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Hepatopatiile cronice difuze (chronic liver disease - CLD) reprezinta o cauza
importanta de deces in randul omenirii, chiar daca sunt disponibile noi tratamente antivirale in
cazul virusului hepatitei C (VHC) care pot induce un raspuns viral sustinut in céateva
saptamani, precum si tratamentul antiviral pentru virusul hepatitei B (VHB) care, intr-adevar,
nu vindeca boala, dar este capabil s& mentinad aviremia, sau, cel putin, o incarcatura virala
scazuta stabila. Pe langa abuzul de alcool, o cauza emergenta recunoscuta a CLD este
steatoza hepatica asociata disfunctiei metabolice (MASLD) datorita cresterii cazurilor de
diabet zaharat de tip 2, sindrom metabolic si obezitate. Leziunile hepatice continue provoaca
o0 serie de reactii inflamatorii, care contribuie la progresia catre fibroza hepatica si ciroza. Prin
urmare, a fost necesar sa se dezvolte noi instrumente pentru diagnostic, precum si pentru
monitorizarea rigiditatii hepatice ca marker al fibrozei la pacientii cu CLD.

Complicatiile fibrozei hepatice pot fi grave, hepatocarcinomul (HCC) dezvoltandu-se
pe un fond fibrotic sau cirotic in peste 80 % din cazuri; astfel, ciroza hepatica este un factor
de risc pentru HCC, care reprezinta a cincea cea mai frecventa tumora solida si a doua cauza
de mortalitate legatd de cancer. Mai mult, modificarile structurale si functionale din cadrul
cirozei hepatice provoaca hipertensiune portala. Alte consecinte clinice importante cauzate de
hipertensiunea portald includ ascita, sangerarea variceala, encefalopatia hepatica si
insuficienta renald. Hipertensiunea portala este asociata cu o crestere suplimentara a rigiditatii
hepatice.

Utilizarea pe scara larga a elastografiei impulsionale (Vibration-Controlled Transient
Elastography - VCTE) pentru masurarea rigiditatii hepatice (MRH) ca marker al fibrozei,
reprezintd o schimbare semnificativa in evaluarea bolii hepatice, oferind comoditatea
masuratorilor repetitive a rigiditatii la pacientii sevrati si in timpul terapiei antivirale.

Scopul acestei cercetari este acela de a analiza utilitatea VCTE in evaluarea dinamicii
rigiditatii hepatice ca marker al fibrozei in anumite hepatopatii cronice, precum si utilitatea
VCTE si Controlled Attenuation Parameter (CAP) ca metoda de referinta in sisteme mai noi
pentru evaluarea rigiditatii hepatice (RH) si cuantificarea steatozei hepatice.

PARTEA GENERALA

Capitolul 1. Epidemiologia hepatopatiilor cronice in Romania

Hepatopatiile cronice au o gama larga de cauze, inclusiv toxine, consumul de alcool
pe termen lung, infectii, tulburari autoimune si genetice sau metabolice. HBV, HCV, MASLD si
boala alcoolica hepatica (BAH) sunt cele mai des implicate in etiologie, cu toate acestea rolul
hepatitei virale, MASLD si BAH in ordinea etiologiei a CLD se schimba rapid.

in Romania, s-a stabilit o prevalenta a ratei de 4,4 si 27% pentru HBsAg si respectiv
anticorpii anti-HBc, reprezentand o cifra ridicata pe intreg teritoriul Uniunii Europene. De
asemenea, un studiu realizat in 2020 aratd o prevalentd de 1,93% a infectiei cu VHC in
Romania la populatia adulta, cu diferente intre zonele de dezvoltare. intr-un studiu romanesc
ce a inclus 3005 pacienti internati fara afectiuni hepatice cunoscute, frecventa MASLD a fost
de 20%, comparabila cu populatia generala europeana.
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Capitolul 2. EVALUAREA FIBROZEI HEPATICE

Evaluarea fibrozei hepatice se realizeaza prin doua metode: metode invazive (biopsia
hepatica) si neinvazive (elastografia si teste biologice)

Biopsia hepatica

Biopsia hepatica reprezintd inca standardul de aur pentru evaluarea activitatii
necroinflamatorii, steatozei si a fibrozei in bolile hepatice cronice. Cu toate acestea, biopsia
hepatica este o metoda invaziva si poate avea complicatii precum durerea sau sangerarea
(0,3%). Avand in vedere ca in conditile actuale biopsia se efectueaza sub ghidaj ecografic,
riscul de perforatie de organ este minim. Decesul dupa procedura a fost raportat in 0,01% din
cazuri. Alte dezavantaje: variabilitatea intra si interobservator, variabilitatea fragmentului: o
proba de ficat este adecvata pentru investigatia patologica daca este mai lunga de 25 mm si
are mai mult de opt sau unsprezece spatii porte.

Metode non-invazive

Testele non-invazive de evaluare a fibrozei hepatice au devenit mai populare in
practica clinica deoarece evita multiple dezavantaje ale biopsiei hepatice. Metodele
neinvazive sunt clasificate in doud tipuri: teste biologice (biomarkeri) si elastografia, care
evalueaza proprietatile fizice ale tesutului hepatic.

Exista doua tipuri de metode de elastografie: bazata pe ultrasunete (US) si elastografia
prin rezonantd magnetica (MRE).

Elastografie bazata pe ultrasunete

Elastografia s-a dovedit a fi un instrument valoros in diagnosticul si monitorizarea
multiplelor afectiuni medicale, in special in domeniul afectiunilor hepatice cronice, dar si in
patologia tiroidiana, mamar4, prostatica. in ceea ce priveste CLD, elastografia bazata pe
ultrasunete evalueaza rigiditatea ficatului ca marker al fibrozei.

Metodele elastografice bazate pe ultrasunete fi clasificate in doua mari categorii:

1. Shear wave elastography (SWE): Elastografia impulsionala (VCTE), tehnici SWE
bazate pe ARFI (Acoustic Radiation Force Impulse) — toate utilizate pe scara larga pentru
evaluarea fibrozei in CLD

2. Tehnici de tip strain: Strain elastography— mult mai putin utilizate pentru evaluarea
fibrozei hepatice

Elastografia impulsionala (VCTE)

VCTE reprezinta cea mai consacrata metoda elastografica utilizata pentru
stadializarea fibrozei in bolile hepatice cronice, care a fost dezvoltata la inceputul anilor 2000.
Rigiditatea ficatului este masurata cu dispozitivul FibroScan™ (EchoSens, Paris, Franta),
dispozitivul include o sonda echipata cu un vibrator si un transducer ultrasonic cu un singur
element. Rezultatul examinarii este exprimat in kPa ce variaza de la 2,5 la 75 kPa si reprezinta
mediana a 10 masuratori. Urmatoarele criterii sunt utilizate pentru a valida masuratorile: cel
putin zece lovituri valide si un interval interquartil (IQR) mai mic de 30% din valoarea medie a
masurarii rigiditatii hepatice (MRH). MRH neinterpretabila definitd ca mai putin de 10 lovituri
valide, cu un IQR > 30% si MRH nedeterminabil se defineste ca zero lovituri valide.
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Ca avantaje, VCTE este o metoda simpla, usor de invatat, care poate fi efectuata la
patul pacientului cu reproductibilitate buna, performanta ridicata pentru ciroza (AUROC >0,9)
si valoare prognostica buna in ciroza compensata. Ca orice metoda, VCTE are si dezavantaje:
necesita un dispozitiv dedicat, este operator-dependenta, regiunea de interes (ROI) nu poate
fi selectata, nu poate fi efectuata la pacientii cu ascitd perihepatica, supraestimeaza
severitatea fibrozei la pacientii cu hepatitd acuta, ficat de staza, colestaza intrahepatica,
consum excesiv de alcool.

Tehnici SWE bazate pe ARFI

in aceste tehnici, pulsul care deformeaza tesutul este un impuls de ultrasunete centrat
la 0 anumita adancime, generand unde de forfecare care se indeparteaza de zona de aplicare.
in functie de tehnica de mé&surare a vitezei acestor unde de forfecare, tehnicile SWE bazate
pe ARFI sunt: point-SWE (p-SWE); pulsul acustic este centrat intr-un punct in care viteza
undei de forfecare este masurata intr-un ROI, dand o valoare in m/s care poate fi convertita
in kPa; si 2D-SWE si 3D-SWE, in care stimularea tisulara este efectuatd in mai multe puncte
si viteza undei de forfecare este masurata intr-o zona mai mare. Acest tip de elastografie a
devenit posibil odata cu progresele tehnice, rezultatul evaluarii fiind o valoare numerica (fie in
m/s, fie in kPa), dar si o elastograma (o harta bazata pe culori).

Cel mai mare avantaj pe care il ofera 2D-SWE este ca evalueaza o zona mai mare a
ficatului (pana la 10 cm?). De obicei, tesutul mai dur este reprezentat in rosu si tesutul mai
moale in albastru. Este necesara o pregatire minima in ecografie abdominala (> 300 de
examindri) pentru a putea obtine elastograme bune. Raportul IQR/M <30% si adancimea de
masurare < 5—6 cm sunt recomandate ca si criterii de calitate.

Elastografia de tip strain (SE): aceasta metoda depinde de claritatea imaginii in modul
B,pentru evaluarea indicelui de fibroza hepatica (metoda analitica standard actuala a SE) sunt
necesare noua caracteristici: media si deviatia standard a valorii relative de deformare,
complexitatea zonei albastre in ROI, asimetrie, masura de directionare, entropie, momentul
de diferenta inversa, momentul secund unghiular. Limitari: in timp ce activitatea inimii este cel
mai des folosit stimul pentru deformarea tesutului hepatic, un puls slab ar putea avea un
impact negativ asupra calitatii imaginii SE. SE este utila pentru evaluarea pacientilor cu ascita
si spatiu intercostal ingust, desi poate fi dificil de obtinut imagini de calitate la indivizii obezi.
Experienta operatorului poate influenta rezultatele, este necesar evitarea artefactele.
Elastografie prin rezonanta magnetica (MRE)

MRE reprezintd o metoda neinvaziva noua si avansata de evaluare a fibrozei hepatice,
poate fi integrata intr-un sistem standard de imagistica prin rezonanta magnetica (RMN) cu
modificari minore hardware si software, s-a dovedit a fi fiabilda pentru detectarea si
stadializarea fibrozei hepatice cauzate de hepatopatii cronice, cu aplicabilitate mai mare decat
alte metode (ascita, interpunerea hepatodiafragmatica a anselor intestinale si obezitatea).
Limitele metodei: calitatea imaginii RMN poate fi prea scazuta in supraincarcarea cu fier a
tesutului hepatic, in boli precum hemocromatoza sau hemosideroza, este o metoda
consumatoare de timp si costisitoare.



Markeri biologici pentru fibroza

O alta metoda neinvaziva de evaluare a rigiditatii hepatice este reprezentata de testele
biologice, markeri, atat patentati (testul FibroTest®, FibroMeter, HepascoreTM si ELFTM) cat
si nepatentati, precum FIB-4 si indicele Forns’, care au o acuratete adecvata in diagnosticul
fibrozei hepatice avansate. Avantajele markerilor serici: reproductibilitate buna, aplicabilitate
95%, validitate buna, se pot efectua in ambulatoriu, valori prognostice bune pentru fibroza
severa/ciroza in unele etiologii ale CLD. Dezavantajele markerilor serici: hepatic nespecifici,
costisitori (patentati), performanta nu este la fel de buna ca in VCTE in diagnosticul de ciroza
hepatica, rezultate fals pozitive.

Capitolul 3. EVALUAREA STEATOZEI HEPATICE

Importanta evaluarii steatozei hepatice nu se datoreaza numai faptului cd MASLD este
o CLD comund, ci si faptului ca steatoza este frecvent asociatd cu alte afectiuni de tip
hepatopatii cronice, inclusiv VHC, iar steatoza metabolica, mai degraba decat steatoza virala,
duce la o rata scazuta de raspuns la tratamentele antivirale.

Cuantificarea steatozei hepatice folosind tehnici bazate pe ultrasunete
Ecografia abdominala conventionala

Ecografia abdominald conventionald este o tehnica simpla, folosita de un timp
indelungat, disponibila in tot mai multe centre medicale si are costuri reduse. Semnele
ecografice tipice pentru steatoza hepatica sunt ,ficatul alb” cu ,atenuarea posterioara”, de
asemenea, semnul “vessel blurring”. in conditii normale, ficatul si rinichiul drept au aceeasi
ecogenitate, prin urmare raportul rinichi/ficat poate oferi o evaluare mai precisa a steatozei
hepatice.

Metodele cu ultrasunete semi-cantitative sunt reprezentate de: indicele hepatorenal, scorul
Hamaguchi si US-FLI.
Tehnici cantitative bazate pe ultrasunete

Exista doua metode principale de evaluare a steatozei hepatice folosind coeficientul
de atenuare: CAP utilizdnd ultrasunete in modul A si imagistica de atenuare ghidata cu
ultrasunete in modul B.

Controlled Attenuation Parameter (CAP)

CAP este inclusa in dispozitivul Fibroscan din 2010, reprezentand un parametru fizic
destinat evaluarii steatozei hepatice folosind efectele steatozei asupra propagarii
ultrasunetelor. CAP este masurat dupa aceleasi criterii si pe aceleasi semnale utilizate pentru
MRH, rezultatele sunt afisate simultan si sunt exprimate in dB/m, variind de la 100 la
400 dB/m.

Imagistica de atenuare ghidata cu ultrasunete in modul B

In ultimul timp, in ecografe sunt implementate tot mai multe instrumente software
pentru evaluarea atenuarii ultrasunetelor folosind modulul B. Dintre acestea, merita
mentionate: ultrasound-guided attenuation parameter (UGAP) - General Electric, attenuation
imaging (ATI) - Canon, Attenuation (ATT) - Fuijifilm, tissue attenuation imaging (TAI) -
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Samsung, attenuation coefficient (AC) - Siemens, liver fat quantification (LFQ) - Philips,
ultrasound attenuation parameter (UAP) — FibroTouch.
MAGNETIC RESONANCE IMAGING PROTON DENSITY FAT FRACTION (MRI-PDFF)
Imagistica prin rezonantd magnetica cuantificd steatoza hepaticd prin masurarea
fractiunii grasimii densitatii protonilor (PDFF). PDFF este raportul dintre protonii atasati
grasimii impartit la totalul de protoni din ficat, asa cum se aratd in RMN. Rezultatele sunt in
procente, variind de la 0 la 100 la suta. Ca un dezavantaj, RMN-ul nu poate fi folosit des pentru
screening-ul si urmarirea steatozei hepatice, din cauza disponibilitatii sale limitate si cost-
eficientd scazut. Avand in vedere frecventa in crestere a MASLD, este necesar un instrument
de diagnostic non-invaziv mai disponibil si mai rentabil pentru evaluarea steatozei hepatice.

PARTEA SPECIALA

Obiectivele cheie ale studiilor din componenta acestei teze au fost evaluarea dinamicii
rigiditatii hepatice in hepatopatiile ca un marker al fibrozei si cuantificarea steatozei hepatice
folosind noi tehnici de elastografie.

Capitolul 4. OBIECTIVE GENERALE

(1) Evaluarea modificarilor dinamice ale rigiditatii hepatice ca marker al fibrozei masurate prin
VCTE la pacientii cu hepatita cronica B supusi terapiei NUC

(2) Evaluarea fiabilitatii si semnificatiei VCTE in mediile clinice reale.

(3) Stabilirea utilitatii masuratorilor 2D-SWE obtinute folosind o noua tehnica, folosind VCTE
cu parametru de atenuare controlata (CAP) ca metoda de referinta

(4) Determinarea utilitatii unui nou sistem de cuantificare a steatozei hepatice - Ultrasound-
Guided Attenuation Parameter (UGAP)

Capitolul 5. MATERIALE $| METODE
Subiecti

Inainte de a participa la cercetare, toate persoanele au semnat consimtdmantul pentru
participarea la MRH, precum si la evaluare ecografica si recoltarea probelor biologice.
Criteriile de includere si excludere au fost personalizate in functie de obiectivele fiecarui
studiu. Aceasta cercetare a fost efectuata in conformitate cu cea mai recenta editie a
Declaratiei Asociatiei Medicale Mondiale de la Helsinki si a fost aprobaté de comitetul local de
etica.
Ecografia abdominala

Inainte de mésurarea rigidititii hepatice, subiectii au fost evaluati prin ecografie
abdominala, evaluarea ficatului facandu-se initial prin abord subcostal si ulterior prin abord
intercostal, observandu-se semnele care ar putea afecta MRH: existenta leziunilor hepatice,
obstructie biliara si/ sau ascita; precum si prezenta steatozei.



Clasificarea steatozei hepatice poate fi efectuata folosind un sistem de gradare
calitativa: Grad 1: crestere minora a ecourilor fine cu vizualizarea normala a diafragmei si a
limitelor vasculare intrahepatice; Gradul 2: crestere moderatd difuza a ecourilor fine cu
vizualizarea usor afectata a diafragmei si a vaselor intrahepatice si gradul 3: crestere marcata
a ecourilor fine cu vizualizare slaba sau inexistenta a diafragmei, a limitelor vaselor
intrahepatice si a portiunii posterioare a lobul drept al ficatului.

Elastografie impulsionala (VCTE) si Controlled Attenuation Parameter (CAP)

VCTE (EchoSens®, Paris, Franta) cu sau fara CAP reprezinta metoda de referinta
elastografica in aceasta cercetare. Toti pacientii au fost evaluati in repaus alimentar timp de
cel putin patru ore, in decubit dorsal, cu bratul drept sub cap, in abductie maxima, utilizand un
abord intercostal la nivelul lobului drept al ficatului. Operatorul utilizeaza, in functie de indicele
de masa corporalad (IMC), sonda M sau XL, imagini ultrasonografice in modul M si in modul A
pentru a identifica ficatul si initiaza masurarea la apasarea butonului dedicat.

Se determina 10 valori exprimate in kPa intr-un interval cuprins intre 2,5-75 kPa
(pentru VCTE) si dB/m (pentru CAP) intr-un interval intre 100 si 400 dB/m. Criteriul de
fiabilitate pentru valoarea mediana a celor 10 masuratori este un interval intercuartil la raportul
median (IQR/M) de <30%. O masuratoare VCTE nedeterminabila a fost definita daca nu s-a
obtinut o valoare valida dupa cel putin 10 lovituri, iar o masurare a fost considerata
interpretabila daca s-au putut obtine mai putin de 10 lovituri valide si/sau IQR/M = 30%.
2D-SWE cu Attenuation Imaging (ATI)

Examinarile ecografice si masuratorile rigiditatii hepatice au fost efectuate folosind
sistemul Canon Aplio i800 cu sonda Multi-Frequency Slim Face Convex PVI-475BX (i8CX1)
4 MHz, pacientul fiind neméancat de cel putin 4 ore, pozitionat in decubit dorsal, cu bratul drept
in spatele capului, in timp ce isi tine respiratia se fac 5 masuratori (cu IQR/M = 30%),
rezultatele fiind valorile mediane ale masuratorilor, exprimate in kPa. Pentru ATI, protocolul de
achizitie a fost acelasi ca si pentru SW, masuratorile interpretabile au fost definite ca valoarea
mediana a 5 masuratori cu un IQR/M <30% si R"2>0.90, ROIl-ul ATI pozitionat chiar sub
artefactul portocaliu al capsulei ficatului, valori numerice exprimate in dB/cm/MHz.
Ultrasound-Guided Attenuation Parameter (UGAP)

UGAP evalueaza coeficientul de atenuare folosind o fantoma de referinta care contine
particule de sticla din materiale de atenuare cunoscute. Utilizeaza o metoda automata de
masurare pentru a determina si analiza domeniul optim de masurare. Diafragma este
eliminata automat, iar panta este masurata in intervalul optim pentru a obtine un coeficient de
atenuare realist. Masuratorile UGAP au fost realizate cu ajutorul unui aparat cu ultrasunete
LOGIQ E10 (GE Healthcare, Wauwatosa,WI, SUA), cu o sonda convexa C1-6-D, pacientii in
repaus alimentar se aflau in decubit dorsal, iar in lobul drept al ficatului, intr-o zona omogena,
a fost pozitionata o harta de atenuare bazata pe culori. Masuratorile UGAP interpretabile au
fost definite ca valoarea mediana a 10 masuratori, cu un IQR/M <0,30. Valorile UGAP sunt
prezentate in dB/cm/MHz sau dB/m.



Caracteristicile studiilor

In primul studiu, am inclus 87 de subiecti cu hepatita cronica B care au avut pana la
sapte MRH, evaluati inainte de inceperea terapiei si urmariti in fiecare an in timpul perioadei
de urmarire pentru un interval median de 64 de luni (interval 12-108). La evaluarea initiala
VCTE, s-au utilizat urmatoarele valori cut-off: 7,9 kPa pentru F22, 8,8 kPa pentru F=3 si 11,7
kPa pentru F4.

Criteriile de excludere au fost pacientii cu o urmarire mai mica de 1 an, pacientii cu
insuficienta renala cronica, pacientii mai tineri de 18 ani, consumul intens de alcool (consum
de etanol mai mult de 210 grame/saptamana la barbati si 140 grame/saptaméana la femei),
pacienti cu ascita perihepatica, obstructie biliard, pacienti cu niveluri crescute ale
transaminazelor de peste cinci ori limita superioara a normalului, pacienti cu leziuni hepatice
focale, pacienti cu insuficientd cardiaca ce poate provoca congestie hepatica si pacienti cu
stimulatoare cardiace.

Al doilea studiu, este un studiu retrospectiv realizat intr-o perioada 2007-2019 si a
inclus pacienti care s-au prezentat la centrul nostru pentru masuratori de rigiditate hepatica
(MRH). Criterii de excludere: varsta sub 18 ani, leziuni hepatice focale, obstructie biliara,
ascita perihepatica, gravide, pacienti cu stimulatoare cardiace si abuz recent de alcool. Mai
mult, au fost inclusi si pacienti cu MRH repetitiv pe parcursul perioadei.

La evaluarea valorilor MRH de-a lungul anilor, au fost investigate separat 3 tipuri de
afectiuni: hepatita virala cronica (HV); boli autoimune (AID) si boli ale ficatului gras (FLD).

Am utilizat valorile cut-off ale meta-analizei Tsochatzis pentru a diferentia stadiile
fibrozei hepatice: F2 = 7 kPa; F3 29,5 kPa si F4 212 kPa.

Al treilea studiu a inclus 112 subiecti cu MRH interpretabile, dintre care 44 subiecti
sanatosi si 68 subiecti cu hepatopatii cronice. Pentru subiectii sdnatosi criteriile de includere
au fost: varsta mai mare de 18 ani, teste biologice hepatice normale (aspartat
aminotransferaza, alanin aminotransferaza, bilirubina totala, y-glutamil transpeptidaza,
fosfataza alcalind) si valori ale RH <7 kPa. Criterii de excludere pentru pacientii cu CLD: varsta
sub 18 ani, aflati sub tratament antiviral, prezenta ascitei, leziuni hepatice focale, obstructie
biliara sau/si congestie hepaticd de cauza cardiaca. Valorile cut-off VCTE utilizate pentru
diferentierea stadiilor de fibroza hepatica: F=1: 7 kPa, F =2 2: 8,4 kPa si F=4: 13,2 kPa. Pentru
diferentierea stadiilor de steatoza hepatica, s-au folosit valorile limita CAP propuse de
Eddowes si colab.: S1 (usoara): 274 dB/m, S2 (moderata): 290 dB/m, S3 (severa): 302 dB/m.

S-a utilizat transducerul convex Multi-Frequency Slim Face PVI-475BX (i8CX1) 4 MHz
pentru a evalua RH prin 2D-SWE.Pentru achizitia de Atenuation Imaging (ATI) pacientul se
afla in aceeasi pozitie ca si in evaluarea cu SWE, cu sonda perpendiculara pe suprafata
ficatului, ATl ROI a fost situat imediat sub artefactul portocaliu al capsulei hepatice.

Al patrulea studiu a fost compus din 179 de subiecti cu CLD sau subiecti cu ficat
sanatos, evaluati prin UGAP, VCTE si CAP in aceeasi sedinta. Criteriile de includere pentru
toti subiectii au fost varsta peste 18 ani, consimtamantul informat semnat. Criteriile de
includere pentru subiectii sanatosi au fost: lipsa antecedentelor de hepatopatie cronica,
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pacienti negativi pentru hepatita B si/sau C, o examinare cu ultrasunete abdominald normala
si valori RH <6,5 kPa.

Urmatoarele valori cut-off VCTE au fost utilizate pentru a diferentia intre stadiile de
fiboroza hepatica: F21: 7 kPa, F = 3: 9 kPa si F=4: 11,8 kPa. Pentru diferentierea stadiilor de
steatoza hepatica s-au folosit valorile limitd CAP propuse de producator: S1 (usoara): 230
dB/m, S2 (moderata): 275 dB/m, S3 (severa): 300 dB/m.

Masuratorile UGAP au fost efectuate folosind un ecograf LOGIQ E10 (GE Healthcare,
Wauwatosa, WI, SUA) cu o sonda cu matrice convexa C1-6-D. Masuratorilie UGAP
determinabile sunt definite ca valoarea mediana a 10 masuratori efectuate intr-o regiune
omogena a parenchimului hepatic, cu un IQR/M <0,30. Valorile UGAP sunt afisate in
dB/cm/MHz sau dB/m.

Capitolul 6. REZULTATE

Studiul 1: Dynamic changes in Liver Stiffness measured by Transient Elastography in
patients with chronic hepatitis B undergoing antiviral therapy with nucleos(t)ide
analogues: a 10-year longitudinal study

Raspunsul la tratament, in functie de nivelurile serice ale viremiei, a fost urmatorul: din
pacienti (73,5%) in primul an, 72 (82,7%) in anul doi si 79 (90,8%) in anul trei.

Pacientii au fost urmariti un interval mediu de 64 de luni (interval 12-84), valorile medii ale
rigiditatii hepatice au sc&zut semnificativ intre prima si a doua masuratoare. incepand cu al
doilea an, MRH au ramas stabile per general.

Cand cohorta a fost impartita in 2 sub-cohorte in functie de evaluarea initiala a rigiditatii
hepatice- ciroza (24 pacienti) vs non-ciroza (63 pacienti), MRH au scazut semnificativ la
pacientii cu ciroza hepatica dupa doar un an, 24.6 + 4.3 kPa faté de 13.5 + 4.2 kPa, p= 0.007.
La pacientii fara ciroza, scaderea nu a fost semnificativa dupa un an, 7.31 + 3.62 vs. 6.80 +
2.41,p=0.27.

La analiza incarcaturii virale initiale, la pacientii cu viremie sub 100.000 Ul (38 de
pacienti), MRH au scazut semnificativ dupa un an de tratament: 13.2 + 5.2 kPa vs. 8.6 + 4.4
kPa, p < 0.0001; comparativ cu MRH la pacientii cu viremie mai mare (49 de pacienti): 9.7 =
5.9 kPa vs. 8.4 £ 3.8 kPa, p = 0.25.

La pacientii cu valori ale transaminazelor peste limita superioara a normalului (35 de
pacienti), MRH au scazut semnificativ dupa un an: 13.0 £ 5.8 kPa vs. 9.3 + 4.3 kPa, p = 0.02;
iar la pacientii cu valori normale (52 de pacienti) MRH au scazut, dar fara semnificatie
statistica, 10.6 + 9.5 kPa vs. 7.9 + 3.8 kPa, p = 0.06. De asemenea, s-a constatat o corelatie
puternica si directa la lotul cu valori initiale mari ale transaminazelor in ceea ce priveste
scaderea rigiditatii hepatice si scaderea transaminazelor, r = 0.81, p < 0.0001.
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Studiul 2. The Prevalence of Liver Fibrosis Stages on More than 23,000 Liver Stiffness
Measurements by Vibration-Controlled Transient Elastography: A Single Center Study
Frecventa si determinanti ale masuratorilor nedeterminabile si neinterpretabile

Baza de date contine 23420 de masuratori, dintre acestea, MRH valide au fost obtinute
in 90.91% (21291/23420) dintre masuratori, iar 2129 (9.09%) dintre masuratori au fost
considerate nedeterminabile sau neinterpretabile. MRH au fost obtinute cu sonda M in 16635
(71%) cazuri si cu sonda XL in 6785 (29%) cazuri. 68,6% (1460/2129) dintre masuratorile
invalide au fost obtinute cu sonda M si 31.4% (669/2129) au fost obtinute folosind sonda XL.

Pacientii cu un IMC peste 30 kg/m2 au avut sanse de 2,5 ori mai mari de MRH
nedeterminabile in analiza univariata, desi in analiza multivariata, acest risc a fost redus, dar
a ramas semnificativ.

Véarsta de peste 60 de ani a crescut usor sansele de MRH nedeterminabile, cu
diferente minore intre analiza univariata si multivariata. Sexul masculin a avut o mica crestere
a sanselor pentru MRH nedeterminabile in analiza univariata. Cu toate acestea, riscul relativ
este putin sub 1 in analiza multivariata, ceea ce sugereaza ca sexul masculin ar putea sa nu
creasca semnificativ riscul atunci cand se iau in considerare alti factori. Pacientii cu boala
metabolica au avut de 1,5 ori sanse de MRH nedeterminabile in analiza univariata, de
asemenea, acest risc crescut ramane notabil inh analiza multivariata.

Pe baza valorilor cut-off VCTE propuse de Tsochatzis si colab., stadiile fibrozei
hepatice din grupul nostru de masuratori (n =21291) au fost: F <2: 10308 masuratori (48.4%);
F2: 3342 masuratori (15.7%); F3: 1842 masuratori (8.7%) si F4: 5799 masuratori (27.2%).
Dinamica MRH de-a lungul anilor

in anul 2008, valoarea medie a MRH a crescut la 15.20 kPa, mai mult decat dublu fata
de 2007. Cresterea substantiala este insotitd de o deviatie standard (SD) de 15.14 kPa,
aratand o dispersie larga a punctelor de date in 2008. intre 2009 si 2014, nivelurile medii ale
MRH au ramas stabile la aproximativ 13-14 kPa. Din 2015, a existat o tendinta de scadere
progresiva, 2019 a notat cea mai scazuta valoare medie de 10.58 kPa pe tot parcursul
intervalului de timp. A fost efectuata o subanaliza a pacientilor cu VHC. La pacientii tratati cu
antivirale cu actiune directa (DAA) dinamica MRH a scazut (16.55 +9.67 kPa vs. 11.12 £7.78
kPa, p = 0.02), in timp ce pacientii cu VHC netratati au prezentat o crestere substantiald a
dinamicii MRH (13.37 + 1 kPa vs. 20.78 + 12.13 kPa, p < 0.001). La pacientii cu VHB care au
urmat tratament antiviral, RH a scézut treptat, in special la cei cu valori initiale ridicate ale
alanin aminotransferazei si a incarcaturii virale.

Valorile MRH in functie de etiologie

La analiza valorilor MRH in functie de etiologie si sex, indiferent cate masuratori au
fost efectuate in timp la pacientii cu hepatitad virald, doar tipul de hepatita virala si sexul
masculin au fost asociate cu valorile MRH.

Cand am analizat valorile MRH in functie de AID, am observat ca indiferent de tipul
bolii autoimune sau de sexul timpului, niciunul dintre factori nu este asociat cu valoarea MRH.

Pentru boala ficatului gras, factorii asociati cu valoarea MRH au fost tipul de FLD.
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Studiul 3: Quantification of Steatosis and Fibrosis using a new system implemented in
an ultrasound machine

Acest studiu isi propune sa evalueze utilitatea 2D-SWE (Aplio i800 Canon Medical
Systems) pentru evaluarile neinvazive ale RH si a steatozei hepatice, folosind ca metoda de
referinta VCTE cu CAP intr-o cohortd de subiecti compusa din 112 adulti cu MRH
determinabile, dintre care 44 de subiecti sanatosi si 68 de subiecti cu hepatopatii cronice.

Valorile medii MRH obtinute cu 2D-SWE au fost similare cu cele obtinute cu VCTE
(7.21+4.3 vs 7.4718.13, p=0.66), iar diferenta medie intre VCTE si 2D-SWE a fost de 0.3+0.01.

A existat o corelatie pozitiva intre valorile rigiditatii hepatice obtinute folosind VCTE si
2D-SWE: r=0.88, p<0.0001 si intre coeficientii de evaluare a steatozei (CAP vs. ATI), r=0.81,
p<0.0001.

In ceea ce priveste steatoza hepatica, cele mai bune valori de cut-off ale ATl au fost:
pentru S=1 — 0.79 dB/cm/mHz si pentru S3 -0.86 dB/cm/mHz.

Studiul 4. Ultrasound-Guided Attenuation Parameter (UGAP) for the quantification of
liver steatosis using the Controlled Attenuation Parameter (CAP) as the reference
method

Valorile medii UGAP au fost semnificativ mai mici decat valorile medii CAP: 231.5£40.9
dB/m vs. 268.6+61.7 dB/m, p<0.001. Folosind CAP ca metoda de referintd pentru
cuantificarea steatozei hepatice, valorile medii UGAP cresc odata cu severitatea, cu o buna
corelatie intre cele 2 valori (r=0.73, p<0.0001).
Valorile cut-off UGAP obtinute pentru prezicerea gradelor de steatoza hepatica, folosind CAP
ca referinta au fost: S1 —192.5 dB/m; S2 — 231 dB/m; S3 — 248 dB/m.

Capitolul 7. Discutii
7.1. Studiul nr. 1 — Dynamic Changes in Liver Stiffness in Patients with Chronic Hepatitis
B Undergoing Antiviral Therapy

Cel mai notabil rezultat al studiului a fost ca rigiditatea ficatului a scazut in primii doi
ani dupd initierea tratamentului antiviral. In timpul urmaéririi, rigiditatea hepatica trebuie
evaluata pentru a monitoriza progresia bolii si eficacitatea tratamentului.

Nivelurile transaminazelor si incarcatura virald pot fi utilizate pentru a evalua
eficacitatea terapiei, prin urmare, in studiul nostru la pacientii cu niveluri ridicate de
transaminaze, MRH scad semnificativ dupa un an de terapie, aceasta scadere poate fi
explicata si prin scaderea inflamatiei hepatice in timpul tratamentului, deoarece la subiectii cu
niveluri normale ale transaminazelor, unde inflamatia nu a fost la fel de severa, RH s-a redus
dupa un an, desi fara semnificatie statistica. in ceea ce priveste incarcétura virald, dupa un
an de urmarire pacientii cu niveluri initiale mai scézute ale viremiei au inregistrat o scadere
semnificativd a MRH, in timp ce cei cu niveluri initiale mai mari nu au inregistrat-o. Pacientii
cu niveluri mai scazute de viremie au avut, de asemenea, valori initiale mai mari ale rigiditatii
hepatice (13.2 £ 5.2 kPa) comparativ cu cei cu niveluri ridicate (9.7 £ 5.9 kPa).
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Chiar daca acest studiu nu a inclus evaluarea histologica, alte studii din literatura au
aratat ca tratamentul antiviral cu analogi poate duce la regresia fibrozei hepatice, ajutand la
prognosticul pacientilor cu hepatita cronica B.

O alta limitare, nu am folosit 0 metoda neinvaziva pentru a evalua inflamatia, care ar fi
putut contribui la scaderea continua a rigiditatii hepatice. O alta limitare este lipsa datelor
privind testele functiei hepatice pe parcursul urmaririi.

7.2. Studiul nr 2 - The Prevalence of Liver Fibrosis Stages on More than 23,000 Liver
Stiffness Measurements by Vibration-Controlled Transient Elastography: A Single
Center Study

Din cele 23420 de masuratori, fezabilitatea MRH prin VCTE cu sondele M si XL a fost
de 91,2%. Datele indica faptul ca fiabilitatea s-a imbunatatit in timp, cel mai mare procent de
masuratori nedeterminabile si neinterpretabile avand loc in jurul anului 2012. Pana in 2019,
acest procent a scazut pana la cel mai mic nivel. Cel mai mare procent de MRH
nedeterminabile a fost in 2012, 12,45%(265) dintre masuratori. Dupa anul 2012, s-a inregistrat
0 scadere a procentului de masuratori nedeterminabile, cea mai semnificativa scadere avand
loc intre 2014 si 2015, acest lucru posibil datorita unei mai bune pregatiri si a progreselor
tehnologice. Sonda M a avut un procent mai mare de masuratori nedeterminabile si
neinterpretabile in comparatie cu sonda XL, find mai dificil obtinerea MRH corecta la
persoanele cu IMC mai mare cand se utilizeaza sonda M. Un alt factor important este ca sonda
XL a fost disponibila doar din 2012 in clinica noastra.

Similar altor studii, majoritatea MRH nedeterminabile/neinterpretabile au fost obtinute
cu sonda M, in relatie directa cu IMC-ul pacientilor. Studiul aratd o scadere semnificativa a
ratelor de esec ale MRH de-a lungul anilor. in timp ce introducerea sondei XL ar putea fi un
motiv potential, o altd posibila explicatie este experienta crescuta a operatorilor in timp, pe
masura ce clinicienii s-au obisnuit cu tehnica si, prin urmare, fiabilitatea masuratorilor a fost
probabil imbunatatita.

Majoritatea MRH nedeterminabile sau neinterpretabile au fost la pacientii cu VHC
(34,5%), reprezentand si majoritatea pacientilor cu masuratori repetate pe perioada de 13 ani,
urmati de MRH la pacientii cu steatoza hepatica non-alcoolica (NAFLD) (22,4% ). O explicatie
la pacientii cu NAFLD ar putea fi valoarea IMC mai mare. Factorii gasiti implicati in rezultatele
nedeterminabile sunt varsta IMC, sexul si boala metabolica.

in plus, am evaluat cinetica MRH repetate la pacientii cu hepatitd viral& cronic, boli
autoimune si boli ale ficatului gras. Din 1374 de pacienti cu boli hepatice virale cronice, 1048
au avut cel putin 3 MRH efectuate in timp, in timp ce restul au avut 5 LSM. Am analizat ambele
grupuri (3 vs. 5 MRH peste 13 ani) deoarece cu cat durata este mai mare, cu atat este mai
mare posibilitatea de a obtine o buna modelare a realitatii pe baza datelor dobandite si
prelucrate. Valorile MRH sunt puternic dependente de etiologia infectiei in bolile hepatice
virale. In majoritatea cazurilor, pacienti cu VHB au niveluri ridicate de transaminaze,
comparativ cu pacientii cu VHGC, la care transaminazele pot fi normale.
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Existd o legatura certa intre perioada de timp si MRH la persoanele cu hepatopatii
autoimune si ficat gras. Pacientii cu ALD au prezentat o scadere a variabilitatii valorilor MRH
in timp, care poate fi atribuita abstinentei lor de alcool.

Studiul are unele limitari: datoritéd naturii sale retrospective si a perioadei lungi de
urmarire, pacientii au fost evaluati numai folosind VCTE si nu prin utilizarea biopsiei hepatice.
Cu toate acestea, este dificil sa se efectueze biopsii hepatice in serie intr-o cohorta mare
pentru urmarire in practica clinica. O alta limitare a studiului a fost heterogenitatea pacientilor,
variabilitatea etiologiilor si, cel mai important, variabilitatea MRH in diferite perioade de timp.

7.3. Studiul nr. 3 - Quantification of Steatosis and Fibrosis using a new system
implemented in an ultrasound machine

Studiul demonstreazd ca evaluarea fibrozei si steatozei hepatice cu ajutorul
ecografului Canon Aplio i800 este o abordare extrem de practica.

Rezultatele din publicatiile din literatura aratad o corelatie puternica intre elastografia
2D-SWE si evaluarea histologica sau VCTE. O meta-analiza arata o acuratete de diagnostic
excelenta pentru 2D-SWE (folosind biopsia hepatica ca metoda de referinta) pentru stadiile
fibrozei hepatice la pacientii cu VHB, VHC si NAFLD. in plus, 2D-SWE a avut un AUROC mai
mare decat VCTE pentru detectarea fibrozei severe (p=0.001) si cirozei (p=0.022) in toate
cazurile, comparabil cu datele noastre care au aratat AUROC de 0.89 pentru fibroza severa
si 0.94 pentru ciroza.

in plus, pe baza valorilor cut-off VCTE publicate in cercetarile anterioare, am reusit s&
stabilim valorile cut-off 2D-SWE pentru diferite stadii de fibroza in cohorta noastra.

In ceea ce priveste cuantificarea steatozei hepatice, s-a observat o corelatie buna intre
ATl de la Canon cu CAP: r=0.81, p<0.0001, valorile ATI cresc odata cu severitatea steatozei
hepatice.

Limitarile acestui studiu au fost: biopsia hepatica nu a fost folosita ca metoda de
referintd pentru evaluarea stadiilor de fibroza hepatica si steatoza. De asemenea, un numar
limitat de indivizi cu incidenta scazuta a cirozei hepatice si stadii intermediare de fibroza si
steatoza poate sa fi afectat rezultatele.

7.4. Studiul nr. 4 - Ultrasound-Guided Attenuation Parameter (UGAP) for the
quantification of liver steatosis using the Controlled Attenuation Parameter (CAP) as
the reference method

In acest studiu UGAP a avut o rata de fezabilitate ridicata (98,8%), comparabila cu
CAP. Severitatea steatozei a fost asociata cu valori mai mari ale UGAP. AUROC-ul UGAP
pentru prezicerea steatozei hepatice de gradul 3 a fost peste 0.90, indicand o mare acuratete
de diagnostic. De asemenea, intr-un studiu care a inclus 182 de pacienti cu NAFLD sau HCV
care au fost evaluati prin UGAP, CAP, tomografie computerizata si biopsie hepatica, AUROC-
ul UGAP pentru diagnosticarea gradului de steatoza hepatica a fost = 0.90.
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Principala limitare a studiului nostru este lipsa biopsiei hepatice sau MRI-PDFF ca

tehnica de referinta pentru cuantificarea steatozei hepatice. Un alt dezavantaj este numarul

minim de pacienti inclusi cu diverse etiologii.

Capitolul 8. Concluzii

1.

La pacientii cu hepatita cronica B ce urmeaza tratament antiviral, rigiditatea ficatului
evaluata prin Elastografie tranzitorie controlata cu vibratii a scazut semnificativ in primii
doi ani de tratament, dupa aceea a ramas stabila pe un interval mediu de urmarire de
64 de luni (interval 12-84).

in practica clinica, VCTE are o fiabilitate si o semnificatie importants, cu o fezabilitate
de peste 90%.

VCTE ofera atat un raspuns de diagnostic, cat si un instrument de incredere pentru
urmarirea prognosticului bolii. Utilizarea VCTE in practica clinica ajuta la identificarea
precoce a fibrozei si a cirozei, ceea ce duce la rezultate mai bune pentru pacient si la
terapii prompte.

Elastografiei cu unda de forfecare bidimensionala (2D-SWE) cu Attenuation Imaging
(ATI) este 0 metoda foarte fezabila, cu performante excelente in diagnosticarea si
stadializarea fibrozei hepatice, strans corelata cu rezultatele VCTE si CAP.
Ultrasound-Guided Attenuation Parameter (UGAP) pare a fi o metoda buna pentru
cuantificarea steatozei hepatice, corelandu-se puternic cu valorile CAP. Fezabilitatea
este foarte mare si examinarea poate fi efectuata imediat dupa o examinare ecografica
standard.

Ecografele multiparametrice ar trebui sa intre in practica zilnica deoarece pot oferi
informatii importante despre ficat intr-o perioada scurtd de timp. Pot fi folosite de
medici, permitand o evaluare complexa a rigiditatii hepatice si a steatozei in cateva
minute.

15



