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REFERINTE GENERALE

Actualitatea temei.in conceptia modernd anemia aplastici este prezentatid ca o
entitate clinicd heterogend, ce include o serie de aplazii cu mecanisme etiologice si
patogenetice diferite, avdnd un complex simptomatologic analogic §i un tablou
morfohistologic specific [N. S. Young et al., 2000]. Cercetarile experimentale [J. P.
Maciejewski et al., 1996; C. Selleri et al., 1995] si studiile clinice de evaluare a terapiei
imunosupresive a bolnavilor cu anemie aplastica [B. Camitta et al., 1990; A.Bacigalupo et
al., 2000; J. Marsh et al., 1999; E.C. Gordon-Smith et al., 2000; E. Gluckman et al., 2002]
confirma mecanismul imunopatologic de afectare a hematopoiezei.

Anemia aplastica la copii se inscrie printre problemele dificile ale hematologiei
pediatrice, maladia fiind imprevizibild inclusiv in conditiile terapiei contemporane
redutabile, iar complicatiile potential incurabile ale pancitopeniei si imunosupresiei necesita
un complex de masuri terapeutice §i organizatorice intru colaborarea mai multor disciplini
medicale conexe. Numeroasele investigatii in vederea obtinerii unui diagnostic mai precis si
de ameliorare a tratamentelor pentru anemia aplastica nu au epuizat, insd, cu pastrarea unei
serii de aspecte tenebre ale bolii, care necesitd a fi relicfate si solutionate pe masura ce
tindem optimizarea efectiva a programelor de curatie durabila.

in formele severe de anemie aplastici pentru realizarea dezideratului major de
vindecare integrald a pacientilor singura solutie plauzibild este transplantul alogen de
miaduvi osoasa. In centrele elitare de transplantologie medulara supravietuirea copiilor dupa
asemenea interventie constituie 85-90%. Momentele de reticentd ale procedurii de transplant
medular sunt cele prezentate de frecventa inalta a reactiei de rejet, costul mare al terapiei si
problemele de conditionare a pacientilor cu anamnesic transfuzional de durata.

O alternativda de valoare pentru bolnavii cu anemie aplastici a devenit terapia
imunosupresiva cu globuline antitimocitare/antilimfocitare. Dupa datele europene aceste
remedii farmaceutice asigurd supavietuirea a peste 50% din bolnavi cu aceastd patologie
[B.Speck et al.,1977; R.Paquette et al., 1995; J. Marsh et al., 1999; N.S. Young et al., 2000;
E.C. Gordon-Smith et al., 2000; N.Frickofen et al., 2003]. Majoritatea cercetarilor a fost
efectuata la maturi, lucrarile referitoare la copii practic lipsesc si studiul acestui program de
terapie in pediatrie prezintd interes medico-social.

Réamane neclara durata terapiei cu preparate antilimfocitare, necesita precizare doza
remediilor, proprietatile globulinelor de la diferite animale-producatori. Foarte complicata
este posibilitatea de administrare repetatd a acestor preparate, depasirea reactiilor adverse.
Cercetarile in acest domeniu rdiman oportune si necesare.

Locul sdu in terapia imunosupresiva a anemiilor aplastice il are si ciclosporina A.
Implimentata in practica hematologica de peste mai mult de 20 de ani ciclosporina A a fost
testatd cu succes si actualmente pe larg utilizatd. Administratd ca monoterapie, ciclosporina
A necesita un sir intreg de precizari si specificari — doza preparatului, durata de
administrare, reactiile adverse, depasirea lor. Este actuald precizarea metodologiei evaluarii
eficientei terapeutice a ciclosporinei A, utilizate ca monoterapie sau in combinare cu alte
remedii de medicatie, aprecierea locului ciclosporinei A in terapia anemiilor aplastice la
copii.

Un succes de preformantd in tratamentul bolnavilor cu anemie aplastica a devenit
terapia imunosupresivd cu ciclosporina A + globulina antitimocitard / globulina



antilimfocitara in asociere cu factorii de crestere — factorul granulocitar de crestere, factorul
de crestere granulocitar-macrofagal, eritropoietina. Un tratament de asemenea ingredientd
asigurd o rata de 90% supravietuiri si 80% de evolutie remisiva a maladiei [A.Bacigalupo et
al., 2000; S.Kojima et al., 2000; E. Gluckman et al., 2002]. Ramane deci in continuare de
actualitate studiul programelor de terapie ce utulizeaza factorii de crestere cu scop de
reducere a duratei tratamentului si a dozei sumare de preparate intru evitarea sindromului
mielodisplastic secundar.

Copiii cu anemie aplasticd frecvent sunt spitalizati cu infectii bacteriene si micotice
care necesita terapie sistematicd de duratd. In acelasi timp, succesul terapiei imunosupresive
direct poate sd depinda de timpul de administrare a tratamentului. Din acest considerent este
pancitopeniei si a mentinerii infectiei bacteriene sau micotice.

Prin urmare, existd un sir de intrebari principiale, solutionarea cérora ar permite
optimizarea programelor de terapie i Tmbunatatirea rezultatelor de tratament al bolnavilor
cu anemie aplasticd. Cele remarcate ne-au definit sa realizim un studiu de profunzime in
acest domeniu.

Scopul cercetirii

Studiul eficacitatii diferitelor regime de medicatie pentru elaborarea si
implementarea 1n practica hematologica a programelor adecvate de tratament al anemiilor
aplastice la copii.

Sarcinile lucrarii
1. Delimitarea unor parametri de grupare a bolnavilor cu diferite variante si diferit grad de

severitate a anemiilor aplastice si definirea unor criterii sigure de diagnostic al
anemiilor aplastice dobandite pentru efectuarea tratamentului oportun.

2. Testarea de efect a curelor ce prevad medicatie cu prednisolon si terapie cu hormoni
suplimentata cu splenectomie.

3. Evaluarea complexa a eficientei monoterapiei cu Ciclosporina A in anemia aplastica de
diferita severitate, estimarea profilului de toxicitate a acestui preparat si punctarea unor
masuri de jugulare a fenomenului “dependentei ciclosporinice”, elaborarea unei tactici
de preventie a recurentelor maladiei.

4. Cercetarea rezultatului curativ al terapiei imunosupresive combinate cu globulina
globulina antitimocitard / globulina antilimfocitara ca a doua “linie de atac” curativ la
ineficienta terapiei precedente.

5. Studierea aplicabilitatii terapiei imunosupresive combinate cu factori de crestere -
ciclosporina A + globulina antitimocitara / globulina antilimfocitarda + factorul
granulocitar de crestere n anemiile aplastice dobandite i determinarea oportunitatii
terapiei imunosupresive combinate in anemia aplasticaA cu manifestari infectioase
esentiale.

6. Urmadrirea cinetismului numeric al granulocitelor in grupul de bolnavi asistati in
formuld de medicatie combinata ciclosporina A + globulina antitimocitara / globulina
antilimfocitard + factorul granulocitar de crestere si definirea cariotipului celulelor
maduvei osoase pe acest fundal terapeutic.



7. Cercetarea caracteristicilor clinice si de laborator ale sindromului de anemie aplastica /
hemoglobinurie paroxisticd nocturnd la copii si testarea sanselor de remediere a
acestuia prin terapie imunosupresiva.

8. Determinarea incidentei §i caracterelor clinice ce specifica aspergiloza invaziva la
copiii cu anemie aplasticd dobandita.

9. Elaborarea unor criterii de pronostic al evolutiei §i supravietuirii bolnavilor cu anemie
aplastica asistata prin terapie imunosupresiva combinata.

Noutatea stiintifica a lucrdrii

In baza cercetarilor efectuate a fost elaborat un program original de terapie al
bolnavilor cu anemie aplasticd dobandita.

Au fost obtinute dovezi certe ale eficientei monoterapiei cu ciclosporina 4 in
tratamentul anemiei aplastice dobandite, s-a stabilit regimul de aplicare a acestui program de
curatie, a fost constatat fenomenul ,,dependentei ciclosporinice” §i s-a propus calea de
reducere a acestuia.

Pentru prima data s-au primit date, ce permit de a recomenda metodologia aplicarii
terapiei imunosupresive cu preparate antitimocitare / antilimfocitare in terapia anemiilor
aplastice la copii. S-au primit rezultate convingédtoare de apreciere a evolutiei maladiei —
receptivitatea pozitiva la tratament, instalarea remisiunii maladiei, indiferent de nivelul
raspunsului pozitiv, este conditia de supravietuire a acestor bolnavi.

A fost propusa aprecierea a celui mai efectiv program complex de terapie inedita a
copiilor cu anemie aplastica ce a inclus ciclosporina A + globulina antitimocitara / globulina
antilimfocitara + factori de crestere (factorul granulocitar de crestere, factorul granulocitar-
macrofagal de crestere).

In premiera a fost stabilit raspunsul hematologic de ansamblu in terapia
imunosupresivd combinatd, in cadrul careia s-a estimat cinetica liniei granulocitare si s-au
argumentat indicatiile i recomandarile de utilitate a factorilor de crestere in terapia
bolnavilor cu anemie aplastica.

Pentru prima oara s-au studiat si s-au confirmat particularitatile de afisare clinica si
s-a conturat modelul de tratament al aspergilozei invazive la bolnavii cu anemie aplastica.

in premierd s-au stabilit criteriile de pronostic al evolutiei anemiei aplastice
infantile, inclusiv predictia dezvoltarii fatale In primul an de terapie.

Semnificatia si valoarea aplicativi a lucrdirii

Studiul a pus la indeméana specialistilor ce au in ingrijire copii cu asemenea maladii
un program eficient de terapie complexa, desfasuratd in citeva etape de remediere, care
amplifica si durabilizeaza efectul curativ, sporind sansele de supravietuire a bolnavilor cu
anemie aplastica.

A fost apreciatd valoarea curelor cu hormoni §i a splenectomiei in terapia anemiei
aplastice, s-au elaborat recomandari clare de efectuare a tratamentului cu ciclosporina A,
evitand fenomenele de toxicitate a preparatului inclusiv prin modelul elaborat de depasire a
complicatiilor acestui gen de terapie.

Au fost reevaluate principiile de tratament cu preparate antitimo- /antilimfocitare,
pentru a defini clar valoarea acestor preparate In complexul de exerctii curative adresate
anemiei aplastice la copil. Au fost mentionate conditiile asigurarii si efectuarii terapiei de



suport pentru acesti bolnavi. A fost argumentat si programul terapiei imunosupresive

combinate a anemiei aplastice dobandite.

Recomandarile de evaluare a statutului somatic §i hematologic al bolnavilor
propuse de acest studiu sunt utile in supravegherea raspunsului hematologic, cinetica
raspunsului granulocitar fiind un indiciu al receptivitatii copilului la terapia administrata.
Au fost sugerate indicatiile ce impun efectuarea terapiei imunosupresive agresive in
conditiile pancitopeniei §i persistentei manifestarilor infectiilor bacteriene si micotice.

Au fost reliefati parametrii de apreciere a severitatii anemiei aplastice la copii si
trasati indicii de pronostic evolutiv al maladiei, fiind elaborat un indice inedit de prognozare
a sanselor de supravietuire si a evolutiei fatale la bolnavii ce suporta anemie aplastica.

Postulatele de principiu inaintate spre sustinere
1. Precizarea mecanismului patogenic al variantelor evolutive de anemie aplastica este

esntiala pentru calitatea raspunsului curativ si sporirea sanselor de supravietuire.

2. Terapia hormonala, desi utilizatd in continuare In mod curent, este cea mai putin
rezultativa, iar suplimetarea ei cu interventia de splenectomie favorizeaza in special
forma moderata a maladiei.

3. Monoterapia cu Ciclosporind A ramane in continuare un program imunosupresiv
eficient In medicatia copiilor cu hemodepresii de diferita gravitate.

4. Terapia imunosupresivd combinatd - ciclosporina A + globulina antitimocitara /
globulina antilimfocitard - este de eficientd superioard si asigurd un raspuns clinic si
hematologic plenar si de durata.

5. Terapia imunosupresiva asociatd cu factori de crestere - ciclosporina A+globulina
antitimocitard/globulina antilimfocitara+factorul de crestere granulocitar, se impune ca
program terapic de electie in asistarea formelor grave si severe de anemii aplastice la
copii.

6. Evaluarea statutului hematologic in functie de cinetica i parametrii cantitativi ai
granulocitelor si trombocitelor - in formula propusd - este de utilitate reala in
observarea receptivitatii la terapia administrata.

7. Precizarea indicatorilor demografici, clinici §si morfofunctionali hematopoietici este
indispensabild pentru estimarea prognosticului de vitalitate a copiilor cu anemii
aplastice.

Aprobarea lucrarii

Rezultatele principale ale tezei au fost comunicate si discutate la: sedintele
catedrelor de Pediatrie nr.1 si 2 a USMF “Nicolae Testemitanu” (2002-2004), catedrei de
Hematologie, Oncologie si Terapie de campanie a USMF “Nicolae Testemitanu” (2004),
sectiei stiintifice de pediatrie a ICSOSMsiC a MS RM (2004), sedinta Societdtii stiintifico-
practice a medicilor oncologi si hematologi din RM (2004), sedintele Societatii Stiintifice a
Medicilor Pediatri (2002, 2004), Conferinta VII internationala cu genericul “Stiinta, tehnica,
medicina si bioetica in strategia de existentd umana” (2002), conferintele stiintifice anuale
ale USMF “Nicolae Testemitanu” (2002-2003), Conferinta republicand cu participare
internationala “Actualitati In Hematologie si Transfuziologie” (Chisinau, 2003), Conferinta
internationald XXVII Semaine Medicale Balkanique (Chisindu, 2002), lucririle a 6"
Congres National de Pediatrie din Romania (Constanta, 2003), sedinta a XIV* a reuniunii de
Oncohematologie pediatricd din Roménia (Bucuresti, 2003), a XIII* Conferintd Nationala de



Hematologie din Romania (Iasi, 2003), conferintele stiintifice ale Institutiei de Stat —
Institutul de Hematologie pediatrica a MS a Federatiei Ruse (Moscova, 2002, 2003).

Aprobarea tezei a avut loc la sedinta comuna a catedrelor Pediatrie Nr1, Pediatrie
Nr2, catedra de Hematologie, Oncologie si Terapie de Companie si a Sectiei stiintifice de
pediatriec a IMSP ICSOSMsiC (proces verbal Nr 76 din  20. 02. 2004); la Sedinta
Seminarului de profil ,,Pediatrie”- 14.00.09 (proces verbal Nr 2 din 05.05.2004); la Sedinta
Seminarului de profil ,,Oncologie - 14-00-14, Hematologie si Transfuziologie 14.00.19” (
proces verbal Nrl din 10.05.2004).

Publicatii la tema disertatiei

Pe marginea studiului disertational au fost realizate 32 publicatii in presa de
specialitate, inclusiv 27 articole, 1 lucrare de sinteza si 4 teze. Au fost elaborate 4 inovatii si
4 prezentari rezumative la diferite conferinte din tard si 6 - in strainatate.

Structura si volumul studiului

Lucrarea a fost relatatd pe 184 pagini de text si se compartimenteaza in
introducere, revista literaturii (Capitolul 1), materialul si metodele investigationale
aplicate (Capitolul 1I), criterii de departajare a hemodepresiilor la copii (Capitolul III),
rezultatele terapiei hormonale cu prednisolon §i prednisolon + splenectomie la bolnavii cu
anemii aplastice (Capitolul 1V), rezultatele monoterapiei cu Ciclosporina A (Capitolul V),
rezultatele terapiei imunosupresive cu preparate antitimocitare/antilimfocitare  §i
Ciclosporina A (Capitolul VI), terapia imunosupresiva combinata cu globuline
antitimocitare/antilimfocitare+CsA in asociere cu factorii de crestere (Capitolul VII),
evaluarea §i comentarea rezultatelor investigationale (Capitolul rezumativ), concluzii si
recomandari practice. Indicele bibliografic citeaza 361 surse literare. Teza este ilustratd cu
54 de tabele, 32 de figuri.

Cuvinte-cheie

Anemie aplastica, anemia Fanconi, hemoglobinurie paroxistica nocturnd, maduva
osoasd, celule stem hematopoietice, interferon-y, factor de necroza tumorald, apoptoza,
terapie imunosupresivd, ciclosporina A, globuline antilimfocitare, factori de crestere.

CONTINUTUL DE FOND AL LUCRARII
CAPITOLUL I. REVISTA LITERATURII
La acest compartiment de cercetare autorul a realizat sinteza unor ample lecturi in
domeniu, analizdnd si reflectand profund asupra viziunilor de principiu ce s-au expus pe
parcursul timpului asupra problemei abordate. A luat in calcul atét opiniile solidare, cat si
optiunile de controversa asupra etiologiei si patogeniei anemiilor aplastice, evaluand atent o
serie de clasamente moderne si principii de interpretare diagnosticd, de ordonare a
tratamentelor potential eficiente in remedierea anemiiilor aplastice (AA) dobandite.



CAPITOLULIL MATERIALUL SI METODELE INVESTIGATIONALE
APLICATE

In studiu au fost inclusi 191 copii cu diagnosticul de anemie aplasticd dobandita,
care au urmat in diferite perioade tratament stationar in clinica de hematologie a Institutului
de Cercetari Stiintifice in Domeniul Ocrotirii Sanatatii Mamei si Copilului al Ministerului
Sanatatii din Republica Moldova, in Sectia de Hematologie a Spitalului Clinic Republican
pentru Copii, care constituie baza clinicd a Institutului de Hematologie Pediatrica al
Federatiei Ruse (or. Moscova).

Metodele de cercetare._Toti bolnavii au fost supusi unui examen clinic minutios
pentru argumentarea diagnosticului de bazd. La necesitate se efectuau radiografii, ECG,
USG, culturi bacteriologice ale sdngelui, urinei, cavitatii bucale, istmului faringian..

Monitorizarea subcurativa a bolnavilor cu AA s-a divizat conventional in 3 etape:

I etapa — investigarea bolnavului pana la terapia imunosupresivd (practic toate
examenele enumerate mai sus);

Il etapa — pe fondalul terapiei ATG/ALG analiza sangelui periferic se efectua
zilnic sau peste o zi, investigatiile biochimice se reluau de 2-3 ori pe sdptamana,
coagulograma — de 1-2 ori, examenul urinei — zilnic.

Il etapa — dupa cura de tratament cu ATG/ALG (pe parcursul unei luni) si in
primele 3 luni de administrare a CsA se programa: analiza generald a sangelui — 1-
2/saptamana; studiul morfologic al maduvei osoase (mieclograma) la finele primei si a treia
luni de tratament; biochimia sangelui - 1 datd in sdptdmana; coagulograma - 1 datd in
saptamana; analiza urinei - 2 in saptimand; studiul bacteriologic si cel radiologic se
programa in caz de febra ce dura pe parcursul a 24 ore la valori de >37,5°C.

Supravegherea ulterioara prevedea o serie de analize de control:

e  FExamene sumare ale sangelui periferic, punctia sternald, trepanobiopsia, care se
reluau dupa 3-6-12 luni si apoi 1 data in an.

e Mielograma se efectua in 3 puncte diferite.

o Trepanobiopsia maduvei osoase.

o Analiza biochimica a sdangelui, care evalua bilirubina totald si fractiunile acesteia,
valorile ureei, creatininei, ale ionilor de K, Na, Ca, activitatea AsAT, AIAT si a
LDH generale.

e Proba cu diepoxibutan.

La indicatii clare bolnavilor li se efectuau si alte metode de examen hematologic.

e Fenotipizarea imuna a celulelor maduvei osoase prevedea numararea
mononuclearelor la citofluorimetrul FACS Scan Becton Dickinson cu utilizarea
anticorpilor comerciali anti CDyy, anti CD)y, anti CD,, anti CD, anti CDs, anti CDs; si
anti HLA DR.

e Pentru evidentierea sindromului de hemoglobinurie paroxistica nocturna s-a procedat
la fenotipizarea granulocitelor si monocitelor sangelui periferic cu anticorpi “Becton
Diskinson” anti -Leu — 11 a/CDy¢ §i anti-Leu — m3/CDy4, , proba Ham si testul cu
zaharoza.

o Examenul citogenetic al celulelor maduvei osoase.



e Detectia marcherilor serologici a hepatitelor virale, herpesului simplex de tipul 1 si 2
si citomegalovirusului s-a efectuat prin metoda analizei imunoenzimatice.
e Concentratia ciclosporinei s-a determinat prin metoda radioimund (RIA) cu anticorpi
policlonali si prin metoda polarizarii imunofluorescente cu anticorpi monoclonali.
Criteriile diagnosticului de anemie aplasticd dobandita. Diagnosticul anemiei
aplastice dobandite s-a emis si confirmat in baza urmatoarelor probe:

e pancitopenie in sangele periferic - Hb <110 g/l: neutrofile < 1,010° /I; trombocite
<100,010°/1;

e  reducerea celularititii maduvei osoase < 50% dupa datele trepanobiopsiei;

e  proba negativa cu diepoxibutan;

e lipsa criteriilor de diagnostic clinic si de laborator ce specificd formele congenitale de
insuficienta hematopoietica (discheratoza congenitala, trombocitopenia
amegacariocitard);

e majorarea de > 2 ori a AsAT si AIAT asociata unui tablou de apalazie hemopoetica
se aprecia drept anemie aplasticd posthepaticd. Daca se preciza expozitia la agentii
chimici sau consumul de remedii farmacologice strict asociate cu evolutia AA in
ultimele 3 — 6 luni, aplazia se interpreta a fi de origine medicamentoasi. in toate
celelalte cazuri anemia aplastica se aprecia ca fiind idiopatica.

Determinarea gravititii aplaziei. Drept parametri de gravitate ai anemiei
aplastice s-au considerat criteriile clasice B. Camitta (1976), care observa indicii cantitativi
ai tuturor seriilor sanguine. Anemia aplastica era apreciatd la prezenta a cel putin 2 din cei
3 indici: granulocitele < 0,5710%/1, trombocitele < 20,0'10%/ 1, reticulocitele <1% sau
<40,0'10°/ 1, celularitatea maduvei osoase <50% sau predominarea limfocitelor in spectrul
celular >25%.

AA severd se constatata la prezenta parametrilor caracteristici AA, granulocitele
insumand <0,2°10% 1. Toate celelalte forme de AA se considerdu de forme moderate.

Indexul reticulocitelor rectificat se aprecia dupa formula:

IR= Reticulocitoza, % - Hb, g/l
110

Caracteristicele clinico-statutare ale bolnavilor inrolati in studiu. in baza
studiului genealogic al celor 191 de copii, considerand particularitatile clinice si rezultatele
examenului citogenetic, au fost delimitate formele ereditare ale anemiei aplastice — anemia
Fanconi, anemia Estren—Dameshek, discheratoza congenitala, trombocitopenia congenitala
amegacariocitara.

Utilizand criteriile clasice B. Camitta, pacientii au fost repartizati dupa gravitatea
maladiei 1n 3 grupe clinice: AA de forma moderata, grava si severa.

Predominau bolnavii cu forme grave - 89 (46,6%) si cei cu AA severe 73 (38,2%),
iar 1mpreund forma avansatd a maladiei a constituit 84,8% (162 copii). Sindromul
hemoragic la fel mai frecvent se intalneste In variantele severe de maladie — peste 4/5 din
bolnavi prezinta elemente cutanate hemoragice si gingivoragii, epistaxis (=55%). La fete
cele mai grave sunt metroragiile (=16%). Dupa evolutie si dupa consecinte cele mai grave
sunt hemoragiile intracraniene, care, din fericire, sunt relativ rare (=2.8%).




Sindromul anemic a fost prezent practic la toti bolnavii - 97,9% si era cu atat mai
evident cu cat forma maladiei este mai grava.

Unul din cele mai periculoase evenimente si elementul esential pentru
supravietuire in perioada de stare a anemiei aplastice sunt infectiile, care in cazul nostru s-
au prezentat in urmatoarea distributie procentuald — 17% erau infectii virale; 72%
bacteriene; 51,1% micotice si 7,45% - alte infectii.

Scenariul de desfisurare a studiului. Am procedat la developarea unui studiu
comparativ de eficientd a diferitor programe de tratament copiii cu anemii aplastice au fost
repartizati in 4 grupuri clinice:

Primul grup a inclus 55 bolnavi care au urmat tratament cu prednizolon,
aproximativ la 1/2 din ei s-a practicat splenectomia.

Al doilea grup de observare subcurativa, cel mai numeros, s-a constituit din 68
copii bolnavi de AA pe care s-a cercetat eficacitatea ciclosporinei A.

Cel de al treilea grup clinic a inclus 39 bolnavi cu AA, tratamentul imunosupresiv
al carora a fost constituit din preparate antitimo-/antilimfocitare si ciclosporina A. Pentru
20 de pacienti combinatia ATG/ALG+CsA a fost administrata ca a 2 linie de tratament
dupa ce s-a dedus ineficacitatea CsA ca monoterapie sau nu rezultase nici un efect dupa
asocierea ATG/ALG + CsA.

Un al patrulea grup, compus din 29 bolnavi, a fost asistat prin terapie
imunosupersivd combinatd cu factori de crestere a celulelor hematopoietice precursorii —
CsA +ATG/ALG + G — CSF.

Rezultatele tratamentului se reevaluau peste 1,3,6,12 luni si apoi in fiecare an dupa
urmatoarele criterii:

- remisiune deplina — Hb >100 g/1, granulocitele >1,0 ‘10°/1, trombocitele >100,0'10%/ 1,
lipsa necesitatii de transfuzii;

- remisiune partiala Hb>80g/l, granulocitele >0,510%/1, trombocitele>20,0"10°/1, lipsa
necesitatii de hemotransfuzii;

- ameliorare clinico-hematologica, tradusa de redresarea indicilor hematologici,
reducerea necesitatii in hemotransfuzii pentru intervale de peste 2 luni;

- lipsa raspunsului pozitiv — persistenta indicilor hematologici deficienti, dependenta de
hemotransfuzii si tabloul clinic respectiv.

Metodele de evaluare statistica a rezultatelor explorative. Datele investigatiilor
au fost prelucrate computerizat prin metodele de analizd variationala si discriminatorie.
Pentru estimarea diferentelor semnificative intre mediile a doua grupe s-a utilizat criteriul
Student. Calculele pentru construirea curbelor supravietuirii acturiale au fost efectuate dupa
metoda Kaplan-Meier, estimarea diferentelor semnificative dintre indicii supravietuirii a
fost determinata dupa Cox-Mantel si Wilcoxon.



CAPITOLUL I CRITERII DE DEPARTAJARE A HEMODEPRESIILOR LA
COPII
In acest compartiment investigational s-a incercat ordonarea unor criterii clare de
abord diagnostic precis si cat mai putin laborios al bolnavilor cu anemii aplastice.

Diagnosticul AA se elabora pe suportul a cateva raspunsuri exacte la intrebarile ce
urmeaza:

- Are loc 1n realitate un proces de aplazie hematopoietica?

- Este acesta un afect de caracter ereditar sau este achizitionat?

- Daca se developeaza o anemie aplasticd, atunci ce variantd nozologica are
bolnavul?

Situatia “cheie” in confirmarea diagnosticului de anemie aplastici este
corespunderea definitiei acestei patologii: pancitopenie perifericd, determinatd de reducerea
celularitatii maduvei osoase, lipsind hepatosplenomegalia, manifestarile leucemice si
sindromul mielodisplastic.

Traditional diagnosticul diferential al AA se cere trasat cu: leucemia limfoblastica,
cu formele hipocelulare ale SMD, cu limfoamele meduloosoase (pentru adulti), cu unele
forme rare ale leucemiei acute mieloide, cu unele infectii (febra Q, boala legionarilor,
tuberculoza), cu anumite dismetabolii (hipotireoza, subalimentatia, anorexia neurogena).

Debutul hipocelular (hipoplastic) al leucemiei limfoblastice acute. Se remarca
pancitopenie, in asociere cu reducerea drastica a celularitatii maduvei osoase si cu lipsa de
celule blastice in circuitul periferic, in maduva osoasd, lipsa hepatosplenomegaliei si a
limfadenopatiei — complex simptomatic fenotipic identic anemiei aplastice dobandite se
intalneste foarte rar [Pargal N. et al., 1996; Wegelius R., 1992]. Mai frecvent “debutul
hipocelular” se intalneste la pacientii cu leucemie limfoblastica acutd, la care se depisteaza
pan- sau bicitopenie in lipsa sindromului hiperplastic. De reguld, insd, toate problemele
diagnosticului dispar la o examinare mai profunda — limfoblastii leucemici sunt depistati sau
in séngele periferic, sau in mielograma sau in bioptatul maduvei osoase.

Mecanismul de dezvoltare a anemiei aplastice inaintea leucemiei limfoblastice
acute nu este clar — in unele cazuri este demonstrat ca in vitro limfoblastii leucemici suprima
proliferarea precursorilor hematopoietici normali [Homans A. et al., 1989]. Posibilitatea
unui adeviarat debut “aplastic”’de leucemie limfoblastica acutd si incidenta foarte mica a
acestui fenomen complicd mult diagnosticul anemiei aplastice, care obisnuit este simplu si
necesitda doar 3-4 probe de rutind. Cercetdrile, care ar permite depistarea semnelor
proliferarii clonale a limfocitelor in aplazie, de reguld, nu se efectueazd nici chiar in
clinicele de notorietate. La aceste metode de cercetare se referd: imunofenotipizarea
limfocitelor medulare [Knuest A., 1993], proba la reangajarea genei receptorului T-celular
si IgH. In caz de apreciere a unui exces de limfocite morfologic normale, dar cu
imunofenotip aberant (in particular “common”) sau a semnelor de monoclonalitate a
limfocitelor, ar trebui sa ne indoim de siguranta diagnosticului de anemie aplastica. Putin
simplifica situatia recuperarea rapida si totald a hematopoiezei in majoritatea cazurilor de
debut “aplastic” al leucemiei acute sub influienta glucocorticoizilor, ceea ce nu se intampla
niciodatd nici in aplazia dobandita, nici in anemia aplastica ereditard, unde restabilirea
seriilor sanguine (mai ales a trombocitogenezei) decurge lent, pe parcursul de luni si, uneori,
ani de zile. Si de aceea, in fata unei restabiliri rapide si totale spontane sau, mai ales, sub



influienta glucocrticoizilor a sangelui periferic si a maduvei osoase la un bolnav cu anemie
aplastica, se impune din nou verificarea diagnosticului prin operarea unei mielograme de
control, examenul citogenetic si imunofenotipizarea limfocitelor, studiul maduvei osoase
dupa datele trepanobiopsiei.

Sindromul anemie aplastica/ hemoglobinurie paroxistici nocturna.
Hemoglobinuria paroxistica nocturna este o dereglare dobandita a hematopoiezei, care se
caracterizeaza prin hemoliza intravasculard si In compartimentul maduvei osoase,
determinatd de sensibilitatea majoratd la complement a celulelor sangelui periferic si a
medulei. Acest simptomocomplex prezinta prin sine o dereglare hematopoetica de caracter
monoclonal, frecvent depistat la bolnavii cu anemie aplasticd. Sunt cunoscute variante de
asociere ale acestor patologii: ambele se pot manifesta concomitent, HPN poate s preceada
AA si, de asemenea, poate sd evolueze pe fondalul restabilirii hemopoiezei dupa efectuarea
terapiei imunosupresive. Investigarea bolnavilor cu aprecierea numarului de reticulocite, a
nivelului de bilirubina, de lactatdehidrogenaza, efectuarea probei Ham si a probei cu
zaharoza poate descoperi pacientii cu sindromul HPN “clinic mut” printre bolnavii cu AA
[Tichelli A. et al., 1988; Ware R. et al., 1998].

Diagnosticul HPN se bazeaza in primul rand pe rezultatele probei cu zaharoza si a
Bassat et al., 1975] si apoi pe semnele clinice si de laborator ce releva hemoliza: urina
colorata, icterul tegumentelor, majorarea numarului de reticulocite, cresterea bilirubinei
neconjugate, a LDH, haptoglobinei, a Fe seric, hemoglobinei fetale. In ultimul timp este
utilizatd citofluorometria cu anticorpi monoclonali la antigenii asociati HPN: CD;4 pe
membrana monocitelor, CD,¢ pe granulocite, CD58 pe limfocite, CDss si CDso pe eritrocite
[Shichishima T. et al., 1993].

In studiul dat 60 copii cu anemie aplastici dobanditi au fost special examinati cu
scopul de a depista semnele diagnostice ale hemoglobinuriei paroxistice nocturne.
Diagnosticul AA a fost confirmat in baza pancitopeniei periferice, reducerii celularitatii
maduvei osoase dupd datele trepanobiopsiei, lipsei semnelor leucemice, a cariotipului
normal al celulelor maduvei osoase §i probei negative cu diepoxibutan. Diagnosticul HPN a
fost argumentat in cazul pozitiv al probei Ham (peste 4,5% celule hemolizate si/sau
populatii de granulocite si monocite cu deficienta proteinelor PIG-asociate). Sindromul
HPN s-a confirmat la 6(10%) din 60 examinati. Varsta copiilor afectati 3-14 ani, raportul
baieti/fete egal cu 2:4. Cele mai frecvente semne de laborator au fost majorarea LDH si a
bilirubinei neconjugate (6/6 bolnavi), reticulocitoza (5/6 bolnavi), cresterea MCV la 2
bolnavi. Proba Ham si proba cu zaharoza au fost pozitive la toti cei 4 testati.

Anemia Fanconi (AF) este o patologie rard cu mecanism autosom-recesiv de
transmitere — frecventa ei constituie 1:300.000 de nou-ndscuti in raport de 1,1:1 In favoarea
baietilor. Frecventa genei heterozigote constituie de la 0,5 la 1% (evreii si rasa negroida din
RAS). Se cunosc deja peste 1000 cazuri de AF si numarul lor va creste ca rezultat al
implementarii noilor metode de diagnostic de laborator, ce permite confirmarea maladiei la
sibii bolnavului cu AF pana la manifestraeile clinice ale maladiei si chiar la bolnavii cu
malformatii caracteristice, dar fara manifestari hematologice.

a) Parametrii clinici ai AF. Varsta medie de confirmare a diagnosticului AF o
constituie 7,9 ani la baieti si 9 ani la fete, 75% cazuri sunt diagnosticate in perioada 3-14



ani. Habitusul clinic al anemiei Fanconi — statura mica, microcefalie, tenul intunecat al pielii
(pielea “bronzatd permanent”) cu sectoare de hiper- si hipopigmenatare, numeroase
deformari “monstruoase” a primului deget [Alter B. et al., 1995]. in anemia Fanconi
organele interne si sistemele sunt afectate inegal.

b) Semnele hematologice ale anemiei Fanconi. Aplazia triliniara este cea mai
tipica afectare. La homozigoti frecvent trombocitopenia sau leucopenia precedeaza
pancitopenia. Primele semne hematologice ale AF se manifestd dupd infectii virale,
vaccinari, uneori hepatite — la fel ca si in aplaziile dobandite pentru AF este caracteristica
macrocitoza pronuntatd cu majorarea vadita a hemoglobinei fetale.

Punctatul méaduvei osoase, de reguld, este sarac in elemente hematopoietice, printre
care predomind limfocitele, mastocitele, elemntele stromale — tablou identic cu cel al
anemiei aplastice dobandite. In aspiratul miduvei osoase se depisteazi semne de
diseritropoieza, in particular celulele megaloblastoide, si fenomenele de dismielopoieza.

¢) Sindromul mielodisplastic si leucemia. Aproximativ 10% din bolnavii cu AF,
descrisi in literaturd, au manifestat tabloul hematologic al leucemiei acute. Cu exceptia a 2
cazuri, leucemia a fost mieloida [Alter B. et al., 1992; Yetgin S et al., 1994]. Sunt descrise
cazuri de AF survenitd la pacientii cu pancitopenie reziduala la intervale de multi ani dupa
terapia leucemiei mieloide acute [Russo C. et al., 1992]. Ceva mai joasa este frecventa
sindromului mielodisplastic - 5%, numai 1/5 din ei au fost urmariti ulterior si unii bolnavi
au supravietuit > 10 ani. In conformitate cu cercetirile IFAR riscul LLA sau al SMD la
bolnavii cu AF este de 52% spre varsta de 40 ani de viata.

d)Tumorile solide. Riscul tumorilor maligne la bolnavii cu AF constituie 10%,
dintre care 5% revin tumorilor ficatului si 5% tumorilor altor organe si sisteme. Tumorile
mai rar se intalnesc in populatia pediatrica — varsta medie in diagnosticul tumorilor ficatului
este de 16 ani, celelalte tumori — 23 ani de viata [Alter B. et al., 1995]. Tumorile ficatului
(carcinomul hepatocelular, hepatomul, adenomul) si peliozisul (insulele hematogene) mai
frecvent se intdlnesc la barbati (1,6:1). Utilizarea hormonilor androgeni majoreaza riscul
evolutiei tumorilor hepatogene.

CAPITOLULIV.REZULTATELE TERAPIEI HORMONALE CU
PREDNISOLON SI PREDNISOLON + SPLENECTOMIE LA BOLNAVII CU
ANEMII APLASTICE DOBANDITE

Reiesind din recomandarile literaturii de profil, la bolnavii incadrati in studiu
prednisolonul a fost administrat preponderent in doza de 2 mg/kg/24 ore (dar nu peste 60
mg/24 ore) timp de 4 saptaimani, urméand reducerea treptatd a dozei de preparat, indiferent de
efectul tratamentului. Doza se reducea cu cate 5 mg prednisolon la fiecare 3 zile (la copii
de varstd medie si adolescenti) si cu 2,5 mg la 3 zile pentru copiii de varstd mica.

Splenectomia ca metodd de tratament in anemia aplasticd este de valoare
discutabild. Efectul pozitiv, relativ rar, lipsirea organismului de unul din cele mai
voluminoase §i importante organe imunogenerice argumenteazd rezervele si
splenectomia raméne posibild si continud sd fie un suport terapeutic in abordul acestor
bolnavi.



Rezultatele terapiei cu prednisolon si prednisolon + splenectomie. In studiul
nostru 55 copii cu AA au primit tratament cu prednisolon sau prednisolon + splenectomie,
iar indicii hematologici ai respectivilor bolnavi s-au conformat criteriilor de diagnostic al
anemiilor aplastice (tab.1) si se pot delimita in 3 grupe respective diminuarii indicilor
esentiali ai sangelui periferic §i ai maduvei osoase.

Tabelul 1
Indicii hematologici initiali ai bolnavilor cu AA tratati cu hormoni si
hormoni+splenectomie (n = 55)
Indicii cercetati Total Forma Forma grava | Forma Hormoni | Hormoni
bolnavi | moderati severi +Splen-
ectomie
Hemoglobina, 64,9+2,3 74,2444 65,2+3,2 58,1+4,3 65,843,3 | 64,0+3,4
g/l pi2> 0,05 po3> 0,05 pi3< 0,05
Leucocitele, 1:10°/1 2,2+0,1 3,0+0,2 2,4+0,1 1,4+0,1 2,140,2 2,3+0,2
p12<0,05| p»3<0,001 | p,3<0,001
Sangele Granulocitele, 1-10°1 0,4+0,03 0,7+0,04 0,4+0,01 0,1+0,02 0,4+0,05 | 0,4£0,04
periferic pi12<0,001] p,3<0,001| pi3<0,001
Limfocitele, 1-10°/1 1,8+0,1 2,3£0,2 1,9+0,1 1,3£0,1 2,0+0,3 1,9+0,4
% p 12> 0,05 p23<0,05 [ pi3<0,001
72,1£1,7 63,3+2.4 70,8+2,5 79,1£2,3 74517 | 69,7£2,9
p12>0,05 p23<0,05 p i3 <0,001
Reticulocitele, 0,42+0,05 | 0,61£0,03 0,4+0,019 0,29+0,01 0,5£0,06 | 0,4£0,09
% p12<0,05 p23<0,05 p 13 <0,05
Trombocitele, 1-10°1| 13,5£2,7 35,149,8 9,6+2,6 6,8+3,1 14,5+4,7 | 12,5+2,9
pi2=0,001] p,3>0,05 p13<0,05
Celularitatea 36,8+2,0 38,6+3,4 39,1+3,1 31,9+3,0 352+1,9 | 38,743,8
m / osoase, % pi2>0,05 p2s3>0,05 pi3>0,05
Eritrocariocitele,% 11,6+0,8 11,5+1,2 11,2+1,1 12,8+2,2 11,241,0 | 12,3£1,5
P12 > 0,05 P23 > 0,05 P13 > 0,05
Neutrofilele, 22,5424 | 21,244,1 22,4435 23,8+5,8 19,1£2,7 | 27,244,1
Mielograma | % pi2>0,05 p 23> 0,05 pi3>0,05
Limfocitele, 62,5427 67,3+4,7 64,5+3,8 59,4452 67,3+3,3 | 58,9442
% pi2> 0,05 po3> 0,05 pi3> 0,05
Megacariocitele, % 11,1£3,6 12,2454 12,3+6,4 7,8+4,0 5,242.4 18,0+7,2
pPi12>005] p»3>0,05 pi3>0,05
Celularitatea 12,4+1,9 21,3+4,1 12,5+1,6 8,1£2,0 12,1£2,8 | 12,5£1,6
Trepano- | m/osoase, % p12<0,05 p23>0,05 p i3 <0,05
biopsia Tesutul adipos, % 87,2+1,5 77,1+4,7 87,2+1,5 91,242,0 87,1£3,0 | 87,1£1,7
P12 < 0,05 P23 > 0,05 P13 < 0,05

Rezultatele terapiei cu prednisolon si prednisolon + splenectomie. De
mentionat, ca la copiii cu anemie aplastica severa clinic cele mai evidente au fost
manifestarile sindromului hemoragic “umed” (gingivoragiile, epistaxisul, metroragiile) - in
73,3% cazuri, sindromul anemic n toate 15 cazuri - 100%, infectie de origine virala aveau
26,7%, infectie bacteriand - 80% (pielonefritd, angind, periodontita, bronsitd, pneumonie),
infectie micotica - 40%.

Bolnavii au necesitat terapie de suport intensiva - perfuzii de masa eritrocitara 2 - 4
ori pe saptamana, masa trombocitard 2 - 3 in sdptamana. Infectiile au fost jugulate respectiv
cu antibacteriale, antivirale si antimicotice.




Bolnavii din acest grup clinic urmau tratamentul hormonal dupd urmatoarele
principii: doza medie de prednisolon - 56,3+3,7 mg/24h, pe o duratd medie de 23,1+4,1
saptamani. Splenectomia s-a efectuat la 7 din cei 15 bolnavi ai respectivului grup clinic la
intervalul de 8,1£3,1 saptamani postdiagnostic.

Rezultatele tratamentului hormonal cu prednisolon si splenectomie in AA de forma
severd sunt absolut insatisficdtoare — numai la un singur bolnav (6,7%) din cei 15
reprezentanti ai acestui grup s-a instalat remisiunea (fig. 1).
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Fig. 1. Supravietuirea acturiald in AA tratate cu hormoni si hormoni + splenectomie

Grupul bolnavilor cu forma gravd a A4 a fost cel mai numeros si s-a constituit din
30 (54,6%) pacienti — 17 baieti (56,7%) si 13 fetite (43,3%), cu varsta medie de 8,9+0,8. La
toti copiii s-a constatat forma idiopatica a AA.

Clinic aceastd formd se manifesta prin aceleasi sindroame, dar mai putin
pronuntate. Infectiile la fel au fost prezente mai rar — viroze aveau 3 (10%) copii, infectii
bacteriene 17 (56,7%) si infectii fungice — 6 (20%) bolnavi.

La majoritatea bolnavilor tratamentul hormonal s-a initiat in primele 2-3 zile
postdiagnostice cu doza medie de prednisolon 54,8+2,7 mg/24 ore, indicat pe o durata
medie de 25,8+2,8 saptimani. In acest grup de bolnavi au fost splenectomizati 19 copii la
intervalul de 9,6+1,2 saptamani de la debutul maladiei.

Analiza diferentei de eficienta a acestor programe de terapie — tratament hormonal
si tratament hormonit+splenectomic denotd rezultate net superioare in grupul copiilor
splenectomizati — 9,1% la copiii medicati numai cu prednisolon si 42,1% (p < 0,001) la
copiii medicati cu prednisolon §i spenectomizati. Raspuns partial la tratament s-a constatat
la 2 pacienti (6,6%), remisiunea deplind a fost atinsa la 7 bolnavi (23,3%). Au decedat 20 de
pacienti (66,7%). Aceste rezultate nu sunt chiar fericite, dar in fond coinicd cu datele
raportate anterior pentru acest program terapic [E. A. Muxaiinosa, 2000].

Durata medie de supravietuire a acestor copii a constituit 23,1£6,6 luni,
probabilitatea de evolutie remisiva constituie 30,0%, iar sansele probabile de supravietuire
a acestor copii pand la 5 ani sunt de 23,6% (vezi figura 1).

Cei 10 copiii cu A4 moderatd, pentru care au urmat tratament cu prednisolon sau
prednisolon suplimentat cu splenectomie, au avut indicatori hematologici mai putin
modificati si simptome clinice mai temperate decat in variantele de AA mai severe.



Sindromul anemic se intdlneste cu aceeasi frecventd (100%), dar este de intensitate mai
putin pregnanta.

Tratamentul cu prednisolon s-a facut cu doza medie de 47,0+3,7 mg/24 h care se
urma cca 24,613,2 saptamani. Splenectomie s-a efectuat la 2 copii. 1 bolnav a rdspuns
clinic si hematologic partial, iar 4 (40%) au intrat in remisiune completa. Probabilitatea
remisiunii la copiii cu AA de formd moderata care au fost si splenectomizati s-a estimat a fi
de 50%, probabilitatea supravietuirii estimatd pentru 5 ani a acestor bolnavi (50%),
rezultatul curativ fiind dependent de receptivitatea bolnavilor la medicatia cu hormoni si
oportunitatea splenectomiei.
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Fig. 2. Supravietuirea acturiali a bolnavilor cu AA in functie de receptivitatea lor la
tratamentul cu hormoni si hormoni + splenectomie
Opiniem astfel ca splenectomia influenteaza benefic evolutia anemiei aplastice:
mai rapid se instaleazd independenta transfuzionald, este mai eficientd decit terapia
hormonala si, in imposibilitatea administrarii terapiei imunosupresive, poate si fie inclusa in
programul de tratament.

CAPITOLUL V. REZULTATELE MONOTERAPIEI CU CICLOSPORINA A.

Grupul bolnavilor care au administrat CsA in monoterapie a fost cel mai numeros
printre copii asistati pentru anemie aplastica. Acest grup a fost constituit din 68 pacienti —
32 (47,1%) baietei si 36 (52,9%) fetite. La 16 din cei 68 (23,5%) s-a constatat aplazie de
forma moderata, la 34 (50%) — de forma grava si la alti 18 (26,5%) bolnavi forma severa a
AA.

Dupa emiterarea si argumentarea diagnosticului de anemie aplastica bolnavilor li se
administra solutie uleioasa de Ciclosporind A (Sandimun sau Sandimun Neoral, Sandoz
Farma si Novartis, Elvetia), in doza de 5 mg/kg, divizate in 2 prize.

Concentratia reziduald a CsA 1n sangele integru se aprecia din ziua a 4-a cu
mentinerea nivelului de 150-300 ng/ml. Evaluarea efectului hematologic se proiecta dupa
100 zile de terapie.

Reducerea dozei se efectua cu 10% la timpul de 2 siptimani. in caz de recidiva a
maladiei dupa abandonarea CsA sau in perioada de reducere a dozei terapia se restabilea in
doza terapeutica deplina.



Evaluarea toxicititii si dozarea adecavti a CsA. In timpul examenului clinic
atentie individuald se acorda urmatoarelor simptome ale toxicititii CsA - tremor pe
extremitati, cefalee, diplopie; edeme; hiperplazia mucoasei alveolelor dentare,
hipertricoza; acneea vulgara. Nefrotoxicitatea se aprecia dupa valorile elevate de uree sau
creatinind 1n sangele periferic (tab. 2).

Tabelul 2.
Parametrii clinico-statutari ai lotului total de copii tratati cu CsA (n = 68)
Indicii cercetati | Bolnavi Mediana
Varsta medie 9,9+0,4
Etiologia maladiei Idiopatica 61 (89,7%)
Hepatitasociata 3 (4,4%)
Postmedicamentoasa -
Altele 4 (5,9%)
Forma maladiei Moderata 16 (23,5%)
Grava 34 (50,0%)
Severa 18 (26,5%)
Raspuns curativ* Receptivitate pozitiva 33 (48,5%)
Receptivitate negativa 29 (42,6%)
Caracterul raspunsului Remisiune completa 16 (48,5%)
Remisiune partiala 17 (51,5%)
Intervalul diagnostic — tratament (luni) 5,6+0,7
Intervalul tratament — remisiune partiala (luni) 2,9+1,9
Intervalul tratament — remisiune plenara (luni) 6,4+1,5
Durata supravietuirii (luni) 27,7£2,8

Nota: * 6 copii cu raspuns nul la terapia cu CsA si tratati ulterior cu ALG au intrat in
remisiune

Prin urmare, 61 (89,7%) din cazurile asistate au prezentat forma idiopatica a
maladiei, la alti 3 (4,4%) — AA posthepatiticd si la 4 (5,9%) a fost Inregistrat sindromul
aplazie/hemoglobinurie paroxisticd nocturna.

Reisind din faptul ca loturile de bolnavi au fost repartizate conform programelor de
terapie, iar formele maladiei au fost stabilite dupd criteriile B. Camitta, care considera
cantitatea de Hb, numarul de granulocite, trombocite, reticulocite si celularitatea maduvei
osoase, si urmdrind rezultate paraclinice similare in toate grupele de bolnavi, ulterior nu
vom mai face referinta la indicii hematologici, ci vom opera cu notiuni ca forma moderata,
grava si severa a anemiei aplastice.

Eficienta CsA in AA de forma grava si severa. Acest grup clinic de bolnavi se
preteaza cel mai dificil la eforturile de jugulare a fenomenelor patologice, a complicatiilor
clinice ce intervin pe parcursul terapiei si la realizarea prognozelor de curatie.

Bolnavii ce au administrat ciclosporina A ca monoterapie s-au distribuit 1n
dependenta de forma maladiei in modul urmator — 34 (50%) copii aveau forma grava si 18
(26,5%) forma severa a AA, deci in total 52 (76,5%) pacienti din ansamblul de 68 copii au
avut forma avansati a maladiei si au fost supusi acestui gen de medicatie. Din cei 52
bolnavi cu forma avansatd a AA remisiune hematologica s-a reusit la 20 (38,5%).



In subgupul celor 18 pacienti cu A4 severd 8 copii ce au rispuns pozitiv la
tratamentul cu CsA sau cel alternativ cu ATG sunt vii si la momentul descrierii materialului.
Din cei 10 copii ce nu au raspuns la tratamentul cu CsA 7 au decedat, 3 pacienti sunt vii, dar
au caracterele clinico-hematologice specifice AA grave si severe.

in figura 3 este demonstrati supravietuirea acturiald, evaluati pentru 5 ani, la
pacientii acestui grup de studiu in dependentd de forma maladiei. Supravietuirea generala
pentru acest lot este preconizatd de 49,9%.
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Fig. 3. Supravietuirea acturiald in AA asistate cu CsA in monoterapie

Raspunsul clinic al celor 34 copii cu AA de forma grava, ce au urmat monoterapie
cu CsA a fost cel prin care 16(47,1%) copii au atins remisiune hematologica.

Din 18 bolnavi cu raspuns nul la tratament 5 au continuat terapia prin administrarea
de ATG, dar numai la 2 din ei s-a instalat remisiunea partiala, unui copil i s-a efectuat
interventia de transplant medular §i acesta este viu timp de 69 luni. Din 18 copii ce nu au
reactionat la tratamentul cu CsA au decedat 13.

Probabilitatea supravietuirii bolnavilor cu AA de forma grava sub efectele
tratamentelor ce utlizeazd monoterapia cu CsA constituie 43,4% (vezi fig.3).

Tratamentul optim al formelor moderate de AA ramane o problema controversata
din cauza rezultatelor curative divergente si a modalitatilor de abord terapic esential
diferite.

Considerand faptul, ca terapia imunosupresiva combinatd este mult mai
costisitoare, mai dificil de administrat si in plus nu este lipsita de toxicitate, precum si in
ideea de a economisi surse materiale §i de a ne conforma exigentelor de calitate a vietii
pacientilor suntem dispusi sd@ pledim in favoarea monoterapiei cu CsA a bolnavilor cu
forma moderata a AA.

in cazul nostru din 68 de pacienti tratati cu CsA 16 (23,5%) pacienti s-au
conformat criteriilor de anemie aplastica moderata. Au raspuns pozitiv la tratament 13 din
16 pacienti ( 81,3%). La 4 copii raspunsul a fost plenar, iar la 9 copii s-au constatat
indicatori ce specifica remisiunile partiale cu duratd medie de supravietuire de 28,2+4,7



luni. 7 din ei au incetat sa consume in continuare CsA, 6 continud terapia urmand reducerea
treptatd a preparatului.

Esential de mentionat faptul ca la nici un bolnav in contextul terapiei cu CsA nu a
survenit agravarea tabloului sanguin §i nici unul din acestia nu a decedat in primele 4 luni de
terapie. Astfel, datele noastre integrate confirma ca in grupul bolnavilor cu AA de forma
moderata monoterapia cu CsA reuseste atingerea remisiunii la majoritatea bolnavilor si,
prin urmare, poate fi conceputa ca terapie initiala de electie, care in caz de subeficientd sau
inrautatirea indicilor sanguini in orice moment se poate suplimenta cu ATG sau un alt
remediu medicamentos de profil.

in figura 4 prezentim rezultatul studiului de receptivitate la terapia cu CsA a
bolnavilor cu AA.
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Fig. 4. Supravietuire a bolnavilor de AA in functie de receptivitatea lor la monoterapia
cu CsA
Pentru delimitarea factorilor de prognostic al raspunsului la tratamentul cu CsA,
am efectuat analiza monofactoriala asupra urmatoarelor caractere: varsta, apartenenta de sex
a pacientilor, intervalul de la confirmarea diagnosticului pana la derularea terapiei cu CsA,
indicii initiali ai trombocitelor si granulocitelor si a celularitatii maduvei osoase, apreciate
dupa datele trepanobiopsiei. Rezultatele analizei comparative sunt prezentate in tabelul 3.
Tabelul 3.
Factorii de prognozare a raspunsului hematologic la bolnavii de AA
medicati cu CsA.

Factorii considerati Raispuns pozitiv, Réspuns nul, Criterii
M +m M+m de certitudine

Varsta (ani) 8,8+0,4 9,1 +0,6 p> 0,05
Hemoglobina, g/l 66,9 +32 59,7 +4,1 p> 0,05
Reticulocite, % 3,8+0,2 2,9 + 0,04 p < 0,001
Leucocite, 1-10%1 2,0+0,7 2,1+0,5 p> 0,05
Granulocite, 1-10%/1 0,5+0,07 0,3 £ 0,04 p< 0,05
Limfocite, 1-10%1 1,5+03 1,6+ 0,4 p> 0,05
Trombocite, 1-10°/1 22,5+4,0 129+ 1,5 p< 0,05
Celularitatea m / osoase, % 36,5+7,9 349 +3,8 p> 0,05
Celularitatea trepanului, % 143+23 11,0+ 1,4 p> 0,05
Intervalul diagnostic-
tratament cu CsA (luni) 53+1,0 6,0+ 1,0 p> 0,05
[CsA], ng/ml 153,1 +9.8 1745+ 154 p> 0,05

Nota: Diferente statstic concludente(p<0,05) denotd numdrul de reticulocite, granulocite si
trombocite.



CAPITOLUL VI REZULTATELE TERAPIEI IMUNOSPURESIVE CU
PREPARATE ANTITIMOCITARE/ANTILIMFOCITARE SI CICLOSPORINA A

Acest grup de bolnavi s-a constituit din 39 copii la care tratamentul esential a fost
cel efectuat cu globulind antitimocitarad/antilimfocitara si ciclosporina A. Deoarece la
jumatate din ei am fost nevoiti sa reluam acelasi tratament pentru a doua oara si ca un grup
de bolnavi a administrat aceastd medicatie ca a doua linie de terapie (13 bolnavi), inainte de
a aprecia eficacitatea ei, noi am analizat separat rezultatele tratamentului in urmatoarele
grupe de bolnavi:

I.  Terapia cu ATG/ALG si CsA ca prima linie de tratament (39 bolnavi);

II. Cura repetatd de tratament cu ATG/ALG (16 bolnavi);

III. Terapia cu ATG/ALG si CsA ca a doua linie de tratament (13 bolnavi).

in studiul dat au fost utilizate urmitoarele preparate ATG/ALG: “ATGAM”
(Pharmacia Upjohn, USA), “Lymphoglobuline” (Pasteur Merieux, France), “Antilymfolin
Kz” (Institutul de gerontologiec al MS al FR, Moscova). “ATGAM” a fost administrat in
doza de curd 160 mg/kg corp timp de 4 zile, “Antilymfolin Kz” — in doza 100-160 mg/kg
corp timp de 4 zile. Doza de cura a “Lymphoglobuline” a constituit 50 mg/kg corp, durata
curei a fost de 4-5 zile. Cu scop de prevenire a sindromului de hiperpermeabilizare a
capilarelor prin liza masiva a limfocitelor, in prima zi preparatele ATG/ALG s-au
administrat in perfuzie lenta curs de 10 ore, doza a doua si urmatoarele au fost administrate
mai rapid — pe parcursul a 6 ore.

Masurile de prezervare urmate sub acest regim curativ a fost unul de rigori igienice
respectate cu strictete pe toatd perioada de tratament (masti individuale pentru parinti si
personalul medical, dotarea saloanelor si boxelor cu filtre speciale HEPA si cu curent de aer
laminar).

Rezultatele terapiei cu ATG/ALG. Grupul copiilor care au urmat tratament
imunosupresiv combinat — preparate antitmocitare/antilimfocitare si ciclosporind A s-a
compus din 39 pacienti, inclusiv forma severa aveau 17 bolnavi, forma grava - 21 si 1 copil
a prezentat criteriile formei moderate de AA. Luédnd in consideratie numarul relativ mic al
pacientilor in acest grup, similitudinea indicilor lor hematologici, cu exceptia numarului de
celule granulocitare, a parametrilor clinici, etiologia unitipica a maladiei si chiar acelasi
mod de raspuns la terapie, am gasit de cuviinta ca rezultatele tratamentului la acesti bolnavi
sd le analizam 1n comun (tab.4).

Tabelul 4.
Evolutia clinica a copiilor cu AA sub tratamentul ce combina
CsA+ATG/ALG *
Indicii cercetati Bolnavi M+m
Varsta 9,6+0,5
Idiopatica 34 (87,2%)
Etiologia maladiei Hepatitasociata 4 (10,3%)
Altele 1(2,6%)
Réspuns la tratament Receptivitate pozitiva 23 (58,9%)
Receptivitate negativa 16 (41,1%)
Caracterul raspunsului Remisiune completa 12 (30,8%)
Remisiune partiala 11 (28,9%)
Intervalul diagnostic — tratament (luni) 2,35+0,6




Concentratia initiald a CsA (ng/ml) 145,1£14,8
Concentratia de mentinere a CsA (ng/ml) 176,8+34.,9
Intervalul diagnostic — tratament ATG/ALG (luni) 4,2+1,4
Doza ATG mg/kg/cura de tratament 158,8+1,7
Doza ALG mg/kg/cura de tratament 44,2+8,8
Intervalul tratament — remisiune partiala (luni) 4,2+1,1
Intervalul tratament — remisiune deplind (luni) 9,1+1,3
Durata supravietuirii (luni) 35,3+7,1

Nota: * in tabel sunt incluse rezultatele dupd 1-a si a 2-a curd de terapie
Asadar, raspuns curativ partial sau complet s-a atins la 23 (58,9%) din 39 copii, in
medie dupd 4 luni de la demararea tratamentului, inclusiv la 12 (30,8%) tabloul hematologic
anunta remisiune completd, la alti 11 (28,9%) — remisiunea era partiald. Toti bolnavii cu
raspuns hematologic pozitiv la tratamentul efectuat sunt vii in termene de supravieghere de
la 11 la 50 luni

Eficienta curei repetate de globulind antitmocitara/antilimfocitara.
Tratamentul repetat cu preparate antitmocitare/antilimfocitare s-a administrat la 16 copii cu
raspuns nul la 1 curd de terapie imunosupresiva. Din diferite motive 7 copii nu au avut
posibilitatea de a repeta cura de terapie CsA+ATG/ALG. La initierea curei repetate cu
preparate antilimfocitare au fost respectate aceleasi reguli ca si in timpul primei serii
terapice: regim sanitar riguros, masuri profilactice individuale, inzestrarea saloanelor si
boxelor cu filtre speciale HEPA si cu curent de aer laminar.

Doza ciclosporinei A s-a mentinut la nivelul de 5 mg/kg/24 ore. ATG/ALG se
administrau in perfuzii cu solutie glucozata, suplimentatd cu NaCl si KCl. Terapia
hormonalad cu prednisolon sau metilpred s-a administrat in dozd neschimbata si pentru
aceleasi intervale de timp. S-a prelungit, la indicatii, terapia antimicrobiand, antivirald si
antimicotica.

La 15 copii s-a administrat un preparat antilimfocitar de la un alt animal
producator, un copil a administrat preparatul precedent. La 7 copii impreund cu terapia
imunosupresiva s-au administrat factori de crestere — G-CSF sau GM-CSF in combinare cu
eritropoietina. Drept rezultat 7 copii si-au ameliorat starea generala si parametrii paraclinici,
inclusiv la 4 s-a apreciat remisiune completd si la 3 pacienti - un statut de remisiune
partiala.

Testarea globulinei antitimocitare/antilimfocitare ca a doua linie de terapie.
Prin termenul “a doua linie de terapie” noi am separat cazurile curei reluate cu ATG/ALG
dupa tratamentul ineficient cu CsA ce durase peste 3 luni, in recidivele de aplazie pe fond de
CsA sau la evolutia fenomenului “dependentei ciclosporinice”. Astfel din cei 13 copii ce au
urmat “a doua linie de terapie cu ATG/ALG + CsA” 4 au prezentat ameliorarea starii
generale si a indicilor hematologici. Cinci bolnavi au decedat 1n perioada 3,5 — 14 luni de la
demararea tratamentului imunosupresiv ATG/ALG + CsA, 4 copii sunt vii, cu durata de
supravietuire de la 8 pana la 42 luni.

Estimarea de efect a diferitor preparate antitimocitare/antilimfocitare. Fiind
preparate nestandardizate, globulinele antilimfocitare/atiimocitare se difera intre ele nu
numai prin specia animalului producator, ci si prin tehnica de producere si deci efectul lor
curativ ar putea fi de asemeni diferit. Considerand aceste detalii, am decis sd studiem
eficacitatea individuala a preparatelor antilimfocitare administrate ca prima linie de terapie



imunosupresiva. Astfel am urmarit efectele respectivelor remedii la 39 bolnavi - 22 au
administrat ATGAM, 10 s-au medicat cu Lymfoglobuline si 7 au urmat Antilimfolind kz.
Rezultatele inregistrate au fost reflectate in tabelul 5.

Tabelul 5.

Eficienta comparata a diferitor preparate antilimfocitare ca prima linie curativa

Caractere evaluate ATGAM Lymfoglobuline Antilimfolina
Bolnavi asistati 22 10 7
Varsta medie 8,9+1,3 9,2+ 0,7 9,0 +1,0
Raportul B/F 10/12 5/5 4/3
Itervalul diagnostic- terapie ATG/ALG 3,9+1,4 43+0,8 3,7+1,7
Doza medie a preparatului 159,4+19 46,5+7.5 39.8+104
Raportul AA severe/AA grave 9/13 6/4 2/5
Numarul neutrofilelor (mediana) 50-550 0-780 80-400
Rispuns pozitv/negativ 9/13 (40,1%) 5/5 (50%) 2/5 (28,6%)

Diferentele de receptivitate la aceste terapii sunt notabile, dar invalide statistic: in

grupul ATGAM - 40,1%, in grupul tratat cu Lymfoglobuline - 50% si in grupul ce a urmat
Antilimfolina - 28,6% (p>0,05). Acest rezultat depaseste rezultatul monoterapiei cu CsA
(22,2%), dar este inferior In comparatie cu terapia ce combind ATG + CsA + G-CSF -
90,9% (p<0,05). Diferenta dedusa este sugestiva statistic numai pentru grupele de copii ce
au primit monoterapie cu CsA si combinatia ATG + CsA + G-CSF.

Factorii de prognoza evolutivi a AA sub tratamentele cu ATG/ALG+CsA.
Am analizat §i evaluat influenta unor caractere statutare, clinice si ale unor componente
terapice, impactul de gravitate a aplaziei asupra probabilitatii raspunsului pozitiv la

tratament.

Si in acest grup de bolnavi granulocitele si trombocitele sunt in prezentd numerica
mai importanta la copiii cu receptivitate pozitiva la tratament, fatd de cei cu raspuns negativ

la terapie (p<0,05).

Confruntarea indicatorilor de supraveituire cu receptivitatea bolnavilor de AA la
terapia ce combind ATG/ALG si CsA este demonstrata in figura 5.
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Fig. 5. Supravietuirea acturiala a bolnavilor cu AA in relatie de receptivitatea lor la terapia cu

CsA+ATG/ALG

Probabilitatea de supravietuire curs de 5 ani in grupul copiilor cu AA sub
tratamente ce combind ATG/ALG si CsA constituie 79,2% si se poate analiza pe figura 6.
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Fig. 6. Supravietuirea acturiali a bolnavilor de AA sub tratamentul cu ATG/ALG + CsA

CAPITOLUL VIL TERAPIA IMUNOSUPRESIVA COMBINATA CU
GLOBULINE ANTITIMOCITARE / ANTILIMFOCITARE + CSA iIN ASOCIERE
CU FACTORII DE CRESTERE

in lotul de bolnavi cu anemie aplastici care au primit ca tratament
ATG/ALG+CsA+G-CSF au intrat 29 copii), cu varsta medie de 8,4 ani. Caracterele lor
clinice, statutare, evolutia maladiei sub efectele diferitor doze de utilizare a preparatelor
imunosupresive sunt prezentate in tabelul 6.

Protocolul curativ al medicatiei imunosupresive pentru acest lot de bolnavi a
repectat Intocmai prevederile regimului imunosupresiv combinat precedent.

Regimul de administrare a G-CSF in acest grup de bolnavi a fost urmatorul: doza
zilnica egald cu 10 pg/kg/24 ore, modul de administrare - injectare subcutana. Daca dupa 4
saptamani de terapie cu G-CSF, administrat zilnic, numarul granulocitelor nu se majora
pana la nivelul > 1,0-10%/1, utilizarea preparatului se intrerupea, incercare de excaladare a
dozei nu se mai intreprindea. La atingerea numirului de granulocite >1,5-10%1 si la
pastrarea acestui indice mai mult de o saptamana, preparatul continua sa fie administrat in
aceeasi doza (10 pg/kg), cu periodicitatea administrarii peste o zi. Daca la administrarea
peste o zi a 10 pg/kg numarul granulocitelor se pastra in limitele > 1,5-10%/1, doza se reducea
la 5 pg/kg/24 ore, cu pastrarea ritmului de introducere a preparatului peste o zi. Daca si la
acest ritm si la aceastd doza numarul granulocitelor rimanea mai mare de 1,5-10/1, atunci se
efectua incercarea de reducere a dozei si majorare a intervalului Intre administrarile
preparatului. Scopul unui asa regim a fost de a pastra conditiile nefavorabile pentru
dezvoltarea proceselor infectioase. Incercarea abandonirii depline a utilizarii factorilor de
crestere a fost efectuata dupa atingerea independentei transfuzionale. 22 bolnavi au primit
tratament cu Lenograstim (“Granocit™), 7 bolnavi cu “Neipogen”. Criteriile de eficacitate a



G-CSF au fost majorarea granulocitelor pand la 1,5:10°/1 si jugularea manifestarilor
infectioase.

Tabelul 6
Evolutia AA sub tratamentele cu CsA+ATG/ALG+G-CSF (n =29)
Indicii cercetati Bolnavi M+m

Varsta medie 8,4+0,7

Idiopatica 25 (86,2%)
Etiologia maladiei Hepatitasociata 4 (13,8%)

Postmedicamentoasa -

Altele -
Forma maladiei Moderata 2 (6,9%)

Grava 5(17,2%)

Severa 22 (78,9%)
Raspuns la tratament Receptivitate pozitiva 27 (93,1%)

Receptivitate negativa 2 (6,9%)
Caracterul raspunsului | Remisiune completa 15 (51,7%)

Remisiune partiala 12 (41,4%)
Intervalul diagnostic — tratament cu CsA (luni) 2,2+0,9
Concentratia de instalare a CsA 110,7+14,4
Concentratia de mentinere a CsA 184,3£12,9
Doza CsA 4,910,1
Doza ALG 51,7£3,1
Doza ATG 158,3+1,7
Intervalul diagnostic tratament cu G-CSF (luni) 3,4+0,9
Doza G-CSF 9,740,3
Intervalul tratament — remisiune partiala (luni) 7,0£1,3
Intervalul tratament — remisiune completd (luni) 13,5£2,4
Durata supravietuirii (luni) 28,8+4,0

In lotul copiilor cu anemie aplastici care au primit tratament imunosupresiv cu
CsA+ATG/ALG+factori de crestere, 2 pacienti au avut criteriile formei moderate a AA
ambii acesti copii dupi terapie sunt vii. In forma grava (5 bolnavi) si forma severd a AA (22
bolnavi) s-a indicat tratament dupa regimul descris mai sus. Toti copiii au initiat terapia cu
CsA cu doza de 5 mg/kg si cu doza medie de 4,9+0,1 mg/kg/24 ore. Preparatele
antitimocitare/antilimfocitare au fost administrate cu respectarea tuturor regulilor i conform
regimului descris in capitolul 6. Factorii de crestere (G-CSF) au constituit aproximativ 10
png/kg (9,740,3) cu durata medie de tratament de 9,7£1,2 saptamani in forma severd a AA si
15,4+2,5 saptamani in forma grava a maladiei.

Ca inceput al raspunsului triliniar (fig. 10) s-a demarcat timpul de 2 sdptamani de
la ultima transfuzie de masa eritrocitara si trombocitard si mentinerea stabild a numarului de
trombocite > 20,0-10”/1 si a concentratiei hemoglobinei > 80 g/1.



10 wi

Numarul bolnavilor in rermisiune

]
|
|

5 20

10

h =
el
E

th

Saptamaini de la administrarea de G-CSF

Fig. 7. Ritmul atingerii raspunsului hematologic triliniar sub tratamente cu CsA+ATG/ALG+G-
CSF

Un fenomen pozitiv a fost faptul cé la 19 din 27 pacienti cu receptivitate la terapia
cu G-CSF, a fost inregistrata majorarea precoce (in primele 2 sdptamani ale terapiei cu G-
CSF) a numirului de granulocite > 1,5-10°/1 si de mentionat, ci raspunsul granulocitar
precede raspunsul eritrocitar si trombocitar cu 3-32 saptamani.

Acest fenomen poate avea semnificatie principiald in controlul infectiilor la aceasta
categorie de bolnavi.

De recunoscut, ca in grupul copiilor cu focare septice, indicele granulocitar nu se
majora rapid — majorare precoce a avut loc numai in 3 din 19 cazuri. De evidentiat, ca nu
mai putin important a fost faptul, cd dupa atingerea raspunsului granulocitar, regimul de
administrare a constituit in introducerea G-CSF 1 data in 3-7 zile, fard majorarea numarului
de neutrofile mai putin de 0,5-10%/1.

O remarca importanta, definitd direct de luarea deciziei in privinta terapiei specifice
a bolnavilor cu AA, a fost faptul ca din 13 bolnavi cu manifestari active bacteriene si
mictoce la momentul administrarii ATG/ATL la 9 din ei s-a rezolvat problema infectiei prin
terapie antimicrobiand adecvata asociatd cu G-CSF. Doi copii, fara raspuns la terapia
imunosupresivd si cu factori de crestere, au decedat de infectiec mixtd — micotica si
bacteriand, In pofida unui tratament foarte intensiv §i voluminos cu antibacteriene,
antifungice, ATGAM si G-CSF.
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Fig. 8. Supravietuirea acturiala in functie de receptivitatea la terapia CsA+ATG/ALG+G-CSF

Examenul cariotipului celular al miduvei osoase la bolnavii intrati in
remisiune. Sunt bine cunoscute efectele factorilor de crestere prin capacitatea lor de a
accelera evolutia sindromului mielodisplastic si a leucemiilor mieloide la bolnavii cu AA.
Pentru depistarea aberatiilor cromozomiale posibil cauzate de administrarea factorilor de
crestere, am studiat 8 cazuri de AA in perioada de remisiune deplind, dupa terapia
imunosupresiva, suplimentatd cu G-CSF. Cercetarea rezultatelor studiului a determinat ca
din 8 bolnavi cu AA 1n remisiune ce administrau in continuare CsA si G-CSF, anomalie
cariotipicd clonald au prezentat 2 copii, dar calitativ aceastd anomalie (inversia
cromozomului 2) nu caracterizeaza SMD, care s-ar putea forma pe fondalul terapiei cu G-
CSF (pentru sindromul mielodisplastic, format pe fondalul terapiei cu factori de crestere
este caracteristicd evolutia clonilor cu monosomia 7 si, mai rar, cu trisomia 21). De
mentionat, cd la acesti doi pacienti nu au fost depistate semne de displazie, care radical s-ar
deosebi de tabloul de restabilire a maduvei osoase la ceilalti bolnavi cu AA.

Factorii de prognozare a raspunsului pozitiv la tratamentul cu
CsA+ATG/ALG+G-CSF. Rezultatele cercetarilor confirmd faptul cd numarul de
granulocite §i trombocite se difera statistic important in grupele bolnavilor cu receptivitate
pozitivd si negativa la tratamentul efectuat. Acest fenomen repetad datele analogice in
grupele examinate anterior. Diferenta autenticd In acest grup pentru celularitatea maduvei
osoase este clard — pastrarea platzdarmului hematopoietic benefic determind recuperarea
hematopoezei la acesti bolnavi. Termenul de administrare a preparatelor antilimfocitare
3,6£1,1 si 0,840,3 in acest grup de bolnavi relateaza un eveniment incert — cu cat mai rapid
sunt administrate remediile medicamentoase, cu atit este mai proastd receptivitatea acestui
gen de terapie.

Descoperirea importantei numarului de granulocite §i trombocite pentru evolutia
favorabild a AA practic in toate grupele de bolnavi cu diferite programe de terapie —
hormoni+splenectomie, ciclosporina A, ciclosporina A+ATG/ALG+G-CSF ne-a determinat
sd propunem acest parametru in valoarea de criteriu al prognozei raspunsului pozitiv la
terapia administratd. Mai mult ca atat, se impune a practica o analizd minutioasa a tuturor
acestor factori, dar in special a celor evidentiati ca fiind cei mai sugestivi — numarul de



granulocite, trombocite, celularitatea maduvei ososase, care ar putea anticipa probabilitatea
de supravietuire a acestor bolnavi. Rezultatele analizei posibilei influiente exercitate de
diferiti factori asupra evolutiei curative In anemiile aplastice sunt prezentate in tabelul 7.
Tabelul 7
Factorii de prognozare a raspunsului hematologic sub medicatie cu
CsA+ATG/ALG+G-CSF

Factorii considerati Raspuns pozitiv Raspuns negativ Criterii de
la tratament la tratament certitudine
M+m M=Em
Varsta, (ani) 8,8£1,3 7,7£2,9 p> 0,05
Hemoglobina, g/l 68,4+3,9 70,0 £4,0 p> 0,05
Leucocitele, 1-10%/1 1,9+0,3 1,4+0,5 p> 0,05
Granulocitele,1-10%/1 0,3+0,08 0,04 + 0,02 p < 0,001
Limfocitele,1-10°/1 1,640,15 1,440,8 p> 0,05
Trombocitele, 1-10%/1 19,1+1,9 9,2+1,3 p< 0,05
Celularitatea m / osoase, % 39,7+4,0 19,7+ 3,8 p< 0,01
Celularitatea trepanului, % 82+1,3 5,5+4,5 p> 0,05
Intervalul diagnostic-tratament cu CsA (luni) 2,3+0,9 0,8+0,3 p> 0,05
Intervalul diagnostic-tratament cu ATG/ALG 3,6+1,1 0,8+0,3 p< 0,01
(luni)
Intervalul diagnostic- tratament G-CSF (luni) 35+1,0 2,0+£0,4 p> 0,05
[CsA], ng/ml 1843 +12,9 190,1 £ 13,4 p> 0,05
Doza ATG, mg/kg 1582+ 1,8 160,0 £ 12,1 p> 0,05
Doza ALG, mg/kg 52,0+3,7 51,5£2,6 p> 0,05
Doza G-CSF, mg/kg 10,1 £0,2 85+1,5 p> 0,05

Semnificatie prognostica o au indicii de laborator — supravietuirea bolnavilor poate
fi preconizata in 83,3% cazuri, decesul bolnavilor poate fi pronosticat in 100% cazuri.
Suplimentarea acestui sistem cu parametrii de varstd al copiilor, formele maladiei, reduc
ceva marimea nominala a indicilor, dar valoarea lor semnificativd rimane la un pret clinic
incontestabil - la ~ 2/3 din pacienti se poate de preconizat supravietuirea si la 3/4 poate fi
presupusi evolutia nefavorabild a maladiei. In date obiective acesti parametri sunt prezentati
in tabelul 8.

Tabelul 8
Parametrii totali de evaluare a evolutiei anemiei aplastice la copii
Indicii considerati Pacientii vii Bolnavii decedati
9,4+0,32 9,1£0,39
Vaérsta
moderata 21 8
Forma maladiei grava 44 46
severa 32 40
Granulocite,1-10°/1 0,4+0,03 0,3+0,02, p < 0,05
Trombocite,1-10%/1 18,0£1,9 11,8+1,5,p < 0,05
Seria rogie a maduvei osoase 15,3+1,3 15,1£1,3,p> 0,05
Seria mieloida 21,0+1,5 20,3+1,7,p > 0,05




Seria limfoida 59,842,3 58,1£2,7,p > 0,05
Celularitatea trepanului 11,4+1,0 10,1£0,9,p > 0,05
Tesutul adipos medular 87,1+1,3 89,6+0,9,p > 0,05
Prognosticul 60,34% 76,3%

Examenul analitic al complicatiilor si cauzelor de mortalitate printre copiii
cu anemie aplastica

Printre cele mai importante si mai temute fenomene din suita clinicd a anemiei
aplastice sunt cele infectioase. In studiul nostru manifestau semne infectioase chiar in etapa
de debut a AA 64,4% din totalul copiilor investigati. De altfel letalitatea precoce in anemia
aplastica este in mare masura definitd nu doar si nu atat de epuizarea sistemului hemopoetic,
ci in special de agresivitatea si asocierea atacului bacterian, fungic si viral. Astfel ca
algoritmul contemporan al terapiei antibacteriene prevede operarea prin remedii
antibacteriene si antifungice de performanta, care fiind echilibrate cu volumul si calitatea de
substituenti esentiali ai sangelui (masa eritrocitard, concentratul de trombocite) in mare
masurd previn letalitatea ,honobligatorie” prin evenimente posthemoragice si
postinfectioase.

Examinénd evolutia celor 64 de pacienti cu AA decedati, am dedus urmatoarea
structurd de cauzalitate a mortalitatii — figura 9.
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Fig. 9. Cauzele decesului la bolnavii cu anemie aplastica

Formal distributia cauzelor de deces se poate prezenta prin raportul infectii/
hemoragii — 10:1, care in general reflecta calitatea terapiei de substitutie in raport cu
cauza a decesului copiilor cu AA este infectia si pe primul loc se situeaza infectia
bacteriana. Un fenomen deosebit in acest context il prezinta aspergiloza, care in cazul nostru
a fost atestatd la 11 din 12 bolnavi decedati prin acesta infectie; gravitatea maladiei a fost
una de limitd — toti parametrii hematologici reflectau gradul III de severitate a AA. Organele
mai frecvent afectate au fost: plamanii §i pleura — la 10 (83,3%) copii; leziuni ale pielii si
mucoaselor — aveau 5 (41,7%); hepatice — la 3 (25%); creierul era atacat la 2 (16,7%);
intestinele si omentul — la 2 (16,7%); miocardul — la 2 (16,7%); oasele — la 2 (16,7%). De
mentionat, ca la 4 (33%) decedati aspergiloza fusese prima infectie ce a complicat evolutia
anemiei aplastice, la 1 bolnav aspergiloza a fost chiar prima manifestare a bolii.



Particularititile de evolutie a aspergilozei invazive in acest grup de bolnavi sunt
cele traduse de o bogata si variatd gama de manifestari clinice, care ridica destule dificultati
de interpretare. Cel mai frecvent simptom este febra persistentd pe o duratd de pana la
cateva saptamani, care a fost inregistratd la toti bolnavii. Simptomele pulmonare s-au
manifestat la 83% de bolnavi: morfologia afectarii plamanilor varia de la aspergiloza miliara
pana la pneumonii necrotizante polisegmentare si lobare. Leziunile cerebrale se manifestau
clinic prin fenomene ischemice locale sau prin simptome generale ce denotd hemoragiile
intracraniene.

O situatie deosebita §i care necesitd o atentie maxima ar fi frecenta aspergilozei ca
prima manifestare infectioasa la acesti copii (4 din 12 — 33%), deaceea sugeram necesitatea
de a include infectia prin Aspergillus in cercul variantelor de diferentiere diagnosticd a
anemiei aplastice cu febrd refractard pentru adminsitrarea precoce a terapiei empirice
adaptate.

Rezultatele tratamentului aspergilozei in cazul nostru au fost absolut dezolante —
toti 12 bolnavi cu forma sistemica a infectiei au decedat.

CAPITOLUL REZUMATIV

La acest ultim compartiment de totalizare a marelui volum de investigatii curente,
de observatii retrospective a rezultatelor de curatie, de analiza asupra materialelor clinico-
evolutive in ritmul unui studiu dinamic de duratd s-au examinat §i analizat profund
informatiile acumulate si s-au trasat cu multd claritate principiile de suport ale
managementului complex al anemiilor aplastice la varsta de copil, punctand pas cu pas
tactica de abord a diferitor variante si forme evolutive in functie de o serie de caractere si
criterii morfofunctionale. Unele dintre principiile delimitate sunt argumentate de valoare si
utilitate pentru implementare curenti in practica serviciilor de hematologie, dar in ansamblu
sugestiile si elabordrile novatorii se incadreaza in definitia unui program de asistenta
complexa si adecvata subtil pentru fiecare din, spre fericire, putinele cazuri de anemii
aplstice ce survin la etapa copildriei.

CONCLUZII

1. Complexul de terapie cu hormoni glucocorticoizi, fara interventia de splenectomie, este
de eficientd modestd, in schimb splenectomia practicatd in continuarea efortului de
recuperare a AA determind in mare masura evolutia maladiei: astfel doar sub tratament
cu hormoni au supravietuit doar 4 din 27 pacienti (14,8%), de vreme ce interventia de
exerezd majoreazd substantial acest indice - succesul curativ ajuns sa fie de 35,7%.

2. Monoterapia cu ciclosporina A ca medicatie imunosupresiva defineste efect curativ de
ansamblu de 48,5% , rezultatul curativ fiind cel mai pregnant totusi in formele de
expresie moderata - 81,3% de remisiuni §i sanse de supravietuire la 5 ani de 80,2%.

3. Cea mai frecventd complicatie ce amenintd evolutia bolnavilor tratati cu ciclosporind A
si care impune anularea preparatului este reactia de rdaspuns nefrotoxic, stabilitd la
33,5% din cazurile astfel asistate, dar acest efect fiind dependent de doza administrata a
putut fi minimizat coborand titrul seric al CsA sub limita 100 ng/ml.



10.

Eficienta tratamentelor ce combind CsA+ATG/ALG este definitdi de severitatea
maladiei, dar se asigurd un raspuns terapeutic mai calitativ si de duratd - 59,8% din
cazuri, supravietuirea la 5 ani in acest grup curativ fiind de 79,2%.

Eficienta terapiei imunosupresive in sindromul anemie aplastica/hemoglobinurie
paroxisticd nocturna, care se manifestd cu semne clinice potente de hemoliza si
tromboza, este cel putin incerta, iar in cazul copiilor asistati de noi am dedus ca acesta
este rezistent la terapie, inclusiv cu remedii performante.

Tratamentul imunosupresiv combinat, suplimentat cu factori de crestere -
CsA+ATG/ALG+G-CSF a demonstrat pe exemplul celor 29 copii asistati prin aceasta
formula ci este de eficientd remarcabild, 27 din acesti bolnavi intrand in remisiune
clinico-hematologica si constituind astfel un efect curativ de 93,1% comparativ cu cele
58,9%, 48,5% si, respectiv, 25,5% ale programelor CsA+ATG/ALG, monoterapie cu
CsA si, respectiv, pentru tratamentele cu hormoni completate cu splenectomie.
Numaérul de granulocite si cel de trombocite s-au determinat pentru copiii din toate
loturile observate in studiu ca fiind niste indicii foarte sugestive ale viitoarei
receptivitati la tratamentele aplicate, deaceea acest parametru cantitativ se poate utiliza
in calitatea de criteriu al prognozei evolutive la bolnavii cu AA.

Infectiile bacteriene si fungice nu contraindica administrarea precoce a monoterapiei cu
CsA i a tratamentelor imunosupresive combinate - In conditiile unei terapii
antibacteriene adecvate si lipsind alte dereglari ale functiilor vitale majoritatea copiilor
au supravietuit timp de o luna, iar fenomenele infectioase au fost complet anulate astfel
ca copiii au primit posibilitatea de efectuare a terapiei corespunzitoare si majoritatea
din ei au intrat in remisiune hematologica.

Aspergiloza pulmonara a determinat decesul a 12 copii cu AA severe din toti cei cu
evolutie nefavorabild, iar terapia de fortd cu Amfotericind ca preparat standard indicat
in asemenea conditii nu a reusit efect la nici unul din cei 8 copii asistati in regim de
terapie antifungica si tratament de ,,suport” agresiv.

Analiza discriminatorie asupra factorilor ce definesc evolutia maladiei si rezultatul final
al anemiilor aplastice a dedus valoarea indiscutabila a unor evenimente ca sindromul
hemoragic, impactul infectiilor suprapuse precum si a unor indicii hematologice, dintre
care de prima valoare sunt proportia numericéd a granulocitelor si trombocitelor, care in
cazul bolnavilor avuti In observare subcurativa au prognozat supravietuirea in 83,3% si
au prezis decesul cu certitudine de 100%.

RECOMANDARI PRACTICE

Diagnosticul anemiei aplastice la copii se cere confirmat sau respins in termeni cat mai
scurti de la momentul evolutiei complexului simptomatologic al pancitopeniei, deoarece
intervalul de la aparitia simptoamelor si pana la derularea tratamentului este critic
pentru orisicare program de terapie. Pentru confirmarea diagnosticului sunt necesare
urmatoarele investigatii: examenul clinic pentru excluderea sindroamelor congenitale de
insuficientd a maduvei osoase; analizele de serie a sangelui periferic cu aprecierea
reticulocitelor; mielograma din 3 puncte anatomice; trepanobiopsia maduvei osoase;
proba cu diepoxibutan. Celelalte probe de laborator trebuie sa fie interpretate ca
facultative si ele nu pot sa influenteze strategia tratamentului.



2. Terapia cu hormoni glucocorticoizi practic este ineficientd. Splenectomia determina
evolutia anemiei aplastice de forma moderatd si grava si poate fi efectuatd dupa
indicatii vitale in termenii cei mai scurti sau pe parcursul maladiei cu scop curativ
eficient.

3. Eficienta Ciclosporinei A este maximala in formele moderate ale AA si poate fi utilizata
in forma de monoterapie. Doza initiald a CsA — 5 mg/kg/24 ore. Nivelul recomandat al
CsA in sangele integru este de 120-250 ng/ml. Durata curei de terapie cu CsA trebuie sa
fie nu mai putin de 1 an de zile §i nu mai putin de 3 luni dupa raspunsul hematologic.
Excluderea din terapie a CsA trebuie sa fie lenta: la fiecare 2 sdptamani se reduc a cate
10% din doza preparatului. La reducerea indicilor sangelui periferic se recomanda
restabilirea dozei terapeutice a preparatului pe termen de 3 luni cu incercarea ulterioara
de reducere treptatd a remediului. Nu se recomandd administrarea concomitenta a CsA
cu alte preparate nefrotoxice (aminoglicozide, vancomicina, g.a.).

4. Terapia imunosupresiva combinata (ciclosporina A+globuline antitimocitare/antilimfo-
citare) este argumentatd in formele grave si severe ale maladiei. Preparatele
recomandate ca prima linie de terapie sunt globulinele antitimocitare de cai livrate de
firmele ,,Pharmacia Upjohn” (USA) si “Pasteur Merieux” (Franta), corespunzator
“ATGAM?” si “Lymphoglobuline”. Doza de cura ,,ATGAM” se recomanda 160 mg/kg,
pentru “Lymphoglobuline” — 50 mg/kg. Durata curei de tratament — 4 zile.

5. Factorul de crestere (G-CSF) ,,Granocit” livrat de firma Rhone-Poulenc Rorer sau
,,Neipogen” — Hoffmann la Roche se recomanda bolnavilor cu numarul de granulocite <
0,5-10%/1 in doza initiald de 10 pg/kg/24 ore cu durata minimali de 6 sptimani.
Prezenta infectiilor bacteriene si micotice nu este contraindicatie pentru administrarea
ATG, dar atunci concomitent terapiei antimicrobiene adecvate se indica factorii de
crestere. Reducerea dozei de G-CSF se efectuaza dupa majorarea granulocitelor >
5,0-10%1. La pastrarea acestui nivel mai mult de 1 siptiméana doza preparatului se
reduce la 5 ng/kg/24 ore. Ulterior doza se reduce treptat cu pastrarea nivelului de
granulocite la 5,0-10%/1.

6. Conduita curativa in curatia copiilor cu anemie aplastica este determinata de aprecierea
receptivitatii la tratamentul efectuat, estimarea raspunsului pozitiv la terapie si a
evaluarii prognostice a maladiei.
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SUMMARY
MODERN PRINCIPLES OF TREATMENT OF CHILDREN'S
APLASTIC ANAEMIA

The carried out research let us evaluate and introduce four programs of therapy of
children’s aplastic anaemia (AA). 191 patients were classified into groups according to the
criteria Camitta, based on gravity of hemodepression (the decrease of number of
granulocytes, platelet, reticulocytes), so, these were groups with light, grave and
severe AA.

The hormone glucocorticoid and splenectomy therapy , used in the treatment of
55 patients (splenectomy was used in 28 cases), ended with the worst results from all the
groups of patients - 14 children (25,5 %). The actuarial five-year survival rate of these patients
was 23,4+5,9%.

Cyclosporine A (CsA) monotherapy was used in the treatment of 68 patients. The
therapeutic effect in this group of patients was recorded in 33 cases (48,5%), the best index
was attained at moderate forms of AA-47,1 % at grave form and 81,3 % at light form of AA.
The actuarial five-year survival rate of these patients was 49,9+6,7%. The determination of the
concentration of medication in blood plasma let us not only maintain the normal level of CsA,
but prevent such undesirable effect of the medication as toxicity and “cyclosporine
dependence”.

The combination of CsA with antithymocyte/antilymphocyte globulin let us achieve
the remission of disease in many patients (58,9%) and guarantee more high-quality and
prolonged positive response to the therapy. The use of antilymphocyte globulin as the second
line of therapy points at different mechanisms of the effect of these medications, and this fact
determines the necessity of their simultaneous use.

The greatest effect was achieved in case of the use of the combined
immunosuppressive therapy in conjunction with factors, stimulating the growth of colonies - the
effectiveness of this type of therapy was fixed in 93,1 % of cases at children with AA. The
actuarial five-year survival rate of these patients was 93,1%.

One of the most important aspects of the research is the analysis of infectious therapy of
children with AA and its influence on the choice of one or another scheme of
immunosuppressive therapy. The obtained results prove the early prescription of CsA and
combined immunosuppressive therapy in conditions of corresponding antibacterial therapy,
and the use of factors, stimulating the growth of colonies, “conditions” the hematopoietic cells
predecessors and provides early granulocyte response.

The statistic analysis with the purpose of revelation of the factors, determining the
course and prognosis of the disease, is carried out in this work. The data, received in all
examined groups of patients, determine the significance of the phenomenon of positive response
to the therapy and preservation of the base of hematopoiesis, presented by the preservation of the
number of granulocytes and platelet for the positive course of the disease.

The discriminate analysis of basic factors of AA let us determine with high level of
reliability the forecasting significance of these factors for the prognosis of the disease - the
probability of survival can be forecast in 83,3% of cases; the lethal outcome - with 100%
exactness.



PE3IOME
COBPEMEHHDBIE T[IPHUHLUIIBI JIEYEHUA
AITVIACTUYECKHX AHEMUU Y JETEH

ITpoBenénHoe uccnenoBaHue MO3BOJIIIO OLIEHUTH U BHEJPUTH 4 MPOrpaMMbl TEpariu
aIUIacTHYeCKnX aHeMuid y jereid. 191 OosbHBIX OBUIM pacmlpesiesieHbl [0 TpyNaMm B
COOTBeTCTBHU ¢ KpuTepusiMu Camitta, HCXOAS U3 TSDKECTH T'eMOJETpecHH (CHUKEHHUE
KOJIMYECTBA TPaHYJIOLUTOB, TPOMOOIMTOB, PETUKYJIOIUTOB), M COCTABHIIM TPYIIIHI C JIETKOH,
TSDKEITON M CBEPXTSDKETION ariacTHIeckor aHemueit (AA).

I'opMoHabHas Tepanysi TITIOKOKOPTUKOUIAMH | CINIEH3KTOMHUEH, MCIIOJIb30BaHHAS Y
55 GoyBbHBIX (CIUICHIKTOMHS MpOBEIeHA Yy 28 MalMeHTOB), 3aBEPIINIIACh HAMXYIAIIHMH
pe3ysbTaTaMi J€UEHUs M3 BceX rpynn OonpHbIX -14 gereit (25,5%). AxrypuanbHas
BBDKHBAEMOCTb, paCUMTaHHAs HA 5 JIET, y 3TUX OOJIBHBIX cocTaBmia 23,4+5,9%.

[MuxnocopuH A B Busie MOHOTEpANMU ObUT MCIOIB30BAH KaK MpOrpamMMa JICUeHHs Y
68 mnamuentoB. JleueOHbIt 3¢d)(dekr B 3TOH rpymme OOJNBHBIX 3aperucTpUpoBaH y 33
(48,5%), nyuimii nokasaresnb JIOCTUTHYT TP yMepeHHbIX (popmax AA - 47,1% npu Tsok€noit
tdopme u 81,3% npu siérkoit popme AA. AKTypraiibHas BBDKHUBAEMOCTh, PACCUMTAHHAS Ha 5 JIeT
B 3TOH Tpymme 0oibHBIX cocTaBmia 49,9+6,7%. OnpeneneHre KOHIEHTPALMK IMpenapaTa B
IUIa3ME KPOBH TO3BOJIMIIO HE TONBKO MOAJEPKHUBATh ONTUMANBHBIA ypoBeHb CsA, HO U
NpEIyNpeXxaaTh Takue HexenarenbHble A(QekTsl mpermapata Kak TOKCHYHOCTD |
«UHMKIIOCIIOPHHOBAHAS! 3aBUCHMOCTBY.

CoueranHOE MIpUMEHEHNE CsA c AHTUTHUMOIIUTAPHBIMHA
/aHTUIUM(OLMUTAPHEIMU  DIIOOYJIMHAMU TO3BOJIWIO JOCTHYb PEMHCCHH Y OOJBILEro
KommyecTBa OombHBIX (58,9%) u obecrieumBaTh OoJiee KAa4eCTBEHHBI W UTUTEIBHBINA
TIOJIOXKUTENIBHBIA OTBET Ha NPOBOMMMYIO Tepamuo. lcrons3oBaHue aHTHIMMQOLUTAPHBIX
IJ00YJIMHOB B Ka4yecTBE BTOPOHM JIMHMM TEpaliM YKa3blBaeT Ha pa3lIMuHbIe MEXaHU3MBI
JICUCTBUSL ATUX IIPenaparoB, 4To OOYCJIaBIMBaeT HEOOXOAMMOCTh HMX OJHOBPEMEHHOTO
MPUMEHEHMSI.

HamBpIciiero ycrexa JOCTHITIO coueTaHWe KOMOMHHPOBAHHOH MMYHOCYHPECHBHOW
Tepanuy C KOJOHMECTUMYJIMPYIOIMMH (hakTopamu - 3(QEeKTUBHOCTh 3TOrO BHIA TEPalHH
Obl1a onenena B 93,1% neteit ¢ AA. AKTypHalibHas 5-I€THAS pacdéTHAsI BBDKHBAEMOCTb
IS 5THIX JIeTel coctaBuia 93,14+4,7%.

HemanoBaxHBIN aceKT MCCICAOBAHMS COCTABIII aHAIN3 TEPalny HHQEKIMOHHBIX
OCJIO’KHEHHH Y JIeTell ¢ aIuIacTHUeckor aHeMUeH 1 e€ BIMSHUE Ha BRIOODP TOM MM MHON CXEMBI
UMyHOCynpecuBHOH Tepanuu. IlomydeHHBIE pe3yJbTaThl OOOCHOBBIBAIOT paHHEE
HazHayeHne CSA W KOMOMHMPOBAaHHOM MMYHOCYNPECHBHOW Tepamud B YCIOBHUAX
COOTBETCTBYIONIEr0 aHTHOAKTEPUATIBHOIO JICYCHHS, a WCIIONB30BaHUE KOJIOHHECTUMYJIH-
pymx (akTOpOB «KOHIMLIMOHUPYIOT» T'eMOIOITHYECKHE KIETKH IPEeIILIECTBEHHUKH U
00€eCreurBalOT PaHHHUH IPaHyJIOLUTAPHBIN OTBET.

B pabore mnpoBOIUTCS CTATUCTUYECKWI aHalIM3 C LENbI0 BBISBICHUS
(hakTOpOB, ONpENENAIONNX TeUYeHHWEe M INPOTrHO3 3abosieBaHus. IlomydyeHHBIE BO BCeX
WCCIICZIOBAHHBIX  TIpymImax OOJBbHBIX J@HHBIE OINpPEIEIAIOT 3HadeHHe (eHOMEHa
MOJIOKUTENIBHOTO  OTBETa Ha JICUEHWE W COXPaHEHWs IUTAIiapMa KpOBETBOPEHMS,
BBIPKABIIErOCsl B COXPAaHEHUE YKCNIA TPAaHyJIOHUTOB M TPOMOOLUTOB ISl TIOJIOKHTEIBHOTO
TEUEHHUs 3a00ICBaHNSL.



JIMCKpUMUHAHTHBIN aHaIN3 OCHOBHBIX (akTOpOoB AA MO3BOJMI C BBICOKOH
CTETICHBIO IOCTOBEPHOCTH ONPEACIUTh IIPOTHOCTHYECKOE 3HAYEHHWE ATUX (AKTOPOB s
MPOrHO3a 3a00JICBAHUS - BBDKHBACMOCTh OOJIBHBIX MOXKET OBITh MPOrHO3upoBaHa B 83,3%
CITy4aeB, JeTaIbHBIN UCX0[ - co 100%-HOM TOUHOCTBIO.



