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INTRODUCERE

Sindromul de strivire (SS) reprezintd o conditie medicald severa ce se regaseste la
pacientii prezentati in cadrul departamentelor de primiri urgente, care au suferit accidente de
diferite cauze, soldate cu distrugerea severa a tesutului muscular dintr-o anumitd zona. Un
astfel de traumatism, poate evolua catre deces chiar si in absenta unei afectari pluriorganice
initiale, daca nu se intervine terapeutic intr-un mod rapid si eficient.

In anumite circumstante, poate fi afectat un numar mare de persoane, de exemplu in
cazul dezastrelor naturale sau atacurilor teroriste, acestea putand genera nu numai decesul
imediat, dar si complicatii severe cu potential ireversibil.

Evaluarea rapida si tratamentul in urgentd (local si general), oferd pacientului sanse
crescute de vindecare, scade numarul complicatiilor si faciliteaza integrarea rapida in societate.

Punem accent pe “diagnostic rapid “deoarece pacientul care a suferit un traumatism
prin strivire poate prezenta initial, la prezentarea si evaluarea in urgenta la camera de garda,
semne si simptome nespecifice, modeste (mai ales in cazul leziunilor musculare care nu au
asociate leziuni osoase — fracturi), care pot fi usor trecute cu vederea de un ochi mai putin
experimentat si frecvent asociate cu leziuni de tipul contuzie. Acest lucru adesea intarzie
instituirea tratamentului de specialitate, fapt care poate produce leziuni locale dar si generale
ireversibile, sechele grave sau deces.

Examenul clinic local /general precum si monitorizarea markerilor biochimici, au un
rol foarte important. Din punctul nostru de vedere, screening-ul markerilor biochimici in
cadrul SS si monitorizarea acestora in dinamica ofera o imagine de ansamblu asupra
prognosticului general.

Dezvoltarea acestui tip de screening si descoperirea unor markeri bichimici cu
specificitate crescuta pentru sindromul de strivire - Aldolaza A (ALD A), Anhidraza carbonica
11 (CAIIl), Prohormonul N-terminal al Peptidului Natriuretic Cerebral (NT-pro-BNP),
Proteina de raspuns la stres oxidativ 1 - (OXSR1) impreunad cu evaluarea markerilor deja
cunoscuti si folositi in practica medicala curenta — creatinkinaza ( CK ), lactat dehidrogenaza
(LDH), fibrinogen, proteina C reactiva (CRP) - reprezinta o prioritate pentru noi si pentru

proiectul nostru viitor, in scopul Tmbundtatirii protocoalelor de diagnostic rapid al SS.



Tn acest context, prezenta lucrare de cercetare doctorald are ca obiectiv principal
determinarea si evaluarea valorilor makerilor biochimici (ALD A, CAIll, NT-proBNP,
OXSR1), care potavea un rol important pe viitor n diagnosticul rapid si tratamentul leziunilor
musculare de etiologie traumatica. In cadrul acestei patologii (SS), acestia nu sunt determinati
Tn mod uzual in practica medicala curenta.

Specificitatea crescuta a acestor markeri pentru leziunile musculare (de etiologie ne-
traumaticd) a fost demonstratd in numeroase studii, cercetatorii reusind sa demonstreze un
raport direct proportional intre valorile acestora (evaluatd in dinamicd) si rata de distructie
muscularda in cadrul a numeroase patologii care implica afectare musculara (poliartrita
reumatoida, lupus eritematos sistemic, colagenoze, stres muscular la sportivii de performanta).

Pana la momentul actual existd foarte putine studii care sa plaseze acesti markeri in

raport cu leziunile traumatice.

l. PARTEA GENERALA

Partea generala cuprinde doud capitole care contin informatii relevante pentru tema
abordata in partea speciald, precum si o analiza descriptiva a realizarilor in domeniu, pe baza
literaturii de specialitate internationale si din Romania.

Tn primul capitol este realizati o descriere amanuntitd a modificarilor aparute in
biochimia si fiziologia tesutului muscular si osos la pacientii cu sindrom de strivire. Au fost
descrise particularitatile tesutului muscular si osos si efectele sindromului de strivire atat pe
plan local cét si sistemic. De asemenea, au fost descrise modificarile biochimice de interes
aparute in SS, evaluarea, monitorizarea si conduita terapeutica speciala necesara pentru
tratamentul acestor pacienti.

Capitolul 2 cuprinde informatii amanuntite despre principala complicatie aparuta in
SS: rabdomioliza. Sunt descrise cauzele aparitiei acesteia, factorii de risc si principalele
manifestari care fac din aceasta complicatie, un obiectiv extrem de important in tratamentului

sl monitorizarea pacientilor cu SS.



Il.  CONTRIBUTIA PERSONALA

Capitolul 3. Markeri biochimici care prezinta modificari cu semnificatie

clinica Tn sindromul de strivire

Leziunile musculare declanseaza schimbari din punct de vedere fizic, fiziologic si
biochimic. Tulburarile metabolice din muschiul lezat sunt ilustrate prin eliberarea in matricea
extracelulara a unor biomarkeri specifici:

1. Utilizasi in protocolul actual de diagnostic:
- proteine musculare: mioglobind, troponina
- markeri ai lizei musculare: creatinkinaza, izoenzimele MM si MB
- markeri ai inflamatiei: TNF-o, IL-6, IL-1p, hsCRP
2. mai putin studiazi:
- aldolaza (ALD A)
- anhidraza carbonica III (CAIII)
- prohormonul N-terminal al peptidului natriuretic cerebral (NT-proBNP)
- proteina de raspuns la stres oxidativ 1 (OXSR1)
Cuantificarea acestor parametri poate contribui in mod substantial la evaluarea
leziunilor musculare si la stabilirea conduitei terapeutice ulterioare [47].
Acest capitol evidentiaza caracteristicile esentiale ale acestor markeri si modificarile

aparute n raport cu SS.

Capitolul 4. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Motivatia alegerii temei prezentei cercetdri doctorale este reprezentata de necesitatea
detectarii unor biomarkeri biochimici cu sensibilitate si specificitate crescuta pentru SS, care
sa faciliteze punerea unui diagnostic precoce, in vederea initierii cat mai rapide a terapiei
adecvate. Evitarea aparitiei complicatiilor Severe specifice acestei afectiuni reduce considerabil
riscul de morbiditate si mortalitate.

Prin cercetarile efectuate in timpul stagiului de doctorat am incercat sd gasim raspunsul
la urmatoarele intrebari:

wSe pot identifica noi parametri biochimici de interes in cazul S§?”
» Cdt sunt de implicate ALD A si CAlll, NT-proBNP si OXSR1, in $§2”
Pe baza acestor intrebari au fost formulate urmatoarele ipoteze care au stat la baza

cercetarilor intreprinse:



- identificarea relatiei dintre ALD A si SS

- identificarea relatiei dintre CAIII si SS

- identificarea relatiei dintre NT-proBNP si SS

- identificarea relatiei dintre OXSR1si SS

- identificarea unei posibile legaturi dintre markerii biochimici consacrati pentru
leziunile musculare si ALD A, CAIIL, NT-proBNP si OXSR1

Pentru a confirma sau infirma aceste ipoteze au fost efectuate ample cercetari
bibliografice, precum si analiza cantitativa si statistica a unor parametrii de interes.

In acest context, cercetarea din prezenta lucrare constd in realizarea unui studiu
comparativ efectuat pe un numar de 42 de pacienti (22 de pacienti care au suferit un traumatism
prin strivire si 20 de pacienti sandtosi - care reprezinta lotul martor), studiu care sd compare
valorile ALD A, CAIll, NT-proBNP si OXSR1 cu valorile celorlalti markeri de distructie
musculara consacrati (CK, TNF-a, IL-6, IL-1p, hsCRP).

Scopul acestui studiu este acela de a stabili gradul de sensibilitate si specificitate a ALD
A, CAIIll, NT-proBNP si OXSR1 in traumatismele prin strivire, plecand de la informatiile deja
existente in literatura (specificitate si sensibiltate crescutda a ALD A, CAIlll, NT-proBNP si
OXSR1 pentru pacientii cu boli inflamatorii cronice, persoane cu stres muscular de etiologie
netraumatica).

Analizarea corelatiilor dintre valorile markerilor ALD A, CAIll, NT-proBNP, OXSR1
si o serie de parametri clinici si paraclinici are scopul de a raporta rezultatele studiilor n

contextul clinic al pacientilor.

Capitolul 5. Metodologie generala

Datele din literatura de specialitate au fost coroborate cu studiul pe produse biologice
(ser) ale pacientilor si voluntarilor care si-au dat acordul in scris pentru prelucrarea acestor
probe.

Probele pacientilor au fost recoltate, separate, stocate si analizate conform indicatiilor
producatorului kiturilor de reactivi. Alegerea pacientilor si voluntarilor a fost realizatd n
colaborare cu medicii ortopezi precum si cu sustinerea unui laborator de analize medicale din
Bucuresti. Probele au fost recoltate, stocate si analizate in decurs de 4 ani.

Au fost utilizate echipamente automate sau semiautomate de ultimd generatie,
verificate de catre inginerii de service pentru a asigura precizia in masurarea acestora si a

minimiza sursa de eroare. Acolo unde a fost posibil au fost utilizate si metode de control tocmai
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pentru a ne asigura ca rezultatele sunt cat mai precise. Pacientii au fost selectati pe baza unor
criterii de includere si excludere prestabilite.

Metodele de determinare utilizate au fost: chimia umeda, ELISA si chemiluminiscenta.
In cadrul studiului au fost inclusi 42 de pacienti Tmpartiti In doua grupuri:

1. pacienti care au suferit un traumatism prin strivire

2. pacienti internati pentru alte patologii, fard patologie de etiologie traumatica al caror

diagnostic a fost stabilit de catre medicul specialist conform criteriilor de diagnostic
specifice.

Toti pacientii au fost internati in Spitalul Clinic de Urgenta Bucuresti in perioada 2016-
2021.

Pentru fiecare subiect inclus in studiu au fost notate o serie de date clinice si biologice:
varsta la momentul includerii in studiu, sexul, comorbiditati asociate si o gama largd de
parametri biochimici.

Grupurile de control din fiecare studiu al prezentei cercetari au fost constituite din
subiecti clinic si biologic sanatosi, fara alte afectiuni cu potential de rezultate fals pozitiv sau
fals negativ.

Toti subiectii au participat voluntar la aceastd cercetare si au semnat consimtdmantul
informat. Acestia au fost informati ca datele lor vor fi folosite in scopuri stiintifice si ca le va
fi pastrat anonimatul, iar cercetarea nu va avea niciun impact asupra managementului
diagnostic sau terapeutic.

Tuturor participantilor la studiu le-au fost colectati 2-5 mL de sange. Recoltarea probelor
a fost realizatd in doud etape: la admisie si la 24 de ore de la prima recoltare, dupa initierea
terapiei de urgenta.

Recoltarea serului Tn vederea determinarii ALD A si CAlll, NT-proBNP si OXSR1 a
fost efectuatd simultan cu determinarea de markeri de necrozd musculara deja consacrati (CK,
TNF-a, IL-6, IL-1B, hsCRP) precum si cu analizele uzuale (recoltate uzual in cazul tuturor
pacientilor admisi in Urgenta).

Analiza statisticd a fost efectuata folosind IBM SPSS Statistics 25 si Microsoft Office
Excel/Word 2013. Variabilele cantitative au fost testate pentru distributie folosind testul
Shapiro-Wilk si au fost exprimate sub forma de medii cu deviatii standard sau mediane cu
intervale interpercentile. Variabilele cantitative independente cu distributie non-parametrica au
fost testate folosind testul Mann-Whitney U iar variabilele cantitative independente cu
distributie parametrica au fost testate folosind testul Student (corelatiile existente Intre acestea

au fost testate folosind coeficientul de corelatie Pearson).
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Capitolul 6. Studiul 1: Noi posibili markeri biochimici cu semnificatie

clinica la pacientii cu sindrom de strivire-ALD A si CAIII

6.1. Introducere

Obiectivele specifice ale acestui studiu au constat in:

1. determinarea activitatii ALD A in s@nge la pacienti cu sindrom de strivire si compararea cu
nivelul ALD A din sangele pacientilor ce constituie lotul control

2. determinarea activitatii CAIII 1n sdnge la pacienti cu sindrom de strivire si compararea cu

nivelul CAIII din sangele pacientilor ce constituie lotul control

6.2 Materiale si metode
Pacientii au fost impartiti in doua grupuri:

Grupul 1: consta din pacienti internati de urgenta cu diagnosticul de SINDROM DE
STRIVIRE, in Spitalul Clinic de Urgenta Bucuresti, Tn perioada 2016-2021.

Grupul 2: a fost alcatuit din lotul control — pacienti internati pentru alte patologii, CU
EXCEPTIA SINDROMULUI DE STIVIRE.

Pacientii din grupul 1 de studiu au beneficiat de recoltarea a doud probe de sange si
implicit doua determinari ale valorilor ALD A si CAIIL prima efectuatd la admisia in urgenta,
a doua la 24 de ore de la admisie (dupa efectuarea tratamentului de urgenta si echilibrarea
primara a pacientului) .

Protocol de lucru pentru determinarea ALD A

Determinarea ALD A a fost realizata prin metoda ELISA sandwich, utilizand kituri si
un cititor de placi Stat Fax 300+. Intervalul de detectie al kitului a fost de 0,31-20 ng/mL, iar
sensibilitatea 0,19 ng/mL. Metoda de detectie este colorimetrica. Procedura de lucru este
efectuata conform indicatiilor producatorilor Kiturilor.

Protocol de lucru pentru determinarea CAIlI

Determinarea CAIII a fost realizata prin metoda ELISA competitiva, utilizand kituri si
un cititor de placi Stat Fax 300+. Intervalul de detectie al kitului a fost de 0,5-10 ng/mL, iar
sensibilitatea 0,1 ng/mL. Metoda de detectie este colorimetrica. Procedura de lucru este
efectuata conform indicatiilor producatorilor Kiturilor.

6.3 Rezultate
Distributia valorilor ALD A in ambele loturi este parametrica, conform testului

Shapiro-Wilk (p>0.05).



Conform testului Student, pacientii din lotul de studiu au avut valori ale ALD A
semnificativ mai mari (3105 £ 849.81 pg/mL) comparativ cu pacientii din lotul control (961.82

+ 165.7 pg/mL) (p<0.001)
Tabel V1.1 Compararea valorilor de ALD A intre loturi

Lot Medie + SD Mediani (IQR) p* (p<0.001***)
Lot control (p=0.664**) | 961.82 + 165.7 | 938.9 (824.1-1100.57) <0.001
Lot de studiu (p=0.414**) | 3105 + 849.81 | 3051.25 (2479.02-4021.17)
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ALD A pg/ml

2000

Control De studiu
Lot

Fig. 6.1 Compararea valorilor de ALD A intre loturi

Distributia valorilor CAIll in lotul control este non-parametrica, conform testului
Shapiro-Wilk (p=0.001). Conform testului Mann-Whitney U, pacientii din lotul de studiu au
avut valori ale CAlll semnificativ mai mari ( 154.06 + 18.97 ng/mL) comparativ cu pacientii

din lotul control (37.48 £ 19.31 ng/mL) (p<0.001).

Tabel V1.2 Compararea valorilor de CAIll intre loturi

Lot Medie + SD Mediana (IQR) Rang p*
mediu
Lot control (p=0.001**) | 37.48 £19.31 | 33.15(23.3-41.42) 10.50 <0.001
Lot de studiu 154.06 + 152.65 (137.92- 31.50
(p=0.316**) 18.97 167.97)
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Fig. 6.2 Compararea valorilor de CAIlll intre loturi

6.4. Discutii

In prezent, CK serica este considerat cel mai sensibil indicator al evaluirii leziunilor
prin strivire. ALD A si CAlll nu sunt determinate in mod uzual si monitorizarea acestor markeri
nu este inclusa in niciun protocol de diagnostic si monitorizare a SS.

Tn acest prim studiu s-a observat ca ALD A prezintd concentratii crescute Tn cazul
pacientilor cu sindrom de strivire, diferentele dintre cele 2 loturi fiind semnificative din punct
de vedere statistic (p<0.001).

Sunt descrise situatii in practica clinica cand desi exista SS, valorile CK nu sunt
semnificativ crescute sau cresterea CK nu este direct proportionala cu severitatea leziunilor. Tn
aceste scop Nozaki si Pestronk au subliniat utilitatea masurarii ALD A serice la toti pacientii
cu leziuni musculare care prezintd valori CK normale [21].

Mecanismul molecular prin care ALD A ar putea fi eliberata din celulele musculare fara
o crestere paraleld a CK seric nu a fost inca explicat. In scopul de a oferi o explicatie pentru
aceste date clinice, Casciola-Rosen si colaboratorii sdi au analizat nivelul de expresie genica si
proteica ale ALD A si CK in timpul diferentierii in vitro a celulelor musculare [22, 23].

Rezultatele experimentale in vitro au aratat ca in timpul fazei de regenerare a
muschiului ALD A este exprimata la niveluri mai mari comparativ cu CK. De asemenea, au
identificat o faza in timpul diferentierii celulelor musculare in care celulele exprima exclusiv
ALD A [22, 23].

Activarea sau inhibarea CAIIl de catre diversi compusi reprezintd un subiect de
cercetare actual si de viitor pentru tratarea patologiilor legate de expresia si functiile CAIll. La

fel casi ALD A, CAIlIl nu este determinata uzual in cazul pacientilor cu SS. CAIII este eliberata



in circulatie in urma leziunilor musculare. La momentul actual se prezinta un interes special
pentru raportul Mb/CAIII din ser ca posibil indicator de diagnostic Tn infarctul miocardic [128,
129, 130]. Acest raport ar putea arata valori crescute intrucat CAIII nu se regaseste in miocard
in aceleasi proportii cu Mb.

Studiul pe care noi l-am efectuat, evidentiaza faptul ca distributia valorilor in lotul
control este non-parametrica si pacientii din lotul de studiu au avut valori ale CAIlI
semnificativ mai mari comparativ cu pacientii din lotul control.

Aceste rezultate intaresc ideea expusa de Brancaccio, care afirma ca ALD A si CAIII
trebuie sa fie adaugate la lista deja cunoscuta a markerilor biochimici in cazul traumatismelor

prin strivire [16].

Capitulul 7. Markeri biochimici ai inflamatiei la pacientii cu sindrom de
strivire

7.1 Introducere

Unii dintre cei mai importanti biomarkeri asociati sindromului inflamator sunt : 1L-1

beta, IL-6, TNF-alfa, hsCRP.

Obiectivele specifice ale acestui studiu au constat in:

1. determinarea nivelului TNF-a in sangele pacientilor cu sindrom de strivire si compararea
acestor valori cu valorile de referintd

2. evaluarea nivelului IL-1 beta in probele de sange ale pacientilor cu sindrom de strivire si
compararea acestor valori cu valorile de referinta

3. evaluarea nivelului IL-6 in probele de sidnge ale pacientilor cu sindrom de strivire si
compararea acestora cu valorile de referinta

4. determinarea nivelului hsCRP in sangele pacientilor cu sindrom de strivire si la pacientii
care constituie lotul de control si compararea celor doud valori

7.2 Materiale si metode

Pacientii au fost impartiti in cate doua grupuri:

Grupul 1: pacienti internati d¢ URGENTA cu diagnosticul de SINDROM DE STRIVIRE, in
Spitalul Clinic de Urgenta Bucuresti, in perioada 2016-2021

Grupul 2: a fost alcatuit din lotul control — pacienti internati pentru alte patologii, CU
EXCEPTIA SINDROMULUI DE STIVIRE



Protocol de lucru pentru determinarea TNF-a

Determinarea TNF-a a fost realizata prin metoda ELISA sandwich, utilizand kituri si
un cititor de placi Stat Fax 300+. Intervalul de detectie al kitului a fost de 15,6-1000 pg/mL,
iar sensibilitatea <1pg/mL. Metoda de detectie este colorimetrica. Procedura de lucru este
efectuata conform indicatiilor producatorilor Kiturilor.

Protocol de lucru pentru determinarea IL-6

Determinarea IL-6 a fost realizata prin metoda ELISA sandwich, utilizand kituri si un
cititor de placi Stat Fax 300+. Intervalul de detectie al kitului a fost de 7,8-500 pg/mL, iar
sensibilitatea <lpg/mL. Metoda de detectie este colorimetrica. Procedura de lucru este
efectuata conform indicatiilor producatorilor Kiturilor.

Protocol de lucru pentru determinarea IL-1§

Determinarea IL-1p a fost realizata prin metoda ELISA sandwich, utilizand kituri si un
cititor de placi Stat Fax 300+. Intervalul de detectie al kitului a fost de 3,9-250 pg/mL, iar
sensibilitatea <0,15pg/mL. Metoda de detectie este colorimetrica. Procedura de lucru este
efectuata conform indicatiilor producatorilor Kiturilor.

Protocol de lucru pentru determinarea hsCRP

Determinarea hsCRP a fost realizata prin metoda ELISA sandwich, utilizand kituri si
un cititor de placi Stat Fax 300+. Intervalul de detectie al kitului a fost de 0,78-50 ng/mL, iar
sensibilitatea 0,3 ng/mL. Metoda de detectie este colorimetricd. Procedura de lucru este
efectuata conform indicatiilor producatorilor kiturilor
7.3 Rezultate

Tabel VII .1 Distributia pacientilor raportatd la loturile analizate

Lot Nr. Procent
Control 10 39.4%
Studiu 12 60.6%
70.00% 60.60%

60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%

39.40%

Control Studiu

Fig. 7.1 Distributia pacientilor raportata la loturile analizate
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Valorile hsCRP au o distributie normala in ambele loturi conform testului Shapiro-
Wilk (p>0.05). Diferentele dintre loturi sunt semnificative conform testului Student
(p<0.001), observandu-se valori semnificativ mai crescute in lotul de studiu ale hsCRP (6.02
+ 1.86 mg/L) comparativ cu lotul control (0.75 £ 0.29 mg/L).

Tabel VI1I.2 Compararea valorilor hsCRP intre loturile analizate

Lot Medie £ SD Mediania (IQR) p* (p=0.005***)
Control (p=0.978**) 0.75 + 0.29 0.7 (0.5-0.95) <0.001
Studiu (p=0.083**) 6.02 + 1.86 5.95 (4.40-6.80)
5
E .
o
[va
? .
——
. Control Studiv

Lot

Fig. 7.2 Compararea valorilor hsCRP intre loturile analizate

Tabel VI11.3 Compararea valorilor IL-1 beta, IL-6, TNF-alfa intre loturile analizate

Parametru N Medie = SD Mediania (IQR) Min Max
IL-1 beta 22 13.16 + 2.49 12.7 (11.7-15.3) 9 19
IL-6 22 8.53+1.35 8.45 (7.28-9.4) 7 12
TNF-alfa 22 16.55 + 2.24 16.8 (14.93-18.5) 12 19

IL-1 beta, IL-6, TNF-alfa, biomarkeri asociati si consacrati ai sindromului inflamator,
au valori semnificativ crescute la lotul pacientilor cu sindrom de strivire comparativ cu valorile
de referinta (in cazul IL-1 beta, IL-6 si TNF-alfa)
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Fig. 7.3 Reprezentare box-plot a Fig. 7.4. Valoarea IL-1 beta in lotul de studiu
valorilor IL-1 beta, IL-6 si TNF -alfa ilustrati alituri de intervahul de referinta
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Fig. 7.5 Valoarea IL-6 in lotul de studiu fustratd alitei de  Fig. 7.6 Valoarea TNF -alfa in lotul de studi ilustrata
intervahul de referintd alituri de intervalul de referinta

7.4 Discutii

Este cunoscut faptul ca nivelul CRP creste in mod dramatic ca raspuns la traumatism,
infectie si inflamatie. CRP este clasificat in principal ca marker acut al inflamatiei si este
principalul mediator al raspunsului de faza acutd aparut in urma unui eveniment inflamator.
CRP este sintetizat in principal prin biosinteza hepatica dependenta de IL-6 [153,154]. De
asemenea IL-6 este principalul inductor al expresiei genelor CRP, IL-1 crescand efectul
acesteia [142].

Monitorizarea si analiza in dinamica a acestor markeri impreuna cu markerii biochimici
recent studiati (ALD A, CAIIl, NT-proBNP, OXSR1), este foarte utila deoarece acestia
reprezintd un punct de plecare ca model de referinta si control in studiul efectuat de prezenta

cercetare doctorala.
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O modificare direct proportionala intre markerii biochimici deja consacrati si utilizati
(hS CRP, IL-1 beta, IL-6, TNF-alfa) si markerii cu specificitate crescutd studiati (ALD A,
CAIll, NT-proBNP, OXSR1) evidentiaza utilitatea crescutd a acestora si ne motiveaza sa

continuam cercetarea prezenta si in viitor.

Capitolul 8. Markeri biochimici ai lizei musculare la pacientii cu sindrom

de strivire
8.1 Introducere

Peptidul natriuretic ventricular sau peptidul natriuretic cerebral (BNP — brain natriuretic
peptide), cunoscut si sub numele de peptidul natriuretic de tip B, este un hormon secretat de
cardiomiocite la nivel ventricular ca raspuns la elongatia produsa prin cresterea volumului de
sange.

Nivelul CK serice totale creste in afectiuni cardiace, cerebrale sau ale muschilor
scheletici  (distrofie musculara Duchenne, polimiozitd, dermatomiozitd, traumatisme
musculare, rabdomioliza ).

Obiectivele specifice ale acestui studiu au constat in:

1. determinarea nivelului NT-proBNP in sangele pacientilor cu sindrom de strivire si la
pacientii care constituie lotul de control si compararea celor doud valori.

2. evaluarea nivelului CK in sangele pacientilor cu sindrom de strivire si compararea cu valorile
de referinta.

8.2 Materiale si metode

Pacientii au fost impartiti in cite doud grupuri.

Grupul 1: pacienti internati d¢ URGENTA cu diagnosticul de SINDROM DE STRIVIRE, in
Spitalul Clinic de Urgenta Bucuresti, in perioada 2016-2021.

Grupul 2: a fost alcatuit din lotul control — pacienti internati pentru alte patologii, CU

EXCEPTIA SINDROMULUI DE STIVIRE.

Protocol de lucru pentru determinarea NT-proBNP

Determinarea NT-proBNP a fost realizatd prin metoda ELISA competitiva, utilizand
kituri si un cititor de placi Stat Fax 300+. Intervalul de detectie al kitului a fost de 50-1000
pg/mL, iar sensibilitatea 1 pg/mL. Metoda de detectie este colorimetrica. Procedura de lucru

este efectuata conform indicatiilor producatorilor Kiturilor.
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Protocol de lucru pentru determinarea CK

Determinarea CK a fost realizata prin metoda spetrofotometrica. Limita de detectie al
kitului a fost de 9,2U/L. Metoda de detectie este colorimetrica. Procedura de lucru este
efectuata conform indicatiilor producatorilor Kiturilor.
8.3 Rezultate

Valorile NT-proBNP au o distributic normala in ambele loturi conform testului
Shapiro-Wilk (p>0.05). Diferentele dintre loturi nu sunt semnificative conform testului
Student (p=0.202), astfel ca la pacientii analizati valorile NT-proBNP nu au fost semnificativ
diferite intre lotul control (126.46 + 46 pg/mL) si lotul de studiu (153.25 + 64 pg/mL).

Tabel VIII.1 Compararea valorilor NT-proBNP intre loturile analizate

Lot Medie = SD Mediana (IQR) p* (p=0.265***)
Control (p=0.462**) 126.46 + 46 121 (85.5-173.5) 0.202
Studiu (p=0.307**) 153.25 + 64 147.5 (95.75-202.75)
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Fig. 8.1 Compararea valorilor NT-proBNP intre loturile analizate
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Fig. 8.2 Reprezentare box-plot a valorilor CK Fig. 8.3 Valoarea CK in lotul de studiu ilustrata alaturi de

intervalul de referinta
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Pentru lotul de pacienti cu sindrom de strivire valoarea CK a fost 1286.5 + 561.6 U/L

comparativ cu intervalul de referinta pentru CK 38-174 U/L barbati si 26-140 U/L femei.

8.4 Discutii

Tn prezent NT-proBNP este utilizat in evaluarea diagnosticului insuficientei cardiace
(IC). La nivel global este utilizat ca biomarker util si rentabil pentru diagnosticul, stratificarea
riscului si monitorizarea terapiei infarctului miocardic acut si cronic [112].

Extinderea domeniului Tn spectrul traumatic nu evidentiaza modificari semnificative
conform testului Student (p=0.202), intre lotul control si lotul de studiu.

Variatiile CK sunt un marker al evolutiei pacientului. Scaderea CK cu 30% zilnic
semnifica eficienta tratamentului iar persistenta valorilor crescute poate semnifica faptul ca
tratamentul medical/chirurgical nu este eficient sau leziunile musculare au fost doar partial
tratate [48, 52].

Tn prezenta cercetare, evolutia CK a fost paraleld cu evolutia pacientului, dovedind
faptul cd o componentd importantd in contextul politraumatismului a fost reprezentd de

afectarea musculara.

Capitolul 9. Markeri biochimici de stres oxidativ la pacientii cu

sindrom de strivire-OXSR1

9.1. Introducere

In literatura de specialitate existd studii pe pacienti politraumatizati, care evidentiaza
aparitia stresului oxidativ. De aceea, obiectivul nostru a fost, determinarea celui mai nou
biomarker de stres oxidativ, OXSR1 si evidentierea unei eventuale corelatii a acestuia cu
valorile celorlalti biomarkeri determinati, In functie de evolutia pacientilor cu sindrom de
strivire.
Obiectivul specific a acestui studiu a constat n:

Determinarea nivelului OXSR1 in sangele pacientilor cu sindrom de strivire si la
pacientii care constituie lotul de control si compararea celor douad valori.
9.2 Materiale si metode
Pacientii au fost impartiti in cate doud grupuri:
Grupul 1: pacienti internati d¢ URGENTA cu diagnosticul de SINDROM DE STRIVIRE, in
Spitalul Clinic de Urgenta Bucuresti, in perioada 2016-2021
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Grupul 2: a fost alcatuit din lotul control — pacienti internati pentru alte patologii, CU
EXCEPTIA SINDROMULUI DE STIVIRE.
Protocol de lucru pentru determinarea OXSR1

Determinarea OXSR1 fost realizata prin metoda ELISA , utilizand kituri si un cititor
de placi Stat Fax 300. Metoda de detectie este colorimetrica.
9.3 Rezultate

Valorile OXSR1 au o distributie non-parametrica in lotul de studiu conform testului
Shapiro-Wilk (p=0.014). Diferentele dintre loturi sunt semnificative conform testului Mann-
Whitney U (p<0.001), observandu-se valori semnificativ mai scazute in lotul de studiu ale
OXSR1 (41 + 28.4 ng/L) comparativ cu lotul control (83.72 £ 32.07 ng/L).

Tabel IX.1 Compararea valorilor OXSR1 intre loturile analizate

Lot Medie £ SD Mediani (IQR) Rang mediu p*
Control (p=0.211**) | 83.72 + 32.07 72.1 (56.2-110.9) 24.38 <0.001
Studiu (p=0.014**) 41 +28.4 32.1 (21.83-56.78) 12.20
g 75

Control Studiu
Lot

Fig. 9.1 Compararea valorilor OXSR1 intre loturile analizate

9.4 Discutii

In literatura de specialitate existi studii care evidentiazi aparitia stresului oxidativ la
pacientii politraumatizati. Acest lucru ar trebui privit ca un punct de plecare in cercetarea
rolului pe care stresul oxidativ il are in evolutia pacientilor.

Rezultatele obtinute in cercetarea prezentd, au ardtat o scadere semnificativa a
nivelurilor de OXSR1 la lotul de studiu comparativ cu lotul control. Acestea, pot conduce la
ideea ca, in conditiile descrise, apar efecte protectoare, probabil printr-o cale moleculara care

are ca rezultat imbundtatirea OXSR1.
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Capitolul 10. Posibile corelatii intre diferitele tipuri de markeri

biochimici la pacientii cu sindrom de strivire
10.1 Introducere

Raspunzand unei necesitafi acute actuale, prezenta cercetare doctorald isi propune sa
fie o contributie la efortul medicinei moderne de a imbunatati supravietuirea si calitatea vietii
pacientilor cu sindrom de strivire. In acest scop, am dorit identificarea unei potentiale corelatii
care sa permitd folosirea profilului biochimic al pacientului la monitorizarea si etapizarea
tratamentului sindromului de strivire.

Modul de obtinere al datelor necesar prezentei analize a fost complex, acesta cuprinzand
ca surse de documentare: documentele medicale ale pacientilor - foi de observatie, analizele
de laborator, consulturile de specialitate, medicatie si evolutie, precum si toate investigatiile
imagistice si paraclinice.

10.2 Materiale si metode

Analiza statistica a fost efectuata folosind IBM SPSS Statistics 25 si Microsoft Office
Excel/Word 2013. Variabilele cantitative au fost testate pentru distributie folosind testul
Shapiro-Wilk. Corelatiile stabilite Tntre acestea au fost efectuate folosind coeficientul de
corelatie Spearman’s rho, raportat la distributia non-parametrica a variabilelor.

10.3 Rezultate

Tabel X.1 Corelatia dintre valorile aldolazei A si valorile IL-1 beta n lotul de studiu

Corelatie p*
ALD A (p=0.414**) x IL-1 beta 0.409, R=-0.185
(p=0.505**)

*Pearson Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Distributia variabilelor este parametrica, corelatia dintre ALD A si IL-1 beta a fost
observata ca fiind nesemnificativa (p=0.409, R= -0.185), astfel ca in acest lot de studiu, nu s-a
gasit o asociere semnificativa intre aceste doua variabile.

Tabel X.2 Corelatia dintre valorile ALD A si valorile IL-6 in lotul de studiu
Corelatie p*
ALD A (p=0.414**) x IL-6 (p=0.081**) 0.513, R=0.147
*Pearson Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Distributia variabilelor este parametrica, corelatia dintre ALD A si IL-6 a fost observata
ca fiind nesemnificativd (p=0.513, R=0.147), astfel cd in acest lot de studiu, nu s-a gasit o

asociere semnificativa intre aceste doua variabile.

17



Tabel X.3 Corelatia dintre valorile ALD A si valorile TNF-alfa in lotul de studiu

Corelatie p*
ALD A (p=0.414**) x TNF-alfa 0.150, R=0.317
(p=0.080**)

*Pearson Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Distributia variabilelor este parametricd, corelatia dintre ALD A si TNF-alfa a fost
observata ca fiind nesemnificativa (p=0.150, R=0.317), astfel ca in acest lot de studiu, nu s-a
gasit o asociere semnificativa Intre aceste doud variabile.

Tabel X.4 Corelatia dintre valorile ALD A si valorile CK in lotul de studiu
Corelatie p*
ALD A (p=0.414**) x CK (p=0.649**) 0.829, R=0.092
*Pearson Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Distributia variabilelor este parametricd, corelatia dintre ALD A si CK a fost observata
ca fiind nesemnificativa (p=0.829, R=0.092), astfel ca in acest lot de studiu, nu s-a gasit o
asociere semnificativa intre aceste douad variabile.

Tabel X.5 Corelatia dintre valorile CAIII si valorile aldolazei A in lotul de studiu
Corelatie p*
CAIlIll (p=0.316**) x ALD A (p=0.414*%*) 0.198, R=0.285
*Pearson Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Distributia variabilelor este parametrica, corelatia observata dintre CAIII si ALD A a
fost observata ca fiind nesemnificativa (p=0.198, R=0.285), astfel ca in acest lot de studiu, nu
S-a gasit o asociere semnificativa intre aceste doud variabile.

Tabel X.6 Corelatia dintre valorile CAIII si valorile IL-1 beta in lotul de studiu

Corelatie p*
CAIll (p=0.316**) x IL-1 beta 0.053, R=0.418
(p=0.505**)

*Pearson Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Distributia variabilelor este parametrica, corelatia observata dintre CAIII si IL-1 beta a
fost observata ca fiind nesemnificativa (p=0.053, R=0.418), astfel ca in acest lot de studiu, nu
S-a gasit o asociere semnificativa intre aceste doud variabile.

Tabel X.7 Corelatia dintre valorile CAIII si valorile IL-6 in lotul de studiu

Corelatie p*
CAIIll (p=0.316**) x IL-6 (p=0.081**) 0.701, R=-0.087
*Pearson Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Distributia variabilelor este parametrica, corelatia observata dintre CAIII si IL-6 a fost
observata ca fiind nesemnificativa (p=0.701, R= -0.087), astfel ca in acest lot de studiu, nu s-a

gasit o asociere semnificativa intre aceste doua variabile.
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Tabel X.8 Corelatia dintre valorile CAIII si valorile TNF-alfa in lotul de studiu

Corelatie p*
CAIlIl (p=0.316**) x TNF-alfa 0.477, R=0.160
(p=0.080**)

*Pearson Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Distributia variabilelor este parametrica, corelatia observata dintre CAIII si TNF-alfa
a fost observata ca fiind nesemnificativa (p=0.477, R=0.160), astfel ca in acest lot de studiu,
nu s-a gasit o asociere semnificativa intre aceste doud variabile.

Tabel X.9 Corelatia dintre valorile CAIII si valorile CK in lotul de studiu
Corelatie p*
CAIII (p=0.316**) x CK (p=0.649**) 0.654, R=0.189
*Pearson Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Distributia variabilelor este parametrica, corelatia observata dintre CAIII si CK a fost
observata ca fiind nesemnificativa (p=0.654, R=0.189), astfel ca in acest lot de studiu, nu s-a
gasit o asociere semnificativa Intre aceste doud variabile.

Tabel X.10. Corelatia dintre NT-proBNP si hsCRP
Corelatie p*
NT-proBNP (p=0.159**) x hsCRP (p=0.004**) 0.419, R=0.145
*Spearman’s rho Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Valoarea hsCRP este distribuita non-parametric, corelatia observata nu este
semnificativd statistic (p=0.419), astfel cd la pacientii analizati nu a existat o asociere
semnificativa intre NT-proBNP si hsCRP.

Tabel X.11. Corelatia dintre NT-proBNP si OXSR1
Corelatie p*
NT-proBNP (p=0.159**) x OXSR1 (p=0.030**) 0.770, R=0.053
*Spearman’s rho Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Valoarea OXSRI1 este distribuitd non-parametric, corelatia observatd nu este
semnificativd statistic (p=0.770), astfel ca la pacientii analizati nu a existat o asociere
semnificativd intre NT-proBNP si OXSR1.

Tabel X.12. Corelatia dintre hsSCRP si OXSR1
Corelatie p*
hsCRP (p=0.004**) x OXSR1 (p=0.030**) 0.002, R=-0.517
*Spearman’s rho Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test
Ambele variabile sunt distribuite non-parametric corelatia observata este semnificativia

si negativa, de grad ridicat (p=0.002, R= -0.517), astfel ca la pacientii analizati valorile
ridicate pentru hsCRP se asociazi semnificativ mai frecvent cu valori scizute pentru
OXSR1.
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Tabel X.13 Corelatia dintre valorile IL-1 beta si valorile IL-6 Tn lotul de studiu
Corelatie p*
IL-1 beta (p=0.505**) x IL-6 (p=0.081**) 0.589, R=-0.122
*Pearson Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Distributia variabilelor este parametrica, corelatia observata dintre IL-1 beta si IL-6 a
fost observata ca fiind nesemnificativa (p=0.589, R=-0.122), astfel ca in acest lot de studiu, nu
S-a gasit o asociere semnificativa intre aceste doud variabile.

Tabel X.14 Corelatia dintre valorile IL-1 beta si valorile TNF-alfa in lotul de studiu
Corelatie p*
IL-1 beta (p=0.505**) x TNF-alfa (p=0.080**) 0.879, R=0.034
*Pearson Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Distributia variabilelor este parametricd, corelatia observata dintre IL-1 beta si TNF-
alfa a fost observata ca fiind nesemnificativa (p=0.879, R=0.034), astfel ca in acest lot de
studiu, nu s-a gasit o asociere semnificativa intre aceste doua variabile.

Tabel X.15 Corelatia dintre valorile IL-1 beta si valorile CK in lotul de studiu
Corelatie p*
IL-1 beta (p=0.505**) x CK (p=0.649**) 0.725, R=0.149
*Pearson Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Distributia variabilelor este parametricd, corelatia observata dintre IL-1 beta si CK a
fost observata ca fiind nesemnificativa (p=0.725, R=0.149), astfel ca in acest lot de studiu, nu
S-a gasit o asociere semnificativa Intre aceste douad variabile.

Tabel X.16. Corelatia dintre valorile IL-6 si valorile TNF-alfa in lotul de studiu
Corelatie p*
IL-6 (p=0.081**) x TNF-alfa (p=0.080**) 0.453, R=0.169
*Pearson Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Distributia variabilelor este parametricd, corelatia observata dintre IL-6 si TNF-alfa a
fost observata ca fiind nesemnificativa (p=0.453, R=0.169), astfel ca in acest lot de studiu, nu
S-a gasit o0 asociere semnificativa intre aceste doud variabile.

Tabel X.17. Corelatia dintre valorile IL-6 si valorile CK in lotul de studiu
Corelatie p*
IL-6 (p=0.081**) x CK (p=0.649**) 0.553, R=0.248
*Pearson Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Distributia variabilelor este parametrica, corelatia observata dintre IL-6 si CK a fost
observata ca fiind nesemnificativa (p=0.553, R=0.248), astfel ca in acest lot de studiu, nu s-a

gasit o asociere semnificativa intre aceste doua variabile.
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Tabel X.18 Corelatia dintre valorile TNF-alfa si valorile CK 1n lotul de studiu
Corelatie p*
TNF-alfa (p=0.080**) x CK (p=0.649**) 0.779, R=-0.119
*Pearson Correlation Coefficient, **Shapiro-Wilk Test

Distributia variabilelor este parametrica, corelatia observata dintre TNF-alfa si CK a
fost observata ca fiind nesemnificativa (p=0.779, R=-0.119), astfel ca in acest lot de studiu, nu

S-a gasit o asociere semnificativa intre aceste doud variabile.

Capitolul 11. Perspective in evaluarea si diagnosticul rapid al SS

Tabel XI .2 Descrierea parametrilor evaluati in studiu

Parametru N Medie £ SD Mediana (IQR) Min Max
CAlll 42 98.55 + 61.89 127 (33.3-153.7) 17 188
ALD A 42 2084.44 £ 1247.5 1530 (946.9-3104.6) 706 4503
IL-1 beta 22 13.16 + 2.49 12.7 (11.7-15.3) 9 19
IL-6 22 8.53+1.35 8.45 (7.28-9.4) 7 12
TNF-alfa 22 16.55+ 2.24 16.8 (14.93-18.5) 12 19
CK 8 1286.5 £ 561.6 1290 (974-1510.7) 352 2332
NT-proBNP 20 142.7 + 58.32 137 (92-184) 59 288
hsCRP 20 3.94+3 4.2 (0.85-6.1) 0.3 10.2
OXSR1 20 57.82 + 36.25 52.5 (27.4-74.95) 94 136.5

Avand in vedere gravitatea consecintelor si evolutiei SS consideram ca monitorizarea
acestor markeri in dinamica va fi un pion important in prevenirea aparitiei complicatiilor locale
si generale si va creste speranta de viatd a pacientilor cu SS.

Plecand de la aceasta idee, eu si echipa de studiu dorim continuarea cercetarii acestor
markeri (ALD A, CAIll, NT-proBNP, OXSR1) si in viitor, in speranta ca determinarea lor
rapida si specificitatea crescuta a acestora pentru leziunile musculare va scadea durata de timp

necesara punerii diagnosticului si insituirii tratamentului de specialitate.

Capitolul 12. Concluzii si contributii personale

Prezenta cercetare doctorald isi propune sa fie o contributie la efortul medicinei
moderne de a Tmbunadtati supravietuirea si calitatea vietii pacientilor cu sindrom de strivire,

confirmand necesitatea abordarii interdisciplinare a patologiei si evidentierea importantei
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cercetarii fundamentale in Tmbunatatirea algortimilor terapeutici actuali, prin introducerea unor
parametrii biochimici noi si specifici pentru evolutia pacientilor cu sindrom de strivire.

Scopul prezentei cercetdri doctorale este tocmai o abordare interdisciplinard a
tratamentului acestor pacienti Cu 0 stare deosebit de gava, care sa aiba ca rezultat scaderea
mortalitatii $i morbiditatii.

Acestea sunt posibile doar prin abordarea algoritmilor de tratament si prin integrarea
acestor elemente de biochimie, In scopul optimizarii tratamentului.

Obiectivele concrete pe care prezenta cercetare stiintifica si le-a propus si le-a
indeplinit, au fost:

-definirea profilului biochimic al pacientului cu sindrom de strivire (constand in identificarea
parametrilor biochimici cu specificitate crescuta necesari pentru monitorizarea eficienta a
pacientului)

-identificarea unor markeri biochimici noi

Biomarkerii ALD A si CAIIL, markeri biochimici cu semnificatie clinica deosebita si
care nu se determind in mod curent la pacientii cu sindrom de strivire, pot avea un rol deosebit
de important Tn monitorizarea acestora. Activitatea ALD A se coreleaza pozitiv cu activitatea
CAIll, cu markerii de inflamatie (IL-6, TNF-a) si cu activitatea CK, biomarker al lizei
musculare, oferind un tablou molecular in concordanta cu cel clinic.

Pacientii cu sindrom de strivire prezinta cel mai adesea un raspuns inflamator sistemic.
Studiul prezent este in concordantd cu aceste date si evidentiaza prezenta inflamatiei la
pacientii cu sindrom de strivire analizati. Astfel, acesti biomarkeri pot fi considerati indicatori
ai evolutiei si ai prognosticului In sindromul de strivire.

IL-1 beta, IL-6, TNF-alfa, hsCRP, biomarkeri asociati si binecunoscuti sindromului
inflamator, au valori semnificativ crescute in lotul pacientilor cu sindrom de strivire comparativ
cu lotul control (in cazul hsCRP) sau cu valorile de referinta (in cazul IL-1 beta, 1L-6 si TNF-
alfa).

Pacientii cu sindrom de strivire au statusul redox al organismului perturbat. Concluzia
acestui studiu este in concordanta cu alte studii din literatura de specialitate, care au evidentiat
aparitia stresului oxidativ la pacientii politraumatizati. Rezultatele obtinute in cercetarea
prezenta, au aratat o scadere semnificativa a nivelurilor de OXSR1 in lotul de studiu comparativ
cu lotul control si pot conduce la ideea ca, in conditiile acestea, apar efecte protectoare, probabil

printr-o cale moleculara care are ca rezultat imbunatatirea OXSR1.
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n prezent principala utilizare a markerului NT-proBNP este in evaluarea diagnosticului
insuficientei cardiace si diagnosticul, stratificarea riscului si monitorizarea terapiei infarctului
miocardic acut si cronic.

Desi exista studii de specialitate care schiteaza 0 posibila contributie a acestui marker
si in cazul traumatismelor prin strivire, rezultatele obtinute de noi sustin ideea ca extinderea
domeniului de cercetare in spectrul traumatic nu evidentiaza modificari semnificative intre
lotul control si lotul de studiu.

CK este un marker important de prognostic in evolutia pacientului cu SS. Scaderea CK
cu 30% zilnic semnifica eficienta tratamentului pe cand persistenta valorilor crescute ale CK
semnifica faptul ca tratamentul medical/chirurgical nu este eficient sau leziunile musculare au
fost doar partial tratate. In lotul de pacienti monitorizati de noi, evolutia CK a fost paraleld cu
evolutia pacientului, dovedind faptul ca afectarea musculara a fost o componenta importanta
in contextul politraumatismului.

Cu toate ca, CK nu prezinta o specificitate dedicata sindromului de strivire, el reprezinta
0 componenta importanta in evaluarea SS, monitorizarea acestuia avand rol de model in

evaluare dinamici a noilor markeri biochimici de interes medical.
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