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INTRODUCERE

In societatea post-moderni a secolului XXI...

industrializarea, digitalizarea si schimbarea stilului de viata prezente in tarile puternic
dezvoltate si a celor in curs de dezvoltare, au determinat cresterea prevalentei cazurilor de

obezitate si sindrom metabolic.

Legatura stransa intre schimbarea obiceiurilor alimentare, a tipului de alimente

si aparitia obezitatii este o preocupare nu numai a medicilor nutritionisti si diabetologi.

Cresterea prevalentei cazurilor de toleranta alteratd la glucoza si diabet zaharat
nou descoperit la persoane din ce in ce mai tinere, precum si legatura stransa Intre
NAFLD/NASH, obezitate si diabet zaharat, face ca ficatul gras non-alcoolic sa fie o tema
actuala in preocupdrile multor specialisti, pe langa nutritionisti, diabetologi si a medicilor

gastroenterologi, cardiologi, oncologi si medici internisti.

Hepatopatiile cronice sunt la momentul actual o preocupare asidud pentru specialistii
din multe tari, iar ficatul gras non-alcoolic - NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease),
ocupa o pondere din ce in ce mai ridicata in randul acestora. Se poate aprecia astfel ca prin
cresterea prevalentei obezitdtii si a tulburdrilor metabolismului lipidic, impactul clinic

si economic al steatozei hepatice non-alcoolice va deveni enorm.

Steatohepatita non-alcoolica - NASH (non-alcoholic steatohepatitis), se incadreaza
ca o boala fibrozanta hepatica progresiva catre ciroza hepatica si hepatocarcinom, cu costuri

socio-medicale foarte mari.

NAFLD este o preocupare actuald si pentru medicii pediatri, in conditiile in care

a crescut prevalenta obezitatii si a sindromului metabolic in randul copiilor.

Plecand de la necesitatea diagnosticarii precoce a acestei afectiuni, lucrarea de fata isi
propune sd cerceteze in ce masurd determinari serologice uzuale si speciale, determinari
antropometrice pot incadra afectiunea, astfel incat sa permitd o stadializare corectd
si 0 abordare terapeuticd precoce si eficienta, tradusd in practica prin costuri mici din partea

sistemului medical, pastrand acuratetea diagnostica.



I. PARTEA GENERALA

1. Generalitati

1.1. Epidemiologia si etiologia ficatului gras non-alcoolic

NAFLD este una din cele mai frecvente conditii patologice cronice hepatice la
nivel mondial, avand o prevalenta in crestere de pand la 10-30% din populatia generala.[1]
Prevalenta globald a NAFLD dupa o metaanaliza recentd este de 25,24%, cu valorile
cele mai crescute In Orientul Mijlociu si America, cea mai micd fiind in Africa,

iar in tarile dezvoltate avand ponderi cuprinse intre 15 - 45%.[1]

Steatoza hepaticd non-alcoolicd este consideratd componenta a sindromului
metabolic[2] ce asociaza obezitatea cu diabetul zaharat (DZ), hipertensiunea arteriala (HTA)
si dislipidemia. Manifestarile clinico-biologice ale steatozei hepatice non-alcoolice
pot oscila de la steatoza hepatica non-alcoolicd simpla, steatoza asociatd cu inflamatie medie

(clasele 1 s1 2 [3]), pana la steatohepatita severa non-alcoolica - NASH (clasele 3 si 4 [3]).

Factorii etiologici ai steatozei hepatice non-alcoolice (NAFLD) sunt in principal:
sindromul metabolic[2] (obezitatea, hipertrigliceridemia, diabetul zaharat) si secundari:
by-passul jejuno-ileal[4] pentru obezitatea morbida, nutritia parenterald totald prelungita,
anumite medicamente (tamoxifen, amiodarone, diltiazem), expunerea profesionalda

la solventi organici.
1.2. Morfopatologia NAFLD

Ficatul intervine In metabolismul glucidic, proteic si mineral. Ficatul moduleaza
polimerizarea glucidelor in glicogen si fosforilarea acestora. De asemenea intervine
in procesul de gluconeogenezd[5] (sinteza glucidelor din lipide si proteine). Toate aceste
procese sunt insulinodependente. Ficatul are functie de echilibru proteic si functie
protein-formatoare, functie ureogeni. In metabolismul lipidic, ficatul are rol in absorbtia
grasimilor si in fosforilarea acestora, in sinteza si esterificarea colesterolului, sinteza

lipoproteinelor si a fosfolipidelor, precum si a trigliceridelor.

Pe preparatele histologice, la nivel perisinusoidal se gasesc urmatoarele tipuri
speciale de celule: celule Kupffer[6], celule hepatice stelate sau celule Ito[7],

celulele “pit”-criptale[8].



Steatoza macroveziculard[9] este aspectul histologic cel mai frecvent intalnit -
hepatocitele contindnd in aceste preparate o vacuold lipidicd mare si unica cu diametrul
de 1-10 microni, care impinge nucleul la periferie. Steatoza microveziculard[10], mai putin
frecventa, se caracterizeaza prin numeroase picaturi mici, cu diametrul sub 1 micron,

care Inconjoara nucleul.
1.3. Patogenia NAFLD

In patogenia NAFLD/NASH sunt implicati urmdtorii factori: mecanisme
inflamatorii[11] prin intermediul citokinelor si anomalii ale metabolismului lipidic
cu generarea de produsi oxidoreactivi[l12] (cresterea peroxidarii lipidelor hepatice).
Acesti  doi factori reprezentand teoria dublei lovituri[13]. Se considerd cd actioneaza
simultan mai multe mecanisme patogenice care determind procese pro si antioxidante,

conducand la aparitia necrozei si fibrozei hepatocitare[14].

Disfunctia mitocondriald reprezinta principalul mecanism care face legatura intre
obezitate si bolile metabolice. Acumularea de specii reactive de oxigen care rezultd din
descresterea activitatii lantului respirator determind acumularea de grasimi oxidate, ce apar

din peroxidarea lipidicd[12] si care declanseaza, inflamatia[11] necroza si fibroza[14].

Conceptul de inflamatie[11] in obezitate a fost introdus de Hotamisgil,
care a observat relatia dintre obezitate, cresterea expresiei TNF-alfa[l15-17]
(la nivelul adipocitelor) si a activitdtii insulinice in aceste celule. Atat TNF-alfa[15-17]

cat si receptorul sau se coreleaza cu indexul de masa corporald BMI.

TNF-alfa[15-17] (tumor necrosis factor) — citokina proinflamatorie cu rol de a liza
celulele tumorale si de a determina necroza hemoragica la nivelul tumorilor transplantate

(pe modele animale).

Adiponectina (ADP)[16-18] este o proteina sintetizata exclusiv de catre adipocite.
Spre deosebire de alti hormoni secretati de tesutul gras, productia acesteia scade la

pacientii obezi. Gena ADP se gaseste la nivelul cromozomului 3.[16-20]

Leptina (LEP)[16,17,21] este o proteina cu greutate moleculard 16 KDa, produsa la
nivelul adipocitelor. La nivel hipotalamic se leaga de receptorii alfa-melanocortin si
determind inhibarea neuropeptidului y, inducand satietatea. Leptina are rol si In procesul

de reproducere, regland secretia de gonatropin-Rh la nivel hipotalamic.[16,17,20-22]



Interleukina 6 (IL-6)[16,17,23] este un polipeptid format din 184 aminoacizi cu
greutate moleculara de 21 KDa. Este o citokind produsa de macrofage, limfocitele T si B,
fibroblasti, celulele endoteliale, keratinocite, condrocite, adipocite. Aceasta apare ca raspuns
la infectii bacteriene/virale, inflamatie si traumatisme. De asemenea este considerata cel mai
puternic inductor al productiei hepatice de reactanti de faza acuta (fibrinogen, proteina C

reactiva, amiloid seric A, haptoglobina si complement).[16,17,20,23-26]

Apoptosense M 30[27] — anticorpi anti-CK 18 (anti-citokeratina 18) este o metoda
foarte utilda si reproductibild a detectdrii apoptozei[28] la nivelul celulelor epiteliale
ciotokeratin 18 (CK18). Este un anticorp monoclonal care recunoaste un neo-epitop

(K18Asp396) al citokeratinei 18 (CK18) care rezulta dupa scindarea prin caspaze.[27]

Sindromul metabolic / insulinorezitenta ca parte integranta a NAFLD/NASH au
la baza alterarea metabolismului glucidic si secundar alterarea nivelului plasmatic
al glucozei. [2, 29] Insulinorezistenta[29] a fost demonstrata la pacientii cu NAFLD/NASH
prin tehnica HOMA[30].

1.4. Patologia asociata NAFLD

S-a demonstrat prin studii clinice ca pacientii cu NAFLD/NASH au un risc mai mare
sa dezvolte: boli cardiovasculare (ingrosarea spatiului intima-medie la nivel carotidian),
boli cerebrovasculare (AIT, AVC non-fatal), boli vasculare periferice si afectare

microvasculara (retinopatie si nefropatie).

Obezitatea abdominala - adipozitatea viscerala (grasimea intraabdominald) se afla
distribuitd in cavitatea peritoneald, printre organele interne. Pentru definirea diagnosticului
de obezitate centrala se folosesc trei parametri: circumferinta taliei (circumferinta

abdominald), raportul talie-inaltime (WHtR) si indexul de masa corporala (BMI).



2. Diagnosticul NAFLD

2.1. Diagnosticul clinic

Tabloul clinic al pacientilor cu steatoza hepatica non-alcoolica este variabil si depinde
de tipul depozitelor lipidice si de etiologia bolii. Cel mai adesea pacientii sunt asimptomatici,

uneori prezintd disconfort sau sensibilitate la palpare in hipocondrul drept.
2.1.1. Date de laborator

Steatoza hepatica nu determina constant modificari biochimice. In NAFLD/NASH pot
apdrea cresteri ale nivelului transaminazelor AST si ALT, cu o valoare mai mica decat dublul
normalului. De asemenea, poate creste GGT si moderat poate creste fosfataza alcalina (FA).
Raportul AST/ALT > 2 sugereaza etiologia alcoolicd a bolii hepatice, in timp ce in NAFLD
raportul este AST/ALT < 1.[31] La pacientii cu steatozad hepatica este indicat screening-ul
markerilor virali hepatitici, existand asociere frecventd a steatozei hepatice cu

infectia VHC[32].
2.1.2. Imagistica in NAFLD

Echografia[33] - diagnosticul ultrasonografic al NAFLD este o metodd uzuala
de apreciere a structurii hepatice, cu mare grad de subiectivitate, rezultatele variind in functie
de examinator si de tipul de aparat folosit. Examenul CT[34] (computer-tomografia
abdominald) in diagnosticul NAFLD este o tehnica imagisticd optima pentru evidentierea
grasimii hepatice, fiind insa o tehnicad scumpa. Utilitatea RMN[35] pentru evaluarea
steatozei hepatice presupune achizitionarea de secvente care diferentiaza apa de tesutul gras

si permite detectarea fidela a incarcarii grase a ficatului.

Diagnosticul diferential al NAFLD/NASH se face cu: steatoza alcoolicd,
lipodistrofia, boli mitocondriale (ex: Boala Madelung, boala Weber-Christian),
steatoza  drog-indusd  (ex: tamoxifen, glucocorticoizi, terapia antiretrovirald
la pacientii cu HIV), bolile metabolice (ex: boala Wilson, tirozinemia, sindromul ovarelor
polichistice), steatoza secundard procedurilor chirurgicale (ex: by-pass-ul jejuno-ileal,

derivatiile biliopancreatice), steatoza din cadrul nutritiei parenterale sau a malnutritiei.

Steatohepatita non-alcoolica vs. steatohepatita alcoolica - se discutd inca limita
nivelului consumului de alcool in ficatul gras non-alcoolic. Acest diagnostic diferential

ramane principala provocare in departajarea tipului de steatoza hepatica.
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3. Managementul NAFLD/NASH

Modificarea stilului de viata, scaderea in greutate si exercitiile fizice reprezinta setul
de masuri indicate pe langa tratamentul medicamentos in ficatul gras non-alcoolic.[36]
Acest cumul de masuri se impune datoritd existentei la majoritatea cazurilor a obezitatii,
sindromului metabolic[2] / insulinorezistentei[29]. Pierderea in greutate si exercitiul fizic
au un rol major in mecanismul de semnalizare insulinicd de la nivelul adipocitelor.
Utilizarea tiazolindionelor[37] aduce beneficii ca agent terapeutic in NASH.
de la nivelul adipocitelor. Aceasta kinaza are rol de a diminua responsivitatea adipocitelor

la insulina.
3.1. Rolul exercitiului fizic

Studiile recente au evidentiat faptul ca asocierea dietei de 1200-1500 Kcal/zi

cu activitatea fizica (mers, fitness) determind scaderea in greutate.
3.2. Alimentatia

Anumite alimente sau componente ale acestora cresc insulinorezistenta[29]
si favorizeaza lipotoxicitatea hepatica[12]. Astfel, consumul ridicat de grasimi poate induce

tranzitor insulinorezistenta[29], chiar si in absenta obezitatii sau a diabetului zaharat.
3.3. Terapia medicamentoasa

Indicatiile de tratament in NAFLD/NASH nu sunt inca bine stabilite. S-a convenit
ca stetohepatita are indicatie ferma de tratament medicamentos, pe langa recomandarile
ferme de schimbare a stilului de viatd, exercitiul fizic si dieta. Agentii farmacologici utilizati
in NASH se pot grupa in: agenti ce actioneazd asupra insulinorezistentei (glitazone, agenti
care induc scaderea in greutate, metforminul etc), hepatoprotectoarele (acid ursodeoxicolic,
agenti citoprotectori cum ar fi pentoxiflin si probucol, agenti antiinflamatori,
acizi omega-3 polinesaturati - PUFA, agenti antiapoptoici etc), agenti antioxidanti
(vitamina C si vitamina E, N-acetil cisteina, betaina etc), hipolipemiante (gemfibrozilul,
clofibratul), statine - inhibitori ai HMGCo reductazei (atorvastatind etc), sartanii (atacand,
losartan etc), probiotice (Bifidobacterium bifidum si din categoria Lactobacillus: plantarum,

deslbrueckii, acidophilus, rhamnosus etc).
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II. CONTRIBUTII PERSONALE

4. Valoarea diagnostica a biomarkerilor serici in depistarea precoce a

ficatului gras non-alcoolic

4.1. Ipoteza de lucru si obiectivele studiului

Lucrarea de fatd are ca scop determinarea non-invaziva a inflamatiei
din NAFLD/NASH prin utilizarea markerilor si  biomarkerilor serici  si
compararea acestora cu: date antropometrice si testele standardizate (Fibromax[38]
si Elastografie-Fibroscan[39]). Alegerea biomarkerilor enumerati mai jos s-a facut
din panelul de biomarkeri care caracterizeazd sindromul inflamator[11] din NAFLD,

comparand studiile din literatura de specialitate.

Biomarkerii serici specifici inflamatiei din NAFLD/NASH alesi pentru
aceastd lucrare sunt: Adiponectina (ADP), Leptina (LEP), Interleukina-6 (IL-6),
Apoptosense-M30.[16-27]

Obiectivele studiului — stabilirea corelatiilor intre biomarkeri/markeri serici
si datele antropometrice si interrelatia intre biomarkerii serici alesi care
caracterizeaza NAFLD/NASH cu: echografia abdominala si cu testele standardizate

(Fibromax[38] si Elastografie-Fibroscan[39]). Pentru aceasta s-au colectat urmatoarele date:

» date personale i antropometrice (varstd, sex, Iindltime, greutate,
circumferinta abdominald)

» hemograma (Hb, VEM , leucocite, trombocite)

Y

markeri serici de inflamatie nespecificd (VSH, CRP)

» nivelul seric al markerilor biochimici asociati obezitatii (evaluarea
metabolismului lipidic si glucidic)

» nivelul seric al markerilor biochimici de sinteza proteica, citoliza hepatica
si de colestaza

» nivelul seric al biomarkerilor specifici alesi, de inflamatie

adipocitard, hepaticd si apoptoza: Adiponectina (ADP), Leptina (LEP),

Interleukina-6 (IL-6), Apoptosense-M30

» echografia abdominala de rutina
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» testele standardizate Fibromax[38]: FibroTest, SteatoTest, NashTest
» testul standardizat Elastografie-Fibroscan[39]: Stiffness

4.2. Material si Metode
4.2.1. Pacienti

Am efectuat un studiu observational longitudinal pe un lot de 456 de pacienti
internati in Clinica de Medicind Internd a Institutului Clinic Fundeni in perioada
martie 2015 - iunie 2017 cu diagnostic de hepatopatie cronica. S-au calificat, conform
criteriilor de includere si de excludere, un lot de 96 pacienti eligibili pentru studiu. Limitarea
la 96 de pacienti a fost datd de numarul de determinari existente in kit-urile de biomarkeri.

In final s-au validat 87 de determinari, care au format lotul de studiu.
4.2.2. Criterii de includere

La selectarea pacientilor eligibili pentru studiu au fost aplicate urmatoarele criterii
de selectie: varsta intre 18 si 80 ani, suspiciune clinica actuald sau diagnostic anterior
de NAFLD, semnarea unui acord informat aprobat de Comisia de Etica a Institutului Clinic

Fundeni.

Definitie de caz: NAFLD a fost definitd pe baza modificarilor biochimice, ecografice
si a evaluarilor non-invazive ale fibrozei hepatice, stabilite si standardizate in ghidurile

clinice internationale EASL si AASLD.
4.2.3. Criterii de excludere
S-au exculs:

» pacientii cu hepatopatie virala cronicd, hepatopatii autoimune, consumul recunoscut
de etanol, hepatopatii cu compenentda genetica, hepatopatii cu origine vasculara,
hepatopatii de etiologie cardiaca, hepatopatii in boli hematologice

» pacientii care au beneficiat de transplant de organe solide sau maduva osoasa,
pacientii fara diagnostic (pand la momentul prezentarii) de diabet zaharat tip 1
sau 2, pacientii cu interventii chirurgicale in sfera abdominala superioara

» pacientii cu boala renala cronica sau patologii inflamatorii cronice

» pacientii care urmeaza corticoterapie inhalatorie sau sistemica

» pacienti cu patologii neoplazice active sau In primii 5 ani dupd tratament curativ

si hepatopatii medicamentoase
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In lotul de 87 de pacienti, varsta medie este de 54,95 ani. Din lotul de 87 de pacienti

41 sunt de sex masculin. Repartitia pe sexe este reprezentata in Tabelul 4.1.

Tabelul 4.1. Repartitia lotului studiat in functie de sex

Repartitia lotului studiat in functie de sex

Procent din Procent din Procent
Frecventa | total esantion datele validate cumulat

(%) (%) (%)

Masculin 41 47,1 47,1 47,1

Date —
) Feminin 46 52,9 52,9 100,0
validate
Total 87 100,0 100,0

4.2.4. Colectarea datelor

Pacientii eligibili au fost evaluati pe baza unui chestionar de ghidare a anamnezei,

precum si pe baza unei fise clinice continand date antropometrice, de laborator si imagistice.

Toate analizele si determindrile s-au facut in cadrul Institutului Clinic Fundeni.
Determinarea biomarkerilor specifici (adipokine/citokine) s-a facut cu ajutorul kit-urilor:
Human Adiponectin (ADP) ELISA Kit, Human Leptin (LEP) ELISA Kit,
Interleukin 6 (IL-6) ELISA Kit, M30 Apoptosense ELISA - CK18 Kit.

4.2.5. Metode de prelucrare statistica a datelor

In cadrul cercetirii, pe langd analiza descriptivi a variabilelor (medie,
mediand, valoare modala, abatere standard, minimul i maximul), avand in vedere tipul
acestora si obiectivele formulate, am folosit metodele: ANOVA One-Way[40],
Testul post hoc Bonferroni[40], Tabelul incrucisat[41], Testul y2 (chi-patrat)[42],

Coeficientul de corelatie Spearman (rho)[43] pentru analizarea si interpretarea datelor.

4.2.6. Aspecte etice

S-a respectat principiul de baza al eticii medicale si al cercetarii medicale si anume

acela al asigurdrii consimtdmantului informat.
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4.2.7. Date clinice

Date antropometrice - procentul (%) celor cu circumferinta taliei crescuta si al celor
cu talie normala din total - in ceea ce priveste circumferinta taliei, la majoritatea pacientilor

(75%) se constata valori crescute ale acesteia.

Tabel 4.3. Datele privind circumferinta taliei la lotul studiat.

Circumferinta taliei
Procent din Procent din Procent
Frecventa . .
total esantion | datele validate cumulat
valor.l norfnale 12 13.8 13.8 13.8
Date fiziologice
validate | valori crescute 75 86,2 86,2 100,0
Total 87 100,0 100,0

Datele privind indicele de masa corporala (BMI) la lotul studiat - procentul (%) celor
cu obezitate si Incadrare in functie de grad (supraponderal, obez grad I, II, III, morbida) -
mai mult de jumdtate dintre pacienti (58,6%) au un indice de masa corporald ce indica

obezitate de gradul I, iar 31% au obezitate de gradul I. Doar 6,9% sunt normoponderali,

iar 3,4% au obezitate de gradul III.

Tabel 4.4. Date privind greutatea pacientilor BMI

Indice de masa corporala (BMI)
Procent din Procent din Procent
Frecventa . .
total esantion | datele validate | cumulat
normoponderal 6 6,9 6.9 6.9
supraponderal,
obezitate gradul 27 31,0 31,0 37,9
1
D'az‘e obezitate gradul 51 58.6 58.6 96.6
validate 11
morbida,
obezitate gradul 3 3,4 3.4 100,0
I
Total 87 100,0 100,0
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4.2.8. Date paraclinice
Fisa Clinica contine date paraclinice culese pentru evaluarea pacientilor eligibili.

Trombocite - trombocitopenia (semn de ciroza hepaticd) este constatata
la doar 8% dintre subiectii studiului. La 89,7% dintre subiecti numarul trombocitelor
se situeaza in limite normale, iar la 2,3% se constata valori crescute.

Tabel 4.8. Trombocite

Trombocite
Procent din Procent din Procent
Frecventa . .
total esantion | datele validate | cumulat
valori scazute 7 8,0 8,0 8,0
Date | V@lori normale 78 89,7 89,7 97,7
lidat fiziologice
validate
valori crescute 2 2,3 2,3 100,0
Total 87 100,0 100,0

Trigliceridele serice (determinant al metabolismului lipidic) - jumatate dintre
subiectii studiului (49,4%) au valori crescute peste limitele normale, iar cealaltd jumatate
(50,6%) au valori normale.

Tabel 4.17. Trigliceride

Trigliceride
Procent din Procent din Procent
Frecventa ) .
total esantion | datele validate cumulat
valor.l norfnale 44 50,6 50,6 50,6
Date fiziologice
validate | valori crescute 43 49,4 49,4 100,0
Total 87 100,0 100,0

Determiarea serica a leptinei Leptina (LEP)

a leptinei la subiectii studiului este de 18,77 ng/ml, iar mediana de 5,10 ng/ml.

Valorile leptinei se abat de la medie - plus / minus - cu 30,40 ng/ml. Valoarea minima

- se constata ca valoarea medie

constatatd a fost de 0,10 ng/ml, in timp ce valoarea maxima a fost de 137,80 ng/ml.
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Tabel 4.25. Leptina (LEP) - statisticd descriptivi

Statistici descriptive
Leptina (LEP) - ng/ml
Date validate 87
Nr. —
Date lipsa 0
Media 18,7795
Mediana 5,1000
Abaterea standard 30,40483
Valoare minima ,10
Valoare maxima 137,80

60

504

Frecventa

20

10+

25,00 50,00 75,00 100,00 125,00
Leptina (LEP) - ng/ml

Figura 4.25. Leptina (LEP) - statistica descriptiva

Leptina (LEP) - aproximativ jumadtate dintre subiecti (49,4%) au avut valori scazute

ale leptinei, sub limita normald, in timp ce cealaltd jumatate dintre subiecti au avut

valori fiziologice ale Leptinei. La 2 pacienti (2,3%) valorile constatate au fost peste

limitele normale.

Tabel 4.26. Leptina (LEP)

Leptina (LEP)
Procent din Procent din Procent
Frecventa ] .
total esantion |datele validate | cumulat
valori scazute 43 49,4 49.4 49,4
Date | V@lerinormale |, 48,3 48,3 97,7
. fiziologice
validate -
valori crescute 2 2,3 2,3 100,0
Total 87 100,0 100,0
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Adiponectina (ADP) - analizatd in functie de riscul pentru rezistenta la insulind

si arterioscleroza. Astfel, la 20,7% s-a constatat un risc scazut, la 4,6% un risc normal,

la 12,6% un risc crescut, in timp ce la 61,1% s-a constatat un risc foarte mare.

Tabel 4.27. Adiponectina (ADP)

Adiponectina (ADP)
Procent din Procent din Procent
Frecventa i .
total esantion | datele validate cumulat
risc scazut 18 20,7 20,7 20,7
Dat normal 4,6 4,6 25,3
ate risc crescut 1 12,6 12,6 37.9
validate
risc foarte mare 54 62,1 62,1 100,0
Total 87 100,0 100,0

Apoptosense M30 - la 18,4% dintre subiectii studiului nivelul apoptosense M30 a fost
peste limitele fiziologice.

Tabel 4.28. Apoptosense M30

Apoptosense M30
Procent din Procent din Procent
Frecventa . .
total esantion | datele validate | cumulat
valori normale 71 81,6 81,6 81,6
Date fiziologice
validate | valori crescute 16 18,4 18,4 100,0
Total 87 100,0 100,0

Interleukina 6 (IL-6) - la tofi pacientii luati in studiu nivelul IL-6 valorile au fost
peste limita fiziologica.

Tabel 4.29. Interleukina 6 (IL-6)

Interleukina 6 (IL-6)

Procent din Procent din Procent
Frecventa . .
total esantion | datele validate cumulat
D -
ate valori 87 100,0 100,0 100,0
validate crescute
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4.2.9. Corelatii clinico-biologice

In cadrul corelatiilor clinico-biologice s-au facut urmatoarele asocieri:

» Date antropometrice (7Talie, BMI) cu markeri ai metabolismului lipidic
(colesterol seric si trigliceride) si cu BioMarkeri specifici (Adiponectina, Leptina,

IL-6, Apoptosense M30)

» BioMarkeri specifici (Adiponectina, Leptina, IL-6, Apoptosense M30)
cu Steatoza hepaticda evaluatd Echografic, cu Fibroscan - Stiffness si cu Fibromax
(FibroTest, SteatoTest si NashTest)

» Relatia intre BioMarkerii specifici Leptina (LEP) si Adiponectind (ADP)

» Relatia intre Adiponectina (ADP), Leptina (LEP), IL-6, Apoptosense M30

» Relatie intre Steatoza hepatica evaluata Echografic si SteatoTest (Fibromax)

» Relatia intre nivel Albuminei serice si dimensiunile Splinei (echografie)

> Interrelatii intre dimensiunile echografice ale Lobului Drept hepatic si

ale Splinei cu Fibroscan - Stiffnes si cu Fibromax (FibroTest, SteatoTest si NashTest)

Relatia dintre Leptina (LEP) si Adiponectina (ADP) - desi analiza corelationala
bazata pe coeficientul de corelatie Spearman[43] a ardtat o relatie semnificativa statistic
intre Leptina (LEP) si Adiponectina (ADP), in sensul 1n care cresterea uneia dintre ele este
insotitd de cresterea celeilalte, rezultatele obtinute in urma aplicarii testului chi-pdtrat[42],
care indicd asocierea dintre cele doud variabile, ne aratd ca aceasta nu este semnificativa

statistic ("= 9,948; df =6, p=0,127).

Tabel 5.88. Leptina (LEP) vs Adiponectina (ADP) - testul chi-patrat

Testul chi-patrat

Valoare | Gradele de libertate - df | Pragul de semnificatie - p
[Pearson Chi-Square 9,948 6 ,127
(Numar cazuri validate 87
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Tabel 4.87. Leptina (LEP) vs Adiponectina (ADP) - tabel incrucisat

Tabel incrucisat
Adiponectina (ADP)
risc risc rse Total
B normal foarte
scazut crescut
mare
L Frecventa 10 1 6 26 43
valori scazute
% 23.3%| 2,3% 14,0% 60,5% [ 100,0%
Leptina | valori normale |Frecventa 6 3 5 28 42
(LEP) fiziologice % 14,3% | 7,1% 11,9% 66,7% | 100,0%
. Frecventa 2 0 0 0 2
valori crescute
% 100,0%| 0,0% 0,0% 0,0%1{ 100,0%
Frecventa 18 4 11 54 87
Total
% 20,7% | 4,6% 12,6% 62,1% | 100,0%
Adiponectina
(ADF)
-mc scazut
30 1 Hnormal

Mrisc crescut
[ risc foarte mare

$

Frecventa

—_
o
1

valon scézute  valon normale  valon crescute
fiziologice

Leptina (LEP)

Figura 4.53. Leptina (LEP) vs Adiponectina (ADP) - (conform tabel incrucisat)

Se constatd un numdr mare de subiecti cu un risc foarte mare pentru rezistenta
la insulind, atat in randul celor cu valori scazute ale leptinei, cat si in randul celor cu

un nivel normal al leptinei.
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Adiponectina (ADP) - ng/mi

Figura 4.54. Leptina (LEP) vs Adiponectina (ADP)

Leptina (LEP) - Adiponectina (ADP) - Interleukina 6 (IL-6) - Apoptosense M30

Am folosit coeficientul de corelatie Spearman[43] in determinarea relatiei dintre
nivelurile Leptinei (LEP), Adiponectinei (ADP), Interleukina 6 (IL-6), Apoptosense M30,
deoarece, din analiza normalitatii variabilelor, nu s-au indeplinit pentru folosirea
coeficientului Pearson, toate conditiile. S-a pornit de la 2 ipoteze pentru a masura relatia

dintre variabilele mai sus mentionate:
» Ipoteza HO: Nu existd o legatura semnificativa intre variabile

» Ipoteza HI: Exista o legatura semnificativa intre variabile

Intre urmatoarele perechi de variabile se observa corelatii pozitive semnificative
Statistic, prin analiza de corelatie bivariatd, bazatd pe coeficientul de corelatie

Spearman([43]:
» Leptina (LEP) si Adiponectina (ADP) - (tho=0,212; p=0.048);

» Leptina (LEP) si Interleukina 6 (IL-6) - (tho=0,219; p=0.041).
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Valori scazute ale Leptinei (LEP) sunt insotite de valori scizute ale Adiponectinei
(ADP) si ale Interleukinei 6 (IL-6), iar valori crescute ale Leptinei (LEP) sunt
insotite de valori crescute ale Adiponectinei (ADP) si ale Interleukinei 6 (IL-6).
Valoarea testului rho[43] este interpretabild prin ea insasi, exprimand intensitatea asocierii
dintre variabile. O valoare a lui rho sub 0,3 aratd o corelatic scdzuta intre variabile,
in modelul de descriere propus de Hopkins (2000) cu privire la interpretarea valorilor
coeficientilor de corelatie. In cazul nostru, corelatii intre cele doud perechi de variabile

sunt de intensitate redusa.

Tabel 4.90. Corelatii
Leptina (LEP) / Adiponectina (ADP) / Interleukina 6 (IL-6) / Apoptosense M30

Corelatii
LEP ADP IL-6 M30
ng/ml ng/ml pg/ml un
LEP Coeficientul de corelatie 1,000 ,212% ,219% -,054
Pragul de semnificatie p . ,048 ,041 ,621
ng/ml
N 87 87 87 87
2| 4pp Coeficientul de corelatie ,212% 1,000 ,005 -,066
; ng/ml Pragul de semnificatie p ,048 . ,966 ,542
£ N 87 87 87 87
g IL-6 Coeficientul de corelatie ,219%* ,005 1,000 -,120
2 Pragul de semnificatie p ,041 ,966 . ,266
& | py/ml N 87 87 87 87
M30- Coeficientul de corelatie -,054 -,066 -,120 1,000
i Pragul de semnificatie p ,621 ,542 ,266 .
N 87 87 87 87
*. Corelatia este semnificativa la un prag de 0,05.

Leptina (LEP) - Adiponectina (ADP) - Interleukina 6 (IL-6) - Apoptosense M30;
pentru analiza normalitatii distributiei celor patru variabile: Leptina (LEP), Adiponectina
(ADP), Interleukina 6 (IL-6), Apoptosense M30, s-au utilizat testele Kolmogorov-Smirnov
si Shapiro-Wilk (SPSS).[42] Deoarece lotul analizat are doar 87 de pacienti, la analiza
normalitatii distributiei se potriveste mai mult testul Shapiro-Wilk.[42] Pentru ca nivelul de
semnificatie p, in cazul testarii normalitatii, este: p < 0.05, putem spune ca cele patru

variabile analizate nu sunt normal distribuite.
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Tabel 4.89. Testarea normalititii distributiei

Leptina (LEP) / Adiponectina (ADP) / Interleukina 6 (IL-6) / Apoptosense M30

Testarea normalitatii distributiei

Kolmogorov-Smirnov

Shapiro-Wilk

Valoare df p Valoare df p
Leptina (LEP) - ng/ml ,269 87 ,000 ,629 87 ,000
Adiponectina (ADP) - ng/ml ,261 87 ,000 ,684 87 ,000
Interleukina 6 (IL-6) - pg/ml ,481 87 ,000 ,123 87 ,000
Apoptosense M30 - U/l 274 87 ,000 ,590 87 ,000

Corelatie intre nivelul Albuminei si dimensiunile Splinei din examenul echografic

- pentru a face o corelatie intre nivelul albuminei si dimensiunile splinei din examenul

ecografic am folosit analiza de varianta ANOVA One-Way[40]. Rezultatul a aratat

ca nu existd o diferentda semnificativa statistic intre dimensiunile medii ale Splinei raportat

la nivelele Albuminei (scazut, normal sau crescut). Se observa ca dimensiunea medie

a splinei la pacientii cu valori scazute ale albuminei a fost de 9,42 cm, la pacientii

cu albumina in limite normale dimensiunea medie a splinei a fost de 10,36 cm, iar la pacientii

cu valori crescute ale albuminei, dimensiunea medie a splinei a fost de 9,96 cm.

Tabel 4.95. Albumina vs Splina (cm)- statistica descriptiva

Statistici descriptive
Splina (cm)
95% Intervalul de
N | Media Abaterea | Eroarea z”nc're.dere a m.ed‘iei vin. | Max.
standard | standard | Limita Limita
minimd | maximd
SZ‘;Z[’; 59,4200 | 1,36638 | ,61106 | 77234 |11,1166 |8,50 |11,80
S valori
‘g | normale |79 |10,3684 | 1,51349 | ,17028 10,0294 |10,7074 | 8,10 |13,60
é fiziologice
< | valori 9,9667 | 1,45717 | 84130 | 6,3469 [13,5865 |8,30 |11,00
crescute
Total 87 (10,3000 | 1,50565 ,16142 9,9791 10,6209 | 8,10 113,60
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Tabel 4.94. Splina (cm) - ANOVA

ANOVA One-Way

Splina (cm)
S Gradele d. P. [ d
5 umnd ) radete ae Media patrata | F rfzgu ‘e
patratelor libertate - df semnificatie - p
Intre grupuri 4,574 2 2,287 1,009 ,369
In interiorul
"IENOTIE 190,386 84 2,266
grupurilor
Total 194,960 86
10,40
10,20
E
=
£ 10007
=
o«
s
c  9.80
3
=
9,60
9 40
J Albumina J

Figura 4.56. Albmina vs Splina - (conform statistica descriptiva)
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5. Concluzii si contributii personale

Mai multi biomarkeri care sunt asociati cu inflamatia si apoptoza au fost studiati
individual pentru performantele lor, in Incercare de a face distinctia intre NASH si steatoza
simpla non-alcoolica. S-a incercat de asemenea si detectarea diferitelor stadii de steatoza
hepatica non-alcoolica folosind un panel variat de biomarkeri. Studiile publicate in literatura

de specialitate privind utilizarea biomarkerilor au dat pana acum rezultate controversate.

> In prezentul studiu, valorile adiponectinei au indicat un risc crescut pentru
insulinorezistentd si arterioscleroza la majoritatea pacientilor evaluati. La pacientii
cu tesut adipos excesiv adiponectinemia a fost scazutd. Acesta constatare se regaseste
si in datele din literaturd, sustinand relevanta valorilor adiponectinemiei in evaluarea
profilului lipidic al pacientilor cu obezitate. Acest fapt se regiseste si in lotul

de pacienti pe care l-am evaluat 1n acest studiu.

> In studiul nostru, se constatd ponderi ridicate de subiecti cu un risc foarte
mare pentru rezistentd la insulind, atat in randul celor cu valori scdzute ale leptinei,
cat si in randul celor cu un nivel normal al leptinei. Nivelul seric al leptinei nu s-a
corelat cu severitatea inflamatiei si a gradului de fibroza hepatica. De asemenea,
leptina nu s-a corelat cu evaluarea prin SteatoTest a NASH. Acest lucru sugereaza
faptul cd este necesard o ecuatie complexa pentru a determina rolul leptinei
in diagnosticul non-invaziv al inflamatiei din NASH.

> In acest studiu, toti pacientii au prezentat valori serice ale Interleukinei-6
peste limita normald. Acest lucru a impiedicat gasirea de corelatii cu datele
antropometrice sau cu parametrii de injurie hepatica si inflamatie. Valorile crescute
ale IL-6 in lot se pot explica prin faptul cd majoritatea pacientilor au prezentat
indice de masa corporala si circumferinta abdominala cu valori crescute, deci
status proinflamator. Nu s-a determinat nivelul intrahepatocitar de IL-6 pentru a stabili
corelatii cu aspectul histopatologic al NAFLD. In concluzie, IL-6 este o citokini
proinflamatoare asociatd cu dezvoltarea insulinorezistentei, dar rolul sau exact
in patogeneza NAFLD incd asteapta sa fie determinat.

> In acest studiu, s-au demonstrat corelatii semnificative statistic intre indicii
antropometrici si Adiponectina , dar valorile Leptinei, IL-6 si Apoptosense M30 nu

au variat semnificativ in functie de gradul de fibroza evaluatd prin Fibroscan,
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Fibromax sau echografie. Putem deduce de aici ca, nici una dintre aceste molecule nu
este specifica pentru inflamatia din steatoza si cd nu putem stabili un diagnostic
de certitudine care sa nlocuiasca proba histologica pe baza determinarilor serologice.

» Valorile Fibromax si Fibroscan au fost concludente in evaluarea gradului
fibrozei, corelat cu aspectul ecografic. Acest lucru sugereaza ca acuratetea imagisticii
si a ecuatiilor complexe folosind multipli parametri serologici ramane standarul actual

non-invaziv in diagnosticul NAFLD.

Limitarile studiului si directii de cercetare - principala limitare a studiului
o constituie numarul mic de pacienti eligibili inclusi la care s-au putut determina nivelul
seric al markerilor inflamatori. Totodatd, efectuarea unui studiu transversal necesita
recrutarea de pacienti in diverse grade de evolutie a patologiei studiate si cu diverse afectiuni,
ce ar putea influenta nivelurile serice ale parametrilor studiati. Un astfel de studiu transversal
ar putea determina diferente semnificative statistic in expresia moleculelor studiate

in patologii variate.

Directii viitoare de cercetare au la baza lotul actual de pacienti, ce va fi monitorizat
conform ghidurilor actuale de diagnostic si management. Se va Incerca analizarea periodica
a parametrilor biologici si imagistici in functie de tratamentul urmat si eficacitatea lui.
Se va face corelarea acestei analize cu posibilele modificari in valorile makerilor specifici

ce acompaniazd NAFLD.

In ciuda aparentei lipse de importanti a patologiei steatozice hepatice (fiind un
diagnostic suprautilizat), NAFLD impune probleme diagnostice si terapeutice cu importanta
deosebitd in managementul pe termen lung al pacientilor cu sau fard alte patologii.
Pe de altd parte, incidenta in crestere a sindromul metabolic insotitd de cresterea frecventei
NAFLD in populatia generala, face ca acesta patologie sd constituie o cauza importantd
de morbiditate si mortalitate Tn hepatologie. Se remarca un numar din ce In ce mai mare
de pacienti cu ciroza hepatica avand ca substrat NAFLD, parte dintre ei devenind candidati

pentru transplant hepatic.

Se impun studii ulterioare pentru a caracteriza inflamatia hepatica asociatd sindromului
metabolic in faze precoce, corelatd cu aspectul histologic si imagistic. Aceastd necesitate
este dictatd de nevoia de a determina si valida in studii populationale un panel minim de teste

specifice, sensibile si cost-eficiente pentru diagnosticul si monitorizarea NAFLD/NASH.
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