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1. INTRODUCERE

Hemostaza este un proces dinamic ce incepe in utero si evolueaza gradual intr-o structura
matura si definitiva (1).

Sistemul hemostatic al nou-nascutului si copilului mic este diferit de cel al copilului mare
si al adultului. Oricum, dincolo de aceste diferente, nou-ndscutii $i copiii mici sandtosi au o
hemostaza excelenta (2).

Diverse studii au demonstrat ca diferentele dintre factorii de coagulare la nou-nascut si
adult nu sunt de ordin calitativ, ci cantitativ (3). De aceea se desprinde ideea ca, de-a lungul
intregii copildrii, componentele sistemului hemostatic evolueaza spre caracteristicile
hemostazei adulte.

Utilizarea echipamentelor moderne, cu nivel inalt de incredere, si masuri de asigurare a
calitatii vor duce la cat mai putine erori in cazul testdrii hemostazei. Oricum, sunt raportate
numeroase rezultate incorecte, de multe ori datoritd unor evenimente independente de
laboratorul care efectueaza testarea. Acest lucru este in principal rezultatul variabilelor
preanalitice legate de elaborarea si interpretarea rezultatelor (3).

2. MOTIVATIA ALEGERII TEMEI DE DOCTORAT

La varsta pediatrica, afectiunile hemoragipare si trombozele vasculare reprezinta o sursa
semnifi cativa de morbiditate si mortalitate. Poate nu incidenta acestor afectiuni este cea care
impresioneaza, dar sigur morbiditatile, care pot fi invalidante si pot afecta in Intregime viata
copiilor si a familiilor acestora.

Bazate pe experienta adultilor, terapiile destinate copiilor trebuie diferentiate si
adaptate situatiei particulare oferite de aceastd varsta evolutiva a diferentierii $i maturarii,
care imprumuta aceste caracteristici inclusiv procesului de hemostaza.

Boala trombotica sau hemoragica la copil va fi mereu o sursd de neprevazut, un
element-surprizd cu conotatii negative pe care medicul specialist pediatru cu competenta in
oncohematologie pediatricd trebuie sd o managerieze conform unei conduite inca
nestandardizate Tn Romania.

Investigatiile paraclinice efectuate pentru stabilirea tipului de boala necesitd mereu
investitii pe plan financiar. Nu numai aparatura trebuie sa fie la cele mai inalte standarde,
bine calibrata si mereu performantd, dar si personalul care manipuleaza si care interpreteaza
rezultatele trebuie sa beneficieze de o pregatire corespunzatoare.

Insumand aceste date si avand o minimi experienta in investigarea si tratarea copiilor
cu boli hemato-oncologice, am decis implicarea mea in studiul afectiunilor trombotice si

hemoragice la aceastd varsta.



3. SCOPUL STUDIULUI

Scopul acestui studiu este identificarea metodelor de laborator necesare si perfect
realizabile pentru investigarea pacientilor pediatrici cu manifestari hemoragipare si tromboze
vasculare. De asemenea, ne propunem detalierea unor investigatii speciale extrem de rar
utilizate 1n studiul afectiunilor pediatrice, si anume trombelastografia si cercetarea
morfologiei trombocitare cu ajutorul microscopului electronic.

4. MATERIALE SI METODE DE STUDIU
4.1 Caracteristicile loturilor de studiu

Studiul s-a desfasurat in perioada 2009-2013 si a inclus 90 de copii: 50 dintre ei au
fost diagnosticati cu diverse manifestari hemoragice sau tromboze vasculare in cadrul
Departamentului de Oncohematologie Pediatricd din cadrul Spitalului Clinic Judetean de
Urgentd “Sfantul Apostol Andrei” Constanta. Restul de 40 de copii au fost inclusi in lotul
martor, format din copii consultati in aceeasi perioada in Clinica de Pediatrie, Ambulatoriul
de Pediatrie si Oncohematologie pediatrica, serviciul de Chirurgie Pediatrica si au fost
declarati clinic sanatosi.

Copiii au fost impartiti 1n trei loturi:

- lotul H (hemoragie), format din 40 de copii cu manifestari hemoragice;

- lotul T (tromboza), format din 10 copii cu manifestari trombotice;

- lotul M (martor), format din 40 de copii fara tulburari de hemostaza, declarati clinic
sanatosi.

De asemenea, in studiu au intrat 30 de voluntari adulti farad semne de boala sistemica,
care au negat consumul de medicatie antiagregantd sau anticoagulantd care sa influenteze
testele conventionale de hemostaza.

Studiul propriu-zis este divizat in patru cercetari care evalueaza diverse aspecte ale
metodelor de laborator aplicate In patologia amintita.

Studiul I 1isi propune stabilirea intervalelor de referintd pentru parametrii
trombelastografici la copii. Astfel, vor fi comparate valorile obtinute la copiii fara tulburari
ale hemostazei cu valorile de referintd bine stabilite ale adultilor sdnatosi; de asemenea, ne
propunem evidentierea posibilelor diferente legate de varsta pentru aceasta determinare.

Tuturor pacientilor inclusi in studiu li s-a recoltat sange venos conform protocolului
descris in Capitolul VII in vederea efectudrii hemoleucogramei (pentru excluderea

trombocitopeniei) si a trombelastografiei.



Trombelastogramele au fost realizate cu ajutorul unui trombelastograf cu doud canale
de masurare, care permite vizualizarea curbei trombelastografice inscrisa pe hartie
termosensibila, dar si pe monitorul calculatorului.

Probele de sange au fost obtinute in urma plasarii unui cateter cu fluturas cu ac de 19-
21 G, in vacutainere cu anticoagulant citrat de sodiu 3.2%.Primii 2-3 ml de sange recoltat nu
se utilizeaza pentru testare.

Pentru realizarea TEG, din proba recoltata se aspira 330 ul sange, care se pozitioneaza
intr-o cuva de plastic cu colier metalic, deja incalzita la 37°C, peste care se adauga clorura de
calciu 0.2M, 30 ul. In cuvi se introduce un pin de masurare atasat la un cablu de torsiune
calibrat, cheagul de fibrind formandu-se intre pin si cuva. Peste proba se adauga un strat de
ulei de parafini pentru a impiedica evaporarea. In timpul formarii cheagului, se imprima o
miscare de rotatie pinului ce se va inregistra grafic pe hartie impresionatd termic, dar si pe
monitorul calculatorului.

Se inregistreaza parametrii trombelastografici: R, K, unghiul alfa si MA (amplitudinea
maxima) si se calculeaza indexul de coagulare.

Studiul II evalueaza posibilele corelatii existente intre parametrii trombelastografici
si testele uzuale de hemostaza la copiii cu manifestari hemoragice.

Obiectiv principal - Evaluarea relatiei dintre parametri TEG si testele uzuale de coagulare la
copiii cu hemoragii prin PTI.

Obiective secundare - Ne propunem sa stabilim utilitatea TEG in aprecierea riscului de
hemoragie la pacientii cu PTI si dacd aceastd determinare, prin timpul scurt de realizare si
prin complexitatea informatiilor oferite, poate fi promovatd in evaluarea de rutind a
sindroamelor hemoragipare la copii.

Caracterizarea lotului de studiu.

In studiu au fost inclusi 40 de copii cu manifestari hemoragice cutaneo-mucoase,
hematurie, metroragie, avand diagnosticul de purpurd trombocitopenica idiopatica sau
imunologica.

Criterii de includere — prezenta de manifestdri hemoragice cutaneo-mucoase sau
valori ale trombocitelor sub 150.000/mm”.

Pacientii inclusi in lotul H (hemoragii) au fost investigati conform protocoalelor
exemplificate in capitolul VII pentru a stabili riscul hemoragic si pentru a alege solutia
terapeutica optima in timpul cel mai scurt. In acest sens, s-a recoltat singe venos pentru a
determina testele uzuale de hemostaza (numarul de trombocite, VIM, TS, PT, aPTT, INR) si

pentru trombelastografie.



Studiul III exploreaza testarea profilului de trombofilie la copiii cu tromboze
vasculare. Lotul de studiu, pe care 1-am numit lotul T, este format din 10 copii care au fost
diagnosticati cu manifestari trombotice arteriale sau venoase, pentru care investigatiile pentru
stabilirea etiologiei afectiunii acute s-au efectuat in afara terapiei anticoagulante.

Pentru acesti pacienti, s-au respectat conditiile de recoltare mentionate in Capitolul
VII, iar sangele a fost analizat in cadrul laboratoarelor Synevo Germania.

Pentru evaluarea statusului hemostazei, ne-am propus initial testarea hemostazei
primare si secundare utilizand teste conventionale de hemostaza: numarul de trombocite,
volumul trombocitar mediu (VTM), largimea distributiei trombocitare (LDT), timpul Quick,
timpul de tromboplastind partial activat (aPTT), INR, calciul seric, calciul ionic, nivelul
fibinogenului.

Pentru a stabili daca manifestarea trombotica se datoreaza unei trombofilii ereditare,
s-au determinat urmatoarele analize:

- Mutatia factorului V Leiden

- Mutatia genei protrombinei

- Activitatea Proteinei C si a Proteinei S

- Antitrombina

- Mutatiile genei MTHFR si homocisteinemia.

Studiul IV reprezinta o cercetare a morfologiei trombocitare cu ajutorul microscopiei
electronice la pacientii cu purpura trombocitopenica idiopatica.

Sangele a fost recoltat de la 40 pacienti sdndtosi si de la 40 pacienti cu
trombocitopenie si macrotrombocite conform protocolului detaliat in Capitolul VII.

Grilele pregatite in prealabil cu Formvar au fost acoperite cu plasmd bogatd in
trombocite, apoi au fost spdlate si ldsate sa se usuce pentru examinarea cu ajutorul
microscopului electronic.

Pentru fiecare proba obtinuta s-au realizat urmatoarele determinari:

- Masurarea diametrului lung al trombocitelor, atat pentru stabilirea tipului celular
(dimensiunea trombocitului variazd intre 2-4u), cat si pentru identificarea
macrotrombocitelor (diametrul peste 6u).

- Identificarea si numdrarea granulelor dense pentru 50-100 de trombocite/pacient,
raportandu-se numdrul mediu de granule dense/trombocit. Numarul obtinut a fost
comparat cu intervalele considerate normale din literatura de specialitate (4-8 granule
dense/trombocit).

- Masurarea dimensiunilor granulelor dense.
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- Evidentierea diverselor tipuri morfologice ale granulelor dense:
o tipul clasic, de forma rotunda, bine delimitat
o cu coada (whip-like)
o forme complexe
- Evidentierea structurilor electron-dense inelare, a lanturilor si aglomerarilor sub forma
de ciorchine (cluster), care par a reprezenta depozite de calciu la nivelul sistemului
tubular dens.

- Evidentierea granulelor a.

5. REZULTATE SI DISCUTII
STUDIUL I - Stabilirea intervalelor de referinta pentru parametrii trombelastografici
la copii
Rezultatele determinarilor sunt reprezentat in tabele, sub forma de valori medii ale

parametrilor studiati, si sub forma de grafice.
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Fig.12 Repartitia pe grupe de varsta a pacientilor inclusi in studiu

In fig.12 sunt reprezentate loturile de copii sdnatosi pe grupe de varsta si sex.

In tabelul XII sunt reprezentate valorile medii ale parametrilor trombelastografici obtinuti
pentru pacientii pediatrici sanatosi, impreuna cu deviatiile standard.
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Tabel XII Valorile medii ale parametrior trombelastografici pentru cele patru loturi si deviatia standard.

Parametru R (mm) K (mm) Alfa (grade) MA (mm)
Lot I 11.88 £1.76 3.88+1.19 51.22+5.06 57.88+3.98
Lot IT 12.27+2.02 4.13+1.05 50.81+£8.9 58.45+6.13
Lot IIT 13.33+1.23 4.29+1.13 53.58+6.08 58.91+5.6
Lot IV 11+1.51 3.43+0.62 57.5+7.44 57.546.18

In tabelul XIII sunt mentionate rezultatele trombelastogramelor realizate pentru pacientii
lotului A, sub forma de valori medii si deviatie standard.

Tabel XIII Valorile medii ale parametrior trombelastografici pentru lotul A si deviatia standard.

Parametru
trombelastografic R (mm) K (mm) Unghiul alfa MA (mm)
Adulti (Lot A)

12.8+1.55 5.08+1.96 53.83+6.95 63.55+5.84

Urmatoarele patru grafice — fig. 13, fig.14, fig.15 si fig.17 arata distibutia valorilor
parametrilor TEG pentru cele 5 loturi studiate raportate la intervalul de referinta standard.

S-au notat valorile minime, respectiv maxime ale intervalelor standard folosind
simbolul fiecarui parametru: Rmin, Rmax, Kmin, Kmax, MAmin, MA max, alfa min si alfa
max, dar si valorile minime si maxime inregistrate in cadrul fiecarui lot in parte: min si max.

16
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10

8

6

2

0

lot | lot Il lot 1l lot IV lot A
Rmin 10 10 10 10 10
max 14.5 14.5 15 13.5 15
min 9 9 9 9 9.5
Rmax 14 14 14 14 14

Fig.13 Reprezentarea grafica a valorilor parametrului R pentru pacientii studiati suprapuse peste intervalul
standard corespunzator
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0
lot | lot I lot 1Nl lot IV Lot A
Kmin 3 3 3 3 3
max 6 5.5 5.5 4.5 10
min 2.5 3 2.5 2.5 2.5
Kmax 6 6 6 6 6

Fig.14 Reprezentarea graficd a valorilor parametrului K pentru pacientii studiati suprapuse peste intervalul
standard corespunzator
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MA min 59 59 59 59 59
max 63 67 67 66 71
min 49.5 49 49 49 45
MA max 68 68 68 68 68

Fig.15 Reprezentarea grafica a valorilor parametrului MA pentru pacientii studiati suprapuse peste intervalul
standard corespunzator
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lot | lot Il lot 1Nl lot IV lot A

alfa min 54 54 54 54 54
max 68 67 66 66 68
min 43 38 43 50 43
alfa max 67 67 67 67 67

Fig.16 Reprezentarea grafica a valorilor parametrului alfa pentru pacientii studiati suprapuse peste intervalul
standard corespunzator.

in urma efectudrii TEG, am obtinut valorile parametrului R care se incadreaza in
intervalul 9-14.5 mm. Parametrul K se va raporta la intervalul 2.5-6mm. Unghiul alpha va
avea ca limite 38-67 grade, iar parametrul MA se va raporta la intervalul 45-71mm.

In cadrul lotului I, valoarea medie a parametrului R este mai scdzutd comparativ cu
valorile medii ale R din lotul A, ceea ce releva un status mai coagulabil al celor mici printr-un
timp de reactie mai rapid in initierea formarii cheagului. Aceeasi relatie se observa si pentru
parametrul K, ceea ce demonstreaza o accelararea a formdrii cheagului la pacientii pediatrici
din lotul L.

Cand se compara valorile lui R pentru loturile III si IV,diferenta este semnificativa
statistic. In cazul lotului IV, valoarea parametrilor R si K scade sub valorile obtinute pentru
lotul I, adica sugereaza un status mai coagulabil probabil datorita varstei medii, del5.3 ani
care se apropie cel mai mult de varsta adultd, dar si datoritd predominentei sexului feminin 1n
acest lot (62.5%).

Literatura de specialitate afirma acest status mai coagulabil la nou-nascuti si sugari bazat
pe imaturitatea sistemului hemostatic, in plind dezvoltare la aceastd varsta. Nivelul unor
proteine plasmatice precum antitrombina, dar si activitatea acestora sunt mult mai scazute
comparativ cu valorile de la varsta adultd (10). Maturarea cantitativa a antitrombinei III are
loc in primele sase luni de viatd, similar cu progresia factorilor coagularii, care este de

asemenea accelerata la aceastd varsta (11).In acelasi timp, si rata elimindrii unor factori ai
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coagularii este crescutd la aceasta varsta (12). Aceste date ne permit exprimarea ipotezei ca
statusul mai coagulabil al pacientilor din lotul I se poate datora unui echilibru instabil intre
factorii care favorizeaza coagularea si proteinele care o inhiba.

Urmand recomandarea producdtorului de a stabili propriile intervale de referintd pentru
parametrii trombelastografici, si alti autori au Incercat sd evalueze posibilele diferente legate
de varsta, sex, etnie, grupa de sange sau chiar temperatura.

Scarpelini si colaboratorii, intr-un studiu din Canada,determind intervalele de referintd
pentru parametrii trombelastografici incluzand in cercetare 118 voluntari adulti sanatosi.
Valorile obtinute sunt apropiate de cele oferite in manualul de utilizare al TEG, 1nsa pentru
aproximativ 10% dintre subiecti s-a ridicat suspiciunea de coagulopatie, care a fost infirmata
ulterior clinic si prin teste suplimentare. Femeile au prezentat un status mai coagulabil
comparativ cu barbatii, iar cresterea in varsta nu a fost asociata cu hipercoagulabilitatea (4).

Exista un singur studiu care raporteaza intervale de referintd pentru nou-ndscuti utilizand
sange recoltat din cordonul ombilical, Tnsa se discutd daca aceste valori vor fi aplicabile si
pentru nou-nascutii in stare criticd, cu risc crescut de coagulopatie (14).

In mai 2014, un alt studiu elaborat de Forman si colaboratorii la Universitatea de
Medicind din Washington si-a propus studiul TEG la 24 de nou-ndscuti supusi hipotermiei si
a demonstrat ca cele mai influentabile variabile sunt K si unghiul alfa, ceea ce se traduce
printr-o ratd scazutd a cineticii formarii cheagului, deci o activitate enzimatica scazuta si o
stabilitate a cheagului mult mai mica (15).

Valorile medii ale unghiului alfa, care releva cinetica formarii cheagului, se apropie de
valorile adultului in cazul loturilor III si IV, iar pentru loturile cu varste mai mici se observa o
accelerare a vitezei de formare a acestuia. Diferentele dintre loturi nu sunt semnificative
statistic.

Rezistenta cheagului este o informatie importantd obtinutd in urma evaludrii amplitudinii
maxime MA. Acest parametru ajutd la identificarea cauzei care a determinat manifestarea
hemoragica —o coagulopatie sau o sangerare pur mecanicd (16). Valoarea MA poate fi
influentatd de valoarea fibrinogenului, de numarul si stadiul functional al trombocitelor si de
nivelul factorului XIII. Valori scdzute ale MA corespund disfunctiilor plachetare sau
hipofibrinogenemiei (17).

In studiul nostru,valorile medii ale MA obtinute pentru toate cel patru loturi de copii se

afld sub valoarea minima a intervalului de referintd propus de producator.
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STUDIUL II - Corelatii intre parametrii trombelastografici si testele uzuale de
hemostaza la copiii cu manifestari hemoragice

Rezultatele obtinute in urma determindrilor au fost introduse in grafice si tabele,
mentionandu-se media fiecarui parametru analizat si deviatia standard. Stabilirea unei
legéturi intre valorile obtinute a fost evaluata cu ajutorul coeficientului de corelatie Pearson.
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Fig.41Distibutia numarului de trombocite la pacientii cu PTI

Valoarea medie a numarului de trombocite pentru pacientii cu trombocitopenie este
de 29.700/mm>, ceea ce sugereaza tendinta spre sdngerare spontand a acestor pacienti.
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Fig.42Valorile VTM la pacientii cu trombocitopenie
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Valoarea medie a volumului trombocitar mediu este de 12.68 fl, aflandu-se 1n limite
normale. Ulterior, dupa reluarea productiei trombocitare, VIM creste prin prezenta in

periferie a macrotrombocitelor.
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Fig.43 Valorile timpului de sdngerare la pacientii trombocitopenici

Valoarea medie a timpului de sangerare a pacientilor trombocitopenici este de 5.8
minute, In concordantd cu tendinta spre sangerare afirmatd prin numarul mediu de
trombocite. Coeficientul de corelatie Pearson este -0.67, cee ce sugereaza o corelatie mijlocie
negativa intre cele doud determindri: cu cat numarul de trombocite scade, cu atat timpul de
sangerare va fi mai mare.
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Fig.44 Valorile timpului Quick (PT) la pacientii cu PTI
Fig.44 evidentiaza valorile timpului Quick la pacientii din lotul H, cu o valoare medie

de 20.51 sec si o deviatie standard de £6.25. Coeficientul de corelatie Pearson calculat intre
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numarul de trombocite si valorile PT este r = -0.61, ceea ce sugereaza o corelatie negativa

intre aceste doua determinari.
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Fig.45 Valorile aPTT la pacientii lotului H

Fig.45 evidentiaza valorile obtinute pentru aPTT la pacientii trombocitopenici, cu 0
medie de 53.3 sec si o deviatie standard de +7.95. Coeficientul de corelatie Pearson intre
numarul trombocitelor si valoarea aPTT este de -0.5, ceea ce sugereaza o corelatie negativa
intre cele doud determinari.
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Fig.47 Valorile parametrului R pentru pacientii trombocitopenici

Fig.47 evidentiazd valorile parametrului trombelastografic R la pacientii
trombocitopenici, majoritatea cu valori peste limita superioara a intervalului de referinta, cu
media de 20,48 si SD +7. Linia orizontala reprezintd valoarea maximd normala a lui R.
Exista o corelatie semnificativa negativa intre valorile parametrului R si ale trombocitelor, cu
r=-0.62.
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Fig.48 evidentiaza reprezentarea grafica a valorilor parametrului K pentru lotul H, cu
valoarea medie de 16.4 si deviatie standard £5.89, iar r = -0.27, ceea ce sugereaza o legatura
slabd intre numdrul de trombocite si valorile K. Toate valorile K se afla peste limita
superioard a intervalului de referintd, ceea ce sugereazad in continuare tendinta spre

hipocoagulabilitate si riscul de sangerare.

Fig. 48 Reprezentarea grafica a valorilor parametrului K
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Fig.50 Reprezentarea grafica a valorilor amplitudinii maxime pentru lotul H

Fig.50 evidentiaza rezistenta scazutd a cheagului de sange care se realizeaza in
conditii de trombocitopenie, cu risc de sangerare. Valoarea medie a MA este de 49.86, cu

deviatie standard +5.82.
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Testele uzuale de hemostazd ofera informatiile initiale asupra posibilei etiologii a
sangerarii. Dintre acestea, timpul de sangerare este considerat totusi neadecvat pentru
excluderea disfunctiilor comune trombocitare. Acest test este prelungit in afectiuni legate de
numarul si functia trombocitard, precum trombastenia Glanzmann si sindromul Bernard-
Soulier, dar nu poate fi utilizat ca un predictor al riscului de singerare (1).

In studiul nostru, numirul de trombocite s-a corelat negativ cu valorile timpului de
sangerare, a PT, aPTT si INR, iar valorile parametrului trombelastografic R prezinta o
corelatie puternicd pozitiva cu timpul Quick si aPTT. Valorile unghiului alfa si K prezinta o
corelatie slaba cu PT.

Valorile unghiului a si parametrul K releva cat de repede fortele de sfasiere si torsiune se
dezvoltd in cheag, adica rata de formare a cheagului. Acest timp va varia daca exista
deficiente in privinta factorilor coaguldrii sau trombocitelor. Variatii existd la pacientii cu
trombocitopenie si hipofibrinogenemie.

Timpul de reactie R reflecta intarzierea in generarea trombinei si subsecvent in formarea
fibrinei, etape influentate de numarul de trombocite, dar si de deficite congenitale ale
factorilor de coagulare. Putem concluziona ca trombelastografia include informatiile oferite
de testele uzuale de hemostaza si ofera in plus informatii despre desfasurarea procesului de
coagulare.

Existd studii care descriu utilizarea trombelastografiei in timp real pentru evaluarea
statusului perioperator al pacientilor care suferd diverse interventii chirurgicale. Astfel, TEG
devine un asistent al anestezistului (4) care va decide utilizarea factorillor de coagulare sau a
produselor de sange pe baza acestor rezultate.

In aceeasi idee, TEG ar putea fi utilizati in monitorizarea pacientilor cu PTI pentru
aprecierea riscului de singerare si pentru decizia tratamentului substitutiv cu masa
trombocitara.

Pentru conturarea statusului fluido-coagulant, s-au efectuat testele uzuale de hemostaza,
dar si trombelastografia, o metodd care nu este utilizata Tn Romania, Tnsa este folosita in
clinica, dar si in cercetare, in numeroase studii pe plan international, metoda care va spori
acuratetea diagnosticului in sindroamele hemoragipare.

Prin efectuarea trombelastografiei la acesti pacienti, am evidentiat utilitatea si necesitatea
folosirii acestei metode in clinica pentru stabilirea tendintei spre hipocoagulabilitate in

sindroame hemoragipare la copii.
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STUDIUL III — Testarea profilului de trombofilie la copiii cu tromboze vasculare.
Rezultatele vor fi expuse sub forma de grafice si tabele. Luand in considerare numarul
mic de cazuri din lotul T, nu se poate realiza o prelucrare statistica a datelor, deoarece sursa

de eroare ar fi prea mare.

Tabel XV Valorile medii ale VTM si LDT la pacientii cu manifestari trombotice

Min Max medie
VIM 8.6 13.4 10.558
LDT 9.2 13.4 11.141

Pentru volumul trombocitar mediu, se inregistreazd un minim de 8.6 fl si un maxim de
13.4 11, cu 0o medie de 10.558 fl. Pentru largimea distributiei trombocitare, se inregistreaza o
valoare minima de 9.2% si o valoare maxima de 13.4%, cu valoarea medie de 11.14%.

B TQ maPTT mINR
33.9 33.5 33.9 34.4
14.1 1256 12.6 13.3
0.98 0.98 1.04 1.07
1-4 ani 5-8 ani 9-12 ani 13-16 ani

Fig.55 Reprezentarea graficd comparativa a valorilor medii ale TQ, aPTT si INR Ia pacientii cu manifestari
trombotice

Pentru grupa de varsta 1-4 ani, se observa ca valorile timpului Quick se incadreaza in
valorile normale, la fel ca cele ale INR-ului, insd cu usoarad crestere comparativ cu valorile
medii pentru celelalte grupe de varsta .

Valorile aPTT pentru toate grupele de varsta se incadreaza in valorile normale.

21



1

13-16 ani
9-12 ani
m Calciu seric
5-8 ani M Calciu ionic
B Fibrinogen
1-4 ani

400

Fig. 56 Reprezentarea grafica comparativa a valorilor medii ale fibrinogenului, calciului ionic si calciului seric
pe grupe de varsta la pacientii cu manifestari trombotice

Se observa cresterea valorilor medii ale fibrinogenului pe masura cresterii varstei.

Valorile calcemiei, atat pentru calciul ionic, cat si pentru calciul seric, sunt in limite normale
si comparabile pentru toate grupele de varsta, fapt ce sugereaza ca acest factor implicat in
coagulare nu influenteaza starea echilibrului fluido-coagulant la pacientii din lotul studiat.

B Tromboze

_ 36.3

T #s5

MA

s

K

Fig.57 Reprezentarea graficd a valorilor medii ale parametrilor trombelastografici la pacientii lotului T

Evaluarea trombelastografica evidentiaza valori ale parametilor care se incadreaza si
par a sugera un status hipercoagulabil la pacientii lotului T.
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Tabel XVI Determinarea profilului trombofilic la pacientii cu manifestari trombotice

Mutatia F Mutatia Proteina Proteina Antitrombina

V Leiden protrombinica C S
1. Negativ Negativ 71% 92% 86%
2. Negativ Negativ 93% 95% 105%
3. Negativ Negativ 86% 88% 99%
4. Negativ Negativ 93% 89% 105%
5. Negativ Negativ 96% 81% 94%
6. Negativ Negativ 88% 95% 99%
7. Negativ Negativ 92% 82% 85%
8. Negativ Negativ 102% 97% 94%
9. Negativ Negativ 89% 92% 98%
10. Negativ Negativ 105% 78% 102%

Tabel XVII Valorile homocisteinemiei la pacientii din lotul T

Nr. Crt. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Homocisteina
429 | 525 | 679 | 525 | 6.22 7.1 6.09 5.9 6.1 7.05
(umol/1)

Dupa determinarea mutatiilor geneit MTHFR la pacientii din lotul studiat, modificari
au fost inregistrate la sase dintre ei. Dintre acestia, 3 pacienti (50%) sunt heterozigoti pentru
C677T, avand ca diagnostic accident vascular cerebral ischemic. Doi pacienti (33%) prezinta

mutatii homozigote pentru C677T, cu diagnosticul de trombozd de vend portd , respectiv
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trombozad de sinus cavernos si doar unul este heterozigot pentru A 12980, diagnosticat cu
tromboza de vena cava in cadrul unui hepatocarcinom.

Mutatiile genei MTHFR au fost legate de numeroase afectiuni, incluzand cancerul de
colon, leucemia acuta, bolile vasculare etc. Cele mai frecvente mutatii MTHFR sunt C677T si
A1298C.

Majoritatea copiilor care dezvolta o tromboza au probabil mai multi factori de risc
coexistenti. Mai multe studii tip cohortd sugereaza ca factorii ereditari nu joacd un rol
determinant Tn majoritatea evenimentelor trombotice la copii (16, 17, 18).

Unele studii sugereaza faptul ca testarea pentru trombofilie in jurul episodului acut va
genera un diagnostic incorect, avand in vedere ca nivelurile antitrombinei, proteinei C si
proteinei S pot fi tranzitor scdzute in timpul trombozei acute. Orice modificare a acestor teste
va obliga la repetarea testarii. Analiza mutatiilor genetice, In schimb, nu va fi afectatd de
afectiunea acuta.

Manifestarile trombotice la copii evaluate utilizand testele uzuale de hemostaza nu au
evidentiat modificari din sfera statusului procoagulant.

Trombelastografia este singura determinare care contureaza un status mai coagulabil
prin scurtarea timpului de reactie R si a timpului de formare a cheagului K.

Evenimentele trombotice pot fi promovate de boli protrombotice, printre care
defectele genetice homozigote sau heterozigote, motiv pentru care s-a decis efectuarea
profilului de trombofilie.

Nu s-a Inregistrat nici o modificare a valorilor factorilor anticoagulanti in urma
determindrii profilului initial de trombofilie.

Deoarece statusul hipercoagulabil presupune un diagnostic elaborat, pornind de la
manifestari clinice de multe ori nespecifice, alaturi de investigatii de laborator costisitoare,
multe dintre ele suportate doar de pacient, am considerat util studiul manifestdrilor
trombotice prin analize de genetica moleculara.

Réamane un deziderat sd putem stabili o corelatie Intre existenta acestor mutatii si
riscul aparitiei manifestarilor trombotice, alaturi de oportunitatea tratamentului anticoagulant
care sa diminueze incidenta evenimentelor acute.

Decizia testarii pentru trombofilie pentru membrii famiilor celor afectati de tromboza
trebuie sa fie o decizie comund medic-pacient, indelung cantarita, deoarece o posibila tara
genetica prezentd va modifica radical viata acestor pacienti incd asimptomatici.

Nu existd Inca ghiduri pentru diagnostic si tromboprofilaxia manifestarilor

tromboembolice la copil.
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STUDIUL IV - Evidentierea detaliilor de ultrastructura trombocitara la pacientii cu

purpura trombocitopenica cu ajutorul microscopiei electronice

Masurarea dimensiunilor trombocitelor — aprecierea diametrului lung al trombocitelor
Masurarea diametrului structurilor observate la microscopul electronic a permis

identificarea trombocitelor si evidentierea macrotrombocitelor (cu diametrul peste 6 p).

Procentul de macrotrombocite la pacientii sdnatosi s-a incadrat in procentul mentionat in

literatura de specialitate, adica sub 5%. Procentul de macrotrombocite obtinut la pacientii cu

PTT a fost de 16.83%.

2(m

Fig.63 Macrotrombocit la pacient cu PTI

Numararea granulelor dense/trombocit

Fig.64 Granule dense trombocitare. Tehnica WHOLE MOUNT.

La microscopul electronic, folosind tehnica whole mount, datoritdi membranei
lipidice, trombocitele vor fi transparente, in timp ce granulele o sunt electron opace, de forma

rotunda, foarte bine delimitate.
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Numeroase granule 8 pot avea cozi lungi, in forma de bici care se intind pe distante
lungi in citoplasmd, unele trombocite continind chiar mai mult de una. Originea lor rdméane

obscurd, dar cozile reprezinta un ajutor pentru identificarea corpilor densi.

Fig.67 Granule dense trombocitare la pacient cu PTI

Fig.67 evidentiaza aspecte morfologice ale trombocitelor unui pacient cu PTI cronic,
fard sangerare activd. Numdr mediu granule dense/trombocit obtinut la pacientii
trombocitopenici cu manifestari hemoragice usoare este de 7.84 granule dense/trombocit.

Numar mediu granule dense/trombocit la pacientii trombocitopenici fard manifestari

hemoragice este de 4.72 granule dense/trombocit.

Masurarea dimensiunilor granulelor dense

100 nim

Fig.69 Aspect de ME al unei granule dense trombocitare, opaca, bine delimitata, ®=200 nm.

Masurarea dimensiunilor granulelor dense a permis stabilirea diametrului, cu

valori cuprinse in limitele normale descrise in literatura de specialitate (100-300 nm).
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Evidentiere de cozi in forma de bici

1 |
Fig.71 Aspect de structurd intratrombocitara in forma de bici (whip-like) la pacient sanatos. Tehnica WHOLE
MOUNT.

Evidentierea structurilor dense de tip inelar

Fig.77 Aspect de structurd densa de tip inelar la pacinet cu PTI cu sangerare usoara.

Evidentierea granulelor de tip “fuzzy ball”

Fig.81 Aspect de granuld densa de tip “fuzzy ball” la pacient cu PTI cu sdngerare usoara. Tehnica
WHOLE MOUNT
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Evidentierea altor tipuri de granule dense, cu forma variata

Fig.83 Aspect de granula densa cu aspect atipic la pacient cu PTI cu sangerare usoara. Tehnica
WHOLE MOUNT

Evidentierea structurilor trombocitare sub forma de lanturi

Fig.84 Aspect de lanturi intratrombocitare la pacient sanatos. Tehnica WHOLE MOUNT

Fig.85 Aspect de lanturi intratrombocitare la pacient cu sangerare usoara. Tehnica WHOLE MOUNT
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Fig.86 Aspect de lanturi intratrombocitare la pacient cu PTI fara sdngerare. Tehnica WHOLE MOUNT

Evidentierea structurilor intratrombocitare sub forma de aglomerari/ciorchine (cluster)

Fig.90 Aspect de clusters la pacient cu PTI cu sangerare usoara. Tehnica WHOLE MOUNT

Evidentierea granulelor a

Fig.92 Granule alfa intratrombocitare

Pentru studiul nostru, numaratoarea granulelor dense a permis incadrarea rezulatetelor
in limitele normale stabilite de literatura de specialitate, inclusiv pentru pacientii cu
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manifestdri hemoragice usoare, ceea ce a demonstrat ca sindromul hemoragic nu se datora
deficitului de granule dense.

Granulele dense reprezinta locul de stocare pentru adenin-nucleotide si serotonind (3).

Granulele dense sunt usor detectabile 1n sectiuni fine, dar si folosind tehnica WHOLE
MOUNT, absenta sau scaderea numarului lor fiind diagnostice pentru afectiunile cu deficit de
stocaj — storage pool deficiency — cum ar fi sindromul Hermansky-Pudlak (4).

Identificarea granulelor dense poate duce la confuzii cu alte structuri care apar dense,
opace la microscopul electronic, precum structuri inelare, aglomerari (clusters) si lanturi
(chains). Chiar si unele granule alfa suficient de opace pot fi considerate eronat granule delta.

Structurile care apar dense la microscopul electronic, dar au o morfologie diferita de
tipul clasic descris al granulelor delta, apar intr-un numar redus de celule atat la pacientii
sandtosi, cat si la cei trombocitopenici. Lanturile si aglomerarile sub forma de ciorchine sunt
prezente Tn aproximativ 5% din trombocitele pacientilor pediatrici, la fel ca si la adulti. Nu se
cunoaste Incd daca existd vreo legatura intre incidenta acestor structuri si o anumitd patologie
trombocitard (5). Se pare ca pacientii adulti au totusi un numar mai mare de astfel de
structuri. Unii autori expun chiar un procent de 50% pentru unii pacienti adulti, dar
mentioneaza si indivizi care nu au astfel de structuri la nivel trombocitar, probabil prin
examinarea unui numar insuficient de trombocite.

S-a demonstrat cd asceste structuri dense apar inclusiv la pacientii cu trombocite
deficitare 1n granule delta, ceea ce sugereza faptul ca lanturile si aglomerdrile nu reprezinta
stadii intermediare pentru granulele delta si nu au nici mécar aceeasi origine. Exista ideea ca
anumite zone membranare ale aparatului Golgi sau reticulului endoplasmic ar putea fi
implicate in formarea lor.

Lanturile care apar in cateva trombocite atat la pacienti sandtosi, dar si la cei
trombocitopenici, au aspect variabil in functie de lungime, putind fi scurte sau mai lungi,
contorsionate in citoplasma.

Aglomerarile sub forma de ciorchine au si ele dimensiuni variabile, majoritatea fiind
mai mici decat granulele delta, cu aspect mai putin conturat, dar cu o organizare particlulara
sugerata de dispunerea acestora pe o traiectorie elipsoidald, ca si cum s-ar afla pe suprafata
unui organit cu membrand incd nevizualizabild. Unii autori sugereazd ca aglomerarile
descrise se obtin prin fuzionarea unor fragmente de lanturi (5).

Uneori, granule alfa cu priza de contrast mai mare pot fi confundate cu granule delta,
insd ele nu prezinta un contur bine delimitat si pot fi identificate cu precizie prin realizarea de
sectiuni fine.

Trombocitopeniile ereditare considerate boli rare au inceput a fi diagnosticate din ce
in ce mai mult 1n ultima perioada. Confundarea cu trombocitopenia autoimuna idiopatica este
frecventa, iar terapia va fi inadecvatd (6). Pentru a evita aceasta eroare, au fost utilizati diversi
parametri cu rol diagnostic, precum severitatea sangerdrii, caracterul ereditar, cinetica si
detaliile functionale trombocitare, coroborate cu anomaliile clinice concomitente (7). Cel mai
usor, diferentierea se poate face utilizdind VTM, care separd cazurile de
macrotrombocitopenie de trombocitopenia Existd descrieri de organite cu dimensiuni mari in
interiorul megakariocitelor pacientilor cu trombocitopenie (8).
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6. CONCLUZII

Pentru un diagnostic corect, evaluarea completd a manifestarilor trombotice sau
hemoragice la copii implicd un plan de investigatii complex, care, printre altele,
trebuie sa urmareasca si intreaga fiziologie si fiziopatologie trombocitara.

Este dificil de realizat acest plan utilizand numai teste uzuale de hemostaza, de aceea
am considerat ca analiza tulburarilor de coagulare la varsta pediatrica necesita cateva
determindri speciale care sa ofere informatii pretioase despre structura si
functionalitatea trombocitard, ceea ce reprezinta elementul original al tezei, si anume
trombelastografia si microscopia electronica.

Pacientii pediatrici reprezintd mereu o varsta dificil de investigat, chiar daca patologia
este asemandtoare cu a adultului, iar studiile referitoare la parametrii lor biologici
necesita efort suplimentar prin particularitatile varstei.

Pentru studiul I, datele obtinute In urma evaluarii trombelastografice au fost utilizate
pentru calibrarea trombelastografului si obtinerea unor intervale de referinta pentru
subloturile studiate. Compararea acestor date cu valorile propuse de producator a dus
la observarea unor diferente foarte mici in ceea ce priveste intervalul de referinta
pentru fiecare parametru in parte, ceea ce ne-a permis utilizarea acestor intervale in
determindrile ulterioare.

Nu existd diferente semnificative statistic intre parametri trombelastografici obtinuti
la copii pe grupe de varsta, dar se poate sugera ideea cd pacientii lotului III si IV se
apropie cel mai mult de valorile adultilor.

Uneori se poate observa o discordanta intre datele numerice prezentate si
functionalitatea sistemului hemostatic si de coagulare, discordantd care explica
necesitatea stabilirii propriilor intervale de referintd tinand cont de caracteristicile
pacientilor investigati.

Exista studii care sugereaza existenta unor variatii regionale, de aceea, pe baza
rezultatelor obtinute, suntem in consens cu indicatiile producatorului TEG de stabilire
a intervalelor proprii.

Pentru stabilirea unor intervale de referintd in concordantd cu grupele de varsta
studiate, este nevoie de studii pe mai multi subiecti, copii sanatosi apartinand aceluiasi

areal geografic.
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e In studiul IT am incercat stabilirea de corelatii intre testele uzuale de hemostaza si
trombelastografia efectuatd la pacientii cu PTI. Prin efectuarea trombelastografiei la
acesti pacienti, am evidentiat rapiditatea obtinerii rezultatelor si necesitatea folosirii
acestei metode in clinicd pentru stabilirea tendintei spre hipocoagulabilitate in
sindroamele hemoragipare la copii.

e In studiul III, evaluarea hemostazei bazat pe metodele clasice nu evidentiaza
modificari posteveniment trombotic, insd trombelastografia permite cu acuratete
evidentierea tendintei spre hipercoagulabilitate 1n eventualitatea unor stari
protrombotice preexistente. Homocisteina nu a fost relevanta in monitorizarea riscului
de evenimente tromboembolice, probabil deoarece determinarea este facutd la
distanta de evenimentul acut; ea rdimane un parametru de determinat pentru statusul
hipercoagulabil secundar.

e Studiul IV se doreste a fi o analizd a morfologiei trombocitelor pacientilor pediatrici
cu numar normal de trombocite si a trombocitelor pacientilor trombocitopenici.

e Cu ajutorul microscopului electronic, a fost evidentiat aspectul morfologic al
structurilor dense intratrombocitare sub forma granulelor delta, a lanturilor si
aglomerdrilor, dar si granulele alfa.

e Pentru pacientii trombocitopenici studiati, numarul granulelor dense se incadreaza in
intervalele de referintd cunoscute, deci manifestarile hemoragipare nu se datoresc
deficitului de granule dense.

e Propunem utilizarea trombelastografiei si a microscopiei electronice ca teste de rutina
in evaluarea patologiei hemoragipare la pacientii pediatrici deoarece reprezintda
examinari care oferd informatii pretioase despre stuctura si functia trombocitard si

permit un diagnostic rapid si tintit in cadrul patologiei studiate.
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