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INTRODUCERE

Hemofilia este o boald geneticd rard, transmisd recesiv, legatd de cromozomul X,
determinata de deficitul factorilor de coagulare VIII (hemofilia A) sau IX (hemofilia B). Forma A
este cea mai frecventd, cu o incidenta estimata la 1:5.000—10.000 nou-nascuti de sex masculin, iar
forma B afecteaza aproximativ 1:20.000 de nou-nascuti [1]. Impactul clinic si social al hemofiliei
este semnificativ, determinind episoade hemoragice spontane sau post-traumatice, invaliditate
articulara progresiva si sciderea calitatii vietii. In secolul XX, speranta de viata a pacientilor cu
forme severe rareori depdsea 20 de ani, insa introducerea crioprecipitatului bogat in factor VIII
(1965) si ulterior a terapiilor profilactice a modificat radical prognosticul [2].

La nivel mondial, hemofilia este recunoscuta drept o problema majora de sanatate publicad in
cadrul bolilor rare. Estimarile recente indica = 1,1 milioane de pacienti, dintre care mai putin de
40% sunt diagnosticati, iar peste 70% nu beneficiaza de tratament adecvat [3]. Inechititile sunt
mai evidente in tarile cu venituri mici si medii, unde accesul limitat la terapie creste riscul de
invaliditate si mortalitate precoce. Organizatii internationale precum World Federation of
Hemophilia (WFH) si Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) au lansat programe globale, dintre
care Treatment for All si ghidurile WFH (editia 2020) reprezinta repere majore in standardizarea
precedent. Au fost dezvoltate factori cu timp de Injumatatire prelungit, anticorpi bi-specifici
precum emicizumab, si primele terapii genice autorizate pentru hemofilia B (Hemgenix, 2022) si
A (valoctocogene roxaparvovec, 2023) [5,6]. Aceste inovatii marcheaza inceputul unei noi ere, cu
potential de corectie durabild a deficitului. Totusi, dificultati persistente precum dezvoltarea
inhibitorilor (= 30% 1n formele severe), variabilitatea raspunsului, costurile ridicate si provocarile
de sigurantd pe termen lung limiteazd aplicarea lor pe scard largd [7,8]. De asemenea,
accesibilitatea la terapii moderne ramane inegala intre tarile dezvoltate si cele cu resurse reduse
[9]. In Republica Moldova, hemofilia este inclusa in Programul National de Boli Rare, cu finantare
din surse bugetare. Sunt monitorizati aproximativ 220 de pacienti (= 52 copii si 170 adulti),
majoritatea in centre specializate din Chisinau [10]. In 2023, autoritatile au alocat = 61,5 milioane
lei pentru tratamentul bolilor rare, inclusiv hemofilia, reflectind angajamentul public pentru
aceastd categorie [11]. Un progres important il constituie introducerea emicizumabului in
tratamentul copiilor cu hemofilie A cu inhibitori, incepand cu 2019 [12]. Totusi, lipsa unui registru
national functional, accesul limitat la testare genetica si reabilitare multidisciplinard justifica
nevoia de cercetiri aplicative si modele personalizate de interventie. In context regional, tarile din
Europa de Est prezinta provocari similare — diagnostic insuficient, acces limitat la terapii moderne
st infrastructura deficitard. Conform Consortiului European de Hemofilie, 1n 2018 doar 13% dintre
statele regiunii dispuneau de registre nationale si consilii dedicate, iar = 37% dintre pacienti
beneficiau de profilaxie completa, comparativ cu = 100% in Europa de Vest [13].

In contextul celor expuse a fost consemnat scopul prezentei lucrari stiintifice: Analiza
manifestdrilor clinice, a parametrilor biochimici si genetici in diagnosticul hemofiliei A si B la
copii, cu scopul optimizdrii diagnosticului paraclinic si a ajustdrii unui model terapeutic
individualizat, adaptat formei si severitdtii 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 VIII/IX
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 cercetarii stiintifice. Studiul a fost realizat in cadrul Departamentului de
Pediatrie al Universitatii de Stat de Medicinad 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 cuprinsa 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 perioadei
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 comparativa asupra metodelor terapeutice utilizate. Participantii au fost supusi unei
examindri complexe, care a cuprins evaluarea clinica 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, manifestirile clinice, tipul de
mutatie genetica si titrul de inhibitori. Rezultatele obtinute au fost utilizate pentru formularea
concluziilor si elaborarea recomandarilor practice. Prelucrarea statisticd a datelor a fost efectuata
cu ajutorul programului SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versiunea 20.

Noutatea stiintifica a lucrarii. Pentru prima data in Republica Moldova s-a realizat un
studiu amplu al pacientilor pediatrici cu hemofilie, accentul fiind pus 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 facuta titrarea inhibitorilor factorilor de coagulare VIII si IX
la copiii cu hemofilie; a fost elaboratd baza web pentru Registrul National de Monitorizare a
Pacientilor cu Hemofilie din Republica Moldova

Semnificatia teoretici a lucririi. In premiera nationald au fost analizate particularitatile
clinico-paraclinice ale hemofiliei la copii iIn 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, ceea ce oferd o baza teoretica pentru intelegerea variabilitatii
fenotipice a hemofiliei; au fost propuse directii moderne ale diagnosticului si managementului
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terapeutic al hemofiliei, bazate pe integrarea datelor clinice, genetice si imunologice; a fost
elaboratda baza web pentru Registrul National de Monitorizare a Pacientilor cu Hemofilie
pediatrici, ceea ce a contribuit la sistematizarea datelor privind aceasta patologie rara.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Rezultatele fundamenteaza necesitatea testarii genetice in
hemofilia A si B pentru identificarea precoce a formelor severe si individualizarea tratamentului
conform profilului genetic si imunologic. Determinarea inhibitorilor factorilor VIII si IX sprijina
prevenirea complicatiilor terapiei de substitutie si orientarea catre alternative moderne, inclusiv
anticorpi monoclonali bispecifici. Studiul contribuie la optimizarea strategiilor terapeutice si
profilactice in hemofilia pediatrica. Elaborarea bazei web a Registrului National al Pacientilor cu
Hemofilie ofera un instrument practic pentru monitorizare, evaluare epidemiologica si planificarea
tratamentului, constituind totodata suport pentru politicile de sanatate publica privind bolile rare
in 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 teoreticd si practicd a specialistilor din domeniu. Teza a
fost discutatd, aprobata si recomandata spre sustinere la sedinta Departamentului 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), IP
Universitatea de Stat de Medicina 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 comunicari orale la conferinte nationale cu participare internationala, 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 practici a studiului. Studiul contribuie la optimizarea tratamentului
individualizat si a monitorizarii pacientilor pediatrici cu hemofilie. Consolidarea Registrului
National permite colectarea sistematicd a datelor, evaluarea eficientei terapiilor si imbunatatirea
managementului pe termen lung, avand impact asupra cercetarii si politicilor de sanatate publica.
Terapia non-factoriald reprezintd o alternativd eficienta pentru pacientii cu inhibitori, reducand
semnificativ episoadele hemoragice. Detectarea si monitorizarea precoce a inhibitorilor sunt
esentiale pentru ajustarea tratamentului si prevenirea complicatiilor.



1. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE

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

Proiectul s-a desfasurat in Departamentul Pediatrie al USMF , Nicolae Testemitanu”, baza
IMSP IM si C, Sectia Hemopatii benigne, incluzand 90 de copii (2—17 ani si 11 luni) din mediul
urban si rural.

Proiectarea volumului esantionului necesar pentru realizarea lucrarii. A fost planificat
un studiu observational, descriptiv, transversal, selectiv (2018-2022), care a inclus toti copiii
diagnosticati cu hemofilie si monitorizati in clinicd. Pentru comparatia strategiilor terapeutice s-a
adaugat retrospectiv un sublot de pacienti tratati cu crioprecipitat (2010-2013), permitand
evaluarea efectelor tratamentului pe 3 ani si analiza comparativa in timp.

Populatia studiati. In perioada 2010-2022 au fost identificati 108 copii cu hemofilie; 90
(83,3%) au fost inclusi in cercetare prin participare activa (2018-2022) sau analiza retrospectiva a
dosarelor (2010-2013), asigurand reprezentativitate si comparabilitate Intre metodele terapeutice.

Justificarea includerii retrospective. Dat fiind caracterul rar al hemofiliei, includerea
pacientilor tratati anterior cu crioprecipitat a extins baza de analiza si a facilitat evaluarea evolutiei
modelelor terapeutice intr-un orizont temporal relevant.

Justificarea metodologica. Prevalenta redusa a bolii impune includerea aproape integrala a
populatiei eligibile a sectiei in intervalul de studiu, ceea ce minimizeaza erorile de selectie si
intareste validitatea externd a unui design observational.

Metodologia de cercetare. Etapa 1. Selectia a 90 de copii conform criteriilor de includere:
diagnostic de hemofilie; varsta 0—18 ani; cetatenie RM; capacitate de comunicare si respectare a
cerintelor; consimtamant informat al reprezentantului legal si asentiment >14 ani. Criterii de
excludere: alte coagulopatii; lipsa/dezacordul consimtdmantului. Examinarea a cuprins: evaluare
clinicd a sindromului hemoragic; coagulograma (TTPa, TP, fibrinogen, Lee-White); parametri ai
sindromului anemic (Hb, eritrocite, Ht); markeri hepatici (ALT, AST) si colestatici (bilirubina
totala si fractiile); dozari cantitative FVIII si FIX. La 39 de copii s-au analizat mutatiile genelor
FVII/IX; titrul inhibitorilor a fost determinat spre final, odatd cu implementarea metodologiei
PCN pentru hemofilia cu inhibitori.

Etapa 2. Incadrarea pe grupe dupa tipul de deficit (Hemofilia A — FVIII; Hemofilia B — FIX)
si In subgrupe de severitate conform nivelului de factor: usoard 5-50%, moderata 1-5%, severa
<1%.

Etapa 3. Comparatii intre subgrupe privind: tipul de hemofilie si transmiterea; severitatea si
expresia clinica (ex. hemartroze); interrelatia fenotip—genotip.

Etapa 4. Analiza a 32 de cazuri cu urmarire pe 3 ani, divizate dupd tratament: 16
crioprecipitat vs. 16 factor recombinat. Au fost evaluate numarul interndrilor si pattern-ul clinic al
sindromului hemoragic in functie de modelul terapeutic.

Etapa 5. Formularea concluziilor si elaborarea recomandarilor practice pe baza rezultatelor
obtinute.

Aspecte etice. Toti participantii (si/sau reprezentantii legali) au fost informati asupra
etapelor, procedurilor si cerintelor; s-a obtinut consimtdmantul informat scris (si asentimentul
copiilor >14 ani). Nu s-au aplicat recompense si nu au existat costuri pentru participanti.
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.
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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.

Copii cu hemofilie
n=90
= V\
Evaluarea tabloului Examen de laborator: Analiza calitativa si
clinic a sindromului ®Hemoleucograma: Hb, Er, Ht cantitativa a nivelurilor
de hipocoagulare la ®ALT plasmatice ale factorilor
copiii cu hemofilie ®AST VIII si IX pentru stabilirea
®Bilirubina totala + fractiile gradului de severitate al
®Proba cu timol hemofiliei:
®Hemostaza secundara: ® forma usoara: 5-50 %
- Timp de protrombina ® forma moderata: 1-
- Fibrinogen 5%
- TTPa ® forma severi: <1 %
- Timp Lee-White

! ! |

n=39

n=41

Realizarea analizelor Investigarea prezentei si Studiu comparativ eficacitatea si
molecular-genetice in titrului inhibitorilor anti- siguranta a doua regimuri
vederea identificarii factor VII/IX la terapeutice de substitutie:
mutatiilor  punctiforme pacientii cu hemofilie criopecipitat versus factor VIII/IX
sau structurale in genele pentru evaluarea riscului recombinant/liofilizat

F8 si  F9, asociate imunologic asociat n =232

hemofiliei A si B terapiei de substitutie 2~

!

Analiza corelatiei dintre
profilul genetic

identificat $i manifestirile
clinico-hematologice
(fenotipice) in hemofilia A
siB

Tratament cu Tratament cu

crioprecipitat f VIII/ IX
n=16 recombinat
n=16

Elaborarea registrului national pentru monitorizarea multidisciplinara a pacientilor cu
hemofilie in Republica Moldova

Figura 1. Designul studiului




1.2. Metodele de cercetare

in cadrul studiului au fost aplicate metode istorice, comparative, descriptive, clinice si de
laborator, fiecare avand rol specific in fundamentarea si desfasurarea cercetarii.

Metoda istorica a permis analiza evolutiei diagnosticului si tratamentului hemofiliei in
Republica Moldova, prin studierea literaturii, rapoartelor medicale si documentelor de arhiva.
Aceasta a oferit o perspectivda asupra progreselor inregistrate, de la metodele traditionale la
introducerea testarii genetice, si asupra impactului politicilor de sdnatate publicd asupra accesului
la terapii moderne.

Metoda comparativa a facilitat identificarea asemanarilor si diferentelor dintre abordarile
terapeutice locale si cele internationale. Prin comparatia datelor clinice, biochimice si genetice s-
a putut evalua eficacitatea tratamentelor aplicate in Republica Moldova si s-au formulat
recomandari pentru optimizarea strategiilor de ingrijire.

Metoda descriptiva a documentat caracteristicile clinice, biochimice si genetice ale
pacientilor pediatrici cu hemofilie, conturdnd tabloul manifestarilor hemoragice, al parametrilor
biologici si al particularitatilor de diagnostic si tratament la nivel local.

Metodele clinice au inclus anamneza detaliata si examen fizic complet, cu atentie la semnele
externe de sangerare, hemoragii cavitare si hemartroze recurente. Articulatiile mari au fost
s-a realizat in functie de localizare si context (externe, profunde, intraarticulare, viscerale). In
cazurile suspecte de hemoragii interne severe s-au utilizat metode imagistice (ecografie, CT,
RMN). Monitorizarea articulara s-a bazat pe scorurile Gilbert si HIHS, completate de observatii
clinice privind recurenta hemartrozelor si limitarile functionale. Aceastd abordare integratd a
permis caracterizarea particularitdtilor clinice si fundamentarea strategiilor terapeutice
personalizate.

Metode de laborator. Examindrile biochimice, hemoleucograma si coagulograma au fost
efectuate in Laboratorul clinic al IMSP IMsiC pe sange venos. Recoltarea s-a realizat dimineata,
a jeun, din vena cubitala. Pentru analizele de coagulare s-au utilizat vacutainere cu citrat 3,2%
(raport sange:anticoagulant 9:1); probele au fost centrifugate in primele 4 ore si, dupa o a doua
centrifugare, plasma a fost aliquotata si congelata. Criterii principale de respingere: vacutainere
subumplute, hemoliza/coagulare, lipsa congelarii la transport. Testele biochimice au fost rulate pe
analizor Cobas C311; hemoleucograma pe analizor Yumizen H500.

Determinarea cantitativa a FVIII si FIX (coagulometrie). Principiu: Timp de coagulare
masurat In prezenta cefalinei si a unui activator, Tn amestec cu plasma ,,substrat” cu exces de factori
(minus factorul testat). Activitatea este exprimatd procentual fatd de normal.

FVIII. FVIII (procofactor nonenzimatic) circula legat de vWF; activarea trombinica
genereaza FVIlla, cofactor in complexul tenazei (FVIlla-FIXa-Ca*") ce produce majoritatea FXa.
Valori de referinta: 50-150%. Particular: In boala von Willebrand (mai ales tip 2N) FVIII poate fi
scazut, cu vVWF:Ag/ristocetind relativ conservate.

FIX. FIX (serin-proteaza dependenta de vitamina K) participa in tenaza intrinseca alaturi de
FVlIlla; in etapa de propagare este principalul generator de FXa. Referinte (activitate FIX): <7 zile
35-60%, 8 zile—1 an 45—-110%, 1-10 ani 60-100%, >10 ani 70—120%. Stabilitatea plasmei: ~4 h
la TA, 3 sapt. la —20°C, >1 an la —70°C.

Determinarea inhibitorilor anti-FVIII/FIX. Context: Aloanticorpi IgG anti-FVIII (mai
frecvent) sau anti-FIX apar ca reactie la terapia substitutiva; clinic se manifesta prin raspuns
terapeutic suboptimal si prelungirea aPTT. Incidenta este variabild (mai mare in hemofilia severa;
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risc crescut in mutatii majore ale F8/F9).

Etape. (1) Screening prin test de amestec aPTT (plasma pacient + plasma normald): corectia
sugereaza absenta inhibitorului; lipsa corectiei — suspect. (2) Cuantificare prin metoda Bethesda:
titrul exprimat in UB/mL (low-responders <5 UB/mL; high-responders >10 UB/mL). Pentru FIX,
titrurile se exprima similar (BU); inhibitori anti-FIX apar la ~3—5% si se pot asocia cu evenimente
anafilactice.

Preanalitic. Recoltare a jeun 1n citrat 3,2%; garou <1 minut; centrifugare 15 minute la ~2500
g; plasma separata, congelata prompt (stabila ~28 zile la —20°C).

Analize hematologice de bazia. Hemoleucograma completa a inclus eritrocite, Hb, Ht,
trombocite. Numadrarea celulard s-a efectuat prin impedanta electricd (pulsul proportional cu
volumul celular); hemoglobina prin spectrofotometrie.

Evaluarea hemostazei secundare (screening si factori).

Lee-White (timp de coagulare): sange total fard anticoagulant, incubat la 37°C; interval de
referintd 5—10 min (utilitate orientativa).

Fibrinogen (Clauss): timp de coagulare in exces de trombind, invers proportional cu
concentratia; reflectd functia fibrinogenului.

TP/INR (factor II/complex protrombinic): metoda coagulometrica cu tromboplastina;
referintd uzuala 80—130% (in procente de activitate).

aPTT: test screening al cdii intrinseci; referintd <40 s; prelungit tipic in hemofilii si n
prezenta inhibitorilor.

Preanalitic comun (TP/aPTT/fibrinogen): recoltare dimineata, a jeun; citrat 3,2%;
centrifugare 10—15 min la ~3500 rpm; minimizarea stazei venoase (garou <1 min).

Biochimie hepatica si colestatica. ALT, AST si bilirubina totald/fractii au fost determinate
fotocolorimetric (principiu de absorbtie opticd), pentru evaluarea comorbiditatilor hepatice si a
potentialului impact al tratamentelor asupra functiei hepatice.

Analiza molecular-genetica (F8/F9): ADN genomic izolat (proteinazd K, fenol-
cloroform). Detectia inversiunilor intronului 22 (amplificare de fragmente lungi) si intronului 1
(PCR). Regiunile codante si flancante ale F8/F9 au fost amplificate si analizate prin heteroduplex
st secventiere automatd (Genetic Analyzer 3100). Interpretare in silico: impactul mutatiilor asupra
situsurilor de splicing (SplicePort) si asupra structurii/functiet FVIII (PolyPhen, CUPSAT).
Polimorfismele intragenice au fost tipate prin RFLP si electroforeza in gel de poliacrilamida.

Metodele de prelucrare statistica si analiza a rezultatelor obtinute

Analiza statistica a fost realizatd prin Microsoft Excel si IBM SPSS Statistics v.20. Pentru
compararea mediilor din trei sau mai multe grupuri s-a utilizat analiza variantei (ANOVA), metoda
care descompune variabilitatea totald in variatia dintre grupuri si cea intragrup, stabilind daca
diferentele observate sunt semnificative. Atunci cand testul Levine a indicat lipsa omogenitatii
variantelor, s-au aplicat teste neparametrice, in special Kruskal-Wallis, adecvat pentru grupuri
independente si distributii ne-normale sau esantioane mici. Pentru variabilele calitative s-a utilizat
statistica X2, iar In cazurile 1n care conditiile de aplicare nu erau respectate, s-a recurs la simularea
Monte Carlo pentru estimarea valorii p. Pragul de semnificatie statistica a fost stabilit la p < 0,05,
iar rezultatele cu p > 0,05 au fost considerate nesemnificative. Datele obtinute au fost prezentate
prin tabele, grafice si imagini. Tabelele au sistematizat informatia, graficele (bare, boxplot-uri) au
ilustrat tendinte si relatii intre variabile, iar imaginile au redat aspecte clinice relevante, asigurand
o interpretare vizuala clara si usor accesibild a rezultatelor.
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2. REZULTATE

2.1. Rezultatele cercetarii spectrului clinic

Evaluarea clinica a articulatiilor s-a realizat prin scoruri standardizate internationale (Gilbert
si HJHS v2.1), care au obiectivat gradul de afectare si au permis comparabilitatea intre pacienti.
Rezultatele au aratat ca numarul de articulatii implicate a variat intre 1 si 4, cu predominanta
afectarii multiple: 24,4% dintre copii prezentau afectare simultana a 4 articulatii (22 cazuri, I 95%
[15,57-33,32]), 23,3% afectare la 2 articulatii (21 cazuri, 11 95% [14,60-32,07]) s1 19,8% la 3
articulatii (16 cazuri).

Diferente semnificative statistic s-au observat intre tipurile de hemofilie. in hemofilia B,
gleznele au fost afectate mai rar comparativ cu hemofilia A (y* = 7,04, gl = 2, p = 0,032), cu
predominanta afectdrii unilaterale (77,8%), spre deosebire de hemofilia A, unde afectarea
bilaterala a fost mai frecventa. Indiferent de tip, genunchii au fost articulatiile cel mai des
implicate: 71,6% In hemofilia A si 77,8% in hemofilia B.

Aceste constatdri confirmd rolul hemartrozelor recurente in patogeneza artropatiei
hemofilice si evidentiazd importanta scorurilor Gilbert si HJHS in corelarea severitdtii bolii cu
localizarea afectarii, oferind repere pentru interventiile profilactice si terapeutice. (Figura 2).
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0
Art. Cotului Art. Genunchiului Art.talo-crurala
W Fara afectare (0) 56.8 9.9 34.6
Afectare 1 articulatie 17.3 18.5 30.9
W >2 articulatii afectate 25.9 71.6 34.6

Figura 2. Descrierea afectarii articulatiilor la copii cu hemofilie din Republica Moldova

Figura 3. Caz clinic. Hemartroza la nivelul genunchiului, stadiul IV, la un pacient
diagnosticat cu hemofilie severa

Nota: 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.
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Figura 4. Caz clinic. Hemartroza la nivelul genunchiului stang, 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 marcata si asimetrie
evidentd comparativ cu membrul controlateral. Aceste modificari reflectd o afectare cronica severa a articulatiei,
rezultat al episoadelor recurente de hemartroza la pacientii cu hemofilie.

Figura 5. Caz clinic la pacient cu hemofilie severa, prezentind hemartroza acuti la nivelul
articulatiei genunchiului drept, cu tumefiere evidenta si modificarea conturului local.

Notd: Aceasta este o manifestare frecventd la pacientii cu hemofilie severd, in special in absenta unui tratament
profilactic adecvat. Genunchiul afectat prezinta o deformare vizibild, asociata cu acumularea intraarticulard de sange,
ceea ce determind durere, limitarea mobilitatii si inflamatie. Acest caz a fost intilnit la un pacient al Clinicii de
Hematologie din cadrul IM si C, reflectand necesitatea interventiilor terapeutice specifice de urgentd pentru prevenirea
complicatiilor articulare cronice.

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 geneticd este fundamentald pentru consilierea familiala si
diagnosticul precoce in hemofilie, boald legatd de cromozomul X care afecteaza predominant
barbatii. In lotul studiat, in 39% din cazuri (35 copii, IT 95% [28,82-48,96]) anamneza familiald a
fost necunoscut, iar in 36,7% (33 copii, IT 95% [26,71-46,62]) hemofilia a fost clasificati ca
sporadica, fard istoric familial (35,8% hemofilie A si 44,4% hemofilie B). Doar 24,4% dintre
pacienti (22 copii, Il 95% [15,57-33,32]) au prezentat transmitere familiald cunoscuti, cu
distributii apropiate intre hemofilia A (24,9%) si hemofilia B (22,2%). Analiza statisticd nu a
evidentiat diferente semnificative intre tipurile A si B privind transmiterea bolii (>=0,27, gl=2,
p=0,911). (Tabelul 1).
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Tabelul 1. 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

2.2. Rezultatele studiului parametrilor de laborator

TTPa a fost prelungit la toti copiii investigati (media 92,40 secunde, DS: 28,52), fara
diferente semnificative intre grupele de severitate (F=0,153, p=0,858), confirmand afectarea caii
intrinseci a coaguldrii caracteristicd hemofiliei. Acest parametru reprezintd un marker sensibil
pentru deficitul de factori VIII si IX, fiind esential atat in diagnosticarea corecta a bolii, cét si in
monitorizarea terapiei substitutive. In contrast, valorile fibrinogenului (media 2,84 g/, DS: 0,27)
si ale indicelui protrombinic (media 90,06%, DS: 4,43) s-au incadrat in limite normale, fara
diferente statistice semnificative in functie de severitatea bolii (p>0,05), sustinand specificitatea
modificarilor TTPa pentru hemofilie. (Tabelul 2).

Tabelul 2. 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
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
gl 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
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Analiza distributiei pacientilor cu hemofilie in functie de severitate si timpul de coagulare
dupa Lee-White (Tabelul 3) a relevat o prelungire semnificativa (>1 ord) la 50% dintre pacientii
cu hemofilie severa (22 din 44) si la 24,2% dintre cei cu hemofilie moderatd (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 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 statistica 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 data 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, insd necesitd corelare cu alte investigatii specifice, precum
nivelurile factorilor de coagulare si testele globale de coagulare (APTT, PT).

Tabelul 3. Distributia pacientilor cu hemofilie in functie de severitate si timpul de
coagulare dupa Lee-White

Severitate
Moderata Severa Usoara Total
N % N % N % N %
Timpul de > 1 ord 8 24.2% 22 50.0* 0 0.0* 30 333
coagulare <=lora | 25 758 | 22 50.0 13| 100 60 | 667
Lee-White
(5-10") Total 33 100 44 100 13 100 90 100

*Diferenti statisticd semnificativi la nivel de p<0,05

Analiza relatiei dintre timpul de coagulare Lee-White si parametrii coagulogramei (TP,
TTPA, fibrinogen) la 90 de pacienti a evidentiat diferente relevante. Timpul de coagulare a fost
>1 ord la 33,3% dintre cazuri si <1 ord la 66,7%. Timpul protrombinic a fost comparabil intre
grupuri (90,67 vs. 89,75 secunde), fira diferente semnificative (F=0,86, p=0,358). In schimb,
TTPA a fost semnificativ mai mare la pacientii cu coagulare prelungita (103,43 vs. 86,88 secunde;
F=7,21, p=0,009), confirmand deficitul caii intrinseci al coagularii. Nivelul fibrinogenului a fost
usor mai scazut la acesti pacienti (2,74 vs. 2,89 g/L; F=6,54, p=0,012), sugerand o influenta
moderata asupra procesului global de coagulare. Aceste date subliniaza faptul ca TTPA reprezinta
markerul principal pentru evaluarea hemofiliei, in timp ce TP si fibrinogenul au un rol
complementar in caracterizarea profilului coagularii.

Tabelul 4. Relatia dintre parametrii coagulogramei si Timpul LeeWhite

LeeWhiteCOD

> 1 ord </=1ora 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
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Percentile 75 94.00 92.00 93.00
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

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

Rezultatele studiului aprecierii cantitative a factorilor VIII si IX ai coagularii

In lotul de 90 de copii inclusi 1n studiu, hemofilia A a predominat net (90%, 81 cazuri),
comparativ cu hemofilia B (10%, 9 cazuri). In hemofilia A, forma severi a fost cea mai frecventa
(51,9%, 42 cazuri), urmata de forma moderatd (35,8%, 29 cazuri) si forma usoard (12,4%, 10
cazuri). In hemofilia B, prevalenta a fost diferitd, cu predominanta formei moderate (44,4%, 4

cazuri), urmata de forma usoara (33,3%, 3 cazuri) si doar 22,2% (2 cazuri) forma severa.

La nivelul intregului lot, forma severa a fost prezenta la 48,9% dintre pacienti (44 cazuri, Il
95% [38,56-59,22]), forma moderata la 36,7% (33 cazuri) si forma usoara la 14,4% (13 cazuri, Ii
95% [7,18-27,71]). Desi distributia severitatii diferd intre hemofilia A si B, analiza statisticd nu a
evidentiat diferente semnificative (¥*=4,09, gl=2, p=0,129). Aceste rezultate confirma
predominanta formelor severe, cu implicatii clinice majore pentru necesitatea profilaxiei continue

s1 monitorizarii multidisciplinare.

Tabelul 5. Aprecierea cantitativa a factorilor de coagulare VIII si IX

Tip
B Total
N % N % N %
Usor 10 12,4 3 33,3 13 14,4
Moderat 29 35,8 4 44,4 33 36,7
Grad de severitate
Sever 42 51,9 2 22,2 44 48,9
Total 81 100 9 100 90 100
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Rezultatele studiului aprecierii modificarilor molecular-genetice

Din cei 90 de copii inclusi in studiul nostru, doar 1n 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% (11 95% [9,88 —
25,68]) dintre cazuri (16 copii). Aceastd mutatie a fost observatd 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% (I 95% [6,31-20,36]) din cazuri (12 copii), fiind observati exclusiv
in Hemofilia A. Un alt tip de mutatie intilnit a fost frameshift, in 7,8% (If 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 identificata in 3,7%
(11 95% [0-7,04]) din cazuri (3 copii), toate asociate cu Hemofilia A (Tabelul 6).

Tabelul 6. Aprecierea tipului de mutatie genetica

Tip
A B Total

% 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 33
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

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

Figura 6 ilustreaza distributia mutatiilor genetice la pacientii cu hemofilie in raport cu
valorile timpului de coagulare Lee-White, evidentiind relatia dintre tipul mutatiei si severitatea
deficitului de coagulare. Mutatiile severe, precum deletiile mari si inversia intronului 22, sunt
asociate predominant cu timp Lee-White >1 ora, reflectand o afectare profunda a hemostazei.
Mutatiile punctiforme, missense sau deletiile mici, caracteristice formelor moderate si usoare, se
distribuie mai frecvent in intervalul <I ora. De asemenea, mutatiile nonsens, de splicing si
frameshift predomina in grupul cu timp prelungit, sugerdnd un impact major asupra sintezei
factorilor de coagulare. In ansamblu, rezultatele confirma corelatia directd dintre severitatea
genetic determinatd a hemofiliei si prelungirea timpului Lee-White, subliniind importanta
diagnosticului molecular pentru prognostic si individualizarea tratamentului.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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INV INTR 22
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1.>1ora 2.<=1ora

Figura 6. Distributia mutatiilor genetice in functie de valorile Timpului Lee-White la
pacienti cu hemofilie
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Rezultatele studiului aprecierii titrului de inhibitori

Tabelul 7 prezinta distributia inhibitorilor la pacientii cu hemofilie A si B, inclusiv
proportiile si intervalele de incredere (Il 95%). In hemofilia A, determinarea inhibitorilor nu s-a
efectuat la 60,5% dintre pacienti (49 cazuri), sugerand o limitare 1n accesul la testare, in timp ce
in hemofilia B titrarea a fost realizatd la toti pacientii. Per total, 54,4% din lot (49/90) nu au fost
testati. Inhibitori au fost identificati exclusiv la hemofilia A, la 4 pacienti (4,9%), In timp ce 1n
hemofilia B nu s-au inregistrat cazuri. Absenta inhibitorilor a fost constatatd la 34,6% dintre
pacientii cu hemofilie A si la 100% dintre cei cu hemofilie B, ceea ce confirma particularitatile
acestui tip. In ansamblu, 41,1% dintre pacienti nu au prezentat inhibitori. .

Tabelul 7. Aprecierea titrului de inhibitori

Tip
A B Total
N % N % N %
Nu s-a efectuat| 49 60,5%* 0 0,0* 49 54,4
L 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
*Diferentd statistica semnificativa la nivel de p<0,05

2.3. Studiul interrelatiei parametrilor clinici si paraclinici in dependenrti de

severitatea bolii

Analiza interrelatiei dintre tipul de transmitere familiald si severitatea hemofiliei a evidentiat ca
transmiterea familiald cunoscuta a fost asociata predominant cu formele moderate ale bolii (45,5%;
15 cazuri), semnificativ mai frecvent decat in formele severe (15,9%; 7 cazuri) si absentd in
formele usoare. In schimb, in formele severe si usoare a predominat situatia in care tipul de
transmitere nu a fost cunoscut, cu frecvente de 54,5% (24 cazuri) si respectiv 76,9% (10 cazuri),
comparativ cu doar 3,0% in formele moderate (¥*=32,216; p<0,001). Transmiterea sporadicd a
fost, de asemenea, cel mai frecvent asociata cu severitatea moderata (51,5%; 17 cazuri), fiind mai
putin reprezentatd in formele severe (29,5%) si usoare (23,0%). Aceste rezultate evidentiaza
heterogenitatea tiparelor de transmitere in hemofilie si relatia lor cu severitatea clinicd a bolii
(Tabelul 8).

Tabelul 8. Rezultatele interrelatiei tipului de transmitere si severitatea bolii

Grad de severitate
Usor Moderat Severi Total

N % N % N % N %

Tip transmitere Familial 0 0,0%* 15 45,5% 7 15,9* 22 244

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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Interrelatia severitatii bolii cu incidenta hemartozelor. Analiza interrelatiei dintre
severitatea hemofiliei si incidenta hemartrozelor a evidentiat ca formele severe sunt caracterizate
prin afectarea unui numar mai mare de articulatii, frecvent >4 articulatii implicate, in timp ce
implicarea unei singure articulatii este rara. Articulatia cotului a fost afectatd predominant in
formele severe (54,5%), semnificativ mai frecvent decat in formele moderate si usoare, unde
afectarea a fost mai redusa si de obicei unilaterald (y*>=11,81; p=0,019). Genunchiul a reprezentat
articulatia cel mai frecvent afectatd in toate formele bolii, cu implicare bilaterald dominantd in
formele severe si moderate, comparativ cu formele usoare (¥*=10,07; p=0,039). Afectarea gleznei
a fost, de asemenea, mai frecventa in formele severe si moderate, in timp ce in formele usoare a
fost rar intalnita (x>=7,00; p=0,030). In ansamblu, severitatea bolii se coreleazi cu numarul
articulatiilor afectate si cu caracterul bilateral al hemartrozelor, evidentiind necesitatea unei
monitorizdri i abordari terapeutice individualizate (Tabelul 9).

Tabelul 9. 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 21,2 8 18,2 21 23,3
3 0 0,0 8 24,2 8 18,2 16 17,8
4 0 0,0 10 30,3 12 27,3 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 statistica semnificativa la nivel de p<0,05

Interrelatia severitatii bolii cu tipul mutatiei genetice. Am analizat tipurile de mutatii
genetice nregistrate cu severitatea bolii, astfel am descris asocierea genotip cu gradul de severitate
a bolii. In formele usoare de hemofilie cea mai frecventd mutatie este Missens 7,7% (16 copii).
Inv Intr-22 s-a Tnregistrat in 13,3% (12 copii) din cazuri si s-a intdlnit 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 identificatd o diferentd semnificativa 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 n
etiologia hemofiliei si relevanta lor in determinarea severitatii afectiunii (Tabelul 10).

Tabelul 10. 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

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

Interrelatia severitatii bolii cu titrul de inhibitori. Analiza interrelatiei severitatea hemofiliei
— titrul inhibitorilor arata cd 49 din 90 de pacienti (54,4%) nu au fost testati, majoritatea fiind din
grupul cu hemofilie moderata (84,9%), urmati de cei cu forme severe (43,2%) si usoare (15,4%).
Inhibitorii au fost detectati exclusiv la pacientii cu hemofilie severa (16,0%) in ambele etape de
evaluare, nefiind identificati la formele moderate sau usoare. Majoritatea pacientilor testati nu au
prezentat inhibitori (90,2%), indicand o prevalenta globald redusa in lot. Concordanta rezultatelor
intre cele doud etape confirma stabilitatea in timp a determindrilor si asocierea clara dintre
severitatea bolii si riscul de dezvoltare a inhibitorilor. Proportia ridicatd de pacienti netestati, in
special In formele moderate, evidentiaza necesitatea unui screening sistematic, avand in vedere
impactul major al inhibitorilor asupra eficacitatii terapiei substitutive (p<0,05). (Tabelul 11)

Tabelul 11. Rezultatele interrelatiei severitatii bolii cu titrul de inhibitori

Severitate
Usoara Moderata Severa Total

N % N % N % N %
Nu s-a efectuat 2 15,4 28 84,9 19 43,2 49 54,4
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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24. 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 12).

Tabelul 12. 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 0 0.0 0 0.0 12 13.3
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 3.3
CNO‘;Z;’jltusiuP“S 12 245 4 100.0 35 94.6 51 56.7
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 frecventda mutatie identificata a fost Missens (17,8%), urmata de inversia intronului
22 (13,3%) si mutatiile Frameshift (7,8%), insa la peste jumadtate dintre pacienti nu s-a efectuat
testare geneticd (56,7%), limitand analiza genotip—fenotip. In grupul netestat pentru inhibitori (n
= 49), mutatiile Missens (30,6%), Inv Intron 22 (24,5%) si lipsa testarii genetice (24,5%) au avut
ponderi similare. In grupul cu inhibitori prezenti (n = 4), toti pacientii (100%) nu au fost evaluati
genetic, iar in grupul fard inhibitori (n = 37) statusul genetic necunoscut a predominat (94,6%),
mutatiile identificate fiind rare (cate 2,7%). Forma severa de hemofilie A a fost predominanta in
lot (48,9%), urmati de forma moderati (36,7%) si usoard (14,4%). In grupul netestat pentru
inhibitori a predominat severitatea moderata (57,1%), in timp ce in grupul cu inhibitori prezenti
toate cazurile au fost severe (100%). In absenta inhibitorilor, forma severa a ramas frecventi
(56,8%), urmata de forma usoara (29,7%). Aceste rezultate sugereaza o asociere intre forma severa
de hemofilie A si dezvoltarea inhibitorilor, precum si o coincidenta frecventa intre lipsa testarii
genetice si cea a inhibitorilor, evidentiind necesitatea extinderii diagnosticului molecular si
imunologic in managementul pacientilor, in special al celor cu forme severe.

2.5. Rezultatele studiului comparativ in dependentd de tipul de tratament
administrat
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 clinicd pe parcursul a trei ani. Am inregistrat cu precizie numarul de internari pe
an si am documentat in detaliu manifestarile clinice ale sindromului hemoragic. Aceasta analiza
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cuprinzatoare ne-a permis sd evaluam In mod exhaustiv eficacitatea si impactul tratamentului
administrat asupra progresiei bolii si a starii de sdnatate a pacientilor nostri (Tabelul 13).
Tabelul 13. 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 genetica 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
aceastd afectiune in primii doi ani de viatd. Constatdim ca 68,8% din cazuri (22 de pacienti) au
primit confirmarea diagnosticului n primul an de viatd, in timp ce 31,2% din cazuri (10 pacienti)
au fost diagnosticati in al doilea an de viatd. 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 14).

Tabelul 14. Varsta stabilirii diagnosticului primar

Tratament de substitutie
Crioprecipitat Factorul VIII Total
N % N % N %
Varsta stabilirii 1-12 luni 11 68,8 11 68,8 22 68,8
diagnosticului primar 12—4.8 5 312 5 312 10 312
luni
Total 16 100 16 100 32 100

In primul an de supraveghere, majoritatea pacientilor au necesitat cel putin o internare pentru
tratamentul substitutiv: 56,25% dintre cei tratati cu crioprecipitat (9 copii) st 31,25% dintre cei
tratati cu factor VIII recombinant (5 copii). Interndrile repetate au fost raportate in ambele grupuri,
cu 2—4 interndri pe an la 18,75-25% dintre pacienti. Particular, in grupul tratat cu factor VIII s-au
inregistrat cazuri cu pana la 7 internari (12,5%, 2 copii), ceea ce indicd o complexitate mai mare
in gestionarea terapeutica a acestor pacienti. [Tabelul 15].

Tabelul 15. Evaluarea nr de spitalizari in primul an de la stabilirea diagnosticului de H.

Tratament de substitutie
Crioprecipitat Factorul VIII Total

N % N % N %
Nr. interndri Tn primul 1 9 56,25 5 31,25 14 43,75
an de supraveghere ) 3 18.75 4 25.0 7 21.89
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, doar 6,25% dintre pacienti (1 copil) nu au necesitat internare,
in timp ce 25% (4 copii) au avut cel putin o internare pentru tratament substitutiv, indiferent de
tipul terapiei. Interndrile repetate au variat intre 2 si 10 episoade anual, cu frecvente comparabile
intre crioprecipitat si factor VIIL. Totusi, cazuri extreme au fost raportate in ambele loturi, inclusiv
pana la 11 internari Intr-un an la un copil tratat cu crioprecipitat. Aceste rezultate reflectd
complexitatea si variabilitatea necesarului terapeutic, subliniind importanta individualizarii
managementului clinic (Tabelul 16).

Tabelul 16. Evaluarea numéarului de spitalizari in al I1-lea an de la stabilirea diagnosticului
de hemofilie

Tratament de substitutie
Crioprecipitat Factorul VIII Total

Nr % Nr % Nr %

Nr. internari in al II-lea 0 1 6,25 0 0,0 1 3,1
an de supraveghere 1 4 25.0 4 25.0 3 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

*Diferenta statistica semnificativa la nivel de p<0,05
In al treilea an de supraveghere, 6,25% dintre pacienti (1 copil) nu au necesitat internare, iar

21,9% (7 copii) au avut cel putin o internare, cu frecvente apropiate intre tratamentul cu FVIII
(25,0%) si crioprecipitat (18,75%). Reinterndrile au variat intre 2 si 10 episoade pe an, cu distributii
diferite intre grupuri, iar cazuri extreme de pana la 11 internari au fost inregistrate la pacienti tratati
cu crioprecipitat (6,25%, 1 copil). Rezultatele evidentiaza persistenta unei nevoi terapeutice
complexe si variabile, care impune adaptarea individualizatd a managementului clinic (Tabelul
17).

Tabelul 17. 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 1 3 18,75 4 25,0 7 21,9
supraveghere 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

N
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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
2.6. 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 (FVII) 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
ca, 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 Imbunatatirea
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 18).

Tabelul 18. 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

Analiza comparativa a tratamentului hemartrozelor a aratat ca 28,1% dintre cazuri (9 copii)
au prezentat afectare la 3 articulatii, gestionatd atdt cu F VII (25%, 4 cazuri), cat si cu
crioprecipitat (31,25%, 5 cazuri). In lotul tratat cu crioprecipitat s-au inregistrat insa forme severe,
cu pana la 24 de articulatii afectate (6,25%, 1 copil), in timp ce la pacientii tratati cu F VIII numarul
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maxim de articulatii afectate a fost de 5 (18,75%, 3 cazuri). Aceste rezultate sugereaza o eficacitate
superioard a tratamentului cu F VIII 1n limitarea severitatii hemartrozelor comparativ cu
crioprecipitatul (Tabelul 19).

Tabelul 19. 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 94

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
st 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 redusa decét cea a tratamentului cu factorul VIII. In ansamblu, datele sugereazi ci, in
cazul hemoragiilor masive, tratamentul cu factorul VIII poate fi mai eficient decat crioprecipitatul.
Cu toate acestea, este important sa se 1a in considerare fiecare caz individual si sd se evalueze
beneficiile si riscurile in functie de necesitati si conditii [ Tabelul 20].

Tabelul 20. Caracteristica comparativa a numarului de internéri 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 % 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

Analiza hemoragiilor minore a evidentiat o eficacitate superioara a tratamentului cu factor
VIII comparativ cu crioprecipitatul. In lotul tratat cu F VIII, 43,75% dintre pacienti (7 copii) nu
au prezentat hemoragii minore, fatd de doar 12,5% (2 copii) in grupul cu crioprecipitat. De
asemenea, proportia pacientilor cu peste 3 hemoragii minore a fost mai mare in lotul crioprecipitat
(25%, 4 copii) comparativ cu lotul F VIII (12,5%, 2 copii). Aceste rezultate confirma un control
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mai bun al hemoragiilor minore la pacientii tratati cu F VIII, sustinand utilizarea sa ca optiune
terapeutica mai eficientd (Tabelul 21).
Tabelul 21. Caracteristica comparativa a numarului de internari 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 % Nr % Nr Y0

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 22) evidentiaza o diferenta semnificativa intre utilizarea crioprecipitatului si
a factorului VI recombinant (F VIII) in ceea ce priveste organizarea tratamentului n regim
planificat. Analiza comparativd a numadrului de interndri planificate a evidentiat diferente
semnificative Intre tratamentul cu crioprecipitat si cel cu factor VIII recombinant (p<0,05).
Pacientii tratati cu crioprecipitat nu au avut internari planificate (100% episoade doar in regim de
urgentd), reflectind imposibilitatea utilizarii profilaxiei. In schimb, tratamentul cu factor VIII
recombinant a permis organizarea profilactica, 68,75% dintre pacienti avand una sau mai multe
internari planificate, iar 31,25% fiind gestionati ambulatoriu. Aceste rezultate confirma
superioritatea profilaxiei cu F VIII in reducerea riscului de sangerari recurente si artropatie
hemofilica, comparativ cu crioprecipitatul, utilizat exclusiv episodic.

Tabelul 22. Caracteristica comparativa a numarului de interniri 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 9,4

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
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2.17. Elaborarea si implementarea bazei web pentru Registrul electronic al
pacientilor cu hemofilie in republica moldova

In urma cercetarii a fost creat si implementat baza web pentru Registrul electronic de
evidenta al pacientilor cu hemofilie, un instrument national dedicat monitorizarii si gestionarii
integrate a acestei boli rare. Scopul principal al registrului este centralizarea datelor referitoare la
tipul de hemofilie, gradul de severitate, istoricul interndrilor si schemele de tratament aplicate,
asigurand o supraveghere continua si un flux informational unitar intre centrele pediatrice si cele
pentru adulti.

Registrul respecta cerintele legale privind confidentialitatea datelor medicale si ofera acces
strict controlat doar personalului autorizat. Structura sa interactiva permite introducerea si
actualizarea permanentd a datelor, generarea de rapoarte si statistici clinice, precum si analiza
longitudinala a pacientilor. Sistemul este structurat pe doud componente: una pentru pacientii
pediatrici, gestionatd la IMSP Institutul Mamei si Copilului, si una pentru pacientii adulti,
adulta.

Baza de date permite filtrarea si analiza informatiilor dupa criterii multiple (varsta, tipul si
severitatea hemofiliei, titrul de inhibitori, regimul terapeutic), oferind medicilor posibilitatea de a
accesa atat date curente, cat si istorice. Interfata intuitiva faciliteaza utilizarea platformei fara
pregdtire tehnicd avansatd, iar rapoartele generate automat sprijind evaluarea eficientei
tratamentelor si planificarea resurselor.

Dezvoltat incepand cu anul 2018, baza-web constituie o resursa strategica pentru cercetarea
nationald, dar si un instrument de aliniere la standardele internationale in managementul bolilor
rare. Prin digitalizarea datelor, Republica Moldova 1si consolideaza capacitatea de participare la
studii multicentrice si isi creste vizibilitatea stiintifica internationald. Totodatd, registrul sprijind
politicile de sanatate publica prin furnizarea de date relevante pentru deciziile de alocare a
resurselor, extinderea accesului la terapii inovatoare si integrarea medicinei personalizate.

In concluzie, implementarea bazei web pentru Registrul electronic al pacientilor cu
hemofilie reprezinta un pas decisiv in modernizarea infrastructurii medicale, oferind o baza solida
Extinderea functionalitatilor si actualizarea periodicd a datelor vor consolida un model national de
bune practici in gestionarea hemofiliei si a altor boli rare.
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SINTEZA CAPITOLELOR

Cercetarea oferd o evaluare complexd a hemofiliei pediatrice in Republica Moldova,
integrand date clinice, de laborator si genetice, cu implicatii directe pentru stratificarea severitatii
si personalizarea tratamentului [14—16]. Hemofilia, afectiune monogenica X-linkatd (deficit
FVIII/FIX), se manifestd prin hemoragii spontane sau post-traumatice, hemartroza fiind
complicatia dominantd cu impact functional major [16].

Manifestari clinice si afectare articulara. Majoritatea pacientilor prezintd 2—4 articulatii
afectate, genunchiul fiind cel mai frecvent (=72% 1n A, 78% in B), urmat de glezna si cot. Glezna
este mai rar afectatd in hemofilia B, cu predominantd unilaterald (y*=7,04; p=0,032) [17-19].
Aceste tipare justificd monitorizarea tintitd (ecografie/RMN) si profilaxia precoce in functie de
tipul bolii [8].

Transmitere genetica si consiliere. Distributia cazurilor este variabilad: familiale, sporadice
(=37%) si cu istoric necunoscut (=39%); frecventa mutatiilor de novo se aliniaza literaturii (=30—
35%) si este mai mare in hemofilia A, explicatd prin dimensiunea genei F8 [16,20]. Nu s-au
observat diferente semnificative intre formele A si B (p=0,911), subliniind importanta testarii
genetice si a identificarii purtatoarelor [21,22].

Profil hematologic si biochimic. Hemoglobina si eritrocitele scad odata cu severitatea bolii
(Hb: F=10,21; p<0,001; eritrocite: F=5,13; p=0,008), ceea ce reflectd pierderi cronice si risc de
anemie feripriva [23]. Parametrii hepatici pot varia (bilirubina totald mai mare in formele usoare),
iar proba cu timol este mai crescutd in formele severe (F=5,27; p=0,007), sugerand necesitatea
monitorizarii hepatice la pacientii expusi la terapii repetate [23].

Coagulare si teste globale. TTPa este prelungit la toti pacientii (=92 s), in timp ce TP, TT
si timpul de sangerare raman normale, confirmand afectarea caii intrinseci [24,25]. Timpul Lee-
White >1 ora a fost observat la 50% dintre pacientii cu forme severe si 24% dintre cei cu forme
moderate (p<0,05), coreland cu TTPa crescut; fibrinogenul s-a mentinut, in general, in limite
normale [26].

Asocierea genotip—fenotip. Testarea geneticd a fost efectuatd la 39 de pacienti (43%),
evidentiind mutatii missense (17,8%), inversiunea intronului 22 (14,8%, exclusiv A), frameshift
(7,8%) s1 nonsense (3,7%). Inversiunea intronului 22 se asociazad cu forme severe si risc crescut
de inhibitori [25,27,28]. Global, mutatiile missense predomind in formele usoare/moderate, iar
Jframeshift/nonsense in formele moderate-severe [29,30].

Inhibitorii. Acestia au fost detectati exclusiv in hemofilia A severd (=16% dintre pacientii
testati), confirmand necesitatea screeningului regulat (Bethesda), a stratificarii pe risc (tip de
mutatie, expuneri cumulative) si a utilizarii agentilor de bypass sau a emicizumabului [30,31].

Terapie: evolutie si comparatii. Secventa terapeutica a evoluat de la plasméd/crioprecipitat
la factori liofilizati, recombinanti, EHL si terapii non-factor (emicizumab), iar terapiile genice
definesc etapa actuala [31,32]. In cohorta comparativd (n=32, forme severe), rFVIII a redus
internarile si hemartrozele si a permis profilaxie planificata, in timp ce crioprecipitatul a fost
utilizat preponderent in urgente, cu variabilitate mai mare a controlului hemostatic [33].

Epidemiologie si subdiagnosticare. La nivel global, prevalenta este =10,6/100.000
locuitori (=830.000 cazuri, ~280.000 severe), dar doar ~426.000 au fost identificati conform
raportului WFH 2022, ceea ce subliniazd subdiagnosticarea in térile cu resurse reduse [20]. Europa
identifica peste 80% dintre cazuri, insd 1n est persista decalaje [17]. Introducerea profilaxiei (2019)
si a emicizumabului (2024) imbunatateste controlul bolii [30,32].

A fost creat si implementat baza web pentru Registrul electronic al pacientilor cu hemofilie,
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aliniat standardelor internationale de confidentialitate, cu module pediatrie/adulti si rapoarte
analitice pentru planificare si cercetare; reprezintd un instrument strategic pentru standardizare,
comparabilitate si politici de sanatate [31].

Studiul consolideaza legaturile dintre severitate, profil hematologic, tipul de mutatie si riscul
de inhibitori, justificand testarea geneticd, screeningul inhibitorilor si profilaxia personalizata.
Integrarea acestor date in registrul national si extinderea accesului la terapii moderne, inclusiv non-
factor, sunt esentiale pentru reducerea morbiditatii si armonizarea cu bunele practici internationale
[34].
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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 initiald de manifestare a sindromului hemoragic, afectarea
articulard reprezentand ulterior componenta clinicd dominanta, identificata la peste 70%
dintre pacientii cu forme severe, cu hemartroza genunchiului fiind cea mai frecventd
localizare pentru ambele tipuri de hemofilie, urmata de articulatiile cotului si gleznei.

Aprecierea cantitativa a factorilor de coagulare a demonstrat relatia directa dintre nivelurile
scazute 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 determindri in 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%) confirmand rolul sau
patogenetic major si relevanta testarii 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 severd de hemofilie. Aceastd constatare determind importanta
monitorizarii periodice a inhibitorilor in aceastd categorie de pacienti, pentru ajustarea
tratamentului si prevenirea esecurilor terapeutice prin hieperergia de raspuns la tratamentul
substituitiv.

Analiza comparativa a strategiilor de tratament a demonstrat o eficientd superioard 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 Tn
principal in formele usoare ale bolii; aceste rezultate sustin necesitatea orientdrii 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).

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 clinicad si paraclinica riguroasa este necesard in cazul pacientilor purtatori 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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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 VIIL 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), asociata cu mutatiile genetice identificate; s-a
facut titrarea inhibitorilor factorilor de coagulare VIII si IX la copiii cu hemofilie; a fost elaboratd baza web
pentru Registrul National de Monitorizare a Pacientilor cu Hemofilie din Republica Moldova.
Semnificatia teoretici a lucririi. in premieri nationali au fost analizate particularitatile 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 lucrérii. A fost fundamentatd 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 ofera 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 publicad 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 VII/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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