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I. INTRODUCERE

Intoxicatile acute la grupa de varsta pediatrica reprezintd una dintre
principalele cauze de mortalitate si de morbiditate, cu impact major in ceea ce
priveste mortalitatea prematura si alterarea calitatii vieti. De aceea, existd o
preocupare permenenta pentru analizarea atat a incidentei reale, cat si a
particularitatilor evoluticve ale acestora.

Cele mai detaliate raportari provin de la centrele antitoxice din Statele Unite
ale Americii. Astfel, pentru anul 2014, aceste centre au au raportat un numar de
2.165.142 de expuneri umane, continuand trendul descendent observat dupa anul
2008, cand s-a inregistrat un maximum de 2.491.049 de cazuri. Dintre acestea,
1.326.789 de cazuri (61,28%) au fost expuneri la pacienti de varsta pediatrica.
Analiza caracteristicilor demografice si circumstantiale ale expunerilor toxice
pediatrice a identificat cea mai mare incidenta la grupa de varsta sub 6 ani,
reprezentand 47,7% din totalul expunerilor raportate, grupa de varsta la care domina
intoxicatiile accidentale, in timp ce pentru intervalul de varsta 13-19 ani expunerile
sunt predominant voluntare, reprezentand 26,36% din totalul expunerilor voluntare
raportate. Etiologia intoxicatiilor acute a fost diferita, in functie de grupele de varsta,
fiind dominata de produsele cosmetice si de cele de uz casnic la grupa de varsta 0-5
ani, in timp ce la grupa de varsta 13-19 ani etiologia intoxicatiilor este dominata de
expunerile la substante de abuz si medicamente [1].

Pentru Europa, raportarile nu sunt uniforme, incidenta, etiologia si rata de
mortalitate in cazul intoxicatiilor acute la copil variind de la o tara la alta si chiar in
cadrul aceleasi tari, mai ales secundar diferentelor socio-economice. in ceea ce
priveste varsta, raportarile sunt, totusi, similare celor din Statele Unite ale Americii,
cu doud varfuri de incidenta, la cei cu varsta mai mica de 5 ani si la cei apartinand
grupei de varstd 15-19 ani [2]. In ceea ce priveste mortalitatea, o analiza a
informatiilor primite de la centrele antitoxice din Europa a permis o ierarhizare a
tarilor in functie de rata de deces prin intoxicatii acute la copil, Roméania ocupénd
locul 6 din cele 38 de state analizate [2].

Datele pentru Roménia provin mai ales din cadrul unor studii desfasurate in
centrele antitoxice intrucat, in prezent, nu exista o structura care sa cunatifice
expunerile toxice la nivel national. Primul studiu cu privire la intoxicatiile acute la
copil a fost unul epidemiologic, realizat in perioada 1997-2006 la nivelul centrului
antitoxic din cadrul Spitalului de Urgenta pentru Copii "Grigore Alexandrescu” din
Bucuresti. In aceastd perioada au fost inregistrate in Bucuresti, si in 6 judete din
sudul Romaniei, 11.890 de cazuri de intoxicatii acute la copil. Cele mai multe
expuneri au fost accidentale (78%), la grupa de varsta 1-4 ani (65%) si la sexul
masculin [3]. Colaborarea centrelor antitoxice din Bucuresti, Timisoara, Cluj Napoca
si lasi in perioada 2006-2010, a permis realizarea unui studiu la nivel national al
epidemiologiei intoxicatiilor acute la copil. Analiza celor 6.099 de cazuri de intoxicatie
acuta internate si tratate in cele 4 centre antitoxice a permis urmatoarele concluzii:
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intoxicatiile acute cele mai des intalnite au fost cele medicamentoase, expunerea in
cele mai multe dintre cazuri a fost accidentala (58%), grupa de varsta cea mai
expusa in cazul intoxicatiilor acute accidentale a fost 1-5 ani; sexul feminin a fost cel
mai frecvent implicat n expunerile voluntare (82%). in cazul intoxicatiilor
medicamentoase, cele mai multe cazuri au fost secundare asocierii mai multor
agenti farmacologici (44%), neuroleptice (25,65%) si antiinflamatorii nesteroidiene
(8%). Etiologia nemedicamentoasa a fost dominata de intoxicatiile acute cu ciuperci
(12,7%), urmate de etanol (11%), monoxid de carbon (7,5%), produse de uz casnic
(6,52%), si insecticide inhibitorii de colinesteraza (4,48%) [4].

Deoarece marea majoritate a Xxenobioticelor, medicamentoase sau
nemedicamentoase, sunt metabolizate la nivel hepatic, ficatul este expus in
permanenta la diverse substante capabile sa determine modificari structurale sau
functionale la nivelul acestui organ, cu posibilitatea evolutiei catre insuficienta
hepatica. Datele din literatura demonstreaza ca principala cauza de insuficienta
hepatica acuta este cea toxica medicamentoasa, reprezentand aproximativ 20% din
cazurile de insuficienta hepatica acuta la copil si un procent mult mai insemnat la
adult. Dintre medicamente, acetaminofenul este de departe cel mai frecvent agent
etiologic incriminat, fiind responsabil de peste 15% din totalul cazurilor de
insuficienta hepatica acuta, in timp ce alte medicamente cu potential hepatotoxic, de
tipul tuberculostaticelor sau antiepilepticelor, reprezintd doar 5% [5]. In Romania,
studiile cu privire la afectarea hepatica toxica sunt putine. Un studiu mai amplu al
afectarii hepatice in intoxicatile acute medicamentoase la copil a fost realizat in
cadrul Sectiei de Toxicologie si Terapie Intensiva a Spitalului Clinic de Urgenta
pentru Copii "Grigore Alexandrescu” din Bucuresti, in perioada 1997-2006. Au fost
raportate 6.453 de cazuri de intoxicatie acuta, dintre care 3.464 (53%) au fost
secundare expunerii la medicamente. Afectarea hepatica a fost prezenta la 6 dintre
pacientii cu intoxicatie acutd medicamentoasa (0,17%), in toate cazurile fiind
secundara expunerii la paracetamol, singur sau in combinatie cu aspirina [3]. Un alt
studiu bicentric, care a evaluat afectarea renala in cazul intoxicatiilor acute internate
in perioada 2003-2012 in cadrul Sectiei de Toxicologie si Terapie Intensiva a
Spitalului Clinic de Urgenta pentru Copii "Grigore Alexandrescu” din Bucuresti si a
Sectiei de Nefrologie-Toxicologie din Cluj, a constatat asocierea injuriei hepatice in
45 de cazuri (54,8%), 26 de cazuri evoluand catre insuficienta hepatica acuta [6].

Intrucat pand in prezent nu existd un studiu care s& evalueze afectarea
hepatica in intoxicatile acute medicamentoase, dar si cu substante
nemedicamentoase la pacientii pediatrici, in lucrarea de fatd mi-am propus sa
realizez o analiza complexa a etiologiei, caracteristicilor demografice, profilului clinic
si paraclinic, precum si a evolutiei specifice in cazurile de intoxicatie acuta care
asociaza afectare hepatica.
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. PREZENTAREA GENERALA A TEZEI

Partea generala a tezei a fost structuratad in patru capitole. In capitolul | au
fost sintetizate date legate de particularitatile de farmacocinetica intalnite la varsta
pediatrica, subliniind aspectele specifice intalnite la copil, pentru fiecare etapa pe
care un toxic o parcurge la nivelul organismului.

Capitolul |l prezintd notiunile de baz&d legate de anatomia si fiziologia
hepatica, notiuni fara de care intelegerea modalitatilor de actiune a diverselor toxice
la acest nivel, precum si consecintele asupra functionarii intregului organism, nu ar fi
posibile.

In capitolul 11l sunt prezentate criteriile de definitie ale injuriei hepatice toxice,
precum si diversele aspecte biochimice, histologice si fiziopatologice ale acesteia.
Tot in acest capitol sunt prezentati si factorii de risc pentru afectarea hepatica toxica,
recunoasterea acestora permitand o identificare precoce a pacientilor care necesita
o atentie deosebita in ceea ce priveste functia hepatica.

Capitolul IV este o sinteza a datelor clinice si paraclinice utile pentru stabilirea
diagnosticului pozitiv si diferential al afectarii hepatice din intoxicatiile acute ale
copilului. Sunt detaliate testele biochimice uzuale - teste functionale hepatice,
insistand asupra particularitatilor varstei pediatrice, dar si markeri biologici noi,
apartinand tehnologiilor ,omice”: transcriptomice, metabonomice, proteomice.

Partea speciala — studiul personal, este structurata in 6 capitole, primul,
capitolul V, prezentand obiectivele acestei teze de doctorat. In capitolul VI este
prezentat un studiu clinic al afectarii hepatice toxice in intoxicatiile acute la copil.
Este un studiu bicentric,retrospectiv, observational si descriptiv, pe o durata de 5 ani,
in care au fost inclusi 77 de pacienti internati cu diagnosticul de intoxicatie acuta si
care au asociat de la internare sau pe durata spitalizarii afectare hepatica. Lotul de
studiu a fost selectat dintre pacientii internati si tratati in cadrul a doua centre
antitoxice pediatrice: sectia de Toxicologie-Terapie intensiva a Spitalului Clinic de
Urgentéa pentru Copii ,Grigore Alexandrescu” din Bucuresti si sectia de Toxicologie si
Nefrologie pediatricd din cadrul Spitalului de Urgenta pentru Copii Cluj Napoca.
Capitolul VII este reprezentat de o cercetare fundamentala, efectuata in colaborare
cu Departamentul de Farmacologie si Toxicologie clinica din cadrul Universitatii de
Medicina si Farmacie ,Carol Davila” din Bucuresti, in care am evaluat impactul pe
care anumite substante, identificate a avea potential hepatotoxic, il au asupra
aspectului structural si al parametrilor biochimici hepatici uzuali si am incercat
identificarea unor markeri biologici noi, care sa fie asociati injuriei hepatice cu
sensibilitate si specificitate superioare, comparativ cu testele uzuale. n capitolul VIII
sunt prezentate, in extenso, cateva dintre cazurile analizate in studiul retrospectiv,
datorita particularitatilor clinoco-evolutive asociate. In capitolul IX am propus un
protocol de diagnostic si de tratament al pacientilor de varsta pediatrica cu intoxicatie
acuta care asociaza afectare hepatica. Ultimul capitol, capitolul X, este rezervat
prezentarii concluziilor finale ale tezei de doctorat, precum si a elementelor de
originalitate ale acestei lucrari.
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Bibliografia contine 268 de titluri ale unor lucrari de specialitate din
numeroase domenii: anatomie, fiziopatologie, pediatrie, gastroenterologie si
toxicologie clinica si experimentala.

[ll. OBIECTIVELE STUDIULUI

Principalele obiective ale studiului clinic sunt:

1. Identificarea agentilor etiologici cu potential hepatotoxic

2. Analiza caracteristicilor demografice si circumstantiale ale pacientilor
cu intoxicatie acuta care asociaza afectare hepatica, pentru a identifica posibile
grupe de risc pentru expunerea toxica

3. Descrierea profilului clinic si paraclinic al afectarii hepatice toxice in
intoxicatiile acute la copil
4. Aprecierea severitatii afectarii hepatice toxice, a relatiei dintre etiologie

si severitatea leziunilor, precum si descrierea celor mai frecvente manifestari clinice
asociate

5. Evaluarea abordarii terapeutice si a impactului metodelor aplicate
asupra evolutiei

6. Analiza factorilor de risc asociati afectérii hepatice toxice care
evolueaza catre deces

7. Propunerea unui protocol de diagnostic si tratament al intoxicatiilor
acute care asociaza afectare hepatica

Obiectivele studiului experimental sunt:

1. Aprecierea modului Tn care expunerea la paracetamol, izoniazida si
acid valproic influenteazd parametrii biochimici uzuali: alanilaminotrasferaza,
aspartataminotransferaza, fosfataza alcalina, bilirubina serica totala.

2. Caracterizarea modificarilor histologice hepatice induse de expunerea
la doze toxice de paracetamol, acid valproic si izoniazida.
3. Evaluarea unor noi markeri biologici la animale de laborator, la care

injuria hepatica a fost indusa prin administrarea unor doze toxice de paracetamol.

IV. ANALIZA RETROSPECTIVA A INTOXICATIILOR ACUTE CARE AU ASOCIAT
AFECTARE HEPATICA ACUTA iN PERIOADA 2010-1014

IV.1. INTRODUCERE. SCOP. OBIECTIVE

Cercetarea de fatd are ca scop conturarea caracteristicilor demografice,
clinice, paraclinice si evolutive ale afectarii hepatice la pacientii pediatrici cu
intoxicatie acuta, pentru a permite o diagnosticare rapida, precum si instituirea unui
tratament precoce si tintit, elemente cu impact semnificativ asupra prognosticului
pacientului.
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Obiectivele principale ale acestui studiu sunt:

1. ldentificarea agentilor etiologici cu potential hepatotoxic

2. Analiza caracteristicilor demografice si circumstantiale ale intoxicatiilor acute
care asociaza afectare hepatica pentru a identifica posibile grupe de risc
pentru expunerea toxica

3. Descrierea profilului clinic si paraclinic al afectarii hepatice toxice in
intoxicatiile acute la copil

4. Aprecierea severitatii afectarii hepatice toxice, a relatiei dintre etiologie si
severitatea leziunilor, precum si descrierea celor mai frecvente manifestari
clinice asociate

5. Evaluarea abordarii terapeutice si a impactului metodelor aplicate asupra
evolutiei

6. Analiza factorilor de risc asociati afectarii hepatice toxice care evolueaza catre
deces

7. Propunerea unui protocol de diagnostic si tratament al intoxicatiilor acute care
asociaza afectare hepatica

IV.2. MATERIAL S| METODA

IV.2.1. Tipul studiului si caracteristicile lotului

Studiul de fata este unul observational, descriptiv si retrospectiv, cu o durata
de 5 ani, In perioada 2010-2014. Este un studiu bicentric, realizat in doua centre
antitoxice pediatrice: sectia de Toxicologie — Terapie intensiva a Spitalului Clinic de
Urgenta pentru Copii "Grigore Alexandrescu” din Bucuresti si sectia de Nefrologie si
Toxicologie Pediatrica din cadrul Spitalului Clinic de Urgenta pentru Copii din Cluj
Napoca.

Lotul de studiu a fost alcatuit din pacienti cu varsta cuprinsa intre 0 si 18 ani,
internati cu diagnosticul de intoxicatie acuta, care au prezentat la internare sau in
evolutie afectare hepatica. in total au fost selectati pentru studiu 77 de pacienti, 38
dintre pacienti fiind diagnosticati si tratati in departamentul de Toxicologie din Cluj
Napoca si 39 dintre pacienti in departamentul de Toxicologie din Bucuresti. Pentru
selectarea cazurilor care au fost incluse in lotul de studiu am folosit definitia afectarii
hepatice acute elaborata in urma unui consens international: o crestere a nivelurilor
serice ale aminotransferazelor sau ale bilirubinei, conjugate de cel putin doua ori
limita superioara a normalului, sau o crestere a aminotransferazelor, bilirubinei totale
si fosfatazei alcaline, cu conditia ca cel putin una dintre acestea sa aiba valori de
peste doua ori limita superioara a normalului [7]. Au fost exclusi din studiu pacientii
cunoscuti cu afectare hepatica anteriora expunerii toxice, precum si cei care, desi au
fost expusi la substante cu potential hepatotoxic, nu au dezvoltat afectare hepatica.

IV.2.2.Protocol de investigatii

Datele pacientior inclusi in lotul de studiu au fost obtinute din foile de observatie
clinica si introduse intr-o baza de date in care am consemnat, pentru fiecare pacient,
urmatoarele:



Afectarea hepatica in intoxicatiile acute la copil si adolescent. Protocol de diagnostic si tratament

e Datele de identificare: initiala numelui si a prenumelui

o Caracteristicile demografice: varsta, sex, mediul de provenienta

e Agentul etiologic incriminat

e Circumstantele expunerii: accidentala sau voluntara

e Semnele clinice de afectare hepatica la internare si in evolutie: manifestari

gastrointestinale nespecifice, de tipul varsaturilor, durerilor abdominale,
modificarilor de tranzit intestinal, hepatomegalie, icter, semne specifice
instalarii insuficientei hepatice - encefalopatia, manifestarile hemoragice
secundare coagulopatiei

e Semne de afectare multisistemica: convulsii, semne de soc, oligurie, sindrom

hepato-renal

e Analize cu valoare diagnostica pentru afectarea hepatica acuta: alanin-

aminotransferaza (ALT), aspartat-aminotransferaza (AST), fosfataza alcaling,
bilirubina totala, bilirubina directa, bilirubina indirecta, timpul de protrombina
(timp Quick), INR

e Severitatea afectarii hepatice toxice

e Analize cu valoare diagnostica pentru diferitele etiologii

e Durata spitalizarii

¢ Intervalul de timp dintre expunere si primele gesturi terapeutice

e Tratamentul efectuat

Analiza foilor de observatie clinica a presupus evaluarea datelor de anamneza, a
celor furnizate de examenele clinice de la internarea pacientului si de la evaluarile
zilnice efectuate pe durata spitalizarii, precum si a probelor paraclinice care sa
ateste prezenta injuriei hepatice, dar si a altor complicatii si, totodata, a testelor
efectuate pentru identificarea agentului etiologic.

Din datele anamnestice am urmarit identificarea circumstantelor expunerii la
substanta cu potential hepatotoxic, tipul de toxic si cantitatea la care a fost expus
pacientul, manifestarile clinice asociate, intervalul de timp de la expunere si pana la
prezentarea intr-o unitate medicala.

Din datele furnizate in urma examenului clinic am urmarit prezenta
hepatomegaliei, a icterului, a modificarilor sugestive pentru instalarea insuficientei
hepatice acute - manifestari neurologice specifice encefalopatiei hepatice sau
sindromul hemoragic secundar coagulopatiei, dar si a manifestarilor gastrointestinale
care, desi nu sunt specifice, sunt prezente la debut in marea majoritate a
intoxicatiilor care asociaza afectare hepatica.

Pentru a identifica din lotul de studiu pe acei pacienti care au evoluat catre
insuficientd hepaticd acuta, am folosit criterile PALFSG - Pediatric Acute Liver
Failure Study Group [8]:

- Nu exista istoric de boala hepatica cronica

- Modificari biochimice sugestive pentru afectarea hepatica acuta

- Prezenta coagulopatiei, definita ca timp de protrombina = 15 secunde sau
INR =2 1,5 care nu se corecteaza la administrarea de vitamina K, la
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pacienti care asociaza manifestari clinice de encefalopatie hepatica sau
timp de protrombina = 20 secunde sau INR 2 2, indiferent de prezenta sau
absenta encefalopatiei.

Am urmarit, de asemenea, descrierea unor semne de suferintd neurologica,
sugestive instalarii encefalopatiei hepatice. Pentru cunatificarea severitatii am folosit
criteriile elaborate de acelasi grup de studiu, criterii care difera de cele ale adultului,
pentru copiii cu varsta < 4 ani si sunt similare cu cele folosite la adult dupa aceasta
varsta [8].

Tabel IV.2- 1. Stadiile encefalopatiei hepatice la pacientul pediatric [3]

STADII ALE ENCEFALOPATIEI HEPATICE

Reflexe
Stadiul Manifestari clinice osteotendinoase/ Semne neurologice
Asterixis
I Plans inconsolabil Normal/hiperreflexie | Dificil sau
Incapacitate de concentrare imposibil de evaluat
COPIL Inversarea ritmului somn veghe
Confuzie Normal Tremor
ADULT Schimbari de dispozitie Apraxie
Alterarea ritmului somn veghe Modificari ale scrisului
I Plans inconsolabil Normal/hiperreflexie | Dificil sau
Incapacitate de concentrare imposibil de evaluat
COPIL Inversarea ritmului somn veghe
Somnolent Hiperreflexie Disartrie
ADULT Modificari de comportament Ataxie
Scaderea inhibitiilor
1l Somnolenta Hiperreflexie Dificil sau
Stupoare imposibil de evaluat
COPIL
Stupoare Hiperreflexie Rigiditate
ADULT Raspunde la stimuli verbali Babinski +
v Coma Absente Decerebrarea
Raspunde la stimuli durerosi (IVa) sau decorticare
Nu raspunde la stimuli durerosgi
COPIL (IVb)
Coma Absente Decerebrarea
Raspunde la stimuli durerosi (IVa) sau decorticare
Nu raspunde la stimuli durerosi
ADULT (IVb)

Hipoglicemia a fost definita ca valori ale glucozei serice sub 60 mg/dl [9].

Oliguria a fost definita ca scadere a volumului urinar sub 0,5-1 ml/kgc/h.
Pentru definirea sindromului hepato-renal am folosit criterile elaborate de
International Ascites Club (IAC): afectare hepatica acuta sau cronica severa,
creatinind serica peste 1,5 mg/dl, lipsa de raspuns, exprimata prin persistenta
nivelurilor serice crescute ale creatininei la expansiunea volemica si la stoparea
medicatiei diuretice, absenta socului, absenta terapiei cu medicamente nefrotoxice,

10




Afectarea hepatica in intoxicatiile acute la copil si adolescent. Protocol de diagnostic si tratament

absenta afectarii renale parenchimatoase, definita de proteinurie peste 500 mg/zi,
hematurie peste 50/camp sau aspecte ultasonografice patologice [10].

Am selectat pacientii care au asociat soc pe baza prezentei semnelor de
perfuzie tisulara inadecvata: oligurie, alterarea statusului mental, puls periferic
filiform sau absent, timp de recolorare capilara peste 2 secunde, extremitati reci,
cianotice, precum si alterarea semnelor vitale: tahicardie, hipotensiune arteriala,
instabilitate termica si tahipnee. Modificarile semnelor vitale (frecventa cardiaca,
frecventa respiratorie si tensiune arteriala) au fost raportate la valorile normale pe
grupe de varsta [11].

Analiza modificarilor paraclinice a presupus evaluarea parametrilor hepatici
specifici: alanin-aminotransferaza, aspartat-aminotransferaza, bilirubina totala,
bilirubina directa, bilirubina indirecta, fosfataza alcalina, timpul de protrombina si
INR-ul, dar si a glicemiei, echilibrului acido-bazic, parametrilor functionali renali
(uree, creatinina).

Pentru cuantificarea severitatii afectarii hepatice am utilizat scala publicata de
Institutul National pentru Diabet, Boli Digestive si Renale din Statele Unite ale
Americii (NIDDK). Aceasta permite incadrarea injuriei hepatice in cinci grade de
severitate pe baza prezentei icterului, a semnelor de insuficienta hepatica, duratei
spitalizarii, precum si a prognosticului [12].

Astfel, afectarea hepatica poate fi:

Usoara (1+) — cresteri ale aminotransferazelor si/sau fosfatazei alcaline, dar cu
un nivel al bilirubinei totale < 2,5 mg/dl si INR < 1,5

Moderata (2+) - cresteri ale aminotransferazelor si/sau fosfatazei alcaline,
asociate cu un nivel al bilirubinei totale > 2,5 mg/dl si INR > 1,5

Moderat severa (3+ ) - cresteri ale aminotransferazelor si/sau fosfatazei
alcaline, asociate cu un nivel al bilirubinei totale > 2,5 mg/dl si spitalizare (sau
prelungirea spitalizarii) secundare injuriei hepatice toxice

Severa (4+) - cresteri ale aminotransferazelor si/sau fosfatazei alcaline, bilirubina
totald > 2,5 mg/dl si cel putin una dintre urmatoarele:

e |Icter sau simptome prelungite, mai mult de 3 luni, sau

e Semne de decompensare hepatica ( INR > 1,5, encefalopatie, ascita), sau

e Alte insuficiente de organ cauzate de afectarea hepatica toxica

Fatala (5+) — deces sau transplant hepatic secundar afectarii hepatice toxice

Totodata, am urmarit daca pentru identificarea agentului etiologic s-au
efectuat determinari toxicologice. Atunci cand acestea au fost efectuate, au fost
folosite atat metode calitative, cat si cantitative, produsele biologice utilizate fiind
sangele si urina. Din urind s-au efectuat atat teste screeneing — teste cromatografice
cu flux lateral rapide de identificare a unor medicamente, substante de abuz sau a
metabolitilor acestora (TOX/see), precum si examene toxicologice mai complexe,
folosind metoda gaz cromatografiei cuplata cu spectometrie de masa. Determinarile
din sange au fost unele cantitative, care au permis stabilirea nivelelor serice pentru
diverse medicamente: acid valproic, paracetamol, salicilati. Expunerea la anumite
toxice, de tipul insecticidelor inhibitorii de colinesteraza sau al nitritilor, a fost
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evaluata prin intermediul unor parametri care cuantifica efectul acestor substante
asupra organismului: nivelurile serice de pseudocolinesteraza, respectiv de
methemoglobina.

IV.2.3. Prelucrarea statistica a datelor

Datele obtinute in urma analizei minutioase a pacientilor din lotul de studiu au
fost analizate folosind programul IBM SPSS v20 si au fost exprimate in forma de
procente, medii, mediane, valoarea modala sau abateri standard. Pentru a verifica
daca asocierile constatate intre diverse variabile categoriale (varsta, sex, mediu de
provenienta, etiologie) sunt semnificative din punct de vedere statistic, am folosit
testul Pearson Chi—patrat pentru esantioanele mai mari de 5 si testul Fischer’s exact
test atunci cand numarul de observatii a fost mai mic de 5, considerand semnificative
rezultatele probabilitatii statistice (p) mai mici de 0,05. Pentru a evalua daca mediile
provenind de la 2 esantioane independente difera semnificativ statistic, am folosit
testul t independent. Pentru compararea de esantioane in care distributia variabilelor
nu a fost simetricad si nu am putut calcula media sau pentru compararea variabilelor
ordinale, am folosit testele nonparametrice Kruskal Wallis. Am folosit analiza
multivariabild prin regresie logistica pentru a cuantifica contributia diversilor factori de
risc (variabile independente) la decesul pacientilor analizati in lot Si pentru un model
de predictie a decesului la pacientii cu intoxicatii care asociaza afectare hepatica.

IV.3. REZULTATE Sl DISCUTII

Pe durata studiului, respectiv ianuarie 2010 - decembrie 2014, in cele 2
centre antitoxice au fost internate si tratate 4.844 de intoxicatii la pacienti cu varsta
cuprinsa intre 0 si 18 ani. in cadrul Sectiei de Toxicologie a SCUC ,Grigore
Alexandrescu” au fost internate 4.280 de intoxicatii acute, cu o medie anuala de 850
de cazuri. In cadrul Sectiei de Nefrologie — Toxicologie din Cluj Napoca, pe parcursul
perioadei studiate, au fost internate 564 de cazuri de intoxicatie acuta, cu o medie
anuala de 112 cazuri. Am inclus n studiul personal un numar de 77 de cazuri care
au prezentat la internare sau in evolutie, pe parcursul spitalizarii, semne de afectare
hepatica acuta. Prevalenta injuriei hepatice acute in lotul studiat a fost de
aproximativ 1,6%.

IV.3.1. Analiza caracteristicilor demografice

Lotul studiat a cuprins 42 de fete, reprezentand 54,5% din totalul cazurilor
analizate, si 35 de baieti, respectiv 45,5%, constatandu-se un raport fete/baieti de
1,2:1. Varsta medie a pacientilor din lotul de studiu a fost de 10,3+5,5 ani, varsta
mediana 11 ani, iar varsta modala 14 ani. Varsta medie a fetelor din lotul de studiu a
fost de 11,62+ 5,07 ani, iar cea a baietilor de 8,77+5,66 ani, varsta medie a fetelor
fiind semnificativ statistic mai mare (p = 0,023, testul t). Analiza distributiei pacientilor
din lotul studiat pe grupe de varsta pune in evidenta doua varfuri de incidenta:
primul, la grupa de varsta 10-14 ani (28,6%) si cel de al doilea, la pacientii cu varsta
cuprinsa intre 15 si 18 ani (28,6%). Numarul de cazuri provenite din mediul rural (n =

12



Afectarea hepatica in intoxicatiile acute la copil si adolescent. Protocol de diagnostic si tratament

40, 51,9%) este nesemnificativ mai mare comparativ cu cele provenind din mediul
urban (n = 37, 48,1%).

IV.3.2. Analiza circumstantelor expunerii

in lotul studiat expunerea accidentala a fost intalnitd cu o frecventad mai mare
decat cea voluntara, inregistrandu-se 52 de cazuri de intoxicatie acuta accidentala
(67,53%) si 25 de cazuri de intoxicatie voluntara (32,47%).

Analizénd intentia expunerii in functie de varsta si de sexul pacientilor, am
constatat ca expunerea voluntara este semnificativ statistic asociata cu grupa de
varsta 15-18 ani si cu sexul feminin, in timp ce expunerea accidentala este asociata
cu grupa de varsta pana in 10 ani si cu sexul masculin.

IV.3.3. Analiza etiologiei afectarii hepatice toxice

In  majoritatea cazurilor expunerile au fost la substante toxice
nemedicamentoase (n = 51, 66,2%), Tn timp ce expunerile medicamentose, la un
singur medicament sau in diverse asocieri, reprezinta 33,8% (n = 26).

Analizédnd etilogia nemedicamentoasa in lotul studiat am constatat ca cele
mai multe cazuri (n = 40, 78,4%) care au asociat afectare hepatica toxica au fost
secundare expunerii la ciuperci necomestibile. O alta categorie importanta de toxice
nemedicamentose identificata in cadrul lotului studiat este reprezentata de pesticide
(n = 8, 15,66%). 7 cazuri din lot au fost intoxicatii acute cu insecticide inhibitoare de
colinesteraza: diazinon — 5 cazuri, dimetoat - 1 caz si un caz de intoxicatie acuta cu
tomoxan. Expunerea la metaaldehida, un moluscocid, a fost intalnita intr-un singur
caz de ingestie accidentala. Lotul de studiu a cuprins si un caz (1,96%) de intoxicatie
acuta voluntara, prin inhalare, cu substante psihoactive noi si 2 cazuri de
methemoglobinemie toxica in cadrul intoxicatiei acute cu nitriti.

Etiologia medicamentoasa a intoxicatiilor cu un singur medicament este
dominatd de paracetamol (n = 13, 50%), cu o frecventa mult mai redusé urméand
intoxicatiile cu izoniazida (n = 3, 11,5%), acid valproic (n = 2, 7,7%), neuroleptice de
tipul clozapinei (n = 1, 3,8%) si colchicind (n = 1, 3,8%). Din totalul cazurilor
analizate in studiu 6 (7,8%) au fost intoxicatii plurimedicamentoase, paracetamolul
fiind, si in acest context, medicamentul cel mai frecvent identificat (4 cazuri):
coingestie de paracetamol, ibuprofen si acid acetilsalicilic - 2 cazuri, paracetamol,
clorfeniramina, pseudoefedrina si metamizol - 1 caz, paracetamol, ketoprofen si
ampicilina - 1 caz.

Analiza etiologiei intoxicatiilor in functie de caracteristicile demografice si
circumstantiale a evidentiat ca etiologia nemedicamentoasa a fost asociata
semnificativ statistic cu sexul masculin (p = 0,01 ,test chi patrat), grupa de varsta
sub 1 an si expunerea accidentala la toxic, iar etiologia medicamentoasa a fost
semnificativ statistic asociata cu expunerea voluntara, sexul feminin (p = 0,01, test
chi patrat) si grupa de varsta 15-18 ani. Mediul de provenienta al pacientilor nu a
influentat etiologia intoxicatiilor analizate.
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IV.3.4. Analiza manifestarilor clinice si a modificarilor paraclinice
asociate afectarii hepatice toxice

Afectarea hepatica toxica poate mima din punct de vedere clinic si paraclinic
orice forma de injurie hepatica. Severitatea injuriei hepatice depinde de agentul
etiologic si de cantitatea de toxic cu care organismul a intrat in contact si cuprinde un
spectru larg de modificari clinice si paraclinice, de la cresteri asimptomatice ale
aminotransferazelor, pana la insuficienta hepatica acuta si deces.

IV.3.4.1. Analiza severitatii afectarii hepatice toxice

Cele mai multe dintre cazurile analizate in studiu au asociat o form& usoara
de afectare hepatica (50,6%). Forma severa a fost intalnita la 27,3% dintre pacientii
din lot, iar forma fatala, reprezentand decesele secundare afectarii hepatice toxice a
fost prezenta la 9,1% dintre cazuri. Desi domina afectarea hepatica usoara, formele
grave (severa si fatala) ocupa un loc important, sumand 36,4% din cazuri.

Am analizat lotul de pacienti in functie de etiologie si de severitatea afectarii
hepatice cu scopul de a identifica existenta unor asocieri semnificative statistic intre
un anumit toxic si severitatea leziunilor pe care acesta le deternina la nivelul
structurii hepatice.

Forma cea mai grava de afectare hepatica toxica, care a determinat si
decesul pacientilor, am intalnit-o predominanta in cazul etiologiei
nemedicamentoase (7 cazuri versus 1 caz pentru etiologia medicamentoasa). Acest
lucru este explicat de faptul ca majoritatea covarsitoare a acestor forme grave
(87,5%) a fost secundara intoxicatiilor cu ciuperci necomestibile. Analiza statistica ne
aratd ca intre evolutia catre forma fatald de injurie hepatica si etiologia
nemedicamentoasa exista o asociere semnificativd (p < 0,05, test chi patrat). in ceea
ce priveste etiologia medicamentoasa, singurul caz in care afectarea hepatica a
condus la decesul pacientului a fost intoxicatia cu colchicing, subliniind gravitatea
evolutiva a acestui tip de intoxicatie.

Etiologia formei severe de afectare hepatica toxica este dominata, de
asemenea, de toxicele nemedicamentoase, reprezentate, in toate cazurile, de
consumul de ciuperci necomestibile. Analiza statistica a acestor date ne arata ca
pentru lotul de studiu exista o asociere semnificativa intre forma severa de afectare
hepatica si intoxicatia cu ciuperci (p < 0,05, test chi patrat). In cazul expunerii
medicamentoase constatam ca paracetamolul este asociat cel mai frecvent cu
formele severe de afectare hepatica toxica, fie singur (4 cazuri), fie in combinatie cu
alte medicamente (2 cazuri), reprezentand 30% din totalul intoxicatiilor care au
asociat afectare hepatica severa si 85,7% in cadrul etiologiei medicamentoase a
acestei forme.

Analizand severitatea afectarii hepatice in functie de intentia expunerii am
constatat ca formele cele mai grave de afectare hepatica toxica, respectiv severa si
fatala, sunt asociate semnificativ cu expunerile accidentale (p < 0,05, test chi patrat).
Cele mai multe dintre cazurile de expunere toxica voluntara (n=14, 56%) au
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determinat forme usoare de afectare hepatica, dar nu exista o asociere semnificativa
din acest punct de vedere.

IV.3.4.2. Analiza manifestarilor clinice in functie de severitatea afectarii
hepatice

Manifestarile gastrointestinale: greata, varsaturi, dureri abdominale, modificari ale
tranzitului intestinal, desi au specificitate redusa pentru afectarea hepatica toxica, au
fost prezente in toate cazurile, indiferent de gradul de severitate.

Icterul a fost prezent mai ales in formele severe (42,9%) si fatale (100%) de
injurie hepatica, existdnd o asociere semnificativ statistic intre prezenta icterului si
severitatea afectarii hepatice (p= 0,08, test chi patrat). De asemenea, hepatomegalia
a fost asociata cu o frecventd mult mai mare in cazul formelor severe si fatale
comparativ cu cele usoare sau moderate.

Manifestarile hemoragice de tipul hematemezei, melenei sau epistaxisului au
fost asociate predominant formelor fatale de afectare hepatica. Desi toate cazurile
severe de afectare hepatica au asociat modificari ale parametrilor coagularii, acestea
au fost evidente clinic doar la 2 dintre pacienti (9,5%). Aceasta constatare este
concordanta cu datele din literatura, conform carora parametrii coagularii nu se
coreleaza cu riscul de sangerare la pacientii cu afectare hepatica [13].

Semnele de soc si convulsiile au fost asociate mai ales cu etiologia intoxicatiilor
si mai putin cu severitatea leziunilor hepatice. Astfel, din totalul cazurilor care au
asociat in evolutie semne de soc, 41,2 % au aparut la pacientii cu forme usoare de
afectare hepatica, in cadrul tabloului de intoxicatie acutd grava cu insecticide
inhibitoare de colinesteraza sau cu nitriti.

Aceeasi constatare se desprinde si in cazul afectarii renale, aceasta fiind
asociata cazurilor cu potential nefrotoxic cunoscut (paracetamol, ciuperci) sau celor
care au avut o evolutie severa catre insuficienta multipla de organe si sisteme,
independent de afectarea hepatica.

IV.3.4.3. Insuficienta hepatica acuta
Insuficienta hepatica acuta este etapa finala in evolutia unei injurii hepatice,
indiferent de etiologie, dar cele mai frecvente cauze sunt reprezentate de intoxicatiile
medicamentoase si de hepatitele virale [14].

In lotul studiat, 30 dintre pacientii cu afectare hepatica toxica, reprezentand
38,9% din totalul cazurilor analizate, au evoluat catre insuficienta hepatica acuta.

Analiza etiologiei a permis identificarea paracetamolului ca principala cauza in
cazul intoxicatiilor medicamentoase, reprezentand 77,78% din totalul intoxicatiilor
medicamentoase care au evoluat céatre insuficientd hepaticd acutd. Toxicele
nemedicamentoase au fost implicate cu o frecventa mult mai mare (70%), toate cele
21 de cazuri inregistrate, fiind secundare expunerii accidentale la ciuperci
necomestibile. Analiza statistica ne aratd ca exista o asociere semnificativa intre
evolutia catre insuficienta hepatica acuta si intoxicatia cu ciuperci (p = 0,01, Fisher’s
exact test).
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Pierderea functiei de detoxifiere determina instalarea manifestarilor
neurologice specifice encefalopatiei hepatice, secundare acumularii produsilor de
metabolism endogen, in special a amoniacului, cu efect toxic asupra structurilor
neuronale. Stadializarea encefalopatiei hepatice se realizeaza cu dificultate la copil,
gradele | si Il avand manifestari clinice greu de diferentiat. In lotul de studiu, la 17
dintre pacienti (22,07%) am identificat, pe baza semnelor neurologice, asocierea
encefalopatiei hepatice. Analizdnd etiologia intoxicatilor care au asociat
encefalopatie, am constatat ca substantele nemedicamentoase sunt mult mai
frecvent asociate cu aparitia manifestarilor neurologice si cu o severitate mai mare a
encefalopatiei (8 cazuri de encefalopatie grad IV, comparativ cu O cazuri la etiologia
medicamentoasa). Toate cazurile inregistrate au aparut la pacienti cu intoxicatie
acuta cu ciuperci, existdnd o asociere semnificativa intre expunerea la ciuperci si
evolutia catre encefalopatie hepaticd (p < 0,05, test chi patrat). in ceea ce priveste
etiologia medicamentoasa, cele 3 cazuri au fost reprezentate de 2 intoxicatii cu
paracetamol si de o intoxicatie severa cu acid valproic.

IV.3.4.4. Afectarea renala asociata afectarii hepatice toxice

In lotul studiat, 12 (15,58%) dintre pacientii cu intoxicatie acutd au asociat la
internare sau in evolutie afectare renala, etiologia acesteia fiind reprezentata de:
paracetamol - 3 cazuri, ciuperci - 3 cazuri, insecticide inhibitoare de colinesteraza - 3
cazuri si cate 1 caz pentru intoxicatiile cu nitriti, izoniazida si colchicina.

Mecanismele de producere a injuriei renale acute la pacientii cu intoxicatie
acuta care asociaza afectare hepatica toxica sunt variate si depind, in mare masura,
de agentul etiologic implicat. In cazul intoxicatiilor cu paracetamol si cu ciuperci toti
cei 6 pacienti au evoluat catre forma cea mai severa de afectare hepatica —
insuficienta hepatica acuta si nu a asociat modificari paraclinice de afectare renala
organicad (hematurie, proteiurie) permitdnd incadrarea acestor cazuri ca sindrom
hepato-renal. Mioglobinuria a reprezentat mecanismul de producere a injuriei renale
in cazul intoxicatiei cu izoniazida, pacienta asociind valori foarte crescute ale
creatinfosfokinazei, sugerand o rabdomiolizd importants. in cazul intoxicatiilor cu
insecticide inhibitoare de colinesteraza si cu nitriti, care au asociat forme usoare de
afectare hepatica, disfunctia renala ascociata a aparut secundar tulburarilor
cardiovasculare asociate, toti cei 4 pacienti prezentdnd semne de soc. Intoxicatia cu
colchicind are efecte asupra multor organe si sisteme, astfel incat mecanismul
afectarii renale este multifactorial: hipovolemia, secundara pierderilor masive de
lichide la nivel gastrointestinal, hipotensiunea, secundara disfunctiei cardiovasculare
sau mioglobinuria, secundard rabdomiolizei. in cazul analizat, hipovolemia si
compromiterea cardiovasculara au reprezentat factorii determinati pentru instalarea
injuriei renale.

IV.3.4.4.Analiza modificarilor paraclinice
Evaluarea parametrilor specifici hepatici la pacientii cu intoxicatie acuta
permite stabilirea asocierii afectarii hepatice toxice, aprecierea severitatii acesteia,
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precum si urmarirea evolutiei catre recuperare sau catre instalarea insuficientei de
organ.

in lotul studiat am urmaérit evolutia aminotransferazelor (ALT si AST) ca
indicatori de injurie hepatocelulara, bilirubina totald si parametrii coagularii (timp
Quick si INR) pentru a evalua functia hepatica. La 55 (71,4%) dintre pacientii
analizati alterarea valorilor aminotrasferazelor a fost prezenta inca de la internare si
la 22 dintre pacienti (28,6%) valorile aminotrasferazelor au fost in limite normale la
internare, dar s-au modificat in evolutia intoxicatei acute. Analizdnd etiologia
intoxicatiilor la care afectarea hepatica a aparut in evolutie am constat urmatoarele:
paracetamol - 6 cazuri, asocieri medicamentoase - 4 cazuri, izoniazida - 3 cazuri,
insecticide inhibitoare de colinesteraza — 5 cazuri, ciuperci necomestibile — 4 cazuri.

Am evaluat ulterior toti acesti indicatori de afectare hepatica la internare, in
momentul din evolutie cand au atins valorile maximale si in momentul externarii sau
al decesului. Folosind testul t pentru esantioane independente, am stabilit ca valorile
medii ale parametrilor analizati difera semnificativ in cele 3 momente analizate (p <
0,003).

Analizand valorile medii ale aminotransferazelor, in functie de etiologia
intoxicatiilor din lotul studiat, am obtinut o serie de date interesante. Cele mai mari
valori la internare, atat pentru alanin-aminotransferaza, cat si pentru aspartat-
aminotransferaza au fost asociate intoxicatiei cu acid valproic, urmata de intoxicatia
cu ciuperci si de cea cu paracetamol. Datele din literatura identifica varsta mai mica
de 7,5 ani [15], suferintele neurologice preexistente, tratamentul anticonvulsivant
cronic, nivelurile serice crescute de acid valproic si administrarea concomitenta a
unor medicamente cu efect inductor asupra citocrom P450 [16] ca factori de risc
pentru afectarea hepatica toxica indusa de acidul valproic. Desi aceste modificari
sunt asociate mai ales cu expunerea cronica la acid valproic, apartenenta pacientilor
din lotul de studiu la intervalul de varsta 5-6 ani, diagnosticul de epilepsie si
tratamentul cronic cu acid valproic, anterior expunerii toxice, pot sa explice alterarea
marcata a valorilor aminotrasferazelor. Cele mai mici valori ale aminotransferazelor
la internare au fost asociate expunerii acute la izoniazida. in ceea ce priveste functia
hepatica, cuantificatd prin valorile bilirubinei totale si ale parametrilor coagularii, am
constatat ca cele mai importante modificari au aparut in intoxicatiile cu acid valproic,
paracetamol si ciuperci.

Incadrarea afectarii hepatice In grade de severitate a fost facuta, pentru lotul
de studiu, pe baza nivelurilor bilirubinei totale, INR-ului si a manifestarilor clinice.
Deoarece alterarea functiei hepatice, exprimata paraclinic prin modificarea nivelurilor
bilirubinei si a parametrilor coagularii, apare dupa ce o proportie importanta de
hepatocite a suferit procese de necroza, mi-am propus sa analizez daca si valorile
aminotransferazelor, ca indicator de injurie hepatocelulara, variazd in functie de
gradul de severitate. Valorile alaninaminotransferazei la internare sunt cele mai mici
in forma usoara de afectare hepatica — 448,82 U/L pentru ca in forma fatala aceste
valori sa fie de aproximativ 6 ori mai mari — 2956,42U/L. Aceeasi evolutie am
constatat-o si in cazul valorilor aspartataminotransferazei, existand, de asemenea,
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diferente semnificative intre gradele de severitate. Analizand valorile medii ale
acestor parametri in dinamica intoxicatiei acute, am constatat ca pentru formele
usoare si moderate de afectare hepatica valorile aminotransferazelor inregistreaza
initial o crestere pe parcursul evolutiei intoxicatiei pentru ca ulterior sa scada, in timp
ce pentru formele severe sau fatale valorile asociaza cresteri constante, la externare
sau Th momentul decesului pacientului fiind superioare celor de la internare.

IV.3.5. Analiza abordarii terapeutice si a duratei spitalizarii

Intervalul mediu intre expunere si prezentarea intr-o unitate medicala a fost
de 14,53+ 13,13 ore. Intervalul maxim a fost de 72 de ore, in cazul unui pacient cu
expunere acuta accidentala la ciuperci necomestibile, iar cel mai mic de 30 de
minute, in cazul unei intoxicatii acute accidentale cu insecticide inhibitoare de
colinesteraza.

Pentru lotul studiat intervalul de timp dintre expunerea toxica si instituirea
primelor gesturi terapeutice a influentat severitatea afectarii hepatice asociate
intoxicatiei acute, cu cat media acestui interval este mai mare, cu atat injuria
hepatica este mai severa (p = 0,007).

Abordarea terapeutica a pacientului cu intoxicatie acuta care asociaza
afectare hepatica trebuie sa urmeze, initial, etapele comune pentru orice intoxicatie.
Am analizat, astfel, lotul de pacienti din punct de vedere al aplicarii metodelor de
decontaminare gastrointestinala prin lavaj gastric sau administrare de carbune
activat, al administrarii tratamentului antidotic sau folosirii mijloacelor de epurare
extracorporeala.

In lotul studiat, decontaminarea gastrointestinala prin lavaj gastric s-a efectuat
in 17 cazuri, reprezentand 22% din totalul cazurilor analizate. Aceasta constatare
poate sa fie explicata si de intervalul lung de timp intre expunere si prezentarea intr-
o unitate medicala, intrucat utilizarea lavajului gastric, ca metoda de decontaminare
gastrointestinala, este recomandata doar primele 60 de minute de la expunere [17].
Carbunele activat a fost administrat la 6 (7,8%) dintre pacientii din lot, la 5 dintre
acesti pacienti fiind aplicate, concomitent, ambele metode de decontaminare
gastrointestinala.

Tratamentul antidotic a fost folosit in 58 dintre cazurile analizate (75,3%).

Tehnicile de epurare extracorporeala utilizate la pacientii din lotul de studiu au
fost reprezentate de hemoperfuzia pe coloana de carbune activat, hemodializa si
suportul hepatic extracorporeal (dializa hepatica). De aceste tehnici au beneficiat 23
dintre pacientii din lotul de studiu (29,9%). Hemoperfuzia pe coloana de carbune
activat a fost metoda folosita la 19 dintre pacienti, la 6 dintre acestia intr-o singura
sedinta, iar la ceilalti 13 pacienti, in 2 sedinte. Cele 2 cazuri din lotul analizat la care
s-a instituit hemodializa ca metoda de epurare extracorporeala, au fost reprezentate
de o intoxicatie acuta grava cu colchicina si de o intoxicatie plurimedicamentoasa cu
paracetamol, antiinflamatoare nesteroidiene si salicilati, ambele cazuri asociind, pe
langa afectarea hepaticad si afectare renala severd, insuficientd renala acuta.
Sistemele de suport hepatic extracorporeal au fost utilizate la 6 dintre pacientii din
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lotul de studiu: in cazul a 4 dintre pacienti in asociere cu hemoperfuzia pe coloana de
carbune activat, iar la 2 dintre ei ca unica metoda. Etiologia acestor intoxicatii a fost
reprezentata de ciuperci, in 5 dintre cazurile analizate, si de acid valproic, intr-un
caz.

Analizénd distributia lotului de studiu in functie de abordarea terapeutica si
severitatea afectarii hepatice am obtinut date interesante. Astfel, metodele de
decontaminare gastrointestinald au fost asociate, semnificativ statistic, cu evolutia
catre o forma usoara de afectare hepatica, in timp ce pentru pacientii la care nu s-au
folosit, s-a constatat o evolutie mai frecventa catre forma severa de afectare hepatica
toxica (p < 0,05, Fisher’s exact test). in ceea ce priveste tratamentul cu antidot, desi
cele mai multe cazuri la care s-a folosit au evoluat catre o forma usoara de afectare
hepatica, analiza statistica nu a identificat o asociere semnificativa intre instituirea
acestui tratament si forma usoara de afectare hepatica.

Tehnicile de epurare extracorporeala sunt metode costisitoare si cu o
disponibilitate redusa. n consecinta, constatarea ca folosirea acestor metode a fost
asociata semnificativ statistic (p < 0,05, Fisher’s exact test) cazurilor cu forme grave
de afectare hepatica (n = 15, 75%), este plauzibila si nu indica o eficienta redusa a
acestora, ci, mai degraba, o utilizare limitata la cazurile cu severitate crescuta.

Durata medie de spitalizare, pentru pacientii din lotul studiat, a fost de 6,53 +
6,1 zile, cu o duratd mediana de 5 zile si una modala de 4 zile. Datele obtinute difera
de cele din literatura, majoritatea autorilor raportand o durata medie de spitalizare
pentru cazurile cu intoxicatie acutda de 2-4 zile [18][19][20]. Aceastd constatare
subliniaza faptul ca intoxicatiile acute care asociaza afectare hepatica au o severitate
mai mare, necesitand o spitalizare prelungita.

Pentru marea majoritate a etiologiilor identificate in lotul de studiu durata
medie de spitalizare a fost de peste 5 zile. Expunerile toxice nemedicamentoase au
necesitat perioade de spitalizare mai mari, comparativ. cu expunerile
medicamentoase (7,10 + 6,73 zile, versus 5,42 % 457, pentru cele
medicamentoase), dar aceasta diferenta nu este semnificativa statistic (p = 0,2, t-
test).

Cea mai mica durata de spitalizare s-a inregistrat in cazul pacientilor care au
asociat forme fatale de afectare hepatica, decesul, secundar injuriei hepatice,
survenind dupa o perioada medie de 3,14 + 0,9 zile. Aceasta constatare subliniaza,
inca o data, severitatea intoxicatiilor care asociaza afectare hepatica toxica. Asa
cum ne asteptam, intoxicatiile care asociaza forme usoare de afectare hepatica au
avut o durata de spitalizare mai mica decat cele care au asociat forme moderate sau
severe.

IV.3.6. Analiza deceselor

in lotul pacientilor cu intoxicatie acuta care au asociat afectare hepatica s-au
inregistrat 13 decese, reprezentand 16,9% din totalul cazurilor din lotul de studiu.
Etiologia deceselor a fost urmatoarea: insecticide inhibitoare de colinesteraza — 4
cazuri, nitriti - 1 caz, ciuperci necomestibile - 7 cazuri, colchicina — 1 caz. Desi
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ciupercile sunt cel mai frecvent agent etiologic identificat in lotul deceselor, analiza
statisticda nu a identificat o asociere semnificativa intre intoxicatia cu ciuperci si
evolutia catre deces (p = 0,56, Fisher’s exact test). Riscul de deces nu difera
substantial comparativ cu cel din intoxicatiile cu alte etiologii din lotul studiat. Analiza
statistica evidentiaza, insa, o asociere semnificativa intre intoxicatia cu insecticide
inhibitoare de colinesteraza si evolutia catre deces (p < 0,05, Fisher’'s exact test),
doar 3 dintre cei 7 pacientii cu intoxicatie acuta cu insecticide supravietuind.

Am analizat lotul de pacienti decedati in functie de manifestarile clinice,
modificarile paraclinice asociate si abordarea terapeutica pentru a identifica eventuali
factori de risc pentru deces.

Dintre manifestarile clinice specifice afectarii hepatice, au reprezentat factori
de risc pentru deces hepatomegalia, icterul, encefalopatia si manifestarile
hemoragice. Folosind metoda regresiei logistice, am identificat ca doar asocierea
manifestarilor hemoragice constituie factor predictiv pentru deces, independent de
alte variabile, in cazul pacientilor cu intoxicatie acutd care asociaza si afectare
hepatica. Afectarea multisistemica a fost observata la un numar mare dintre pacientii
din lotul de studiu. Dintre manifestarile extrahepatice, convulsiile, socul si afectarea
renald au fost, de asemenea, asociate cu cresterea riscului de deces.

Analiza parametrilor paraclinici in raport cu riscul de deces, a evidentiat faptul
ca hipoglicemia este modificarea cu cel mai mare impact asupra riscului de deces,
pacientii care au asociat modificari ale glicemiei avand un risc de deces de 26 de ori
mai mare comparativ cu cei la care valorile glicemiei au fost in limite normale. Prin
regresie logistica, am identificat ca, dintre parametrii biochimici uzuali, valorile
bilirubinei totale si ale INR-ului constituie factori predictivi pentru deces, independent
de alte variabile.

Analizdnd decesele in functie de abordarea terapeutica, am constatat ca
decontaminarea gastrointestinala prin lavaj gastric sau administrarea de carbune
activat nu a avut nici un impact asupra starii finale a pacientilor din lotul de studiu.
Analiza riscului de deces la pacienti care au primit antidot ne arata ca
administratrarea tratamentului antidotic poate fi consideratad factor de protectie in
intoxicatiile acute. Tehnicile de epurare extracorporeald si de suport hepatic
extracorporeal au fost folosite la 23 dintre pacientii analizati, reprezentand 29,9% din
totalul cazurilor. Analiza riscului de deces, in raport cu aplicarea acestor tehnici,
identifica o mortalitate mai mare in randul pacientilor la care s-au instituit aceste
metode.
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V. CERCETARE FUNDAMENTALA: EVALUAREA BIOMARKERILOR HEPATICI
UZUALI, A ASPECTELOR HISTOPATOLOGICE $1 A UNOR NOI BIOMARKERI
LA ANIMALELE DE LABORATOR, DUPA ADMINISTRAREA UNOR SUBSTANTE
CU POTENTIAL TOXIC HEPATIC

V.1. INTRODUCERE . OBIECTIVE

Ipoteza de lucru a fost: afectarea hepatica poate sa apara dupa expunerea la
diferite substante medicamentoase sau nemedicamentoase. Afectarea toxica a
ficatului poate acoperi un spectru larg de modificari, de la cresteri asimptomatice ale
parametrilor biochimici, pana insuficientd hepaticd acutd sau deces, evolutia
depinzand, in mare masura, de tipul de toxic si de doza la care organismul a fost
expus. Pentru diagnosticarea injuriei hepatice sunt folositi in practica curenta o serie
de parametri biochimici, cunoscuti sub denumirea de teste functionale hepatice.
Intrucat acesti parametri se modificd abia dup&d ce leziunile hepatocelulare sunt
constituite si modificarile nu sunt proportionale cu extensia leziunilor hepatice, este
nevoie de noi markeri biologici care sa faciliteze o diagnosticare precoce a afectarii
hepatice toxice, permitand o interventie terapeutica rapida si tintita.

Pentru a demonstra aceasta ipoteza de lucru, am studiat modul in care
diverse substante cu potential hepatotoxic cunoscut altereaza, din punct de vedere
structural si functional, ficatul. Tn acest scop, animalele de laborator au fost expuse
la paracetamol, izoniazida si acid valproic. Am urmarit in ce masura aceste expuneri
toxice determina modificari histopatologice si ale profilului biochimic si, totodata,
modul in care aceste modificari sunt influentate de doza administrata si de
momentul evaluarii paraclinice. Intr-o etapa ulterioaréd am analizat o serie de markeri
biologici: lactat dehidrogenaza, interleukina 1a ,malonilaldehida si unele fractiuni de
ARN, cu scopul de a verifica daca modificarile acestor parametri sunt asociate injuriei
hepatice cu o specificitate si o sensibilitate superioare parametrilor hepatici uzuali.

Planul de lucru experimental a cuprins urmatoarele obiective:

1. Aprecierea modului in care expunerea la paracetamol, izoniazida si acid
valproic influenteaza parametrii biochimici uzuali: alanin-aminotrasferaza,
aspartat-aminotransferaza, fosfataza alcalina, bilirubina serica totala.

2. Caracterizarea modificarilor histologice hepatice induse de expunerea la
doze toxice de paracetamol, acid valproic si izoniazida

3. Evaluarea unor noi markeri biologici la animale de laborator la care injuria
hepatica a fost indusa prin administrarea unor doze toxice de paracetamol
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V.2. STUDIUL 1 - EVALUAREA PARAMETRILOR HEPATICI UZUALI LA
ANIMALELE DE LABORATOR, DUPA ADMINISTRAREA UNOR SUBSTANTE CU
POTENTIAL TOXIC HEPATIC

V.2.1. Ipoteza de lucru. Obiective.

Administrarea unor substante cu potential hepatotoxic determina modificari ale
parametrilor biochimici hepatici care variaza in functie de tipul de toxic, de doza
administraté si de intervalul de timp dintre expunerea toxicd si momentul testarii.
Pornind de la aceste date, in cadrul studiului personal experimental, am incercat sa
evidentiez efectele pe care paracetamolul, acidul valproic sau izoniazida le au asupra
structurii hepatice, prin evaluarea parametrilor biochimici specifici.

Studiul de fata si-a propus sa stabileasca modul in care expunerea la
paracetamol, acid valproic si izoniazida modifica o serie de parametri biochimici
hepatici la animalele de laborator care au fost tratate cu acesti compusi cu potential
hepatotoxic cunoscut. Pentru indeplinirea acestui obiectiv s-au realizat mai multe
experimente.

V.2.2. Material si metoda

e Animale utilizate

In cadrul acestei etape s-au folosit sobolani rasa Wistar masculi, cu greutatea
cuprinsa intre 250-300 de grame. Animalele au fost furnizate de biobaza Universitatii
de Medicina si Farmacie ,,Carol Davila”, Bucuresti. Fiecare lot de experiment a fost
alcatuit din 12 animale de laborator.

e Substante utilizate: paracetamol, acid valproic, izoniazida, solutie ser fiziologic

Solutile de paracetamol, acid valproic si izoniazida au fost realizate dupa
dizolvarea acestora cu clorura de sodiu 9%.. Concentratiile solutiilor au fost calculate
astfel incat sa se administreze un volum de 0,1 ml/10 grame de animal, iar lotul
martor a primit solutie de ser fiziologic, cate 0,1 ml/10 grame de animal.

e Protocol de lucru

Parametrii biochimici analizati au fost alanin-aminotransferaza (ALT), aspartat-
aminotransferaza (AST), fosfataza alcalina (FAL) si bilirubina totala. La sobolani,
recoltarile s-au facut dupa ce acestora li s-au administrat paracetamol, acid valproic
si izoniazida oral, prin gavaj. Determinarile biochimice au fost facute la 2 ore, la 24 si
48 de ore de la expunerea toxica, pentru recoltarea probelor folosindu-se protocolul
prezentat.

V.2.3. Rezultate si discutii
A.l. Evolutia ALT dupa administrarea de paracetamol, acid valproic si
izoniazida
Analizdnd in dinamica valorile alanin-aminotransferazei pentru cele 3 toxice
folosite, am constatat ca pentru lotul expus la paracetamol valorile acestui parametru
se modifica din primele 2 ore de la administrare, asociind cresteri importante in toate
cele 3 momente ale experimentului. Astfel, la 2 ore, valorile ALT inregistreaza o
crestere cu 127% fata de lotul martor, la 24 de ore, cu 3622%, iar la 48 de ore aceste
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valori continud sa se modifice, inregistrand o crestere cu 4300% fata de martor.
Pentru loturile expuse la izoniazida si acid valproic, la 2 ore de la expunere,
cresterea valorilor medii ale ALT a fost modesta in raport cu lotul martor, pentru lotul
expus la izoniazida, inregistrandu-se o crestere a valorii medii cu 12%, respectiv
17%, pentru lotul expus la acid valproic. Atunci cand testarea acestui parametru s-a
efectuat la 24 de ore de la expunere, in aceste 2 loturi s-au inregistrat valori
semnificativ mai mari comparativ cu lotul martor, dar cu aproximativ 50% mai mici
comparativ cu cele obtinute postexpunere la paracetamol. Totusi, dupa primele 24 de
ore de la expunere, am constatat o stabilizare a valorilor ALT, rezultatele obtinute la
48 de ore de la expunerea toxica fiind similare cu cele ale loturilor pentru care
evaluarea acestui parametru de injurie hepatocelulara s-a realizat la 24 de ore
postexpunere.

In urma acestui experiment putem concluziona ca, dintre cele 3 substante cu
potential hepatotoxic, paracetamolul este asociat cu cresterile cele mai precoce si
mai severe ale alanin-aminotransferazei, valorile mentindnd un trend crescator in
toate etapele de analiza. In cazul expunerii la celelalte 2 substante hepatotoxice,
modificarile valorilor medii ale ALT sunt comparabile pentru toate cele 3 momente ale
experimentului, sugerand un efect citotoxic similar.

A.2. Evolutia AST dupa administrarea de paracetamol, acid valproic si
izoniazida

in finalul acestui experiment am constatat c& si pentru aspartat-
aminotransferaza cele mai mari valori s-au obtinut Tn cazul expunerii la paracetamol,
pentru toate cele 3 momente de determinare. Astfel, la 2 ore, s-a inregistrat o
crestere cu 74% fata de valorile lotului martor, la 24 de ore, cu 190%, iar la 48 de
ore, valorile au fost de 10 ori mai mari comparativ cu martorul (crestere cu 1016%).
Pentru loturile expuse la izoniazida si acid valproic cresterile Tnregistrate la 2 ore
postexpunere au fost modeste, cu 42%, respectiv 40% comparativ cu lotul martor. La
24 de ore de la expunerea la dozele toxice de izoniazida, valoarea medie a AST a
fost cu 135% mai mare, iar la 48 de ore s-a inregistrat o crestere cu 487%. Pentru
lotul expus la acid valproic cresterile au fost comparabile, cu 93% la 24 de ore,
respectiv 372% la 48 de ore.

A.3. Evolutia fosfatazei alcaline dupa administrarea de paracetamol, acid
valproic si izoniazida

Intrucat fosfataza alcalind este un marker de disfunctie hepatobiliara, putem
concluziona ca toate aceste toxice asociaza un grad de injurie canaliculara,
exprimata biochimic prin cresterea acestui parametru. Totusi, cresterile inregistrate
au fost modeste, pentru nici una dintre substante raportul ALT/FAL nu a fost < 2,
aspect sugestiv tipului colestatic de injurie hepatica.

A.4. Evolutia bilirubinei totale dupa administrarea de paracetamol, acid
valproic si izoniazida

Intrucat, din experimentele precedente, am constatat c& injuria hepatocelulars,
cuantificata din punct de vedere biologic prin intermediul nivelurilor serice ale
aminotransferazelor, este cea mai severa la 48 de ore de la expunerea toxica,
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comparativ cu evaluarile facute la 2 si la 24 de ore postexpunere, am ales acest
moment pentru dozarea bilirubinei totale. Analiza valorii medii a bilirubinei totale, la
48 de ore postexpunere, identifica cresteri semnificative statistic pentru toate cele trei
toxice comparativ cu lotul martor (p < 0,05, testul t). Pentru lotul expus la
paracetamol, cresterea a fost de 60%, pentru izoniazida, de 52%, si pentru acid
valproic, de 45% fata de lotul martor. Putem concluziona ca, in prezenta modificarilor
enzimelor de citolizd hepatica (alanin-aminotransferaza si  aspartat-
aminotransferaza), cresterile bilirubinei totale sunt un indicator de alterare a functiei
hepatice care apare precoce, inca de la 48 de ore de la expunere, pentru toate cele
3 toxice folosite in cadrul experimentului.

In urma acestui studiu am putut concluziona ca parametrii biochimici hepatici
folositi in practica curentd pentru definirea injuriei hepatice: alanin-aminotrasferaza,
aspartat-aminotransferaza si fosfataza alcalind se modifica diferit in functie de
etiologia toxica. Astfel, parametrii de injurie hepatocelulara (ALT, AST) au asociat
cele mai importante crestreri la loturile expuse la paracetamol, subliniind faptul ca, in
cazul acestui tip de expunere toxica, necroza hepatocitara este mai importanta
comparativ cu expunerea la izoniazida sau acid valproic. De asemenea, am
constatat ca, desi toate cele trei toxice determina modificari ale valorilor
aminotransferazelor inca de la 2 ore de la expunerea toxica, in cazul loturilor expuse
la paracetamol nivelurile serice ale acestor enzime inregistreaza o crestere
importanta pe toata durata studiului, in timp ce, pentru izoniazida si pentru acidul
valproic, nivelurile serice se stabilizeaza dupa primele 24 de ore de la expunere.

Desi ambele aminotransferaze sunt markeri de injurie hepatocelulara, la
debutul injuriei hepatice toxice cresterile aspartat-aminotransferazei sunt mai
importante comparativ cu cele ale alanin-aminotransferazei, pentru toate substantele
analizate finregistrandu-se un raport AST/ALT supranumerar (2,36 pentru
paracetamol, 3,73 pentru acidul valproic si 3,94 pentru izoniazida). La 24 de ore de la
expunere, valorile medii ale ALT le depasesc pe cele ale AST, pentru toate toxicele
analizate raportul AST/ALT fiind subunitar, pentru ca la 48 de ore, acest aspect sa se
mentina doar pentru paracetamol si acid valproic, lotul expus la izoniazida
inregistrand, in acest moment al experimentelor, cresteri mai importante ale aspartat-
aminotransferazei.

in ceea ce priveste fosfataza alcalina ca marker de disfunctie hepatobiliara,
am constatat ca cele mai importante cresteri au fost inregistrate la loturile expuse la
paracetamol si la izoniazida, Tn timp ce expunerea la acid valproic determina cresteri
mai modeste ale acestui parametru. Folosind raportul ALT/FAL (raportate ca multipli
ai limitei superioare a normalului) [21] pentru clasificarea injuriei hepatice toxice, am
constatat ca pentru toate cele trei toxice analizate acest raport este mai mare de 5,
indicand tipul hepatocelular de afectare hepatica.
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V.3. STUDIUL 2 - EVALUAREA MODIFICARILOR HISTOLOGICE HEPATICE
DUPA ADMINISTRAREA UNOR SUBSTANTE CU POTENTIAL HEPATOTOXIC

V.3.1. Ipoteza de lucru. Obiective.

Desi evaluarea parametrilor biochimici hepatici specifici este utila pentru
stabilirea diagnosticului de injurie hepatica, biopsia hepatica ramane ,metoda de
aur”, furnizadnd date complexe despre tipul de injurie hepatica pentru un fiecare tip de
toxic, despre extensia si severitatea leziunilor, precum si despre evolutia in timp a
acestora. Fiind o metoda invaziva, utilizarea acesteia este destul de limitata in
practica curenta, evaluarea modificarilor structurale hepatice, secundare expunerilor
toxice, facandu-se, mai ales, prin intermediul studiilor experimentale

Pornind de la aceasta observatie, in cadrul acestui studiu am evaluat modul in
care expunerea la doze toxice de paracetamol modifica structura hepatica, precum si
evolutia temporala a leziunilor. Totodata, am analizat care sunt leziunile hepatice cel
mai frecvent asociate anumitor tipuri de expuneri toxice, folosind ca substante
paracetamolul, izoniazida si acidul valproic, agenti farmaceutici cu notabile efecte
hepatotoxice. In cadrul acestui studiu mi-am propus sa identific un model temporal
de evolutie a leziunilor structurale hepatice induse de paracetamol, precum si o
analiza comparativa a modificarilor histopatologice, asociate, cel mai frecvent,
diverselor etiologii toxice.

V.3.2. Material si metoda
e Animale utilizate

In cadrul acestui studiu s-au folosit soareci albinosi masculi, cu greutate cuprinsa
intre 25 si 35 de grame si sobolani masculi rasa Wistar, cu greutate cuprinsa intre
200 si 250 de grame. Animalele au fost furnizate de biobaza Universitatii de Medicina
si Farmacie “Carol Davila”, Bucuresti. Pentru experimentul in care s-au urmarit, in
dinamica, modificarile histologice hepatice dupa administrarea de paracetamol s-au
folosit loturi formate din 12 soareci, iar pentru experimentul care a vizat evaluarea
modificarilor histologice dupa expunerea la 3 hepatotoxice: paracetamol, acid
valproic si izoniazida, loturile au fost formate din cate 12 sobolani.

e Substante utilizate: paracetamol, acid valproic, izoniazida, solutie ser fiziologic
e Protocol de lucru

in cazul administrarii intraperitoneale, doza de paracetamol folositd a fost de 400
mg/kg. Substanta a fost initial dizolvatd cu cloruré de sodiu 9%., pentru a obtine o
concentratie care sa permitd administrarea unui volum de 0,1 ml/grame de soarece.
Lotul martor a primit solutie de ser fiziologic cate 0,1 ml/10 g de soarece. Evaluarea
modificarilor histologice s-a realizat la 30 de minute, la 2 ore, la 24 de ore si,
respectiv, la 48 de ore de la expunerea toxica.

In cadrul celui de al doilea experiment al acestui studiu administrarea celor 3
substante hepatotoxice s-a realizat prin gavaj, doza de paracetamol fiind de 2000
mg/kg si de 700 mg/kg pentru acid valproic si izoniazida. Prelevarea probelor
hepatice s-a realizat la 48 de ore postexpunere. Dupa obtinerea fragmentelor
tisulare, s-a realizat o stabilizare in parafina a fragmentelor, urmata, la 4 zile, de
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sectionarea cu un microtom si obtinerea de preparate pentru coloratiile tisulare. Dupa
obtinerea lamelor, s-a efectuat o stadializare a activitatii necroinflamatorii, pentru
fiecare animal de laborator, si, ulterior, o comparatie intre mediile scorurilor de
necroza obtinute.

Pentru a putea evalua modificarile structurale hepatice induse prin expunerea la
substantele hepatotoxice, m-am axat pe identificarea ariilor de necroza
hepatocelulara si am cuantificat severitatea acestor leziuni hepatice astfel:

- 0 —fara leziuni evidente
- 1 (+) - leziuni congestive si necrotice, limitate la un numar restrans de
hepatocite, localizate, preponderent, in zona centrolobulara (necroza
focald)
- 2 (++) — leziuni congestive si necrotice ale hepatocitelor din zona
centrolobulara, cu aspect confluent (necroza confluenta zonala)
- 3 (+++) — leziuni congestive si necrotice, confluente la nivelul zonei
controlobulare, cu extensie catre celelalte zone ale lobului hepatic
- 4 (++++) — zone importante de congestie si necroza hepatocitara, cu
aspect confluent, localizate la nivelul intregului lob hepatic, cu extensie
catre zonele centrolobulare ale lobulilor invecinati (necroza confluenta ,in
punte®)
Totodata, am urmarit si prezenta altor tipuri de modificari histologice: aspecte
sugestive modificarilor steatotice (A ) sau reactiilor inflamatorii marcate (A).
Fotografiile realizate dupa obtinerea lamelor s-au efectuat cu ajutorul unui
microscop cu camera digitala Celestron LCD Pentaview.
e Prelucrarea statistica a datelor
Datele obtinute au fost introduse intr-o foaie de calcul Microsoft Office - Excel
si interpretate din punct de vedere statistic. Rezultatele obtinute sunt prezentate ca
medii si deviatii standard, iar testarea semnificatiei statistice s-a realizat folosind
testul t-Student, rezultatele semnificative statistic avand un p < 0,05.

V.3.3. Rezultate si discutii

B.1. Studiu experimental privind modificarile histologice inregistrate la
animalele de laborator, dupa administrarea de paracetamol

In urma acestui studiu experimental am observat c&, secundar expunerii la
doze toxice de paracetamol, la nivelul structurii hepatice apar modificari, incepand cu
primele 30 de minute de la expunere (valoarea medie a scorului de necroza fiind de
0,41) si ca injuria hepatica continua sa progreseze pe toata durata celor 48 de ore
postexpunere, ajungand la o valoare medie a scorului de necroza de 3,71.

B.2. Studiu experimental privind modificarile histologice inregistrate la
animalele de laborator, la 48 de ore dupa administrarea de paracetamol, acid
valproic si izoniazida

In urma acestui studiu am obtinut o serie de observatii interesante.
Modificarile structurii hepatice difera in functie de etiologia expunerii toxice, necroza
hepatocelulara fiind aspectul dominant in cazul expunerii la paracetamol. Pentru
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acidul valproic, leziunile necrotice sunt asociate modificarilor de tip steatotic, iar
expunerea la izoniazida asociaza modificari importante de tip inflamator. Alterarea
arhitectonicii normale a ficatului apare precoce in cazul expunerii la paracetamol,
acestea progresand in mod constant in primele 48 de ore postexpunere.

V.4. STUDIUL 3 - EVALUAREA UNOR NOI BIOMARKERI HEPATICI LA
ANIMALELE DE LABORATOR, DUPA ADMINISTRAREA UNOR SUBSTANTE CU
POTENTIAL TOXIC HEPATIC

V.4.1. Ipoteza de lucru. Obiective.

Afectarea hepatica toxica asociaza un risc evolutiv catre insuficientd acuta de
organ intr-o maniera putin previzibila, cu consecinte dramatice asupra intregului
organism. Desi determinarea nivelurilor serice ale aminotrasferazelor este in prezent
metoda cea mai des utilizata pentru cuantificarea injuriei hepatice, acestea se
modifica dupa ce injuria hepatocelulara este deja constituita, iar nivelurile serice se
coreleaza slab cu severitatea modificarilor histopatologice. intelegerea mecanismelor
patologice implicate in declansarea procesului de necroza hepatocitara, precum si
cuantificarea modificarilor pe care acestea le produc la nivel genomic, al profilului
metabolic sau proteic, devine o problema de maxima importanta. Este nevoie, deci,
de identificarea unor noi markeri, care sa permita diagnosticarea afectarii hepatice cu
o sensibilitate si o specificitate superioara aminotransferazelor. In cadrul acestui
experiment, mi-am propus evaluarea modului in care expunerea la paracetamol,
substanta cu notabile efecte hepatotoxice, modificd nivelurile serice ale lactat
dehidrogenazei, interleukinei 1, malonilaldehidei si ale unor fractiuni ale miARN-ului
plasmatic.

V.4.2. Material si metoda
e Animale utilizate
Pentru realizarea acestor obiective au fost folosite mai multe loturi de animale de
laborator. In cazul determinarii lactat dehidrogenazei, interleukinei 1a si a
malonilaldehidei au fost constituite loturi care au inclus 12 sobolani rasa Wistar
masculi, cu greutatea cuprinsa intre 250-300 de grame. Animalele au fost furnizate
de biobaza Universitatii de Medicina si Farmacie ,,Carol Davila”, Bucuresti. Pentru
studiul fractiunilor de miARN, loturile au fost constituite din cate 12 soareci albinosi
masculi, cu greutate cuprinsa intre 25 si 35 de grame.
e Substante utilizate: paracetamol, solutie de ser fiziologic
e Protocol de lucru
Pentru determinarea lactat dehidrogenazei, interleukinei 1a si a malonil
aldehidei, paracetamolul a fost administrat prin gavaj, iar in cazul determinarilor
mMiARN-ului substanta a fost administrata injectabil, intraperitoneal, dupa ce aceasta
a fost dizolvata cu clorurd de sodiu 9%o.. Concentratiile solutiilor au fost calculate
astfel incat sa se administreze un volum de 0,1 ml/10 grame de animal. Lotul martor
a primit solutie de ser fiziologic, cate 0,1 ml/10 g soarece.
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Concentratiile lactat dehidrogenazei au fost determinate n trei momente: 2 ore,
24 de ore si 48 de ore, iar pentru interleukina 1a si malonilaldehida determinarile s-
au facut la 48 de ore de la expunere. Pentru dozarea lactat dehidrogenazei s-au
folosit bioanalizoarele utilizate si in cazul parametrilor hepatici uzuali, iar dozarea
interleukinei a fost facuta prin metoda ELISA. Pentru determinarea continutului
hepatic de malonil dehidrogenaza s-a folosit metoda acidului tiobarbituric [22].

Pentru evaluarea fractiunilor specifice de miARN s-au facut determinari la 30 de
minute, 2 ore si respectiv, 24 de ore de la administrarea paracetamolului in doza de
400mg/kg (doza toxica). Pentru fiecare moment de determinare, soarecii au fost
anesteziati cu eter etilic si s-au prelevat cate 0,4 ml sange. intreaga cantitate de
sénge obtinuta a fost centrifugata timp de 10 min. la 14000 G. Plasma rezultata dupa
centrifugare a fost decantata si stocatéa la -80°C. MiARN-ul a fost purificat din plasma
utilizand MiRNeasy Mini kit (Qiagen Sciences). Screeningul intregului genom s-a
facut prin reactii de polimerizare in lant: RT miARN PCR (Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction) dupa un protocol furnizat de producator
(SABiosciences, Qiagen), iar in etapa urmatoare s-a realizat o evaluare cantitativa a
expresiilor genice, folosind o a doua reactie de polimerizare in lant RT-gPCR (Real
time Quantitative Polymerase Chain Reaction). Datele obtinute astfel au fost
analizate cu ajutorul unui soft pus la dispozite de producator:
http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php

e Prelucrarea statistica a datelor

Prelucrarea statistica a datelor s-a realizat prin calcularea mediilor si a
deviatiilor standard, iar pentru testarea semnificatiei statistice s-a folosit testul t
Student.

V.4.3.Rezultate si discutii

C.1. Evaluarea lactat dehidrogenazei dupa administrarea de paracetamol

Am constatat ca valorile lactat dehidrogenazei la lotul expus la paracetamol
cresc in toate cele 3 momente ale experimentului, diferentele fatd de cele inregistrate
la lotul martor fiind semnificative din punct de vedere statistic (p < 0,05, testul t).
Intrucat lactat dehidrogenaza este o enzima intracitoplasmatica ale carei niveluri
serice sunt influentate de integritatea hepatocitului, am analizat, in continuare, daca
magnitudinea cresterii inregistrate de acest parametru este superioara celor
inregistrate in cazul altor enzime intrahepatocitare. Astfel, pentru loturile expuse la
paracetamol, am comparat cresterile lactat dehidrogenazei, exprimate procentual in
raport cu lotul martor, cu cele ale alanin-aminotransferazei. Am constatat ca valorile
ALT finregistreaza cresteri mult mai importante in toate momentele in care aceste 2
enzime au fost evaluate, astfel incat lactat dehidrogenaza nu poate fi considerata un
marker de injurie hepatica cu sensibilitate mai mare decat a alanin-
aminotransferazei.
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C.2. Evaluarea interleukinei 1a dupa 48 de ore de la administrarea de
paracetamol

Analiza valorilor medii ale interleukinei 1 a a identificat, pentru lotul expus la
doze toxice de paracetamol, o valoare semnificativ mai mare comparativ cu cea a
lotului martor, Tnregistrand o crestere cu 318% ( 1,86 pg/ml versus 0,44 pg/ml pentru
lotul martor, p < 0,000001 , testul t). Putem concluziona ca, in cazul expunerii la doze
toxice de paracetamol, la nivelul structurii hepatice se declanseaza o reactie
inflamatorie importanta, exprimata biologic prin modificarea concentratiilor serice ale
unor citokine proinflamatorii. Determinarea nivelului seric pentru interleukina 1a
permite semnalizarea asocierii procesului inflamator, precum si cuantificarea
magnitudinii acestuia, aspecte extrem de importante, mai ales pentru intelegerea
elementelor agravante in cursul unei injurii hepatice toxice.

C.3. Evaluarea malonilaldehidei dupa 48 ore de la administrarea de
paracetamol

Analiza concentratiei medii a malonilaldehidei la nivelul tesutului hepatic a
identificat pentru lotul expus la hepatotoxic valori cu 94% mai mari comparativ cu
cele inregistrate pentru lotul martor, respectiv 298,37 nmol/g tesut hepatic pentru
lotul expus la paracetamol comparativ cu 154 nmol/g tesut hepatic pentru martor ( p
< 0,000001, testul t). Determinarea concentratiilor hepatice de malonilaldehida
confirma implicarea stressul oxidativ ca mecanism patogenic cu rol important in
constituirea si progresia injuriei hepatice acute. Aceasta constatare poate sa aiba
aplicatii importante, in special in terapeutica, o interventie rapida care sa vizeze
antagonizarea efectelor oxidative putand limita propagarea injuriei hepatice.

C.4. Evaluarea miARN-ului plasmatic dupa administrarea de paracetamol

Analizand literatura de specialitate am folosit, pentru a cuantifica diferentele
existente intre loturile cu expunere toxica si loturile martor in ceea ce priveste
concentratia  miARN, parametrul numit , fold change value” ( FCV) [23][24]. Astfel,
concentratia medie a celor 2 forme de miARN, 122, respectiv 192, a fost exprimata
ca fold change comparativ cu lotul martor.

Analizand valorile medii ale FVC, am constatat ca expresia miARN-122 este
mai mare la lotul la care s-a administrat paracetamol comparativ cu cea a lotului
martor, incd din primele 30 de minute de la expunerea toxica. in etapa ulterioara a
experimentului, atunci cand expresia miARN-122 a fost evaluata la 2 ore de la
expunerea toxica, am constatat o crestere marcata a FVC (8,33 la 2 ore comparativ
cu 2,1 la 30 de minute) pentru ca in urmatoarele 24 de ore nivelurile sa se
stabilizeze, valoarea medie a FCV fiind de 8,94. Putem concluziona ca nivelurile
MIARN-122 se pozitiveaza precoce dupa expunerea toxica si cea mai importanta
crestere a expresiei acestui marker se inregistreaza in primele 24 de ore.

Comparand aceste date cu cele obtinute in cadrul studiului modificarilor
histologice hepatice secundare expunerii la paracetamol, am obtinut o serie de
observatii interesante. Astfel, la 30 de minute postexpunere, scorul de necroza la
lotul la care s-a administrat paracetamol este similar cu cel al lotului martor, in timp
ce valorile miARN-122 inregistreaza o dublare comparativ cu martorul (FCV = 2,1).
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Am analizat momentul in care nivelul miARN Tinregistreaza cea mai importanta
crestere, respectiv la 2 ore postexpunere, comparativ cu modificarile histologice si
am constatat ca, desi raportat la lotul martor, cresterile miARN-122 sunt extrem de
importante (FCV = 8,33), modificarile histopatologice inregistrate au fost minime,
marea majoritate a animalelor evaluate prezentand zone de necroza limitate la un
numar restrans de hepatocite. Aceste observatii permit concluzia ca miARN-122 este
un indicator precoce de injurie hepatica, nivelurile crescand inaintea constituirii unor
leziuni histopatologice evidente.

in ceea ce priveste expresia miARN-192, desi la 30 de minute postexpunere
se inregistreaza o crestere comparativ cu lotul martor, magnitudinea acesteia este
inferioara celei inregistrate in cazul miARN-122 (0,62, versus 2,1), aceasta diferenta
mentinandu-se si atunci cand determinarile au fost facute la 2 ore si la 24 de ore de
la expunerea toxica.

VI. STUDII DE CAZ
VI.1. Intoxicatie acuta voluntara cu izoniazida
VI.2. Intoxicatie acuta accidentala cu ciuperci cu perioada lunga de incubatie
VI.3. Intoxicatie acuta accidentala cu acid valproic
VI.4. Intoxicatie acuta voluntara cu colchicina
VL.5. Intoxicatie acuta voluntara cu paracetamol si acid acetilsalicilic

VIl. PROTOCOL DE DIAGNOSTIC SI TRATAMENT AL AFECTARII HEPATICE iN
INTOXICATIILE ACUTE LA COPIL

Intoxicatiile acute reprezinta urgente medicale din cauza potentialului evolutiv
extrem de sever. Abordarea pacientului intoxicat are ca punct de plecare o
anamneza cat mai detaliata si un examen clinic riguros, pe baza carora poate fi
formulat un diagnostic si, ulterior, elaborat si aplicat un plan terapeutic specific
etiologiei.

VIl.1. Evaluarea clinica si paraclinica a pacientului cu intoxicatie acuta care
asociaza si afectare hepatica

VII.1.1. Diagnosticul clinic

In cazul pacientilor de varsta pediatrica, datele anamnestice sunt, in general,
obtinute de la apartinatori si trebuie sa contina informatii despre etiologia expunerii
(substanta toxica, concentratia, denumirea comerciala in eventualitatea n care
exista asocieri de substante in cadrul aceluiasi produs), magnitudinea expunerii
(cantitatea de toxic la care pacientul a fost expus) si incadrarea in doze toxice, prin
raportarea la greutatea corporealda, precum si despre momentul ingestiei. Tot in
cadrul anamnezei trebuie obtinute informatii legate de statusul pacientului anterior
expunerii, Tn sensul prezentei comorbiditatilor (inclusiv tulburari de natura psihiatrica)
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sau a eventualelor tratamente cronice, intrucat o situatie frecvent intalnita este cea a
intoxicatiilor acute voluntare, cu medicamente din cadrul medicatiei curente a
pacientului respectiv.

O atentie deosebita trebuie acordatd manifestarilor clinice pe care pacientul
le-a asociat postexpunere, pentru o estimare initiala a severitatii intoxicatiei si,
implicit, a necesitatii initierii unor interventii terapeutice de urgenta. Asocierea
anumitor manifestari clinice poate, de asemenea, sugera etiologia toxica, chiar daca
expunerea nu este confirmata de catre pacient sau apartinatori.

Examenul clinic trebuie sa cuprinda, in primul rand, evaluarea rapida a
parametrilor vitali (frecventa respiratorie, frecventa cardiaca, tensiune arteriala,
temperatura) si a starii de constienta, precum si identificarea principalelor sindroame
toxice caracteristice (toxidroame). in situatia in care, pe baza anamnezei, s-a ridicat
suspiciunea expunerii la substante cu potential hepatotoxic, este necesara o
evaluare atenta a structurii hepatice, precum si identificarea semnelor clinice
asociate disfunctiei hepatice severe: icter, faetor hepatic, diatezd hemoragica,
prezenta manifestarilor neurologice specifice encefalopatiei hepatice.

VII.1.2. Diagnosticul paraclinic

Investigatiile paraclinice urmaresc identificarea prezentei injuriei hepatice,
stabilirea etiologiei, fie prin confirmarea expunerii toxice, atunci cand acest lucru este
posibil, fie prin excluderea altor cauze de afectare hepatica acuta, stabilirea
severitatii si a riscului evolutiv catre insuficienta hepatica acuta, precum si instalarea
unor complicatii renale, septice, metabolice, neurologice sau cardiace, asociate
frecvent stadiului final al evolutiei unei injurii hepatice acute.

Teste pentru stabilirea prezentei si severitatii injuriei hepatice:
aminotransferaze (ALT, AST), bilirubina totald, precum si fractiunile directa si
indirecta, fosfataza alcalina, glicemie, parametrii coagularii (timp Quick, INR),
amoniemie, proteine serice si electroforeza proteinelor, hemoleucograma completa,
ultrasonografie abdominala, grup sangvin si Rh, daca starea pacientului este sever
alterata si se preconizeaza necesitatea terapiilor substitutive.

Teste pentru stabilirea etiologiei injuriei hepatice: determinari toxicologice
din sange si/sau urina, teste serologice pentru etiologia hepatitica A, B, C, E, dar si
pentru afectarea hepatica din cadrul infectiei cu virusul Ebstein Barr, Citomegalovirus
sau Herpesvirus, cupremie, cuprurie, ceruloplasmina, autoanticorpi atunci cand
anamneza nu este sugestiva pentru expunerea la substante cu potential hepatotoxic
si contextul clinic este sugestiv pentru boala Wilson sau hepatita autoimuna.

Probele paraclinice trebuie completate si cu teste care permit evaluarea
multiplelor complicatii ale insuficientei hepatice acute, daca aceasta forma severa de
afectare hepatica este identificata:

o Complicatii renale: uree, creatinina, ionograma urinara, proteinuria pe
24 de ore, examen de urina si sediment urinar
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e Complicatii metabolice: ionograma serica, cu evaluarea principalilor
electroliti — sodiu, potasiu, clor, echilibru acido-bazic, inclusiv nivelul
seric de lactat cu rol prognostic

e Complicatii pulmonare: radiografie pulmonara, pentru evidentierea
edemului pulmonar acut

e Complicatii cardiace: monitorizarea frecventei cardiace si a tensiunii
arteriale, electrocardiograma cu 12 derivatii

e Complicatii neurologice: monitorizarea presiunii intracraniene la
pacientii cu encefalopatie grad IV [25], EEG, examene imagistice de
tipul computer-tomografiei sau rezonantei magnetice nucleare

o Complicatii septice: markeri inflamatori, culturi din sédnge si din urina

VI1.2. Principii de tratament al intoxicatiilor acute care asociaza afectare

hepatica

Abordarea terapeutica a pacientilor cu intoxicatii acute care asociaza afectare
hepatica presupune, initial, parcurgerea etapelor comune tuturor intoxicatiilor acute,
cunoscand, pentru fiecare etapa, metodele cele mai eficiente pentru substantele cu
potential hepatotoxic:

1.

2.

3.

Evaluarea si stabilizarea functiilor vitale

Limitarea absorbtiei toxicului depinde de calea de patrundere in organism
si presupune decontaminarea gastrointestinala, pentru expunerea pe cale
orala, spalarea cu apa, pentru expunerea tegumentara sau oculara,
scoaterea pacientului din mediu si, eventual, oxigenoterapie pentru
expunerea inhalatorie

Accelerarea eliminarii toxicului poate fi realizata prin metode de epurare
extracorporeala. Alegerea metodei de epurare extracorporeala depinde de
proprietatile fizico-chimice ale toxicului si de capacitatea de legare de
proteinele plasmatice. Astfel, hemodializa este indicatd pentru
hepatotoxicele cu greutate moleculara mica si cu hidrosolubilitate crescuta:
acid acetilsalicilic, acid valproic. Hemoperfuzia pe coloana de carbune
activat este deosebit de utila pentru intoxicatia cu ciuperci cu perioada
lunga de incubatie, in special din specia Amanita Phalloides, dar si pentru
acetaminofen, acid valproic si salicilati

Tratamentul antidotic este deosebit de util, dar este aplicabil doar Tn
situatiile n care, pentru toxicul incriminat, existd un astfel de tratament. in
ceea ce priveste intoxicatile cu substante hepatotoxice, utilizarea
tratamentului antidotic este limitatd la intoxicatia cu paracetamol (N
acetilcisteina), ciuperci (penicilina G) si intoxicatia cu fier (deferoxamina)
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Tratamentul afectarii hepatice asociate intoxicatiilor acute este unul ierarhizat,
in functie de severitatea injuriei hepatice. Cand tabloul clinic si paraclinic nu indica
evolutia catre insuficientd hepatica acuta, tratamentul afectarii hepatice toxice este
unul suportiv si presupune:

. Regim dietetic hipercaloric, bogat in carbohidrati, dar cu continut lipidic si
proteic limitat, daca pacientrul tolereaza aportul oral

. Corectarea dezechilibrelor hidroelectrolitice asociate, folosind solutii
cristaloide si electroliti, in functie de pierderile calculate

. Mentinerea valorilor glicemiei peste 60 mg/dl, prin administrarea de solutii de
glucoza 5% sau 10%

. Agenti hepatoprotectori: silimarina in doza de 5 mg/kg/zi, care poate fi

crescuta pana la 20-50 mg/kg/zi in intoxicatia cu ciuperci necomestibile din specia
Amanita phalloides [26]

Atunci cand sunt identificate manifestarile clinice sugestive insuficientei
hepatice acute, pacientul trebuie transferat intr-o sectie de terapie intensiva
pediatrica. Trebuie avut in vedere faptul ca transplantul hepatic reprezinta singura
metoda terapeutica eficienta si ca evolutia pacientilor catre decompensare este
impredictibila, dar favorizatd de multitudinea de complicatii asociate: hemoragice,
renale, cardiovasculare, neurologice, metabolice sau infectioase, care necesita
tratament precoce si tintit.

VIIl. CONCLUZII FINALE. ORIGINALITATEA STUDIULUI

VIII.1. Concluzii finale

1. Studiul personal a urmarit o analiza detaliata a afectarii hepatice de
natura toxica. Este primul studiu national in care, pentru evaluarea injuriei hepatice
toxice, au fost folosite date de toxicologie clinica, dar si de toxicologie experimentala.
Datele clinice au fost obtinute Tn cadrul unui studiu retrospectiv bicentric, pe o
perioada de 5 ani (2010-2014) pe un lot de pacienti cu varsta cuprinsa intre 0 si18
ani, care au fost diagnosticati cu intoxicatie acuta si care au asociat, de la prezentare
sau Tn evolutie, afectare hepatica. Datele experimentale au vizat evaluarea
modificarilor histopatologice si biochimice induse de expunerea la unele dintre
substantele cu potential hepatotoxic, identificate in cadrul studiului clinic, precum si a
unor noi markeri de diagnostic ai injuriei hepatice.

2. Analiza retrospectiva a cazurilor de intoxicatie acuta internate in cele
doua centre antitoxice din Bucuresti si Cluj Napoca, in perioada ianuarie 2010 -
decembrie 2014, a identificat asocierea unor modificari clinice si paraclinice de
afectare hepatica la 77 din totalul celor 4.844 de pacienti. Prevalenta afectarii
hepatice toxice a fost de 1,6% .

3. Véarsta medie a pacientilor a fost de 10,3 ani, dar s-au inregistrat cazuri
de afectare hepatica toxica in cazul tuturor grupelor de varsta. Am identificat 3 varfuri
de incidenta, doua in perioada de adolescenta, la pacientii cu varsta intre 17 si 18
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ani (n = 12, 15,5%) si la cei cu varsta cuprinsa intre 14 si 15 ani (n = 8, 10,4%) si
unul in cazul copiilor de varsta mica, la intervalul de varsta 3-4 ani (n =7, 9,1%).

4, Analizand intentia expunerii in functie de parametrii demografici: varsta,
sex si mediu de proveninta, am constatat ca intoxicatiile voluntare sunt asociate cu
grupa de varsta 15-18 ani si cu sexul feminin, iar cele accidentale, cu varsta pana in
10 ani si cu sexul masculin, neexistand diferente in ceea ce priveste mediul de
proveninta al pacientilor.

5. Etiologia intoxicatiilor acute care au asociat afectare hepatica este
dominata de toxicele nemedicamentoase (n = 51, 66,2%). Aceste intoxicatii au fost si
cele mai severe, din totalul celor 13 decese, 12 (92,3%) fiind secundare expunerii la
toxice nemedicamentoase. Majoritatea cazurilor de expunere nemedicamentoasa a
fost reprezentatd de intoxicatiile acute cu ciuperci (78,43%), urmata de cele cu
pesticide (15,66%) si de intoxicatiile acute cu substante methemoglobinizante - nitriti
(3,92%). Elaborarea unor programe nationale de informare a populatiei asupra
potentialului toxic crescut al acestor toxice, utilizate preponderent in mediul rural, sau
al folosirii unor surse nesigure de hrana, cum sunt ciupercile sau apa de put, ar putea
contribui la scaderea incidentei acestor intoxicatii.

6. Etiologia medicamentoasa a fost identificatd la 26 dintre pacienti,
reprezentand 33,8% din totalul cazurilor din lotul de studiu. Cele mai multe sunt
expuneri la un singur medicament (n = 20, 76,9%), expunerile plurimedicamentoase
fiind intalnite doar la 6 dintre pacientii analizati. in cazul expunerilor la un singur
medicament, paracetamolul a fost cel mai frecvent agent etiologic identificat, 13
(65%) din cele 20 de astfel de intoxicatii fiind secundare expunerii la paracetamol. Si
in cazul expunerilor plurimedicamentoase etiologia a fost dominata de paracetamol.
Cinci (83,33%) dintre cele 6 cazuri identificate in lotul de studiu au fost combinatii de
paracetamol, in special cu antiinflamatoare nesteroidiene sau salicilati. O constatare
interesanta in ceea ce priveste intoxicatiile plurimedicamentoase a fost aceea ca
pacientii au asociat atat paracetamolul ca atare, cat si medicamente a caror
denumire comerciala difera, dar toate au in compozitie paracetamol: Antinevralgic -
combinatie de paracetamol cu acid acetilsalicilic, Parasinus — paracetamol,
clorfeniramina, pseudoefedrina. Doar 3 dintre intoxicatile in care a fost implicat
paracetamolul au fost accidentale, secundare neglijentei parintilor care au depozitat
necorespunzator medicamentele, restul fiind intoxicatii voluntare, ca tentative de
suicid sau parasuicid. Analiza efectuata semnalizeaza necesitatea impunerii unor
masuri care sa permita un control strict al accesibilitatii pacientilor la acest
medicament, precum si utilitatea unor campanii de informare asupra potentialul
hepatotoxic important al paracetamolului.

7. Analiza etiologiei, in functie de caracteristicile demografice si
circumstantiale, a identificat o asociere a intoxicatilor nemedicamentoase cu sexul
masculin, grupa de varsta sub 1 an si expunerea accidentala, iar pentru intoxicatiile
medicamentoase, 0 asociere cu grupa de varstd 15-18 ani, sexul feminin si
caracterul voluntar al expunerii.
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8. Afectarea hepatica toxica a avut un spectru larg de manifestari in
cadrul lotului de studiu, de la cresteri asimptomatice ale aminotrasferazelor, pana la
tabloul extrem de sever cu afectare neurologica si coagulopatie, specific insuficientei
hepatice acute. Manifestarile clinice intalnite la pacientii cu intoxicatie acuta care au
asociat afectare hepatica au fost, in ordinea frecventei: simptome gastrointestinale
de tipul varsaturilor, durerilor abdominale si modificarilor de tranzit, prezente la
marea majoritate a pacientilor (94,8%); hepatomegalia in 59,7% din cazuri; icterul la
37,7% dintre cazurile analizate; manifestari neurologice specifice encefalopatiei
hepatice n 22,1% din cazuri; manifestari paroxistice convulsive in 22,1% din cazuri,
semne specifice de soc la 20,8% dintre pacientii analizati; semne de afectare renala
in 15,6% din cazuri si manifestari hemoragice la 11,7% dintre pacienti. Desi
modificarea parametrilor coagularii a fost prezenta la un numar mult mai mare de
pacienti (n = 49), manifestari hemoragice au asociat doar 18,36 % dintre acestia,
riscul de sangerare nefiind corelat cu modificarea timpilor de coagulare.

9. Incadrarea afectérii hepatice asociata fiecdrui caz de intoxicatie acuta
din lotul de studiu in grade de severitate, dupa modelul scalei publicate de Institutul
National pentru Diabet, Boli Digestive si Renale din Statele Unite, a permis
constatarea ca cele mai multe cazuri au asociat o forma usoara de afectare hepatica
(n = 39, 50,6%). Forma moderata a fost intalnita la 10 dintre pacientii din lotul de
studiu, reprezentand 13%, iar cea severa, la 20 dintre pacienti (25,9%). 8 dintre
cazuri (10,4%) au asociat o forma fatala de afectare hepatica toxica, responsabila de
evolutia catre deces.

10. Analizadnd manifestarile clinice in raport cu gradele de severitate ale
afectarii hepatice toxice, am constatat ca manifestarile gastrointestinale au fost
prezente la marea majoritate a pacientilor, indiferent de gradul de severitate. Icterul,
hepatomegalia, manifestarile hemoragice, encefalopatia, au fost cu atat mai
frecvente, cu cat gradul de severitate al injuriei hepatice a fost mai mare. In ceea ce
priveste prezenta semnelor de soc, a convulsiilor sau a afectarii functiei renale,
acestea au fost asociate, mai ales, cu etiologia intoxicatiilor si mai putin cu
severitatea afectarii hepatice toxice.

11. Insuficienta hepaticd acutd, ca etapa finald in evolutia unei injurii
hepatice, a fost diagnosticatd la 30 dintre pacienti, reprezentand 38,9% din totalul
cazurilor analizate. Expunerea nemedicamentoasa a fost cel mai frecvent implicata,
toate cazurile fiind reprezentate de intoxicatii acute cu ciuperci. Analiza statistica a
evidentiat ca riscul de evolutie catre insuficientd de organ este de 2,1 ori mai mare in
cazul intoxicatiilor cu ciuperci comparativ cu alte etiologii. Paracetamolul, singur sau
in combinatie cu alte medicamente, este principalul agent etiologic medicamentos,
responsabil de 77,78% dintre cazurile de expunere medicamentoasa care au evoluat
catre insuficientd hepatica acuta.

12. Modificarile aminotransferazelor, ca markeri de injurie hepatocelulara,
au fost prezente de la internare la 55 dintre pacientii analizati, in timp ce la 22 dintre
pacienti, reprezentand 28,6%, acestea au aparut in evolutia intoxicatiei. Analiza
etiologica a acestor cazuri a identificat insecticidele inhibitoare de colinesteraza,
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dintre toxicele nemedicamentoase, si paracetamolul si izoniazida, dintre cele
medicamentoase, ca principali agenti etiologici pentru care injuria hepatica s-a
constituit in evolutia intoxicatiei acute. Analiza statistica identifica o asociere
semnificativa intre expunerea la insecticide inhibitoare de colineteraza si asocierea,
in evolutie, a afectarii hepatice. Cunoasterea toxicelor care pot determina instalarea
injuriei hepatice in evolutia intoxicatiei acute este deosebit de importanta pentru
practician, intrucat semnalizeaza necesitatea urmaririi in dinamica a parametrilor
specifici hepatici, chiar daca valorile initiale indica lipsa afectarii hepatice toxice.

13.  Folosirea unor markeri care sa permita diagnosticarea injuriei hepatice
toxice Tnaintea constituirii leziunilor de necroza hepatocelulara, exprimate biochimic
de modificarea nivelului seric al aminotransferazelor, devine, astfel, extrem de
importanta. In studiul experimental, efectuat in a doua parte a studiului personal, am
constatat ca valorile miARN-122 s-au modificat precoce, incepand cu primele 30 de
minute de la expunerea la hepatotoxic, inaintea constituirii unor leziuni
histopatologice evidente: scorul de necroza la lotul la care s-a administrat
paracetamol a fost similar cu cel al lotului martor la 30 de minute postexpunere, in
timp ce valorile mIARN-122 inregistreaza o dublare comparativ cu martorul.
Expresia miARN-192 se modifica, de asemenea, precoce dupa expunerea toxica,
dar magnitudinea cresterii este inferioara celei inregistrate de miARN-122. Desi
rezultatele sunt promitatoare, este nevoie de studii suplimentare, in special studii
clinice, pentru stabilirea utilitatii acestor biomarkeri pentru diagnosticarea precoce a
injuriei hepatice toxice.

14.  Tn cadrul studiului clinic, durata medie de spitalizare a fost de 6,53 +
6,1 zile. Intrucat in literatura de specialitate durata medie de spitalizare pentru
intoxicatii acute este intre 2 si 4 zile, putem concluziona ca asocierea afectarii
hepatice in tabloul unei intoxicatii acute, determina o evolutie mai severa a acesteia,
care necesita tratament de specialitate pe o perioada mai indelungata.

15. Analiza abordarii terapeutice a intoxicatiilor care au asociat afectare
hepatica a aratat ca limitarea contactului cu toxicul, prin aplicarea metodelor de
decontaminare gastrointestinald, a fost asociata cu formele usoare de afectare
hepatica si ca tehnicile de epurare extracorporeala au fost asociate cu formele grave
de injurie hepatica toxica. Aceasta ultima constatare nu indica o eficientd redusa a
acestor metode, ci o utilizare limitata la cazurile severe, secundar costurilor ridicate si
disponibilitatii reduse.

16. Analiza deceselor identifica, pentru intoxicatiile acute care asociaza
afectare hepatica, o ratd de mortalitate de 16,9%. Etiologia deceselor a fost
reprezentata de intoxicatia acuta cu ciuperci ( n = 7, 53,8%), insecticide inhibitoare
de colinesteraza (n = 4, 30,8%), nitriti (n = 1, 7,7%) si colchicina (n =1, 7,7%).

17.  In cazul pacientilor cu afectare hepatica toxica, evolutia catre deces a
fost asociatéd cu prezenta unor manifestari clinice si a unor modificari paraclinice.
Identificarea acestora este deosebit de utila, acestea putadnd constitui factori de
prognostic, care sa permita identificarea precoce a cazurilor cu potential evolutiv
sever, care necesita o interventie terapeutica precoce si complexa. Dintre
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manifestarile clinice specifice afectarii hepatice, au reprezentat factori de risc pentru
deces hepatomegalia, icterul, encefalopatia si manifestarile hemoragice. Folosind
metoda regresiei logistice, am identificat doar manifestarilor hemoragice ca factor
predictiv pentru deces in cazul pacientilor cu intoxicatie acutd care asociaza si
afectare hepatica. Dintre manifestarile extrahepatice, convulsiile, socul, coma si
afectarea renala au fost, de asemenea, asociate cu cresterea riscului de deces.
Analiza parametrilor paraclinici, in raport cu riscul de deces, a evidentiat faptul ca
hipoglicemia este modificarea cu cel mai mare impact asupra riscului de deces,
pacientii care au asociat modificari ale glicemiei avand un risc de deces de 26 de ori
mai mare comparativ cu cei la care valorile glicemiei au fost in limite normale. Prin
regresie logistica am identificat ca, dintre parametrii biochimici uzuali, valorile
bilirubinei totale si ale INR-ului constituie factori predictivi pentru deces, independent
de alte variabile.

18.  Analiza deceselor in functie de abordarea terapeutica a permis o serie
de observatii interesante. Decontaminarea gastrointestinala, prin lavaj gastric sau
administrarea de carbune activat, nu a avut nici un impact asupra starii finale a
pacientilor din lotul de studiu. Aceasta constatare poate fi explicatd de faptul ca,
dintre cele 18 cazuri din lotul de studiu la care s-a efectuat decontaminarea prin lavaj
gastric, doar 3 au ajuns intr-o unitate medicala la mai putin de o ora de la expunere,
intervalul considerat optim in cadrul protocoalelor internationale. Administrarea
tratamentului antidotic, atunci cand etiologia a beneficiat de astfel de tratament, a
fost asociatd cu o ratd de supravietuire mai mare. Tehnicile de epurare
extracorporeala si de suport hepatic extracorporeal au fost folosite la 23 dintre
pacientii analizati, reprezentand 29,9% din totalul cazurilor. Analiza riscului de deces,
in raport cu aplicarea acestor tehnici, identifica o mortalitate mai mare in randul
pacientilor la care s-au instituit aceste metode. Aceasta constatare este explicata de
faptul ca nu toate toxicele beneficiaza de tehnicile de epurare extracorporeala, ca
metodele de suport hepatic extracorporeal au rolul de sustinere temporara a functiei
hepatice, dar, mai ales, de faptul ca aceste tehnici sunt deosebit de costisitoare si cu
o disponibilitate limitata. Pe baza acestor observatii, putem concluziona ca doar
tratamentul antidotic a fost asociat cu o crestere a ratei de supravietuire, dar ca in
cazul celorlalte mijloace terapeutice eficienta a fost limitata, fie de abaterea de la
protocoalele internationale, fie de disponibilitatea redusa a metodei. Este nevoie,
deci, de conceperea si implementarea unor protocoale nationale, care sa ofere un
plan ierarhizat de abordare a pacientului cu intoxicatie acuta care asociaza afectare
hepatica, motiv pentru care studiul personal se incheie cu propunerea unui astfel de
protocol de diagnostic si tratament al intoxicatiilor acute care asociaza afectare
hepatica .

19. Pentru o abordare terapeutica eficientd, este necesard cunoasterea
tuturor mecanismelor patogenice prin care se constituie injuria hepatica, dar si a
celor care contribuie la extensia leziunilor. in acest sens, in partea experimentald a
studiului personal, am urmarit daca stresul oxidativ, cuantificat prin valorile
malonilaldehidei, sau o reactie inflamatorie marcata, cuantificatd prin determinarea
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nivelului seric de interleukina 1a, sunt implicate in injuria hepatica toxica, indusa prin
expunerea la doze toxice de paracetamol. Am constatat ca ambii parametri
investigati au suferit modificari importante la lotul cu expunere toxica, subliniind
implicarea acestor mecanisme in patogenia injuriei hepatice toxice. Utilizarea acestor
biomarkeri in practica curentd poate fi deosebit de utila, intrucat instituirea unor
tratamente tintite ar putea limita progresia leziunilor declansate de expunerea toxica.

VIIL.2. Originalitatea studiului

Studiul de fata a pornit de la ideea ca expunerea toxica nu are aceleasi efecte
asupra tuturor organelor si sistemelor de la nivelul organismului uman. Intrucét ficatul
este cel mai important organ in cadrul proceselor de detoxifiere ale xenobioticelor,
structura hepatica este constant expusa si predispusa la injurie toxica. Perturbarea
numeroaselor functii indeplinite de acest organ, secundar injuriei toxice, are
consecinte serioase asupra intregului organism, dar, deoarece tabloul clinic al
afectarii hepatice toxice este nespecific, incidenta reala a afectarii hepatice toxice nu
este cunoscuta. Pentru clinician, este necesara o buna cunoastere a entitatilor cu
risc hepatotoxic, a factorilor de risc asociati, a metodelor de diagnosticare rapida,
precum si a celor mai eficiente mijloace terapeutice, obiective pe care mi le-am
propus si le-am realizat in cadrul acestui studiu detaliat si complex.

Prima parte a studiul personal este reprezentata de o cercetare retrospectiva,
pe o perioada de 5 ani, a afectarii hepatice asociate intoxicatiilor acute. Lotul de
studiu a fost selectat dintre cazurile de intoxicatii acute internate si tratate in doua
dintre cele mai importante centre antitoxice de pe teritoriul Romaniei: Bucuresti si
Cluj Napoca, fiind primul studiu care evalueaza afectarea hepatica toxica la nivel
multicentric. Desi prevalenta injuriei hepatice toxice nu este foarte mare, in lotul
studiat fiind de 1,6 %, acest studiu identifica potentialul evolutiv sever al intoxicatiilor
care asociaza afectare hepatica, rata mortalitatii in aceste cazuri fiind de 16,9%.

Pornind de la aceasta constatare, am realizat o analiza amanuntitd a cazurilor
de intoxicatie acuta care au asociat afectare hepatica. Am evaluat pacientii din
punctul de vedere al caracteristicilor demografice si al circumstantelor in care a
survenit intoxicatia, pentru a identifica grupele cele mai expuse. Am stabilit principalii
agenti etiologici cu potential hepatotoxic, am evaluat spectrul de modificari clinice si
am apreciat asocierea acestora cu diverse clase etiologice. Afectarea hepatica a fost
urmarita in dinamica si, prin evaluarea parametrilor biochimici specifici, au fost
identificate cazurile in care aceasta nu a fost evidenta de la internare. Am analizat
lotul de studiu si din punctul de vedere al abordarii terapeutice, precum si al
impactului pe care terapiile aplicate I-au avut asupra evolutiei pacientilor. Analiza
deceselor a identificat aspecte interesante in ceea ce priveste etiologia , precum si
principalii factori care cresc riscul de deces in randul pacientilor cu afectare hepatica
acuta toxica, elemente deosebit de utile pentru identificarea grupelor de pacienti cu
risc crescut de evolutie catre deces.
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Un element de originalitate al tezei il constituie structurarea afectarii hepatice
toxice pe grade de severitate si conturarea tabloului clinic sugestiv fiecarui grad. De
asemenea pentru fiecare dintre gradele de severitate am facut aprecieri in ceea ce
priveste etiologia, durata spitalizarii, eficientei metodelor terapeutice aplicate.

In a doua parte a studiului personal sunt prezentate rezultatele unui studiu
experimental, de asemenea element de originalitate al tezei de doctorat. In cadrul
acestei cercetari fundamentale, realizatd in colaborare cu Departamentul de
Farmacologie Clinica si Toxicologie al UMF ,Carol Davila® din Bucuresti, am urmarit
aspectele histopatologice si biochimice asociate injuriei hepatice induse de
expunerea la diverse substante cu efect hepatotoxic cunoscut. Intr-o etapa
ulterioara, am evaluat o serie de markeri biologici care sa se coreleze mai specific si
mai precoce cu injuria hepatica toxica, permitand un diagnostic de suferinta hepatica
inaintea constituirii leziunilor de necroza hepatocelulara, evaluate in prezent prin
modificarea aminotransferazelor. Rezultatele studiului confirma eficienta acestor
biomarkeri in diagnosticul afectarii hepatice intr-o etapa premergatoare cresterii
parametrilor actuali de evaluare hepatica. Aceste constatari permit aprecierea ca
folosirea in practica curenta a acestor markeri biologici ar putea creste rata de
diagnosticare a suferintei hepatice in stadii incipiente, cu impact major asupra
evolutiei pacientilor si constituie o premisa pentru o cercetare clinica ulterioara.

In a treia parte a studiului personal, sunt analizate unele cazuri din lotul de
pacienti studiati, prezentate datorita particularitatilor clinico-evolutive asociate.

In partea finald a studiului am elaborat un algoritm de diagnostic si de
tratament al pacientilor cu intoxicatie acuta care asociaza afectare hepatica, util
pentru o diagnosticare rapida si pentru instituirea unui tratament ierarhizat si eficient.
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