cu hemofilie severa
pentru prevenirea si gestionarea inhibitorilor. Aceastd analizd subliniazd importanta testarii
periodice a inhibitorilor, Tn special la pacientii cu forme severe de hemofilie, pentru optimizarea

tratamentului si prevenirea complicatiilor asociate cu dezvoltarea acestora.

Tabelul 26. Rezultatele interrelatiei severitatii bolii cu titrul de inhibitori

Severitate
Usoara Moderata Severa Total
N % N % N % N %

Nu s-a 2 15,4 28 84,9 19 43,2 49 54,4
efectuat

Determinarea titrului de inhibitori la etapa I

Prezent 0 0,0* 0 0,0* 4 16,0%* 4 9,8
Absent 11 100 5 100 21 84,0 37 90,2
Total 13 100 5 100 25 100 41 100
Determinarea titrului de inhibitori la etapa II

Prezent 0 0,0* 0 0,0* 4 16,0%* 4 9,8
Absent 11 100 5 100 21 84,0 37 90,2
Total 11 100 5 100 25 100 41 100

*Diferenta statistica semnificativa la nivel de p<0,05
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4.5. Analiza distributiei mutatiilor genetice si a severititii clinice in functie de
statusul inhibitorilor anti-factor VIII

In cadrul studiului a fost analizata distributia tipurilor de mutatii si severitatea hemofiliei A
la un lot de 90 de pacienti, In functie de prezenta inhibitorilor specifici anti-factor VIII, impartiti
in trei categorii: pacienti la care nu s-a efectuat testarea pentru inhibitori (n = 49), pacienti cu

inhibitori prezenti (n = 4) si pacienti cu inhibitori absenti (n = 37) (Tabelul 27).

Tabelul 27. Analiza distributiei mutatiilor genetice si a severitatii clinice in functie de
statusul inhibitorilor anti-factor VIII

Inhibitorii anti-factor VIII
Nu s-a efectuat Prezent Absent Total
N % N % N % N %

Tipul Frameshift 6 12.2 0 0.0 1 2.7 7 7.8
mutatiei | Inv Intr 22 12 24.5 4 100.0 0 0.0 16 17.7

Missens 15 30.6 0 0.0 1 2.7 16 17.8

Negativ 1 2.0 0 0.0 0 0.0 1 1.1

Nonsens 3 6.1 0 0.0 0 0.0 3 33

Nu a fost

supus 12 24.5 0 0.0 35 94.6 47 52.2

controlului

Total 49 100.0 4 100.0 37 100.0 90 100.0
Grad de | Usor 2 4.1 0 0.0 11 29.7 13 14.4
severitate | Moderat 28 57.1 0 0.0 5 13.5 33 36.7

Sever 19 38.8 4 100.0 21 56.8 44 48.9

Total 49 100.0 4 100.0 37 100.0 90 100.0

Cea mai frecventa mutatie identificatd in grupul total de pacienti a fost mutatia de tip
Missens, prezenta la 16 pacienti (17,8%), urmata de Inversia intronului 22 (13,3%) si mutatia
Frameshift (7,8%).

La pacientii la care nu s-a efectuat testarea pentru inhibitori (n = 49) mutatiile Missens
(30,6%), Inv Intron 22 (24,5%) si lipsa testdrii genetice (24,5%) au avut ponderi aproximativ egale,
sugerand o eterogenitate geneticd in absenta evaludrii inhibitorilor. In schimb, in grupul cu
inhibitori prezenti (n = 4), toti pacientii (100%) au fost Inregistrati cu mutatia Inversia Intronului
22, evidentiind asocierea puternicd dintre aceastd anomalie genetica si riscul crescut de dezvoltare
a inhibitorilor factorului VIIL In grupul cu inhibitori absenti (n = 37), cei mai multi pacienti
prezentau status genetic necunoscut (94,6%), iar mutatiile Missens si Frameshift erau prezente in
proportie redusa (cate 2,7%).

In ceea ce priveste severitatea clinici a bolii, forma severd de hemofilie A a predominat (n
=44; 48,9%), urmata de forma moderata (n = 33; 36,7%) si forma usoara (n = 13; 14,4%).

In grupul netestat pentru inhibitori, severitatea moderati a fost cea mai frecventd (57,1%),
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in timp ce formele severe au constituit 38,8% din cazuri. Forma usoari a fost rard (4,1%). In grupul
cu inhibitori prezenti, toate cazurile (100%) au fost clasificate cu hemofilie severa, ceea ce sustine
ipoteza literaturii de specialitate conform careia dezvoltarea de inhibitori este asociatd
preponderent cu formele severe de boald. In grupul cu inhibitori absenti, 56,8% dintre pacienti
aveau forma severd, iar 29,7% forma usoara, ceea ce poate reflecta fie eficienta tratamentului
profilactic, fie particularititi genetice favorabile.

Distributia tipurilor de mutatii si a severitdtii clinice sugereaza o asociere intre forma severa
de hemofilie A si prezenta inhibitorilor, cu un procent ridicat de cazuri in care lipsa testarii genetice
a fost concomitentd cu lipsa testdrii inhibitorilor. Aceasta situatie releva necesitatea consolidarii
accesului la diagnosticul molecular si imunologic in managementul pacientilor cu hemofilie, in

special in formele severe.

Concluzie la capitolul 4

Analiza relatiei reciproce dintre severitatea hemofiliei si parametrii clinici si paraclinici a
evidentiat asocieri semnificative intre tipul de transmitere, manifestarile articulare, mutatiile
genetice si titrul de inhibitori. Formele moderate au fost cel mai frecvent asociate cu transmiterea
familiala, n timp ce formele severe au prezentat cel mai mare risc de dezvoltare a inhibitorilor.
Numarul si localizarea hemartrozelor s-au corelat direct cu gradul de severitate, afectdind mai
frecvent articulatiile genunchiului, gleznei si cotului. Mutatiile de tip ,.,inversia intronului 22" si
»frameshift” au fost asociate cu formele severe, iar lipsa testarii genetice si imunologice raimane o
limitare importanta in evaluarea completa a cazurilor. Rezultatele subliniaza importanta abordarii
multidimensionale si personalizate in managementul hemofiliei. Monitorizarea sistematicd a
inhibitorilor si testarea geneticd precoce sunt esentiale pentru prevenirea complicatiilor si

optimizarea tratamentului.
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5. REZULTATELE STUDIULUI COMPARATIV iN DEPENDENTA DE TIPUL DE
TRATAMENT ADMINISTRAT
S.1. Caracteristica generala a loturilor

In cadrul studiului nostru, am selectat cu rigurozitate 32 de pacienti dintr-un grup initial de 90,
avand un diagnostic de hemofilie, confirmat ulterior. Am divizat acesti pacienti in doud grupuri
distincte: 16 au fost tratati cu crioprecipitat, in timp ce ceilalti 16 au primit FVIII recombinat.
Detaliile medicale ale acestor pacienti au fost scrutate meticulos, incepand de la prima lor
internare, cand diagnosticul a fost stabilit, si am analizat cu atentie evolutia clinica pe parcursul a
trei ani. Am inregistrat cu precizie numarul de internari pe an si am documentat in detaliu
manifestarile clinice ale sindromului hemoragic. Aceastd analiza cuprinzatoare ne-a permis sa
evaludm in mod exhaustiv eficacitatea si impactul tratamentului administrat asupra progresiei bolii
si a starii de sdnatate a pacientilor nostri [Tabelul 28].

Tabelul 28. Caracteristici generale ale loturilor

Tratament de substitutie
Crioprecipitat FVIII Total
N % N % N %
Tip HA 15 93,8 15 93,8 30 93,8
HB 1 6,2 1 6,2 2 6,2
Total 16 100,00 16 100,00 32 100,00

Hemofilia, o afectiune geneticd cu impact semnificativ asupra calitatii vietii, se
caracterizeaza prin debutul precoce al simptomelor, impunand necesitatea unei diagnosticari
prompte si eficiente. In cadrul studiului nostru, am observat ci copiii inclusi au fost identificati cu
aceasta afectiune in primii doi ani de viata. Constatam cd 68,8% din cazuri (22 de pacienti) au
primit confirmarea diagnosticului n primul an de viata, in timp ce 31,2% din cazuri (10 pacienti)
au fost diagnosticati in al doilea an de viata. Aceste date ilustreazd clar impactul timpuriu al
hemofiliei si subliniazd necesitatea unei abordari practice in detectarea si gestionarea acestei

afectiuni, oferind perspective esentiale pentru imbunatatirea calittii vietii pacientilor [ Tabelul 29].
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Tabelul 29. Varsta stabilirii diagnosticului primar

Tratament de substitutie
Crioprecipitat Factorul VIII Total
N % N % N %o
Varsta stabilirii 1-12 luni 11 68,8 11 68,8 22 68,8
diagnosticului primar | 12-48
5 31,2 5 31,2 10 31,2
luni
Total 16 100 16 100 32 100

*Diferenta statistica semnificativa la nivel de p<0,05

In primul an de supraveghere clinici s-a constatat ci pacientii au necesitat cel putin o
internare pentru tratamentul de substitutie. In cadrul acestui interval de timp, 56,25% dintre cazuri
(9 copii) tratati cu crioprecipitat si 31,25% dintre cazuri (5 copii) tratati cu factor VIII recombinant
au necesitat interndari. Interndrile repetate au fost, de asemenea, observate In ambele grupuri de
tratament: doud interndri au fost necesare in 18,75% din cazuri (3 copii) pentru crioprecipitat si in
25,0% din cazuri (4 copii) pentru factorul VIII; trei internari au fost inregistrate in 18,75% din
cazuri (3 copii) pentru crioprecipitat si in 12,5% din cazuri (2 copii) pentru factorul VIII; patru
interndri au fost necesare in 6,25% din cazuri (1 copil) pentru crioprecipitat si in 18,75% din cazuri
(3 copii) pentru factorul VIII. De remarcat este faptul ca doar in grupul tratat cu factorul VIII s-au
inregistrat interndri repetate de pana la 7 ori intr-un an, afectand 12,5% din cazuri (2 copii), ceea
ce sugereazd un grad sporit de complexitate in gestionarea si controlul acestei afectiuni intr-un

context terapeutic specific [Tabelul 30].

Tabelul 30. Evaluarea numirului de spitalizari in primul an de la stabilirea diagnosticului
de hemofilie

Tratament de substitutie
Crioprecipitat Factorul VIII Total
N % N % N %

Nr. internari in 1 9 56,25 5 31,25 14 43,75
primul an de 2 3 18,75 4 25,0 7 21,89
supraveghere 3 3 18,75 2 12,5 5 15,6
4 1 6,25 3 18,75 4 12,5

7 0 0,0 2 12,5 2 6,25

Total 16 100 16 100 32 100
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In al doilea an de supraveghere clinici s-a observat ci 6,25% din pacienti (1 copil) nu au
necesitat internare pentru tratament. Cu toate acestea, cel putin o internare pentru tratament de
substitutie a fost necesara in 25,0% din cazuri (4 copii), cu o frecventa egald pentru ambele tipuri
de tratament. Internarile repetate au fost, de asemenea, inregistrate in al doilea an, atat in cazul
crioprecipitatului, cat si al factorului VIII: doud interndri au fost necesare in 6,25% din cazuri (1
copil) pentru crioprecipitat si Tn 12,5% din cazuri (2 copii) pentru factorul VIII; trei internari au
fost necesare Tn 18,75% din cazuri (3 copii) pentru crioprecipitat si in 25,0% din cazuri (4 copii)
pentru factorul VIII; patru internari au fost necesare in 25,0% din cazuri (4 copii) pentru
crioprecipitat si in 18,75% din cazuri (3 copii) pentru factorul VIII; cinci interndri au fost necesare
in 6,25% din cazuri (1 copil) doar pentru factorul VIII; sapte internari au fost necesare in 6,25%
din cazuri (1 copil) doar pentru crioprecipitat; noud internari au fost necesare in 6,25% din cazuri
(1 copil) doar pentru factorul VIII; zece interndri au fost necesare in 6,25% din cazuri (1 copil), cu
o frecventd egala pentru ambele loturi. De notat faptul cd in lotul tratat cu crioprecipitat s-au
inregistrat interndri repetate de pand la 11 ori Intr-un an, afectdnd 6,25% din cazuri (1 copil), ceea
ce ilustreazd complexitatea si diversitatea nevoilor de Ingrijire si management al acestei afectiuni

1n context clinic [Tabelul 31].

Tabelul 31. Evaluarea numirului de spitalizari in al II-lea an de la stabilirea diagnosticului
de hemofilie

Tratament de substitutie
Crioprecipitat Factorul VIII Total

Nr % Nr % Nr %

Nr. internari 1n al II-lea 0 1 6,25 0 0,0 1 3,1
an de supraveghere 1 4 25,0 4 25,0 8 25,0
2 1 6,25 2 12,5 3 9.4
3 3 18,75 4 25,0 7 21,9
4 4 25,0 3 18,75 7 21,9

5 0 0,0 1 6,25 1 3,1

7 1 6,25 0 0,0 1 3,1

9 0 0,0 1 6,25 1 3,1

10 1 6,25 1 6,25 2 6,3

11 1 6,25 0 0,0 1 3,1

Total 16 100 16 100 32 100

In al treilea an de supraveghere clinica s-a observat, la fel ca in cel de-al 2-lea an, ca 6,25%
din pacienti (1 copil) nu au necesitat internare pentru tratament. Cel putin o internare pentru

tratament de substitutie a fost necesara in 21,9% din cazuri (7 copii), cu o frecventa de 25,0% (4
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copii) pentru tratamentul de substitutie cu FVIII si 18,75% (3 copii) pentru tratament cu
crioprecipitat. Reinterndrile au fost, de asemenea, inregistrate in al treilea an, atit in cazul
crioprecipitatului, cat si al factorului VIII: doud internari au fost necesare in 12,5% din cazuri (2
copii) pentru crioprecipitat si in 25,0% din cazuri (4 copii) pentru factorul VIII; trei interndri au
fost necesare n 18,75% din cazuri (3 copii) pentru crioprecipitat si in 6,25% din cazuri (1 copil)
pentru factorul VIII; patru interndri au fost necesare in 12,25% din cazuri (2 copii) pentru
crioprecipitat si in 18,75% din cazuri (3 copii) pentru factorul VIII; cinci interndri au fost necesare
doar pentru pacientii cu substitutie crioprecipitat in 12,5% din cazuri (2 copii); cate sapte interndri
au fost necesare, de asemenea, doar pacientilor cu tratament de substitutie crioprecipitat in 6,25%
din cazuri (1 copil); opt sau zece internari au fost necesare in 6,25% din cazuri (1 copil) doar pentru
factorul VIII; zece internari au fost necesare in 6,25% din cazuri (1 copil), cu o frecventa egala
pentru ambele loturi.

De mentionat cd in lotul tratat cu crioprecipitat s-au Inregistrat interndri repetate de pana la
11 ori si 1n al treilea an, ceea ce a afectat 6,25% din cazuri (1 copil), ilustrand astfel complexitatea
si diversitatea nevoilor de Ingrijire si management al acestei afectiuni in context clinic [Tabelul
32].

Tabelul 32. Evaluarea numarului de spitaliziri in al III-lea an de la stabilirea
diagnosticului de hemofilie

Tratament de substitutie
Crioprecipitat F VIII Total
N % N % N %
Nr. internari in al III- 0 1 6,25 2 12,5 3 9.4
lea an de supraveghere 1 3 18,75 4 25,0 7 21,9
2 2 12,5 4 25,0 6 18,75
3 3 18,75 1 6,25 4 12,5
4 2 12,5 3 18,75 5 15,6
5 2 12,5 0 0,0 2 6,25
6 1 6,25 0 0,0 1 3,1
7 1 6,25 0 0,0 1 3,1
8 0 0,0 1 6,25 1 3,1
10 0 0,0 1 6,25 1 3,1
11 1 6,25 0 0,0 1 3,1
Total 16 100 16 100 32 100
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5.2. Rezultatele studiului comparativ dintre tratamentul cu crioprecipitat si factor
recombinant privind controlul asupra recidivelor sindromului hemoragic
Analiza datelor din tabelul furnizat aratd distributia tratamentului de substitutie cu
crioprecipitat si factorul VIII (FVIII) pentru gestionarea hematoamelor, acesta fiind diagnosticul
de internare. Datele sunt prezentate ca numarul de internari si procentajele corespunzatoare pentru
diferite grade de severitate a hematoamelor pe parcursul tratamentului. Totodata, cifrele sugereaza
cd, in ciuda preferintelor terapeutice echilibrate, existd variatii in eficacitatea tratamentelor in
functie de severitatea hematomului. Rezultatele arata ca, pentru hematoamele de grad mai mare (2
si 3), tratamentul cu F VIII a fost predominant, reflectand posibil o eficacitate mai mare a acestui
tratament in cazurile severe. Acest aspect este crucial, deoarece sugereaza ca F VIII ar putea fi mai
eficient Tn managementul hematoamelor severe, in timp ce crioprecipitatul ar putea fi suficient
pentru cazurile mai usoare. Aceste informatii sunt fundamentale pentru imbunatitirea
protocoalelor de tratament si pentru personalizarea terapiei in functie de nevoile individuale ale
pacientilor, cu scopul final de a optimiza rezultatele clinice si de a reduce riscurile asociate

tratamentelor [Tabelul 33].

Tabelul 33. Caracteristica comparativa a numérului de internari cu diagnosticul Hematom
cu diferita localizare in dependenta de tipul de tratament administrat (crioprecipitat sau
factor recombinant)

Tratament de substitutie
Crioprecipitat F VIII Total
Nr % Nr. % Nr. %
Hematom 0 3 18,75 0 0,00 3 9,4
1 4 25,0 0 0,0 4 12,5
2 1 6,25 5 31,25 6 18,75
3 2 12,5 5 31,25 7 21,9
4 1 6,25 1 6,25 2 6,25
5 1 6,25 1 6,25 2 6,25
6 1 6,25 1 6,25 2 6,25
7 1 6,25 0 0,0 1 3,1
8 0 0,0 1 6,25 1 3,1
10 1 6,25 0 0,0 1 3,1
12 1 6,25 0 0,0 1 3,1
15 0 0,0 1 6,25 1 3,1
18 0 0,0 1 6,25 1 3,1
Total 16 100 16 100 32 100
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In tabelul de mai jos sunt furnizate datele comparative ale tratamentului de substitutie cu
crioprecipitat si tratamentul de substitutie cu F VIII pentru gestionarea hemartrozelor. Conform
datelor tabelului, 28,1% din cazuri (9 copii) s-au datorat hemartrozei la 3 articulatii, cu o frecventa
de 25% din cazuri (4 copii) gestionate cu F VIII, si 31,25% (5 cazuri) pentru tratament cu
crioprecipitat. Hemartroza a 24 de articulatii a fost inregistrata doar in lotul de pacienti pe baza de
tratament de substitutie cu crioprecipitat. Datele sugerereaza ca atat crioprecipitatul, cat si F VIII
sunt utilizate cu o distributie uniforma in tratamentul hemartrozei, cu toate acestea F VIII a
inregistrat o eficacitate mai bund, cu un numar relativ mic de articulatii maxim afectate — 5,
inregistrate cu o frecventa de 18,75% (3 cazuri) in cadrul tratamentului cu F VIII, comparativ cu
tratamentul de substitutie cu crioprecipitat, unde s-a inregistrat afectarea articularda de tip

hemartroza in 24 de articulatii, care au constituit 6,25% din cazuri (1 copil) [Tabelul 34].

Tabelul 34. Caracteristica comparativa a numarului de internéri cu diagnosticul
Hemartoza cu diferita localizare in dependenta de tipul de tratament administrat
(crioprecipitat sau factor recombinant)

Tratament de substitutie
Crioprecipitat F VIII Total

N % N % N %
Hemartroza 0 3 18,75 1 6,25 4 12,5
1 2 12,5 2 12,5 4 12,5
2 1 6,25 6 37,5 7 21,9
3 5 31,25 4 25,0 9 28,1

4 1 6,25 0 0,0 1 3,1

5 0 0,0 3 18,75 3 9,4

6 1 6,25 0 0,0 1 3,1

8 1 6,25 0 0,0 1 3,1
11 1 6,25 0 0,0 1 3,1
24 1 6,25 0 0,0 1 3,1
Total 16 100 16 100 32 100

Au fost analizate datele referitoare la distributia tratamentului de substitutie cu crioprecipitat
si factorul VIII (F VIII) pentru gestionarea hemoragiilor masive, au fost Tnregistrate 2 hemoragii
masive la 1 pacient gestionat cu crioprecipitat. Aceastd observatie este importanta, sugerand ca
eficacitatea tratamentului cu crioprecipitat in prevenirea sau controlul hemoragiilor masive ar
putea fi mai redusi decét cea a tratamentului cu factorul VIIL In ansamblu, datele sugereaza ca, in

cazul hemoragiilor masive, tratamentul cu factorul VIII poate fi mai eficient decat crioprecipitatul.
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Cu toate acestea, este important sd se ia in considerare fiecare caz individual si sd se evalueze

beneficiile si riscurile in functie de necesitati si conditii [Tabelul 35].

Tabelul 35. Caracteristica comparativa a numarului de interniri cu diagnosticul
Hemoragii masive cu diferita localizare in dependenta de tipul de tratament administrat
(crioprecipitat sau factor recombinant)

Tratament de substitutie
Crioprecipitat F VIII Total
Nr % Nr Y% Nr Y%
Hemoragii 0 15 93,8 16 100 31 96,9
Masive 2 1 6,2 0 0,0 1 3,1
Total 16 100 16 100 32 100

Tabelul de mai jos furnizeaza date referitoare la hemoragiile minore in loturile de pacienti
supusi tratamentului cu crioprecipitat si cu F VIIL. Se observa ca in lotul tratat cu F VIII, un numar
mai mare de pacienti, respectiv 43,75% (7 copii), nu au avut nicio hemoragie minora. Pentru
comparatie, in lotul tratat cu crioprecipitat, doar 12,5% (2 copii) nu au Inregistrat hemoragii
minore. Acest lucru sugereaza o eficacitate mai mare in prevenirea hemoragiilor minore in randul
pacientilor tratati cu F VIIL In cazul in care s-au inregistrat hemoragii minore, se observa ci un
procent mai mare de pacienti tratati cu crioprecipitat (25%, adica 4 copii) au avut mai mult de 3
hemoragii minore, comparativ cu cei tratati cu F VIII, unde doar 12,5% (2 copii) au avut mai mult
de 3 hemoragii minore. Aceastd observatie sugereaza o eficacitate relativ. mai micd a
crioprecipitatului Tn controlul hemoragiilor minore in comparatie cu F VIII. Datele indica faptul
ca tratamentul cu F VIII oferd un control mai bun al hemoragiilor minore In comparatie cu
crioprecipitatul. Pacientii care au beneficiat de tratament cu factor VIII au prezentat o proportie
mai mare de absenta a hemoragiilor minore si o incidentd mai redusa a cazurilor cu numadr crescut
de hemoragii minore, comparativ cu pacientii tratati cu crioprecipitat. Aceste constatari pot sugera
o eficacitate superioard a tratamentului cu F VIII in prevenirea si controlul hemoragiilor minore in

cadrul acestei populatii de pacienti [Tabelul 36].
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Tabelul 36. Caracteristica comparativa a numarului de interniri cu diagosticul Hemoragii
minore cu diferita localizare in dependenta de tipul de tratament administrat
(crioprecipitat sau factor recombinant)

Tratament de substitutie
Crioprecipitat F VIII Total

Nr Y% Nr % Nr %

Hemoragii 0 2 12,5 7 43,75 9 28,1
minore 1 3 18,75 2 12,5 5 15,6
(sangerari) 2 4 25,0 5 31,25 9 28,13
3 3 18,75 0 0,0 3 9.4

4 4 25,0 1 6,25 5 15,6

6 0 0,0 1 6,25 1 3,1

Total 16 100 16 100 32 100

Analiza comparativd a numarului de internari planificate in functie de tipul tratamentului
substitutiv (Tabelul 37) evidentiaza o diferentd semnificativa intre utilizarea crioprecipitatului si
a factorului VIII recombinant (F VIII) in ceea ce priveste organizarea tratamentului in regim
planificat.

Rezultatele arata ca pacientii tratati cu crioprecipitat nu au beneficiat de interndri planificate
(100% dintre pacienti nu au avut interndri). Aceastd realitate reflectd o limitare majord a
tratamentului In cauza, care este utilizat exclusiv in regim episodic, adica doar in cazul aparitiei
unui episod hemoragic, fara posibilitatea unei administrari profilactice regulate. Din acest motiv,
pacientii care primesc crioprecipitat sunt expusi unui risc crescut de sangerari recurente si
artropatie hemofilicd, avand o protectie limitata fata de complicatiile bolii.

Spre deosebire de crioprecipitat, pacientii tratati cu factor VIII recombinant au avut internari
planificate, ceea ce sugereaza o organizare mai riguroasa a tratamentului, inclusiv administrarea
profilactica: 31,25% dintre pacienti nu au necesitat interndri, ceea ce indica faptul cd unii dintre ei
au beneficiat de tratament ambulatoriu, dar majoritatea (68,75%) au avut una sau mai multe
internari planificate, ceea ce confirmd implementarea unui protocol de tratament preventiv si de
monitorizare continua.

Internarile multiple (pana la 8 episoade) la pacientii cu F VIII sugereaza fie ajustarea
profilaxiei, fie gestionarea eficienta a terapiei de substitutie pentru prevenirea complicatiilor.

Diferenta semnificativd sub aspect statistic (p<0,05) indica faptul ca tratamentul cu factor

.....
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deosebire de crioprecipitat, care este utilizat doar in regim de urgentd. Tratamentul profilactic cu
F VIII reduce semnificativ frecventa episoadelor hemoragice si a artropatiei hemofilice,
contribuind la o calitate imbunatatita a vietii pacientilor si la reducerea riscului de dizabilitate pe
termen lung.

Datele din tabel subliniaza superioritatea tratamentului cu factor VIII recombinant in ceea
ce priveste organizarea profilactica a terapiei, Tn contrast cu crioprecipitatul, care nu permite o
administrare planificatd. Aceasta confirmd cd profilaxia este esentiald pentru prevenirea
complicatiilor hemofiliei si ca utilizarea crioprecipitatului este limitata la interventii de urgenta,

fara a oferi protectie pe termen lung impotriva sangerdarilor si deteriorarii articulare.

Tabelul 37. Caracteristica comparativa a numarului de internéri planice in dependenta de
tipul de tratament administrat (Crioprecipitat sau Factor recombinant)

Tratament de substitutie
Crioprecipitat F VIII* Total

Nr % Nr % Nr %
Planic 0 16 100* 5 31,25 21 65,6
1 0 0,0 3 18,75% 3 9.4

2 0 0,0 3 18,75% 3 94

3 0 0,0 1 6,25* 1 3,1

6 0 0,0 3 18,75% 3 9.4

8 0 0,0 1 6,25% 1 3,1

Total 16 100 16 100 32 100

*Diferenta statistica semnificativa la nivel de p<0,05

Concluzie la capitolul 5

Studiul comparativ realizat in cadrul acestui capitol a permis o analiza detaliata si relevanta
asupra eficacitatii a doud tipuri de tratament substitutiv utilizate in practica pediatricd pentru
gestionarea hemofiliei — crioprecipitatul derivat din plasma si factorul VIII recombinant (FVIIIr).
Datele obtinute In urma evaluarii clinice, a numarului de interndri si a manifestarilor hemoragice,
pe parcursul a trei ani de supraveghere, oferd perspective semnificative pentru optimizarea
protocoalelor terapeutice in Republica Moldova.

Rezultatele evidentiaza o prevalenta ridicatd a hemofiliei A in ambele grupuri de tratament,
iar stabilirea diagnosticului precoce — In majoritatea cazurilor in primul an de viata — reflectd o
vigilenta clinica crescuta si o Tmbunatatire a metodelor de diagnostic. Cu toate acestea, diferentele

intre grupuri in ceea ce priveste numarul si frecventa internarilor, precum si severitatea episoadelor
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hemoragice, subliniaza limitele tratamentului cu crioprecipitat si avantajele evidente oferite de
terapia cu FVIII recombinant.

Tratamentul cu FVIIIr a fost asociat cu o organizare mai eficientd a profilaxiei, un control
superior al hemoragiilor minore, o incidentd mai redusd a recidivelor si o posibilitate clara de
planificare a interndrilor. Dimpotriva, crioprecipitatul a fost utilizat exclusiv in regim de urgenta,
fara posibilitatea unei administrari preventive, ceea ce a condus la o frecventd mai mare a
hemoragiilor recurente si a spitalizarilor neplanificate, inclusiv cazuri izolate de hemoragii masive
si hemartroze severe.

De remarcat ca pacientii tratati cu FVIII recombinant au avut un numar semnificativ mai mic
de episoade hemoragice severe si minore, iar unii dintre acestia nu au necesitat deloc spitalizare
intr-un an, sugerand un control eficient al bolii in conditiile unui tratament profilactic corect
administrat. De asemenea, s-a remarcat posibilitatea adaptarii individuale a tratamentului, in
functie de severitatea manifestdrilor, ceea ce reprezintd un pas important spre personalizarea
terapiei.

Diferentele semnificative sub aspect statistic (p<0,05) constatate in majoritatea analizelor
confirma superioritatea tratamentului cu FVIII recombinant in raport cu crioprecipitatul, atat din
perspectiva controlului bolii, cat si din perspectiva calitatii vietii pacientilor. Aceste rezultate
sustin necesitatea orientdrii strategiei nationale de tratament hemofilic spre utilizarea preferentiala
a terapiilor moderne, sigure si eficiente, in conformitate cu standardele internationale.

In concluzie, terapia cu FVIII recombinant demonstreaza un profil de eficacitate superior,
atat In preventia episoadelor hemoragice, cat si in controlul recidivelor si in reducerea
spitalizarilor. Crioprecipitatul, desi util in situatii de urgentd, nu asigurd protectia necesara pe
termen lung, iar utilizarea sa ar trebui limitata doar la contexte cu resurse limitate. Rezultatele
acestui capitol oferd argumente solide pentru adaptarea politicilor de tratament in hemofilia
pediatricd din Republica Moldova, orientdndu-se spre introducerea si consolidarea profilaxiei cu
produse recombinante si non-factor, in vederea reducerii complicatiilor si imbunatatirii

prognosticului pe termen lung.
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6. ELABORAREA SI IMPLEMENTAREA BAZEI-WEB PENTRU REGISTRUL
ELECTRONIC AL PACIENTILOR CU HEMOFILIE iN REPUBLICA MOLDOVA

Dupa obtinerea tuturor rezultatelor din cadrul cercetarii stiintifice a fost creat si implementat
Baza Web pentru ,,Registrul electronic de evidenta al pacientilor cu hemofilie in Republica
Moldova”, un sistem informatic dedicat monitorizarii si gestiondrii datelor pacientilor cu hemofilie
la nivel national. Acest registru reprezintd o componentd esentiald a infrastructurii de sanatate

Scopul principal al registrului este consolidarea si centralizarea informatiilor despre pacientii
cu hemofilie, incluzand tipul de hemofilie (A sau B), gradul de severitate, istoricul internarilor,
precum si modelele de tratament recomandate. Acesta contribuie, astfel, la imbunatatirea
supravegherii continue a pacientilor, prin asigurarea unui flux informational coerent, care permite
transferul datelor catre sectiile specializate, cum ar fi Sectia de Hematologie a IMSP Institutul
Mamei si Copilului si, ulterior, catre Institutul Oncologic pentru pacientii cu varsta peste 18 ani.

Baza Web a fost dezvoltata pentru a respecta cerintele de confidentialitate si protectia datelor
personale, aplicand legislatia nationala privind protectia datelor si confidentialitatea informatiilor
medicale. Structura sa interactiva permite colectarea si stocarea datelor despre pacienti Tn mod
continuu, asigurandu-se cd informatiile sunt accesibile doar personalului autorizat.

Sistemul informatic este dotat cu instrumente eficiente pentru colectarea si procesarea
datelor din institutiile spitalicesti, avand doud componente principale: una pentru pacientii sub 18
ani, gestionatd in cadrul IMSP IMC si una pentru pacientii adulti, gestionatd in Institutul
Oncologic. Aceste componente sunt interconectate si permit continuitatea In gestionarea
informatiilor, de la diagnosticul primar pana la tratamentele ulterioare.

Sistemul informatic le oferd medicilor posibilitatea de a lucra atat cu datele curente, cat si
cu datele stocate ale pacientilor externati. Baza de date este dotatd cu un instrumentariu de
deservire si de intretinere care este usor utilizat de un personal fard o pregétire speciald in domeniu.
Sistemul informational este, de asemenea, dotat cu un spectru larg de formulare si rapoarte, care
permite extragerea informatiei in diferite forme, atat in baza de formulare, cat si in forme libere.
Dezvoltarea acestui registru a tinut cont de cerintele nationale privind protectia datelor cu caracter
personal, conform legislatiei in vigoare. Interfata este intuitiva si adaptata pentru utilizarea de catre
cadrele medicale fard necesitatea unei instruiri tehnice avansate. Datele sunt disponibile exclusiv
personalului autorizat, iar accesul este strict controlat prin protocoale de autentificare. Odata cu
implementarea acestei platforme, medicii au posibilitatea de a accesa date istorice si actualizate
despre fiecare pacient, fapt ce contribuie la standardizarea interventiilor terapeutice si prevenirea
complicatiilor. Totodata, pot fi generate automat formulare, rapoarte si statistici clinice, care ajuta

la evaluarea eficientei tratamentului sau la organizarea planificarii resurselor terapeutice.
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Baza de date pe platforma site-ului ,,Registrul electronic de evidenta al pacientilor cu
hemofilie in Republica Moldova” dispune de posibilitatea de a grupa, ajusta si a prelucra
informatia dupa diferite criterii propuse. Sistemul informational include posibilitatea de a prelucra
datele din orice perioada in cadrul datelor stocate. Pentru confidentialitatea datelor despre pacient
si institutia medicala, in baza de date accesul persoanelor neautorizate este limitat. Disponibilitatea
sistemului informational pentru cadrele autorizate este nelimitatd in cazurile cand informatia este
absolut necesara. Astfel, sistemul ofera avantajele scontate. Registrul dispune de functii avansate
de filtrare, cautare si analiza a datelor, dupa multiple criterii: varsta pacientului, tipul de hemofilie,
scorul de severitate, istoricul internarilor, titrul de inhibitori, regimul de tratament etc Este posibila
si analiza longitudinalad a datelor, ceea ce aduce un plus de valoare in proiectarea strategiilor de
sanatate publica si cercetare clinica.

Specificatii necesare pentru instalarea Bazei de date pe platforma site-ului

Pentru implementarea componentei de incdrcare a datelor 1n sistemul informational
»Registrul electronic de evidenta al pacientilor” 1n institutiile spitalicesti au fost necesare:

e un server pe care sa fie instalat WINDOWS Server 2019, unde vor rula:

e Apache serviciul pentru rularea platformei Web

e My SQL serviciu pentru rularea bazei de date

e calculatoare cu acces la reteaua internet cu dotare minima. Tipul de calculatoare —
PC, parametrii minimali CPU 1.2 Ghz, RAM 2 Gb, HDD 64Gb

Implementarea registrului a inceput in 2018, iar procesul de colectare a datelor se realizeaza
conform unui formular specificat in cadrul cercetarii. Acest registru este o resursa valoroasa pentru
cercetdrile nationale privind hemofilia si un instrument eficient de evaluare si monitorizare a
managementului pacientilor. Registrul are un rol strategic nu doar la nivel national, ci si regional.
Prin digitalizarea proceselor de colectare si urmadrire a datelor, Republica Moldova se aliniaza la
modelele internationale de management al bolilor rare. Platforma permite inclusiv comparatia
datelor nationale cu cele internationale, facilitand participarea la studii multicentrice si cresterea
vizibilitatii stiintifice a comunitatii medicale din tara.

Registrul reprezinta totodata un instrument esential pentru sustinerea politicilor de sanatate
publica, facilitdnd dialogul intre specialisti si autoritati si fundamentand deciziile privind alocarea
resurselor si accesul la terapii inovatoare si sprijin in relatia cu autoritatile de sdnatate publica, in
vederea fundamentdrii politicilor de alocare a resurselor, autorizdrii tratamentelor inovatoare si
extinderii accesului la terapii personalizate (inclusiv terapii non-factor sau genice). Astfel, fiecare
caz de hemofilie este tratat nu doar individual, ci si sistemic, intr-un cadru integrat de management

medical si institutional.
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Prin continuarea si extinderea acestui registru, se vor imbunatati semnificativ oportunitatile
de supraveghere si tratament al pacientilor cu hemofilie, cu scopul de a implementa standarde mai
inalte 1n ingrijirea acestora si de a asigura o continuare eficientd a procesului de tratament pe

termen lung (Anexa 2).

Concluzii la capitolul 6

Prin dezvoltarea si implementarea Bazei web pentru Registrului electronic al pacientilor cu
hemofilie, Republica Moldova s-a facut un pas esential catre digitalizarea medicinei personalizate
si asigurarea unui management eficient al unei afectiuni rare si complexe. Aceastd initiativa nu
doar optimizeaza resursele existente, ci si creeaza un cadru solid pentru evaluarea calitétii actului
medical si interventia timpurie in cazurile critice.

Pe termen lung, extinderea functionalitatilor registrului si actualizarea periodicad a datelor
vor contribui decisiv la imbundtatirea prognosticului si calitatii vietii pacientilor cu hemofilie, dar

si la consolidarea unui model national de bune practici in gestionarea bolilor rare.
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DISCUTII

Aceasta cercetare aduce o contributie valoroasa prin evaluarea complexa a caracteristicilor
clinico-paraclinice ale hemofiliei la copiii din Republica Moldova. Rezultatele obtinute au
implicatii importante in argumentarea necesitatii identificarii mutatiilor genetice si a titrului de
inhibitori Tn evaluarea copiilor cu hemofilie. Acesti parametri, impreuna cu manifestarile clinice
si nivelul factorilor de coagulare, sunt esentiali pentru o evaluare precisa a severitatii bolii si pentru
elaborarea unor strategii terapeutice personalizate. Astfel, prezenta cercetare consolideaza baza
teoreticd si practica in managementul hemofiliei la copiii din Republica Moldova. Hemofilia este
o boald monogenica ereditara, caracterizata printr-o tendintd accentuata spre sangerdri spontane
sau post-traumatice, cauzata de deficitul sever al factorilor de coagulare VIII (in hemofilia A) sau
IX (in hemofilia B) [136, 118]. Severitatea manifestarilor clinice variaza in functie de nivelul
activitatii factorului de coagulare, iar hemartroza reprezintd una dintre cele mai frecvente si
debilitante complicatii ale bolii, avand un impact semnificativ asupra calitdtii vietii pacientilor
[19].

In cadrul studiului nostru s-a constatat ci numarul articulatiilor afectate in hemofilie este
influentat de mai multi factori, inclusiv de severitatea bolii, tipul de hemofilie si istoricul
terapeutic. Analiza statisticd a ardtat cd, In cele mai frecvente cazuri, pacientii au prezentat
afectarea a 2 pani la 4 articulatii. Spre exemplu, 24,4% (Ii 95% [15,57 — 33,32]) dintre pacienti
(22 de copii) aveau afectate 4 articulatii, in timp ce 23,3% (11 95% [14,60 — 32,07]) (21 de copii)
aveau afectate 2 articulatii, iar 19,8% (11 95% [0 —0,00]) (16 copii) — 3 articulatii. Aceste rezultate
sunt in concordantd cu datele din literatura de specialitate, care sugereaza ca severitatea hemofiliei
st regimul de tratament influenteaza gradul afectarii articulare. Studii anterioare au demonstrat ca
pacientii cu hemofilie severad netratatd profilactic dezvolta artropatie hemofilica progresiva, cu
afectarea unui numar mai mare de articulatii, In special a celor care suporta greutatea corporala
(glezne, genunchi, solduri) [9, 95].

O analizd comparativa Intre hemofilia A si B a evidentiat diferente semnificative in ceea ce
priveste distributia afectdrii articulare. Astfel, in hemofilia B, gleznele sunt mai rar afectate decat
in hemofilia A. Analiza statistica a confirmat aceasta diferenta (> = 7.04, gl = 2, p = 0.032),
indicand o predispozitie mai redusa a pacientilor cu hemofilie B de a dezvolta hemartroza la acest
nivel. In plus, s-a observat cd, in cazurile de afectare a gleznelor in hemofilia B, 77,8% dintre
pacienti au prezentat afectare unilaterald, spre deosebire de hemofilia A, unde doar 34,6% dintre
pacienti au avut afectare unilaterald. Acest aspect sugereaza o particularitate patogeneticd a
hemofiliei B, care necesitd investigatii suplimentare pentru elucidarea mecanismelor implicate.
Indiferent de tipul de hemofilie, articulatiile genunchiului au fost cel mai frecvent afectate, cu o

prevalentd de 71,6% 1n hemofilia A si 77,8% in hemofilia B. Aceste date sunt In concordanta cu
98



studiile anterioare, care indicd genunchiul ca fiind cea mai frecvent afectatd articulatie la pacientii
cu hemofilie severd, datoritd vulnerabilitdtii sale biomecanice si stresului mecanic la care este
supusd articulatia [56, 78, 135]. Aceste constatdri pot avea implicatii importante pentru
managementul clinic al hemofiliei, In special Tn dezvoltarea strategiilor personalizate de tratament.
Cunoasterea distributiei specifice a afectarii articulare 1n functie de tipul de hemofilie poate ghida
medicii in monitorizarea precoce a hemartrozei, stabilirea strategiilor de profilaxie si ajustarea
programelor de reabilitare. De asemenea, aceste rezultate subliniaza necesitatea unui screening
imagistic periodic, cum ar fi ecografia musculoscheletala sau rezonanta magnetica articulara,
pentru identificarea precoce a modificarilor degenerative la nivelul articulatiilor cu risc crescut [8].

Aprecierea tipului de transmitere geneticd in hemofilie este esentiald pentru intelegerea
modului in care boala este mostenita, identificarea persoanelor cu risc crescut si aplicarea unor
strategii eficiente de consiliere genetica. Hemofilia este o boald recesiva legatd de cromozomul X,
ceea ce determind o prevalentd crescuta in randul barbatilor, in timp ce femeile sunt, in general,
purtdtoare ale mutatiei patogene [136, 3]. Se estimeaza ca hemofilia afecteaza aproximativ 1 din
5.000 de nou-nascuti de sex masculin pentru hemofilia A si 1 din 25.000 pentru hemofilia B, fiind
una dintre cele mai frecvente tulburdri monogenice de coagulare [118]. In studiul nostru, s-a
constatat ca 39% (If 95% [28,82-48,96]) dintre pacienti (35 de copii) nu aveau o anamneza
familiald disponibild sau cunoscuta. Acest aspect poate fi explicat fie prin lipsa informatiilor
privind antecedentele familiale, fie prin absenta investigatiilor genetice sistematice. De asemenea,
in 36,7% (11 95% [26,71-46,62]) dintre cazuri (33 de copii), hemofilia a fost clasificatd drept
sporadicd, ceea ce sugereazd cd mutatia patogena a aparut de novo, fara o istorie familiala evidenta
a bolii. Datele din literatura de specialitate confirma ca aproximativ 30-35% dintre cazurile de
hemofilie apar ca mutatii de novo, fara antecedente familiale [19]. Studii genetice extinse au
demonstrat ca mutatiile spontane sunt mai frecvente in hemofilia A comparativ cu hemofilia B,
acest fenomen fiind explicat prin dimensiunea mai mare a genei F8 (asociatd cu hemofilia A) in
raport cu gena F9 (asociatd cu hemofilia B), ceea ce o face mai susceptibila la erori de replicare si
recombinare [9]. In studiul nostru, 35,8% (29 de copii) dintre cazurile sporadice au fost
diagnosticate cu hemofilie A, in timp ce 44,4% (4 copii) au fost diagnosticate cu hemofilie B, ceea
ce corespunde tendintelor raportate in literatura internationala. Intr-un procent mai mic de cazuri,
24.4% (11 95% [15,57 — 33,32]) (22 de copii), s-a putut stabili un tip clar de transmitere familiala.
In aceastd categorie, 24,9% (20 de copii) erau afectati de hemofilie A, iar 22,2% (2 copii) — de
hemofilie B. Aceste rezultate sunt similare cu datele din literatura de specialitate, unde se
estimeaza ca 1n jur de 60—70% dintre pacientii cu hemofilie au antecedente familiale cunoscute, in
timp ce restul prezintd mutatii spontane [95]. Transmiterea genetica familiala a hemofiliei este

influentatd de existenta femeilor purtdtoare asimptomatice. Studiile genetice arata cd aproximativ
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10-20% dintre femeile purtatoare pot prezenta niveluri scazute de factor VIII sau IX, dezvoltind
manifestiri usoare de sangerare [56]. In plus, identificarea purtitoarelor prin testare genetica este
esentiald pentru implementarea strategiilor de diagnostic prenatal si pentru prevenirea transmiterii
bolii la generatiile viitoare [78].

Analiza statistica nu a evidentiat diferente semnificative intre hemofilia A si B in ceea ce
priveste tipul de transmitere genetica (y*> = 0.27, gl =2, p = 0.911). Aceastad constatare sugereaza
ca distributia cazurilor sporadice si familiale este relativ similard intre cele doud tipuri de
hemofilie. Desi existd diferente genetice si structurale intre genele F8 si F9, acestea nu par sa
influenteze in mod semnificativ modul de transmitere ereditara [132]. Aceste rezultate subliniaza
importanta testarii genetice si a consilierii familiale n gestionarea hemofiliei. Identificarea
purtdtoarelor si detectarea precoce a mutatiilor permit o planificare eficientd a sarcinilor si o
monitorizare atenta a femeilor cu risc crescut de a avea copii afectati [33]. Rezultatele studiului
nostru oferd o bazad importantd pentru implementarea unor strategii personalizate de consiliere
genetica si diagnostic precoce in hemofilie. Identificarea unui procent ridicat de cazuri sporadice
sugereaza necesitatea unor programe de screening genetic sistematic, mai ales in absenta unui
istoric familial cunoscut. In plus, recunoasterea femeilor purtitoare si evaluarea acestora prin teste
genetice si mdsurarea nivelurilor factorilor de coagulare sunt esentiale pentru prevenirea
complicatiilor hemoragice si pentru imbunatatirea calitatii vietii pacientilor cu hemofilie [29].

Hemofilia este o afectiune hematologicd caracterizatd printr-un deficit al factorilor de
coagulare, ceea ce predispune pacientii la episoade hemoragice recurente. Aceste episoade pot
duce la pierderi sangvine repetate, afectand astfel parametrii hematologici si biochimici ai
pacientilor. Sindromul anemic este frecvent raportat la pacientii cu hemofilie, fiind corelat cu
severitatea bolii si cu frecventa hemoragiilor intraarticulare si intramusculare [109].

In cadrul studiului efectuat, analiza detaliati a parametrilor de laborator a aritat diferente
semnificative intre formele usoare, moderate si severe ale hemofiliei. Nivelul hemoglobinei (Hb)
este un indicator esential al statusului hematologic al pacientilor cu hemofilie. In lotul studiat, s-a
observat o diferenta semnificativa intre formele clinice ale bolii, cu valori mai mari ale Hb in
formele usoare (122,77 g/L, DS: 14,24) si mai scazute in formele moderate (116,24 g/L, DS: 18,11)
si severe (110,73 g/L, DS: 13,53) (F=10,21, p<0.001). Aceste rezultate sunt comparabile cu cele
raportate in literatura de specialitate, unde anemia usoara pana la moderata este frecvent intalnita
la pacientii cu hemofilie severd, datorita episoadelor hemoragice repetate. Numarul de eritrocite a
fost semnificativ mai scazut in forma severa a bolii (3,53 x 10%L, DS: 0,54) comparativ cu forma
usoarda (3,97 x 10%L, DS: 0,41) (F=5,13, p=0.008), ceea ce reflectd un status hematologic
compromis, ca urmare a pierderilor sangvine cronice. Studii recente confirma ca pacientii cu

hemofilie severa prezinta un risc crescut de anemie feripriva, datoritd necesitatii frecvente de
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administrare de produse derivate din sange [122].

Bilirubina este un marker biochimic important in evaluarea distrugerii eritrocitare si a
functiei hepatice. In cadrul studiului nostru, nivelul bilirubinei totale a fost semnificativ mai ridicat
in forma usoara a bolii (17,63 pmol/L, DS: 5,56) comparativ cu forma moderata (10,30 pmol/L,
DS: 2,59) si cea severd (9,76 pmol/L, DS: 2,98) (F=29,44, p<0.001). Aceasta constatare poate fi
explicatd printr-un turn-over eritrocitar crescut la pacientii cu hemofilie usoara, care pot prezenta
episoade hemoragice minore cu o frecventd mai scazutd, permitdnd astfel mecanismelor
compensatorii ale organismului sa functioneze optim. In ceea ce priveste bilirubina neconjugata,
s-au observat diferente semnificative intre formele clinice ale bolii. Valoarea medie a acesteia a
fost semnificativ mai mare in forma usoara (1,85 umol/L, DS: 4,51) comparativ cu forma moderata
(0,00 umol/L, DS: 0,0) si forma severa (0,16 pmol/L, DS: 1,04) (F=5,21, p=0.007). Diferentele
intre nivelurile bilirubinei conjugate au fost, de asemenea, semnificative, cu valori mai mari in
forma usoara (11,22 pmol/L, DS: 1,76) comparativ cu forma severd (9,26 umol/L, DS: 2,22)
(F=4,31, p=0,016). Aceste constatari sunt in concordantd cu datele din literatura de specialitate,
care sugereaza ca pacientii cu hemofilie pot prezenta modificari ale profilului hepatic, fie ca
urmare a multiplelor transfuzii de sange si expunerii la agenti infectiosi, fie printr-un mecanism
de distrugere eritrocitara crescuta.

Proba cu timol este un test utilizat pentru evaluarea functiei hepatice, reflectand capacitatea
hepatici de sintezd a proteinelor serice. In limitele studiului nostru, s-au observat diferente
semnificative Intre formele clinice ale hemofiliei, cu valori mai ridicate ale probei cu timol in
forma severa (2,70, DS:1,00) comparativ cu forma moderata (2,07, DS: 0,7) (F=5,27, p=0.007).
Aceste rezultate sunt sustinute de studii care sugereazd cd pacientii cu hemofilie severd pot
prezenta alterdri ale functiei hepatice, fie ca urmare a tratamentelor substitutive repetate, fie ca
efect al episoadelor hemoragice extinse [7].

Rezultatele studiului nostru subliniaza importanta monitorizdrii continue a parametrilor
hematologici si biochimici la pacientii cu hemofilie, avand in vedere impactul pe care episoadele
hemoragice repetate 1l pot avea asupra homeostaziei organismului. Identificarea timpurie a
sindromului anemic si a potentialelor disfunctii hepatice poate contribui la optimizarea strategiilor
de management al bolii, incluzand suplimentarea cu fier, terapia cu eritropoietind si ajustarea
terapiei de substitutie. In concordanta cu literatura de specialitate, pacientii cu hemofilie severa
prezintd un risc crescut de anemie si afectare hepatica, necesitand evaluari regulate si abordari
terapeutice personalizate pentru a preveni complicatiile pe termen lung [118, 9, 56].

Procesul de coagulare implicd o serie de reactii in cascada, esentiale pentru mentinerea
hemostazei normale. In hemofilie, deficitul de factor VIII sau factor IX afecteaza semnificativ

calea intrinsecd a coagularii, ceea ce duce la prelungirea timpului de tromboplastina partial activata
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(TTPa), un parametru esential in diagnostic si monitorizare [5].

Studiul de fatd a constatat ca valoarea medie a TTPa a fost semnificativ prelungita la toti
pacientii inclusi n esantion (92,40 secunde, DS: 28,52), confirmand disfunctia cdii intrinseci a
coaguldrii. Analiza statisticd nu a evidentiat diferente semnificative in functie de severitatea bolii
(F=0,153, p=0,858), ceea ce indica faptul ca prelungirea acestui parametru este un fenomen
constant in hemofilie, indiferent de forma clinica. Aceasta constatare este in concordanta cu datele
din literatura de specialitate, care aratd ca TTPa este semnificativ prelungit in hemofilie, dar nu
prezinta o corelatie stricta cu severitatea bolii, intrucat si pacientii cu forme usoare pot avea valori
ridicate [129].

De remarcat cd, in toate cazurile analizate, timpul de protrombina (TP), timpul de trombina
(TT) si timpul de sangerare s-au situat in limite normale, subliniind astfel faptul cd doar calea
intrinsecd a coagularii este afectata, in timp ce calea extrinseca ramane functionala. Acest aspect
este un marker diferential important intre hemofilie si alte coagulopatii, cum ar fi boala von
Willebrand sau deficientele factorilor cdii extrinseci.

TTPa prelungit este considerat un parametru-cheie in diagnosticul hemofiliei, nsa stabilirea
exactd a tipului si severitatii bolii necesitd determinarea activitatii factorilor de coagulare. Astfel,
masurarea nivelurilor factorilor VIII si IX este esentiald pentru diferentierea intre hemofilia A si
B si pentru clasificarea in forme severe (<1% activitate), moderate (1-5% activitate) si usoare (5-
40% activitate) [95].

Importanta monitorizarii TTPa in tratamentul hemofiliei

Pe langd rolul sdu in diagnostic, TTPa reprezintd si un parametru fundamental in
monitorizarea terapiei substitutive. Valorile acestuia pot fi utilizate pentru a evalua eficienta
administrarii de factor VIII sau IX si pentru ajustarea dozelor, astfel incat sd se mentind un nivel
optim al factorului de coagulare si si se previni evenimentele hemoragice spontane. In plus, in
cazul pacientilor cu inhibitori ai factorului VIII, prelungirea extrema a TTPa poate sugera prezenta
unor titruri ridicate de anticorpi neutralizanti, ceea ce impune o modificare a strategiei terapeutice,
cum ar fi administrarea de bypassing agents (factor VIla recombinant sau complex protrombinic
activat) sau emcizumab.

In ceea ce priveste alti parametri ai coagularii, s-a constatat ci nivelurile fibrinogenului au
fost in limite normale la toti pacientii inclusi in studiu (valoare medie: 2,84 g/L, DS: 0,27), fara
diferente semnificative in functie de severitatea bolii (F=0,904, p=0,409). Acest rezultat confirma
faptul cd fibrinogenul, un factor esential pentru formarea cheagului de fibrina, nu este afectat in
hemofilie, spre deosebire de alte tulburari de coagulare, cum ar fi coagulopatia de consum sau
afectiunile hepatice severe [132].

Indicele protrombinei (IP) a fost, de asemenea, in limite normale la toti pacientii studiati
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(90,06%, DS: 4,43), fara diferente semnificative intre formele clinice ale bolii (F=0,904, p=0,409).
Acest aspect subliniazd incad o data faptul ca functionalitatea cdii extrinseci a coagularii ramane
intactd in hemofilie, diferentiind aceastd afectiune de alte patologii hematologice care implica
deficit de protrombina sau disfunctii hepatice [33].

Rezultatele studiului confirma importanta evaludrii TTPa ca marker diagnostic si predictor
al raspunsului la tratament in hemofilie. Printre altele, prelungirea acestui parametru a fost
observatd la toti pacientii, fara diferente semnificative in functie de severitatea bolii, ceea ce
sugereaza ca afectarea caii intrinseci a coagularii este constanta, indiferent de nivelul rezidual al
factorilor de coagulare. In plus, mentinerea fibrinogenului si a indicelui protrombinei in limite
normale indicd faptul cd mecanismele generale ale coaguldrii raiman functionale, cu exceptia
deficitului de factor VIII sau IX. Aceste informatii sunt esentiale pentru stabilirea strategiilor
terapeutice si pentru monitorizarea eficientei tratamentului substitutiv, contribuind la optimizarea
managementului hemofiliei in practica clinica.

Analiza distributiei pacientilor cu hemofilie in functie de severitate si timpul de coagulare
dupa Lee-White

Timpul de coagulare dupa metoda Lee-White este un test global utilizat pentru evaluarea
functiei coagularii si poate oferi informatii despre capacitatea hemostaticd a pacientilor cu
hemofilie. In analiza distributiei pacientilor in functie de severitate (Tabelul 3.7), s-a observat o
prelungire semnificativd a acestui timp (>1 ora) la 50% dintre pacientii cu hemofilie severa (22
din 44) si la 24,2% dintre cei cu hemofilie moderata (8 din 33). Niciun pacient cu hemofilie usoara
nu a prezentat un timp de coagulare prelungit peste o ord. Pe de altd parte, un timp de coagulare
<1 ora a fost Inregistrat la toti pacientii cu hemofilie usoara (100%), precum si la majoritatea celor
cu forme moderate (75,8%) si severe (50%). Analiza statisticd a evidentiat o diferenta
semnificativa Intre grupurile de severitate in ceea ce priveste timpul de coagulare (p<0,05), ceea
ce sugereazd o corelatie directd intre severitatea hemofiliei si gradul de prelungire a acestui
parametru. Aceastd corelatie este Tn concordanta cu literatura de specialitate, care arata ca pacientii
cu hemofilie severd prezinta un timp de coagulare semnificativ prelungit din cauza nivelurilor
extrem de scazute ale factorilor VIII sau IX (<1%). Spre deosebire de pacientii cu hemofilie usoara,
la care nivelurile reziduale ale factorilor de coagulare (5-40%) permit o coagulare relativ eficientd,
pacientii cu forme moderate si severe au un raspuns hemostatic mult mai intarziat, ceea ce se
reflectd intr-o prelungire a timpului de coagulare Lee-White.

Desi testul Lee-White poate oferi un indicator global al coaguldrii, literatura actuala
subliniaza limitarile sale, mentionand ca acesta este mai putin sensibil si reproductibil comparativ
cu alte teste standardizate, cum ar fi timpul de tromboplastind partial activata (TTPa) si timpul de

protrombind (PT). Astfel, in managementul modern al hemofiliei, acest test este utilizat mai
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degraba ca o evaluare preliminara si necesita corelare cu investigatii mai specifice.

Analiza relatiei dintre timpul de coagulare Lee-White si trei parametri esentiali ai
coagulogramei: timpul protrombinic (TP), timpul de tromboplastina partial activata (TTPa) si
nivelul de fibrinogen: lotul analizat a inclus 90 de pacienti, dintre care 30 (33,3%) au prezentat un
timp de coagulare prelungit (>1 ord), iar 60 (66,7%) au avut un timp de coagulare in limite normale
(=1 ord).

Analiza timpului protrombinic intre cele doua grupuri nu a evidentiat diferente semnificative
sub aspect statistic (F=0,86, p=0,358; Kruskal-Wallis = 0,95, p=0,330). Media TP a fost de 90,67
secunde la pacientii cu timp de coagulare prelungit si de 89,75 secunde la cei cu timp normal, fara
variatii semnificative. Aceste rezultate confirma faptul ca TP, care reflectd in principal functia caii
extrinseci a coagularii (dependenta de factorul VII si fibrinogen), nu este influentat substantial in
hemofilie, o boala caracterizata printr-o afectare predominanta a caii intrinseci.

In literatura de specialitate se subliniaza faptul ci, spre deosebire de alte coagulopatii (ex.,
deficit de factor VII sau coagulopatii hepatice), hemofilia nu determina modificari ale TP, ceea ce
face ca acest test sa fie mai putin relevant in diagnosticul bolii. Acest aspect evidentiaza necesitatea
utilizarii altor parametri mai sensibili, precum TTPa, pentru evaluarea deficitelor coagularii
specifice hemofiliei.

TTPa a prezentat o diferenta statistica semnificativa intre pacientii cu timp de coagulare > 1
ord si cel cu timp de coagulare < 1 ord (F=7,21, p=0,009; Kruskal-Wallis = 4,15, p=0,042).
Pacientii cu timp de coagulare >1 ora au avut o medie a TTPa de 103,43 secunde, semnificativ mai
mare comparativ cu cei cu timp de coagulare < 1 ora (86,88 secunde). Aceste rezultate confirma
ca pacientii cu un timp de coagulare Lee-White prelungit au tendinta de a prezenta si un TTPa
semnificativ mai mare, ceea ce reflectd un deficit al factorilor VIII sau IX. Aceste constatari sunt
in concordanta cu datele din literatura internationald, care a demonstrat ca TTPa este testul de
referintd in hemofilie, fiind semnificativ prelungit in toate formele bolii si prezentdnd o buna
corelatie cu severitatea acesteia.

Nivelul de fibrinogen a fost usor mai scazut la pacientii cu timp de coagulare prelungit (2,74
g/L) comparativ cu cei cu timp normal (2,89 g/L), cu o diferenta statistica semnificativa (F=6,54,
p=0,012; Kruskal-Wallis = 4,46, p=0,035). Desi aceasta diferenta este mai putin pronuntata decat
cea observata in cazul TTPa, scaderea fibrinogenului la pacientii cu timp de coagulare prelungit
ar putea reflecta fie o variabilitate individuala, fie o tendintd compensatorie a organismului in
contextul unui status hemostatic alterat.

In literatura de specialitate se mentioneazi ca nivelul de fibrinogen este in general mentinut
in limite normale Tn hemofilie, spre deosebire de alte tulburari de coagulare, cum ar fi coagulopatia

de consum (CID) sau disfunctiile hepatice, unde fibrinogenul este redus semnificativ [6]. Acest
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lucru sugereaza ca prelungirea timpului Lee-White la pacientii cu hemofilie este determinata in
principal de deficitul factorilor VIII/IX, iar nivelul de fibrinogen oferd informatii mai degraba
complementare decat predictive.

Implicatii clinice

Timpul de coagulare Lee-White reflecta severitatea hemofiliei, fiind semnificativ prelungit
la pacientii cu forme severe si moderate, dar nu este suficient de sensibil pentru a fi utilizat ca
marker unic de diagnostic. Timpul protrombinic (TP) nu este influentat de hemofilie, confirmand
faptul ca doar calea intrinsecd este afectatd. Acest parametru este mai relevant pentru alte
coagulopatii. TTPa este cel mai sensibil marker al deficitului de factor VIII sau IX, prezentind o
corelatie clard cu severitatea bolii si cu timpul de coagulare Lee-White. Nivelul de fibrinogen, desi
mai scazut la pacientii cu timp de coagulare prelungit, ramane in limite normale, indicand ca nu
este un factor determinant in alterarea coagularii din hemofilie. Aceste date subliniaza necesitatea
utilizarii testelor standardizate precum TTPa pentru diagnostic si monitorizare, in timp ce timpul
Lee-White poate avea o valoare auxiliara in evaluarea globala a coagularii.

In cadrul studiului nostru, am analizat un esantion de 90 de copii diagnosticati cu hemofilie,
dintre care 81 (90%) au prezentat hemofilie de tip A, iar 9 (10%) hemofilie de tip B. Aceasta
distributie este in concordanta cu datele din literatura de specialitate, care indica o prevalentd net
superioara a hemofiliei A fatd de hemofilia B, datorita mutatiilor mai frecvente la nivelul genei
F8, responsabili de sinteza factorului VIIL In analiza subgrupului de pacienti cu hemofilie A, am
constatat o distributie specifica a severitatii bolii: forma severa a fost cea mai frecventa, afectand
51,9% dintre pacienti (42 din 81 de cazuri); forma moderata a fost prezenta in 35,8% din cazuri
(29 de pacienti); forma usoara a fost cea mai rard, fiind identificata la doar 12,4% dintre pacienti
(10 cazuri). Aceste date sunt similare cu studiile internationale, care raporteaza ca aproximativ 50—
60% dintre pacientii cu hemofilie A prezinta forma severa, reflectand impactul mutatiilor severe
asupra sintezei factorului VIII. Spre deosebire de hemofilia A, distributia formelor de severitate in
hemofilia B a prezentat o tendinta diferita: forma moderata a fost cea mai frecventd, fiind intalnita
la 44,4% dintre pacienti (4 din 9 cazuri); forma usoard a fost observata la 33,3% dintre pacienti (3
cazuri); forma severa a fost cea mai rara, identificata la 22,2% dintre pacienti (2 cazuri).

Aceasta diferenta intre cele doud tipuri de hemofilie este sustinutd de literatura de
specialitate, care aratd cd pacientii cu hemofilie B au o distributie mai echilibrata a severitatii, cu
o incidenta relativ mai scazutd a formelor severe comparativ cu hemofilia A [19]. Acest fenomen
poate fi explicat prin variatiile functionale ale factorului IX, care prezinta o corelare mai putin
predictibila intre nivelurile plasmatice si severitatea manifestarilor clinice.

La analiza globald a distributiei severitatii bolii in intregul esantion (n=90) am constatat ca:

forma severa a fost cea mai frecventi, reprezentand 48,9% dintre cazuri (44 de pacienti, I 95%
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[38,56 — 59,22]); forma moderatd a fost identificatd in 36,7% dintre cazuri (33 de pacienti); forma
usoari a fost prezenta in 14,4% dintre cazuri (13 pacienti, I 95% [7,18 —27,71]). Analiza statistica
nu a relevat diferente semnificative intre hemofilia A si B in ceea ce priveste distributia severitatii
bolii (X?=4,09, gl=2, p=0,129), sugerand ca, desi tendintele de severitate pot varia intre cele doua
tipuri de hemofilie, diferentele observate in esantionul nostru nu sunt semnificative din punct de
vedere statistic.

Distributia severitatii hemofiliei in esantionul studiat evidentiaza cateva aspecte importante
din punct de vedere clinic:

Predominanta formelor severe si moderate sugereaza ca majoritatea pacientilor necesita
tratament profilactic si monitorizare intensiva pentru prevenirea episoadelor hemoragice severe.
Acest aspect este confirmat si de ghidurile internationale, care recomandad administrarea
profilactica a factorului VIII/IX pentru pacientii cu forme severe si moderate, pentru a reduce riscul
hemoragic si a preveni complicatiile musculo-articulare [9].

Distributia diferitd a severitatii in hemofilia A si B sugereaza ca hemofilia B ar putea avea
un profil clinic mai variabil, necesitand o abordare individualizatd in managementul terapeutic.
Studiile recente indica faptul ca pacientii cu hemofilie B pot avea un raspuns mai bun la terapia de
substitutie, datoritd timpului de injumdtdtire mai lung al factorului IX, ceea ce permite
administrarea mai rara a tratamentului profilactic [95].

Absenta unei diferente semnificative intre hemofilia A si B in ceea ce priveste severitatea
sugereazd ca mecanismele fiziopatologice sunt similare Tn ambele forme ale bolii, chiar daca
manifestarile clinice pot varia usor in functie de tipul deficitului de coagulare. Acest aspect
subliniaza importanta diagnosticului genetic si a evaludrii functionale detaliate pentru optimizarea
strategiilor terapeutice.

Hemofilia A este de 9 ori mai frecventa decdt hemofilia B, confirmand tendintele
epidemiologice raportate 1n literatura de specialitate. Forma severa este cea mai intalnita, fiind
predominantd in hemofilia A, in timp ce hemofilia B prezinta o distributie mai echilibrata a
severitatii. Diferentele de severitate intre hemofilia A si B nu sunt semnificative sub aspect
statistic, sugerand mecanisme fiziopatologice similare intre cele doud tipuri de boald. Implicarea
clinicd a acestor constatdri subliniazd necesitatea unui management personalizat, cu accent pe
terapia profilactica la pacientii cu forme severe si moderate, precum si pe optimizarea strategiilor
de substitutie a factorilor de coagulare in functie de tipul hemofiliei.

In cadrul studiului nostru, am investigat modificarile molecular-genetice asociate hemofiliei
la un subgrup de pacienti. Dintre cei 90 de copii inclusi in cercetare, doar in 43,3% dintre cazuri

(39 de copii) s-a efectuat analiza genetica pentru identificarea tipului de mutatie asociata cu boala.

.....
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practica clinicd, avand in vedere impactul sdu major asupra diagnosticului, consilierii genetice si
prognosticului pacientilor.

Dintre pacientii investigati genetic, cele mai frecvente mutatii identificate au fost:

Mutatia missens — detectata in 17,8% (Ii 95% 19,88 — 25,68]) dintre cazuri (16 copii), fiind
mai frecventa in hemofilia A (18,5%-15 copii) decat in hemofilia B (11,1%, 1 copil).

Mutatia Inv Intr 22 — identificata la 14,8% (I1 95% [6,31 — 20,36]) dintre pacienti (12 copii),
exclusiv in cazurile de hemofilie A. Aceasta este o mutatie specifica genei F'8, confirmand datele
din literatura de specialitate care aratd cad inversiunea intronului 22 reprezintd principala cauza
genetica a hemofiliei A severe [136].

Mutatia frameshift — detectatd la 7,8% (I 95% [2,24 — 13,31]) dintre pacienti (7 copii),
distribuitd atat in hemofilia A (7,4%, 6 copii), cat si in hemofilia B (11,1%, 1 copil).

Mutatia nonsens — cea mai rar intalnitd, observata la 3,7% (If 95% [0 — 7,04]) dintre pacienti
(3 copii), toate cazurile fiind asociate cu hemofilia A.

Analiza statisticd nu a evidentiat diferente semnificative intre hemofilia A si B in ceea ce
priveste distributia tipurilor de mutatii (X2=2,957, gl=3, p=0,707), sugerand ca, desi anumite
mutatii sunt mai frecvente intr-un tip de hemofilie, in ansamblu, distributia lor nu este semnificativ
diferita.

Identificarea mutatiei Inv Intr 22 exclusiv in cazurile de hemofilie A este in concordanta cu
datele internationale, care arata ca aceastd mutatie este responsabila de aproximativ 40-50% dintre
cazurile de hemofilie A severd [117]. Prezenta sa are implicatii clinice importante, deoarece
pacientii cu aceasta mutatie prezinta un risc mai mare de dezvoltare a inhibitorilor anti-FVIIL, ceea
ce complica managementul terapeutic si necesita strategii individualizate, precum terapia cu agenti
de bypass sau terapia genica [129].

Mutatiile missens si frameshift au fost identificate in ambele tipuri de hemofilie, dar cu
frecvente diferite. Studiile genetice anterioare sugereaza ca mutatiile missens pot fi corelate cu
forme mai usoare ale bolii, in timp ce mutatiile frameshift sunt asociate cu forme mai severe, in
special in hemofilia A [129]. De asemenea, literatura indicd faptul ca mutatiile frameshift in gena
F9 (hemofilia B) pot avea un impact variabil asupra activitatii factorului IX, explicand diferentele
fenotipice dintre pacienti.

Mutatiile nonsens, care determind stop prematur in sinteza proteicd, sunt mai rar intalnite si
sunt asociate cu forme severe de hemofilie. Studiile genetice au ardtat cd pacientii cu mutatii
nonsens 1n F'§ sau F9 au un risc ridicat de a dezvolta inhibitori, ceea ce face ca identificarea acestor
mutatii sa fie cruciald pentru optimizarea tratamentului [129].

Rezultatele studiului nostru evidentiaza faptul ca doar 43,3% dintre pacienti au beneficiat

de testare genetica, ceea ce subliniazd importanta extinderii acestor investigatii pentru o mai buna
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intelegere a corelatiei genotip-fenotip si pentru optimizarea strategiilor terapeutice. Recomandarile
internationale sugereaza testarea genetica standardizatd pentru toti pacientii cu hemofilie severa si
pentru cei cu istoric familial, astfel incat sa se poatd oferi consiliere genetica adecvata si sa se
anticipeze riscurile terapeutice, inclusiv dezvoltarea inhibitorilor [129].

Cea mai frecventd mutatie identificata a fost cea de tip missens, urmatd de inversiunea
intronului 22, frameshift si nonsens. Inversiunea intronului 22 a fost identificatd exclusiv in
hemofilia A, confirmand rolul sdu ca principald cauza geneticd a formelor severe. Distributia
tipurilor de mutatii nu a fost semnificativ diferitd intre hemofilia A si B, ceea ce sugereaza o
variabilitate geneticd comund ambelor forme. Testarea genetica a fost realizatd la mai putin de
jumatate dintre pacienti, evidentiind necesitatea cresterii accesibilitatii acestor investigatii pentru
un diagnostic mai precis si 0 gestionare optimizatd a bolii. Identificarea mutatiilor cu risc crescut
de dezvoltare a inhibitorilor (ex. Inv Intr 22, nonsens) este esentiald pentru ajustarea tratamentului
si prevenirea complicatiilor.

Distributia mutatiilor genetice identificate la pacientii cu hemofilie, corelatd cu valorile
timpului de coagulare Lee-White, oferd o perspectiva asupra relatiei dintre tipul de mutatie
genetica si severitatea deficitului de coagulare, evidentiind modul in care alterdrile genetice
influenteazd mecanismele hemostatice.

Pacientii cu mutatii severe, cum ar fi deletiile mari si inversiunile intronului 22 (specifice
hemofiliei A severe), au prezentat predominant timp de coagulare dupa metoda Lee-White >1 ora,
indicand o afectare profunda a hemostazei. Aceasta este In concordanta cu datele din literatura de
specialitate, care asociazd aceste mutatii cu absenta completd a sintezei factorului VIII,
determindnd forme severe de hemofilie.

Mutatiile punctiforme si deletiile mici, asociate mai frecvent cu forme moderate sau usoare
ale bolii, au fost distribuite mai uniform intre cele doud categorii ale timpului Lee-White, unele
cazuri Incadrandu-se in intervalul <1 ora. Acest aspect sugereaza ca severitatea clinica a hemofiliei
poate varia chiar si in cadrul acelorasi tipuri de mutatii, in functie de pozitia exacta si impactul
asupra structurii proteinei functionale.

Pacientii cu mutatii nonsens si mutatii de splicing au fost observati in proportie semnificativ
mai mare in grupul cu timp de coagulare prelungit (>1 ord), ceea ce sugereaza un impact sever
asupra sintezei factorului deficitar. Aceste mutatii determind stop prematur in sinteza proteinei,
rezultnd intr-un factor VIII sau IX trunchiat si nefunctional [118].

Mutatiile frameshift, care duc la alterarea severd a codificarii proteinei, s-au regasit, de
asemenea, in grupul pacientilor cu timp de coagulare >1 ord, confirmand efectul distructiv al
acestor mutatii asupra sintezei factorilor de coagulare.

Aceasta distributie evidentiaza faptul ca tipul de mutatie genetica influenteaza direct gradul
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de prelungire a timpului Lee-White, ceea ce poate avea implicatii semnificative in stabilirea unui
prognostic si In alegerea strategiei terapeutice:

Pacientii cu mutatii severe (inversiunea intronului 22, frameshift, nonsense, deletii mari)
necesita adesea tratament profilactic intensiv, datoritd riscului crescut de hemoragii spontane
severe. Acestia beneficiaza cel mai mult de terapia de substitutie continud sau de agenti biologici
precum Emicizumab [19].

Pacientii cu mutatii missense i mutatii de reglare a expresiei genice, care prezintd timp de
coagulare <1 ora, pot necesita tratament la cerere sau profilaxie intermitentd, in functie de
manifestarile clinice.

Prezenta unor mutatii cu risc crescut de dezvoltare a inhibitorilor, cum este inversiunea
intronului 22, sugereaza necesitatea unei monitorizari riguroase a titrului de anticorpi anti-FVIII
si adoptarea unor strategii alternative, cum ar fi terapia cu agenti de bypass [9].

Astfel, analiza confirmd corelatia dintre severitatea hemofiliei determinatd genetic si
impactul asupra timpului de coagulare, subliniind importanta diagnosticului molecular in
stratificarea pacientilor si optimizarea managementului clinic. Aceste date sustin integrarea testarii
genetice Tn ghidurile de tratament pentru hemofilie, permitand o abordare personalizata a terapiei
si o reducere a complicatiilor asociate bolii.

In cazul hemofiliei A, un procent semnificativ (60,5%) (I1 95% [44,16 — 64,73]) dintre
pacienti nu au efectuat testarea inhibitorilor (49 de pacienti), indicind o posibild lipsa de acces la
aceasta analizd sau o abordare selectiva in testare. In schimb, pentru hemofilia B, toti pacientii
inclusi in studiu au efectuat testarea inhibitorilor, ceea ce subliniaza o disponibilitate mai mare a
acestui test pentru aceasta categorie. Hemofilia A: 4 pacienti (4,9%) au avut inhibitori prezenti (I
95%: 0,19% — 8,70%), indicand o incidenta relativ scazuta comparativ cu datele internationale,
unde prevalenta raportata este de 20-30% la pacientii tratati cu FVIII exogen [132]. Hemofilia B:
Nu s-au inregistrat cazuri de inhibitori (0%), ceea ce corespunde cu datele din literatura
internationald, unde dezvoltarea inhibitorilor in hemofilia B este mai rara (1-5%), dar cind apare,
este adesea asociatd cu forme severe si reactii anafilactice la substitutia cu FIX [133]. Per total, 4
pacienti (4,9%) din cei 90 inclusi in studiu au avut inhibitori detectati, ceea ce reflecta o prevalenta
mai mica decat media raportatd la nivel global, posibil din cauza esantionului relativ mic si a
numarului mare de pacienti la care testarea nu a fost efectuata.

Hemofilia inhibitorie reprezinta una dintre cele mai mari provocari in managementul bolii,
deoarece pacientii care dezvolta inhibitori au un risc crescut de sangerari severe si sunt mai dificil
de tratat. In literatura internationald, existd putine studii dedicate hemofiliei inhibitorii, iar in
Republica Moldova astfel de date lipsesc aproape complet. Rezultatele prezentului studiu

subliniaza necesitatea unui algoritm de investigare si monitorizare a pacientilor cu hemofilie, care
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sd includa:
% Determinarea sistematica a inhibitorilor la toti pacientii cu hemofilie severa si la cei cu istoric
de expunere la FVIII/FIX exogen.

¢ Stratificarea pacientilor in functie de riscul de dezvoltare a inhibitorilor, bazata pe tipul de
mutatie genetica, numdrul de expuneri la tratament si alti factori de predispozitie.

¢ Optimizarea conduitei terapeutice prin selectia terapiilor de bypass (rFVIla, complex
protrombinic activat) sau utilizarea Emicizumab la pacientii cu hemofilie A inhibitorie.

¢ Monitorizarea titrului de inhibitori prin teste seriate (Bethesda assay) pentru a identifica
precoce aparitia anticorpilor si a ajusta tratamentul in mod corespunzator.

Avand in vedere ca prognosticul pacientilor cu hemofilie inhibitorie este deseori nefavorabil,
cu episoade hemoragice severe si reducerea eficacitatii terapiei standard, elaborarea si
implementarea unui algoritm national de investigare si tratament ar putea imbunatati semnificativ
controlul bolii si ar contribui la reducerea complicatiilor.

Analiza relatiei dintre tipul de transmitere familiala si severitatea hemofiliei a evidentiat o
serie de aspecte relevante, subliniind variabilitatea mecanismelor genetice care contribuie la
manifestarea bolii. Transmiterea familiald a fost cel mai frecvent asociatd cu forme moderate ale
hemofiliei, fiind identificatd in 45,5% din cazuri (15 copii). Aceasta proportie este semnificativ
mai mare decat in formele severe (15,9% din cazuri, 7 copii) si absenta in formele usoare. Cazurile
severe au prezentat cea mai mare proportie de pacienti fard un tip de transmitere cunoscut (54,5%
din cazuri, 24 de copii), sugerand fie mutatii de novo, fie lipsa investigatiilor genetice in istoricul
familial. In formele usoare, acest procent a fost si mai ridicat (76,9%, 10 copii), ceea ce poate
reflecta o subdiagnosticare a hemofiliei usoare in istoricul familial. In schimb, in forme moderate,
frecventa cazurilor cu transmitere necunoscutd a fost semnificativ mai mica (3,0%), sugerand o
mai buna identificare a istoricului familial la acesti pacienti (X?=32,216, gl=4, p<0,001).
Transmiterea sporadica a fost cel mai frecvent intalnita in forme moderate (51,5%, 17 copii), ceea
ce indica faptul ca o mare parte dintre pacientii cu hemofilie moderatd provin din familii fara
antecedente cunoscute. in formele severe si usoare, acest tip de transmitere a fost mai putin
frecvent (29,5%, 13 copii si 23,0%, 3 copii), ceea ce sugereaza fie o predispozitie genetica mai
accentuata in formele severe, fie 0 mai bund recunoastere a antecedentelor familiale in aceste
cazuri. Hemofilia cu severitate moderatd este cel mai frecvent asociata cu transmiterea familiala
cunoscutd, in timp ce formele severe si usoare sunt mai des intalnite In cazuri cu istoric necunoscut
sau mutatii de novo. Mutatiile de novo par sa fie mai frecvente in forme severe, explicand proportia
ridicatd de pacienti fara un tip de transmitere familial cunoscut. Forma usoara este adesea
subdiagnosticata 1n istoricul familial, ceea ce poate explica procentul ridicat al cazurilor fara tip

de transmitere cunoscut. Aceste constatari subliniazd importanta screeningului familial si a testarii
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genetice in evaluarea riscului de hemofilie, mai ales 1n cazurile cu forme severe, unde mutatiile de
novo par sa joace un rol major. De asemenea, recunoasterea mai frecventa a hemofiliei moderate
in context familial poate reflecta fie o mai buna constientizare a bolii, fie o expresie clinica care
faciliteaza diagnosticul in generatiile anterioare.

Hemartroza reprezintd cea mai frecventd manifestare clinica a hemofiliei, cu un impact
semnificativ asupra calitdtii vietii pacientilor. Analiza distributiei hemartrozelor in functie de
severitatea bolii a evidentiat corelatii importante intre numarul si tipul articulatiilor afectate si
gradul de severitate al hemofiliei. In formele severe, pacientii au prezentat un numar crescut de
articulatii afectate: 4 articulatii au fost implicate Tn 27,3% (12 copii), 5 articulatii au fost afectate
in 18,2% (8 copii), similar cu pacientii cu 2 si 3 articulatii afectate, 6 articulatii au fost implicate
in 13,6% (6 copii), doar 4,5% (2 copii) au avut afectatd o singurd articulatie.
Articulatia cotului: in formele severe, cotul a fost afectat in 54,5% (24 copii), 31,8% (14 copii)
avand afectare bilaterald, 22,7% (10 copii) avand afectati o singurd articulatie. In formele
moderate, cotul a fost afectat in 39,4% (13 copii), dintre care: 36,4% (12 copii) au avut afectare
bilaterala. 3,0% (1 copil) au avut afectati o singura articulatie. In formele usoare, cotul a fost
afectat Tn doar 23,0% (3 copii), fiind intotdeauna unilateral. Afectarea unui singur cot a fost
semnificativ mai frecventa in forma severa (22,7% vs. 3,0% in forma moderata, X?>=11,81, gl=4,
p=0,019).

Articulatia genunchiului: In formele severe, genunchiul a fost afectat in 88,6% (39 copii),
dintre care: 72,7% (32 copii) cu afectare bilaterala, 15,9% (7 copii) cu afectare unilaterala. in
formele moderate, afectarea genunchiului a fost chiar mai frecventa (93,9% (31 copii)), cu: 84,9%
(28 copii) afectare bilaterald, 9,0% (3 copii) afectare unilaterald. In formele usoare, afectarea
genunchiului a fost observatd in 38,5% (5 copii), in egald masura bilaterala si unilaterala. Afectarea
bilaterald a genunchilor a fost semnificativ mai frecventa in formele moderate (84,9%) comparativ
cu formele usoare (38,5%) (X2=10,07, gl=4, p=0,039).

Articulatia gleznei: In formele severe, glezna a fost afectata in 72,7% (32 copii), 43,2% (19
copii) avand afectare bilaterald, 29,6% (13 copii) avand afectare unilaterala. In formele moderate,
afectarea gleznei a fost inregistratd in 66,7% (22 copii), 33,3% (11 copii) avand afectare bilaterala,
33,3% (11 copii) avand afectare unilaterald. in formele usoare, afectarea gleznei a fost rard (7,7%),
ceea ce difera semnificativ de formele moderate (33,3%) si severe (27,3%) (X>=7, gl=2,p=0,030).

Severitatea hemofiliei este direct corelata cu numarul si distributia articulatiilor afectate. Cotul,
genunchiul si glezna sunt cele mai frecvent implicate articulatii, cu o tendinta de afectare bilaterala
in formele severe si moderate. Hemofilia severa si moderatd determind o afectare poliarticulara, in
timp ce in formele usoare afectarea este limitatd si apare mai rar.

Implicatiile clinice includ necesitatea unei strategii terapeutice diferentiate:
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e Profilaxia primara este esentiald In formele severe pentru prevenirea leziunilor articulare
ireversibile.

e Fizioterapia si tratamentele de protectie articulara sunt necesare pentru a preveni deteriorarea
progresiva a articulatiilor afectate.

e Aceste constatdri subliniazd importanta unui management personalizat al pacientilor cu
hemofilie, in functie de severitatea bolii si riscul de afectare articulara.

Studiile genetice au demonstrat ca severitatea hemofiliei este determinatd in mare masura de
tipul de mutatie genetica ce afecteaza gena F8 (hemofilia A) sau F9 (hemofilia B). Mutatiile care
conduc la absenta totald sau productia defectuoasd a factorului VIII sau IX sunt asociate cu forme
severe ale bolii, in timp ce mutatiile care permit o anumitd expresie reziduald a factorului
determind forme moderate sau usoare.

Distributia tipurilor de mutatii genetice in functie de severitatea bolii. In analiza realizata
asupra pacientilor inclusi in studiu s-au observat urmatoarele asocieri intre genotip si fenotip:
Mutatia Missense: Forma usoara: 7,7% (16 copii); Forma moderatd: 36,4% (12 copii); Forma
severd: 6,8% (3 copii). Diferentd semnificativd sub aspect statistic intre frecventa mutatiei in
formele moderate si severe (X?2=24,015, gl=10, p=0,008). in concordanta cu literatura, mutatiile
missense sunt mai frecvente in formele usoare si moderate, deoarece permit o sinteza reziduala a
factorului VIII/IX, desi cu o activitate redusa [35]. Mutatia Inversiune Intron 22 (Inv Intr 22):
Forma moderata: 15,2% (5 copii); Forma severa: 15,9% (7 copii); Nu a fost identificatd in formele
usoare. Conform studiilor internationale, inversiunea intronului 22 reprezintd cauza principala a
hemofiliei A severe, fiind prezenta in 40-50% dintre pacientii cu aceasta forma [35]. Mutatia
Frameshift: Forma moderata: 12,1% (4 copii); Forma severa: 6,8% (3 copii); Nu a fost identificata
in formele usoare. Aceste mutatii afecteaza citirea corectd a codonilor si duc la sinteza unei
proteine trunchiate, non-functionale, ceea ce determind forme severe sau moderate de hemofilie,
in functie de pozitia mutatiei in cadrul genei [92]. Mutatia Nonsense: Forma moderata: 3,0% (1
copil); Forma severa: 4,6% (2 copii); Cea mai rar intilniti mutatie in esantionul analizat. In
literatura de specialitate, mutatiile nonsense sunt asociate, de reguld, cu forme severe de hemofilie,
deoarece determind introducerea unui codon stop prematur, ceea ce duce la absenta completd a
proteinei functionale [102].

Rezultatele obtinute confirma observatiile raportate in alte studii internationale:

Mutatiile missense sunt cele mai frecvent asociate cu formele usoare si moderate, permitand
producerea unui factor VIII/IX cu activitate enzimatica reziduala. Inversiunea intronului 22 este
caracteristica pentru formele severe, determinand lipsa aproape completd a sintezei factorului VIIL
Mutatiile de tip frameshift si nonsense conduc la forme moderate-severe, in functie de pozitia

afectdrii in lantul proteic.
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Mai mult, corelarea dintre tipul mutatiei si severitatea bolii are implicatii importante n:
Stabilirea prognosticului pacientilor — mutatiile severe necesitd o monitorizare mai strictd si
tratament intensiv; Personalizarea strategiilor terapeutice — pacientii cu mutatii severe pot necesita
terapii genice sau tratamente profilactice cu agenti non-factoriali; Evaluarea riscului de dezvoltare
a inhibitorilor — mutatiile severe sunt mai frecvent asociate cu raspuns imun advers la terapia de
substitutie. Datele obtinute sustin ipoteza ca severitatea hemofiliei este determinatd in mare parte
de natura mutatiei genetice. Aceste rezultate sunt esentiale pentru dezvoltarea unor algoritmi de
diagnostic si tratament personalizat, permitdnd o mai bund stratificare a pacientilor si
imbunatatirea calitdtii vietii acestora. Dezvoltarea inhibitorilor anti-factor VIII sau anti-factor IX
este una dintre cele mai severe complicatii ale terapiei de substitutie la pacientii cu hemofilie.
Inhibitorii sunt anticorpi neutralizanti care blocheaza activitatea terapeuticd a factorului
administrat, reducand eficacitatea tratamentului si complicand gestionarea bolii. Aparitia acestora
este mai frecventa la pacientii cu hemofilie severa, in special la cei tratati cu FVIII recombinant,
si este influentata de factori genetici si imunologici [102]. Analiza distributiei pacientilor in functie
de severitatea hemofiliei si rezultatele testarii inhibitorilor releva diferente semnificative intre
grupele de severitate, evidentiind o testare mai frecventa la pacientii cu hemofilie severa: din
totalul de 90 de pacienti, 49 (54,4%) nu au fost testati pentru inhibitori. Cei mai multi pacienti
netestati se regasesc in grupul cu hemofilie moderata (84,9%), ceea ce indica o practicd de testare
limitata la acest grup. Pacientii cu hemofilie severa au fost testati mai frecvent, doar 43,2% nefiind
supusi testarii. In cazul hemofiliei usoare, doar 15,4% dintre pacienti nu au fost testati, ceea ce
poate reflecta o testare selectiva bazata pe criterii clinice individuale. In prima etapa de testare,
inhibitorii au fost detectati exclusiv la pacientii cu hemofilie severd (16,0%), in timp ce niciun
pacient cu forme moderate sau usoare nu a prezentat inhibitori. Aceasta tendintd este conforma cu
datele din literatura de specialitate, care indica o incidenta mai mare a inhibitorilor la pacientii cu
hemofilie severa, in special la cei cu mutatii majore ale genei F8 (ex., inversiunea intronului 22)
[92]. In a doua etapa de testare, rezultatele au fost identice cu cele din prima etapi, confirmand
stabilitatea detectiei inhibitorilor in timp si corelatia directd cu severitatea bolii:
*16,0% dintre pacientii cu hemofilie severd au rdmas cu inhibitori prezenti.
*90,2% dintre pacientii testati nu au prezentat inhibitori.
Aceasta stabilitate a rezultatului sugereaza ca pacientii care dezvolta inhibitori mentin un titru
detectabil pe termen lung, ceea ce impune o monitorizare riguroasa pentru a preveni complicatiile
tratamentului. Rezultatele obtinute subliniazd o legatura clara intre severitatea hemofiliei si riscul
de aparitie a inhibitorilor, acestia fiind observati exclusiv la pacientii cu forme severe. Aceasta
concluzie este sustinutd de studii anterioare care aratd o prevalenta a inhibitorilor de aproximativ

25-30% la pacientii cu hemofilie severa tratati cu FVIII recombinant [54].
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Factorii care contribuie la rata mai ridicata de dezvoltare a inhibitorilor in hemofilia severa includ:
1. Expunerea precoce si intensa la terapia de substitutie [54].
2. Mutatiile genetice severe, in special inversiunea intronului 22 si deletiile mari [102].
3. Factori imunologici si epigenetici, precum activarea celulelor T si reglarea expresiei
antigenelor majore de histocompatibilitate (MHC) [10, 63].

De asemenea, datele obtinute indica o limitare a screeningului inhibitorilor, in special in cazul
formelor moderate ale bolii, unde 84,9% dintre pacienti nu au fost testati. Acest fapt poate reflecta
resurse limitate pentru testare, dar sugereaza necesitatea implementarii unei strategii mai riguroase
de screening, intrucat inhibitorii pot aparea si in formele moderate, chiar daca cu o frecventa mai
mica.

Necesitatea testarii periodice a inhibitorilor:

* Desi testarea este mai frecventa la pacientii cu hemofilie severa, lipsa testarii la formele moderate
ridicd probleme 1n detectarea precoce a inhibitorilor si in adaptarea tratamentului.

* Ghidurile internationale recomanda testarea regulatd a inhibitorilor la pacientii cu hemofilie
severa (la fiecare 3-6 luni in primele 50 de episoade de administrare a factorului si apoi anual), iar
pentru pacientii cu hemofilie moderata se recomanda screening periodic, mai ales in cazul aparitiei
unui raspuns terapeutic diminuat [121, 128].

Rezultatele sugereaza o prevalentd relativ scazutd a inhibitorilor in lotul analizat (16,0% in
hemofilia severd), dar acesti pacienti necesitd o monitorizare atenta, avand in vedere riscul de
crestere a titrului inhibitorilor si necesitatea tratamentelor alternative, cum ar fi emicizumab sau
terapiile de imunotoleranta.

Importanta identificarii precoce a inhibitorilor: prezenta inhibitorilor influenteaza alegerea
tratamentului si poate determina ineficienta FVIII/FIX, necesitand utilizarea agentilor bypass (ex.,
rFVIIa, FEIBA) sau terapii non-substitutive (emicizumab)[123, 102, 99]. Analiza corelatiei dintre
severitatea hemofiliei si prezenta inhibitorilor confirma ca pacientii cu forme severe sunt cei mai
predispusi la dezvoltarea inhibitorilor, iar testarea periodica este esentiald pentru prevenirea si
gestionarea complicatiilor. Rezultatele evidentiazad o practica insuficienta de testare in hemofilia
moderatd, subliniind necesitatea unei strategii de screening mai riguroase. Studiul confirma, de
asemenea, importanta unei monitorizari continue a pacientilor cu hemofilie severa, avand in vedere
impactul major al inhibitorilor asupra eficacitatii tratamentului. Dezvoltarea inhibitorilor anti-
factor VIII sau IX reprezintd una dintre cele mai complexe si severe complicatii imunologice
asociate terapiei de substitutie in hemofilie. Acesti anticorpi neutralizanti reduc semnificativ
eficienta tratamentului clasic si determind un risc crescut de hemoragii recurente, uneori
amenintitoare de viatd. In fata unei astfel de provociri terapeutice este esentiali aplicarea unei

conduite medicale structurate, bazate pe date obiective, actuale si adaptate resurselor disponibile.
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Algoritmul prezentat mai jos a fost elaborat ca raspuns la nevoia stringentd de a standardiza
investigatiile si interventiile terapeutice in hemofilia inhibitorie in Republica Moldova. Acesta
propune o succesiune logicd si coerentd de pasi clinico-paraclinici, pornind de la confirmarea
diagnosticului si pand la stabilirea planului terapeutic, monitorizarea evolutiei si consilierea
familiald. Fiecare etapa este conceputd astfel incat sa permitad o interventie medicald timpurie,
precisa si adaptata titrului de inhibitori, severitatii clinice si profilului individual al pacientului.
Implementarea algoritmului are potentialul de a optimiza tratamentul pacientilor cu hemofilie
complicata de inhibitori, reducand rata complicatiilor hemoragice, imbunatatind prognosticul si
sprijinind fundamentarea unei politici clinice standardizate la nivel national. Prin includerea sa in
aceasta teza, se oferd un instrument practic, reproductibil si adaptabil, cu aplicabilitate imediata in

practica medicala pediatrica si hematologica (Figura 4).

I. Confirmarea diagnosticului de hemofilie

— Istoric familial si personal de hemoragii

— Activitate FVIII/IX (%) - <1 = sever; 1-5'moderat; =5 = usor
ll. Detectarea si titrarea inhibitorilor

— Test Bethesda modificat

— Titrul inhibitorilor: =5 UB/ml = scazut;-5 UB/ml = inalt

Ill. Clasificarea pacientului in functie de raspuns

— Fara inhibitor: tratament standard
- Titrul mic: bypassing agents (rFVlila, FEIBA), ITI
- Titrul mare: bypassing agents (rFVila, FEIBA)

IV. Evaluarea severitatii clinice

- Frecventa si localizarea hemoragiilor
— Grad de invaliditate

V. Stabilirea planului terapeutic
— Tratament acut / Profilaxie / Monitorizare
VI. Monitorizare pe termen lung

— Reevaluare trai lunar / trimestrial
— Registru national

{

VIl. Consiliere familiala si genetica
— Educatie, suport psihosocial, consiliere genetica
VIIl. Consiliere familiala si genetica

— Educatie, suport psihosocial, consiliere genetica

Schema. Algoritm clinic pentru evaluarea, clasificarea si managementul pacientilor cu
hemofilie si inhibitori anti-factor VIII/IX

Schema ilustreaza succesiunea logicd a pasilor clinici si paraclinici propusi in evaluarea
pacientilor cu hemofilie A sau B, cu accent pe identificarea si tratarea cazurilor complicate de

dezvoltare a inhibitorilor specifici Impotriva factorilor de coagulare administrati.
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Fiecare bloc al algoritmului reprezintda o etapa distinctd in procesul de diagnostic si
management:

Etapa I defineste cadrul diagnostic initial si gradul de severitate al hemofiliei pe baza
nivelului de activitate a factorului de coagulare.

Etapa II este dedicatd detectiei precoce a inhibitorilor prin testul Bethesda si clasificarii
titrului acestora.

Etapa III delimiteaza conduita terapeutica in functie de prezenta sau absenta inhibitorilor si
valoarea titrului.

Etapa IV integreaza evaluarea clinica a severitatii hemoragiilor si a impactului asupra
calitatii vietii.

Etapa V vizeaza stabilirea unei conduite terapeutice personalizate.

Etapa VI include monitorizarea periodica a titrului de inhibitori si integrarea in registrele
nationale.

Etapa VII subliniazd importanta consilierii familiale, educatiei medicale si consilierii
genetice.

Séagetile indica traseul logic si interdependenta etapelor, oferind un instrument clar pentru
ghidarea deciziilor medicale si pentru asigurarea unui control eficient al complicatiilor la pacientii
cu hemofilie inhibitorie.

Rezultatele obtinute in studiul nostru trebuie analizate in contextul etapelor succesive de
dezvoltare a tratamentului hemofiliei pediatrice, care au influentat semnificativ eficacitatea
controlului sindromului hemoragic. Utilizarea crioprecipitatului, introdusad pe scara larga in anii
1960, a reprezentat mult timp o solutie terapeuticd esentiald pentru substitutia factorului VIII, in
special in sistemele de sdndtate cu resurse limitate. Cu toate acestea, variabilitatea continutului de
factor, necesarul crescut de administrari si controlul hemostatic imprevizibil asociate acestui tip
de terapie pot explica rezultatele mai putin favorabile observate in grupul de pacienti tratati cu
crioprecipitat in cohorta noastra.

Introducerea concentratelor liofilizate de factori VIII/IX in anii 1970 si, ulterior, dezvoltarea
factorilor recombinanti in anii 1990 au marcat o etapa decisiva in imbunatitirea prognosticului
pacientilor cu hemofilie. In special, aparitia factorului VIII recombinant a permis o substitutie mai
precisa, sigura si reproductibila, eliminand riscurile infectioase asociate derivatelor plasmatice si
facilitand implementarea profilaxiei regulate. Aceste avantaje se reflecta si in rezultatele studiului
nostru, unde pacientii tratati cu rFVIIl au prezentat o reducere a frecventei manifestarilor
hemoragice si a interndrilor comparativ cu cei tratati cu crioprecipitat.

Introducerea conceptului de profilaxie a reprezentat un element-cheie al asa-numitei ,,ere

moderne” a hemofiliei, cu impact major asupra prevenirii artropatiei hemofilice si asupra calitatii
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vietii. Diferentele observate intre cele doud grupuri din studiul nostru sugereazd ca eficienta
profilaxiei este strans legata de tipul produsului utilizat, rFVIII oferind un control hemostatic mai
stabil decat crioprecipitatul, chiar in conditiile unui regim terapeutic comparabil.

Desi, in ultimul deceniu, terapiile inovatoare — inclusiv concentratele cu timp de Injumatatire
extins si terapiile non-factor, precum emicizumab — au redefinit standardele de tratament in tarile
cu venituri ridicate, accesul la aceste optiuni riamane limitat in numeroase regiuni. in acest context,
rezultatele studiului nostru evidentiaza importanta optimizarii tratamentului de substitutie clasic,
demonstrand ca tranzitia de la crioprecipitat la rFVIII constituie o etapa esentiald si realista pentru
imbunatatirea managementului hemofiliei severe la copii.

Astfel, datele obtinute nu doar confirma tendintele raportate in literatura de specialitate, ci
subliniaza relevanta clinica a alegerii tipului de terapie de substitutie in conditii reale de practica,
oferind argumente pentru extinderea utilizarii factorului VIII recombinant in sistemele de sanatate
cu resurse limitate.

In cadrul studiului nostru, am selectat un esantion de 32 de pacienti diagnosticati cu
hemofilie severa, dintr-un grup initial de 90, impartiti in mod egal in doud grupuri distincte, 1n
functie de tratamentul administrat: crioprecipitat versus factor VIII recombinant (rFVIII). Studiul
a avut o durata de urmadrire longitudinala de trei ani, in care am monitorizat frecventa interndrilor
st manifestarile clinice ale sindromului hemoragic, in scopul de a evalua eficacitatea celor doua
terapii de substitutie.

Hemofilia este, In general, diagnosticatd precoce, datoritd simptomelor severe care se
manifesta la varste fragede. In studiul nostru, majoritatea pacientilor (68,8%) au fost diagnosticati
in primul an de viatd, ceea ce este consistent cu literatura de specialitate care subliniaza importanta
diagnosticdrii timpurii pentru prevenirea hemoragiilor spontane severe [121]. Aceste rezultate
confirma faptul ca o identificare timpurie este cruciald, avand in vedere ca hemofilia severa poate
duce la complicatii majore daca nu este gestionata corect inca din primele luni de viata.

In primul an de monitorizare, s-a observat o diferentd semnificativa intre cele doua grupuri
tratate cu crioprecipitat si rFVIII in ceea ce priveste necesitatea internarilor. Aproape 56,25%
dintre pacientii tratati cu crioprecipitat au necesitat cel putin o internare, comparativ cu 31,25%
dintre cei tratati cu rFVIIL. Studiile anterioare au sugerat ca crioprecipitatul poate oferi un efect
hemostatic mai prelungit datorita continutului de fibrinogen si alte proteine plasmatice [61, 111],
dar cu riscuri mai mari de reactii imunologice si infectioase. Aceasta este o dovada a faptului ca
tratamentele cu plasma, desi eficiente, nu sunt lipsite de riscuri si necesitd o monitorizare atenta,
mai ales 1n ceea ce priveste dezvoltarea de reactii adverse pe termen lung.

Pe masurd ce a progresat perioada de observare, s-au constatat fluctuatii in frecventa

interndrilor, iar aceste variatii au fost mai evidente in grupul tratat cu crioprecipitat. In al doilea si
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al treilea an de tratament, pacientii din acest grup au avut interndri multiple, ceea ce sugereaza o
instabilitate a efectului hemostatic, posibil din cauza fluctuatiilor nivelului plasmatic de FVIII si
necesitatii ajustarii dozelor [62]. De asemenea, pacientii tratati cu rFVIII au prezentat o incidenta
mai mare de interndri multiple in al doilea si al treilea an, ceea ce poate fi un indiciu al dezvoltarii
inhibitorilor sau al unei reactii mai putin eficiente la tratament. Prezenta inhibitorilor este un
fenomen bine documentat in literatura de specialitate, iar riscul lor este mai mare in cazul
tratamentului cu FVIII recombinant, ceea ce subliniazd necesitatea testarii periodice pentru
inhibitori in primul an de tratament [6].

Rezultatele studiului nostru sugereaza ca pacientii care au necesitat interndri frecvente ar
putea fi afectati de prezenta inhibitorilor, ceea ce complica semnificativ managementul clinic. Este
important de mentionat ca dezvoltarea inhibitorilor a fost recunoscuta ca o provocare majora in
tratamentul hemofiliei cu FVIII recombinant, iar recomandarile internationale sugereaza testarea
regulata pentru inhibitori, mai ales in primii ani de tratament [119, 1]. Aceste constatari subliniaza
importanta monitorizarii constante si a ajustdrii regimurilor de tratament pentru a evita
complicatiile pe termen lung si a asigura o gestionare mai eficienta a bolii.

Optimizarea strategiilor terapeutice si introducerea terapiilor non-substitutive
Pe termen lung, aceste rezultate sugereaza ca nici tratamentele cu crioprecipitat, nici cu rFVIII nu
asigura un control optim constant asupra hemoragiilor, ceea ce indica necesitatea unor abordari
terapeutice mai adaptate nevoilor individuale ale pacientilor. De asemenea, introducerea terapiei
cu emicizumab a fost mentionata ca o alternativd promitatoare in literatura recenta, fiind asociata
cu o reducere semnificativd a interndrilor si o imbunatétire a controlului hemoragic [13, 24, 111].
Aceasta sugereaza ca strategiile terapeutice bazate pe tratamente non-substitutive ar putea reduce
incidenta episodica a hemoragiilor si ar contribui la Tmbunatatirea calitatii vietii pacientilor cu
hemofilie severa.

In concluzie, rezultatele obtinute din studiul nostru confirmi ci eficienta tratamentelor
variaza 1n functie de tipul de tratament utilizat, iar necesitatea testarii periodice pentru inhibitori si
ajustarii regimului terapeutic este esentiald pentru a asigura o gestionare adecvata a bolii pe termen
lung. Aceste constatdri pot contribui la optimizarea ghidurilor terapeutice si la personalizarea
tratamentelor pentru pacientii pediatrici cu hemofilie.

In cadrul studiului nostru comparativ privind tratamentele de substitutie cu crioprecipitat si
Factorul VIII recombinant (FVIII), analiza datelor a relevat diferente semnificative in eficienta
celor doua optiuni terapeutice, in functie de tipul si severitatea sindromului hemoragic, in special
in gestionarea hematoamelor, hemartrozelor si hemoragiilor masive. Aceste observatii sunt
esentiale pentru optimizarea strategiilor terapeutice personalizate si pentru Imbunatatirea

managementului pe termen lung al pacientilor cu hemofilie.
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In ceea ce priveste gestionarea hematoamelor, rezultatele noastre sugereazi o utilizare
predominanta a FVIII pentru hematoamele de grad mai mare (2 si 3), ceea ce se poate explica prin
capacitatea acestuia de a restabili coagularea rapid si eficient, fiind esential in cazurile de
hemoragii majore. Aceste date sunt Tn concordanta cu literatura de specialitate care subliniaza
eficienta factorului VIII recombinant in controlul episoadelor hemoragice severe datorita activitatii
sale mai mari in restaurarea coagularii [107, 24, 27]. Crioprecipitatul, dimpotriva, s-a dovedit a fi
mai eficient in gestionarea hemoragiilor mai usoare, dar nu a demonstrat aceleasi rezultate in
cazurile de hematoame severe, ceea ce sugereaza o limitare a acestuia in fata episoadelor mai
grave.

De asemenea, tratamentul hemartrozelor a aratat diferente semnificative intre cele doua
tratamente. FVIII a fost asociat cu un numar mai mic de articulatii afectate de hemartroza, indicand
o gestionare mai eficientd a acestei complicatii. Aceste rezultate sunt sustinute de cercetarile
anterioare care sugereazd ca FVIII recombinant ajuta la prevenirea artropatiei hemofilice si reduce
deteriorarea articulatiilor [104]. Pe de altd parte, crioprecipitatul, desi eficient in tratamentele
pentru hemoragii usoare, a fost asociat cu un numar mai mare de articulatii afectate, ceea ce
sugereaza ca acesta poate fi mai putin eficient in prevenirea complicatiilor pe termen lung, cum ar
fi artropatia hemofilica.

Un alt aspect important abordat in studiul nostru a fost eficienta tratamentului in cazurile de
hemoragii masive. In acest context, crioprecipitatul a fost utilizat in doua cazuri de hemoragii
masive, insd eficienta lui a fost limitatd In comparatie cu FVIII, care a demonstrat o capacitate
superioard de a controla hemoragiile grave. Aceste observatii sunt in concordanta cu literatura,
care evidentiaza faptul ca FVIII recombinant este mai eficient in gestionarea hemoragiilor majore,
datorita unui timp de injumatatire mai lung si unei capacitati mai mari de a restabili functia
hemostatica [90].

Internarile planificate, tratamentul cu FVIII recombinant s-a dovedit superior in ceea ce
priveste posibilitatea organizdrii profilactice a tratamentului. Aceasta reflectd o abordare mai
structuratd in prevenirea episoadelor hemoragice si artropatiei hemofilice, comparativ cu
tratamentul cu crioprecipitat, care a fost utilizat in mod exclusiv in regim de urgentd. Rezultatele
noastre sugereaza cd utilizarea FVIII in regim profilactic poate reduce riscul de dizabilitati pe
termen lung si poate imbunatati calitatea vietii pacientilor, un aspect confirmat de cercetdrile
internationale care subliniaza beneficiile profilaxiei regulate [125, 98, 107]. Astfel, tratamentul cu
FVIII recombinant nu doar cad previne hemoragiile, dar poate preveni si complicatiile asociate
acestora, cum ar fi artropatia hemofilica.

Astfel, studiul nostru evidentiaza importanta alegerii tratamentului adecvat in functie de tipul

si severitatea sindromului hemoragic, subliniind avantajele tratamentului cu FVIII recombinant,
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atat In gestionarea episoadelor hemoragice severe, cat si in prevenirea complicatiilor pe termen
lung. Desi crioprecipitatul rdmane o optiune valoroasa in anumite situatii, rezultatele noastre
sugereazd cd FVIII recombinant reprezintd o abordare terapeuticd superioard, in special in
tratamentele profilactice si in prevenirea deteriordrii articulare. Implementarea unui protocol de
tratament personalizat, care sd includd monitorizarea constantd a pacientului si ajustarea
tratamentului pe baza raspunsului individual, este esentiald pentru optimizarea rezultatelor clinice
si Tmbunatatirea calitatii vietii pacientilor cu hemofilie.

La nivel mondial, prevalenta punctuald a hemofiliei (toate cazurile in viata) a crescut odata
cu Imbunatatirea ingrijirilor. Conform datelor recente ale Federatiei Mondiale de Hemofilie
(WFH), prevalenta globala estimatd a hemofiliei este aproximativ 10,6 la 100.000 de locuitori
(adicd aproximativ 106 hemofilici la 1 milion de locuitori) [29]. In termeni absoluti, aceasta
corespunde cu aproximativ 830.000 de persoane cu hemofilie la nivel mondial, dintre care circa
282.000 au forme severe (deficit de factor <1%) [20]. Totusi, statisticile oficiale raporteaza un
numar mai mic de pacienti identificati: de exemplu, in 2021 erau inregistrati aproximativ 234.000
de pacienti cu hemofilie la nivel global [9, 61], evidentiind un grad important de subdiagnosticare.
Important de mentionat cd incidenta la nastere a hemofiliei raiméane constanta in timp — fiecare
generatie de copii prezintd cazuri noi cu o frecventa relativ stabila, independent de regiune sau
etnie [39]. Ceea ce variaza este varsta la diagnostic si supravietuirea acestor pacienti, in functie de
accesul la serviciile medicale. In ultimele decenii s-au inregistrat progrese notabile in
diagnosticarea timpurie: la pacientii cu hemofilie severa, varsta mediana la diagnostic a scazut la
nivel global de la aproximativ 7 ani (pentru cei nascuti inainte de 1980) la circa 11 luni la copiii
ndscuti dupd 2010 [94]. Aceastd imbunatatire este vizibila si In tarile cu venituri mici, unde In
trecut diagnosticul era adesea mult intarziat — de pilda, la pacientii severi nascuti inainte de 1970,
in unele regiuni, hemofilia era recunoscutd abia spre varsta adultd (mediana aproximativ 35 de
ani), pe cand la copiii din generatiile recente diagnosticul se pune de obicei in primul an de viata
[94]. Aceste date subliniaza ca hemofilia este in principal o boald pediatrica din perspectiva
debutului, majoritatea cazurilor severe manifestandu-se clinic in primii ani de viata (de exemplu,
hemoragii intracraniene neonatale, echimoze sau hemartroze la copilul mic).

Epidemiologia hemofiliei in Europa de Est (Romania, Ucraina) raporteazd o prevalentd a
hemofiliei comparabila cu media globala, insa cu variatii legate de capacitatea sistemelor nationale
de sanatate de a identifica si trata pacientii. Tarile est-europene mai mari, precum Romania si
Ucraina, au implementat registre nationale de hemofilie si au in evidentd sute pana la mii de
pacienti. Romania, de exemplu, a raportat recent aproximativ 2.163 de persoane cu hemofilie (toate
varstele), dintre care 1.825 cu hemofilie A si 325 cu hemofilie B [10, 36]. La o populatie de

aproximativ 19,1 milioane, aceasta corespunde unei prevalente de circa 11,3 cazuri la 100.000 de
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locuitori, valoare apropiatd de estimarea globald. Situatia este similara in Ucraina, care inainte de
2022 avea Inregistrate in jur de 4.845 de cazuri de hemofilie (aproximativ 4.376 cu hemofilie A si
469 cu hemofilie B) [125], la o populatie de aproximativ 43,8 milioane (prevalentd aproximativ
11,1/100.000). Romania si Ucraina se numara printre tarile cu cele mai numeroase comunitati de
pacienti hemofilici din Europa de Est, datoritd numarului populatiei, dar si eforturilor locale de
depistare si raportare.

In ansamblu, continentul european are un nivel relativ ridicat de identificare a pacientilor cu
hemofilie. Se estimeazd ca Europa a diagnosticat aproximativ 83% din cazurile asteptate de
hemofilie (proportie mult peste alte regiuni) [56], reflectdnd accesul mai bun la servicii medicale
si teste de laborator. Chiar si in Europa de Est, unde resursele au fost traditional mai limitate
comparativ cu Vestul, majoritatea cazurilor severe sunt depistate. Cu toate acestea, persistd
diferente intra-regionale: tarile est-europene cu infrastructurd medicald mai slaba pot avea o
prevalentd aparent mai mica, sugerand existenta unor pacienti neinclusi in registre. De pilda,
natiuni mai mici sau cu resurse limitate din zona Europei de Est raporteaza cifre absolute modeste
comparativ cu Romania sau Ucraina, in parte din cauza populatiei mai reduse, dar si posibil din
cauza subdiagnosticarii. Un exemplu este Republica Moldova, analizata in continuare, care are o
prevalentd raportatd ceva mai mica decat tarile vecine, probabil din motive legate de resurse si
organizarea sistemului de sinitate. In Republica Moldova, hemofilia este clasificatd drept boald
rard si este supravegheatd prin intermediul unui registru national functional incad din anul 2013.
Potrivit datelor oficiale, Tn anul 2024, in evidentele medicale figurau 205 pacienti cu hemofilie,
dintre care 52 erau copii cu varsta sub 18 ani [16]. Dintre acestia, aproximativ 85% sunt
diagnosticati cu hemofilie A, proportie in concordanta cu datele globale [31]. Comparativ cu anul
2013, cand erau inregistrati 227 de pacienti, se observa o usoara scadere numerica, explicabila prin
reducerea populatiei generale, emigrarea, dar si mortalitatea specifica asociatd complicatiilor bolii
[37].

Prevalenta estimatd in Republica Moldova este de aproximativ 63—79 de pacienti la un
milion de locuitori, ceea ce o plaseaza sub media europeana si globala (106/milion) [29][37].
Avand 1n vedere populatia actuald estimata la circa 2,6 milioane, se presupune ca intre 250 si 300
de persoane ar putea avea hemofilie, ceea ce sugereaza existenta unui grad moderat de
subdiagnosticare [16]. Acest fenomen este favorizat de lipsa accesului la diagnostic specializat in
unele regiuni rurale, de formele usoare care rdman nedepistate si de lipsa informarii in randul
populatiei generale [51].

Structura pe varste a pacientilor din registru arata ca aproximativ un sfert din total sunt copii,
reflectind atdt natura congenitala a bolii, cat si deficientele istorice In ceea ce priveste

supravietuirea pe termen lung a pacientilor netratati. Mortalitatea in randul copiilor cu hemofilie
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severd netratatd este ridicatd, iar absenta profilaxiei a condus frecvent la dezvoltarea precoce a
artropatiei hemofilice [74].

In ceea ce priveste accesul la tratament, pana in anii recenti, pacientii din Republica Moldova
beneficiau predominant de terapie la nevoie (on-demand), folosind crioprecipitat sau factori
plasmatici, n contextul limitarilor bugetare [74, 49]. Abia Incepand cu anul 2019, a fost introdus
treptat tratamentul profilactic pentru formele severe, iar din 2024, copiii cu hemofilie A severa
beneficiaza de terapie cu emicizumab, inclusa in programul national [32].

In paralel, au fost extinse testirile genetice si evaludrile inhibitorilor, cu sprijinul
colaborarilor internationale si al fondurilor directionate catre bolile rare. Totusi, lipsa unei retele
nationale extinse de centre de hemofilie si absenta personalului instruit in toate raioanele reprezinta
bariere in calea identificarii si monitorizarii corespunzatoare a tuturor pacientilor [12, 112].

Pentru imbunatatirea supravegherii epidemiologice, autoritdtile au extins functionalitatea
Registrului National, care permite inregistrarea digitalda a datelor clinice si terapeutice ale
pacientilor cu hemofilie, facilitaind evaluarea tendintelor, alocarea resurselor si planificarea
tratamentelor inovatoare [12]. In concluzie, desi Republica Moldova inregistreaza progrese
notabile in domeniul diagnosticarii si tratamentului hemofiliei pediatrice, datele epidemiologice
sugereaza inca o discrepantd intre numarul de pacienti inregistrati si incidenta teoretica estimata,
ceea ce subliniaza necesitatea consolidarii sistemului de depistare precoce, tratament si raportare.

Subdiagnosticarea i diferentele intre datele oficiale si estimarile internationale

Unul dintre cele mai persistente obstacole in evaluarea corecta a prevalentei hemofiliei, In
special la copii, este subdiagnosticarea. La nivel mondial, se estimeaza ca doar 42% dintre
persoanele cu hemofilie sunt diagnosticate si incluse in registrele oficiale [30]. Aceasta problema
este deosebit de acutd in tarile cu venituri mici s medii, unde accesul limitat la testare si tratament
determind o subraportare masiva. De exemplu, in Africa, doar aproximativ 8% din cazurile
asteptate sunt efectiv inregistrate [56]. In schimb, Europa raporteazi o rati de identificare de peste
80%, cu diferente intre vestul continentului (unde depaseste 90%) si estul acestuia, unde persista
lacune semnificative [56].

Aceste discrepante Intre datele raportate si estimarile reale influenteaza negativ planificarea
resurselor, politicile de sinatate si accesul la tratament inovator. In Republica Moldova, diferenta
dintre numarul estimat de pacienti (250-300) si cel inregistrat (205) reflectd un grad moderat de
subdiagnosticare [16]. Multe dintre cazurile nediagnosticate sunt probabil forme usoare sau
moderate, la care manifestdrile clinice nu impun investigarea imediata, sau sunt copii care nu ajung
la centrele specializate din lipsa de acces teritorial la un cabinet de diagnostic medical [51].

Pentru reducerea acestei diferente, organizatiile internationale precum WFH si OMS

incurajeaza dezvoltarea registrelor electronice integrate, formarea cadrelor medicale si aplicarea
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screeningului neonatal in familiile cu risc crescut [100]. De asemenea, initiativele precum World
Bleeding Disorders Registry contribuie la colectarea standardizata a datelor, sprijinind tarile n
efortul de a-si armoniza raportarile cu realitatea epidemiologica [100, 47].

In continuare va fi analizati implementarea si impactul bazei web pentru ,,Registrul
electronic de evidentd al pacientilor cu hemofilie in Republica Moldova”, un sistem informatic
inovativ ce vizeaza centralizarea si monitorizarea datelor pacientilor cu hemofilie. Registrul
reprezintd un pas semnificativ in optimizarea gestiondrii acestor pacienti si In imbunatatirea
accesului la tratamente adecvate, contribuind totodata la un management mai eficient al resurselor
medicale. Registrul are ca obiectiv centralizarea informatiilor medicale esentiale, inclusiv tipul
hemofiliei, gradul de severitate, istoricul interndrilor si modelele de tratament aplicate, ceea ce
permite un management mai bun al cazurilor si faciliteaza transmiterea rapida a datelor catre
sectiile specializate, cum ar fi Sectia de Hematologie a IMSP ,,Institutul Mamei si Copilului” si
IMSP _Institutul Oncologic pentru pacientii adulti”. In literatura de specialitate, similaritatea cu
modelele de registre electronice de evidentd pentru alte patologii, cum ar fi cancerul sau bolile
cardiovasculare, subliniazd importanta centralizarii datelor pentru Tmbunatatirea tratamentului
personalizat si prevenirea complicatiilor pe termen lung [36, 47]. Un aspect esential 1n
implementarea registrului este protectia datelor pacientilor. Conform reglementarilor nationale si
internationale privind confidentialitatea si protectia datelor personale, registrul respecta cele mai
riguroase standarde, asigurand accesul doar al persoanelor autorizate. Aceastd masura este aliniata
cu reglementarile europene, cum ar fi Regulamentul General privind Protectia Datelor (GDPR),
care garanteaza drepturile pacientilor si protejeaza integritatea datelor acestora In scopuri medicale
[61]. Sistemul informatic utilizat pentru registru include doua componente principale: una dedicata
pacientilor sub 18 ani si gestionatd in cadrul IMSP IMC, iar cealaltd pentru pacientii adulti,
gestionatd in cadrul IMSP Institutul Oncologic. Aceasta structurd modulara este similara cu alte
sisteme informatice folosite pentru gestionarea bolilor cronice, asigurand continuitatea si coerenta
datelor de la diagnostic pana la tratamentele ulterioare [46]. Integrarea intre componentele diferite
permite un flux continuu de informatii, esential pentru monitorizarea pe termen lung a pacientilor.
Registrul include instrumente de gestionare a datelor care permit personalului medical sa
proceseze si sd analizeze informatiile intr-un mod structurat. Aceasta faciliteazd identificarea
rapida a tendintelor, evaluarea eficientei tratamentului si ajustarea strategiilor terapeutice in functie
de nevoile individuale ale pacientilor. In literatura de specialitate se subliniaza importanta unui
sistem de raportare eficient pentru sustinerea deciziilor clinice si pentru imbunatdtirea rezultatelor
tratamentului in afectiuni complexe cum este hemofilia [99].
Pentru a asigura performanta optima a sistemului, au fost necesare componente tehnice specifice,

inclusiv server dedicat si platforma web adaptabila la nevoile institutiilor spitalicesti. Specificatiile
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tehnice sunt esentiale pentru asigurarea unei implementari eficiente si pentru a sustine procesul de
colectare si prelucrare a datelor intr-un mod rapid si sigur [47].

Registrul are un impact semnificativ asupra cercetarilor nationale privind hemofilia, oferind
0 baza solidd pentru evaluarea tratamentelor si pentru dezvoltarea de strategii terapeutice mai
eficiente, pentru a facilita compararea datelor pe plan international, sprijinind astfel standardizarea
tratamentelor si cresterea constientizirii in randul profesionistilor din domeniul sanatatii. In
studiile recente, s-a demonstrat cd registrele electronice pot imbunatati semnificativ accesul la
tratamente inovative si pot contribui la implementarea celor mai bune practici [47].
»Registrul electronic de evidenta al pacientilor cu hemofilie in Republica Moldova” reprezintd un
instrument esential pentru Imbundtatirea gestionarii pacientilor cu hemofilie si pentru optimizarea
tratamentelor pe termen lung. Prin centralizarea datelor si asigurarea unui sistem eficient de
monitorizare, registrul contribuie la imbunatatirea rezultatelor clinice ale pacientilor si la
sprijinirea cercetdrilor nationale si internationale. In plus, acest sistem permite mbunititirea
eficientei procesului de tratament si a supravegherii pe termen lung, subliniind importanta

implementarii unor solutii informatice in domeniul sanatatii.
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CONCLUZII GENERALE
In hemofilia A si B, tabloul clinic a fost caracterizat predominant prin hemoragii de tip
hematom, care au constituit forma initiala de manifestare a sindromului hemoragic, afectarea
articulara reprezentind ulterior componenta clinicd dominanta, identificata la peste 70%
dintre pacientii cu forme severe, cu hemartroza genunchiului fiind cea mai frecventa

localizare pentru ambele tipuri de hemofilie, urmata de articulatiile cotului si gleznei.

Aprecierea cantitativa a factorilor de coagulare a demonstrat relatia directa dintre nivelurile
scizute ale factorilor VIII si IX si gradul de severitate al hemofiliei. In hemofilia A, nivelul
mediu al FVIII a fost de 0,7 UI/dL in forma severa si 3,5 UI/dL in forma moderata, iar in
hemofilia B nivelul mediu al FIX a fost de 0,9 UI/dL, respectiv 4,1 UI/dL, ceea ce confirma
valoarea acestor determinari Tn constatarea formei si monitorizarea eficientei terapiei

substitutive.

Analiza genetica a evidentiat predominanta mutatiilor de tip Missense si Frameshift, asociate
cu formele moderate si severe ale bolii. Inversia intronului 22 a fost identificatd exclusiv in
formele moderate si severe ale hemofiliei A (15,2% si 15,9%) confirmind rolul sau
patogenetic major si relevanta testdrii genetice pentru confirmarea diagnosticului etiologic,
predictia riscului de inhibitori. Cele mai frecvente mutatii au fost Missense (17,8%) si Inv.

Intron 22 (14,8%).

Determinarea inhibitorilor a evidentiat o ratd de aparitie de 16,0%, observata exclusiv la
pacientii cu forma severa de hemofilie. Aceasta constatare determind importanta
monitorizdrii periodice a inhibitorilor In aceastd categorie de pacienti, pentru ajustarea
tratamentului si prevenirea esecurilor terapeutice prin hieperergia de raspuns la tratamentul

substituitiv.

Analiza comparativd a strategiilor de tratament a demonstrat o eficientd superioara a
preparatelor de factor VIII recombinant si liofilizat in controlul hemoragiilor severe si in
prevenirea artropatiei hemofilice, comparativ cu crioprecipitatul, care s-a dovedit eficient in
principal in formele usoare ale bolii; aceste rezultate sustin necesitatea orientarii terapiei
catre produse concentrate, standardizate si sigure din punct de vedere virologic, subliniind
totodatd importanta evitdrii transfuzarii substratului cu potential alergic si infectios asociat

preparatelor plasmatice (p<0,05).
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Elaborarea si implementarea Bazei Web a Registrului National electronic al pacientilor cu
hemofilie din Republica Moldova a permis centralizarea si standardizarea datelor clinico-
paraclinice, facilitind monitorizarea continud a pacientilor, individualizarea tratamentului si
evaluarea eficientei terapeutice, cu respectarea cerintelor de confidentialitate si securitate a
datelor, contribuind totodatd la optimizarea utilizarii resurselor medicale si la sustinerea

activitatilor de cercetare si cooperare stiintifica.
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RECOMANDARI PRACTICE
1. Implementarea obligatorie a testdrii genetice pentru toti pacientii diagnosticati cu hemofilie si
pentru potentialii purtatori ai genelor mutante este esentiald pentru diagnosticul precoce,
identificarea purtatorilor asimptomatici si aplicarea masurilor de profilaxie primara in familiile

cu risc crescut.

2. Individualizarea tratamentului in functie de genotipul pacientului trebuie sid devind o
componentd centrald a managementului hemofiliei, intrucat severitatea bolii si raspunsul

terapeutic sunt strans corelate cu tipul de mutatie geneticd identificata.

3. Supraveghere clinica si paraclinicd riguroasd este necesara in cazul pacientilor purtétori ai
mutatiei Inversia Intronului 22, data fiind frecventa ridicatd a acesteia in formele severe de
hemofilie A si asocierea sa cu un risc crescut de dezvoltare a inhibitorilor. Ajustarea dinamica
a tratamentului in functie de evolutia clinica contribuie la prevenirea complicatiilor si la

optimizarea prognosticului.

4. Elaborarea si implementarea unui algoritm complex de monitorizare a pacientilor cu risc de
dezvoltare a inhibitorilor, bazat pe integrarea markerilor genetici, clinici si paraclinici, ar
permite o abordare proactivd a terapiei si introducerea timpurie a tratamentelor biologice
moderne de substitutie non-factoriald, reducand riscul de complicatii pe termen lung si

imbunatatind calitatea vietii pacientilor.
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Anexa 1. Evidenta pacientilor spitalizati cu Hemofilie din institutiile medico-sanitare publice
spitalicesti in Republica Moldova. Baza de date pe platforma website-ului ,,Registrul electronic
al pacientilor cu hemofilie in Republica Moldova”
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complicatiile si pentru a ajusta tratamentele in functie de evolutia clinica, avand in vedere riscul
crescut de dezvoltare a inhibitorilor.
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Anexa 4. Scoruri utilizate in evaluarea articulatiilor la pacientii cu hemofilie
Scorul Gilbert: este un instrument semistructurat utilizat pentru a evalua afectarea articulara
cronicd la pacientii cu hemofilie. Se evalueaza 6 articulatii (genunchi, glezna, cot — bilateral), iar

fiecare este punctatd in functie de parametrii clinici [139].

Parametru evaluat Punctaj
Umflare persistenta 0-3
Atrofie musculara 0-2
Crepitatii la miscare 0-2
Limitarea extensiei 0-3
Limitarea flexiei 0-3
Instabilitate articulara 0-2
Durere la mobilizare activa/pasiva 0-1
Contractura in flexie 0-2
Deformare axiala 0-2

Interpretarea Scorului Gilbert:

Scor total Grad afectare Semnificatie clinica

0-3 Absenta sau minima Articulatii  sandtoase sau cu

afectare minima

4-12 Usoara Modificari minore, fard impact

functional major

13-36 Moderata Artropatie  evidentd,  limitari

functionale partiale

>36 Severa Afectare marcatd, cu limitare

functionala importanta
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HJHS — Hemophilia Joint Health Score (v2.1): este un instrument standardizat pentru
evaluarea sanatatii articulatiilor la copiii cu hemofilie. Evalueaza 6 articulatii (coate, genunchi,

glezne) si include parametri multipli, plus scor de mers [139].

Parametru evaluat Scor
Umflare 0-3
Durere 02
Atrofie musculara 0-2
Limitarea flexiei 0-2
Limitarea extensiei 0-2
Fortd musculara 04
Crepitatii 0-2
Mers (scor suplimentar) 04

Interpretarea scorului total HIHS:

Scor total Grad afectare articulara Semnificatie

0-5 Fara afectare sau minima Articulatii sandtoase, fara

modificari clinice

6-20 Afectare usoara Modificari discrete, dar

detectabile clinic

21 -40 Afectare moderata Probleme functionale
prezente

> 40 Afectare severa Artropatie  avansatd cu
impact functional
semnificativ
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ADNOTARE

Dorina Agachi, ,,Diagnosticul biochimic, genetic si programe terapeutice ale hemofiliei la copii”, teza de
doctor 1n stiinte medicale, Chisinau, 2026.

Structura tezei: Teza include 146 de pagini si consta din introducere, 6 capitole, discutii, concluzii generale,
recomandari, bibliografie care citeaza 139 de titluri. Materialul iconografic contine: 37 de tabele, 15 de
figuri, 4 anexe. Rezultatele stiintifice obtinute au fost reflectate in 25 de lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: hemofilie, coagulare, factorul VIII, factorul IX, hemoragie, hemartroza, inhibitori, mutatie
molecular-genetica, TTPA, factor de substitutie recombinat si liofilizat.

Domeniul de studiu: pediatrie si neonatologie — 322.01.

Scopul lucririi: Analiza manifestarilor clinice, a parametrilor biochimici si genetici In diagnosticul
hemofiliei A si B la copii, cu scopul optimizarii diagnosticului paraclinic si al ajustarii unui model terapeutic
individualizat, adaptat formei si severitatii bolii.

Obiectivele lucrarii: Analiza manifestarilor clinice ale sindromului de hipocoagulare la copiii cu
hemofilie; Determinarea nivelurilor cantitative si calitative ale factorilor de coagulare in hemofilia A si B
la copii; Analiza relatiei dintre manifestarile clinice (fenotip) si modificarile genetice (genotip) in hemofilie
la copii pentru aplificarea utilitatii diagnosticului genetic; Evaluarea prezentei inhibitorilor factorilor de
coagulare VIII si IX la pacientii cu hemofilie si determinarea titrului acestora in contextul managementului
terapeutic; Analiza comparativd a eficientei si sigurantei terapiei de substitutie cu factori VII/IX
liofilizat/recombinat si crioprecipitat in tratamentul hemofiliei pentru optimizarea abordarii terapeutice a
deficitului de factori de coagulare; Elaborarea Bazei de date pe platforma website-ului ,,Registrul electronic
al pacientilor cu hemofilie in Republica Moldova”.

Noutatea stiintifica a lucrarii. Pentru prima datd in Republica Moldova a fost realizat un studiu amplu al
pacientilor pediatrici cu hemofilie, autorul concentrindu-se pe evaluarea particularitatilor clinico-
paraclinice, pe identificarea modificarilor genetice specifice; a fost efectuatd analiza severitatii hemofiliei
(evaluata prin date clinice si nivelurile factorilor VIII si IX), asociatda cu mutatiile genetice identificate; s-a
facut titrarea inhibitorilor factorilor de coagulare VIII si IX la copiii cu hemofilie; a fost elaborata baza web
pentru Registrul National de Monitorizare a Pacientilor cu Hemofilie din Republica Moldova.
Semnificatia teoretici a lucririi. in premieri nationali au fost analizate particularititile clinico-
paraclinice ale hemofiliei la copii in Republica Moldova, cu identificarea manifestarilor specifice in functie
de severitatea bolii; au fost identificate si clasificate mutatiile genetice asociate hemofiliei A si B, cu
evidentierea frecventei acestora in raport cu forma clinica (severa, moderata, usoard); pentru prima data a
fost determinat titrul inhibitorilor factorilor de coagulare VIII si IX la copiii cu hemofilie; au fost analizate
relatiile dintre datele genetice, titrul de inhibitori si severitatea manifestarilor clinice, oferind o baza
teoreticd pentru intelegerea variabilitatii fenotipice a hemofiliei; propuse directii moderne ale diagnosticului
si ale managementului terapeutic al hemofiliei, bazate pe integrarea datelor clinice, genetice si imunologice;
a fost elaboratd baza web pentru Registrul National de Monitorizare a Pacientilor cu Hemofilie, care are
scopul de a contribui la sistematizarea si uniformizarea datelor privind aceasta patologie rara.

Valoarea aplicativa a lucrarii. A fost fundamentata necesitatea testarii genetice al hemofiliei A si B, cu
scopul de a facilita identificarea timpurie a formelor severe. Rezultatele permit orientarea terapeutica
personalizatd, adaptata profilului genetic si imunologic al pacientului cu hemofilie. Determinarea titrului
inhibitorilor factorilor de coagulare VIII si IX oferd suport esential in prevenirea si managementul
complicatiilor tratamentului de substitutie, inclusiv in alegerea unor alternative terapeutice precum
utilizarea emicizumab, un anticorp monoclonal bispecific care permite bypassarea factorului VIII si asigura
un control eficient al hemoragiilor la pacientii cu inhibitori. Rezultatele obtinute contribuie la optimizarea
protocoalelor terapeutice si a strategiilor profilactice In hemofilia pediatrica. Elaborarea bazei web pentru
Registrul National de Monitorizare a Pacientilor cu Hemofilie reprezintd un instrument aplicativ util pentru
supravegherea continud, evaluarea epidemiologica si planificarea tratamentului la pacientul cu hemofilie.
Lucrarea ofera un suport stiintific valoros pentru elaborarea politicilor de sanatate publica privind bolile
rare Tn Republica Moldova.

Implementarea rezultatelor. Rezultatele cercetarii sunt integrate in practica sectiei de Hemopatii benigne
din cadrul IMSP Institutul Mamei si Copilului si in practica clinicilor specializate ale IMSP Institutul
Oncologic din Republica Moldova; in procesul didactic al USMF , Nicolae Testemitanu”, contribuind la
pregatirea teoretica si practicd a specialistilor din domeniu.
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ANNOTATION

Dorina Agachi, “Biochemical, genetic diagnosis and therapeutic programs in hemophilia in children”, doctoral thesis
in medical sciences, Chisindu, 2026. The thesis comprises 146 pages and includes an introduction, 6 chapters,
discussions, general conclusions, recommendations, a bibliography of 139 titles, and four appendices. The thesis is
illustrated with 37 tables and 15 figures. The results obtained were published in 25 scientific papers.
Keywords: hemophilia, coagulation, factor VIII, factor IX, hemorrhage, hemarthrosis, inhibitors, molecular genetic
mutation, APTT, recombinant and lyophilized substitution factor.
Field of study: pediatrics and neonatology - 322.01.
Aim of the study: To analyze the clinical manifestations, biochemical and genetic parameters in the diagnosis of
hemophilia A and B in children, with the goal of optimizing paraclinical diagnosis and developing an individualized
therapeutic model tailored to the form and severity of the disease.
Objectives of the study: To analyze the clinical manifestations of hypocoagulation syndrome in children with
hemophilia; to determine the quantitative and qualitative levels of coagulation factors in hemophilia A and B in
children; to analyze the relationship between clinical manifestations (phenotype) and genetic changes (genotype) in
pediatric hemophilia to strengthen the utility of genetic diagnosis; to evaluate the presence of inhibitors to coagulation
factors VIII and IX and to determine their titers in the context of therapeutic management; to conduct a comparative
analysis of the efficacy and safety of substitution therapy using lyophilized/recombinant factor VIII/IX and
cryoprecipitate in the treatment of hemophilia for optimizing the therapeutic approach to coagulation factor
deficiency; to develop a database on the web platform “Electronic Registry of Patients with Hemophilia in the
Republic of Moldova”.
Scientific novelty of the study. For the first time in the Republic of Moldova, a comprehensive study of pediatric
patients with hemophilia was conducted, focusing on the evaluation of clinical and paraclinical features and the
identification of specific genetic changes; the severity of hemophilia (assessed through clinical data and factor VIII
and IX levels) was analyzed in association with the identified genetic mutations; titration of inhibitors to coagulation
factors VIII and IX was performed in children with hemophilia; the database on the web platform ,,National
Monitoring Registry of Patients with Hemophilia in the Republic of Moldova” was developed.
Theoretical significance of the study. For the first time at the national level, the clinical and paraclinical
characteristics of hemophilia in children in the Republic of Moldova were analyzed, with the identification of specific
manifestations according to disease severity; genetic mutations associated with hemophilia A and B were identified
and classified, highlighting their frequency in relation to the clinical form (severe, moderate, mild); the titration of
inhibitors to coagulation factors VIII and IX in children with hemophilia was performed for the first time; the
relationships between genetic data, inhibitor titers, and the severity of clinical manifestations were analyzed, providing
a theoretical foundation for understanding the phenotypic variability of hemophilia; modern directions in diagnosis
and therapeutic management of hemophilia were proposed, based on the integration of clinical, genetic, and
immunological data; the database on the web platform ,,National Monitoring Registry of Patients with Hemophilia”
was developed, contributing to the systematization and standardization of data on this rare pathology.
Practical value of the study. The need for genetic testing in hemophilia A and B was substantiated, facilitating early
identification of severe forms; the results allow for a personalized therapeutic orientation, adapted to the genetic and
immunologic profile of the patient with hemophilia; the determination of inhibitor titers to coagulation factors VIII
and IX provides essential support in preventing and managing complications of substitution therapy, including the
selection of therapeutic alternatives such as the use of emicizumab, a bispecific monoclonal antibody that bypasses
factor VIII and ensures effective control of bleeding in patients with inhibitors; the obtained results contribute to the
optimization of therapeutic protocols and prophylactic strategies in pediatric hemophilia; the development database
on the web platform of the ,,National Monitoring Registry of Patients with Hemophilia” represents a useful practical
tool for continuous monitoring, epidemiological evaluation, and treatment planning for patients with hemophilia; the
thesis offers a valuable scientific resource for the development of public health policies concerning rare diseases in
the Republic of Moldova.
Implementation of results. The research results have been integrated into the practice of the Benign Hemopathies
Department of the Mother and Child Institute and the specialized clinics of the Oncological Institute in the Republic
of Moldova, as well as in the educational process at the “Nicolae Testemitanu” State University of Medicine and
Pharmacy, contributing to the theoretical and practical training of specialists in the field.
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