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RESUMO 

Introdução: A Doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) compreende desde a 

esteatose hepática simples até esteato-hepatite não alcoólica (EHNA), que pode progredir para 

cirrose ou hepatocarcinoma. Atinge um quarto da população mundial e está associada com a 

epidemia da obesidade. Considerando o aumento da prevelância de EHNA e a existência de 

lacunas no seu tratamento, esse estudo objetivou avaliar o efeito da suplementação com 

probióticos em marcadores de função hepática e parâmetros clínicos em pacientes com 

EHNA. Métodos: Trata-se de um ensaio clínico randomizado duplo-cego que incluiu 

pacientes adutos com EHNA diagnosticados por biópsia hepática. A intervenção consistiu de 

24 semanas de suplementação com um mix de probióticos (Lactobacillus acidophillus + 

Bifidobacterium lactis + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus paracasei, 1x10
9 
CFU) ou 

placebo, duas vezes ao dia. No período basal e após as 24 semanas de tratamento, foram 

avaliados os seguintes parâmetros: dados clínicos e demográficos, elastografia transitória 

(FibroScan), enzimas hepáticas, NAFLD Fibrosis Score, Fatty Liver Index, avaliação 

laboratorial, concentração sérica de Toll-Like receptor -4 (TLR-4) e biomarcador Citokeratin 

18 (CK-18). Foi também realizada avaliação antropométrica, atividade física e do consumo 

alimentar, além de análises da microbiota intestinal através da região hipervariável V4 do 

gene 16S rRNA. Resultados: Foram 85 pacientes elegíveis, desses, 46 pacientes confirmaram 

o diagnóstico de EHNA por biópsia hepática e, Quarenta e quatro pacientes completaram o 

estudo, sendo 59% mulheres, com média de idade de 51,4 ±11,6 anos. No período basal, 87% 

dos pacientes tinham baixo grau de fibrose (26% F0; 61% F1 através de biopsia), valores de 

enzimas hepáticas [AST 32 (24-46) U/L, ALT 42 (28-63) U/L, GGT 46 (28-84) U/L], 

circunferência de cintura aumentada (104,7±12 cm) e IMC com classificação de obesidade 

30,97 (28,36-33,75) kg/m
2
, 76% em Síndrome Metabólica (SM). Após 24 semanas de 

intervenção, não foram observadas diferenças entre os grupos probiotico e placebo nos 

componentes da SM, circunferência da cintura, IMC, escores e enzimas hepáticas.  (p> 0.05 

para todos). CK-18 reduziu em ambos os grupos após a intervenção: no grupo probiótico de 

981.09 (738.34-1134.73) para 639.46 (509.50-817.23) mIU / ml (p ≤0.01) e no grupo placebo 

de 789.74 (540.80-985.65) para 605.45 (472.13-837.22) mIU / ml (p = 0.013), entretanto sem 

diferença significativa entre os grupos (p = 0.109). Da mesma forma, TLR-4 reduziu em 

ambos os grupos após a intervenção, mas sem diferença entre os grupos (p = 0.885). Em 

relação à microbiota intestinal, não foram observadas diferenças na diversidade e abundância 

de filos e gêneros no grupo probiótico. Nenhuma outra mudança clinicamente significativa foi 
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observada nos grupos. Conclusão: A intervenção com probióticos por 24 semanas em 

pacientes com EHNA com baixo grau de fibrose demonstrou ser incapaz de promover 

alterações significativas na redução de biomarcadores de lesão e inflamação hepática, nas 

variáveis clínicas e nutricionais, e também na diversidade da microbiota intestinal  

Palavras-chave: Doença hepática Gordurosa não alcoólica; Probioticos; Toll-Like Receptor 

4, Citokeratin-18, Síndrome Metabólica, Microbiota  
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ABSTRACT 

Introduction: Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) embraces from simple hepatic 

steatosis to nonalcoholic steatohepatitis (NASH), which can progress to cirrhosis or 

hepatocarcinoma. It affects a quarter of the world population and is associated with the 

obesity epidemic. Considering the increasing prevalence of NASH, and the existing gaps in 

its treatment, this study aimed to evaluate the effect of probiotic supplementation on liver 

function markers, and clinical parameters, in NASH patients. Methods: This double-blind, 

randomized clinical trial included adult outpatients with biopsy-proven NASH. The 

intervention consisted of 24 weeks of supplementation with probiotic mix (Lactobacillus 

acidophillus + Bifidobacterium lactis + Lactobacillus rhamnosus + Lactobacillus paracasei, 

1x10
9 

CFU for each) or placebo, twice a day. At baseline and 24-weeks after treatment, the 

following parameters were evaluated: demographic and clinical data, transient elastography 

(FibroScan), hepatic enzymes, NAFLD fibrosis score, Fatty Liver Index, laboratory 

assessment, serum concentration of toll-like receptor-4 (TLR-4) and cytokeratin 18 (CK-18) 

biomarker. An anthropometric data assessment, dietary intake and physical activity were also 

carried out, as well as an analysis of the intestinal microbiota through the hypervariable V4 

region of the 16S rRNA gene. Results: From the 85 patients eligible, 46 were diagnosed with 

NASH through hepatic biopsy, and forty-four patients completed the trial (51,4 ±11,6 years, 

59% women). At baseline, 87% had low hepatic fibrosis degree (26% F0; 61% F1 at biopsy), 

values of hepatic enzymes close to normal [AST 32 (24-46) U/L, ALT 42 (28-63) U/L, GGT 

46 (28-84) U/L], increased waist circumference (104,7±12 cm), and BMI with obesity 

classification 30,97 (28,36-33,75) kg/m
2
, and 76% with Metabolic Syndrome (MetS). After 

24 weeks of intervention, no differences were observed between the Probiotic and Placebo 

groups in the components of the MetS, waist circumference, BMI, scores or liver enzymes 

(p> 0.05 for all). CK-18 was reduced in both groups after the intervention: in the probiotic 

group from 981.09 (738.34-1134.73) to 639.46 (509.50-817.23) mIU / ml (p ≤ <0.01) and in 

the placebo group from 789.74 (540.80-985.65) to 605.45 (472.13-837.22) mIU / ml; p = 

0.013, however with no significant difference between groups (p = 0.109). Likewise, TLR-4 

was reduced in both groups after the intervention, also with no difference between groups (p 

= 0.885). In terms of gut microbiota (GM) no differences were observed in the diversity or 

abundance of philum and genus in probiotic group. No other clinically significant changes 

were observed in the groups. Conclusion: The intervention with probiotics for 24 weeks in 
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patients with EHNA with low degree of fibrosis demonstrated to be unable to promote 

significant changes in the reduction of liver injury and inflammation biomarkers, nutritional 

and clinical parameters, and also in the diversity GM.  

KEY WORDS: Non-alcoholic Fatty Liver Disease; Probiotics, Toll-Like Receptor 4, keratin-

18, Metabolic Syndrome, Microbiota  
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1. REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1 Doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) e Esteato-hepatite não 

alcoólica (EHNA) 

 

A DHGNA é caracterizada pelo acúmulo excessivo de lipídios nos hepatócitos, não 

associado ao consumo de bebidas alcoólicas ou causas secundárias como uso de 

medicamentos esteatogênicos ou doenças hereditárias. A presença de esteatose hepática pode 

ser detectada por exames simples de imagem, como ultrassonografia (Chalasani, et al, 2018). 

A DHGNA compreende desde a esteatose hepática simples até EHNA, forma que pode 

progredir para cirrose ou hepatocarcinoma (figura 1) (Chalasani, et al, 2018). Atinge 

aproximadamente 25% da população em geral e sua prevalência está associada com 

sedentarismo e consumo excessivo de alimentos ultraprocessados, ricos em açúcares e 

gordura trans (Sheka et al,2020; Grgurevice et al,2020).    

A EHNA é definida pela presença de infiltração gordurosa em 5% ou mais do 

parênquima hepático com inflamação e lesão hepatocitária, com ou sem fibrose, sem causas 

secundárias para o acúmulo de gordura hepática (Chalasani, et al, 2018).  A prevalência 

global diagnosticada por biópsia é de 3 a 6%, com uma tendência de aumento nos próximos 

anos, dado que é bastante preocupante, uma vez que a EHNA é considerada atualmente uma 

das principais causas de transplante hepático (Sheka et al,2020; Grgurevice et al.2020). A 

EHNA está fortemente associada à obesidade e resistência insulínica (RI) sendo considerada a 

manifestação hepática da Síndrome Metabólica (SM) (Chalasani et al, 2018).  

Figura 1 – História natural da Doença Hepática Gordurosa Não Alcoólica  
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             1.1.1 Diagnóstico de DHGNA e EHNA 

 

A biópsia hepática é o padrão ouro para o diagnóstico da EHNA, sendo capaz de 

refletir de forma confiável a histologia hepática. Ela ainda é considerada um procedimento 

que tem risco, embora menor nos últimos anos, especialmente quando realizada por 

profissionais experientes (Chalasani et al,2020). 

Na tentativa de encontrar métodos menos invasivos, a Citokeratin 18 (CK18) foi 

descrita em 2009 como um biomarcador plausível no diagnóstico de EHNA (Feldstein, et al, 

2009; He et al, 2017). O biomarcador foi testado para avaliar a progressão DHGNA, onde foi 

encontrada uma relação positiva entre aumento de CK-18 e aumento do escore de atividade da 

DHGNA “NAFLD actitity score”, assim como os pacientes com melhora no escore da doença 

tiveram um CK-18 diminuído (Kawanaka, et al, 2015). 

Outros métodos, não invasivos, que auxiliam no diagnóstico e monitoramento de 

pacientes com DHGNA, são: NAFLD Fibrosis Score, APRI score e Fat Liver Index (Angulo 

P et al, 2007; Kruger, F C et al, 2011; Bedogni, et al, 2006). 

A presença de obesidade, diabetes mellitus tipo 2 (DM), SM, história de apneia 

obstrutiva do sono, presença de RI e elevação crônica das enzimas hepáticas aspartato 

aminotransferase (AST) e alanina aminitransferase (ALT) sem outra justificativa podem levar 

ao diagnóstico de EHNA (WGO, 2014). Histórico detalhado quanto ao consumo de álcool (< 

10g/dia para mulheres e < 20 g/dia para homens) deve ser realizado, visto que não há nenhum 

diagnóstico específico para distinguir a EHNA e esteato-hepatite alcoólica (EHA) (WHO, 

2014).  

 

            1.1.2 Síndrome Metabólica x DHGNA  

 

A SM pode ser definida como um conjunto de desordens clínicas inter-relacionadas, 

incluindo obesidade, RI, tolerância diminuída à glicose, hipertensão e dislipidemia (Alberti, et 

al, 2009). Sua prevalência global está estimada a um quarto da população (Saklayen et al. 

2018) No Brasil a prevalência está estimada em 30% da população (Vidigal, C F. et al. 2013) 

O aumento da prevalência da SM e suas complicações tais como doenças 

cardiovasculares, têm sido acompanhados por um aumento de alterações hepáticas incluindo 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawanaka%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26436355
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DHGNA, que é frequentemente associada com a obesidade visceral, RI e dislipidemia (Asrih 

& Jornayvaz, 2015). 

Vários são os fatores que podem contribuir para o desenvolvimento da SM: aumento 

de peso, tabagismo, sedentarismo, fatores dietéticos, entre outros (Dima-Cozma, et al, 2014; 

Chalasani et al, 2018; Koopman et al,  2019). A ingestão de alimentos integrais e adequação 

do consumo de fibras, principalmente solúveis são indicadas para quem apresenta SM (Dima-

Cozma, et al, 2014; Steemburgo T, et al, 2007, Dall'Alba, et al, 2013). 

A obesidade está fortemente associada a doenças do fígado, especialmente DHGNA, 

enquanto a perda de peso tem sido associada com melhora da condição hepática (Manne, 

2014). Além de um fator de risco para esteatose, a obesidade se mostra fator de risco para 

progressão da EHNA e cirrose (Ratziu, 2015). Em um estudo brasileiro, indivíduos com 

DHGNA e obesos, apresentaram mais comorbidades e SM (Soler, 2008). Os casos de 

desnutrição, normalmente estão restritos a pacientes com doença hepática avançada, 

especialmente entre os candidatos a transplante (Manne, 2014). 

 

            1.1.3 Aspectos nutricionais e recomendações nutricionais na DHGNA 

 

Uma revisão sistemática sobre o padrão dietético de pacientes com DHGNA 

demonstrou consumo excessivo de carboidratos e bebidas açucaradas, os quais estão também 

ralacionados com evolução da doença. O estudo ainda faz referência a uma ingestão de 

lipidios e colesterol acima do recomendado, onde o consumo de gordura saturada estaria 

relacionado com a piora do quadro hepático (Gomes, 2014). 

Algumas considerações importantes devem ser priorizadas no tratamento de pacientes 

com DHGNA: modificações do estilo de vida por meio de mudanças na dieta e incremento da 

atividade física. Estas medidas podem minimizar fatores de risco cardiovascular, 

frequentemente vistos em pacientes com EHNA. Além disso, a perda de peso adequada, entre 

5 a 10%, também contribui para melhora das condições histopatológicas do parênquima 

hepático (WGO, 2011; Rinella et al, 2016; Chalasani et al, 2018). 

Uma dieta com restrição calórica melhora a esteatose hepática em pacientes com 

EHNA, entretanto, dietas com modificações no conteúdo de alguns nutrientes têm 

demonstrado resultados melhores, ou seja, quando pacientes diabéticos são direcionados para 

uma dieta com baixo teor de carboidratos, estes apresentam melhora na sensibilidade 
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insulínica. Pacientes com hiperlipidemia, quando tratados com dieta com baixo teor de 

gordura, apresentam melhora no perfil lipídico. Da mesma forma, pacientes com DHGNA 

não diabéticos também se beneficiam da dieta com baixo teor de carboidratos para redução de 

esteatose hepática e inflamação e, no cuidado com a ingestão de colesterol podendo conferir 

menor risco cardiovascular (Rinella et al, 2016).  

O estilo de dieta mediterrânea, composto por uma predominância de ácidos graxos 

monoinsaturados, contemplando fontes como azeite de oliva, oleaginosas, peixes e frutos do 

mar, além de ser rica em fibras, com alto consumo de vegetais, frutas e grãos integrais, foi 

testado em pacientes com DHGNA, conforme relata a revisão de Rinella et al. (2016) 

demonstrou eficiência na redução de esteatose hepática em 6 meses quando comparada a uma 

dieta com redução de gordura e carboidrato (Rinella et al, 2016; Chalasani et al, 2018)    

As recomendações dietéticas deverão ser individualizadas e se deve procurar atingir 

déficit de energia de 500-1000 Kcal/dia, dependendo do índice de massa corporal (IMC) do 

paciente. A gordura total deve ser inferior a 30% do valor total das calorias diárias e o 

consumo de açúcares refinados deve ser reduzido, e ao contrário, fibras solúveis devem ser 

aumentadas na dieta e, carboidratos em 40 a 45% da dieta (Chalasani et al, 2018; Rinella et al, 

2016)  

A ingestão de bebidas e alimentos ricos em frutose e gorduras trans deve ser evitada, 

pois estes alimentos estão associados com RI e desenvolvimento de esteatose hepática, tendo 

como consequência uma depleção de ATP, lipotoxicidade e expressão do fator de necrose 

tumoral (TNF) (Simopoulos, et al, 2013).  

A relação entre obesidade, Diabetes Mellitus (DM), SM e DHGNA [devido a efeitos 

da dieta inadequada] com microbiota intestinal tem sido sugerida no desenvolvimento e 

progressão da doença hepática (Ebrahimzadeh, et al, 2020). 

A progressão da DHGNA para EHNA ainda não está elucidada e a ligação entre a 

microbiota intestinal e o desenvolvimento da obesidade e suas consequências metabólicas tem 

sido investigada. Pesquisas sugerem que a microbiota está relacionada com a esteatose 

hepática e inflamação, envolvendo receptores Toll-like, especialmente TLR-4 e citocinas pró-

inflamatórias. Nesse sentido, a modulação da microbiota intestinal poderia trazer benefícios 

aos pacientes portadores de DHGNA (Moschen AR, 2013). 
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1.2 Microbiota Intestinal 

 

A microbiota intestinal humana é formada por um complexo ecossistema envolvendo 

aproximadamente de 100 trilhões de microrganismos, que interagem com diversos nutrientes 

e com células do hospedeiro (Joyce, 2014). Os microrganismos relacionados à microbiota 

intestinal colonizam a mucosa e consolidam comunidades estáveis com outros 

microrganismos e o hospedeiro. Entretanto a colonização dos agentes patógenos é transitória, 

permanecem apenas no período que causa a doença (David et al., 2005). Assim, a microbiota 

intestinal humana apresenta grande influência no crescimento e nutrição das células epiteliais 

da mucosa intestinal (Biedermann et al, 2013). É composta por uma microbiota residente 

denominada indígena ou autóctone, convivendo harmonicamente com o hospedeiro, 

mostrando-se patógena quando há um desequilíbrio no ecossistema (Mackie et al, 1999). 

A microbiota desempenha um efeito importante no desenvolvimento, função e 

manutenção do TGI por meio de várias maneiras: fortalecendo barreiras físicas da mucosa, 

estimulando a microcirculação vascular, regulando a produção de IgA secretora, produzindo 

ácidos graxos de cadeia curta, induzindo peptídeos antimicrobianos, e modulando o sistema 

imuno inato associado a mucosa. Entretanto, alterações nas comunidades microbianas estão 

relacionadas ao aparecimento de várias doenças, incluindo doença inflamatória intestinal, 

obesidade e SM (Santos J et al, 2019). 

A DHGNA é uma doença multifatorial, fatores genéticos, inflamatórios e ambientais 

podem contribuir para sua patogênese. Dentre os fatores ambientais, destaca-se a dieta, a qual 

exerce importante papel na modulação da microbiota intestinal. A disbiose da microbiota 

pode contribuir de inúmeras maneiras para o aparecimento da EHNA, por meio da 

predisposição à obesidade, promoção de RI, alterando o metabolismo da colina e 

comprometendo a imunidade inata associada a mucosa intestinal (Ebrahimzadeh, et al, 2020). 

Além disso, a microbiota intestinal patogênica pode comprometer a digestão e 

absorção de nutrientes, alterar o metabolismo de ácidos biliares, ativar vias inflamatórias nos 

enterócitos e hepatócitos, mecanismos relacionados com a patogênese de EHNA 

(Ebrahimzadeh, et al, 2020). 

A microbiota pode influenciar a composição corporal devido a promover maior 

eficiência energética e aumentar a proporção de calorias obtidas a partir do conteúdo 

intestinal. Por exemplo, bactérias do tipo Bacteroides thetaiotamicron, possuem a capacidade 

de dividir mais ligações glicosídicas na dieta humana, podendo degradar polissacarídeos 



 

 

20 

 

 

indigestos e fornecer 10 a 15% das necessidades energéticas do hospedeiro (Duarte et al, 

2019).   

Além disso, as bactérias intestinais apresentam efeito central no metabolismo de 

ácidos biliares intraluminal, afetando sua fisiologia e consequentemente provocando alteração 

do balanço energético, sendo que os ácidos biliares são essenciais para a absorção e 

emulsificação das gorduras alimentares e vitaminas lipossolúveis no intestino delgado. Os 

ácidos biliares estão envolvidos no metabolismo lipídico e energético sendo capazes de 

reduzir os níveis de triglicerídeos. As consequências deste envolvimento incluem 

modificações na peroxidação lipídica e no armazenamento de ácidos graxos no fígado 

(Ebrahimzadeh, et al, 2020). 

A RI é considerada um importante fator para a patogênese da DHGNA. A microbiota 

intestinal também tem sido destacada na patogênese da diabete mellitus tipo 1 (Abu-Shanab, 

Quigley, 2010). Wen e colaboradores (2008) demonstraram diferença entre a microbiota de 

ratos destinados a desenvolver DM em relação ao grupo controle, concluindo que a interação 

da microbiota e imunidade inata foi um fator epigenético predisponente para a evolução da 

doença nesses animais (Wen et al, 2008). 

Vale destacar também que dietas deficientes em colina têm sido associadas com o 

desenvolvimento e progressão da esteatose hepática. Estudo experimental demonstrou que 

uma alimentação deficiente em colina por um período de 4 semanas induz DHGNA, assim 

como níveis elevados das enzimas hepáticas, níveis dos triglicerídeos hepático e peroxidação 

lipídica (Ebrahimzadeh, et al, 2020). As enzimas produzidas pela microbiota intestinal 

iniciam um processo de conversão da colina dietética para dimetilamina e trimetilanima 

(Duseja & Chawla, 2014). Estes metabólitos são absorvidos via microvilosidades e são 

direcionadas ao fígado por meio da veia porta. (Ebrahimzadeh, et al, 2020). 

Uma das vias estudadas como ligação direta entre a microbiota intestinal e a 

inflamação do fígado e fibrose é a ativação excessiva de Toll-Like receptor – 4 (TLR-4), 

observada no parênquima hepático, com consequente aumento da inflamação hepática e 

sistêmica. O primeiro estudo que verificou o polimorfismo do gene de TLR-4 em humanos 

com DHGNA conclui que TLR-4 é uma sinalização essencial na patogênese da doença e que 

a compreensão do mecanismo do gene pode fornecer novas abordagens no manejo da 

DHGNA (Kizitas, et al. 2014). 

O uso de probióticos na redução da ativação da via TLR-4 vem sendo amplamente 

estudado em doenças do fígado. Um estudo utilizando modelo experimental de esteatose 
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induzida por frutose, o uso de Lactobacillus casei shirota atenuou significativamente a 

ativação de TLR-4 (Wagnerberger, et al. 2013 Estudo similar recente também demonstrou 

redução de TLR-4 após suplementação com mix de probióticos em modelo animal (Xue et al, 

2017). 

A terapêutica de EHNA tem uma ampla gama de alvos em estudos, entre eles a 

microbiota intestinal (Sheka et al., 2020). Várias abordagens para modular a microbiota vêm 

sendo descritas, incluindo dieta, probióticos, prebióticos, antibióticos e transplante de 

microbiota fecal (FMT) (Figura 2) (Bluemel et al, 2016).  

 

 

 

Figura 2: Probióticos, prebióticos, antibióticos e transplantes de microbiota fecal como 

abordagem na modulação da microbiota intestinal da Doença hepática Gordura Não Alcoólica  

 

 

1.3 Probióticos 

 

Os probióticos competem com bactérias patogênicas, podendo promover mudanças na 

composição de filos dominantes, restaurar/reconstiuir a função da barreira intestinal 

promovendo a imunomodulação (Ebrahimzadeh, et al, 2020).  
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Os probióticos são caracterizados por microorganismos vivos que podem ser inseridos 

no preparo de diversos alimentos, produtos, suplementos dietéticos e medicamentos (WHO, 

2014) e quando consumidos em quantidade suficientes tornam-se benéficos ao hospedeiro 

(Jain et al, 2014). São classificados como organismos não patogênicos que podem exercer 

uma influência benéfica ao indivíduo e modular o trato gastrointestinal (TGI). 

Microrganismos vivos nos alimentos ou na forma de suplemento tendem a melhorar a 

microbiota intestinal (Jain, et al, 2014). Os gêneros Bifidobacterium e Lactobacillus, são 

amplamente utilizados como probióticos, pois estas bactérias podem inibir a expansão de 

bactérias patogênicas Gram-negativas por meio da produção de ácido láctico e outras 

substâncias antimicrobianas (Miura & Jain, 2014).  

O gênero Lactobacillus, possui 56 espécies, sendo as mais utilizadas L. acidophilus, L. 

rhamnousus e L. casei. Estas bactérias são encontradas por todo TGI, compondo uma 

significante parte da microbiota de homens e animais. Sabe-se que o Lactobacillus 

rhamnousus GG (LGG) pode prevenir em células Caco-2bbe a disfunção da barreira intestinal 

causada por reações inflamatórias e reduzir a inflamação intestinal e diarreia (Raizel et al, 

2011).  

Os ensaios clínicos com probióticos em DHGNA são bastante heterogêneos do ponto 

de vista de tempo de intervenção e principalmente por utilizarem diferentes cepas de bactérias 

(Brussow et al. 2019). Estudo realizado com pacientes portadores de DHGNA, que foram 

tratados com probiótico Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus por 3 meses, 

demonstrou redução significativa de AST, ALT e GGT, em relação ao grupo placebo (Aller et 

al, 2011) A suplementação com um simbiótico com múltiplas cepas (Lactobacillus 

acidophilus , Lactobacillus casei , Lactobacillus rhamnosus , Lactobacillus 

bulgaricus , Bifidobacterium breve,  Bifidobacterium longum,  Streptococcus thermophilus  e 

frutooligossacarideos) por um período de 6 meses foi capaz de reduzir as enzimas hepáticas e  

grau de esteatose avaliado por ultrassonografia em pacientes diabéticos. (Shavakhi et al, 

2013). Em outro estudo, também com pacientes com EHNA comprovada por biópsia, a 

suplementação de probiótico contento lactobacilos e bifidobactérias, promoveu melhora da 

esteatose hepática e redução de AST após 6 meses de tratamento (Wong et al, 2013). 

Eslamparast e colaboradores (2014) analisaram o efeito da suplementação com 

simbiótico contendo Lactobacillus rhamnosus, por 28 semanas em 52 pacientes com DHGNA 

e demostraram uma redução significativa das enzimas hepáticas, além da redução do escore 

de fibrose avaliado por elastografia hepática no grupo intervenção 
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Estudos experimentais também sugerem que o probiótico poderia ser pensado como 

uma opção terapêutica na DHGNA. A suplementação com LGG em ratos num modelo de 

esteatose induzido por frutose promoveu redução de lipopolissacarídeo (LPS) atenuando a 

expressão gênica de Tnf-α, Il-8R e Il-1B no fígado. Além disso, o acúmulo de gordura no 

fígado e a concentração de AST também reduziram (Ritze, 2014). Em nosso grupo, no 

Laboratório Experimental de Hepatologia e Gastroenterologia do Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre, já foi avaliado o efeito do probiótico LGG em um modelo de esteatose induzida 

por etanol em zebrafish, sendo observada uma redução dos níveis séricos de triglicerídeos, 

colesterol e esteatose hepática nos animais tratados (Schneider, 2014).  

No estudo de Vajro e colaboradores (2011), crianças portadoras de doença hepática 

relacionada com a obesidade, foram submetidas à suplementação de LGG por oito semanas, 

ao final do estudo houve redução significativa de AST, quando comparado ao grupo placebo. 

Entretanto, a suplementação por oito semanas não foi suficiente para demonstrar diferença 

significativa em parâmetros antropométricos, nem na gordura visceral e TNF-α. (Varjo, 2011)  
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2. JUSTIFICATIVA 

A EHNA é considerada uma das principais causas de indicação de transplante 

hepático. O tratamento tem como objetivo impedir ou retardar a progressão da doença e uma 

vez que atualmente nenhum fármaco ou tratamento tenham apresentado efeito que possa 

atenuar todos os mecanismos. Os componentes da doença são tratados separadamente com 

foco na normalização da glicemia, níveis de lipídios séricos, manejo da obesidade e pressão 

arterial, entre outros. Adicionalmente, a modulação da microbiota intestinal por meio do uso 

de probióticos, poderia conferir uma redução na inflamação presente nesses pacientes e 

consequentemente, representar uma opção terapêutica adjuvante. Além disso, atualmente 

poucos estudos disponíveis na literatura avaliaram o uso de probióticos em pacientes com 

EHNA, especialmente os que avaliaram a microbiota intestinal. 
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3. QUESTÃO DA PESQUISA 

 

A suplementação com probióticos por 24 semanas pode modular a microbiota 

intestinal de pacientes com EHNA e assim conferir melhora em parâmetros hepáticos e 

clínicos?  
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4. HIPÓTESES 

 

Hipótese nula 

A suplementação com probióticos por 24 semanas não pode modular a microbiota 

intestinal de pacientes com EHNA, portanto não irá conferir melhora em parâmetros 

hepáticos e clínicos. 

 

Hipótese verdadeira 

A suplementação com probióticos por 24 semanas pode modular a microbiota 

intestinal de pacientes com EHNA e assim conferir melhora em parâmetros hepáticos e 

clínicos. 
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5. OBJETIVOS 

  

Principal: Avaliar o efeito da suplementação com probióticos por 24 semanas em 

pacientes com EHNA em parâmetros hepáticos de fibrose e esteatose e na composição da 

microbiota intestinal. 

 

Secundários: 

Avaliar se a suplementação com probióticos por 24 semanas em pacientes com EHNA 

é capaz de promover alterações em: 

- enzimas hepáticas 

- escores: NAFLD Fibrosis Score. APRI Score e Fat Liver Index  

- Biomarcador CK-18 

- Concentração sérica de TLR-4 

- componentes da Síndrome Metabólica 
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7. CONCLUSÕES 

A Intervenção com probiótico em pacientes no estágio inicial de EHNA demonstrou 

ser incapaz de promover uma mudança significativa nos parâmetros hepáticos, nutricionais, 

clínicos e na análise parcial da microbiota intestinal.  
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS 

- Por se tratar de um grande ensaio clínico, que teve outros braços, incluindo avaliação de 

fatores de risco cardiovasculares, parâmetros de sarcopenia e permeabilidade intestinal, 

pretendemos futuramente fazer outros cruzamentos de dados a fim de compreender melhor os 

resultados que tivemos. 

- Ampliar as análises referentes à microbiota intestinal correlacionando-a com os principais 

desfechos de interesse do estudo, incluindo a análise da microbiota do grupo controle; 

- Avaliar fatores preditores da resposta individual dos pacientes que receberam probióticos; 

 - Realizar acompanhamento dos pacientes desse estudo, a fim de verificar o impacto a longo 

prazo da intervenção. 
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ANEXOS 

ANEXO I  - REGISTRO ALIMENTAR 

Exemplo: Registrar todos os alimentos ingeridos durante o dia, em cada refeição e nos 

intervalos. Especificar as quantias em medidas caseiras. 

Dia da semana:   exemplo                                    Data _____/_____/_____ 

Horário Alimento Quantidade consumida 

8:00 Leite semi-desnatado meia xícara (75ml) 

 Café sem açúcar meia xícara (75ml) 

 Pão de centeio 2 fatias grandes 

 Queijo prato 1 fatia 

 Margarina 2  pontas de faca 

 Mamão uma fatia pequena 

10:30 Banana prata uma unidade pequena 

   

12:00 Arroz 4 colheres de sopa 

 Feijão 4 colheres de sopa 

 Bife de frango uma unidade pequena 

 Óleo de Oliva uma colher de chá 

   

16:00 Leite desnatado um xícara 

 Nescafé uma colher de cafezinho 

 Cream Cracker 4 unidades 

   

20:00 Guisado com moranga três colheres de sopa 

 Batata assada 2 médias 

 Souflé de espinafre 3 colheres de sopa 

 Salada de repolho uma xícara 



 

 

44 

 

 

 

REGISTRO ALIMENTAR  

Registrar todos os alimentos ingeridos durante o dia, em cada refeição e nos intervalos. 

Especificar as quantias em medidas caseiras. 

Nome: _____________________________ 

Dia da semana: _____________________            Data _____/_____/_____ 

Horário Alimento Quantidade consumida 
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ANEXO II - Orientações para realizar a coleta de fezes: 

Data em que a coleta deverá ser feita: ___________________________ 

 

-Há diversas maneiras para fazer a coleta de fezes, entretanto sugerimos o protocolo abaixo, 

lembrando que as fezes não podem entrar em contato com a água do vaso sanitário. 

 

No dia da coleta, primeiro urine no vaso sanitário para não contaminar as fezes com a urina; 

Não tomar laxante para fazer a coleta; 

Coloque o protetor descartável, que está no kit, dentro da patente (a parte plástica deve ficar 

virada para baixo, de forma que as fezes cairão direto no protetor); 

Após fazer cocô, coletar uma parte do mesmo, com o auxilio da pazinha, e colocá-lo no pote 

coletor. Não é necessário encher o pote de coleta, apenas uma pequena quantidade já é 

suficiente; 

Descarte o protetor descartável sujo no lixo; 

Em seguida, colocar o pote contendo a amostra de fezes no isopor junto com o pacote de gelo 

e guardar no congelador; 

O pacote de gelo não precisa ser trocado. 

 

OBS: É RECOMENDÁVEL COLOCAR O PACOTE DE GELO NO CONGELADOR 

ANTES DA COLETA PARA QUE O PACOTE DE GELO JÁ ESTEJA CONGELADO 

NO MOMENTO DA COLETA. 

 

Dia da consulta: __________________________________________ 

Retire o isopor do refrigerador contendo o pote coletor com as fezes e o pacote de gelo e 

traga-o para o Hospital de Clínicas de Porto Alegre no dia da consulta. 

Transportar o isopor em uma sacola plástica. 

Qualquer dúvida em relação à coleta deste exame entre em contato através do telefone (51) 

81910017 com a pesquisadora Amanda Souza. 
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ANEXO III -  QUESTIONÁRIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FÍSICA –  

VERSÃO CURTA -  

Nome:_______________________________________________________ Data: ______/ 

_______ / ______ IDADE : ______  Sexo: F (  ) M (  )   

Nós estamos interessados em saber que tipos de atividade física as pessoas fazem como parte 

do seu dia a dia. Este projeto faz parte de um grande estudo que está sendo feito em diferentes 

países ao redor do mundo. Suas respostas nos ajudarão a entender que tão ativos nós somos 

em relação à pessoas de outros países. As perguntas estão relacionadas ao tempo que você 

gasta fazendo atividade física na ÚLTIMA semana. As perguntas incluem as atividades que 

você faz no trabalho, para ir de um lugar a outro, por lazer, por esporte, por exercício ou como 

parte das suas atividades em casa ou no jardim. Suas respostas são MUITO importantes. Por 

favor responda cada questão mesmo que considere que não seja ativo. Obrigado pela sua 

participação!  

 Para responder as questões lembre que:  

 atividades físicas VIGOROSAS são aquelas que precisam de um grande esforço físico 

e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal  

 atividades físicas MODERADAS são aquelas que precisam de algum esforço físico e 

que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal  

  

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que você realiza por pelo menos 

10 minutos  contínuos de cada vez.  

  

1a Em quantos dias da última semana você CAMINHOU por pelo menos 10 minutos 

contínuos em casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para outro, 

por lazer, por prazer ou como forma de exercício?  

  

dias _____ por SEMANA  (  )  Nenhum    

  

1b Nos dias em que você caminhou por pelo menos 10 minutos contínuos quanto tempo no 

total você gastou caminhando por dia?   

  

horas: ______ Minutos: _____   
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2a. Em quantos dias da última semana, você realizou atividades MODERADAS por pelo 

menos 10 minutos contínuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta, nadar, dançar, 

fazer ginástica aeróbica leve, jogar vôlei recreativo, carregar pesos leves, fazer serviços 

domésticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou 

qualquer atividade que fez aumentar moderadamente sua respiração ou batimentos do 

coração (POR FAVOR NÃO INCLUA CAMINHADA)  

  

dias _____ por SEMANA  (  )  Nenhum    

  

2b. Nos dias em que você fez essas atividades moderadas por pelo menos 10 minutos 

contínuos, quanto tempo no total você gastou fazendo essas atividades por dia?   

  

horas: ______ Minutos: _____   

  

3a Em quantos dias da última semana, você realizou atividades VIGOROSAS por pelo 

menos 10 minutos contínuos, como por exemplo correr, fazer ginástica aeróbica, jogar 

futebol, pedalar rápido na bicicleta, jogar basquete, fazer serviços domésticos pesados em 

casa, no quintal ou cavoucar no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer atividade que fez 

aumentar MUITO sua respiração ou batimentos do coração.  

  

dias _____ por SEMANA  (  )  Nenhum    

  

3b Nos dias em que você fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos contínuos 

quanto tempo no total você gastou fazendo essas atividades por dia?   

  

horas: ______  Minutos: _____    

  

Estas últimas questões são sobre o tempo que você permanece sentado todo dia, no trabalho, 

na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui o tempo sentado 

estudando, sentado enquanto descansa, fazendo lição de casa visitando um amigo, lendo, 
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sentado ou deitado assistindo TV. Não inclua o tempo gasto sentando durante o transporte em 

ônibus, trem, metrô ou carro.   

  

4a.  Quanto tempo no total você gasta sentado durante um dia de semana?  

  ______horas ____minutos  

4b.  Quanto tempo no total você gasta sentado durante em um dia de final de semana?  

  ______horas ____minutos  
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ANEXO IV -  Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Títulos dos Projetos: EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO COM PROBIÓTICOS EM 

PACIENTES COM DOENÇA HEPÁTICA GORDUROSA NÃO ALCOÓLICA: 

ENSAIO CLÍNICO RANDOMIZADO  

AVALIAÇÃO DE OBESIDADE SARCOPÊNICA EM PACIENTES COM DOENÇA 

HEPÁTICA GORDUROSA NÃO ALCOÓLICA PRÉ E PÓS INTERVENÇÃO COM 

SUPLEMENTAÇÃO DE PROBIÓTICOS 

 

Você está sendo convidado a participar de duas pesquisa cujos objetivos são avaliar o efeito 

do uso de probióticos por 6 meses, em pacientes com Doença hepática não alcoólica na 

composição da microbiota intestinal e na evolução da doença e avaliar a presença de 

sarcopenia, em pacientes com Doença hepática gordurosa não alcoólica antes e após a 

intervenção com probióticos. Ambas as pesquisas estão sendo realizadas pelo Programa de 

Pós Graduação de Gastroenterologia e Hepatologia - UFRGS no Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre (HCPA). 

A microbiota intestinal se forma quando nascemos, ela é composta por uma enorme variedade 

de microrganismos presentes no nosso intestino e desempenham importante papel na saúde. 

Um desequilíbrio na composição da microbiota pode estar relacionado com doenças, 

problemas no fígado e excesso de peso. Os probióticos são bactérias benéficas (um dos tipos 

de microorganismos) que, quando consumidas em quantidade suficiente, podem contribuir 

para o equilíbrio da microbiota e desta forma ter benefício a saúde. Os probióticos podem ser 

adicionados ao preparo de alimentos, ou consumidos na forma de suplementos dietéticos ou 

medicamentos.  

A obesidade sarcopênica é a perda da massa e funcionalidade dos músculos aliado ao 

aumento da gordura corporal, sendo um processo de múltiplas causas. Diversos fatores estão 

ligados a isto, podendo ser citados deficiências hormonais do envelhecimento, baixo consumo 

de proteínas e a baixa atividade física. A sarcopenia tem sido associada com a doença 

hepática gordurosa não alcóolica e pode estar associada a piores desfechos clínicos 

relacionados ao fígado. Nesta pesquisa também avaliaremos se existe obesidade sarcopênica e 

se ela se modifica após a suplementação com probióticos 

Se você aceitar participar da pesquisa serão realizados os seguintes procedimentos: 

Etapa 1: Será realizada uma entrevista em que você será avaliado(a) quanto à prática de 

atividade física, consumo de álcool e características cardiovasculares. Você receberá 

orientações para o preenchimento de um registro alimentar, que será realizado na sua casa, 

onde você irá relatar todos os alimentos e bebidas consumidos durante 3 dias (2 dias da 

semana e 1 dia do final de semana). Além disso, você receberá um kit e instruções para 

realizar uma coleta de fezes um dia antes da sua próxima consulta. Para a coleta, você deverá 

evacuar diretamente sobre um protetor descartável fornecido no kit, e depois irá transferir as 

fezes para um pote também fornecido no kit. Após a coleta, a amostra deverá ser armazenada 
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no isopor refrigerado até a próxima consulta. Após, no Centro de Pesquisa Clínica (CPC) do 

HCPA serão realizados testes funcionais. O primeiro é o teste de velocidade da marcha, que 

consiste em medir o tempo que a pessoa leva para fazer uma caminhada de 10 metros. Este 

teste é realizado em uma superfície plana e firme e o pesquisador lhe acompanhará durante o 

trajeto. Teste de força e potência dos membros inferiores, no qual você será deverá sentar e 

levantar de uma cadeira 5 vezes. Teste de apoio unipodal, no qual de pé você deverá elevar 

uma das pernas flexionando o joelho e equilibrar-se em apenas um dos pés, 3 vezes em cada 

perna. Essa primeira etapa terá duração de aproximadamente 1 hora. No final desta consulta, 

será agendada nova consulta, uma semana depois, no Centro de Pesquisa Clínica (CPC) do 

HCPA. 

Etapa 2 (Centro de Pesquisa Clínica). Serão realizadas as seguintes avaliações: 

a) Coleta de 25mL de sangue (corresponde a 3 colheres de sopa) para avaliação função 

hepática (fígado) e exames marcadores de inflamação (CK-18 e TLR-4) e  marcadores de 

sarcopenia (hormônio do crescimento, testosterona e miostatina), que são hormônios e 

proteínas considerados importantes para o aparecimento dessa condição. Exames de interesse 

desta pesquisa como colesterol, triglicerídeos, glicose, insulina, hemograma, proteína C-

reativa, albumina, creatinina, caso você autorize, serão consultados diretamente do seu 

prontuário. 

b) Avaliação nutricional realizada por nutricionista, através da medida de peso, altura, força 

do aperto de mão que é feita em um aparelho onde você aperta com sua mão simulando um 

aperto de mão para avaliar sua força, circunferência da cintura, circunferência do braço, 

circunferência da panturrilha, e verificação de gordura no braço, verificação da gordura do 

tríceps (parte de trás do braço), das costas e do abdômen com auxílio de um aparelho, 

plicômetro, que funciona como uma pinça segurando por alguns segundos a parte de trás do 

braço. Para avaliação de gordura corporal, serão utilizados dois aparelhos, um de 

bioimpedância, semelhante a uma balança, no qual você ficará em pé e deverá segurar duas 

hastes (cabos) por aproximadamente um minuto; e outro, de Absortometria Radiológica de 

Dupla Energia (Dexa), que é um exame de imagem de baixa radiação, aplicado por um 

técnico habilitado, onde você irá deitar-se de barriga para cima uma maca para a captura de 

imagens com o aparelho que apenas irá passar sob seu corpo. O exame tem duração de 

aproximadamente cinco minutos. 

c) Verificação da pressão arterial (PA); 

d) Entrega do registro alimentar de três dias que foi realizado em casa; 

e) Entrega da caixinha térmica contendo o pote com a amostra de fezes; 

Caso alguns destes parâmetros estejam alterados, essas informações poderão ser 

encaminhadas ao seu médico assistente. Após esses procedimentos você será sorteado para 

um de dois grupos dessa pesquisa, não sendo possível escolher de qual grupo participar. Nem 

você nem os pesquisadores saberão de qual grupo você fará parte. Um grupo receberá saches 

contendo probióticos e o outro, sachês com um pó com as mesmas características, porém sem 

probióticos, contendo uma substância chamada polidextrose ou maltodextrina, à base de 

carboidrato. O conteúdo dos sachês é um pó sem sabor que deverá ser adicionado em um 

copo de água temperatura ambiente. Você deverá consumir dois sachês por dia todos os dias 
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pela manhã, em jejum, durante 6 meses. Metade dos sachês serão fornecidos nesta consulta e 

a outra metade na próxima consulta. Os procedimentos realizados nesta etapa 2 terão duração 

de aproximadamente 1hora e 15 minutos. 

Etapa 3 (Centro de Pesquisa Clínica, três meses após a etapa 2): nessa consulta de 

acompanhamento você receberá outro diário para levar para casa para anotar todos os 

alimentos e bebidas consumidos durante 3 dias e outro kit para coleta de fezes que deverá ser 

realizada um dia antes da sua última consulta. Também serão realizados novamente os testes 

funcionais realizados na etapa 1. Nesse mesmo momento irá receber o restante dos sachês 

Essa etapa terá uma duração aproximada de 30 minutos. 

Etapa 4 (Centro de Pesquisa Clínica, três meses após a etapa 3): Nessa última etapa, você será 

submetido aos mesmos procedimentos, questionários e exames das etapas anteriores ( com 

exceção dos testes funcionais) , com a orientação de 12 horas de jejum para a coleta de 

sangue. Essa consulta terá duração de 1 hora e 15 minutos. 

O tempo total de duração do estudo é de 6 meses e entraremos em contato durante o período 

para orientações, esclarecimentos de dúvidas e para agendar suas consultas.  

Quanto aos possíveis riscos ou desconfortos decorrentes da sua participação na pesquisa: 

poderá sentir algum desconforto na coleta de sangue pelo jejum e eventualmente pode 

aparecer um hematoma (macha roxa) pela picada da agulha. Você poderá sentir algum 

incômodo pelo tempo dispendido nos questionários ou nas consultas, assim, como é possível 

algum incômodo pela coleta de fezes ou algum mal estar durante os testes funcionais como 

dor, cansaço, fadiga, tontura, falta de ar ou queda. Os riscos serão minimizados com adequado 

treinamento da equipe de pesquisadores. Se você sentir algum desconforto ou sintoma durante 

a realização dos testes, a atividade será interrompida imediatamente. Em relação aos 

probióticos, eventualmente você poderá apresentar algum desconforto ou distensão 

abdominal, entretanto, não são conhecidos riscos ou efeitos negativos graves com o seu uso. 

Os possíveis benefícios da pesquisa são o benefício do uso dos probióticos, se for sorteado 

para este grupo, com a melhora na microbiota podendo refletir na evolução de sua doença 

hepática. Como participante desta pesquisa, você terá conhecimento sobre seu peso, 

composição corporal, quantidade e funcionalidade dos músculos e ainda saber se seus hábitos 

alimentares são adequados para sua saúde.  

Ao final do estudo, todos os participantes receberão orientação nutricional personalizada e se 

identificada a necessidade de acompanhamento nutricional seu médico assistente será 

comunicado. 

O material biológico coletado será armazenado de forma codificada. Após a realização das 

análises previstas neste projeto, as amostras serão armazenadas. Este material, além de ser 

utilizado neste estudo, poderá ser utilizado em outros estudos futuros do nosso grupo. Neste 

caso, um novo projeto de pesquisa será submetido para apreciação do Comitê de Ética em 

Pesquisa e você será chamado para reconsentir com o uso do material. 

Sua participação em ambas as pesquisas é totalmente voluntária, ou seja, não é obrigatória. 

Caso você decida não participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, 
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não haverá nenhum prejuízo ao atendimento que você recebe ou possa vir a receber na 

instituição. 

Não está previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participação na pesquisa e 

você não terá nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.  

Caso ocorra alguma intercorrência ou dano, resultante de sua participação nad pesquisas, você 

receberá todo o atendimento necessário, sem nenhum custo pessoal. 

Os dados coletados durante as pesquisas serão sempre tratados confidencialmente. Os 

resultados serão apresentados de forma conjunta, sem a identificação dos participantes, ou 

seja, o seu nome não aparecerá na publicação dos resultados. 

Caso você tenha dúvidas, poderá entrar em contato com o pesquisador responsável Dra. 

Valesca Dall’Alba, ou com as pesquisadoras Amanda Souza Silva e Helena Abadie Moraes, 

ou ainda, pessoalmente na zona 15 do HCPA, quartas-feiras das 16-19h ou no Serviço de 

Gastroenterologia, segundo andar (3359-8307) ou com o Comitê de Ética em Pesquisa do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2º andar do 

HCPA, sala 2227, de segunda à sexta, das 8h às 17h. 

Com relação às amostras biológicas armazenadas  

(  ) Autorizo o armazenamento do material biológico para pesquisas futuras. 

(  ) Não autorizo o armazenamento do material biológico para pesquisas futuras. 

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para os 

pesquisadores. 

____________________________________ 

Nome do participante da pesquisa 

____________________________________ 

Assinatura 

____________________________________ 

Nome do pesquisador que aplicou o Termo 

____________________________________ 

Assinatura 

 

Local e Data: _________________________ 


