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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate

Liga Internationala a Asociatiilor pentru Reumatologie/International League of
Associations for Rheumatology (ILAR) defineste artrita juvenild idiopatica (AJI) ca un grup
heterogen de boli, caracterizate prin artrita de origine necunoscutd, cu debut pana la varsta de 16
ani [1-6].

In prezent, AJI este cea mai frecventd boald reumatici raportati la copiii din lumea
occidentala. Incidenta si prevalenta variaza intre 1,6 si 23 de cazuri noi la 100 000 de copii si de la
3,8 pana la 400 de cazuri la 100 000 de copii, in functie de zonele geografice [5,7,8]. Frecventele
diferitelor subtipuri reprezinta 50% - 60% pentru oligoartrita, 11% - 28% pentru poliartrita factor
reumatoid (FR) negativa, 2% - 7% pentru poliartrita FR pozitiva, 10% - 20% pentru artrita sistemica,
2% - 15% pentru artrita psoriazica, 1% - 7% pentru artrita asociata cu entezita [7,8].

Copiii cu artritd juvenild idiopaticd urmeaza tratament si sunt monitorizati pe intreg
parcursul vietii [9]. Aceasta maladie cronica are geneza neclara si, in pofida noilor descoperiri in
patogeneza bolii, evolutia sa rimane a fi imprevizibila. In ultimul deceniu, au fost cercetate mai
multe verigi moleculare si genetice, care pot pune fundamentele unui model de predictie a
succesului terapeutic si remisiunii de duratd a maladiei [1,2].

Schimbarile la nivelul sistemului osteoarticular si imun, in conditiile de activitate inaltd a
bolii, cauzeaza aparitia sechelelor si dezabilitatii copilului in procesul sau de crestere [10]. AJI, cu
debut la orice varsta si de orice tip, produce consecinte asupra statutului fizic si psthoemotional
atat al copilului, cat si al familiei. Totodatd, in functie de gradul de dezabilitate confirmat,
tratamentul maladiei implica costuri aditionale pentru ingrijiri si integrare sociald [3].

In Republica Moldova (RM), Programul National pe Boli Rare, in care este inclusi si artrita
juvenild idiopatica, este adoptat prin Hotararea Guvernului nr. 387/2023 si prevede angajamentul
Guvernului pentru anii 2024-2028 de imbunatatire a calitatii vietii si gradului de autonomie a
persoanelor afectate de boli rare din RM prin acces echitabil la diagnostic precoce, tratamente de
calitate si servicii de reabilitare [11]. Necesitatea includerii patologiei reumatice in grupul bolilor
rare este indispensabild pentru orientarea eficientd a resurselor necesare pentru ameliorarea
calitatii vietii copiilor afectati de aceasta maladie, in situatia in care se atestd o crestere a incidentei
maladiei [8]. In acest context, este creat Registrul National al pacientilor cu toate formele de artriti
juvenila idiopatica, ceea ce permite generarea datelor necesare pentru luarea deciziilor informate.

Atentia acordata la nivel national, dar si global, confirma ca AJI este o problema medicala
si sociald importanta. Astfel, devine evidentd necesitatea de consolidare a eforturilor in domeniul
terapeutic in AJI, de implementare de algoritmi de tratament individualizat, pentru a reduce

procesul morbid asupra populatiei tinere, cu efect de durata asupra intregii societati.
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Descrierea situatiei si identificarea problemelor in domeniul de cercetare

Actualmente, existd mai multi agenti farmacologici, care contribuie la stoparea progresiei
maladiei si induc remisiunea la pacientii cu AJI. Noile terapii sunt parte a conceptului ,, Treat-to-
Target”, care constd in inhibitia cailor citokinice importante, responsabile pentru patofiziologia
formelor de AJI [12-14]. Aceste mecanisme sporesc succesul recuperarii leziunilor
musculoscheletale, dar si psihologice si de integrare sociala a pacientilor cu AJI.

La debutul si pe parcursul fazei acute a artritei juvenile idiopatice, functiile locomotorii si
psiho-somatice asociate sunt compromise. Odata cu initierea tratamentului de fond etapizat, aceste
functii se recupereaza partial, dupa care pacientii cu dificultate accepta administrarea continua a
acestor preparate. Ca urmare, pacientii revin la unitatea de reumatologie pentru a asocia sau
escalada tratamentul spre treapta urmatoare, in timp, calitatea vietii se reduce, unii copii raman
invalidizati si necesita ingrijire si atentie zilnica. Treapta terapeutica consecutiva reprezinta in sine
introducerea medicatiei antiinflamatoare steroidiene, care poarta si ea un caracter dual, pe de o
parte amelioreaza manifestarile sistemice, iar pe de alta parte induce reactiile secundare pe termen
lung [15]. Recuperarea functiei musculoscheletale depinde de gradul de activitate a bolii, de forma
maladiei si de complianta terapeutica a pacientului.

Tratamentul in AJI poate fi considerat drept un proces complex, din perspectiva interventiei
medicale, fiziokinetice, psihologice, sociale si educationale, de aceea este necesar sa fie
personalizate, pentru a obtine remisiunea bolii.

Managementul artritei juvenile idiopatice In faza acuta a bolii este decisiva pentru a stopa
progresarea inflamatiei. Determinarea criteriilor de incepere si monitorizare a unui tratament de
fond este relevanta pentru planificarea si motivarea compliantei pacientului si a familiei.

In prezent, au fost obtinute progrese semnificative in ce priveste identificarea
mecanismelor, care au impact asupra demararii remisiunii bolii si restabilirii functiilor locomotorii
in AJI. Este vorba de cdile biomoleculare si susceptibilitatea genetica, care sunt factorii tinta
implicati in faza acutd a maladiei.

Termenul de ,,susceptibilitate geneticd” se refera la modificarile structurale in cadrul
genomului, ce au avut loc in-vivo de-a lungul timpului formarii copilului ca raspuns la factorii
interni si externi. Susceptibilitatea presupune ca structura anumitei gene influenteaza functia
proteinei, pe care aceasta o codifica si exprima fenotipic caracterul pozitiv sau negativ asupra unei
stari sau actiuni. Pentru AJI, aceastd susceptibilitate favorizeaza capacitatea de a modela o
selectare individuald a medicatiei pentru a urma conceptul ,,Treat-to-Target” [16]. Variatiile
genetice ar favoriza explicarea unor fenomene de intoleranta in recuperarea pacientilor cu AJI. in
prezent, variantele polimorfe ale genelor ce codifica proteinele implicate in lanturile metabolice

pot fi considerate potentiali markeri de prognostic al non-responderilor la terapia fond in AJI [16].
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O gama larga de gene sunt responsabile de raspunsul la terapia cu glucocorticosteroizi,
metotrexat si cea biologica. Astfel, metilentetrahidrofolat reductaza (MTHFR), fiind parte
componentd in ciclul metabolic al folatilor, este implicatd i1n modularea raspunsului la terapia
initiala de fond cu metotrexat [17-19].

MTHFR este bine cunoscuta ca gena trombofiliei, fiind implicatd in producerea unor
rezultate nefavorabile ale sarcinii [20-22], in riscul cardiovascular cercetat preponderent la adulti
[23,24], si, nu in ultimul rand, in patologia neuropsihiatrica [25]. Mai mult, existd dovezi limitate
precum ca MTHFR este un factor de risc matern pentru anomaliile cromozomiale la fat [26].
MTHFR nu este afectatd Tn mod direct de catre MTX, dar prezintd urmatoarea verigd de disfunctie
a ciclului folatilor, dupa legarea MTX de dihidrofolat reductaza. Intr-adevir, variantele polimorfe
la nivelul genei acestei enzime sporesc riscul de abolire a sintezei proteice si cresc nivelul seric de
homocisteina [27].

Nivelul plasmatic de homocisteina este determinat de echilibrul dintre reactiile care produc
acest compus si cele care il elimina. Majoritatea studiilor, efectuate pentru a examina reglarea
nivelurilor de homocisteind, au subliniat factorii care indeparteaza aceasta moleculd. Remetilarea
homocisteinei, dependenta de folati, are loc in Intregul corp, dar cel mai important in ficat. Knockout-
ul murin al MTHFR, care produce 5-metil-THF necesar remetilarii homocisteinei, are ca rezultat
homocisteinemia/-uria (cresterea patologica a homocisteinei in sange si urind), cu moarte postnatala
precoce si defecte in dezvoltarea creierului [28]. Hiperhomocisteinemia este, de asemenea, un factor
de risc pentru boli vasculare, boli neurodegenerative si alte afectiuni clinice. Suplimentele cu
vitamina B sunt eficiente In scdderea concentratiei de homocisteind din sange, dar exista
incertitudine daca astfel de suplimente reduc riscul de boli vasculare, declin cognitiv legat de varsta
sau boala Alzheimer [29].

Variantele polimorfe ale genei MTHFR reprezintda SNP-uri, care ar putea influenta
capacitatea celulara de stocare si metabolizare a unor medicamente si, prin urmare, rezultatul
tratamentului [17,30,31].

Varianta r1s1801133 a genei MTHFR a fost raportatd ca variantd comund de
termoinstabilitate enzimaticd, care sporeste riscul de toxicitate la metotrexat cu peste 30%.
Asocierea variantei rs1801131 a aceleiasi gene, face ca toxicitatea sa sporeascd cu peste 60% la
pacientii cu AJI [27,32,33]. Aceste polimorfisme sunt prezente destul de eterogen printre populatia
diferitor state si continente, cu o ratd de homozigozitate dupa alela patologica la peste 20% din
populatia mexicana [34,35].

in Republica Moldova, MTHFR reprezinti una din genele a carei variante alelice sunt

studiate in cadrul maladiilor, cum ar fi distrofia musculara Duchenne si pierderile de sarcina [36].
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Anterior, evaluarea reducerii activitdtii bolii era efectuata doar in rezultatul examenului clinic.
Insa, pe parcursul introducerii tratamentelor inovatoare, au fost elaborate si validate teste, care pot
furniza informatii specifice despre pacientii cu AJI. Un exemplu ar fi mésurarea scorului de activitate
a bolii In baza aprecierii numarului de articulatii dolore si tumefiate, aprecierii bolii dupa scara vizuald
analogd a durerii de catre pacient si includerea unui parametru de laborator, care sa estimeze gradul de
inflamatie sistemica, acesta reprezentand viteza de sedimentare a hematiilor si/sau proteina C reactiva
[37].

Elaborarea recentd a unor noi scoruri, cu explorarea neinvaziva, caracteristica artritei
juvenile idiopatice, prezinta similitudini de apreciere cantitativa a articulatiilor activ implicate la
copiii bolnavi, dar si permite medicului sd se expuna prin evaluarea globala a bolii prin apreciere
vizuald analoga [38,39]. O altd metoda de apreciere a rezultatului terapeutic, elaborata de catre
Colegiul American de Reumatologie, include studierea ameliordrii a 6 parametri functionali si de
laborator. La moment, aceasta este considerata cea mai obiectiva pentru trialurile clinice [39—41].

Tratamentul de fond cu MTX in AJI poate esua din cauza aparitiei efectelor secundare
toxice, exprimate atat clinic, cat si subclinic. A fost propus un scor cu rezultat calitativ pentru a
prezice toxicitatea gastrointestinald la administrarea de MTX. Acest scor este un instrument util
pentru studierea raspunsului negativ la copiii si la adultii cu artritd reumatoida, care administreaza
MTX. Scorul de severitate a intolerantei la metotrexat indica simptomele anticipatorii, post-
administrare si cele comportamentale, astfel, este, fard indoiald, una dintre cele mai accesibile
tehnici neinvazive de cercetare a toxicitatii si compliantei pacientilor [42,43].

Metodele moderne, care prin modul sdu neinvaziv, pot aprecia gradul de afectare subclinica
a organelor implicate in stocarea si metabolizarea metotrexatului, in special la populatia pediatrica.
Printre acestea se numdra investigarea prin ecografie standard 2D pentru ficat si sistemul
cardiovascular. Cu toate acestea, indicatiile pentru efectuarea elastografiei hepatice devin
frecvente in aprecierea gradului de fibroza perivasculara, constituind un suport in depistarea unor
schimbari in timp, pe substrat de norma a valorilor enzimelor citolitice [44,45]. Mecanismul de
utilizare a ultrasunetului faciliteaza modul neinvaziv de apreciere, cu exceptia senzatiilor usoare de
pulsatie, care sunt emise de transductorul specific de dimensiuni dependente de varstd. Toate
asigurarile tehnice si grila cu valori normale pentru populatia pediatricd sunt cu mare acuratete
expuse 1n ghidul Federatiei Europene pentru Ultrasonografie in Biologie si Medicina, potrivit ultimei
actualizari din anul 2017 [46]. Aceasta tehnicd a fost utilizatd preponderent in cadrul evaluarii
pacientilor cu artritd reumatoida, aducand argumente pentru lipsa relatiei dintre doza cumulativa de
metotrexat $i hepatotoxicitate [47—49].

Pana in prezent, faptul ca pacientii cu sau fara varianta polimorfa pentru rs1801133 si

rs1801131 compuse ale genei MTHFR ar avea un rezultat mai prost in urma administrarii de MTX
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ramane o directie stiintifica contradictorie [50]. Noile cercetari au demonstrat ca raspunsul la tratament
si toxicitatea sunt plurifactoriale si necesita validare In ansamblu sub forma unui model de predictie.

Luand in consideratie cele expuse mai sus, un studiu detaliat al influentei polimorfismului
genetic al MTHFR asupra raspunsului terapeutic si inregistrarea reactiilor adverse a pacientilor cu
AJI 1n perioada administrarii de metotrexat, n relatie cu scorurile si indicii clinici si paraclinici de
activitate a bolii, reprezintd un instrument eficient de optimizare si diminuare a reactiilor toxice a
medicatiei de fond.

Scopul lucrarii: aprecierea rolului polimorfismelor genei MTHFR ca predictori ai
eficacitatii si toxicitatii metotrexatului in artritd juvenild idiopatica in vederea elaborarii
recomandarilor privind optimizarea tratamentului cu metotrexat.

Obiectivele studiului:

1. Determinarea prezentei variantelor polimorfe in gena MTHFR in artritd juvenila
idiopatica.

2. Evaluarea clinica a scorurilor de activitate a bolii si intolerantei la metotrexat in artrita
juvenila idiopatica.

3. Evaluarea toxicitatii hepatice a mefotrexatului in functie de prezenta variantei polimorfe
a geneit MTHFR 1n artrita juvenila idiopatica.

4. Evaluarea functionald a toxicitatii cardiace a metotrexatului in functie de prezenta
variantei polimorfe a genei MTHFR 1n artrita juvenild idiopatica.

5. Elaborarea recomandarilor privind testarea polimorfismului genetic in AJI.

Ipoteza de cercetare

Copiii cu artritd juvenild idiopatica, care poartd variantele polimorfe ale genei cercetate, au
eficacitate terapeutica redusd si toxicitate hepaticd si cardiacd sporitd la administrarea de
metotrexat.

Noutatea stiintifica a rezultatelor cercetarii:

a) a fost demonstrat ca varianta polimorfa heterozigot compusa si homozigot pentru MTHFR
sunt prezente la o treime din subiectii cu AJI care administreaza metotrexat;

b) aplicarea scorurilor clinice pentru aprecierea eficacitatii si toxicitatii metotrexatului,
demonstreaza specificitate si sensibilitate inaltd pentru testarea variantelor polimorfe a MTHFR in
All,

c¢) elastografia tranzitorie unidimensionald a demonstrat caracterul individual de afectare
hepatica in tratamentul AJI;

d) a fost demonstrata importanta Doppler tisular in aprecierea functiei sistolice si diastolice

ventriculare la pacientii cu AJL.
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Problema stiintifica importanta solutionata

A fost analizata corelarea dintre varianta polimorfa si rezultatele terapiei DMARD, care
faciliteaza adaptarea sa la statutul genetic individual al pacientilor cu AJI din RM si optimizeaza
tratamentul de fond cu metotrexat.

Importanta teoretica a cercetarii

Studiul realizat a evaluat polimorfismele genetice ale MTHFR 1in relatie cu particularitatile
clinico-paraclinice ale subiectilor cu AJI. Evaluarea a fost apreciata prin intermediul urmatoarelor
instrumente: examenul clinic standard, scorul DAS28, scorul JADAS-71, indicele ACR Pedi 30,
Scorul de Severitate a Intolerantei la metotrexat, parametrii standard ECG in 12 derivatii,
parametrii ecografiei standard 2D ai ficatului, parametrii FibroScan, parametrii ecografiei 2D
standard + Doppler Tisular cardiace. Studiul a generat cunostinte suplimentare privind testarea
genetica cu rol in stabilirea oportunitatii de initiere a MTX la subiectii cu AJI, facilitind
prognozarea individualizata a probabilitatii de intoleranta.

Valoarea aplicativa a lucrarii

In baza rezultatelor obtinute se va propune elaborarea recomandarilor practice, ce vor
include abordarea farmacogeneticd a pacientului prin determinarea statutului genetic individual
anterior terapiei imunosupresorii — metoda eficientd pentru predictia eficacitatii tratamentului si
posibilelor efecte toxice. Rezultatele cercetarii vor fi implementate in calitate de suport
metodologic in activitatea specialistilor reumatologi, cardiologi, gastroenterologi si hepatologi
pediatri, precum si geneticienilor si farmacologilor, ce activeaza in institutiile medico-sanitare de
profil pediatric, implicati in procesul de evaluare a conduitei copilului cu AJI.

Aprobarea rezultatelor obtinute a fost efectuata in corespundere cu etapele fundamentale
ale studiului. Principalele rezultate au fost prezentate, discutate si aprobate la sedintele
Departamentului Pediatrie al [P Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu” si Seminarului Stiintific de Profil, precum si in cadrul:

= conferintelor nationale:
Conferinta Nationala de Pediatrie ,,Progrese in Tratamentul Artritei Juvenile Idiopatice” (2020,
Chisindu, Moldova); Conferinta StiintificA Anualda a USMF ,Nicolae Testemitanu” (2021,
Chisindu, Moldova); a 5-a Conferintd Nationala cu Participare Internationala ,,Biennale Chisindu-
Sibiu” —,Managementul Interdisciplinar al Copilului” (2022, Chisindu, Moldova); Conferinta
Stiintificdi Anuald a USMF ,Nicolae Testemitanu” (2022, Chisinau, Moldova); Conferinta
Stiintificd Anuald a USMF ,,Nicolae Testemitanu” (2023, Chisinau, Moldova);

= conferintelor stiintifice internationale:

The 7th International Medical Congress for Students and Young Doctors MedEspera (2018,

Chisinau, Moldova); Congresul al 25-lea al Societatii Europene de Reumatologie Pediatrica
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(2018, Lisabona, Portugalia; Conferinta Nationald de Pediatrie ,,Ghiduri si Protocoale in
Pediatrie” (2018, Bucuresti, Romania); a 3-a Conferinta Nationala cu Participare Internationala
,Biennale Sibiu-Chisindu” (2019, Sibiu, Romania); The 8th International Medical Congress for
Students and Young Doctors MedEspera (2020, Chisindu, Moldova); Conferinta Nationala de
Pediatrie ,,Ghiduri si Protocoale in Pediatrie” (2021, Bucuresti, Romania); XXIII Konrpecc
IlenqnarpoB Poccun ¢ MexnyHapoaHbIM YdacTueM «AKTyajlbHblE IPOOJIEMBI MEIUATPUN»
(2021, Mocksa, Poccuiickas @enepanusi; International Black Sea Coastline Countries Scientific
Research Symposium — VI (2021, Giresun, Turkey); a XXXIV-a Editie a Conferintei Nationale
»Zilele Pediatriei lesene N.N.Trifan” cu Participare Internationald (2022, lasi, Romania);
Congresul al 28-lea al Societatii Europene de Reumatologie Pediatrica (2022, Praga, Cehia); a
XXXV-a Editie a Conferintei Nationale ,,Zilele Pediatriei Iesene N.N.Trifan” cu Participare
Internationala (2023, lasi, Romania); Editia a 7-a a Conferintei Nationale de Reumatologie
Pediatrica cu Participare Internationald (2023, Iasi, Roméania); Conferinta Nationala de Pediatrie
cu Participare Internationald (2023, Chisinau, Moldova); Young Investigators Meeting (2023,
Rotterdam, Olanda); Congresul al 29-lea al Societatii Europene de Reumatologie Pediatrica (2023,
Rotterdam, Olanda).

Cuvinte-cheie: artrita juvenild idiopaticd, MTHFR, copii, metotrexat, FibroScan,

toxicitate, eficacitate.

Publicatii la tema tezei: Rezultatele stiintifice la tema tezei sunt expuse in 24 de publicatii,
dintre care 6 articole, inclusiv — 2 1n reviste internationale indexate SCOPUS; 1 — in revista
nationald categoria B; 3 — In culegerile materialelor conferintelor nationale; 18 teze — la foruri
nationale si internationale, precum si 6 brevete de inovatie, 1 certificat de drept de autor si 6 acte
de implementare institutionale, 10 comunicdri orale la conferintele stiintifice nationale si

internationale, 6 postere la conferinte stiintifice internationale.
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VOLUMUL SI STRUCTURA TEZEI
Sumarul compartimentelor tezei
Teza este scrisd in limba romana cu titlu de manuscris. Este expusa pe 146 de pagini,
redactate la calculator si contine: introducere, revista literaturii, materiale si metode de cercetare,
rezultatele obtinute, discutii, concluzii generale si recomandari practice. Bibliografia include 164

de titluri. Lucrarea este ilustrata cu 17 tabele, 38 de figuri si 22 de anexe.

Capitolul 1 ,Viziuni contemporane despre susceptibilitatea geneticd pentru
intoleranta medicamentoasa in artrita juvenila idiopatica” — contine analiza literaturii de
specialitate dedicatd aspectelor genetice ale artritei juvenile idiopatice, mecanismelor de reglare
metabolicd a ciclului folatilor, notiunilor generale despre susceptibilitate geneticd si rolul
polimorfismului genei MTHFR in tratamentul AJI. Acest capitol prezinta realizarile obtinute pe
parcursul ultimilor ani, problemele nesolutionate pana in prezent si directiile de perspectiva in
cercetarile acestui domeniu al reumatologiei. Sunt analizati si unii indicatori epidemiologici, cum
ar fi valorile incidentei si prevalentei AJI si genotipurile cercetate la nivel national si global. Sunt
prezentate particularitatile ce vizeazd mecanismele patofiziologice de stabilire a intolerantei la
metotrexat in AJl, sunt discutate scorurile si indicii clinici si paraclinici de apreciere a activitatii
bolii si toxicitdtii hepatice si cardiace si relatia lor cu polimorfismul genetic cercetat. Este accentuat
rolul variantelor polimorfe a genei MTHFR in screeningul intolerantei la MTX si semnificatia
teoreticd si practica a testdrii sale timpurii. Sunt discutate si analizate metodele standard de
masurare a indicilor predictivi ai afectarii organice In AJI, precum si implicarea simptomelor

comportamentale in complianta la tratament.

Capitolul 2 ,,Material si metode de cercetare” — prezinta caracteristica generala a
loturilor de cazuri si de control, care au inclus 68 de subiecti diagnosticati cu AJI, conform
criteriilor ILAR, cu varsta intre 1 si 18 de ani. Sunt descrise criteriile de includere a subiectilor in
studiu si metodologia de calcul al volumului esantionului. Este prezentat designul studiului (tip
studiu clinic controlat). Capitolul ofera detalii privind metodologia aplicata in decursul studiului:
metodele generale de cercetare utilizate si cele de acumulare a datelor primare. Este descrisa
metodologia testarii dupd cele 3 scoruri si 1 indice de evaluare terapeutica. De asemenea, este
expusa si metodologia folositd pentru studiul genetic referitor la polimorfismele rs1801133 si
rs1801131 a genei MTHFR cercetate, precum si Protocolul de studiu cu parametrii imagistici
cercetati. Sunt descrise metodele de evaluare statisticd pentru aprecierea rezultatelor studiului, care

au stat la baza formularii concluziilor generale.
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Capitolul 3 ,,Asocierea polimorfismelor genei MTHFR cu aspectele clinice si
paraclinice ale artritei juvenile idiopatice in timpul utilizirii metotrexatului’ — prezinta
rezultatele studiului ce tin de particularitatile clinico-epidemiologice ale artritei juvenile
idiopatice. In acest capitol sunt descrisi subiectii din ambele loturi de studiu in baza indicatorilor
demografici si sociali. Ulterior, sunt expuse rezultatele examinarilor clinice si paraclinice, care au
avut drept scop identificarea gradului activitatii bolii, evolutia sa, randamentul simptomelor de
toxicitate gastrointestinald pentru AJI si stabilirea relatiei lor cu polimorfismul genei MTHFR. Sunt
prezentate rezultatele metodelor electrofiziologice si imagistice aplicate, pentru determinarea
calitativa si cantitativa a afectarii organice hepatice si cardiace in urma administrarii de metotrexat.
Subcapitolul dedicat rezultatelor investigatiilor genetice asupra polimorfismelor rs1801133 si
rs1801131 a genei MTHFR la subiectii cu artrita juvenila idiopatica analizeaza comparativ loturile
in baza genotipurilor depistate. Sunt expuse rezultatele si relatia cercetatd asupra subiectilor cu
AlJl, conform scorurilor de evaluare aplicate. Spre finalul capitolului, au fost prezentate rezultatele
cercetdrii relatiilor dintre parametrii clinici si cei paraclinici, inclusiv imagistici la subiectii cu AJIL.

initierii terapiei de fond.

Capitolul 4 ,,Discutiile asupra rezultatelor cercetarii” — include discutarea tuturor
rezultatelor, compararea acestora cu date similare din literatura de specialitate si sublinierea

aspectelor de noutate pe plan national, dezvoltate in lucrare.
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1. VIZIUNI CONTEMPORANE DESPRE SUSCEPTIBILITATEA
GENETICA SI INTOLERANTA MEDICAMENTOASA IN ARTRITA
JUVENILA IDIOPATICA

1.1. Spectrul polimorfismului genei MTHFR in populatie

Structura biochimica a metilentetrahidofolat reductazei a fost descrisa pentru prima datd in
anul 1991, iar topografia sa genetica pe bratul scurt al cromozomului 1 a fost determinatd in anul
1995 [51]. De mentionat ca varianta 677C>T a genei MTHFR a sporit afectiunile implicate de
acest genotip, cum ar fi: malformatii congenitale, complicatii ale sarcinii, cancerogeneza, boli
cardiovasculare la adulti si tulburari psihiatrice. Desi mai multe dintre aceste asocieri raman
neconfirmate sau controversate, scopul cercetatorilor ramane de a examina distributia geografica
si etnica a genotipurilor asociate. Informatiile exacte despre o astfel de distributie pot contribui la
studierea asocierilor dintre deficitul genetic individual si bolile care pot rezulta (prin furnizarea de
date de referintd in populatie) si genetica populatiei (prin evidentierea variatiilor geografice si
etnice evolutive), precum si la evaluarea impactului acestor asociatii [51,52].

Wilcken et al. publicd rezultatele prevalentei alelei T printre populatia multor tari pe un
esantion de 7130 de noi-nadscuti (figura 1) [51]. Datele aratd o distributie crescutad pentru

homozigoti in regiunea Americii Centrale, zonei Mediteraniene si Asiei de Est.

Mexico —a—
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Figura 1. Prevalenta genotipului TT homozigot (doua alele 677C>T) in randul nou-

nascutilor dupa zona geografica si origine etnica, [ICBDMS 2003 [51]

Distributia celor trei genotipuri (CC, CT, TT) pentru locusul 677 al genei MTHFR in
majoritatea regiunilor a fost similard cu cea asteptata prin echilibrul Hardy-Weinberg a cérui
conditie este stabilitatea frecventei alelelor si genotipurilor in populatie de la o generatie la alta

(tabelul 1). Nu au fost gasite diferente dintre sexe semnificative statistic. In urma cercetarii, a fost
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demonstrat un exces relativ de homozigoti TT in regiunea Campania, Italia, si un exces de

heterozigoti in Helsinki, Finlanda, si sudul Chinei (p<0,05).

Tabelul 1. Distributia genotipurilor MTHFR, asteptarile Hardy-Weinberg si valoarea p [51]

Genotype (No) Observed/expected
Sample
Area No ccC CcT T CE T T p value, ¥*
Europe
ltaly, Sicily 468 138 236 94 1.0 1.0 1.0
ltaly, Campania 500 172 196 132 1.2 0.8 1.2 p <0.05
ltaly, Veneto
Italian whites 385 128 198 59 1.0 1.1 0.9
Spain, mulficentre
Spanish whites 601 265 265 71 1.0 1.0 1.0
France, Strasbourg 178 72 85 21 1.0 1.0 0.9
The MNetherlands 188 97 79 12 1.0 1.1 0.9
Finland, Helsinki 545 293 230 22 1.0 1.1 0.6 p <0.05
Hungary 378 165 171 42 1.0 1.0 1.0
Russia 587 312 234 4] 1.0 1.0 1.0
Middle East
Israel 210 120 72 18 1.0 0.9 1.3
China
North, Han 643 201 315 127 1.0 1.0 1.0
South, Han 430 167 228 35 0.9 1.2 0.7 p <0.05
Oceania
Australia
Whites 288 146 119 23 1.0 1.0 1.0
Americas
Mexico 500 91 248 161 1.0 1.0 1.0
USA, Atlanta
Whites 300 142 126 32 1.0 1.0 1.1
Blacks 298 231 59 8 1.0 0.9 1.7
Hispanics 62 22 29 11 1.0 1.0 1.0
Asian 26 16 G 1 1.0 1.0 0.9
Other, unknown 100 63 32 5 1.0 1.0 1.1
Canada, Alberta
Whites 240 136 90 14 1.0 1.0 1.0

O variantd polimorfa a genei reprezintd o modificare a unei secvente ADN, care este diferitd
de secventa ADN asteptatd. Varianta cea mai comund din gena MTHFR este C677T. Aceasta
varianta a fost denumita MTHFR 677 C>T, rs1801133 sau MTHFR 677 C—T. Aspectul respectiv
inseamna ca in locusul 677 din gena MTHFR, Citozina este baza azotatd ADN asteptatd si Timina
este baza azotata ADN achizitionatd. De notat cd fiecare persoand are doud copii ale genei
MTHFR: una de la mama sa si una de la tatdl sau. Posibilele genotipuri ale genet MTHFR cu
locusul 677 sunt reprezentate in figura 2 [52]. Transmiterea autozomald recesiva a variantei
polimorfe in MTHFR se referd la modul in care anumite trasaturi genetice sunt transmise de la
parinti la copii. In acest tip de transmitere, trisiturile recesive sunt exprimate doar atunci cand o
persoand mosteneste doud copii ale unei gene recesive, cite una de la fiecare parinte. Cu alte
cuvinte, pentru ca o trasaturd recesiva sa se manifeste, o persoana trebuie sd mosteneasca genele
recesive atat de la mama, cat si de la tata.

Acest tip de transmitere poate duce la aparitia unor afectiuni genetice si a altor trasaturi
recesive Intr-o familie. Este important sd intelegem transmiterea autozomala recesivd pentru a
putea evalua riscul unei anumite conditii genetice 1n cadrul unei familii si pentru a stabili strategii

de consiliere genetica si de preventie.
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Figura 2. Genotipuri MTHFR C677T (Center for Disease Control) [35]
Notid. MTHFR 677 CC (doud copii ale C, cdte un exemplar de la fiecare parinte); MTHFR 677 CT (o
copie a lui C de la un pdrinte, o copie a lui T de la celalalt parinte); sau MTHFR 677 TT (doud copii ale
T, cate un exemplar de la fiecare parinte). *Un genotip este o combinatie a setului de gene responsabile

pentru o anumitd trasaturd.

Numarul de persoane, care poseda fiecare dintre aceste genotipuri, va varia de la populatie
la populatie. In conditiile consumului de acid folic, la persoanele cu genotipul MTHFR 677 TT se
determind o concentratie medie de acid folic in sange, care este cu aproximativ 16% mai mica
decat la persoanele cu genotipul MTHFR 677 CC [53].

O altd variantd a polimorfismului genei este varianta heterozigotd MTHFR A1298C. Aceasta
variantd a genei apare in locusul 1298 din gena MTHFR, unde baza ADN asteptatd Adenina este
inlocuita cu Citozina. Actualmente, nu exista suficiente dovezi, care sa demonstreze ca varianta
MTHFR A1298C poate afecta semnificativ modul in care organismul uman proceseaza acidul folic
[27].

Ultimele date oferite de CDC 1n 2009 [35] demonstreaza ca frecventa cea mai mare a alelei
C este la populatia rasei albe non-hispanice in valoare de 31,1% (If 95%: 28,2 — 34,1; p<0,001),
precum si genotipul heterozigot 1298 AC in valoare de 41,3% (I 95%: 38,2 — 44,4; p<0,001).
Referitor la alela T, prevalenta cea mai mare este la hispanici (mexicani) de 44,6% (Il 41,7 — 47,5;
p<0,001). Genotipul heterozigot 677 CT ia valori de 49,4% (If 95%: 46,3 — 52,5; p<0,001) si
homozigot 677 TT - de 19,9% (16,7 —23,5; p<0,001), pentru etnia similara. Resursa globala arata
o distributie a alelei C de 25,2% (I1 95%: 22,2 — 28,5; p=0,030) si a genotipului 1298 AC de 37,8%
(32,9 —42,9; p=0,041) pentru intervalul de varste 12 — 19 ani. Pentru acelasi interval de varsta,
alela T inregistreazi o rata de raspandire de 30,7% (I1 95%: 26,5 — 35,3; p=0764), iar genotipurile
677 CT si 677 TT sunt raspandite in 39% (I 95%: 32,2 — 46,4; p=0,551) si respectiv 11,2% (II

95%: 8,4 — 14,7; p=0,551). De asemenea, a fost cercetatd raspandirea alelelor si genotipurilor in
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functie de sex. Astfel, s-a demonstrat o diferentd nesemnificativa statistic dintre sexul masculin si
feminin in raspandirea alelei C (28,6% vs 28,2%; p=0,784) si a alelei T (30,4% vs 31,1%; 0,628).
In cazul genotipurilor, situatia rimane similara astfel pentru genotipul 1298 AC (38,6% vs 39%;
p=0,935), pentru 677 CT (38,8% vs 40,7%; p=0,731) si pentru 677 TT (11% vs 10,8%; p=0,731).

Raéspandirea globala pentru rasa alba non-hispanici a alelei C in relatie cu varsta 12 — 19 ani
a constituit 27,5% (Ii 95%: 23,1 — 32,2), iar a alelei T pentru cei hispanici (mexicani) pentru
aceeasi grupa de varste — de 48,1% (I1 95%: 42,5 — 53,7). Genotipul 1298 AC inregistreaza
valoarea de 39,5% (Il 95%: 33,8 — 45,5) la non-hispanici, iar genotipul 677 CT si 677 TT — 47%
(11 95%: 37,9 — 56,4) si 24,6% (11 95%: 17,2 — 33,8) [34].

Au fost, de asemenea, efectuate studii, care au constatat ca frecventa genotipurilor si alelei
polimorfismului C677T printre populatia Republicii Moldova este de: CC —40,84%, CT —43,66%,
TT - 15,49%, a alelei C — 62,68% si a alelei T —37,32%. In cazul populatiei RM, a fost stabilit un
nivel mediu al polimorfismului C677T (Ho=0,437), iar raspandirea genotipurilor si alelelor nu
diferd esential de valoarea teoretica ce rezultd din echilibrul Hardy-Weinberg (¥2=2,76, p=0,09).
Frecventele genotipurilor observate pentru polimorfismul A1298C au fost urmatoarele: AC —45%;
AA — 43%, CC — 12%. Distributia frecventelor claselor genotipice se incadreaza in limitele

echilibrului Hardy-Weinberg (p=0,91) [54].

1.2. Evaluarea genetica cu scop de diagnostic timpuriu al intolerantei la metotrexat

Gena MTHFR codifica proteina reglatoare MTHFR, care face ca organismul uman sd
proceseze acidul folic. MTX este un antagonist de folat bine cunoscut, care intrd in celuld prin
transport activ mediat de purtatorul de folat redus (RFC1) [28]. Metotrexatul stopeaza ciclul
acidului folic prin inhibarea dihidrofolat reductazei [55] si influenteaza alte enzime importante
implicate 1n calea folatului, cum ar fi metilentetrahidrofolat reductaza (enzima care interfereaza cu
sinteza acidului nucleic si favorizeaza moartea celulard) [56]. Dezechilibrul homeostaziei folatilor
poate determina oprirea sintezei ADN si ar putea perturba reactia de metilare a ADN-ului si a
proteinelor. Recent, a fost determinata structura cristalina a MTHFR uman de lungime aproape
completa, care demonstreaza cd domeniul catalitic (DC) bine conservat, este atasat domeniului
reglator (DR) printr-un linker care traverseaza intre ele (figura 3). In structurd s-a determinat S-
adenosilhomocisteina (AdoHcy) legata de RD, reprezentdnd enzima activa [53]. Deficienta severa
de MTHFR, definita ca activitate reziduald mai mica de 20% din valoarea medie de control, este
caracterizata din punct de vedere biochimic prin hiperhomocisteinemie, homocistinurie, cresterea

cistationinei plasmatice si metionina plasmatica scazuta [57].
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Figura 3. Reprezentarea schematica si structurala a MTHFR uman [53]
Nota. A. Organizarea domeniilor MTHFR. Numerele date reprezinta limitele aproximative ale
aminoacizilor. B. Structura ilustrativa a MTHFR bazata pe PDB: 6FCX. Sunt indicate
arhitectura domeniului si liganzii. FAD: flavin adenin dinucleotida. AdoHcy: S-

adenosilomocisteina

Primul studiu la nivel de genom, care a cercetat variantele genetice pentru raspunsul la
metotrexat Tn AJl, a fost publicat de catre Cobb si colaboratorii [58]. Acest studiu a avut scopul
general de a imbunatati intelegerea variabilitatii raspunsului la tratament cu mefotrexat in AJl si,
in cele din urma, sa defineasca un model multifactorial al rezultatelor raspunsului, care implica
mai multe variante genetice si factori de mediu. Studiul a fost realizat de Consortiul International
CHARMS-JIA GWAS si a inclus, Tn urma unui control strict de calitate pentru analiza genomica,
694 de cazuri de AJl. Variabilele demografice si clinice au fost colectate la momentul initial si
dupa 6 luni (mediana 6,2 luni, interval 4-8 luni) de terapie cu metotrexat (doza mediana 11,3
mg/m2, interval 10-15). Raspunsul clinic a fost evaluat aplicand criteriile ACR Pedi 30 si a divizat
copiii in functie de raspuns la tratament in patru categorii: non-responderi (categoria de referinta,
31%), ACR Pedi 30 (8,6%), ACR Pedi 50 (14,6%) si ACR Pedi 70 (45,8%) [57,58].

De notat cd, majoritatea studiilor urmétoare pentru SNP-urile, care sunt predictori pentru non-
raspunsul la metotrexat, au fost efectuate printre populatia adultd, care sufera de artritd reumatoida.

Dupa cum mentioneazd Avramovic el al. [59], in cadrul unui studiu monocentric pe un
esantion de 119 copii, au fost identificate asocieri semnificative dintre instalarea reactiilor adverse
la terapia cu MTX si genotipurile MTHFR rs1801133, MTRR rs1801394 si ABCC2 rs2273697.
Practic o patrime din probanzi au fost clasificati drept non-responderi, dintre care jumatate au fost

trecuti la terapia biologica. MTHFR rs1801133 a demonstrat asocieri cu aceste reactii adverse in
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studiile pe copii, precum si conform mai multor metaanalize la pacientii cu AR [31,60-62]. In
plus, acestea au fost asociate si cu non-raspunsul la MTX.

In AR rezultatele privind testarea genetica ca screening al non-responderilor sunt mai extinse
atat monocentric, cat si multicentric. Un studiu din Algeria efectuat de Berkani si echipa, pe un
esantion de 54 de pacienti diagnosticati cu AR, a raportat 16,67% de cazuri de reactii adverse la
MTX dupa un an de tratament. Comparatia frecventelor genotipice si alelice ale polimorfismului
A1298C in functie de toxicitatea MTX nu a aritat diferentd semnificativa. In mod similar, nu a
fost gasitd nicio diferenta semnificativd prin analiza frecventei variantei polimorfe C677T in
functie de toxicitatea MTX. Cu toate acestea, alela T a fost asociatd semnificativ cu efectele
adverse MTX [p=0,019, OR: 3,63, 11 95% (1,12—-12,80)], in timp ce alela C parea sa aiba un efect
protector [p = 0,019, OR: 0,28, I 95% (0,08 —0,90)] [63].

Totodatd, dupa sase luni de tratament cu MTX, 57,41% dintre pacienti au avut raspuns bun,
18,52% moderat si 24,07% non-responderi, conform criteriilor de raspuns EULAR. Analiza
frecventelor genotipice a SNP-ului A1298C nu a aratat nicio diferentd semnificativd. Cu toate
acestea, alela A a fost mai frecventd in raspuns bun (82,26%) si moderat (80%). O diferenta
semnificativa a fost gasitd prin compararea frecventelor alelice A1298C si a nivelurilor de raspuns
EULAR (p=0,04). Mai mult, alela A a fost asociata semnificativ cu un raspuns EULAR bun si/sau
moderat la MTX (p = 0,02, OR: 3,28, If 95%: (1,11-9,42)). Dimpotriva, alela C a fost asociati
semnificativ cu un raspuns EULAR slab [63].

Un alt studiu realizat care a inclus in total 35 de SNP-uri din 14 gene implicate in caile
metabolice intracelulare a MTX si reactiile de faza II, au fost genotipizate la 233 de pacienti cu
artritd reumatoida tratati cu MTX. Regresiile logistice binare au fost efectuate prin abordari bazate
pe genotip/haplotip. Au fost creati indicii de risc genetic de non-raspuns si toxicitate. Luand in
considerare calea folatilor, homozigotiit MTHFR rs1801131 A si homozigotiit MTHFR rs1801133
T au fost asociati cu un profil de non-raspuns la MTX[64].

O metaanaliza efectuata de catre Chen et al., a evaluat 1243 de surse OVID MEDLINE si
OVID EMBASE, dintre care 12 studii cu esantioane substantiale in Olanda, Belgia, Germania,
Marea Britanie, SUA si Italia, au fost extrase pentru a totaliza asupra necesitatii testarii SNP-urilor
in AJL In total, au fost analizate 32 de situsuri genetice corelate cu eficacitatea tratamentului [62].
Din cele 32 de situsuri genetice analizate, doar trei au demonstrat rezultate concludente pentru trei
modele genetice. Polimorfismul in MTHFR C677T (rs1801133) a fost asociat cu non-raspunsul in
modelul recesiv (OR: 0,40; 11 95%: 0,19-0,84).

Un studiu efectuat in Ljubljana de catre Avramovi¢ et al. a demonstrat determinantele
farmacogenetice, care s-au dovedit a fi genotipul ABCC2 rs2804402 impreuna cu alte 5 din ciclul

folatilor, asociati semnificativ statistic cu timpul pana la atingerea remisiunii clinice [59].
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Astfel, factorii genetici contribuie la fundamentarea variabilitatii de la pacient la pacient in
plan de raspuns la tratament. Doar prin intermediul intelegerii patogeniei AJI si AR va fi posibila

estimarea aparitiei toxicitatii la MTX [60].

1.3. Indicii de activitate clinica in AJI

Avand in vedere schimbarile in activitatea bolii in AJI, exista o provocare atunci cand unele
componente sugereaza ca boala este mai activa, in timp ce altele sugereaza ca este mai putin activa.
Astfel, se face apel la un indice compus, grupat si ponderat corespunzator, care poate oferi un
singur raspuns. De exemplu, variabilele de baza propuse de Colegiul American de Reumatologie
(ACR) pentru AJI au fost combinate Intr-o definitie pentru a diviza pacientii in mod dihotomic, in
cei care se amelioreaza clinic si cei care nu [65,66].

ACR Pedi 30 se refera la o imbunatatire de cel putin 30% intr-un set standardizat de criterii
de evaluare a raspunsului la tratament, cunoscut sub numele de ACR Pedi 30. Acest set de criterii
include mai multi indicatori, cum ar fi numarul de articulatii cu inflamatie, durerea si evaluarea
generala a bolii de catre pacient sau parinte.

Pentru a indeplini criteriile ACR Pedi 30, un pacient trebuie sa nregistreze o imbunatatire
de cel putin 30% dintr-un anumit numar de criterii din lista standardizata. Aceastd Imbunatatire
poate fi observata intr-o perioada de timp specifica, de obicei la sase luni sau la un an dupa
inceperea tratamentului.

Utilizarea indicelui ACR Pedi 30 in practica clinica permite medicilor sa evalueze si sa
compare raspunsul la tratament intre diferiti pacienti si intre diferite tratamente. Imbunatitirea de
30% 1n cadrul acestui indice este consideratd un semn al unor raspunsuri terapeutice semnificative
la tratament si poate indica necesitatea continudrii sau ajustdrii regimului terapeutic.

Este important sa subliniem ca ACR Pedi 30 este doar unul dintre mai multe criterii de
evaluare utilizate Tn AJI si cd evaluare completd a raspunsului la tratament poate implica si alte
criterii, cum ar fi ACR Pedi 50 (imbunatétire de 50%), ACR Pedi 70 (imbunatatire de 70%) si
altele. De asemenea, evaluarea clinicd a pacientului de catre medic rdmane esentiald In gestionarea
adecvata a bolii.

Variabilele din setul de baza includ evaluarea globala de catre medic a activitatii bolii,
evaluarea pdrintilor si/sau pacientului, a bunastarii generale, capacitatea functionald, numarul de
articulatii cu artrita activa, numarul de articulatii cu miscari limitate si VSH. Metodele de consens
au fost utilizate pentru a defini imbunatatirea; de exemplu, un rdspuns ACR Pedi 30 necesita o
imbunatatire >30% fata de valoarea initiala in 3 din 6 variabile, cu <l variabila ramasa

inrautdtindu-se cu 30%.
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Evident, o multitudine de factori biochimici, cum ar fi citokinele proinflamatorii, fie izolate
sau grupate 1n panneluri de screening, au fost probate in calitate de markeri de apreciere sau
prognozare a cresterii spontane a activitatii bolii reumatice la copii, in special AJI. Cel mai bine
cunoscut marker este proteina S100 si fractiunea MRP 8/14, care, cu o putere predictivd mare, pot
evalua rata de recaderi [67-70]. Cu toate acestea, acesti biomarkeri, pdna in prezent, nu au fost
inclusi in anumite scoruri validate pentru aprecierea gradului activitatii bolii.

Indicele DAS combind informatii referitoare la numarul de articulatii umflate si sensibile,
pe langd o masura a starii generale de sandtate si raspunsul in faza acutad. DAS28 se bazeaza pe un
numar de 28 de articulatii umflate si sensibile, cu un scor cuprins Intre 0 si 9,4, si poate fi utilizat
pentru a evalua in mod obiectiv raspunsul pacientului la tratament. Cut-off-urile au fost
reglementate pentru a clasifica pacientii in remisie, precum si cu activitate scazutd, moderata si
inaltd a bolii Inca in anii 1990 [71].

Tot Avramovi¢ et al. utilizeazd scorul JADAS-71 pentru punerea in evidentd a non-
responderilor prin rata de sub 30% de efect terapeutic la 6 luni de administrare de MTX si trecerea
la terapia biologica [59].

In general, validarea scorului JADAS in cele 3 variante clinice ale sale (JADAS-10,
JADAS-27, JADAS-71) a servit drept o noua treapta evolutiva in reumatologia copilului pentru
elucidarea mai exactd a dinamicii activitatii bolii comparabil cu DAS28 si CDAI [72]. Autorii
demonstreaza prin 2 trialuri clinice faptul ca acest scor discrimineaza cu mare precizie dintre acel
raport de evolutie pozitiva apreciat prin intermediul ACR Pedi 30, 50 si respectiv 70%.

Muller et al., in cardul unui trial randomizat, simplu — orb, pentru aprecierea corecta a
directivei Treat-to-Target pand la remisia bolii cu durata de 2 ani pentru sSDMARD, utilizeaza pe
larg scorul clinic JADAS-10, dar si indicele ACR Pedi 30/50/70/90 [73,74]. Rezultatele trialului
au fost referite la datele de consens CARRA.

Complementar scorurilor utilizate, este luata in considerare si administrarea comparativa a
regimurilor de dozare a mefotrexatului. Subiectii unei cercetdri [75] , care au primit atdt MTX in doze
sub 0,5mg/kg/saptamana, cat si AINS nu au avut nicio diferentd semnificativa intre grupuri in ceea ce
priveste schimbarea numarului de articulatii active, in timp ce subiectii din grupul cu doze mari, dar

care nu au luat AINS, au avut mai multe articulatii active (p = 0,036) la 6 luni de administrare.

1.4. Scorul de intoleranta la metotrexat in AJI

Comorbiditatile pot varia in functie de subtipul specific de AJI si de severitatea bolii, iar
gestionarea lor poate fi esentiala pentru imbunatatirea calitatii vietii pacientilor. Uveita este una
dintre complicatiile oftalmologice cele mai frecvente asociate cu AJI si reprezintd o inflamatie a

tractului uveal, care poate duce la afectarea vederii daca nu este tratatd corespunzator.
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Din cauza inflamatiei cronice a articulatiilor in AJI, pot aparea modificari structurale ale
articulatiilor, cum ar fi eroziunile osoase si ingustarea spatiului articular. Acestea pot duce la
disfunctie articulara si deformitati pe termen lung.

La fel, copiii cu AJI pot prezenta Intarzieri in crestere si dezvoltare, in special in cazurile cu
boald activd si tratament cu corticosteroizi sau alte medicamente imunosupresoare. Datoritd
inflamatiei cronice si a tratamentului cu corticosteroizi, pacientii cu AJI sunt predispusi la pierderi
de masa osoasa si la osteoporoza, ceea ce poate creste riscul de fracturi. Existd dovezi ca pacientii
cu artritd juvenila idiopatica pot prezenta un risc crescut de afectiuni cardiovasculare, cum ar fi
hipertensiunea arteriala si disfunctia endoteliald [76,77]. Impactul cronic al bolii si tratamentul pe
termen lung pot afecta sandtatea mentala si bunastarea emotionald a copiilor cu AJI, conducand la
anxietate, depresie si probleme sociale.

Managementul adecvat al comorbiditatilor este esential pentru imbunatatirea prognosticului
si a calitatii vietii pacientilor cu artritd juvenila idiopatica. Este important ca acestia sd fie
monitorizati In mod regulat de catre un echipaj medical multidisciplinar, care sa includa
reumatologi, oftalmologi, pediatri si alti specialisti relevanti pentru a detecta si gestiona corect
aceste comorbiditati.

Un trial dublu — orb randomizat a studiat valoarea efectelor secundare a metotrexatului in doze
mici la pacientii cu AR [78]. Dintre cei 2.391 de subiecti randomizati la MTX, 2.156 (90,20%) au
prezentat orice efect advers si 2.080 (87,0%) au prezentat un efect advers specific unui sistem de
organe. Ratele relative ale efectelor secundare gastrointestinale (HR 1,91; 0 95%: 1,75-2,10),
pulmonare (HR 1,52; 11 95%: 1,16-1,98), infectioase (HR 1,15; 11 95%: 1,01-1,30) si hematologice
(HR 1,15; 1195 %: 1,07—1,23) au fost crescute pentru MTX in doze mici cu placebo. Patologia hepatici
a fost mai frecventa in grupul MTX cu inregistrarea a cinci cazuri de ciroza (rata 0,11; 1M 95%: 0,01 —
0,20, Ia 100 persoane-ani) fata de placebo, care nu a inregistrat ciroza (p = 0,03).

Utilizarea acidului folic in tratamentul artritei juvenile idiopatice este o practicd obisnuita,
mai ales atunci cand pacientii primesc mefotrexat. Acidul folic joaca un rol esential in procesele
de diviziune celulara. Suplimentarea cu acid folic in timpul tratamentului cu metotrexat poate
contribui la mentinerea unei cantitati adecvate de acid folic in celule, sustinind astfel eficacitatea
tratamentului. In pofida utilizarii acidului folic, multi pacienti cu AJI prezinta reactii adverse
gastrointestinale dupa administrarea de MTX. Ca si consecinta, se estimeaza o ratd de abandonare
a tratamentului de fond de pana la 35%, ceea ce sporeste riscul de recaderi la pacientii deja in
remisie, sau obtinerea remisiei in terapia complexa ulterioara [79]. Pacientii cu AJI si AR dezvolta,
de asemenea, efecte adverse gastrointestinale anticipative si asociative, cum ar fi voma sau durerile

abdominale, care apar inainte si dupd administrarea de MTX, precum si simptome
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comportamentale, cum ar fi neliniste si plans, atunci cand administreaza MTX, posibil ca rezultat
la simptomele fizice mentionate [80].

In acest sens, pentru o tolerabilitate mai mare, se acorda atentie sporita terapiei de relaxare
sau medicatiei antiemetice, chiar daca pana astazi nu au fost elaborate studii vaste pentru populatia
pediatrica . Doar pentru pacientii cu AR se considera echilibrarea simptomaticii adverse cu ajutorul
suplimentarii acidului folic. La copii, actualmente, aceste recomandari au fost clasificate la nivel
ITIC si valabile doar exclusiv pentru efectele adverse minore [81,82].

Pentru a cuantifica aceste efecte secundare, in 2011, Bulatovic si colaboratorii publica
elaborarea si validarea scorului de severitate a intolerantei la metotrexat (MISS) [42]. Chestionarul
MISS initial a fost validat la pacientii cu AJI din University Medical Center Utrecht prin
determinarea capacitdtii sale de a discrimina intre pacientii cu si cei fara intoleranta la MTX, asa
cum este stabilit de standardul de aur. Acest scor poate ajuta medicii sd evalueze severitatea reactiilor
adverse la metotrexat si sa ia decizii in ceea ce priveste ajustarea dozei, schimbarea modului de
administrare sau adoptarea altor masuri pentru a gestiona intoleranta la acest medicament.

Este important de mentionat ca scorul MISS este un instrument de evaluare subiectiva si ca
interpretarea sa ar trebui sa fie realizata de catre profesionistii medicali cu experienta in gestionarea
terapiei cu metotrexat si a reactiilor adverse asociate. Deoarece nu existau instrumente disponibile
concepute pentru a masura intoleranta la MTX, descrierea medicului cu privire la prezenta sau
absenta intolerantei la MTX a fost consideratd standardul de aur. Medicii considerau pacientul
fiind cu intoleranta la MTX dacd acesta sau pdrintii sai confirmau prezenta simptomelor
gastrointestinale Tnainte si dupd administrarea de MTX, natura persistenta a acestor simptome
si/sau un efect negativ al acestor simptome in zilele dupd administrare de MTX [42].

Acelasi grup de autori publica un studiu realizat in Olanda pe un esantion de 291 de pacienti
care au primit MTX pentru tratamentul AR si artritei psoriazice [80]. Pacientii au notat cel putin
un efect secundar advers gastrointestinal cu o pondere de 42,3%. De asemenea, s-a mentionat
faptul cd la tineri intoleranta a fost mai frecventa.

Un studiu multicentric din Arabia Saudita, care a inclus 117 pacienti cu AR, a sistematizat
informatia demografica si cea referitoare la MTX pentru a studia factorii predominanti, care pot
induce intoleranta terapeutica. Sistematizarea a inclus nivelul educational, tabagismul, calea si
timpul de administrare a MTX. Componenta comportamentalda a MISS a fost implicatd in
majoritatea cazurilor de intoleranta, aceasta cu acuratete fiind reprezentatd grafic [83].

Un alt exemplu de evaluare a necesitatii de interventie timpurie asupra intolerantei
terapeutice este o cercetare clinica prospectiva cu durata de 3 ani. Din totalul de 150 de pacienti
indieni cu AR, scorul MISS mai mare de 6 puncte a fost notat la 14% din respondenti. Majoritatea

pacientilor cu intolerantd au administrat MTX pe calea orala [84].
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S-a notat ca intoleranta la MTX apare treptat in primele luni de administrare si aceasta nu
modifica semnificativ scorul MISS la distanta de 1 an [85]. Responderii au potentialul de a evolua
pozitiv spre un indice cel putin ACR Pedi 70 1n aceeasi perioada de timp. Factorii care pot influenta
responderii in cazul AJI includ gravitatea bolii unde pacientii cu forme mai severe de AJI pot avea
un raspuns mai slab la metotrexat in comparatie cu cei cu forme mai usoare ale bolii. In rand cu
aceasta se mai enumera durata tratamentului, factori genetici si managementul concomitent al bolii
prin asocierea cu alte medicamente, cum ar fi agentii biologici sau alte medicamente

imunosupresoare.

1.5. Instrumente de evaluare a toxicitatii hepatice la administrarea de metotrexat

Influenta toxicd a medicamentelor in cadrul maladiilor cronice, in special a celor
reumatismale, este controversatd de mai multe cercetdri, care au adus dovezi discrete despre
posibila depistare subclinicd a manifestarilor. Ghidul ACR 2011 recomanda aprecierea valorilor
hemoleucogramei complete, creatininei serice si enzimelor hepatice anterior initierii
metotrexatului. De asemenea, se recomanda repetarea acestor analize odatd ce va fi modificata
doza preparatului, dar si o datd la 3-4 luni dupa stabilizarea acestei doze.

Hepatotoxicitatea se refera la capacitatea unui agent sau substanta de a provoca leziuni sau
daune hepatice. Aceasta poate fi cauzata de o varietate de factori, inclusiv medicamente, substante
chimice, infectii virale, alcool, suplimente alimentare si plante medicinale. Leziunile hepatice pot
varia de la inflamatie usoara la afectiuni hepatice severe, cum ar fi hepatita acuta sau cronica,
steatoza hepatica, ciroza si chiar insuficienta hepatica.

Hepatotoxicitatea poate fi clasificatd in trei tipuri principale:

1) Hepatotoxicitate directd: Aceasta apare atunci cand substantele toxice au un efect direct asupra
celulelor hepatice, provocand leziuni hepatice. De exemplu, unele medicamente, cum ar fi
paracetamolul in doze mari sau anumite antibiotice, pot fi hepatotoxice si pot provoca leziuni
directe hepatice.

2) Hepatotoxicitate idiosincratica: Acest tip de hepatotoxicitate apare ca o reactie individuald la
un anumit agent, in care leziunile hepatice se dezvoltd la un numar mic de persoane, care
utilizeaza substanta, in timp ce majoritatea persoanelor care o utilizeazd nu experimenteaza
efecte adverse hepatice. Aceasta poate fi dificil de prevazut si de gestionat.

3) Hepatotoxicitate metabolica: Apare atunci cand substantele toxice sunt metabolizate in ficat si
produc produse metabolice care sunt toxice pentru celulele hepatice. De exemplu, consumul
excesiv de alcool poate duce la hepatotoxicitate metabolica prin intermediul metabolizarii

acetaldehidei, un produs toxic al alcoolului.
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Semnele si simptomele hepatotoxicitatii pot varia si pot include durere in partea superioard
a abdomenului, icter (colorarea galbena a pielii si a ochilor), oboseala, greata, varsaturi, pierdere
in greutate si modificari in functia ficatului observate in analizele de sange, cum ar fi cresterea
nivelului de enzime hepatice. La cresterea valorilor enzimelor hepatice peste 3 ori de norma
estimata de ESPHGAN, metotrexatul urmeaza a fi sistat [1].

La copiii cu AJl, care au initiat i continua tratamentul cu MTX, valorile ALT nu depésesc
limitele de norma stipulate de catre AASLD si ESPGHAN [86,87]. Astfel, necesitatea de a gasi o
metoda neinvaziva, care sa estimeze afectarea subclinica a ficatului, este importanta. Beneficiul
sporirii dozei de MTX, in cazul utilizarii lui in monoterapie, cat si in terapia combinata cu AINS,
nu a fost demonstrat. Din contra, acest fapt poate duce doar la cresterea valorilor serice ALT sau
AST [75].

Odata cu evolutia ingineriei biomoleculare au fost stipulate mai multe paneluri de
biomarkeri, altele decat cei traditionali, care pot ajuta in aprecierea injuriei organice, panad ca
aceasta sd se exprime clinic. Printre acesti biomarkeri moleculari hepatici se numara testele
genetice (HLA-B*57:01, DRB1*07, etc.), markerii serici (SDH, OPN, GSTa, etc.), markerii
histologici (FABP 1, CDHS, etc.), markeri studiati prin tehnologiile omice (regucalcin,
peroxiredoxin-1, etc.), si microARN (miR-122, miR-192, etc.). Trei scoruri bine definite
(RUCAM, CDS st DDW-J), care au inclus 2 biomarkeri traditionali ALT si ALP, sunt utilizate
pentru aprecierea injuriei hepatice medicamentos induse [88]. Scorul RUCAM evalueaza o serie
de criterii clinice si de laborator pentru a stabili gradul de probabilitate ca un anumit medicament
sa fie responsabil pentru o reactie adversa. Aceste criterii includ:

1) Timpul intre administrarea medicamentului si debutul simptomelor: Se evalueaza perioada de
timp intre administrarea medicamentului si aparitia simptomelor. O perioadd mai scurta intre
administrare si debutul simptomelor poate creste probabilitatea ca medicamentul sa fie cauza
reactiei adverse.

2) Excluderea altor cauze posibile: Se evalueaza daca alte cauze pot explica simptomele
pacientului si daca acestea pot fi excluse.

3) Istoricul utilizarii medicamentului: Se evalueazd dacd simptomele pacientului au apdrut in
mod similar la administrarea anterioara a aceluiasi medicament.

4) Reaparitia simptomelor la retragerea medicamentului: Se evalueazd dacda simptomele
pacientului au disparut dupa retragerea medicamentului si dacd au reaparut la reintroducerea
acestuia.

5) Reactiile adverse cunoscute ale medicamentului: Se evalueazd dacd simptomele sunt
compatibile cu reactiile adverse cunoscute ale medicamentului.

6) Evaluarea criteriilor de veridicitate: Se evalueaza criterii specifice pentru anumite tipuri de
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reactii adverse, cum ar fi teste de laborator specifice sau manifestari clinice.

Scorul RUCAM genereaza un punctaj total bazat pe aceste criterii, iar acest punctaj indica
probabilitatea ca medicamentul sa fie cauza reactiei adverse.

Dezavantajul acestor scoruri consta 1n faptul cd desconsiderd paternul injuriei hepatice si
acestea sunt inalt sensibile pentru pacientii japonezi, respectiv nu au fost testate printre alte
populatii.

In artrita juvenila idiopaticd (AJI), ecografia hepatici poate fi importanti din mai multe
motive, principalul fiind monitorizarea tratamentului. Multi copii cu AJI primesc mefotrexat, astfel
ecografia hepatica poate fi utilizatd pentru a monitoriza ficatul in timpul tratamentului cu
metotrexat i pentru a detecta eventualele complicatii hepatice, cum ar fi hepatotoxicitatea.

Ulterior, prin aceasta metoda pot fi detectate complicatiile hepatice asociate cu AJI. Unele
forme de AJI, in special AJI sistemica, pot implica complicatii hepatice, cum ar fi hepatomegalia
sau disfunctia hepatica.

Deoarece AJI poate fi asociata cu alte afectiuni hepatice, cum ar fi hepatita autoimuna sau
boala hepaticd steatozicd non-alcoolica, ecografia hepaticd poate ajuta la diagnosticarea si
gestionarea acestor afectiuni hepatice concomitente, precum si excluderea altor cauze ale
simptomelor hepatice.

Imaginile ecografice 2D ofera rezultate mai mult calitative (ecogenitate, forma, contur etc.)
decat cantitative (diametre). Putinele studii, cum ar fi cele efectuate pe continentul african,
utilizeaza diametrele cranio-caudal si antero-posterior in calitate de indici pentru hepatomegalie la
pacientii cu maladii acute si cronice [89]. Acestea sunt utile pentru aprecierea de rutina a starii
ficatului, nu si in contextul aparitiei fibrozei subclinice.

Scopul principal al elastografiei hepatice este de a detecta si cuantifica gradul de fibroza
hepaticd, o conditie In care tesutul hepatic sandtos este Tnlocuit treptat de tesut fibros in timpul
proceselor patologice. Pentru a evalua aparitia si gradul de fibroza perivasculare se propun pentru
utilizare tehnici de elastografie hepatica. Gama larga de moduri in care aceasta elastografie este
inregistrata (Strain, TE, pSWE, ARFI, VTQ, ElastQP, 2D-SWE sau 3D-SWE) ofera cercetatorului
rezultate similare cu biopsia hepatica [90].

Este important de mentionat ca elastografia hepaticd nu inlocuieste biopsia hepatica, dar
poate fi folositd ca o modalitate non-invaziva si repetabila pentru monitorizarea evolutiei bolii
hepatice in timp si pentru a ghida deciziile de tratament.

Elastografia tranzitorie se bazeaza pe tehnologia de ultrasunet [91], velocitatea impulsului
careia se echivaleaza proportional cu densitatea tesutului. Pand la ziua de azi, cercetdrile
monocentrice, care au studiat valorile densitatii hepatice la copiii sandtosi, precum si metodologia

colectdrii probanzilor si tehnica de efectuare, au fost stocate intr-o baza unica de rezultate, care, in
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anul 2017, i-a permis lui Dietrich si coautorii sa publice o actualizare a Ghidului si Recomandarilor
EFSUMB 2013 pentru utilizarea clinica a elastografiei hepatice ultrasonografice [46].
administrarea de metotrexat. O metaanaliza 1n acest sens este oferitd de cercetatorii britanici Azzam
et al., care au utilizat bazele de date Medline (PubMed), EMBASE, CINAHL si The Cochrane
Library pentru a concluziona cd din 35 de studii, care au Intrunit criteriile testarii hepatotoxicitatii
prin biopsie hepatica, elastografie, FibroTest, teste biochimice si sisteme de scor (Fib-4, APRI,
AST:ALT), doar 1n cazul a cinci studii, unde a fost utilizata elastografia, coeficientul de corelatie
cumulat a fost de 0,18 cu eterogenitate semnificativa intre studii (P < 0,0001) [92].

Un studiu efectuat in Polonia pe un esantion de 91 de pacienti cu AR, la care li s-a apreciat
starea hepatica prin intermediul elastografiei tranzitorii, s-a depistat un coeficient de corelatie
Spearman de 0,23 doar cu indicele de masa corporald a pacientilor, fard a face referire la scorul
ELF sau doza cumulativa de MTX [93].

Rattanakaemakorn et al. publica in anul 2021 rezultatele unui studiu, care a demonstrat
incidenta cumulativa a fibrozei hepatice la 5 ani, estimata la 17% 1n grupul pacientilor cu
monoterapie de MTX pentru tratamentul psoriazisului, ceea ce nu a evidentiat nicio diferentd

semnificativa statistic, atunci cand a fost determinata prin testul Log rank (p = 0,89) figura 4 [94].
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Figura 4. Incidenta cumulativa a fibrozei hepatice la pacientii cu psoriazis carora li se
administreaza terapie combinata cu metfotrexat $i acitretina comparativ cu cei carora li se

administreaza monoterapia cu metotrexat [94]
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1.6. Instrumente de apreciere a cardiotoxicitatii la administrarea de metotrexat

Efectele negative ale metotrexatului sunt mai bine conturate in utilizarea sa in doze mari
pentru patologia oncologica de origine hematologica sau in combinatie cu alte terapii antitumorale.
Nominalizarea acestor efecte, cat si algoritmii de management, sunt pe deplin redati in ghidul de
cardio-oncologie ESC 2016 si 2022.

Cardiotoxicitatea poate afecta diferite parti ale inimii si poate manifesta diferite simptome,
inclusiv disfunctia cardiaca, care se referd la incapacitatea inimii de a pompa eficient sangele in
intregul organism. Aceasta poate fi exprimatd prin simptome precum dispnee (dificultate de
respiratie), oboseala excesiva, umflaturi ale picioarelor si a altor parti ale corpului, retentie de
lichide.

Anumite substante pot afecta ritmul normal al inimii, provocand aritmii sau alte tulburari de
ritm cardiac. Acestea pot include palpitatii, batai neregulate ale inimii sau senzatia de batai
neregulate.

La fel, anumite substante pot provoca leziuni la nivelul muschiului cardiac sau al vaselor de
sange, ceea ce poate duce la insuficientd cardiaca, infarct miocardic sau alte complicatii cardiace.
Unele medicamente sau substante pot determina o crestere a tensiunii arteriale, ceea ce poate fi un
factor de risc pentru dezvoltarea bolilor cardiovasculare.

Cardiotoxicitatea poate fi reversibila in unele cazuri, mai ales daca este identificatd si tratata
la timp. Totusi, in unele situatii, leziunile cardiace pot fi ireversibile si pot duce la complicatii
grave sau chiar la deces.

Existd insa putine date privind riscul cardiovascular la pacientii cu AJl, desi se enumera
indici, cum ar fi hipertensiune arteriald, dislipidemia si sedentarismul [76], care justifica
ingrijorarea cu privire la sdnatatea cardiovasculard a acestui grup chiar si la o varsta frageda.

Metodele neinvazive de diagnostic expuse in document sunt ECG si ecocardiografia.
Electrocardiograma in 12 derivatii reprezinta un test de rutina cu nivel de evidenta 1 C, care poate
aprecia patologia cardiovasculara achizitionatd dupa valorile intervalului QTc [95,96].

Metoda serologica expusa in ghid este bazata pe testare NT-proBNP si a troponinei 1, care
reprezinta 2 biomarkeri de stratificare a riscului aparitiei cardiotoxicitatii pentru pacientii ce
urmeaza terapia antitumorald. Datele despre utilizarea acestor markeri In evaluarea rezultatelor
tratamentului la copii, cu atdt mai mult in doze mici, sunt limitate. Utilitatea acestor teste nu poate
defini in mod direct injuria miocardului la aceasta grupa de pacienti.

Pentru stratificarea riscului de instalare de boala cardiovasculara, ecografia transtoracica 2D
este tehnica imagisticd preferatd, care poate influenta si decizia terapeuticd. Aprecierea

parametrilor 2D a functiei sistolice si diastolice ventriculare, in special a valorilor reduse a FE VS,
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din care deriva definitia cardiotoxicitatii, precum si utilizarea Doppler tisular, sunt incluse in
protocolul recomandat pentru cardio-oncologie.

Studiile monocentrice au demonstrat clinic utilitatea acestor tehnici, spre exemplu, El Eraky
si colab. au publicat o cercetare care a inclus 34 de subiecti cu AJI activad si 34 de subiecti din
grupul de control, a cédror performante ventriculare au fost apreciate prin intermediul
ecocardiografiei conventionale si TDI. Activitatea bolii a fost apreciatd prin scorul JADAS-27.
Disfunctia diastolica ventriculara a fost demonstrata prin valori E/e'medie semnificativ sporite la
copiii din grupul de studiu comparativ cu cei din grupul de control [97].

Vizzardi et al. prezintd datele unui studiu efectuat in anul 2012, care aratd o prevalenta
ridicatd a disfunctiei sistolice si diastolice ventriculare stangi printr-o populatie de pacienti
ambulatori, afectati de poliartritd reumatoida [98].

Un alt studiu din India, de tip caz-control, cu rezultate similare, a fost initiat pe un esantion
de 70 de copii. S-a observat ca subiectii cu o duratd a bolii mai mare inregistreaza dimensiuni
sistolice si diastolice ventriculare stangi mai mari, precum si scizute ale FS (p=0,01) [99].
Asemanator, Nikdoust si colab. au demonstrat scaderea FE VS pentru grupul de cazuri in studiul
asupra a 94 de pacienti iranieni cu AR. Dimensiunile camerelor cardiace si TAPSE au deviat
semnificativ de la valorile normale. De asemenea, s-a Inregistrat o corelatie inversa dintre ultimul
parametru si durata bolii [100]. In mod contradictoriu este prezentat pozitiv efectul antiinflamator
sistemic al MTX, care influenteaza fractia HDL colesterol si proteinele HDL asociate prin corectia
functionald a HDL. Pe model celular s-a demonstrat activarea receptorului A2A adenozinei de
catre MTX, ceea ce reduce formarea celulelor spumoase si stimuleaza reversibil transportul
colesterolic [101]. Prin urmare, metotrexatul se pozitioneaza ca un factor pozitiv in scaderea
riscului de aparitie de boala cardiaca la pacientii cu AR [102].

Cu toate acestea, Aranda-Valera et al. relateaza despre nivelurile de colesterol semnificativ
crescute la pacientii cu AJl, la fel ca si nivelurile de adipocitokine, stresul oxidativ si markerii de
activare endoteliala 1n ser, ceea ce 11 plaseaza in lista de factori de risc subclinic cardiovascular
pentru 25 de subiecti diagnosticati conform ILAR [77].

Exista studii care nu au evidentiat relatii statistice dintre indicii Doppler si parametrii clinici,
activitatea bolii sau tratamentul pe care acesti copii il urmau in AJI. Abul et al., spre exemplu,
mentioneazd despre lipsa unor simptome clinice cardiovasculare la un grup de 88 de subiecti,
inclusiv copii sdnatosi, precum si valori normale ale FE VS [103]. De comun cu functia cardiaca,
studiile au prezentat dovezi de afectare functionald pulmonara ca urmare a tratamentului cu MTX
la populatia adulta [104].

Cercetarea functiei cardiovasculare la pacientii reumatici, din pacate, a fost axata

preponderent pe populatia adulta. Posibilele explicatii ar fi numarul mai mare de subiecti, care ar
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putea fi evaluati, si potentialul aparitiei efectului cardiovascular toxic pe termen lung. La copii,
pentru a potenta aceastd cercetare, este necesar de apelat la valorile ecocardiografice normale
rezultate din studierea mai multor populatii de copii. Drept exemplu poate servi studiul olandez
unde Overbeek et al., care demonstreaza pe un esantion impundtor constituit din 747 de copii
cuprinsi Intre varsta de la nou-nascut pana la 18 ani, noile valori ecocardiografice comparativ cu
cele anterior considerate drept etalon [105]. Lucrarea prezinta noi lacune in cercetarea modificarii
valorilor de referintd si anume, dacd acestea ar trebui sa fie legate de dezvoltarea tehnologiei
ecocardiografice sau daca structurile cardiace s-au modificat in dimensiuni evolutiv. Autorii
explicd ultimul moment prin faptul ca, copiii olandezi devin mai inalti de statura si cu adaos
ponderal din contul sedentarismului.

In prima instanta, se defineste termenul de cardiotoxicitate ca reducerea de peste zece la suta
a FE VS pana la valori sub 53% ca urmare a investigarii prin ecocardiografie 2D sau 3D, IRM
cardiac sau MUGA [106]. La populatia adulta exista recomandari protocolate, care expun spectrul
de indici si metodologia obtinerii lor pentru definirea ecocardiografica a cardiotoxicitatii, fapt care
inca nu este disponibil la copii [107].

Nomogramele indicilor ventriculari pentru Doppler tisular, care au fost prezentate in studiile
initiale, au avut limitari primordial in prezentarea valorilor medii pentru fiecare grupa de varsta, nu
si exprimarea lor prin z-scor sau scara centilica [108,109]. Chiar si la aprecierea scorurilor z pentru
varste au fost inregistrati coeficienti de corelatie foarte redusi [110], astfel au fost demonstrati indici
de variabilitate sporita cu precizie joasa pentru utilizare clinica. Studiile, bazate pe modelul indicelui
de masa corporald, sunt acceptate pentru o normalizare statistica [111,112].

In anul 2020, Yang et al. publici o analizi, care dezviluie o serie de potentiale tinte

terapeutice si oferd o ipoteza viabild pentru dezvoltarea de noi medicamente tintite pe gene pentru

.....

1.7. Conceptul de medicind personalizata in AJI

Fenotipurile artritei juvenile idiopatice au fost reevaluate din cauza influentei componentei
genetice si a biomarkerilor, care prin analize cluster, au demonstrat interdependenta
farmacogenetica [114,115]. Una dintre cele mai reusite apartenente fenotipice este prezentatd in
figura 6 [116—-119]. Conform acestei diagrame, se demonstreaza incd o data necesitatea abordarii
personalizate a managementului formelor oligoarticulara si poliarticulara seronegativd cu

incidentd mai mare.
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Figura 5. Graficul retelei proteice bazate pe studii genetice care indica tintele de protectie in

cardiotoxicitatea indusa de chimioterapie [113]

Conform ultimilor ghiduri ACR, treapta a treia de tratament pentru aceste forme este
considerata terapie de fond sau SDMARD si consta In administrarea metotrexatului in doze mici

[4,120].
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Figura 6. Clustere propuse de clasificare a artritei bazate pe studiile genetice [115]

Asadar, metotrexatul este considerat standard de aur in tratamentul att a artritei juvenile

idiopatice, cat si in artrita reumatoida. Recomandarile internationale, inclusiv pentru utilizarea lui

36



in formele sistemice cu un anumit grad de afectare articulard (mai mult de 4 articulatii), duc la
initierea indiscutabild a metotrexatului in timp imediat dupa stabilirea diagnosticului [3,121].

Pentru estimarea rezultatelor tratamentului cu mefotrexat, atat in monoterapie, cat si in
terapia combinata, e necesar de a elucida factorii de influentd asupra evolutiei favorabile a bolii.
Unele studii mentioneaza factorii clinici, cum ar fi varsta copilului, durata maladiei, numarul
articulatiilor active si stadiul radiologic [122,123].

Nu in ultimul rand, a fost pusa in discutie pe plan global cost-eficienta managementului
bolii prin elucidarea transferului resurselor enorme pentru forma poliarticulara de AJI. Aceasta se
datoreazd ratei inalte de spitalizari, in special pentru pacientii seropozitivi, precum si
complicatiilor sale frecvente. Costurile directe se pozitioneaza geografic pe arealul Regatului Unit,
Olandei si Frantei [124].

Este important de precizat faptul ca, finalitatea asteptata, in special de catre rudele
pacientului, se defineste prin termenul ,,calitate a vietii”. Mai multe studii locale [125] au incercat
sa aduca dovezi privind necesitatea abordarii si a aspectului psihologic si celui moral al acestor
pacienti, adulti sau copii, pentru ca responsabilii managementului sanitar sd implementeze masuri
concrete de tratament non-farmacologic, pe langa cel medicamentos.

Utilizarea MTX este primara fata de cea a leflunomidei datoritd experientei generale mai
mari cu MTX, inclusiv la copii. In urma unor studii a pacientilor care administrau AINS, initierea
tratamentului cu /eflunomida a fost recomandata ca o optiune pentru activitatea inalta a bolii fara
caracteristici de prognostic rezervat, si pentru pacientii cu activitate moderatd a bolii cu
caracteristici de prognostic rezervat [126]. De aici rezulta ca, in lipsa testelor farmacogenetice,
sunt disponibile alte optiuni farmaco-clinice pentru continuarea sSDMARD.

Au existat mai multe cercetdri privind asocierea genelor cailor metabolice ale MTX si
toxicitatea sau raspunsul in AR decat in AJI, chiar daca rezultate sunt variabile si de obicei fara ca
acestea sa se raporteze la cercetarile predecesorilor [58].

Modelul clinico-genetic propus de cercetatorii din Olanda a inregistrat o concordantd
statistica de 77,7% [127]. Acest model a inclus drept variabilda SNP-ul MTRR rs1801394.

Grupul de lucru de Reumatologie din Italia in cadrul MARAIJIA raporteaza cd nu sunt
suficiente dovezi pentru a justifica analiza farmacocineticd si farmacogenomicd Inainte de
tratamentul cu MTX 1n practica clinicd curentd, deoarece rezultatele disponibile cu privire la
biomarkerii capabili sa prezica raspunsul la tratament sunt insuficiente [128].

Deocamdata, studiile ultimei decade asupra tratamentului AJI au tendinta de a afla daca
abordarea clasica de a urma aceeasi cale terapeutica pentru toti pacientii, indiferent de acesti factori
clinici de influentd, va duce la ameliorarea starii pacientului.

Odata cu descoperirea genelor candidate, care sugereaza o susceptibilitate crescuta la AJl,
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a aparut un interes pentru a intelege daca aceste diferente genetice ar putea explica variatia
raspunsului la tratament [129].

Definitia medicinii personalizate rezultd din intervariatia dintre diferiti pacienti, astfel
utilizeaza profilul lor genetic pentru a ghida deciziile de preventie, diagnostic si tratament [130,131].

Profilul genetic al pacientului in plan de eficacitate si/sau toxicitate a metotrexatului este
structurat Tn baza mai multor gene ce se afld pe cromozomi diferiti [ 132]. Gena metilentetrahidrofolat
reductazei, dupa cum a fost mentionat, reprezintd acel profil genetic, care raspunde de efectele
adverse la metotrexat. Prin intermediul testarii polimorfismului genei date, se faciliteaza

individualizarea tratamentului de comun cu diagnosticul necompliantei medic — pacient.

Concluzii:

1. Studierea surselor bibliografice a permis evidentierea particularitatilor specifice ale genei
MTHFR, care influenteazd dezvoltarea si evolutia reactiilor secundare medicamentoase,

precum si reducerea potentialului terapeutic.

2. Efectuarea testarii molecular-genetice (prin intermediul tehnicilor moderne disponibile la
nivel national) creste posibilitatea aprecierii particularitatilor raspunsului la tratament in AJI,
elaborarea unui screening al eficacitdtii si toxicitatii la metotrexat in functie de distributia

variantelor polimorfe in AJI.

3. Urmarirea expresiei fenotipice a bolii si a gradului de activitate prin prisma scorurilor clinice,
imagistice in functie de variantele polimorfe genei MTHFR, au consolidat ipoteza precum ca,
in artrita juvenild idiopaticd, la pacientii cu variante polimorfe in gena respectiva, poate fi
eficacitate terapeutica redusa si toxicitate hepatica si cardiaca sporitd la metotrexat. Acest fapt

a stat la baza cercetarii genetice a formelor polimorfe ale genelor ciclului folat in AJI.

4. Terapia personalizata reprezintd o treaptd importantd in managementul pacientului cu AJI.
Deoarece acesti pacienti sunt in perioada de crestere, rezervele pentru inducerea si mentinerea

remisiei maladiei pot fi potentate de terapia optimala.
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2. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE

2.1. Caracteristica generala a studiului: marimea esantionului, selectia loturilor si de
control, designul studiului

Pentru atingerea scopului si a obiectivelor cercetarii, drept protocol metodologic, a fost
decisa efectuarea unui studiu analitic, observational de tip caz-control, care a inclus 68 de probanzi
cu diagnosticul de artritd juvenila idiopatica, conform criteriilor ILAR, cu varsta intre 1 si 18 ani,
in perioada 2017-2021. Astfel, 23 de probanzi admisi au fost inclusi in lotul de cazuri. In functie
de genotip, copiii au fost repartizati in 2 subloturi:
= sublotul 1 - copii cu mefotrexat si polimorfism genetic heterozigot compus C677T s1 A1298C

(n=14);
= sublotul 2 - copii cu metotrexat si polimorfism genetic homozigot T677T (n=9).

Lotul de control a fost constituit din 45 de probanzi cu metotrexat, care nu prezintd aceste
polimorfisme pentru gena MTHFR. Studiul a obtinut avizul favorabil nr. 52 al Comitetului de Etica
a Cercetarii, USMF ,Nicolae Testemitanu”, in cadrul sedintei din 12 aprilie 2018, iar
consimtamantul informat a fost semnat de fiecare subiect inainte de initierea studiului. Tinand cont
de faptul ca, studiul a inclus analize genetice, a fost elaborat, aprobat si semnat un consimtamant
informat suplimentar.

Luand in considerare faptul ca, datele mondiale despre raspandirea genotipului heterozigot
compus lipsesc, a celui homozigot TT sunt bazate pe rezultatele studiilor din populatii diverse si
esantioane de calibru mic, iar in cazul populatiei RM incidenta genotipurilor este cunoscutd, a fost
facuta referire la raspandirea geograficd a variantei polimorfe TT pentru a calcula volumul
esantionului studiului prezent. Esantionul de cercetare a fost calculat in baza formulei (2.1)

standard pentru studiile de tip caz-control:

_ 1 2(Za+ZB)?x P(1-P)
=17 (PO—P1)? (2.1)

unde:
PO — Pacienti cu artrita juvenila idiopaticd cu MTX si polimorfism al genei MTHFR. Conform
datelor bibliografice, frecventa variantei polimorfe TT reprezinta 15,49%, (PO = 0,1549) [54]
P1 — Pacienti cu artrita juvenild idiopaticd cu MTX si fard polimorfism al genei MTHFR.

Presupunem, ca in lotul de cercetare valoarea va fi de 50% (P1 = 0,5), atunci:
P=(P0+P1)2=0,32 (2.2)

Za. — valoarea tabelara. Pentru semnificatie statisticd a rezultatelor de 95% coeficientul Za=1,96

7 — valoarea tabelara. Pentru puterea statistica a comparatiei de 90% coeficientul Zff = 1,28
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f = Proportia subiectilor care se asteaptd sa abandoneze studiul din motive diferite de efectul
investigat q = 1/(1-f), f= 0% (0).
Introducand datele in formula s-a obtinut:

2(1,96 + 1,28)%x 0,32 x 0,68

38,36 =
(0,1549 — 0,5)?

Astfel, pentru cercetare au fost create doua loturi:

» Lot de cazuri — cel putin cate 19 pacienti cu diagnosticul stabilit de AJI, cu terapia cu MTX si
polimorfism genetic a MTHFR;

» Lot persoane de control — cel putin cate 19 pacienti cu diagnosticul stabilit de AJI, cu MTX,
fara polimorfism genetic a MTHFR.

Esantionul a fost calculat si cu ajutorul programului computerizat QUANTO v1.2.4,
destinat calculelor matematice pentru studiul asocierilor factorilor genetici, de mediu si al
interactiunilor geno-ecologice sau intergenice in dezvoltarea maladiilor multifactoriale [133]. A
fost examinata asocierea genei-candidate cu AJI in administrare de metotrexat.

Exemplificaim estimarea numarului de perechi caz-control necesare pentru a studia
asocierea cu gena preconizata — MTHFR. Admitem urmatoarele:

1. Prevalenta maladiei in populatia pediatrica (Kp) este egala cu 0,001% (conform datelor ACR).
2. Polimorfismul genei MTHFR determina formarea a 2 alele in locusul 677: alela nula C (marcata,
de ex., prin litera ,,A™) si alela functional competentd T (marcatd prin litera ,,a™). Purtatorii
genotipului homozigot TT prezinta risc majorat pentru dezvoltarea toxicitdtii si ineficacitatii in
administrare de metotrexat. Proportia subiectilor din populatie purtdtori ai genotipului pentru
Republica Moldova este de 15,49%.

3. In conformitate cu legea echilibrului Hardy-Weinberg, am aflat incidenta alelelor in populatie.
Astfel, incidenta alelelor competente MTHFR in populatie este gA= V15,49=0,3935. Modelul de
mostenire este cel recesiv.

4. Admitem ca riscul de dezvoltare a toxicitatii si ineficacitatii pentru purtdtorii genotipului TT la
subiectii cu AJI, in comparatie cu cei purtatori ai alelelor normale, este egal, cel putin, cu 2,0 (Rg).
5. Puterea studiului trebuie sd fie cel putin 80%, iar nivelul stabilit de semnificatie este egal cu
0,05 (eroarea tip I). Introducand datele in program, am obtinut numarul de 204 de perechi caz-

control.
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Outcome (rezultat scontat): Disease (maladia) AJ1
Design (schema studiului): Matched  case-control  (studiu  caz-control)
Hypothesis (ipoteza testata): Gene only (studiul asocierii genelor cu maladia)
Desired power (puterea studiului): 0.800000
Significance (semnificatia statistica): 0.050000, 2-sided
Gene (gena)

Mode of inheritance (modelul mostenirii): Recessive (recesiv)

Allele frequency (frecventa alelei in populatie): 0.3935

Disease model (modelul de studiu) Summary parameters (parametrii)
*P0 0.000008 kP 0.000010
Rg: 2.0000 (*indicates calculated value, indica valoarea calculata)
Parameter (parametru) N Null (nul) Full (deplin) Reduced (redus)
Gene (gena) 204  BG=0 BG -—--

Totodata, obiectivul studiului este determinarea prezentei variantelor polimorfe in gena
MTHFR in AJI la pacientii care administreazd MTX. Motivat de faptul cd studiul raspandirii
variantelor polimorfe in populatia copiilor cu AJI din RM nu corespunde acestui obiectiv, s-a
utilizat calculul esantionului, conform formulei standard pentru studiile de tip caz-control.

Probanzii din cercetare au intrunit urmatoarele criterii de includere:

a) copii cu varsta cuprinsa intre 1 si 18 ani;

b) diagnostic de artritd juvenila idiopatica;

c) pacienti cu AJI si tratament cu metotrexat pentru o perioada de peste 6 luni;

d) acceptul parintilor sau a reprezentantului legal al pacientului (si a pacientului in cazul varstei
de 14-18 ani prin formular de informare) de a efectua examinarea molecular-genetica si a
participa in studiu.

Criteriile de excludere au fost:

a) copii cu artritd juvenila idiopatica care nu urmeaza tratament cu mefotrexat;

b) copii cu maladii hepatice acute si cronice;

¢) copii cu malformatii congenitale de cord;

d) subiectii care au refuzat participarea in studiu.

Toti subiectii au fost examinati prin testare de polimorfism genetic pentru MTHFR in
Laboratorul AlfaDiagnostica — baza clinica a IP USMF ,,Nicolae Testemitanu”. Astfel, au fost generate

subloturile de cazuri (L1.1 si L1.2) si lotul de control (L2). Pe parcursul studiului, pacientii au fost
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examinati 1n incinta IMSP Institutului Mamei si Copilului printr-un set de analize, care a inclus
hemoleucograma, VSH, analiza biochimica a sangelui, testele imunologice. La fel, au fost efectuate
electrocardiograma, ecocardiografia si ultrasonografia hepatica. Elastografia hepatica a fost efectuata
in cadrul Laboratorului MedDiagnostica, contractat in cadrul programului de doctorat de catre USMF
»Nicolae Testemitanu”. Toti pacientii au fost evaluati prin intermediul scorului de severitate a
intolerantei la metotrexat, indicelui DAS28, JADAS-71 si ACR Pedi 30. Designul studiului este

reprezentat in figura 7.

Copit cu AJI (eriternn ILAR)

< =

Testarea genetici a polimorfizmelor

MTHFR cu MTX
(n=68)
Lot de cazuri Lot persoane de control
AN+ MTX + Mutatie MTHFR ATl + MTX — Mutatie MTHFR
(n=23) (n=45)
Sublet 1 Sublot 2
AJ +MTX + Mutatie AJI+ MTX + Mutatie
677TT 677CT/1298AC
(n=29) (n=14)
Examen de laborator si imagistic Apreciere a:
+ Hemoleucograma +VSH + Scorurilor de activitate a bolii (S corul
+ Proteimna C reactiva DAS28 51 JADAS 71)
s ALT + Eficacitatii tratamentului (ACR pedi30)
% AST + Intolerantei terapeutice (Scorul MISS)

.,

++ Biluubma totala + fractn
++ Colesterol total

+ Trgliceride

++ Fostataza alcalini

+ Ureea

++ Creatimna

+ Protrombina

+ Fibrinogen

++ Proteina totala

7

+ Ecogratia hepatici
#» Elastografia hepatica
% ECG

+» Ecocardiografia

— =

Corelarea parametrilor clinico — paraclinici cu prezenta
sau absenta mutatiei in gena cercetata

B

Elaborarea recomandarilor privind testarea genetica
anterior terapielr cu MTX

Figura 7. Designul studiului

42



2.2. Metodologia aplicata in decursul cercetarii
Metodele generale de cercetare utilizate:

1) Clinica (examenul clinic al sistemului osteoarticular, antropometria);

2) Paraclinica (imagistica si functionalda — ultrasonografia hepatica, ecocardiografia si
electrocardiografia, elastografia hepaticd; de laborator — analiza generalda, biochimica si
imunologica a sangelui);

3) Genetica — reactia de polimerizare in lant (Real Time PCR);

4) Statistica.

Metodele de acumulare a datelor primare:

1) Sistemul informational de date medicale ,,SIAAMS” din cadrul IMSP Institutul Mamei si
Copilului;

2) Protocolul de cercetare (intrebari despre istoricul bolii de baza, patologii concomitente, factori
de prognostic rezervat al maladiei si aprecierea globala a bolii de cétre pacient si medic);

3) Rezultatele scalelor de evaluare aplicate (ACR Pedi 30, JADAS-71, DAS28, MISS).

Pentru notarea caracteristicilor subiectilor cu AJI, au fost utilizate datele colectate din

Sistemul informational de date medicale ,,SIAAMS” pentru subiectii spitalizati In sectia

Reumatologie pediatrica din incinta IMSP Institutul Mamei si copilului, in perioada 2017-2021.

Metoda clinica

Protocolul de cercetare a fost utilizat pentru intervievarea ambelor loturi, atat de cazuri, cat
si de control. Chestionarul a fost structurat pentru etapa cercetarii, astfel Incat s permita cumularea
rezultatelor necesare si a inclus o serie de intrebari concrete. Acest chestionar a fost completat
pentru fiecare pacient inclus in studiu. Metoda-standard de intervievare a permis colectarea datelor
despre durata simptomelor si a bolii, evaluarea globald a bolii si a simptomelor, cum ar fi durerea,
evaluarea reactiilor adverse la tratament, iar o parte din informatie a fost transferatd din
documentatia medicald. in compartimentul dedicat descrierii acestor parametri au fost mentionate:
varsta copilului la debutul bolii, durata de la debutul afectiunii, durata tratamentului cu MTX,
precum si dinamica parametrilor obtinuti prin aplicarea scalelor de evaluare a activitatii bolii, a
eficacitatii tratamentului si a intolerantei la tratament. Dupa extragerea datelor, toate chestionarele
completate au fost supuse verificarii cantitative si calitative. Datele analizate au fost codificate,
ceea ce a permis unificarea prelucrarii statistice.

Examenul clinic al sistemului osteoarticular a fost efectuat exclusiv la toti probanzii prin
observarea si cuantificarea numarului de articulatii tumefiate si dureroase, cuantificarea durerii
prin intermediul scarii vizuale analoge, interogarea asupra evaluarii globale a bolii de catre pacient
sau pdrinte, interogarea asupra prezentei si cuantificarii intensitdtii reactiillor adverse
gastrointestinale la administrarea de metotrexat.
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Examenul antropometric a fost efectuat la toti probanzii cu ajutorul benzii centimetrice de
perete si a cantarului electronic de tip REPHNO, cu precizie de 0,1 gr., configurat metrologic, din
cadrul sectiei de Reumatologie pediatrica sau DCSI. Datele au fost apreciate in raport cu valorile
OMS/CCM pe scara centilica si z-scor pentru varsta cu ajutorul programului Ped(z) Pediatric
Calculator 3.8.0 Version © Daniel Grife.

Evaluarea documentatiei medicale a copiilor s-a efectuat asupra fisei medicale de stationar
(formular 003/e) si fisei medicale de ambulatoriu (F025/e) pentru completarea datelor de
identificare, comorbiditatilor, duratei bolii, duratei si dozei de administrare de MTX, a altor
medicamente, rezultatelor de laborator si imagistice. Acordul pentru colectarea datelor de arhiva a
fost aprobat de catre Comitetul de Eticad a Cercetarii USMF ,Nicolae Testemitanu” si semnat de
catre Directorul IMSP Institutul Mamei si Copilului.

Scale de evaluare aplicate:

a) Indicele de activitate a bolii DAS28;

b) Indicele de activitate a bolii JADAS-71;

c) Indicele de eficacitate a tratamentului ACR Pedi 30;

d) Scorul de severitate a intolerantei la metotrexat (MISS).

Printre cele mai utilizate instrumente de evaluare a activitatii bolii se numara indicele DAS28
(Disease Activity Score 28), care constd din evaluarea a 4 variabile: numadrul de articulatii
dureroase si tumefiate, evaluarea globald a bolii si valoarea vitezei de sedimentare a hematiilor.

Formula de calcul pentru DAS28 este:

DAS28=0,56 x \NAD28 + 0, 28 x YV NAT28 + 0,7 x LnVSH + 0,014 x EGB (2.3)
Unde:
NAD - reprezinta numarul de articulatii dureroase;
NAT — numarul de articulatii tumefiate;
VSH - viteza de sedimentare a hematiilor;
Ln — logaritmul natural;
EGB — evaluarea globala a activitatii bolii de catre pacient, dupd scala vizuala analoga de 0-100 mm.
Acesti parametri pot fi introdusi si in aplicatia electronicd DAS28 Calculator ©2012 Tantor
Systems, care calculeazd DAS dupi formula prestabilita. In functie de valoarea obtinuti, a fost
stabilitd o activitate a bolii joasa, moderata sau inalta. Interpretarea rezultatelor: DAS28 > 5,1
corespunde activitatii inalte; DAS28 < 3,2 — activitatii moderate; DAS28 < 2,6 corespunde
activitatii minimale sau remisiunii maladiei.
Indicele de activitate a bolii JADAS-71 a inclus urmatoarele patru masurari: evaluarea
globala de catre medic a activitatii bolii, masuratd pe o scala vizuala analoga de 0-10 cm, unde 0
= lipsa de activitate si 10 = activitate maxima; evaluarea globald a activitatii bolii de catre pacient
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sau parinte, masuratd pe scara vizuala analoga de 0-10 cm unde 0 = foarte bine si 10 = foarte slab;

viteza de sedimentare a hematiilor, normalizata la o scara de la 0 la 10 conform formulei 2.4;

VSHn = (VSH-20)/10 (2.4)
si numarul de articulatii active.

Aceasta versiune a scorului a fost elaborata si validatd folosind un formular de examinare
reumatologica, care a inclus 71 de articulatii. Este important de remarcat ca, scorul JADAS-71 nu
include coloana toracica si lombara, incluse in prezent in examenul reumatologic standard adoptat
de Pediatric Rheumatology International Trials Organization (PRINTO) si de Pediatric
Rheumatology Collaborative Study Group (PRCSG). Pentru a rezolva aceastd incongruenta
formala, in studiile clinice se recomandd combinarea coloanei vertebrale cervicale, toracice si
lombare intr-o singura articulatie. Exclusiv, articulatiile sacro-iliace nu sunt incluse in numarul
articulatiilor active, deoarece nu pot fi tumefiate clinic si nici nu prezinta cu limitare de miscare.
JADAS este calculat ca suma simpla a scorurilor celor patru componente ale sale, care da un scor
global de 0-101 pentru JADAS-71. Instrumentul este fezabil si are valabilitate de continut. in plus,
in procesul de analiza de validare, a demonstrat o buna validitate discriminanta si receptivitate la
schimbarile importante din punct de vedere clinic Intr-un set mare de date ale pacientilor.

Indicele de eficacitate a tratamentului ACR Pedi 30 se bazeaza pe variabilele principale
elaborate de American College of Rheumatology pentru artrita juvenild, si anume, evaluarea
globala de catre medic a activitdtii bolii (VAS de 0-10 cm), evaluarea parintilor/pacientului a
bundstarii generale (VAS de 0-10 cm), capacitatea functionald, numarul de articulatii cu artritd
activa (definita ca efuziune articulard sau limitarea miscarii insotita de hipertermie, durere sau
sensibilitate), numarul de articulatii cu amplitudine limitata de miscare si VSH. Un raspuns ACR
Pedi 30 este definit ca o Tmbunatatire cu cel putin 30% fatd de valoarea initiala in trei din sase
variabile, cu cel mult o variabild rimasa agravandu-se cu >30%. In mod similar, recurenta este
definitd ca agravarea a doua variabile cu cel putin 40% fara ameliorarea mai mult de o variabila
cu 30%. La scurt timp dupa publicarea lor, aceste criterii au devenit standardul de aur pentru
evaluarea raspunsului la terapie in AJI. Criteriile ACR Pedi 30 sunt acceptate atat de FDA din
SUA, cat si de Agentia Europeand pentru Medicamente pentru toate studiile de faza Il in AJI, care
solicitd inregistrarea medicamentelor. Recent, ACR Pediatric 30 a fost adaptat pentru utilizare in
studiile clinice in AJI sistemica, addugand, pe langd cele sase variabile de baza, demonstrarea
absentei varfurilor febrile (>38 °C) in timpul saptdmanii premergdtoare evaluarii.

Intoleranta la metotrexat a fost evaluata prin intermediul scorului de severitate a intolerantei
la metotrexat (MISS). Acest chestionar constd din patru domenii: durere abdominala, greata,
varsaturi si simptome comportamentale si inregistreaza simptome anticipatorii, dupa administrarea
metotrexatului, precum si simptome asociative, adicd, simptome care apar atunci cand pacientul
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se gandeste la metotrexat. Simptomele sunt evaluate in momentul raspunsului la chestionar, fara
un interval de timp specific. Simptomele comportamentale includ neliniste, iritabilitate si refuzul
de administrare, ca raspuns la simptomele gastrointestinale. Fiecare dintre cei 12 itemi ai scalei
MISS este punctat pe o scald psihometrica (0 = fara simptome, 1 = simptome usoare, 2 = simptome
moderate; 3 = simptome severe) pentru un scor maxim de 36. Este stabilit drept intoleranta la
metotrexat un scor de >6 puncte pe chestionarul MISS, incluzand cel putin un simptom anticipator,

asociativ sau comportamental.

Metoda paraclinica

Laboratorul din cadrul IMSP Institutul Mamei si Copilului a procesat probele sanguine a
probanzilor aflati in stationar sau din ambulator prin intermediul analizorului Sysmex XN1000
pentru hemoleucogramd prin metodele citometriei in flux de fluorescentd si impedantei
hidrodinamice. Viteza de sedimentare a hematiilor a fost efectuatd dupa metoda manuala
Westergren, care presupune stabilirea tubului de testare Tn pozitie verticald intr-un suport gradat
milimetric si se citeste nivelul de sedimentare a hematiilor in milimetri dupd 1 ora.

Examenul biochimic sanguin a fost procesat prin intermediul analizorului Cobas C311. Prin
metoda kineticd standardizatd I[FCC fara piridoxal fosfat si metoda fotometrica au fost apreciate
sindromul hepatocitolitic (ALT, AST), sindromul hepatopriv (proteina totald serica, protrombina),
sindromul colestatic (bilirubina totala si directa, fosfataza alcalina, colesterolul seric total),
sindromul mezenchimal inflamator (proteina C reactiva, fibrinogenul), si a fost evaluat nivelul
ureei si creatininei serice.

Explorarea functionala a ficatului a fost efectuata cu ultrasonograful Toshiba Aplio 300 din
cadrul departamentului Diagnostic Functional al IMSP Institutul Mamei si Copilului, conform
cerintelor in vigoare de supraveghere a pacientilor cu AJI (PCN — 7 Artrita Juvenild Idiopatica,
2016). Au fost determinati urmatorii parametri: dimensiunile lobului drept (mm), dimensiunile
lobului stang (mm), conturul, ecostructura, ecogenitatea, prezenta formatiunilor, starea cailor
biliare intrahepatice, dimensiunea venei porta (mm) si a venei lienale (mm).

Explorarea elastografica a ficatului prin FibroScan [88] a fost efectuata la 50 de subiecti din
loturile de baza si control. Investigatia a fost efectuatd in LaboratorulMedDiagnostica, contract nr.
47 CPV 7311000-6 din 13.03.2019, din cadrul programului de doctorat. Testul reprezintd o metoda
nedureroasa si nu necesitd o pregatire prealabila, iar rezultatul este eliberat pe loc. Aparatul
FibroScan Touch 502 Echosens, Paris, Franta, e bazat pe conceptul de elastografie tranzitorie.
Acest sistem foloseste o excitatie mecanica externa controlatd (folosind un piston care atinge
suprafata corpului), care este integratd cu un transductor ultrasonic pentru a monitoriza pulsul
undelor de forfecare. Transductorul ultrasonic are o configuratie focala fixa, iar viteza undei de
forfecare, care este masurata, corespunde vitezei medii a undei de forfecare in regiunea tesutului
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de-a lungul ,,linie1 A”, care este imaginea de transductor. FibroScan este conceput special pentru
masurarea rigiditatii ficatului, fara a afisa o imagine in modul B. Metoda este fezabila si la sugari,
dar factorii de confuzie, precum alegerea sondei, sedarea, sau aportul alimentar trebuie luati in
considerare atunci cand se interpreteaza rezultatele [132]. Valorile de referintd a medianei
elasticitdtii hepatice au fost preluate din cadrul European Federation of Societies for Ultrasound
in Medicine and Biology. Astfel, medianele elasticitatii hepatice in valoare de 4,40; 4,73 si 5,10
kPa au fost atribuite grupelor de varstd 0 — 5; 6 — 11 si respectiv 12 — 18 ani (p=0,001).

Pentru completarea obiectivului 4, conform 2016 ESC Position Paper on cancer treatments
and cardiovascular toxicity developed under the auspices of the ESC Committee for Practice
Guidelines [93], au fost efectuate electrocardiograma si ecocardiografia transtoracica.

Electrocardiograma standard in 12 derivatii a fost efectuatd cu analizorul ASPEL ECG
GREEN v.06.101 la subiectii din cadrul studiului, cu aprecierea urmatorilor parametri: frecventa
ritmului cardiac, interval PQ (mm), interval QT corijat (mm). Pentru realizarea contactului bun
intre tegumente si electrozi acestea au fost unse cu gel acustic [133]. La nivelul membrelor s-au
montat electrozi: rosu pentru mana dreapta, galben pentru mana stanga, verde pentru piciorul stang
si respectiv negru pentru piciorul drept. Electrozii pentru V1-V6 au fost fixati in spatiile
intercostale respective.

Ecocardiografia transtoracica a fost efectuata cu ultrasonograful Aloka Prosound Alpha 7,
sonda Aloka UST-52124 Pediatric Phased Array. Parametrii sistolici ai ventriculului stang au fost:
* DTD VS — diametrul telediastolic al ventriculului stang;

* DTS VS — diametrul telesistolic al ventriculului stang;
= VTD VS — volumul telediastolic al ventriculului stang;
*= VTS VS — volumul telesistolic al ventriculului stang;

* FE — fractia de ejectie a ventriculului stang;

s’ la nivel de inel mitral septal;

s’ la nivel de inel mitral lateral.

Parametrii diastolici ai ventriculului stang au fost: E; e'septal; e'lateral; e'mediu; E/e’ mediu.
Parametrii sistolici ai ventriculului drept au fost: TAPSE — miscarea sistolicd anterioara a inelului
tricuspidian; S’- la nivel de perete lateral al ventricolului drept; PSAP — presiunea sistolica in artera

pulmonara.

Metoda genetica

Mostrele de sange colectat de la subiectii din ambele loturi de studiu au fost pastrate in
congelator la -20°C si anonimizate de catre Laborator, conform formularului de trimitere din Anexa
2 la contractul prestari servicii nr.20112017 din 20.11.2017. Frigiderele sunt incuiate cu cheie, la
care accesul este limitat si sunt strict monitorizate de personalul cu drept de acces.
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Dupa examinare, ADN-ul celulelor periferice si restul portiunilor sanguine au fost lichidate,
conform amendamentelor de rigoare din alineatul 5.8 la contractul prestari servicii nr.20112017
din 20.11.2017.

Costurile analizelor genetice au fost acoperite din cadrul programului de doctorat, conform

contractului semnat cu cadrul fizic in persoana studentului-doctorand.

Protocolul reactiei de polimerizare in lant (Real Time PCR)

Toti cei 68 de subiecti cu AJI, cu MTX, au fost testati prin reactia de polimerizare in lant.

Etapa I: S-a colectat sange din vena cubitald, dimineata, a jeun. Sangele a fost recoltat in
recipient cu K3EDTA. Tuburile cu proba au fost lent agitate, astfel ca sangele periferic sd fie
amestecat cu anticoagulantul si transportate in primele 2 ore la temperatura 18-25°C.

Etapa 2: Ulterior, a fost utilizat setul de reagenti pentru prelucrarea preliminara a sangelui
periferic C-8814 Peanbect I'emonutux AO ,,BEKTOP-BECT” certificate ISO 9001 si ISO 13485.
Pana la inceperea lucrului, setul a fost extras din frigider, a fost deschis si ldsat la temperatura
camerei 18-25°C pe parcursul a 30 minute. In fiecare eprubeti au fost introduse cate 0,5ml solutie
pentru hemoliza. Sangele integral a fost amestecat pand la omogenizare prin rotirea vacuettelor. in
fiecare eprubetd a fost introdus cu pipeta de unicd folosintd ,,FinnTip”, cate 250 pl de mostrad
sanguind analizatd. Fiecare eprubetd din setul de lizd se acopera cu capac si se amestecd prin
miscari de rotatie. Apoi, continutul se centrifugheaza cu ajutorul microcentrufugii ,,Eppendorf”,
Germania, la 7000 rotiri/minut pe parcursul a 3 minute. Supernatantul format din celule periferice
(leucocite), dupa eliminarea plasmei, este colectat in volum de 0,2ml si introdus intr-o eprubetd de
volum 2,0ml. Acestea au fost pastrate la temperatura -20°C.

Etapa 3: Fractionat au fost decongelate sdptdmanal un numar n de probe pentru a se izola
AND-ul celulelor periferice in supernatantul rezultat din centrifugare dupa adaugarea solutiei de
liza. La supernatantul colectat cu ajutorul pipetei de unica folosinta s-a adaugat solutia de lizd din
setul de reagenti C-8896 Pean-bect skctpakuus 100 pentru separarea ADN-ului. Au fost alese si
marcate numarul necesar de eprubete cu volum 2,0 ml inclusiv si pentru control.

Etapa 4: Urmatoarea etapd a constituit reactia de polimerizare in lant, cu detectie in timp
real, a produsului PCR acumulat, prin masurarea fluorescentei emise. La sférsitul ciclurilor de
amplificare se efectueaza genotiparea, prin analiza curbei de topire. A fost utilizat setul de reagenti
pentru determinarea diferentiald a polimorfismelor mononucleotidice a genelor sistemului de
coagulare a sangelui si ciclului folatilor D-3803 Peanbect-I'eneruka ['emocTas. Analizorul utilizat
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad, SUA. Metoda de apreciere este una

calitativa cu specificitatea clinica de 100%
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Interpretarea rezultatului

Echilibrul Hardy-Weinberg este un concept din geneticd, care descrie situatia in care
frecventele alelelor si genotipurilor unei populatii raman constante de la o generatie la alta in
absenta factorilor perturbatori. Acest echilibru este influentat de cinci conditii: incrucisarea
aleatorie, absenta selectiei naturale, absenta migratiei, marimea populatiei infinit de mare si
absenta variantelor polimorfe.

A fost utilizata formula generala a echilibrului Hardy-Weinberg care este:

p’t+2pqtg=1
unde:
- p? reprezinta frecventa genotipului homozigot dominant,
- 2pq reprezinta frecventa genotipului heterozigot,
- g reprezintd frecventa genotipului homozigot recesiv,
- p este frecventa alelei dominante in populatie,
- q este frecventa alelei recesive n populatie.

Echilibrul Hardy-Weinberg poate fi utilizat pentru a estima frecventa genotipurilor intr-o
populatie, cunoscand frecventa alelelor. Cu toate acestea, in practicd, frecventele genotipurilor pot
fi afectate de o serie de factori, cum ar fi selectia naturala, deriva genetica si migratia.

Corectarea pentru asociere a genotipurilor se poate face folosind corectia lui Yates, care este
o ajustare utilizatd pentru a imbunatati exactitatea testelor de asociere intre genotipuri si boli.
Aceasta este utilizatd atunci cand numarul de subiecti este relativ mic sau atunci cand frecventa
unei anumite alele este foarte mica sau foarte mare. Corectia lui Yates este adaugarea sau scaderea
unui anumit numadr de la fiecare dintre celulele tabelei de contingensa (tabelele de frecventd a
genotipurilor) pentru a compensa discrepantele si a obtine o estimare mai precisa a asocieril.

Formula pentru corectia lui Yates, care a fost utilizatd in studiu este:

> =|0-E| - 1/2

unde:
= ? reprezinta statisticul testului chi-pétrat ajustat,
* O —reprezintd observatiile,

» E —reprezintd valorile asteptate.

Metodele statistice de analiza a rezultatelor obtinute

Pentru analiza datelor s-au aplicat urmatoarele teste statistice: pentru investigatii primare de
asociere s-a folosit coeficientul de corelatie Pearson, care este 0 masurd a asocierii liniare dintre
doud variabile, acesta luand valori intre — 1 si + 1, inclusiv cu semnificatia de asociere
pozitivd/negativa dupa semnul coeficientului si de lipsd de asociere pentru corelatie egald 0.
Studiul interactiunii dintre parametrii cantitativi s-a efectuat prin calculul coeficientului de
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corelatie Pearson (r). Interpretarea coeficientului de corelatie s-a realizat astfel :

valori intre £0,25 — legatura lineara inexistenta;
valori Intre £0,25 1 0,50 — legatura lineara slaba;
valori intre £0,50 1 £0,75 — legatura lineara medie;
valori intre £0,75 1 £1 — legatura lineara puternica.

Testul Chi-patrat este 0 metoda statistica, care a fost utilizata pentru a evalua daca exista o

relatie semnificativd intre doud variabile categorice. Acesta compara frecventele observate ale

diferitelor categorii cu frecventele asteptate sub ipoteza nuld ca nu existd o asociere intre variabile.

Pentru a realiza testul Chi-patrat, au fost urmati pasii:

. Am formulat ipoteza nula (HO) si ipoteza alternativa (Ha). Ipoteza nula afirmd ca nu existd o

asociere intre variabilele categorice, in timp ce ipoteza alternativa afirma ca exista o asociere

intre ele.

. Am stabilit nivelul de semnificatie (o) pentru test (de obicei a=0.05).

. Softul a generat un tabel de contingenta, care a aratat frecventele observate pentru fiecare

categorie a celor doua variabile.

Au fost calculate frecventele asteptate sub ipoteza nula.

. S-a calculat Chi-pétrat utilizand formula:

' 2
X2 =y O hr
Unde:
Oi reprezinta frecventele observate pentru fiecare categorie,
Ei reprezintd frecventele asteptate pentru fiecare categorie sub ipoteza nula,
> reprezintd suma peste toate categoriile.
Am determinat gradele de libertate (df) pentru test. Acesta este egal cu produsul dintre numérul
de categorii minus 1 pentru fiecare variabila.
Am consultat tabelul Chi-patrat pentru a determina valoarea criticd corespunzatoare nivelului

de semnificatie si numarului de grade de libertate.

. Softul a generat acceptul sau respingerea ipotezei nule in functie de compararea testului Chi-

patrat cu valoarea criticd. Daca testul este mai mare decat valoarea critica, ipoteza nuld a fost
respinsa, ceea ce indicd o asociere semnificativa intre variabilele categorice.

Testul ANOVA (Analysis of Variance) este o metoda statistica, care a fost folositd pentru a

compara media a trei sau mai multe grupuri, pentru a determina daca exista diferente semnificative

din punct de vedere statistic intre ele. Aceasta se realizeaza prin impartirea variatiei totale in date

in diferite surse si apoi comparand variatia intre grupuri cu variatia in cadrul grupurilor. ANOVA
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ajutd practic la determinarea daca exista diferente in medii intre grupuri si dacd acele diferente
sunt susceptibile sa se datoreze hazardului sau daca sunt semnificative din punct de vedere statistic.
Acest test este folosit in mod obisnuit in cercetarea experimentald si poate oferi insight-uri
valoroase in compararea simultana a mai multor grupuri.

Diferentele dintre loturi au fost analizate cu ajutorul urmatoarelor teste: testul Mann-
Whitney U pentru esantioane independente in cazul datelor neparametrice. Valorile p<0,05 au fost
considerate semnificative. Testul Mann-Whitney, cunoscut si sub numele de testul U al lui Mann-
Whitney, este utilizat in analiza statistica, pentru a evalua dacd doud esantioane independente
provin din aceeasi distributie de probabilitate. Acest test presupune clasificarea datelor intr-un
singur set, apoi in altul, si compararea rangurilor dintre cele doua seturi. Este utilizat, atunci cand
datele nu indeplinesc conditiile necesare, pentru a efectua un test t-student sau cand se doreste o
analizd neparametricd. Testul Mann-Whitney este util n special cand datele nu sunt distribuite
normal sau cand valorile extreme pot influenta semnificativ rezultatul testului.

Analiza ROC este o metoda, care a fost utilizatd in evaluarea performantei modelelor de
diagnostic pentru cd aceasta este adesea folositd in domeniul medical si al cercetarii. Prin
intermediul acestui tip de analiza s-a examinat abilitatea unui model de a discerne intre doua stari
(de obicei, prezenta sau absenta unei anumite afectiuni) pe baza diferitelor valori cut — off ale
criteriului diagnostic. Analiza ROC genereaza o curba ROC, care prezinta rata de valori pozitive
(sensibilitatea), in functie de rata de valori false pozitive (specificitatea). Cu cat curba se apropie
mai mult de coltul din stanga sus al graficului (cu o suprafata sub curba mai mare, AUC), cu atét
modelul este considerat a avea o performantd mai bund in discriminarea intre cele doua stari.
Interpretarea corectd se face cu ajutorul intervalului de incredere de 95% asociat: daca AUC > 0,9
acuratetea diagnostica este excelentd, AUC 0,8 < 0,9 indica o acuratete diagnostica foarte buna,

iar o valoare AUC 0,8 indicd un test cu acuratete diagnostica fara valoare.
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Concluzii:

Pentru realizarea obiectivelor cercetdrii, a fost efectuat un studiu analitic, observational de tip
caz-control. Cercetarea a fost realizatd pe un lot de 68 de subiecti, diagnosticati cu artrita
juvenila idiopaticd, care urmeaza tratament cu metotrexat, dintre care 23 de subiecti au fost
inclusi in lotul de cazuri, prin selectie in functie de prezenta polimorfismului genetic, iar 45 de

subiecti au constituit lotul de control.

Metodologia aplicatd in decursul studiului a inclus metode generale de cercetare (clinica, de
laborator, functionald, imagistica), precum si aplicarea celor patru scale de evaluare a activitatii
bolii, eficacitatii si intolerantei medicamentoase, care au elucidat particularitatile clinice si

paraclinice la subiectii cu AJL

Studiul genetic referitor la polimorfismul C677T/A1298C si T677T al genei MTHFR a permis
divizarea subiectilor ambelor loturi, conform genotipului prezentat, si a definitivat

particularitatile evolutiei bolii in functie de polimorfismul genetic.

Aplicarea testarii genotipului enzimatic a permis compararea loturilor de studiu, pentru

determinarea prognosticului maladiei si importanta terapiei medicamentoase personalizate.

Metodele de evaluare statistica aplicate (teste de asociere, teste de corelatie parametrica si
nonparametrica) au facilitat analiza rezultatelor studiului si au permis formularea concluziilor

generale si recomandarilor practice.

52



3. ASOCIEREA POLIMORFISMELOR GENEI MTHFR CU ASPECTELE
CLINICE SI PARACLINICE A ARTRITEI JUVENILE IDIOPATICE IN
FUNCTIE DE UTILIZARE A METOTREXATULUI

3.1. Descrierea probanzilor din lotul de cazuri si lotul de control

Studiul efectuat a inclus 68 de subiecti cu diagnosticul de artritd juvenild idiopatica (AJI),
care au fost diagnosticati conform criteriilor ILAR, administreaza metotrexat (MTX) mai mult de
6 luni si care au fost internati sau consultati, fiind la evidenta medicului reumatolog in cadrul
sectiei de Reumatologie pediatrica a IMSP Institutul Mamei si Copilului, in perioada 2017-2022.
Dintre acestia, 66,18% (45 de subiecti) au constituit lotul de control si 33,82% — lotul de studiu
(23 de cazuri). Repartizarea pacientilor in cele doua loturi a fost efectuata dupa testarea genetica a

polimorfismelor genei MTHFR si este reflectatd in figura 8.

Lot de studiu 33.82 66.18

Lot de control
0 20 40 60 80 100
Figura 8. Repartizarea pacientilor pe loturi (%)

Lotul de studiu a fost divizat in 2 subloturi corespunzator genotipului depistat (figura 9).

60.9

MTHFR homozigot TT

MTHFR combinat
39.1

0 20 40 60 80 100

Figura 9. Repartizarea pacientilor pe subloturi (%)

Conform divizdrii pe sexe, in lotul de control au fost inregistrate 55,56 % (25 de cazuri)
fetite si 44,44 % (20 de cazuri) baieti. In lotul de cazuri, biietii au constituit 47,83 % (11 cazuri),
iar fetitele — 52,17 % (12 cazuri). Atat in lotul de studiu, cét si in cel de control a fost atestatd o
pondere a numarului de fete asupra numarului de baieti (x>= 0,070; gl = 1; p=0,791). In figura 10

este aratata repartizarea pacientilor din ambele loturi conform sexului.
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Lot de control 55.56 44.44

F Lot de studiu 52.17 47.83
M
Total 54.41 45.59
0 20 40 60 80 100

Figura 10. Repartizarea subiectilor din ambele loturi conform sexului (%)

In ceea ce priveste varsta subiectilor, ambele loturi incluse 1n studiu au prezentat un diapazon
vadit a intervalului de varsta cu extremele 24 — 215 luni. Rezultatele repartizarii conform varstei

sunt prezentate in figura 11.

Continuous Field Information Virsta la inrolare (luni)

N =68
12 Min = 24
Max = 215
Mean =134 4
td. Dewv. = 54,97

Frequency

[a] S0 100 150 200 250

Virsta la inrolare (luni)

Figura 11. Repartizarea pacientilor conform varstei (luni)

De mentionat ca varsta medie la inrolare In studiu pentru subiectii lotului de cazuri a fost
129,67 luni (DS = 52,46; 11 95%: 103,58 — 155,75), iar pentru lotul de control varsta medie a
constituit 127,94 luni (DS = 59,71; 1 95%: 106,41 — 149,47).

In acelasi timp, in studiul realizat a fost ficuti o analizi a formei clinice de diagnostic conform
ILAR la subiectii inrolati. Astfel, s-a constatat, ca in lotul de studiu au prevalat subiectii cu forma
oligoarticulard, evolutie persistentd si constituiau 47,82% (11 cazuri) din numarul total al lotului,
urmati de cei cu forma poliarticulara, seronegativa ce reprezentau 39,13% (9 subiecti) din numarul
total al lotului de cazuri. In lotul de control insi formele clinice s-au oglindit cu valori de 48,9% (22
de cazuri) pentru cea poliarticulara, seronegativa, si cate 22,22% (10 cazuri) pentru formele
oligoarticulard cu evolutie persistenta si cea sistemica cu artrita activa (y*= 6,789; gl = 4; p=0,147).

Distributia formelor clinice in cele doua loturi si pentru intreg esantionul este prezentata in figura 12.
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Figura 12. Repartizarea pacientilor dupa forma clinica a AJI (%)

De asemenea, in studiu a fost facutd o analiza a duratei bolii la acesti pacienti. Astfel, durata
medie a maladiei de la stabilirea diagnosticului pentru lotul de studiu este de 48,5 Iuni (DS =33,75;
11 95%: 31,72 — 65,28), in acelasi timp, pentru lotul de control aceastd valoare a constituit 55,66
luni (DS = 48,97, 11 95%: 38,00 — 73,31). Pentru subloturile de studiu au fost inregistrate media
de 53,09 luni (DS = 34,57, I 95%: 29,87 — 76,32) pentru subiectii cu polimorfism MTHFR
compus, si, respectiv, — 41,29 luni (DS = 33,71; 1M 95%: 10,11 — 72,47) la cei cu polimorfism
homozigot dupa alela patologica.

La subiectii din ambele loturi a fost apreciata si durata administrarii de metotrexat. in urma
analizei datelor obtinute, s-a constatat ca subiectii din lotul de studiu prezinta o duratd medie de
administrare de preparat de 38,78 luni (DS = 35,94; 1M 95%: 20,9 — 56,65), iar in lotul de control
media timpului de administrare a constituit 35,03 luni (DS = 39,65; I 95%: 20,73 — 49,33).
Diapazonul cuprinde valoarea minima de 6 luni si extrema de 159 de luni. Rezultatele repartizarii
conform duratei de administrare a MTX sunt prezentate in figura 13.

Datele antropometrice a subiectilor din studiu au ardtat o valoare medie a masei corporale de
36,38kg (DS =15,76; 11 95%: 28,55 — 44,22) pentru lotul de cazuri, astfel, aceasta valoare se situeaza
la 0 medie centilica de 44,17 (DS = 31,08; M 95%: 28,71 — 59,62), constituind un lot de copii
normoponderali. Pentru lotul de control, valoarea medie a masei corporale a subiectilor a constituit
33,25kg (DS = 15,76; 1M1 95%: 27,57 — 38,94), care se incadreaza la nivelul culoarului centilic 30,84
(DS = 28,53; 1 95%: 20,56 — 41,13). Valorile extreme absolute pentru culoarele centilice a masei

corporale sunt practic similare pentru ambele loturi si sunt reprezentate in figura 14.
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Figura 13. Repartizarea pacientilor conform duratei de administrare a MTX (luni)
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Figura 14. Distributia valorilor centilice de masa corporali la pacientii ambelor loturi (%)

Talia pacientilor din lotul de studiu a alcatuit o valoare medie de 139,19 cm (DS = 26,01, 1
95%: 126,25 — 152,13) si s-a plasat in culoarul centilic mediu 47,28 (DS =33,07; 11 95%: 30,83 —
63,73), asadar, acesti copii sunt de staturd normala cu o dezvoltare armonioasa. Lotul de control a
inregistrat valori medii ale taliei subiectilor de 135,25 cm (DS = 28,91; 11 95%: 124,82 — 145,67),
care se pozitioneaza la valoarea medie centilica 36,78 (DS =33,63; 11 95%: 24,66 — 48,91). Analog
rezultatelor obtinute pentru masa corporald, observam valorile extreme centilice ale taliei similare

pentru lotul de cazuri si de control, fiind afisate in figura 15.
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Figura 15. Distributia valorilor centilice de talie la pacientii ambelor loturi (%)

Comorbiditatile pot avea o influentd semnificativda asupra prezentarii, evolutiei si
prognosticului AJI. Astfel, subiectii din studiu au fost verificati si analizati pentru afectiunile
comorbide raportate la momentul initial de stabilire a diagnosticului si introducerii tratamentului.
Pentru lotul de cazuri si de control se raporteaza 55,57% (12 subiecti) si, respectiv, 73,91% (22 de
subiecti) fara afectiuni comorbide.

In afara de patologia tractului gastrointestinal, exprimati prin diagnosticul stabilit de gastrita
cronica in 20,01% (4 cazuri) pentru lotul de studiu si 17,39% (9 cazuri) pentru lotul de control,
uveita a fost inregistratd in 20,01% (4 cazuri) si 2,22% (1 caz) din loturile respective si, nu in
ultimul rand, obezitatea fiind exprimata in lotul de studiu prin 8,70% (2 cazuri) si in lotul de control
prin 2,22% (1 caz), (x>= 12,00; gl = 15; p=0,679).

Pentru fiecare din polimorfismele patologice studiate, aceste comorbiditati, si anume
patologia gastrica si oftalmologica, s-au repartizat identic a cate 8,69% (2 cazuri) pentru fiecare,
in schimb pacientii care sufereau de obezitate au fost depistati cu varianta polimorfa compusa
pentru MTHFR (*= 3,40; gl = 4; p=0,492).

Au existat diferente legate de sexul subiectilor. Aspectele specifice genului ar trebui luate in
considerare privind diagnosticul si tratamentul AJI, in special pentru subiectii care urmeaza terapia
combinatd cu GCS. Datele sunt expuse in figura 16.

A fost Inregistrata prezenta patologiei tractului gastrointestinal in rdndul pacientilor cu AJI
forma poliarticulara, varianta seronegativa in 11,76% (8 cazuri), cat si in randul celor cu forma
oligoarticulara, evolutie persistenta 4,41% (3 cazuri). Din complicatiile extraarticulare, se remarca
uveita cu o pondere de 7,35% (5 cazuri) pentru subiectii din loturile de cercetare, care au fost
diagnosticati cu AJI forma oligoarticulard de evolutie persistentd. Din numarul total de subiecti

inrolati in studiu, 50% (34 de subiecti) nu au inregistrat anumite comorbiditati sau complicatii,
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dintre acestia 52,2% (12 subiecti) (I 95%: 31,8 — 73,1) sunt din lotul de cazuri, iar 48,9% (22 de
subiecti) (IT 95%: 35,6 — 62,5) fac parte din lotul de control.
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sacroileitd
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60% tiroiditi autoimuni
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o 45,95 % retard fizic sever
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|
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Sex
Figura 16. Distributia afectiunilor comorbide in dependentia de sexul pacientilor (%)

Examenului fizic al pacientilor din studiu s-a axat pe evidentierea si analiza existentei
artralgiei, a prezentei redorii matinale si duratei sale, a numarului de articulatii dureroase si
aprecierii gradului durerii, conform scarii vizuale analoge. De asemenea, au fost inregistrate
existenta tumefierii articulare si a numarului articulatiilor tumefiate.

In acest mod, artralgiile si redoarea matinala au fost inregistrate la 6,7% (3 subiecti) (Il 95%:
0 —14,6) a1 lotului de control si la toti subiectii lotului de baza (> = 56,14; gl = 1, p<0,001). Durata
redorii matinale a inscris o valoare medie de 115,00 minute (DS = 65,28; 11 95%: 82,54 — 147,46),
iar pentru grupul de control — 2,81 minute (DS = 8,88; IT 95%: 0 — 6,02).

Numirul articulatiilor dureroase a inregistrat valoarea medie 3,39 (DS = 2,81; Il 95%: 1,99 —
4,79) articulatii pentru lotul de cazuri. Valoarea medie inregistrata in grupul de control a constituit 0,44
(DS = 1,50; I 95%: 0 — 0,98) articulatii. Distributia acestor valori este reprezentati in figura 17.
Durerile au fost evaluate conform scarii metrice vizuale si au constituit o valoare medie de 56,11 mm
(DS =18,19; 11 95%: 47,06 — 65,16) pentru lotul de cazuri, i, respectiv, media de 1,56 mm (DS = 5,14;
1T 95%: 0 — 3,42) pentru lotul de control. De mentionat ci extrema superioara pentru lotul de cazuri a
fost net elevata fata de cea din lotul de control (80 mm vs. 20 mm).

In continuare, a fost analizatd prezentarea pacientului cu tumefiere articulara si s-au
evidentiat 20% (9 subiecti) (IT 95%: 9,1 — 33,3) in lotul de control si toti pacientii grupului de
cazuri (>=39,10; gl = 1; p<0,001). Daca e sa exprimam cantitativ, acesti subiecti prezintd o medie
de 0,34 articulatii (DS = 0,74; 11 95%: 0,08 — 0,61) versus 4,94 articulatii (DS = 7,04; 11 95%: 1,44
— 8,45) 1n grupurile cercetate (F =22,31; p<0,001).

58



Independent-Samples Mann-Whitney U Test

Numarul Articulatiilor Dureroase

Lot

Lot de studiu Lot de control

N=23 -5
Mean Rank = 55,00 IMean Rank = 24,02

S —

20

50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 S0

Figura 17. Distributia numarului de articulatii dureroase la pacientii lotului de studiu si de

Am examinat daca exista diferente in evaludrile globale facute de catre medici si pacienti
(figura 18) pentru eficacitatea terapeuticd a medicamentelor antireumatice modificatoare ale bolii.
Pentru pacientii cu varianta polimorfa C677T si A1298C compusa, a fost inregistratd valoarea
medie de 59,09 mm (DS = 13,75; 1M 95%: 49,85 — 68.,33; Mediana = 50,00; IQR = 20), apreciata
desinestatator, si 58,18 mm (DS = 13,28; 11 95%: 49,26 — 67,10; Mediana = 50,00; IQR = 20),
apreciatd de medic. Pentru pacientii la care a fost depistatd varianta polimorfa T677T izolata,
aceasta valoare medie, stipulatd de catre copil sau tutela, a constituit 64,29 mm (DS = 9,75; Ii
95%: 55,26 — 73,31; Mediana = 60,00; IQR = 10), pe cand din partea medicului, aceasta valoare
medie a constituit 65,71 mm (DS =9,75; 11 95%: 56,69 — 74,74; Mediana = 70,00; IQR =10).
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Figura 18. Distributia nivelului global al bolii apreciate de pacientii lotului de studiu

In continuare s-a analizat daca exista factori de prognostic rezervat pentru pacientii din studiu.
Factorii de prognostic sunt utilizati pentru deciziile de tratament in AJI. Activitatea inaltd a bolii,

prezenta precoce a eroziunilor si pozitivitatea autoanticorpilor sunt factorii de prognostic slab
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utilizati, cel mai frecvent, dar sunt evaluate si alte caracteristici, cum ar fi dizabilitatea functionala,
boala extraarticulara sau multibiomarkerii. Factorii de prognostic sunt incorporati in recomandarile
actuale de tratament pentru managementul AJI si sunt utilizati ca si criterii de includere in studiile
controlate randomizate. Pentru lotul de cazuri au fost mentionati 91,3% (21 de subiecti) (Il 95%:
76,9 —100), care au inregistrat cel putin 1 factor de prognostic rezervat, iar in lotul de control - 13,3%
(6 subiecti) (I 95%: 4,3 — 23.4), (2 = 38,65; gl = 1; p<0,001), (OR = 68,25, 11 95%: 12,65 — 368,38).

Doi biomarkeri, asociati cu activitatea bolii in AJI, sunt proteina C reactiva (PCR) si VSH.
PCR este o proteina de faza acutd, produsa de ficat in cantitdti crescute in timpul inflamatiei.
Deoarece originea inflamatiei nu este legata de cresterea PCR, aceasta nu poate fi utilizatd cu
usurinti pentru a distinge intre o infectie si o inflamatie sterila din AJI. In studiul nostru, valoarea
medie a acestui marker a constituit 20,52 mg/l (DS = 24,62; 1M 95%: 8,27 — 3,76) pentru lotul de
studiu si 21,72 mg/l (DS = 39,77, 11 95%: 7,38 — 36,06), (F=0,03; p=0,850).

Viteza de sedimentare a hematiilor reprezintd un alt marker general al inflamatiei, dar
cresterea acestuia are loc mai tarziu in timpul inflamatiei si poate fi incd prezentd atunci cand
inflamatia este deja controlatd. Prin urmare, VSH are mai putina valoare pentru situatiile acute.
Prezenta crescutd a proteinelor de faza acuta in plasma sanguind a pacientului influenteaza viteza
cu care eritrocitele se scufunda la fundul tubului. Pentru lotul de studiu valoarea medie a VSH a
inregistrat valori de 12,11 mm/h (DS = §,49; 1M 95%: 7,89 — 16.33), iar pentru lotul de control —
17,16 mm/h (DS = 14,76; 11 95%: 11,83 —22,48), (F =2,29, p =0,134) (figura 19).

35
60

=
=]

VSH (mm/h)

Lot de studiu Lot de control

Lot
Figura 19. Distributia valorilor VSH la pacientii ambelor loturi (mm/h)
Colegiul American de Reumatologie a dezvoltat consensul pentru tratamentul AJI, care
incorporeazd, de asemenea, VSH si PCR ca biomarkeri. Cresterea prelungitd a markerului

inflamator este consideratd o caracteristicd de prognostic slab, iar unul dintre parametrii de

activitate ridicatad a bolii este nivelul VSH sau PCR mai mare de doud ori de limita superioara a
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normalului. Atat caracteristicile de prognostic slab, cat si activitatea ridicata a bolii ar putea
justifica o abordare terapeuticd mai agresiva.

Am studiat, de asemenea, si nivelul seric de fibrinogen, acesta fiind un factor cheie implicat
in procesul de coagulare a sangelui in cascada, iar depunerea fibrinei in articulatii a fost identificata
ca fiind caracteristica pentru AJI si AR si chiar poate fi responsabild pentru formarea pannusului.
Cu toate acestea, se stie putin despre rolul predictiv al fibrinogenului din sangele periferic la
pacientii cu AJIL.

Valorile obtinute in loturile de studiu au inregistrat o medie de 3,28 g/l (DS = 0,98; IT 95%:
2,79 — 3,77) si 3,16 g/l (DS = 0,85; Il 95%: 2,85 — 3,47). Majoritatea pacientilor au inregistrat

valori in limitele de norma care constituie 2 — 4 g/1, figura 20.
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Figura 20. Distributia valorilor fibrinogenului seric la pacientii ambelor loturi (g/1)

3.2. Analiza prezentei variantelor polimorfe in gena MTHFR la copiii cu artrita
juvenila idiopatica

In cadrul cercetirii, subiectii initial au fost investigati din punct de vedere genetic, pentru a
determina polimorfismul prezent sau absent la copiii cu AJI care administreaza metotrexat cel putin 6
luni de zile. Astfel, in lotul de cazuri, 60,9% (14 subiecti) (Il 95%: 40 — 81) a fost notata varianta
heterozigota C/T iar la 39,1% (9 subiecti) (IT 95%: 19 — 60) - varianta polimorfa homozigoti a alelei
patologice T (T/T) din locusul 677 a genei MTHFR (> =37,88; gl =2 ; p<0,001). Pentru locusul 1298,
varianta heterozigoti A/C a fost determinati la 65,2% (15 subiecti) (Il 95%: 44,4 — 85), varianta
homozigota dupa alela normald A (A/A) — la 34,8% (8 subiecti) (Il 95%: 15 — 55,6), iar varianta
homozigota pentru alela patologica C (C/C) nu a fost determinata la nici un subiect pentru acest lot (>

=4,03; gl =2; p=0,133). Rezultatele sunt reflectate in figura 21.
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A/C 65.2

A/A 34.8
T/T 39.1
C/T 60.9
0 20 40 60 80 100

Figura 21. Repartizarea pacientilor conform variantelor polimorfe determinate in lotul de

studiu (%)

Comparativ cu distributia cantitativd in locii analizati, varianta polimorfd heterozigot
compusa a alelelor patologice T s1 C (C/T si A/C) din locii 677 s1 1298 a fost determinata la 60,9%
(14 subiecti), (I 95%: 40 — 81).

De mentionat cd, in lotul de control s-a determinat o distributie a variantei homozigote dupa
alela normala C (C/C) in locusul 677, in valoare de 71,1% (32 de subiecti) (Il 95%: 57,5 — 84,4),
precum si o valoare de 28,9% (13 subiecti), (I 95%: 15,6 — 42,5) identificati cu polimorfism C/T
al aceluiasi locus. Pentru locusul 1298, variantele polimorfice au fost depistate dupa cum urmeaza:
51,1% (23 de subiecti), (Il 95%: 35,7 — 65,2) cu genotip homozigot normal A/A, 42,2% (19
subiecti), (IT 95%: 28,3 — 57,1) cu genotip heterozigot A/C, si, intr-un final, genotipul homozigot
cu ambele alele patologice C/C cu o valoare apreciati de 6,7% (3 subiecti), (Il 95%: 0 — 15,6).

Rezultatele sunt reflectate in figura 22.

C/IC 6.7
A/C 42.2
A/A 51.1
C/T 28.9
C/C 71.1
0 20 40 60 80 100

Figura 22. Repartizarea pacientilor conform variantelor polimorfe determinate in lotul de

control (%)

Este necesar de mentionat cd variantele polimorfe heterozigote izolate, ce includ alelele
patologice T si C (C/T s1 A/C) din locii 677 si 1298, reprezinta o varianta de polimorfism al genei
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MTHFR, care nu este luata in considerare in acelasi context de exprimare a fenotipului clinic
cercetat. Astfel, observam o distributie similara la toti pacientii fara variantele polimorfe T/T, C/T
si A/C pentru lotul de control in cercetate. Rezultatele repartizarii genotipice pe loturi, in functie

de tipul polimorfismului, sunt afisate in figura 23.

Fara Polimorfizm 66.2
C/T si A/C 20.6
T/T 13.2
0 20 40 60 80 100

Figura 23. Repartizarea pacientilor conform variantelor polimorfe in subloturi (%)

Lotul de cazuri cu numar absolut de 23 de subiecti a fost divizat in doua subloturi, in functie
de varianta polimorfa, pentru a putea exprima fenotipul clinic al acestora in forma homozigota T/T
(> =20,29; gl = 1; p<0,001) sau heterozigotd C/T si A/C (x> = 34,49; gl = 1; p<0,001).

In scopul aprecierii eficacitatii testirii polimorfismelor propuse, au fost examinate
incidentele alelelor C si T, si respectiv A si C din locii 677 si 1298. Aceastd examinare a permis
determinarea nivelului genotipului homozigot dupa alela patologica T/T, precum si heterozigot
C/T si A/C, care influenteaza aparitia efectelor secundare ale tratamentului si raspunsul clinic la
subiectii cu AJI din lotul de studiu.

Am utilizat formula Hardy-Weinberg pentru a calcula, cu o eroare acceptabild, frecventele
alelice, plecand de la fenotipurile observate in populatie pentru toate variantele genice apreciate
in lotul de cazuri si control. Astfel, s-a notat ca analiza repartizarii frecventei genotipurilor nu a
determinat diferente de la acest echilibru. Frecventa alelica la copiii cu AJI, inrolati in cercetare, a
fost dupa cum urmeaza: C = 0,67, T = 0,33 si respectiv A= 0,71, C =0,29. Frecventa genotipurilor
cu distributia pe loturi a fost facilitata de programele GENE-CALC si SCIENCE PRIMER, care
reprezinta colectii de calculatoare si instrumente de conversie online a datelor, si este reprezentata

in tabelul 2 (134,135).
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Tabelul 2. Comparatia intre genotipurile normale versus patologice in cele doua loturi

pentru polimorfismul MTHFR

Genotip Lot d(.e Echilibru Lotde | Echilibru

MTHFR cazuri Hardy- e p control Hardy- Ve P
Nr teoretic,c Weinberg Nr teoretic | Weinberg

677 C/C 2,13 0,09 32,94 0,73

677 C/T 9,74 0,43 4,40 | 0,11 11,12 0,25 1,28 0,53

677 T/T 11,13 0,48 0,94 0,02

1298 A/A 10,45 0,45 23,47 0,52

1298 A/C 10,11 0,44 5,38 | 0,07 18,06 0,40 0,12 0,94

1298 C/C 2,45 0,11 3,47 0,08

Pentru a preveni supraestimarea semnificatiei statistice pentru datele mici, In conditiile n
care unele valori tabelare au fost sub limita de 5, a fost utilizat testul > dupa Yate. Respectiv, pentru
lotul de cazuri la polimorfismele din locusul 677 a fost obtinuta o valoare Yate y> = 2,94 si Yate
p = 0,23, iar pentru locusul 1298 o valoare Yate y*> = 3,81 si Yate p =0,15. Pentru lotul de control,
valorile Yate y* = 0,38 si Yate p=0,83 si, de asemenea, Yate y*>= 0,01 si Yate p=0,99, pentru
locii 677 si 1298.

3.3. Evaluarea clinica (JADAS-71; indicelui ACR pedi 30; DAS28 si chestionarului
MISS (Methotrexate Intolerance Severity Score). Corelarea eficacitatii clinice si

paraclinice in functie de varianta polimorfa a genei MTHFR la copiii cu AJI

In continuare, a fost analizata activitatea clinica a bolii prin intermediul scorului JADAS-71.
Scorul a fost apreciat la toti pacientii inclusi in studiu. In urma analizei datelor obtinute, s-a
constatat ca subiectii cu valori Tnalte ale activitatii bolii au constituit majoritatea in lotul de studiu.
In tabelul 3 sunt reprezentate valorile extreme ale activitatii bolii, care sunt practic de 2,5 ori mai

mari in lotul de cazuri.

Tabelul 3. Scorul JADAS-71 la pacientii inclusi in studiu in functie de lot (puncte)

JADAS-71 Lotulntie2 ;tudlu Lotul Iii=e4c50ntrol ;11“0=t6a§
Media (DS) 17,78 (7,85) 4,32 (2,82) 8,95 (8,05)
Mediana (IQR) 16,10 (7,9) 3,50 (3,9) 5,7 (10,33)
Minimum -Maximum 9,1-37,0 2,0-140 2,0-37,0

F;p 118,60; <0,001

Daca ne referim la loturile generale de studiu, prin intermediul testului Mann-Whitney U,
sustinem ipoteza alternativa privind punctajul obtinut pentru aprecierea activitatii bolii prin JADAS-

71 la pacientii cu polimorfism genetic, astfel observam curbele de distributie din figura 24.
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Independent-Samples Mann-Whitney U Test
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Lot de studiu Lot de control
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Frequency Frequency
Figura 24 Distributia scorului JADAS-71 pe loturi

De asemenea, dintre subiectii cu valori joase ale activitatii bolii, conform JADAS-71,
13,33% (6 cazuri) se aflau la monoterapia cu MTX, acestia fiind homozigoti dupa alela normala.
In cadrul monoterapiei cu MTX, JADAS-71 a inregistrat valori inalte la 8,7% (2 subiecti) (I 95%:
0 —22,2) cu polimorfism heterozigot compus.

Totodata, la distributia statisticd pentru polimorfismul compus si acel mononucleotidic,
sustinem ipoteza nuld, astfel nu se inregistreazd o diferentad statistica fatd de aceastd variabila
(p=0,899), figura 25.

Independent-Samples Mann-Whitney U Test
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Figura 25. Distributia scorului JADAS-71 in subloturi

Am stabilit ca valoarea JADAS-71 > 11 este o valoare de prag, care poate fi utilizatd pentru
identificarea cazurilor potentiale cu varianta polimorfi a MTHFR. In tabelul 4 de contingenti se
evidentiaza sensibilitatea testarii la nivelul de 95,7%, specificitatea fiind de 95,3% (3> = 53,62; gl = 1;
p<0,001).
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Tabelul 4. Tabelul de contingenta pentru JADAS-71

Lot
JADAS-71 Total
Lot studiu Lot control
. Count 22, 2b 24
>
B % within Lot 95,7% 4,7% 36,4%
" Count 1a 41y 42
<
% within Lot 4,3% 95,3% 63,6%
Total Count 23 43 66
ota
% within Lot 100,0% 100,0% 100,0%

Curba ROC, construita in

bazd relatiei sensibilitate—specificitate, are valori relevante

AUC=0,98 (Ii 95%: 0,97 - 1,00, p<0,001), fapt ce confirma corectitudinea relatiei stabilite. Prin
urmare, se recomanda testarea polimorfismului genetic al genei MTHFR in cazul tratamentului cu

MTX si persistentei gradului Tnalt al activitatii bolii la pacientii cu AJI, figura 26.

ROC Curve

08

08
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1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

Figura 26. Curba ROC de evaluare diagnostica a JADAS-71

Efectul clinic apreciat prin scorul ACR Pedi 30 a fost marcat la 26 din 68 (38,23%) de
subiecti, care au administrat MTX. Printre subiectii la care s-a atins efectul clinic, doar 5 (7,35%)
pacienti se aflau la monoterapie cu MTX. Ambii subiecti (14,3%; 95% II: 0 — 35,7) din lotul de
studiu, la care s-a 1inregistrat ameliorare clinicd, administrau terapie combinatd cu
glucocorticosteroizi (figura 27).

Sansa de a avea un rezultat mai mic de 30% la scorul ACR Pedi 30 este 12 ori mai mare

pentru pacientii din lotul de studiu (OR = 12,0, M1 95%: 2,5 — 57,3).
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Figura 27. Distributia raspunsului terapeutic conform ACR Pedi 30 pe loturi (%)
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Simultan, a fost evaluata activitatea clinica prin intermediul scorului DAS28. Acest scor este
pe larg utilizat atat in reumatologia adultului, cat si in pediatrie. Dupa prelucrarea datelor obtinute,
s-a constatat o valoare medie a scorului de 3,91 (95% i: 3,51 - 4,32) pentru lotul de studiu, ceea ce
corespunde activititii moderate a bolii. In tabelul 5, se observa decalajul mediei pentru lotul de

control, acesta constituind 2,15 (95% i 1,83 - 2,46), care corespunde remisiunii bolii.

Tabelul 5. Scorul DAS28 la pacientii inclusi in studiu in functie de lot (puncte)

DAS28 Lotuln(ie2 ;tlldlll Lotul Iii=e4c50ntrol "ll;0=t6a81
Media (DS) 3,91 (0,81) 2,15 (0,86) 2,74 (1,19)
Mediana (IQR) 3,98 (1,14) 2,08 (1,24) 2,49 (1,89)
Minimum — Maximum 2,45 -5,60 0,70 — 4,86 0,70 — 5,60
F;p 83,44; <0,001

Daca ne referim la distributia gradului de activitate a bolii in loturile generale, observam
predominarea activitatii moderate a bolii in lotul de studiu, contrar remisiei exprimate in lotul de

control (p<0,001; x> = 39,59) (figura 28).
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Figura 28. Repartizarea gradului activitatii bolii pe loturi (%)
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De asemenea, a fost studiata corelatia dintre gradul de activitate a maladiei dupa DAS28 si
durata bolii subiectilor aflati la tratamentul cu MTX. Aceasta s-a dovedit a fi statistic
nesemnificativa (r= 0,05; p<0,687).

Am utilizat din nou testul Mann-Whitney U, prin care sustinem ipoteza alternativa privind
scorul obtinut pentru aprecierea gradului activitatii bolii prin DAS28 la pacientii cu polimorfism
genetic. Astfel, observam curbele de distributie din figura 29, care poarta caracter diferit de locatie
si forma (p<0,001).

Independent-Samples Mann-Whitney U Test
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Frequency

Frequency

Figura 29. Distributia scorului DAS28 pe loturi

Analiza a stabilit ca valoarea DAS28 > 3,245 este o valoare de prag, care poate fi folosita pentru
identificarea cazurilor potentiale cu varianta polimorfa. In tabelul 6 de contingenti, se evidentiazi

sensibilitatea testarii la nivelul de 87,0%, specificitatea fiind de 93,3% (y* = 43,83; p<0,001).

Tabelul 6. Tabelul de contingenta pentru DAS28

DAS28 _ Lot Total
Lot studiu Lot control

53045 Count 20, 3b 23
B % within Lot 87,0% 6,7% 33,8%

<3045 Count 3a 42 45
% within Lot 13,0% 93,3% 66,2%

Total Count 23 45 68
% within Lot 100,0% 100,0% 100,0%

Curba ROC, construitd in bazd relatiei sensibilitate—specificitate, are valori relevante

AUC=0,949 (Ii 95%: 0,89 - 1,00, p<0,001), fapt ce confirma corectitudinea relatiei stabilite. Prin
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urmare, este recomandata testarea polimorfismului genetic al geneit MTHFR in cazul continuarii

tratamentului cu MTX si persistentei gradului inalt al activitatii bolii la pacientii cu AJl, figura 30.
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Figura 30. Curba ROC de evaluare diagnostica a DAS28

A fost masuratd intoleranta la metotrexat, utilizdnd chestionarul MISS (Methotrexate
Intolerance Severity Score). Acest scor permite sa apreciem neinvaziv toxicitatea gastrointestinala
prin intermediul chestionarului de lucru, prin intervievarea directd a subiectilor. Toti subiectii din
loturile generale au completat chestionarul. Dupa prelucrarea rezultatelor obtinute, s-a constatat o
valoare medie a scorului de 10,22 (Il 95%: 8,73 — 11,71) pentru lotul de studiu, ce reprezinti
criteriu cert pentru definirea intolerantei gastrointestinale la MTX. In tabelul 7, se observa
disproportia mediei acestui scor in lotul de control, acesta constituind 2,84 (Ii 95%: 2,29 — 3,40),

care nu corespunde definirii intolerantei conform MISS.

Tabelul 7. Scorul MISS la pacientii inclusi in studiu in functie de lot (puncte)

Lotul de studiu Lotul de control Total
MISS n=23 n=45 n=68
Media (DS) 10,22 (3,00) 2,84 (1,54) 5,32 (4,25)
Mediana (IQR) 9,50 (5,0) 3,0 (2,0) 4,0 (6,0)
Minimum - Maximum 7,0 — 18,0 0-6,0 0-18,0
F:p 210,62; <0,001

Testul Mann-Whitney U in cazul dat confirma ipoteza alternativa privind scorul obtinut
pentru aprecierea intolerantei la MTX la pacientii cu polimorfism genetic. Curbele de distributie

din figura 31 sunt cu caracter diferit de locatie si forma (p<0,001).
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Independent-Samples Mann-Whitney U Test
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Figura 31. Distributia scorului MISS pe loturi

In cazul aplicarii indicilor si scorurilor pentru aprecierea eficacitatii clinice, o legatura
liniard medie dupa Pearson au inregistrat-o subiectii lotului de studiu cu varianta polimorfa
MTHFR compusa, In urma aprecierii valorii numerice a scorului JADAS-71 si, respectiv, DAS28.
In acelasi timp, cea mai slaba legatura lineara Pearson este inregistrata de catre pacientii lotului de
studiu cu aceeasi varianta polimorfa, fiind apreciat indicele ACR Pedi 30 (p=0,039). Diferenta
dintre subiectii cu varianta polimorfd homozigota dupa alela patologicd are valoarea slaba a
legdturii lineare dupd Pearson, pentru utilizarea scorurilor JADAS-71 si DAS28, ceea ce denota o
capacitate predictorie discret inferioara a celor cu varianta polimorfd heterozigotd compusa.
Aceasta valoare denota, de asemenea, o diferenta cantitativa substantiald Intre subiectii cu diferite
tipuri de variantd polimorfa din lotul de studiu. Carenta dovezii statistice, si anume a legaturii
liniare puternice, este cauzatd de numarul mic de subiecti in subloturi, complexitatea testelor,
precum si de variabilitatea in timp a indicilor si scorurilor pentru fiecare subiect din studiu.

Rezultatele inregistrate sunt prezentate in tabelul 8.

Tabelul 8. Asocierea dintre scorurile de apreciere a activitatii bolii si polimorfismul genetic

Scoruri de Varianta polimorfa indice Pearson
activitate a bolii cercetata a genei P

MTHFR homozigot TT 4367 <0,001

JADAS - 71 .
MTHFR compus ,581 <0,001
MTHFR homozigot TT -,307" 0,011

ACR Pedi 30 "
MTHFR compus -,251 0,039
MTHFR homozigot TT ,409™ 0,001

DAS28 o
MTHFR compus ,932 <0,001
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In acelasi timp, au fost obtinute rezultate paradoxale, dupa indicatorul calitativ al gradului
de activitate a bolii exprimat prin DAS28, care au fost observate doar in cazul subiectilor, care
intrd in categoria variantei polimorfe compuse, la care indicele Pearson este -,388™" (p=0,001),
comparativ cu subiectii homozigoti dupa alela patologica, care au inregistrat un indice Pearson -
0,192 (p=0,117)

Aceasta constatare, cu regret, nu are o sustinere statistica, deoarece nu are o tendinta statistic
semnificativa. Acest lucru poate fi explicat prin faptul cd numarul de subiecti nu este suficient de
mare pentru a face o concluzie statistica mai generala. Dupa testul Mann-Whitney U in grupele
independente din figura 32: U = 61,500, p=0,925. De asemenea, testul Pearson Chi-Squared >
=3,665, p = 0,300

Independent-Samples Mann-Whitney U Test
Sublot
AJI_677_1298 AJI_6TT

700 N=14 N=8 7,00
Mean Rank =12,11

G,00

5,00

4,00 4,00

DAS28
8Zsvd

3,00 3,00

2,00 2,00

1,00 1,00

4 3 2 1 0 1 2 3 4

Frequency Frequency

Figura 32. Distributia scorului DAS28 in subloturi

3.4. Evaluarea toxicitatii hepatice a MTX la pacientii cu AJI in functie de variantele

polimorfe in gena MTHFR

Datorita determindrii precoce a intolerantei clinice si eficacitatii joase Tn urma terapiei cu
MTX la subiectii din studiu, s-a propus aprecierea valorilor markerilor traditionali, care indica
instalarea injuriei hepatice medicamentoase. Printre acestia se enumera valoarea bilirubinei totale,
a alaninaminotransferazei, a aspartataminotransferazei si a fosfatazei alcaline.

Pentru lotul de studiu si lotul de control au fost apreciate valorile markerilor de mai sus,

rezultatele fiind expuse in tabelele 9 si 10.
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Tabelul 9. Markerii hepatici traditionali apreciati in lotul de studiu

Indicatori Bilirubina Fosfataza ALT AST
totala (umol/l) | alcalina (U/L) (U/L) (U/L)
Media (DS) 10,02 (2,49) | 377,06 (104,47) | 23,20 (16,61) 29,83 (15,57)
Mediana (IQR) 9,55 (3,2) 351,00 (142) 16,95 (9,9) 29,10 (16,1)
Minimum-Maximum 5,7-16,0 198,0 — 594,0 8,3-75,0 14,6 - 81,0
11 95% 8,78 - 11,26 | 325,10-429,01 | 14,93 - 31,46 22,08 - 37,57
Tabelul 10. Markerii hepatici traditionali apreciati in lotul de control
Indicatori togill;r(l::;i:;/l) alcp;l(;islf;t?IZleL) ALT (UL) (%?LT)
Media (DS) 10,39 (4,42) | 347,91 (136,14) | 20,38 (25,30) 21,68 (10,43)
Mediana (IQR) 9,05 (3,2) 325,0 (213,0) 13,80 (7,7) 20,0 (8,0)
Minimum-Maximum 3,4-31,0 137,0 - 621,0 7,0 —150,0 10,3 - 60,0
11 95% 8,79 - 11,98 | 298,82 -396,99 | 11,25-29,50 17,92 - 25,44

Pentru transaminazele hepatice se observa un decalaj substantial al valorilor minime si
maxime, care practic se regasesc sub tripla valoare acceptata de NASPHGAN, care recomanda
interpretarea ALT in baza limitelor superioare specifice sexului pacientului (22 U/L pentru fete si
26 U/L pentru bdieti). Raportul dupa sexe a pacientilor din lotul de studiu prezintd ALT peste

valoarea normald, expus in figura 33.

MTHFR homozigot TT ~, e
M
F MTHFR Combinat 7;;‘ 42
0 20 40 60 80 100

Figura 33. Repartizarea dupa sexe a pacientilor in functie de ALT (%)

Datele sunt aparent similare si pentru subiectii din lotul de control, cu exceptia valorii
maxime pentru ALT, care a fost inregistratd la un singur pacient (1,47%) din cadrul studiului.

Deci, pacientii cu AJI, care administreaza MTX si se prezintd cu polimorfism al genei
MTHFR, nu inregistreaza valori nesemnificativ diferite ale markerilor traditionali, iIn comparatie
cu cei fara polimorfism.

In continuare, vectorul cercetirii a fost indreptat spre detalierea evaludrii toxicitatii
gastrointestinale, si In particular a toxicitatii hepatice, intrucat prezinta semne clinice comune de
sistem. Astfel, au fost cercetate si apreciate

simptomele anticipatorii, asociative §i

comportamentale ale scorului MISS, care in raport cu polimorfismul genetic prezinta relatii
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semnificativ statistice. Cele din urma sporesc puterea diagnosticd a testarii acestor variante
polimorfe, chiar si anterior initierii terapiei cu MTX.

La capitolul durere abdominala dupd administrarea de MTX, in lotul de studiu 11 (47,8%; I
95%: 26,9 - 70,0) respondenti au caracterizat-o de intensitate usoara, iar 12 (52,2%; 11 95%: 30,0
—73,1) — de intensitate moderata. In lotul de control, 16 (35,6%; 11 95%: 21,4 — 51,0) subiecti au
manifestat dureri abdominale de intensitate usoara, iar 29 (64,4%; M 95%: 49,0 — 78,6) — nu au
acuzat dureri abdominale.

Un alt simptom, identificat dupd administrarea preparatului, a fost greata (nausea), aceasta
in lotul de baza fiind de intensitate usoara la 9 (39,1%; 1195%: 20,0 — 60,0) pacienti si de intensitate
moderata la 5 (21,7%; M 95%: 5,3 — 41,4) pacienti. Nausea a fost absenta la 9 (39,1%; 1M 95%:
19,3 — 59,3) subiecti. Pentru lotul de control s-a inregistrat un numar de 7 (15,6%; Ii 95%: 5.3 —
27,5) subiecti, care au manifestat greata de intensitate usoara. In total, in grupul martor, 38 (84,4%;
11 95%: 72,5 — 94,7) de pacienti nu au prezentat greati dupa medicatie.

Voma la subiectii analizati in grupul de cazuri a fost apreciatd in calitate de simptom de
intensitate usoara de citre 6 (26,1%; I 95%: 8,7 — 44.8) subiecti, si, respectiv, de intensitate
moderata de catre 4 (17,4%; 11 95%: 3,7 —33,3) subiecti. Nu au prezentat voma dupa administrarea
de MTX - 13 (56,5%; M 95%: 37,0 — 77,8) respondenti. In lotul de control, a fost inregistrat 1
(2,2%; 11 95%: 0 — 7,7) pacient cu vomi de intensitate usoara dupa MTX, respectiv, restul
pacientilor inclusi in studiu nu prezinta acest simptom post-administrare.

In plus, pacientii pot dezvolta simptome anticipative, care apar inainte de aportul de MTX, si
simptome asociative, atunci cand pacientii se gandesc la medicament, precum si simptome
comportamentale. Aceste efecte adverse apar ca raspuns la simptomele anterioare experimentate de
pacientii tratati cu MTX si nu sunt adesea evidente clinic; prin urmare, acestea sunt adesea gestionate
inadecvat. Desi suplimentarea cu acid folic in timpul tratamentului cu MTX poate reduce astfel de
efecte, multi pacienti Intrerup tratamentul, lucru care afecteaza negativ controlul bolii si calitatea vietii.
Rezultatele obtinute la prelucrarea datelor din chestionar sunt afisate in tabelul 11.

S-a constatat cd factorul predominant, care directioneaza intoleranta la MTX, sunt factorii
comportamentali, asa cum se aratd in diagrama radar din figura 34.

In cadrul acestei cercetiri s-a incercat analiza structurii morfologice a ficatului, ca urmare a
evenimentelor de toxicitate si intolerantd medicamentoasa in AJI. Metodele imagistice non-
invazive, cu o specificitate si sensibilitate oportund pentru populatia pediatrica in acest aspect, este
ecografia standard 2D si elastografia tranzitorie unidimensionald (FibroScan).

Ecografia 2D a ficatului nu a demonstrat diferente semnificativ statistice privitor la dimensiunile
sl caracteristica structurala a imaginilor obtinute. Valorile medii ale lobului drept au fost 109,94 mm

(11 95%: 101,86 — 118,03) pentru lotul de baza, iar pentru lotul de control — 107,6 mm (If 95%: 101,48

73



—112,65). Pentru lobul sting au fost determinate valoarea medie de 48,94 mm (1T 95%: 44,39 — 53,49)
in lotul de studiu si 46,56 mm (Ii 95%: 42,75 — 50,38) 1n lotul de control.

Tabelul 11. Importanta simptomelor scorului MISS pentru loturile de studiu

Simptome Tip Forma Lot :‘z‘;: ;ldlu Lot ?le(f/:: ;l trol Ve P
Absentd 9(39,1) 44 (97,8)
Anticipatorie |Usoard 12 (52,2) 1(2,2) 30,495 | <0,001
Durere Moderata 2(8.,7) -
abdominala Absenta 12 (52,2) 41 (91,1)
Asociativa Usoara 10 (43,5) 4(8.,9) 13,762 | 0,001
Moderata 1(4,3) -
Anticipatorie |Absenta 19 (82,6) 44 (97,8)
Usoara 4(17.4) 1(2,2) >1411 0,023
Nausea Asociativa Absenta 10 (43,5) 40 (88,9)
Usoara 11 (47,8) 5(11L1) 16,901 | <0,001
Moderata 2(8,7) -
Voma Anticipatorie |Absenta 18 (78,3) 43 (95,6) 4,930 | 0,026
Usoara 5(21,7) 2(4,4)
Oboseala Absenta 2 (8,7) 16 (35,6) 22,921 | <0,001
Usoara 4(17.4) 21 (46,7)
Moderata 13 (56,5) 8 (17,8)
Severd 4(17,4) -
Plins Absent 5(21,7) 33(73,3) 16,500 | <0,001
Simptome Usor 16 (69,6) 11 (24,4)
comporta- Moderat 2 (8,7) 1(2,2)
mentale Irascibilitate | Absenta 3 (13,0) 30 (66,7) 21,791 | <0,001
Usoara 13 (56,5) 14 (31,1)
Moderata 7(30,4) 1(2,2)
Refuza Nu refuza 1(4,3) 27 (60,0) 25,611 | <0,001
medicamentul |Usor 12 (52,2) 16 (35,6)
Moderat 10 (43,5) 2 (4,4)
Durere abdominala
70
60
50
40
3(
MISS total ( Nausea
Simptome
compor{’amentale Voma

Figura 34. Diagrama radar a Scorului de Severitate a Intolerantei la Metotrexat (MISS) si

componentele aferente.
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Testul Mann-Whitney U demonstreaza omogenitatea curbelor de distributie pe loturi pentru
ambele dimensiuni in figura 35. Dimensiunile venei portd in lotul de studiu a Inregistrat o medie
de 8,16 mm (Ii 95%: 7,38 — 8,94), nesemnificativ mai mare, decat media inregistratd pentru grupul
de control - 7,76 (Ii 95%: 7,22 —8,31). Mai mult decét atét, nu a fost elucidata discrepanta statistica
intre loturi in ceea ce privesc valorile fenotipice ale ficatului: conturul (y>=0,241; gl = 1; p=0,624;
OR = 2,00, 11 95%: 0,12 — 33,51), parenchimul (¥*>= 0,400; gl = 1; p= 0,527; OR = 1,51, M 95%:
0,42 — 5,41) si ecogenitatea (y*>= 0,154; gl = 1; p= 0,694; OR = 0,78, M1 95%: 0,22 — 2,72). In
ambele loturi, prin intermediul ecografiei 2D, nu au fost inregistrate formatiuni de volum in

parenchimul hepatic.

Independent-Samples Mann-Whitney U Test Independent-Samples Mann-Whitney U Test
Lot Lot
Lot de studiu Lot de control Lot de studiu Lot de control
N=23 N =45 = N =45
175 Mean Rank = 3413 Mean Rank = 34 63 175 100 |Mean Rank = 36,33 Mean Rank = 33 57 100
150 150

= r = 80 a0
: : : :
o
~ 125 125 £ - c
a o 2 ®
o = E w B0 =
e @ +— 3:
O 100 T ® a
3 — 5 —
4 3 4 3
- 75 75 §. -1 40 40 _3,
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Figura 35. Distributia dimensiunilor lobului drept hepatic pe loturi (a); Distributia

dimensiunilor lobului sting hepatic pe loturi (b).

Accesul la aceastd investigatie (FibroScan) este limitat de costurile tehnice. In prezentul
studiu, FibroScan s-a aplicat la 50 de pacienti: 32 din lotul de control si 18 din lotul de studiu.
Scopul acestei investigatii a fost de a stabili o corelatie intre imaginea elastograficd (densitatea)
periportald a tesutului hepatic, in multe cazuri asociate cu fibroza locala, cu structura afectiunii
morfologice vizualizatd exclusiv prin elastografie.

Astfel, a fost posibil de presupus cu o probabilitate inalta, specifica fiecarui pacient in
particular, despre prezenta afectiunii subclinice in baza imaginilor si indicilor obtinuti. Tablou
elastografic de densitate sporita s-a profilat la 37 (54,41%;) de pacienti, preponderent in lotul de
control (24 (53,3%; 11 95%: 39,1 — 68,3) vs. 13 (56,5%; 11 95%: 35,0 — 76,0); x*= 0,447; p=0,800.

Prin urmare, nu s-au obtinut date despre o relatie sensibilitate — specificitate, care ar ajuta sa
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depistdim prospectiv pacientii cu variantele polimorfe in gena MTHFR prin intermediul
elastografiei hepatice. Analiza ROC nu prezinta valori relevante AUC=0,471 (Ii 95%: 0,29 — 0,64,
p=0,739).

Dupa prelucrarea rezultatelor statistice obtinute asupra densitatii hepatice, s-a constatat o
valoare medie a medianei elasticitatii hepatice de 5,34 (I1 95%: 4,84 — 5,84) pentru lotul de studiu,
ceea ce reprezinta o valoare de 1,13 ori mai mare decat media elasticitatii pentru toate grupele de
varsta in populatia pediatrica sdnitoasa. In tabelul 12, se denota lipsa discrepantei mediei in lotul

de control, acesta constituind 5,38 (Ii 95%: 5,01 — 5,75).

Tabelul 12. Mediana elasticitatii hepatice la pacientii inclusi in studiu (kPa)

Mediana Lotul de studiu | Lotul de control U () F(p)
elasticitaitii hepatice n=18 n=32 P P
Media (DS) 5,34 (1,0) 5,38 (1,03)

Mediana (IQR) 5,30 (1,6) 5,40 (1,5)

: 304,50 (0,738) | 0,02 (0,887)
Interquartile Range 1,6 1,5
Minimum-Maximum 3,6-69 2,8-17.8

Semnificatia clinico-diagnosticd a leziunilor ecografice moderate si moderat-severe,
observate prin valorile maxime (7,8 kPa) ale medianei elasticitatii hepatice, confirma estimarea
efectului cumulativ al preparatului si rata de raspuns la tratament, care a fost determinata individual
la 9 (20%) pacienti din grupul de control dintre care 7 (15,55%) urmau monoterapia cu MTX.

Totodata, este important de a mentiona diferentele care au fost inregistrate pentru pacientii
investigati prin FibroScan, care au administrat MTX in monoterapie si acei care au urmat terapia

combinata (F =4,16; p = 0,022) (tabelul 13).

Tabelul 13 Mediana elasticitatii hepatice la pacientii inclusi in studiu in dependenta de

tratamentul administrat (kPa)

N Media (DS) 1f 95% Minimum -
Maximum
Monoterapie 19 5,85 (0,99) 5,37 -6,33 3,6-7,8
Glucocorticosteroizi 28 5,11 (0,93) 4,75 - 5,48 2,8-6,8
Glucocorticosteroizi + 3 4,70 (0,69) | 2,97-642 3,9-5,1
Biologica
Total 50 5,37 (1,01) 5,08 — 5,65 2,8-7.8

3.5. Evaluarea functionali a toxicititii cardiace a MTX la pacientii cu AJI in functie

de variantele polimorfe in gena MTHFR

In continuare, a fost analizati care indici electrocardiografici si ecocardiografici sunt

importanti in aprecierea evenimentelor de toxicitate si intoleranta medicamentoasa la pacientii care
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administreaza MTX. In ciuda aprobirii comune a screening-ului secvential prin studii imagistice
cardiace, pentru a identifica cardiotoxicitatea, nu este clar care dintre multiplele definitii ar trebui
adoptata sau daca una este mai specifica decat cealaltd pentru dezvoltarea viitoare a IC clinice.
Conform documentelor de consens de ecocardiografie, cardiotoxicitatea, Tn urma administrarii
medicamentelor citostatice, s-a definit ca o scadere a FEVS >10% la o valoare <53%.

De asemenea, frecventa screening-ului cardiac in timpul tratamentului cu preparate
imunosupresoare nu este clard. Utilitatea diagnosticd aditionald pentru ecografia 2D este
posibilitatea achizitionarii informatiilor structurale, patologiei valvulare achizitionate, patologiei
dobandite a pericardului si functia diastolica prin Doppler tisular.

Dupa prelucrarea datelor electrocardiografice, s-a obtinut o frecventa a contractiilor cardiace
practic similara pentru lotul de studiu si lotul de control (media 80,11 bpm (If 95%: 73,58 — 86,64)
vs. 81,59 bpm (If 95%: 75,63 — 87,56). Media intervalului PQ pentru lotul de studiu a inregistrat
o valoare de 128,50 ms (Ii 95%: 120,49 — 136,51), iar pentru lotul de control a constituit 136,69
ms (I 95%: 131,52 — 141,85). In acelasi sens a fost calculat intervalul QTc, care a inscris o valoare
medie de 379,67 ms (Ii 95%: 355,77 — 403,57) in grupul de baza, si 382,41 ms (Ii 95%: 371,61 —
393,20) pentru grupul de control. Extremele pentru acest indice nu au depasit valorile normale
pentru populatia pediatrica, de sub 460 ms. Diferentele nesemnificative dintre mediile obtinute
pentru loturile de studiu se datoreaza diapazonului de varste omogen pentru ambele loturi.
Aplicand testul Mann-Whitney U la rezultatele electrocardiografice, s-a obtinut valoarea 525,00
(p= 0,923) pentru frecventa contractiilor cardiace, valoarea 665,50 (p= 0,055) pentru intervalul
PQ, si valoarea 480,00 (p= 0,627), ceea ce confirma ipoteza nula privind importanta acestor indici
pentru prognosticul toxicitatii la subiectii cu polimorfismul genei MTHFR. Nu au fost inregistrate
diferente de valori ale acelorasi indici si la nivel de subloturi. Axa electrica a cordului la subiectii
lotului de studiu si a lotului de control a fost analizata dupa distributia statisticd Pearson Chi-pétrat
cu realizarea unei valori nesemnificative statistic y*= 3,921; p=0,270. Pentru subloturile de studiu
s-au inregistrat la fel valori nesemnificative statistic x*= 0,795; p= 0,851.

Indicii ecocardiografici standard, care au fost studiati, sunt prezentati in tabelele 14 si 15.

Tabelul 14. Indicii ecocardiografici apreciati in lotul de studiu

DTD VS DTS VS VTD VS VTS VS

1)

(mm) (mm) (ml) (ml) FE (%)
Media (DS) 39,83 (6,01) | 23,67 (3,71) | 68,6 (20,94) | 21,28 (6,45) | 69,33 (3,23)
Mediana (IQR) 39,0 (11,0) | 23,50 (6,0) | 62,0 (39,0) | 19,50 (11,0) | 70,0 (4,0)

Minimum-Maximum | 27,0 -49,0 | 17,0-29,0 | 39,0-98,0 | 13,0-33,0 | 63,0—-75,0

11 95% 36,84 —42,82|21,82 —-25,51(57,64 —78,47|18,07 — 24,49|67,72 — 70,94
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Tabelul 15. Indicii ecocardiografici apreciati in lotul de control

DIDVS | DTSVS | VIDVS | VTSVS FE (%)
(mm) (mm) (ml) (ml)

Media (DS) 37,94 (5,57) | 23,03 (3,55) |62,44 (18,36)| 20,0 (6,70) | 68,72 (3,62)

Mediana (IQR) 40,0 (9,0) | 24,0(6,0) | 68,0(27,0) | 21,50 (12,0) | 68,50 (7,0)

Minimum-Maximum | 27,0 - 46,0 | 16,0-29,0 | 26,0-97,0 | 8,0-32,0 | 64,0 77,0

11 95% 35,93 —39,95(21,75 — 24,31(55,82 — 69,06 17,58 — 22,42 67,41 — 70,02

In urma analizei datelor obtinute prin ecocardiografia 2D putem relata ci, dimensiunile si
volumele pentru ventriculul sting au fost nesemnificativ diferite intre loturi. A fost utilizat testul
Mann-Whitney U, care a confirmat ipoteza nuld privind utilitatea acestor indici in evaluarea
cardiotoxicitatii la administrarea de MTX (U= 451,000; p= 0,387 pentru DTD VS; U= 483,000;
p= 0,652 pentru DTS VS; U= 460,500; p= 0,460 pentru VTD VS; U= 500,000; p= 0,820 pentru
VTS VS; si respectiv 463,500; p= 0,482 pentru FE).

Fractia de ejectie a ventriculului stang (FEVS) reprezintd procentul de sange pompat cu
fiecare bataie raportat la cantitatea totala de sange, care se afla in ventriculul stang. Respectiv, fiind
unul din parametrii ecocardiografici centrali, care defineste cardiotoxicitatea la medicatia
chimioterapica, a prezentat interes in evaluarea acestor pacienti. Atat pentru lotul de studiu
(69,33% (11 95%: 67,72 — 70,94 %)), cat si pentru lotul de control (68,72% (II 95%: 67,41 — 70,02
%)), valorile medii nu au deviat statistic, respectiv nici nu au intrunit conditia ghidului ESC 2022
pe Cardio-oncologie pentru un declin al FEVS >10% pana la o valoare de < 53%.

Prin Doppler tisular au fost apreciati parametrii sistolici longitudinali ai ventriculului stang (s’
septal si lateral), acestia ca rezultat fiind semnificativi statistic in aprecierea reducerii functiei

cardiace la pacientii asimptomatici, care prezinta polimorfism genetic pentru MTHFR (tabelul 16).

Tabelul 16. Indicii ecocardiografici ai functiei sistolice a VS importanti pentru loturile de studiu

Indici Doppler tisular U (p) F (p)
s’ septal (cm/s) 912,50 (<0,001) 33,70 (<0,001)
s’ lateral (cm/s) 853,50 (<0,001) 23,64 (<0,001)

Au fost apreciati de asemenea parametrii sistolici ai ventriculului drept (TAPSE si S”). Testul
Mann-Whitney U pentru esantioane independente, cu un p= 0,731 pentru TAPSE si respectiv p=
0,943 pentru S’, demonstreaza ca acesti doi parametri nu sunt semnificativ diferiti intre subiectii
cu varianta polimorfa si cei fara varianta polimorfa.

Am utilizat Doppler tisular si pentru a aprecia parametrii diastolici ai ventriculului stang (e'
septal, lateral si medie, E, E/e’ medie). Indicele cu semnificatie statisticd mare a fost E/e” medie —

8,00 (If 95%: 7,66 — 8,34), (tabelul 17).
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Tabelul 17. Indicii ecocardiografici ai functiei diastolice a VS importanti pentru loturile de

studiu
Indici Doppler tisular U (p) F (p)
E (cm/s) 333,00 (0,017) 9,57 (0,003)
e’ septal (cm/s) 696,50 (0,020) 4,69 (0,034)
e’lateral (cm/s) 761,50 (0,002) 7,08 (0,010)
e medie (cm/s) 763,50 (0,001) 7,06 (0,010)
E/e’ mediu 210,50 (<0,001) 14,91 (<0,001)

Valorile PSAP pentru lotul de cazuri au fost exprimate prin media de 26 mmHg (I 95%: 24,95
—27,05), iar pentru lotul de control media ia valori de 25,31 mmHg (I 95%: 24,59 —26,03). Valoarea
minima PSAP a fost de 22 mmHg, iar cea maxima a atins pragul de 30 mmHg, cu o medie de 25,5

mmHg si o mediana de aceeasi valoare. Rezultatele obtinute sunt redate in figura 36.

Continuous Field Information PSAP (mmHg)

15 N =68

Min = 22

Max = 30

Mean = 25,5
Std. Dev. = 2,11

10

Frequency

20 22 24 26 28 30 32

PSAP (mmHg)

Figura 36. Repartizarea pacientilor conform valorilor PSAP (mmHg)

Masurarea presiunii sistolice 1n artera pulmonard este importanta in evaluarea functiei cardiace
si pulmonare. Ea poate fi efectuatd prin utilizarea unor metode invazive, precum cateterizarea cardiaca,
in care un cateter este introdus in artera pulmonara, pentru a masura direct presiunea, sau prin metoda
non-invaziva pen, care s-a utilizat in acest studiu — ecocardiografia Doppler, care poate estima
presiunea sistolica in artera pulmonara prin evaluarea fluxului sanguin in artera pulmonara.

De mentionat ca presiunea sistolica in artera pulmonara este afectatd de o serie de factori,
inclusiv de volumul de sange pompat in artera pulmonara in timpul contractiei ventriculului drept,

rezistenta vasculard pulmonara (care este determinata de starea vaselor de sdnge pulmonare),
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precum si de alte conditii medicale, care pot afecta circulatia pulmonard, cum ar fi hipertensiunea

pulmonara sau boli cardiace congenitale.

3.6. Algoritmii pentru genotipare a MTHFR in AJI

In urma analizei datelor obtinute in cercetare, au fost elaborate algoritmele de optimizare a

conduitei diagnostice si recomandarii terapeutice in artritd juvenila idiopatica, figurile 37 si 38.

‘ AJl, MTX > 6 luni

=

DAS28 = 3,245

JADAS71=211

&

Testare polimorfism genetic MTHFR

=

T677T sau C677T + A1298C

=

Reevaluarea tratamentului cu MTX
(includere in tratament biologic anti TNFa

Figura 37. Algoritmul de diagnostic al ineficientei tratamentului cu MTX
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AJI, MTX > 6 luni

¥

Evaluarea toxicitatii la MTX

v

FibroScan

MEH 2 4,4 kPa (0-5 ani)
MEH = 4,73 kPa (6-11 ani)
MEH 2 5,1 kPa (12-18 ani) si/ sau

Ecocardiografie cu Doppler tisular

FE VS declin > 10% pina la < 53%

s septal si lateral < Nomograma
E/e” medie > Nomograma I si/ sau

MISS 2 6 puncte

Testare polimorfism genetic MTHFR

4

T677T sau C677T + A1298C

4

Reevaluarea tratamentului cu MTX
(includere in tratament biologic anti TNFa

Figura 38. Algoritmul de diagnostic al toxicitatii tratamentului cu MTX
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4. DISCUTII ASUPRA IMPORTANTEI TESTARII GENEI MTHFR PANA
LA INITIEREA TRATAMENTULUI CU METOTREXAT IN AJI

Intelegerea eficacititii si prevenirea toxicitatii medicamentoase in terapia antiproliferativa
reprezintd o necesitate primordiala pentru pacientii cu AJI. Printre primele studii, ce dateaza din
1986, Truckenbrodt et al. descriu non-responderii la terapia conventionald de prima treapta si
concluzioneaza prin ideea ca MTX ar trebui luat in considerare pentru copiii cu artrita, care pune
viata 1n pericol sau cu invaliditate severa, care nu raspunde la alte terapii [136]. Si iatd ca,
activitatea bolii are un rdspuns imprevizibil si neclar, pand in prezent, la utilizarea de metotrexat.
In acest studiu ne-am propus investigarea efectului toxic si aprecierea precoce a non-responderilor
prin prisma testarii genetice a MTHFR la 68 de pacienti cu AJI, care utilizeazda MTX.

In prezent, datorita costurilor terapiei, eficacitatii si ratei scazute de efecte secundare clinic
manifestate, metotrexatul (MTX) este terapia de electie pentru tratamentul AJI [61,124,137]. Din
pacate, aproape o treime dintre pacienti nu prezintd un raspuns adecvat la MTX, din cauza
ameliorarii insuficiente a simptomelor bolii sau aparitiei reactiilor adverse, care duc la intreruperea
tratamentului. Acesti pacienti pierd fereastra de timp optima pentru initierea terapiei biologice si
se confruntd cu manifestari mai severe ale bolii [138]. Pentru a permite predictia raspunsului la
terapia cu MTX, au fost efectuate numeroase studii de farmacogenetica asupra genelor, care
codifica proteinele implicate in mecanismul de actiune al MTX.

Actualmente, aspectele cheie ale medicinei personalizate se bazeaza pe analiza genetica, si
anume secventierea ADN-ului unui individ pentru a identifica variatii genetice, care pot influenta
riscul de a dezvolta anumite afectiuni medicale sau modul in care raspunde la tratament.
Cunoasterea profilului genetic al unui individ poate ajuta la identificarea riscului sau personal de
a dezvolta anumite boli, permitand astfel interventii preventive mai personalizate si programe de
screening mai eficiente.

Utilizarea informatiilor genetice poate ajuta la diagnosticarea mai precisd a anumitor
afectiuni medicale si la diferentierea subtipurilor de boli, care pot necesita abordari terapeutice
diferite.

Astfel, medicina personalizata isi propune sa ofere tratamente care sa tind cont de specificul
genetic al fiecarui pacient. Acest lucru poate include utilizarea unor medicamente, care sunt mai
susceptibile, sa fie eficiente, sau care prezintd un risc mai mic de efecte secundare in functie de
profilul genetic al pacientului. Aceasta recunoaste ca nevoile de sdnatate ale fiecarei persoane pot
evolua in timp si ca tratamentul optim poate necesita ajustari pe masura ce se obtin noi informatii
genetice sau se schimba starea de sdnatate a pacientului.

Scopul final al medicinei personalizate este identificarea markerilor, care vor permite
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diagnosticarea si predictia rapida si precisd a rezultatului terapiei specifice pentru fiecare pacient
[61]. Provocarile majore ale medicinei personalizate sunt natura complexa a bolilor multifactoriale
si natura complexa a farmacocineticii si farmacodinamicii medicamentelor.

Printre subiectii cu artritd juvenila idiopatica atat in lotul experimental, cat si in lotul de
control, a fost atestata o prevalenta a numarului de fetite asupra numarului de baieti. Aceste date
se reflectd din punct de vedere statistic si in literatura de specialitate [118,122,129]. in acelasi timp,
existd o relatie bine determinata dintre aceste valori si forma de AJI manifesta, in particular forma
oligoarticulard si poliarticulard seronegativi. In AJI forma seronegativa, teste de laborator
specifice, cum ar fi factorul reumatoid si factorul antinuclear, sunt negative sau nu sunt prezente
in cantitati semnificative. Aceasta face ca diagnosticul sa fie mai dificil si necesitd o evaluare
clinica si imagistica mai atentd. Pronosticul poate varia in functie de severitatea simptomelor si de
raspunsul la tratament. Unii copii pot avea o remisiune completd a bolii in timp, totodata altii pot
experimenta simptome persistente sau complicatii asociate.

Studiile privind prezenta comorbiditatilor, care ar potenta cresterea ratei de non-raspuns la
terapia cu MTX, au demonstrat polimorfismul distributiei acestor comorbiditati, astfel Horneff et
al. intr-un esantion de 959 de pacienti descrie 1327 de comorbiditati, printre care locul de frunte il
constituie uveita [139]. De asemenea, acesta mentioneaza faptul ca exista diferente de sex la
distributia comorbiditatilor in AJI.

Acelasi grup de autori publicd ceva mai tarziu rezultatele unui studiu german, care
pozitioneazad in scala comorbiditatilor dermita atopica, rinita alergica si vasomotorie si, nu in
ultimul rand, uveita [140]. Atit incidenta, cat si prevalenta au fost exprimate mai mult la sexul
feminin, iar diferenta dintre sexe se evidentiaza la trecerea in grupe de varste mai mari.

Rezultatele noastre aratd o prevalentd a comorbiditatilor din partea sistemului gastro-
intestinal, ceea ce este de importantd majora pentru atingerea unui efect terapeutic scontat, dar si
pentru generarea potentialului efect toxic medicamentos. Cat despre distributia pe sexe, s-a
demonstrat o pondere mai mare a celor mai frecvente comorbiditati, inclusiv obezitatea, la copiii
cu AJI de sex masculin.

Réspandirea variantelor alelice pentru MTHFR in populatii este destul de variatd, cu
prevalenta la grupul mexican si italieni privind raportul de homozigoti [141]. Polimorfismul cu un
singur nucleotid al acestei gene reduce termostabilitatea enzimei MTHFR, datoritd activitatii
scazute la 37° C sau mai mult. Activitatea enzimei MTHFR la subiectii homozigoti este cu 50-60%
mai mica la 37° C si cu 65% mai mica la 46°C [33,141].

Este important sd subliniem ca prezenta unei anumite variante genetice nu determind automat
aparitia unei boli sau a unei afectiuni. Asocierea variantelor genetice ale genei MTHFR cu anumite

conditii de sdnatate, cum ar fi defectele de tub neural, riscul cardiovascular si altele, este Tnca subiect
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de cercetare si discutie in comunitatea stiintifica. In plus, factorii genetici sunt doar unul dintre multi
factori, care contribuie la sdnatatea generala si riscul de a dezvolta anumite boli.

Cel mai bine studiat polimorfism al genei MTHFR este cunoscut sub numele de C677T.
Acest polimorfism poate influenta nivelurile de homocisteind si poate afecta modul in care
organismul proceseaza si utilizeaza acidul folic.

Pe scara largd, testarile acestor variante alelice au fost efectuate la pacientele ginecopate,
fiind recunoscuta ca gena trombofiliei pentru o perioadad de timp destul de mare. Atat in Romania,
cat si in RM, genotipurile 677TT izolate si cele compuse cu locusul 1298 au demonstrat un risc
mai mare pentru avorturi spontane in comparatie cu grupul fard variantele polimorfe
[20,36,142,143].

De asemenea, in RM studiul clinico-genetic a mai fost efectuat si asupra bolilor ereditare, ca
exemplu servind distrofia musculara Duchenne/Becker [54,144,145]. A fost demonstrata influenta
polimorfismului genetic a genelor enzimelor implicate in ciclul folatilor printr-un model de
regresie statisticd asupra starii si fortei musculaturii mari. La un numar impunator de pacienti cu
miodistrofie a fost calculata incidenta alelica, care nu a deviat de la echilibrul genetic [54].

In acest studiu, s-a demonstrat omogenitatea distributiei alelice in relatie cu echilibrul Hardy-
Weinberg la subiectii cu AJI. La fel, s-a efectuat o analiza cantitativa a tipului de varianta polimorfa
pentru ambele loturi de studiu, care a constituit circa o treime din esantion. Testarea variantelor
polimorfe in MTHFR la pacientii cu boald reumatica sunt in exclusivitate efectuate primar la nivel
local si nu pot fi comparate cu alte studii nationale. Exista posibilitatea de a asocia prin exemplu
de model de predictie a acestor testari cu modelele de predictie, deja create pentru patologiile
descrise mai sus, la nivel de republica.

Scorul DAS28 este o masura utilizatd pentru evaluarea activitatii bolii In cazul artritei
reumatoide, o afectiune inflamatorie cronica a articulatiilor, care afecteaza adultii. Totusi, in cazul
artritei juvenila idiopatice, care este o afectiune similara, dar care afecteaza copiii si adolescentii,
acest scor nu este folosit in mod obisnuit. Motivul principal este cd AJI are caracteristici si evolutie
diferite fata de artrita reumatoida, iar masurile de evaluare a activitatii bolii in AJI sunt adaptate
pentru a reflecta aceste diferente.

In loc de scorul DAS28, in evaluarea artritei juvenila idiopatice, medicii folosesc adesea alte
instrumente i masuri clinice, cum este Juvenile Arthritis Disease Activity Score (JADAS), care
este adaptat pentru a evalua activitatea bolii in randul copiilor cu AJI. Acest scor ia in considerare
factori precum numarul de articulatii inflamate si sensibile, scorul de durere al pacientului si
markerii inflamatori din sange.

JADAS poate varia in functie de subtipul specific de AJI si de evaluarea clinica a fiecarui

pacient. Este important s se utilizeze instrumente de evaluare a activittii bolii, care sa fie
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adecvate varstei si caracteristicilor fiecarui copil sau adolescent cu AJI si sd fie administrate si
interpretate de catre profesionisti medicali specializati in artrita juvenild idiopatica.

Am stabilit valori predictive inalte ale scorurilor de apreciere a activitdtii bolii pentru
subiectii din lotul de cazuri. Pentru scorul JADAS-71 s-au inregistrat valori comparabile cu cele
din literatura medicala [75]. Pentru scorul DAS28 subiectii din lotul de studiu au demonstrat o
activitate moderata a bolii, pe cand cei din lotul de control o activitate minimala. Consideram ca
este foarte important a mentiona faptul ca, activitatea bolii este un parametru dinamic si se masoara
la fiecare adresare sau spitalizare a pacientului cu AJI. Scorurile care apreciaza activitatea bolii se
bazeaza pe indici clinici si paraclinici in mare majoritate obiectivi, cu exceptia evaluarii bolii pe
scara vizuald analogad numerica de catre pacient sau parinte. Rezultatele noastre sunt bazate pe
starea pacientului la momentul examinarii, fara a considera parametrii anterior documentati.

Pentru adultii care manifesta simptome clinice, cum ar fi greata sau durerea abdominala, este
bine conturat scorul de severitate a intolerantei la mefotrexat, care include aceste simptome in
functie de gravitatea cu care acestea se inregistreaza. Scorul poate fi utilizat si la pacientii pediatrici
care administreazda MTX pentru termen lung, fiind validat in contextul prevalentei sporite de
intolerantd la MTX [42]. Totodata, unele cercetari pentru simptomele respective relateaza
caracterul lor, fiind expusi de obicei adolescentii de sex feminin cu durata de administrare de MTX
subcutanat de peste un an [146].

Rezultatele noastre pot fi comparabile cu alte studii privind scorul MISS, valoarea maxima
a punctajului obtinut la pacientii din lotul de cercetare depdsind de trei ori valoarea maxima pentru
lotul de control. S-a demonstrat cd, este necesar de atras atentia la simptomele comportamentale
ale pacientului pentru a intelege una din cauzele raspunsului slab la tratament, rezultat din non —
complianta.

Deoarece s-a demonstrat ca atat cantitatea, cat si durata expunerii la MTX coreleaza cu
toxicitatea, s-a sugerat ca nivelurile serice de MTX ajuta la prezicerea anumitor tipuri de toxicitate,
cum ar fi toxicitatea gastrointestinala si mielosupresia [147,148]. Cu toate acestea, deoarece MTX
dispare din ser in 24 de ore de la administrare, nivelurile serice nu sunt suficient de precise pentru
a prezice toxicitatea [ 149]. Prin urmare, au fost stabiliti pasii pentru monitorizarea toxicitatii MTX,
in special pentru hepatotoxicitate, care nu implicad masurarea nivelurilor serice [148]. Mai mult,
potentialul rar de afectare toxica grava la copii si consecventa programului de monitorizare in
o recomandare puternica pentru monitorizarea frecventa [150].

In urma investigarii prin intermediul ecografiei hepatice transabdominale 2D, in cele doui
loturi de cercetare, a fost evidentiatd o omogenitate n ceea ce priveste diametrele antero-posterior

si cranio-caudal. In studiile mondiale la copii, aceste valori nu au prezentat diferente statistice fata
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de grupul de control [45,89,151]. De asemenea, nu au fost gasite abateri de la valorile morfologice
normale pentru varste a structurilor extrahepatice.

Ecografia 2D este o metoda neinvaziva, care poate informa cercetatorul despre eventuala
toxicitate hepaticd in conditiile de citolizd masiva cu sporirea infiltririi hepatice. In cazul
administrarii de MTX in doze mici, aceste schimbari nu sunt realizate, respectiv, datele despre
ecogenitatea sporitd observate la baseline de studiu, pot sa clarifice posibilitatea de includere a
acestor copii in tratamentul de fond.

O alta metoda imagistica, utilizatd cu minim impact asupra tesutului, a fost FibroScan. Cu
ajutorul ei s-a reusit sa se determine valorile densitatii hepatice in locurile cele mai vulnerabile
pentru initierea schimbarii morfologice, ca urmare a efectului toxic generat de MTX.

Studiile, inclusiv cele nationale, care au fundamentat necesitatea si oportunitatea metodei
pentru AJI, au demonstrat sensibilitate si specificitate veridica comparabild cu biopsia hepatica nu
doar la pacientii simptomatici [44,91,151].

Astfel, putem explica rezultatele proprii, care denota valori Tnalte a medianei elasticitatii
hepatice pentru grupul de control comparativ cu grupul de baza, cumularea MTX poliglutamizat,
la care are loc mai intens prin efect antagonist fata de acidul folic la nivel celular [152]. Mai mult
decat atat, e necesar de mentionat ca valoarea reprezentativd este demonstrata la subiectii cu
monoterapie cu MTX.

Aceasta tehnica este consideratd sigura si nedureroasa si poate fi efectuata la birou sau in
clinica medicului. Cu toate acestea, rezultatele elastografiei hepatice trebuie interpretate de cétre
un profesionist medical specializat si integrate in contextul clinic al fiecarui pacient pentru a face
un diagnostic si un plan de tratament adecvat.

Tinand cont de necesitatea evaluarii functiei cardiace la pacientii cu AJI, studiul nostru a
utilizat metode neinvazive functionale si imagistice traditionale. ECG si ecocardiografia
transtoracica cu Doppler tisular sunt incluse in lista investigatiilor obligatorii, conform ghidurilor
Societatii Europene de Cardiologie, in special la pacientii care utilizeaza medicatie de profil
antitumoral [95,96,153,154]. Spre exemplu, studiul lui Witczak et al. demonstreaza necesitatea
aplicarii acestor metode cu compararea indicilor electrocardiografici si de Doppler tisular la
pacientii cu diferite maladii ale tesutului conjunctiv [155]. Sigur ca investigatiile expuse aduc o
valoare informativa imensa pentru clinician, dar exista si alte teste non-invazive imagistice, care
demonstreaza functia longitudinald si circulara a miocardului, fiind limitate la moment pentru
populatia pediatricd in contextul lipsei nomogramelor grupelor de varsta [156].

Respectiv, dupd compilarea surselor de literaturd disponibile la zi, s-a realizat o analiza
obiectiva a indicilor obtinuti. De mentionat cd nu au fost apreciate devieri semnificative statistic

dintre pacientii, care prezentau polimorfism genetic patologic pentru indicii ECG. Aceasta, in mare
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parte, corespunde cu datele de literatura pentru MTHFR, nu si pentru terapia antitumorala la general.

Pentru ambele loturi au fost descrise valori ale FE VS, care nu corespundeau definitiei de
consens a cardiotoxicitatii. Deocamdata, printre indicii functiei sistolice si diastolice ale VS, s-au
evidentiat unii cu efect de relatie cu polimorfismul MTHFR. Rezultate analoage au fost prezentate
si de alte studii externe [157,158].

Limitari

Caurmare a numarului foarte mic de subiecti care administreaza MTX, este posibil ca acestia
sd nu reprezinte seria de particularitdti clinice si paraclinice in AJI. Au fost utilizate scoruri si
indici reprezentativi, care de comun cu datele imagistice ale pacientilor, sunt fara indoiala specifice
fiecarui copil individual, astfel ar predispuse la subiectivitate, in ceea ce tine de populatie.
Simptomele fizice si comportamentale n conditiile de stationar sunt apreciate verbal de catre copil
sau parintii lui, care nu sunt mereu cuantificate si se pot schimba odata cu schimbarea activitatii
bolii sau in functie de gradul de compliantd medic-pacient. Cu toate acestea, increderea in scorurile
care au la baza si parametri cantitativi, precum si evaluarea globala de catre medic si pacient a
starii sale, face ca aceste limitari sa diminueze. Scorul MISS, ca test de evaluare a toxicitatii
gastrointestinale, poate arata rezultate obiective, fiind folosit de rutina la fiecare spitalizare pentru

follow-up a pacientului.
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CONCLUZII GENERALE

Variantele polimorfe genetice ale MTHFR au fost identificate la peste o treime din subiectii
inrolati. Acesti pacienti pot fi caracterizati printr-un nivel sporit de heterozigozitate compusa
(Ho = 0,43/0,44) si homozigozitate izolatd 0,48 observata pentru polimorfismele rs1801133
sirs1801131.

Rezultatele studiului au demonstrat importanta scorurilor clinice (DAS28 si JADAS-71)
pentru estimarea riscului de prezentd a variantelor polimorfe in gena MTHFR, confirmarea
geneticd a non-respondentilor la terapia cu mefotrexat. Prin relatia de sensibilitate —
specificitate, au fost determinate valorile-prag pentru testarea polimorfismului MTHFR
(DAS28 >3,245; JADAS-71 > 11). Indicele ACR Pedi 30 a demonstrat o ratd de pana la 40%
de atingere a efectului clinic la distanta de peste 6 luni de administrare a metotrexatului, dintre

care sub 10% din subiecti se aflau la monoterapie cu acest preparat.

Aplicarea chestionarului MISS a demonstrat intoleranta clinica la mefotrexat pentru pacientii
cu variante polimorfe in gena MTHFR, prin dezvoltarea simptomelor comportamentale de
intensitate moderata (refuzul de administrare a metotrexatului), ca urmare a constituirii

durerilor abdominale (n=14).

Studiul markerilor biochimici traditionali pentru injuria hepatica nu au demonstrat
semnificatie statisticd de hepatotoxicitate la mefotrexat. Examinarea prin elastografia hepatica
tranzitorie unidimensionald a evidentiat valori inalte ale medianei elasticitatii hepatice in lotul
copiilor fard varianta polimorfa in gena MTHFR, iar pacientii cu variante polimorfe in gena
MTHFR, in terapie cu metotrexat, au inregistrat valori medii ale medianei elasticitdtii hepatice

de 1,13 ori mai mare de cat media elasticitatii la copiii sanatosi.

Studiul cardiotoxicitatii la copiii In terapie cu metotrexat a evidentiat majorarea indicelui E/e’
medie determinat prin ecocardiografia cu Doppler tisular, fapt care indica o probabila

disfunctie diastolicd a ventriculului stdng in cadrul cardiotoxicitatii medicamentoase.

In studiu au fost determinate criteriile de evaluare a eficacitatii si toxicitatii la mefotrexat: scor
DAS28, JADAS-71, MISS peste valoarea prag, prezenta polimorfismului patologic pentru
rs1801133 si rs1801131 la nivelul genei MTHFR, depistarea valorilor joase ale medianei
elasticitatii hepatice (in monoterapia cu mefotrexat) si a valorilor sporite ale indicilor sistolici

st diastolici ai VS la Doppler tisular.
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RECOMANDARI PRACTICE

Se recomanda testarea genetica pentru MTHFR la atingerea/mentinerea valorii prag,

identificate pentru scorurile DAS28 si/sau JADAS-71.

Se recomanda utilizarea scorului de severitate a intolerantei la metotrexat, ca metoda de

predictie a efectului de complianta terapeutica ulterior initierii tratamentului cu metotrexat.

Se recomanda utilizarea tehnicilor de elastografie hepatica si Doppler tisular pentru aprecierea

afectarii subclinice a organelor tinta ficat si cord in procesul administrarii metotrexatului.

Testarea variantelor polimorfe genei MTHFR este recomandatd pentru pacientii, la care
eficacitatea clinica si/sau paraclinicd estimatd in procesul administrarii metotrexatului nu a

fost atinsa.
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Anexa 1. Scorul DAS28

Scorul DAS28 — Scorul activitatii bolii in baza a 28 de articulatii (engl. Disease Activity Score

28)

NUMARUL ARTICULATIILOR DUREROASE ........cooveeimmrreiieserncesneensessesessesenns

NUMARUL ARTICULATIILOR TUMEFIATE ......covovviiiieeiieeeeieee e
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Anexa 2. Scorul JADAS-71

Scorul JADAS-71 — Scorul activitatii bolii artritei juvenile In baza a 71 de articulatii (engl.

Juvenile Arthritis Disease Activity Score 71)

JTATIAS 71 (Juvenile Arthritis Disease Activity Score 71)

TOTAL = [ ]
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Anexa 3. Indicele ACR Pedi 30

Indicele ACR Pedi 30 — Indicele de ameliorare cu 30% a 6 parametri clinico-paraclinici la copiii

cu AJI conform Colegiului American de Reumatologie

CODUNIC oo VIRSTA o
DATAEXAMINARIT oo
EVALUAREA GLOBALA A BOLII DE CATRE MEDIC <30% =30%
EVALUARFA GLOBALA A BOLII DE CATRE PACIENT/PARINTE =30% =30%
CLASA FUNCTIONALA <30% =30%
NUMARUL ARTICULATIILOR CU ARTRITA ACTIVA <30% =30%
NUMARUL ARTICULATIILOR CU LIMITAREA MISCARILOR <30% =30%
VITEZA DE SEDIMENTARE A HEMATIILOR <30% =30%
ACR Pedi 30 <30% =30%
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Anexa 4. Scorul MISS

Scorul MISS — Scorul de severitate a intolerantei la metotrexat (engl. Metrotrexate Intolerance

Severity Score)

DATA EXAWMINAFRI

Methotrexate Intolerance Severity Score [MISS)

Fara acuze Acure
|1 - 3 puncte]
Usar Moderat Sever

1] 1 2 3
Durere de stomac
Copilul meu prezintd durere de stomac dupa o o o o
administrarea MTX
Copilul meu prezintd durere de stomac de la = = ju| O
citeve ore |la o zi pind la administrarsa MTX
Copilul meu prezintd durere de stomac cind se = ju| ju| u|
gindeste |z MTH
Greata
Copilul meu prezinta greatd dupa x o o o
administrarea MTX
Copilul meu prezinté gresta de |z citeva ore x o o o
Iz o zi pind |z administrares MTH
Copilul meu prezinta gresta cind =2 gindests O x x O
la pATX
Voma
Copilul meu womitd dupd administrarza MTX o o o o
Copilul meu vomita de la citeva ore la o zi ping o o o o
lz edministrares MTX
Aruze de comportament
Copilul meu este obostt cind administreazd MTY o o o o
Copilul meu glinge cind administreazd MTX o o o o
Copilul meu este irascibil dnd administrezza MTX x o o o
Copilul meu refuzd s3 administreze MTX o o o o

TOTAL FUNLTE
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Anexa 5. Nomograma pentru Doppler tisular exprimate ca percentile pentru grupe de

A
varste (111)
Percentiles 0-30 days 1-12 months 1-5 years 6-9 years 10-13 years 14-18 years Total
E
10 450 722 863 86.9 85.1 868 450
25 5.7 872 948 95.3 94.6 948 57.7
50 675 995 106.0 1030 108.0 1050 675
75 798 1105 1170 113.0 117.0 1168 798
90 883 1198 127.7 121.0 126.8 1305 883
A
i0 455 608 508 47.5 44.6 420 455
25 54.0 724 576 521 507 496 54.0
50 662 848 658 59.2 58.3 579 66.2
75 806 944 752 66.7 66.5 65.1 806
90 96.5 1050 855 74.2 76.7 768 965
DT
10 456 55.0 829 95.0 109.8 127.0 456
25 610 770 928 1080 1200 1340 610
50 740 900 108.0 121.0 137.0 1510 740
75 920 1045 1210 1438 158.0 169.0 920
20 108.0 1160 1391 158.0 174.8 1862 108.0
Ss'
10 56 70 7.6 8.1 7.9 84 56
25 6.1 7.7 84 8.7 9.0 a1 6.1
50 69 84 92 94 a7 103 69
75 7.7 9.1 99 102 109 1.3 77
90 86 103 108 11.2 119 119 86
se
10 55 69 120 123 1.7 125 55
25 6.1 83 129 136 136 136 6.1
50 70 104 146 147 156 153 70
75 85 120 156 16.4 17.3 166 85
90 113 133 170 18.0 19.7 182 113
5
10 64 65 5.7 54 5.2 56 6.4
25 72 76 BB 63 6.0 a0 72
50 86 94 73 7.1 6.9 76 86
75 99 1n3 85 82 8.0 87 99
90 114 126 98 93 9.4 a8 114
Ls'
10 58 75 79 83 8.8 &5 58
25 6.5 75 87 9.0 9.6 a3 6.5
50 13 86 95 100 106 109 73
75 8.1 93 103 1.1 123 130 8.1
90 892 13 112 123 138 149 92
Le
10 56 8.1 127 134 143 141 56
25 70 99 138 15.1 158 157 70
50 84 116 154 17.0 17.6 17.3 84
75 10,1 132 17.1 18.3 200 186 10.1
90 1.7 150 184 202 21 249 1.7
L
10 65 64 57 55 4.9 51 65
25 73 72 64 6.1 5.7 62 73
50 87 86 75 7.1 6.8 7.1 87
75 103 104 84 83 7.9 81 103
90 n7 122 99 98 9.0 100 117
Ele
10 63 6.8 58 54 5.0 54 63
25 8.1 85 65 62 5.8 59 8.1
50 9.1 100 73 69 6.7 67 9.1
75 116 116 83 78 7.8 7.8 116
90 134 144 90 89 9.3 a3 134
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Anexa 6. Valoarea TAPSE pentru vérste si suprafata corpului (112,159-161)

Age

BSA (m?)

TAPSE (cm)

0-30d

1-3 mo

4-6 mo

7-12 mo

0.23 (0.17-0.28)*°
0.22 (0.14-0.28)*

0.28 (0.21-0.44)*
0.29 (0.12-0.54)*

0.34 (0.29-0.56)*
0.34 (0.26-0.41)”°

0.41 (0.29-0.56)*
0.40 (0.31-0.47)”

0.54 (0.27-0.75)*°

0.47 (0.3-0.69)"
0.53 (0.4-0.62)”
0.72 (0.32-1.07)*

0.63 (0.52-0.77)”
0.70 (0.60-0.91)*
0.93 (0.52-1.35)*

0.77 (0.63-0.99)*°
0.82 (0.46-1.06)"°
0.94 (0.75-1.17)*°
0.97 (0.79-1.39)
1.28 (0.46-1.7)*°

1.00 (0.8-1.32)°

1.15 (0.82-1.54)
1.28 (1.06-1.55)*
1.39 (1.08-1.67)"
1.59 (1.33-2.04)*

1.48 (1.03-1.87)"°
1.55 (1.11-1.93)*°
1.59 (1.32-1.96)"
1.66 (1.3-2.04)*°

1.77 (1.43-2.06)*°
1.79 (1.34-2.25)%

1.06 (0.66-1.45)*
0.91 (0.68-1.15)"
0.91 (0.64-1.18)"
1.30 (0.93-1.66)*
1.14 (0.85-1.42)"
1.05 (0.71-1.39)'**
1.42 (1.01-1.83)*
31 (1.01-1.65)"
19 (0.83-1.56)"*
52(0.91-2.12)*
44 (1.13-1.77)»
1.35 (0.77-1.92)"%
1.71 (1.13-2.29)*
1.57 (1.06-2.09)'**
1.55 (1.25-1.88)"
1.65 (1.36-1.94)”°
1.94 (1.41-2.46)*
1.81 (1.33-2.29)'%
1.74 (1.48-2.02)*
1.82 (1.56-2.07)°
1.93 (1.36-2.51)*
2.01 (1.45-2.57)

1.87 (1.60-2.13)**
1.90 (1.62-2.18)*°
1.94 (1.64-2.25)
1.97 (1.67-2.28)°
2.10 (1.47-2.73)%
2.30 (1.63-2.96)"*
2.01 (1.73-2.30)*°
2.05 (1.79-2.31)°
2.10 (1.83-2.36)*°
2.14 (1.84-2.43)”
2.10 (1.44-2.75)*
2.59 (1.87-3.31)'%
2.20 (1.85-2.54)”
2.26 (1.86-2.65)*
233 (1.93-2.75)"
2.39 (1.98-2.78)*°
2.45 (2.04-2.88)*°
2.47 (2.05-2.91)*

—
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Anexa 7. S tricuspidian dupa véarsta. S° si E* a peretelui liber ventricular drept si a

peretelui medial (162,163)

Linia neagra: media; linia albastra: +2DS
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Anexa 8. Valorile normale electrocardiografice la copii (164)
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Anexa 9. Certificat de inovator Nr. 5981

o TE

93

Republica Moldova
Ministerul Sanatatii

| CERTIFICAT »e INOVATOR

Nr. 5981

Pentru inovatia cu titlul
EVALUAREA POLIMORFISMELOR GENETICE
T677T $I C677T/A1298C ALE
METILENTETRAHIDROFOLAT REDUCTAZEI iN
ARTRITA JUVENILA IDIOPATICA

Inovatia a fost inregistratd pe data de
la Universitatea de Stat de Medicina §i Farmacie
“Nicolae Testemitanu”

Se recunoaste calitatea de autor(i)

Ninel REVENCO, Viadimir IACOMI
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Anexa 10. Act de implementare Nr. 12

INSTITUTIA PUBLICA
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA $I FARMACIE
"NICOLAE TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA

Pag. 1/1

Institutul National de Cercetare in Medicina i Sdnatate

Stamslav GROPPA
2023

ACTUL nr.12
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiinifico-practic si/stiingifico-didactic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: ,EVALUAREA POLIMORFISMELOR
GENETICE Té677T SI C677T/A1298C ALE METILENTETRAHIDROFOLAT
REDUCTAZEI IN ARTRITA JUVENILA IDIOPATICA”

2. Autori: Ninel REVENCO, dr.hab.gt. med., profuniv., Vladimir IACOMI, asist.univ.,
doctorand

3. Numiirul inovatiei: Nr. 5981 din 07 februarie 2023

4. Unde §i cind a fost implementatd: rezultatele studiului au fost implimentate la
Departamentul Pediatrie IP USMF "’Nicolae Testemitanu’’ si secfia Reumatologie a IMSP
Institutul Mamei §i Copilului, in perioada 2017-2023 aa.

5. Eficacitatea implementarii: Valoarea aplicativi a acestei metode isi giseste oglindire in
activitatea stiinfificd — ipotezele deduse cét §i cunostinjele cipitate vor lirgi orizontul de
cercetare la aceastd categorie de pacienfi; in procesul de instruire a rezidentilor, precum si in
activitatea gtiinfificd a cadrelor didactice, cu profil pediatrie §i reumatologie pediatrici; si
activitatea practici - cunostinfele capétate vor imbundti}i activitatea Clinicii de Reumatologie.

6. Rezultatul implementirii: Implimentarea evaludrii polimorfismelor genetice ale MTHFR
la copiii cu artritd juvenild idiopatici va avea efect benefic asupra micsoririi riscului toxic
medicamentos si reducerea ineficienfei terapeutice la acesti pacieni.

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere.

IMSP Institutul Mamei si Copilului ///4@/
Director, dr. st, med., conf, univ. L[ - Sergiu GLADUN
Sef Departament Didactic

§i Management Academic W
conf. univ., dr. §t. med, Silvia STRATULAT

Sef departament, Departamentul Cercetare, e
dr. hab. t. med,, conf, univ. Elena RAEVSCHI

% a
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Anexa 11. Act de implementare Nr. 13
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Republica Moldova
Ministerul Sanatatii

| CERTIFICAT ot INOVATOR

Nr. 5982

Pentru inovatia cutitlul

EVALUAREA TOXICITATII HEPATICE A
METOTREXATULUI IN ARTRITA
JUVENILA IDIOPATICA PRIN FIBROSCAN
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Inovatia a fost inregistratd pe data de
la Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
“Nicolae Testemitanu”
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Se recunoaste calitatea de autor(i)

Ninel REVENCO, Vladimir IACOMI
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Anexa 12. Act de implementare Nr. 13

INSTITUTIA PUBLICA
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA $I FARMACIE
"NICOLAE TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA

Institutul National de Cercetare in Medicina si Sdnatate Pag. 171

APROB

Prorector pentru activitate de cercetare,
USMF ,,Nicolae Testemitanu” din RM
academician al A$M,
prof. univ., dr. ha 7med.

| Stanislav GROPPA

2023

“ oLy

ACTULmr 13N 5, =
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiintifico-practic gi/stiintifico-didactic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: ,EVALUAREA TOXICITATII
HEPATICE A METOTREXATULUI IN ARTRITA JUVENILA IDIOPATICA PRIN
FIBROSCAN”

2. Autori: Ninel REVENCO, dr.hab.gt. med., profuniv., Vladimir IACOM], asist.univ.,
doctorand

3. Numirul inovatiei: Nr. 5982 din 07 februarie 2023.

4. Unde i cind a fost implementatii: rezultatele studiului au fost implimentate la
Departamentul Pediatrie [P USMF "’Nicolae Testemifanu’ si sectia Reumatologie a IMSP
Institutul Mamei §i Copilului, in perioada 2017-2023 aa.

5. Eficacitatea implementiirii: Valoarea aplicativa a acestei metode isi gaseste oglindire in
activitatea stiinfificd — ipotezele deduse cét si cunostinjele cipitate vor lirgi orizontul de
cercetare la aceastd categorie de pacienti; in procesul de instruire a rezidentilor, precum si in
activitatea stiinjifici a cadrelor didactice, cu profil pediatrie si reumatologie pediatrici; si
activitatea practic2 — cunogtinfele cipitate vor imbun#ti}i activitatea Clinicii de Reumatologie.

6. Rezultatul implementdrii: Implimentarea evaludrii elastografice prin FibroScan a
hepatotoxicitatii la copiii cu artritad juvenild idiopaticd va avea efect benefic asupra prevenirii
riscului toxic medicamentos §i reducerea ineficienei terapeutice la acegti pacienti.

Prezenta inovafie este implementatd conform descrierii in cerere.

IMSP Institutul Mamei si Copilului / j
Director, dr. st. med., conf, univ. % 4’*”} Sergiu GLADUN

Sef Departament Didactic

si Management Academic W/

conf, univ., dr. st. med. “—  Silvia STRATULAT
Sef departament, Departamentul Cercetare, &

dr. hab. §t. med., conf. univ. Elena RAEVSCHI

/ 4

Hauta.
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Anexa 13. Certificat de inovator Nr. 5985

Republica Moldova
Ministerul Sanatatii

CERTIFIGAT se INOVATOR

Nr. 5985

Pentru inovatia cutitlul
EVALUAREA SCORULUI DE SEVERITATE
A INTOLERANTEI LA METOTREXAT iN
ARTRITA JUVENILA IDIOPATICA

Inovatia a fost inregistrat pe data de

la Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
“Nicolae Testemitanu”

AN

AL

2y g A,
v :.If‘:",".,l'

e

/) b/
e T K
a

: I.{q,l';r'c. e

e

u.ﬂ/g
11

».

%
74

¥

AE NIy 0.0
e, S
0
[} [} (] (]
Ao
W
N .‘ A

r"r""

J ﬂl‘ S e

‘la‘l. Ll
O T LA XY

TP g ¥ YTV,

(o b
i
L)

L

2 AN

Se recunoaste calitatea de autor(i)

oV o A D

N

/
LT v e ) -" - e RO T 34 40 0 - B < 0 < o

": aang nr"ul"!‘
R
iy

118



Anexa 14. Act de implementare Nr. 15

INSTITUTIA PUBLICA
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA S| FARMACIE
"NICOLAE TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA

Pag.1/1

Institutul National de Cercetare in Medicina si Sanatate

APROB
Prorector-pentru activitate de cercetare,

Y224 Staitisiav GROPPA
OF " ety & ) 2023
b
ACTUL nr. S~ -
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul gtiintifico-practic si/stiintifico-didactic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: ,EVALUAREA SCORULUI DE
SEVERITATE A INTOLERANTEI LA METOTREXAT iN ARTRITA JUVENILA
IDIOPATICA”

2. Autori: Ninel REVENCO, dr.hab.st.med., profuniv., Vladimir IACOMI, asist.univ.,
doctorand

3.  Numirul inovatiei: Nr. 5985 din 09 februarie 2023

4, Unde s§i cind a fost implementati: rezultatele studiului au fost implimentate la
Departamentul Pediatrie [P USMF *’Nicolae Testemifanu’ si sectia Reumatologie a IMSP
Institutul Mamei §i Copilului, in perioada 2017-2023 aa.

5. Eficacitatea implementirii: Valoarea aplicativi a acestei metode ii giseste oglindire in
activitatea stiinfifici — ipotezele deduse cit §i cunogtinfele capatate vor largi orizontul de
cercetare la aceastd categorie de pacienti; in procesul de instruire a studentilor/rezidentilor,
precum si in activitatea stiinfifici a cadrelor didactice, cu profil pediatrie §i reumatologie
pediatrica; si activitatea practici — cunostinjele capitate vor imbunitifi activitatea Clinicii de
Reumatologie.

6. Rezultatul implementirii: Implimentarea utilizrii de rutind a scorului de severitate a
intolerantei la metotrexat la copiii cu artritd juvenild idiopatici va avea efect benefic asupra
micsorarii riscului toxicititii si reducerea ineficientei terapeutice la acesti pacienti.

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere.
IMSP Institutul Mamei si Copilului / /
Director, dr. st. med., conf. univ. // ftf//fl/ Sergiu GLADUN
Sef Departament Didactic
si Management Academic /?M
conf. univ., dr. §t. med. Silvia STRATULAT
Sef departament, Departamentul Cercetare, % i
dr. hab. st. med., conf. univ. » Elena RAEVSCHI

V 4
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Anexa 15. Certificat de inovator Nr. 508
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Anexa 16. Act de implementare Nr. 508

MINISTERUL SANATATII MHHHCTEPCTBO
AL 8 3IPABOOXPAHEHHA
REPUBLICII MOLDOVA PECITYBJIHKH MOJIIOBA

INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA NYBJIHYHOE MEJHKO-CAHHTAPHOE

INSTITUTUL YYPEXKJIEHHE
MAMEI $I COPILULUI HHCTHTYT MATEPH H PEBEHKA
(IMSP IM5iC) (MMCY HMuP)
str.Burebista, 93 ya. BypeGucra, 93
MD-2062, mun.Chiginiu MD-2062, myw/r Knmmmy
Tel+ 373 22 52-36-61; Tel.+ 373 22 52-36-61;
www.mama-copilulmd e-mail: mamsicop@gmail.com

ACT DE IMPLEMENTARE nr. 508

1. Denumirea ofertei pentru implementare: ,EVALUAREA POLIMORFISMELOR
GENETICE T677T S§I C677T/A1298C ALE METILENTETRAHIDROFOLAT
REDUCTAZEI IN ARTRITA JUVENILA IDIOPATICA”

2. Autori: Ninel REVENCO, dr.hab.gt.med., prof.univ.,, Vladimir IACOMI, asist.univ.,
doctorand

3. Numirul inovatiei: Nr. 508 din 07 februarie 2023.

4. Unde si cind a fost implementatd: rezultatele studiului au fost implimentate la
Departamentul Pediatriec IP USMF *’Nicolae Testemifanu’ s§i secfia Reumatologie a IMSP
Institutul Mamei §i Copilului, in perioada 2017-2023 aa.

5. Eficacitatea implementérii: Valoarea aplicativi a acestei metode isi giseste oglindire in
activitatea stiinfificd — ipotezele deduse cat si cunostinfele capatate vor lirgi orizontul de
cercetare la aceastd categorie de pacienti; in procesul de instruire a rezidentilor, precum si in
activitatea stiinfifici a cadrelor didactice, cu profil pediatrie §i reumatologie pediatrics; si
activitatea practici — cunogtinjele capitate vor imbunatgi activitatea Clinicii de Reumatologie.

6. Rezultatul implementarii: Implimentarea evalurii polimorfismelor genetice ale MTHFR
la copiii cu artritd juvenild idiopatici va avea efect benefic asupra micsordrii riscului toxic
medicamentos si reducerea ineficientei terapeutice la acegti pacienti.

Secretar gtiintific
dr. st. med., conf.univ. Tatiana CARAUS
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Anexa 17. Certificat de inovator Nr. 509
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Anexa 18. Act de implementare Nr. 509

MINISTERUL SANATATII MHHHCTEPCTBO
AL 3IPABOOXPAHEHHSA
PECITYBJIHKH MOJLIOBA

REPUBLICII MOLDOVA

INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA NYBJIHYHOE MEJNKO-CAHHTAPHOE

INSTITUTUL YYPEWKIEHHE
MAMEI §I COPILULUI HHCTHTYT MATEPH H PEBEHKA
(IMSP IMsiC) (TIMCY HMuP)

ya. Bype6ucra, 93
MD-2062, mun.Chiginiu MD-2062, myw'r Knumioy
Tel+ 373 22 52-36-61; Tel.+ 373 22 52-36-61,
www.mama-copilulmd e-mail: mamsicop@gmail.com www,mama-copilulmd e-mail:
oy e

str.Burebista, 93

ACT DE IMPLEMENTARE nr. 509

1. Denumirea ofertei pentru implementare: ,EVALUAREA TOXICITATII
HEPATICE A METOTREXATULUI iIN ARTRITA JUVENILA IDIOPATICA PRIN
FIBROSCAN”

2. Autori: Ninel REVENCO, dr.hab.st.med., prof.univ., Vladimir IACOMI, asist.univ.,
doctorand

3. Numiirul inovatiei: Nr. 509 din 07 februarie 2023.

4. Unde si cind a fost implementatii: rezultatele studiului au fost implimentate la
Departamentul Pediatrie IP USMF *’Nicolae Testemifanu’’ §i sectia Reumatologie a IMSP
Institutul Mamei §i Copilului, in perioada 2017-2023 aa.

5. Eficacitatea implementirii: Valoarea aplicativi a acestei metode isi giseste oglindire in
activitatea stiinfifici — ipotezele deduse cit si cunostinjele cipitate vor largi orizontul de
cercetare la aceasta categorie de pacienti; in procesul de instruire a rezidentilor, precum si in
activitatea stiinfifici a cadrelor didactice, cu profil pediatric §i reumatologie pediatrica; i
activitatea practici — cunogtinjele capitate vor imbunitafi activitatea Clinicii de Reumatologie.

6. Rezultatul implementdrii: Implimentarea evaludrii elastografice prin FibroScan a
hepatotoxicitatii la copiii cu artritd juvenila idiopaticd va avea efect benefic asupra prevenirii
riscului toxic medicamentos §i reducerea ineficientei terapeutice la acesti pacienti.

Secretar stiintific
dr. st. med., conf.univ. Tatiana CARAUS
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Anexa 19. Certificat de inovator Nr. 510
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Anexa 20. Act de implementare Nr. 510

MINISTERUL SANATATII MHHHCTEPCTBO
AL o 3/IPABOOXPAHEHHA
REPUBLICII MOLDOVA PECNYBJHKH MOJIIOBA

INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA MYBJIHYHOE MEJIHKO-CAHHTAPHOE

INSTITUTUL YYPEAKJIEHHE
MAMEI §1 COPILULUI HHCTHTYT MATEPH H PEBEHKA
(IMSP IMsiC) (TIMCY HMuP)
str.Burebista, 93 ya. Bype6ucra, 93
MD-2062, mun.Chigindu MD-2062, myw'r Knmmnny
Tel+ 373 22 52-36-61; Tel+ 373 22 52-36-61;
www mama-copilul md e-mail- mamsicop/@ gmail com www mama-copilul md d e-mail;
mamsicop@gmail.com

ACT DE IMPLEMENTARE nr. 510

1. Denumirea ofertei pentru implementare: ,,EVALUAREA SCORULUI DE
SEVERITATE A INTOLERANTEI LA METOTREXAT iN ARTRITA JUVENILA
IDIOPATICA”

2. Autori: Ninel REVENCO, dr.hab.st.med., profuniv., Vladimir IACOMI, asist.univ.,
doctorand

3. Numirul inovatiei: Nr. 510 din 09 februarie 2023

4. Unde si cind a fost implementatd: rezultatele studiului au fost implimentate la
Departamentul Pediatrie IP USMF ’Nicolae Testemifanu™ §i sectia Reumatologie a IMSP
Institutul Mamei si Copilului, in perioada 2017-2023 aa.

5. Eficacitatea implementirii: Valoarea aplicativa a acestei metode isi gaseste oglindire in
activitatea stiintificd — ipotezele deduse cdt si cunostinfele cipatate vor lirgi orizontul de
cercetare la aceastd categorie de pacienti; in procesul de instruire a studenfilor/rezidentilor,
precum §i in activitatea gtiinfificA a cadrelor didactice, cu profil pediatric §i reumatologie
pediatrica; i activitatea practicd — cunogtinfele cipitate vor imbundtafi activitatea Clinicii de
Reumatologie.

6. Rezultatul implementirii: Implimentarea utilizérii de rutind a scorului de severitate a
intolerantei la metotrexat la copiii cu artritd juvenild idiopatic va avea efect benefic asupra
micsordrii riscului toxicitafii §i reducerea ineficientei terapeutice la acesti pacienti.

Secretar stiintific
dr. st. med., conf.univ. % Tatiana CARAUS
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Anexa 21. Adeverinta privind inscrierea obiectelor dreptului de autor si ale drepturilor
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Anexa 22. Distinctii la forumuri internationale

NICOLAE TESTEMITANU STATE UNIVERSITY OF MEDICINE
AND PHARMACY OF THE REPUBLIC OF MOLDOVA
MEDICAL STUDENTS
h AND RESIDENTS ASSOCIATION

International Medical Congress
for Students and Young Doctors
MedgZspera :

[Pl S

ITI"* PLACE AWARD CERTIFICATE

is presented to
Vladimir lacomi
for their outstanding achievement during the oral presentation section
at the 7* edition of MedEspera International Congress for Students and Young Doctors,
hzld on May 3-5, 2018, Chisinau, Republic of Moldova, with the following scientific paper:
SCREENING THE C677T POLYMORPHISM OF THE MTHFR GENE

IN ASSESSING DISEASE SEVERITY AND RESPONSE TO METHOTREXATE TREATMENT
IN CHILDREN WITH JUVENILE IDIOPATHIC ARTHRITIS

Series MMX, Code XVIII, No 7431, 20 Credits

8" edition of MedEspera Internati
held on September 24-26,
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—
&3

#%-~ International Salon of Invention
Eoag T & g
% ) £ and Innovative Entrepreneurship
v gV

o by

‘= " GOLD MEDAL

is awarded to Mrs/Mr

IACOMI Vladimir, REVENCO Ninel

Institution: The State University of Medicine and Pharmacy ,Nicolae
Testemitanu” for participation in the International Salon of Invention and
Innovative Entrepreneurship, category IMPLEMENTATION OF
RESEARCH RESULTS: FIBROSCAN ASSESSMENT OF METHOTREXATE
LIVER TOXICITY IN JUVENILE IDIOPATHIC ARTHRITIS

,: M ._' &
INOVATIE IN
EDUCATIE DE
{ PERFORMANTA
ctor om0
- 'k
A A A -

Oqf}

AL ALCACQLIL

UNDER THE PATRONAGE OF

EUROPEAN EXHIBITION OF CREATIVITY AND INNOVATION

PAR MINISTERUL CERCETARIL
08 INOVARII §t DIGITALIZARI

EDITION

202, 4 is awarded to:

Prediction of the efficacy of methotrexate treatment in juvenile idiopathic arthritis in
children and adolescents

Ninel Revenco, Vladimir lacomi

President of Ingesnational Jury President of Scientific Committee
Prof.DrEng. Mok Mus! 1 Bakri ABDULLAH ;
vof.Di.Eng. Mohd, B :Wu—
lagi, Romania - g M§ %&ﬁ’ .:I IFIA
June 8, 2024 P = !  wmvaneu roouno 1] [;]
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LISTA PUBLICATIILOR SI PARTICIPARILOR LA FORUMURI STIINTIFICE
a dlui Vladimir Iacomi, asistent universitar, Departamentul Pediatrie,
realizate la teza de doctor in stiinfe medicale,
cu tema ,,Impactul farmacogenomic al polimorfismului genei metilentetrahidrofolat
reductazei in artrita juvenili idiopatici”, 322.01 Pediatrie §i neonatologie,
Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie "Nicolae Testemitanu” din Republica
Moldova

LUCRARI STIINTIFICE
¥" Monografie colectivi:
1. Revenco N., Rotaru N., Crivceanschi M., Iacomi V. Criterii clinice §i functionale in
evaluarea copilului cu artrita. in: Revenco N., s.a. Reumatologie Pediatrica.
Chisinau: Reclama, 2018, pp. 7-39 ISBN 978-9975-58-147-9

¥ Articole in reviste stiintifice peste hotare:
v articole in reviste ISI, SCOPUS si alte baze de date internationale
2. Revenco N., Cracea A., Mazur-Nicorici L., Foca S., Eremciuc R., Tacomi V.
Treatment with golimumab in juvenile idiopathic arthritis. In: Arch. Balk. Med.

Union. 2022, 57(2):136-143. https://doi.org/10.31688/ABMU.2022.57.2.02

3. Revenco N, Cracea A., Mazur-Nicorici L., Foca S., Eremciuc R., Gaidarji O., Iacomi
V., Bogonovschi L. The clinical and paraclinical efficacy of tocilizumab in juvenile
idiopathic arthritis. In: Arch. Balk. Med. Union. 2021, 56(2):185-192.
https://doi.org/10.31688/ABMU.2021.56.2.07

¥ Articole in reviste stiintifice nationale acreditate:
¥ articole in reviste de categoria B
4. Revenco N., Cracea (Drusca) A., Foca S.-G., Eremciuc R., Gaidarji O., lacomi V.,
Bogonovschi L. Tratamentul cu preparatul Tocilizumab la pacientii cu artrita juvenild
idiopatica — eficienta clinica i paraclinica. in: Buletin de Perinatologie, 2021, nr.
2(91), pp. 6-10. ISSN 1810-5289

e Articole in lucririle conferintelor stiintifice:

v nationale cu participare internationali

5. Iacomi V., Revenco N., Cracea A, Eremciuc R., Foca S., Bogonovschi.
Determinantele genetice in aprecierea rezultatelor tratamentului in artrita juvenild
idiopatica. in: Materialele simpozionului nafional cu participare internafionald
"Registrul maladiilor reumatice la copii: experienta Republicii Moldova". Chiginiu,
2022, pp. 53-61. ISBN 978-9975-58-285-8

Autor:

Secretar stiintific al Senatului,
dr. filos., Didina Nistreanu
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¥ Nationale

6. Iacomi V., Revenco N., Eremciuc R., Foca S., Cracea A., Gaidarji O., Monitorizarea
terapiei cu metotrexat in artrita Juvenild idiopatica: variafii farmacogenetice. in:
Materialele conferinfei nafionale "Managementul interdisciplinar al copilului”,
Edifia a 5-a. Chigindu, 2022, pp. 17-23. ISBN 978-9975-58-274-2

7. Revenco N., Cracea A., Foca S., Eremciuc R., Iacomi V., Eficienta clinicd si
paraclinici a preparatului golimumab in artrita juvenild idiopatica. In: Materialele
conferinfei nafionale "Managementul interdisciplinar al copilului®, Edifia a 5-a,
Chisinau, 2022, pp. 11-16. ISBN 978-9975-58-274-2

Rezumate/abstracte/teze in lucririle conferintelor stiintifice nationale si
internationale:

8. lacomi V., Revenco N. Methylenetetrahydrofolate reductase 677 nucleotide mutation
is a predictive tool in methotrexate non-responsive JIA patients. In: Pediatric

Rheumatology. Lisabona, Portugalia, 2018, 16(Suppl 2):52, p. 59. ISSN: 1546-0096,
https://doi.org/10.1186/512969-018-0265-6

9. lacomi V., Revenco N. Rolul polimorfismului genetic al enzimei
metilentetrahidrofolat-reductaza MTHFR in aprecierea precoce a ratei de non-
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