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“O conformismo é o carcereiro da liberdade e o inimigo do crescimento

(John F Kennedy).”

“Vocé vé as coisas e diz “Por qué?”, mas eu sonho com coisas que nunca

existiram e digo: “Por que nao?” (George Bernard Shaw)”
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RESUMO

Introducéo: A doenga hepatica gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA) é a principal
causa de lesé@o hepatica crénica em todo o mundo, e seu tratamento especifico deve
estar disponivel até o final desta década. A doenca cardiovascular (DCV) é a maior
responsavel pelos obitos a ela associados, de forma independente dos fatores de risco
tradicionais. A despeito disso, raramente o risco cardiovascular (RCV) é um desfecho
avaliado em estudos de DHGNA. Seus mecanismos associados sao comuns e
envolvem, entre outros, a inflamag&o sistémica. A microbiota intestinal desempenha
papel central na génese da inflamacdo e sua alteracdo pode estar implicada no
controle das lesbes secundarias ao estado inflamatério, o que justifica este estudo.
Objetivo: Avaliar o RCV, através de escores clinicos, marcadores inflamatérios e de
adesdo endotelial, microRNAs e correlacionar com a microbiota intestinal, em
pacientes portadores de DHGNA, com esteato-hepatite nao-alcodlica (EHNA),
submetidos a suplementacéo de probidticos (PROBs). Métodos: Estudo duplo-cego,
randomizado, controlado por placebo, unicéntrico, em pacientes adultos com EHNA
confirmada por biépsia hepéatica, divididos aleatoriamente em dois grupos: PROB e
placebo (PLA). O grupo PROB recebeu durante 24 semanas dois sachés contendo
10° unidades formadoras de coldnia (UFC) de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus paracasei e Bifidobacterium lactis, e os pacientes alocados
ao grupo PLA receberam formulacéo idéntica, contendo polidextrose e maltodextrina.
Todos os pacientes foram monitorados rigorosamente quanto ao uso adequado,
efeitos adversos e inicio de outras medica¢des. Uma visita presencial foi realizada a
cada 45 dias. A avaliacao clinica, fisica e laboratorial foi realizada antes e apos a
intervencgéo. Foi realizada a avaliagcdo de atividade fisica, calculo de escores de RCV,

analise de marcadores inflamatdrios e de disfuncdo endotelial, microRNAs circulantes
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e avaliacao da microbiota intestinal. Resultados: 46 pacientes foram recrutados (23
PROB; 23 PLAB), com idade média de 51,7 anos, predominancia do sexo feminino e
etnia branca. As caracteristicas clinicas, demograficas e anatomopatolégicas foram
semelhantes entre os grupos no inicio do estudo. Escore NAS (do inglés, NAFLD
activity score) foi de 4,13 (+ 1,87) em ambos os grupos. A fibrose foi F1 em 69,6 e
60,9% (PROB e PLA, respectivamente). Nao houve mudanca significativa em relacao
aos escores de RCV, antropometria e avaliagao laboratorial entre os grupos antes e
apos a intervencao. lgualmente, ndo houve alteracao na alfadiversidade avaliada pelo
indice Shannon da linha de base até o final do estudo (p = 0,89). Houve predominio
do género Firmicutes antes do estudo e Bacteroidetes apds a intervengdo no grupo
PROB, sem significancia significativa. A concentracdo do inibidor do ativador de
plasminogénio-1 (PAI-1, do inglés plasminogen activator inhibitor-1) diminui
significativamente em ambos 0s grupos, bem como a expressdo de miR-122
circulante, sem diferenca significativa entre PROB e PLA. Houve diminuigdo do
namero de pacientes com alto RCV, de acordo com os indices Castelli-1 (CRI)-I e
coeficiente aterogénico (CA) em ambos os grupos. Nenhum efeito colateral grave foi
relatado durante a realizagdo do estudo. Concluséo: A suplementacdo com PROBs
por 24 semanas nao foi superior ao placebo na reducdo do RCV em pacientes com

EHNA, e tampouco modificou a microbiota intestinal dos individuos estudados.

Palavras-chave: Doenca hepéatica gordurosa nao-alcodlica; Esteato-hepatite

nao-alcodlica; Microbiota; Probiotico; Risco cardiovascular.



ABSTRACT

Introduction: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the leading cause of
chronic liver damage worldwide, and its specific treatment should be available by the
end of this decade. Cardiovascular disease (CVD) is the major responsible for the
deaths associated with it, regardless of traditional risk factors. Despite this,
cardiovascular risk (CVR) is rarely an outcome assessed in NAFLD studies. Its
associated mechanisms are common and involve, among others, systemic
inflammation. The intestinal microbiota plays a central role in the genesis of
inflammation and its alteration may be involved in the control of lesions secondary to
the inflammatory state, which justifies this study. Objective: Evaluate the CVR,
through clinical scores, inflammatory markers and endothelial adhesion, microRNAs
and correlate with the intestinal microbiota, in patients with NAFLD, with non-alcoholic
steatohepatitis (NASH), submitted to probiotics supplementation (PROBs). Methods:
Double-blind, randomized, placebo-controlled, single-center study in adult patients
with NASH confirmed by liver biopsy, randomly divided into two groups: PROB and
placebo (PLA). The PROB group received two sachets containing 10° colony forming
units (CFU) of Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
paracasei and Bifidobacterium lactis for 24 weeks and the patients allocated to the
PLA group received an identical formulation, containing polydextrose and maltodextrin.
All patients were closely monitored for proper use, adverse effects and initiation of
other medications. A face-to-face visit was carried out every 45 days. Clinical, physical
and laboratory evaluation was performed before and after the intervention. The
evaluation of physical activity, calculation of CVR scores, analysis of inflammatory
markers and endothelial dysfunction, circulating microRNAs and evaluation of the

intestinal microbiota were performed. Results: 46 patients were recruited (23 PROB;
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23 PLAB), with a mean age of 51.7 years, predominance of females and white
ethnicity. Clinical, demographic and anatomopathological characteristics were similar
between groups at baseline. NAFLD activity score was 4.13 (x 1.87) in both groups.
Fibrosis was F1 in 69.6% and 60.9% (PROB and PLA, respectively). There was no
significant change regarding the CVR scores, anthropometry and laboratory evaluation
between the groups before and after the intervention. Likewise, there was no change
in the alpha diversity assessed by the baseline Shannon index until the end of the
study (p = 0.89). There was a predominance of the genus Firmicutes before the study
and Bacteroidetes after the intervention in the PROB group, without significant
significance. The concentration of plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) decreases
significantly in both groups, as well as the expression of circulating miR-122, no
significant difference between PROB and PLA. There was a decrease in the number
of patients with high CVR, according to the Castelli-I (CRI)-I and atherogenic coefficient
(CA) indices in both groups. No serious side effects were reported during the study.
Conclusion: PROBs supplementation for 24 weeks was not superior to placebo in
reducing RCV in patients with NASH, nor did it modify the intestinal microbiota of the

studied individuals.

Key words: Non-alcoholic fatty liver disease; Non-alcoholic steatohepatitis;

Microbiota; Probiotic; Cardiovascular risk.
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1. INTRODUCAO

A doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA) é caracterizada pelo
acumulo de triglicerideos (TGLs) em mais de 5% dos hepatécitos (esteatose) (1). A
sua definicdo pressupde a exclusdo de causas secundarias (virais, medicamentosas
e consumo excessivo de éalcool) (1), porém recentemente um painel de consenso
internacional prop6s a troca da nomenclatura para doenca hepatica gordurosa
associada ao metabolismo (MAFLD, do inglés metabolic associated fatty liver
disease), no qual o diagnéstico de MAFLD deve ser baseado na presenca de
disfuncdo metabdlica, e ndo na exclusdo de outras condi¢cdes como etilismo e outras
doencas hepéticas (2). Uma vez que este estudo foi concluido antes da sugestdo da

mudanca referida, sera utilizado ainda o termo DHGNA.

A esteato-hepatite ndo-alcodlica (EHNA) é o subtipo inflamatorio da DHGNA,
com presenca de esteatose, injuria hepatocitaria (demonstrada pela balonizacédo de
hepatdcitos) e inflamacao, com ou sem fibrose (3). A EHNA pode evoluir com fibrose
hepética progressiva e desenvolvimento de cirrose; a esteatose hepatica também
pode apresentar fibrose, possivelmente relacionada a uma baixa taxa de progressao
e regressdao espontanea de EHNA para esteatose (4). Pacientes portadores de
esteatose e EHNA possuem risco de desenvolver carcinoma hepatocelular (CHC),

nao necessitando a presenca de cirrose para o seu aparecimento (5).

A DHGNA pode ser considerada uma manifestacdo hepatica da sindrome
metabdlica (SM) (6), estando sua patogénese ligada a resisténcia a insulina (RI), e a
presenca de componentes da SM, tais como diabetes mellitus (DM), hipertensao
arterial sistémica (HAS) e dislipidemia (DSL) exercendo um espectro bidirecional na

DHGNA (7). Pela associagdao da DHGNA e obesidade, a incidéncia e prevaléncia
12



dessa condicao clinica esta aumentando, com a América do Sul tendo um dos maiores

indices de prevaléncia em niveis continentais (8).

A maior causa de 6bito relacionada a DHGNA séo as doencas cardiovasculares
(DCV), com a DHGNA causando um aumento do risco cardiovascular (RCV)
independente dos fatores de risco tradicionais e da SM (9). Isso ocorre possivelmente
pela associagdo da DHGNA com aumento do estresse oxidativo e disfuncdo
endotelial, fatores altamente relacionados a DCV (10). Pacientes portadores de
DHGNA tém niveis aumentados de marcadores inflamatérios e de disfuncdo endotelial
relacionados a aterosclerose, entre eles a molécula de adeséao intercelular-1 (ICAM-
1, do inglés intercelular adhesion molecule-1) e inibidor de ativador de plasminogénio-

1 (PAI-1, do inglés plasminogen activator inhibitor-1) (11).

A estimativa do RCV pode ser realizada através de questionarios, tais como
Framingham, Systematic Coronary Risk Evaluation (SCORE) da Sociedade Europeia
de Cardiologia, e o Atherosclerotic Cardiovascular Disease risk estimator (ASCVD) da
Sociedade Americana de Cardiologia, compostos de exame fisico e dados

laboratoriais e clinicos (12-14).

Os microRNAs sao pequenos RNAs ndo codificantes que possuem um
importante papel na patogénese da DHGNA e sua progressdao. Os microRNAs
regulam vias metabdlicas que estéo alteradas em pacientes portadores de DHGNA,
como metabolismo dos lipideos e glicose (15). Os microRNAS estdo associados a
DCV e ao RCV na DHGNA através de diversos mecanismos entre eles o seu papel
na lipogénese e oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL, do inglés low
density lipoprotein), associacdo com células endoteliais e regulacdo da biologia da

placa de aterosclerose (16).
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A base do tratamento da DHGNA ainda é a perda de peso, a qual esta
associada a resolucéo da doenca, conforme a magnitude da perda ponderal, a saber:
perda de 3-5% do peso corporal resulta em melhora da esteatose, mais de 5% em
melhora da injaria celular hepética e inflamacgéo, mais de 7% melhora EHNA, e mais
de 10% reduz a fibrose (17). A atividade fisica, mesmo sem perda de peso, melhora
o controle glicémico e a oxidacéo lipidica, reduz a disfuncéo endotelial ligada a DCV,
e diminui o RCV (18). Por outro lado, o tratamento especifico da DHGNA ainda é
limitado, e pode-se considerar que nenhum seja altamente efetivo tanto no controle

de suas manifestacfes hepéticas, quanto na reducao do RCV (19).

A microbiota intestinal é definida por um complexo de microrganismos com
relacdes simbidticas com o hospedeiro, com funcdes, entre outras, digestédo de acidos
graxos de cadeia curta, fermentacéo de fibras ndo digestivas, sintese de vitaminas,
resisténcia a colonizagéo por patégenos intestinais, e estimulo do desenvolvimento do
sistema imune etc. (20). A presenca da ligacdo entre o intestino e o figado ocorre
através da circulacdo sanguinea e dos &cidos biliares, sendo esses ultimos
responsaveis pelo efeito antimicrobiano e homeostatico do intestino; esse eixo hepato-
intestinal é essencial para a regulacdo do metabolismo sistémico (21). A microbiota
intestinal é a fonte primaria de lipopolissacarideos que atravessam a mucosa
intestinal, entram na veia porta e sdo metabolizados pelo figado (20). A disbiose
intestinal estd associada ao desenvolvimento e progressdao da DHGNA (21).
Alteracbes na permeabilidade intestinal e a prevaléncia de supercrescimento
bacteriano estdo aumentadas nesses pacientes, ocasionando a inflamacéo hepatica

e acumulo de TGLs no figado (22).
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Probitdticos (PROBs) sao microrganismos vivos que podem ter efeitos
benéficos para o hospedeiro sem efeitos colaterais (23). Seu papel nha DHGNA
supostamente esta associado ao retardo da progressdo da doenca, através da
modulacdo da microbiota intestinal, manutencdo da permeabilidade intestinal e
reducdo da resposta inflamatéria (24). Ensaios clinicos randomizados (ECR) com
diferentes cepas e concentracdes de PROBs demonstraram a melhora da RI, niveis
séricos de glicose, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST), gama glutamil transferase (GGT), fosfatase alcalina (FA), colesterol total (CT),
TGLs, LDL e lipoproteina de baixa densidade (HDL, do inglés high density lipoprotein)
(23, 25, 26). Pela melhora ocasionada no perfil lipidico apés a utilizagdo de PROBS,
estes poderiam ser utilizados para diminuir o RCV associada a DHGNA. Ha evidéncia
da melhora do indice de massa corporal (IMC) e circunferéncia abdominal no uso de
PROBSs, ambos associados a DCV (27). Entretanto, uma recente reunido de consenso
da Sociedade Brasileira de Hepatologia sugere que, embora haja uma evidéncia
tedrica solida e que parecam promissores, os PROBs ainda ndo podem ser

recomendados na pratica clinica no tratamento da DHGNA (28).

E notavel que ECR sejam realizados na DHGNA visando apenas o desfecho
hepético e ndo o cardiovascular (29-31). Uma vez que a DCV é causa importante de
mortalidade, seria recomendavel que o RCV também fosse incluido como desfecho
clinico nos estudos de DHGNA ou, agora, de MAFLD, uma vez que sendo somados
os fatores de risco da propria DHGNA com outras situacfes clinicas incluidas no
espectro de MAFLD, como a hepatite C, o RCV deve tornar-se ainda mais importante

nesta condicao clinica (9).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doenca Hepatica Gordurosa N&o-Alcodlica

A DHGNA é caracterizada por esteatose demonstrada em exames de imagem,
escores clinicos ou analise histolégica do tecido hepatico, em que a presenca de mais
de 5% de depdsito de gordura nos hepatocitos autoriza o seu diagndstico, uma vez
excluidas outras causas de depdsito gorduroso no figado, como ingestao alcodlica
significativa (igual ou superior a 20g etanol/dia em mulheres e a 30g etanol/dia em
homens), hepatites virais e uso cronico de medicacOes esteatogénicas (1, 32). A
EHNA é diagnosticada por bidpsia hepatica e injaria hepatocitaria sobreposta a
esteatose, na forma de inflamacgéo e balonizagcéo, com ou sem a presenca de fibrose
(3). Os diversos estagios da doenga (inflamacéo, esteatose e fibrose) podem progredir

ou regredir, e o CHC pode advir de pacientes cirréticos ou nao (5, 33) (Figura-1).
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Figura 1: As diversas faces da DHGNA, com possibilidades de progresséo e regressao.
A DHGNA é uma entidade clinica patolégica que compreende um espectro de doencgas hepéticas, que
abrange desde a simples esteatose (presenca de acumulo de triglicerideos em mais de 5% dos
hepatécitos) sem o seu padrédo inflamatdrio, até a EHNA, um padrdo mais agressivo da doenga,
caracterizado por esteatose, balonizacdo do hepatécito e inflamagado, associado a varios graus de
fibrose. O CHC néo esta ligado exclusivamente a cirrose. Abreviaturas: CHC: carcinoma hepatocelular,
DHGNA: doenca hepatica gordurosa ndo-alcéolica e EHNA: esteato-hepatite ndo-alcdolica. Fonte: Arab
et.al (2018) (33).

Como diferentes categorias de IMC poderem ter diferentes alteragbes
metabdlicas, assim como individuos com peso normal poderem ser metabolicamente
doentes, com risco aumentado de DCV (34), ha algum tempo debate-se o termo
DHGNA: seria realmente o melhor para individuos portadores de esteatose hepatica
e SM?. De fato, um painel internacional de especialistas sugeriu neste ano, portanto,
a sigla MAFLD, tendo como justificativa a heterogeneidade da DHGNA na pratica
clinica em relacéo a etnia, regido geografica, genética e epigenética, histéria familiar,
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padrdo metabdlico, distribuicdo de gordura e também o IMC, sugerindo um termo
inclusivo, sem necessidade de serem afastadas outras causas de esteatose, como o
consumo de alcool (2). O diagnostico de MAFLD deve-se basear na presenca de
disfung@o metabolica, ndo na auséncia de outras condigdes, sendo um diagnadstico de
inclusdo ao invés de um diagnostico de exclusdo, sendo a presenca de outras
hepatopatias como hepatites virais, medicamentosas e autoimunes denominadas de
causas alternativas de doenca hepatica gordurosa. Os critérios sdo baseados na
evidéncia de esteatose hepatica somado a um dos trés seguintes:
sobrepeso/obesidade, presenca de DM-2 ou evidéncia de desregulacdo metabdlica

(Figura-2) (35).
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Esteatose hepatica no adulto

(detectada por exames de imagem, marcadores séricos/escores ou bidpsia)

e )

Magro ou peso normal

(IMC < 25 em caucasisanos ou DM2
< 23 em asidticos)

Se presentes ao menos duas anormalidades de risco metabdlico

. CA > 102/88 (homens/mulheres) caucasianos ou = 90/80 em asiaticos
PA >130/85 ou em tratamento
Triglicerideos > 150 mg/dL ou em tratamento
HDL colesterol < 40 mg/dL (homens) ou < 40 (mulheres) - ou em
tratamento
Glicemia jejum entre 100 e 125 ou pp 140 a 199 ou HbA1c 5,7 a 6,4%
HOMA-IR 2 2,5
Proteina C reativa > 2 mg/L

MAFLD

(metabolic associated fatty liver disease)

Figura 2: Fluxograma para o diagndstico de MAFLD. Os critérios sdo baseados na evidéncia
de esteatose hepética somado a um dos trés seguintes: sobrepeso/obesidade, presenca de DM-2 ou
evidéncia de desregulagdo metabdlica Abreviaturas: CA: circunferéncia da cintura, DM-2: diabetes
mellitus-2, HbA1c: hemoglobina glicosilada, HDL: lipoproteina de alta densidade, IMC: indice de massa
corporal, MAFLD: doenca hepatica gordurosa associada a disfungdo metabdlica; PA: presséo arterial.
Modificada de Eslam et al. (2020) (35).

A patogénese inicia-se com o acumulo de TGLs nos hepatdcitos. Os TGLs por
sua vez sao oriundos da combinacdo de glicerol e acidos graxos. Esses ultimos
encontram-se no hepatocito apds serem absorvidos da circulagcdo ou produzidos a
partir da glicose (lipogénese hepatica). Os acidos graxos sdo catabolizados
principalmente pela beta oxidacdo nas mitocéndrias ou peroxissomas, e as
guantidades em excesso sdo convertidas em TGLs e armazenados como goticulas

lipidicas nos hepatocitos (6, 36).

Os mediadores lipidicos téxicos como os acidos graxos livres, colesterol livre e

os fosfolipidios sé@o prejudiciais para os hepatdcitos, causando disfuncdo mas nédo a
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sua morte; essa Ultima ocorre resultante de um microambiente pro-inflamatoério, em

decorréncia de uma cascata inflamatéria e lesdo hepatocitaria (37).

Habitos dietéticos inadequados, fatores ambientais e genéticos levam a RI,
obesidade e mudancas na composicdo da microbiota intestinal (38). A RI €
caracterizada pela reducao da sensibilidade a insulina em todo o corpo, diminuindo o
estimulo a captacdo de glicose (nos tecidos periféricos, principalmente no tecido
esquelético) e diminuindo a supressao da sua génese (principalmente hepatica). Ela
€ um dos principais fatores para o desenvolvimento da esteatose/DHGNA,
provocando aumento da lipogénese hepatica e inibicdo prejudicada da lipélise no

tecido gorduroso, causando um aumento no fluxo de acidos graxos para o figado (39).

2.2 Epidemiologia

Com o advento da modernizacdo e com ela 0 aumento do sedentarismo e
consumo de industrializados, a prevaléncia da DHGNA tem aumentado em todo o
mundo (40). A prevaléncia global estimada por método de imagem € de cerca de
25,24% (intervalo de confianga - IC 95%, 22,10 - 28,65). A maior prevaléncia é
relatada no Oriente Médio (31,79% [IC 95%, 13,48 - 58,23]) e América do Sul (30,45%
[IC 95%, 22,74 - 39,44) enquanto a menor prevaléncia é encontrada na Africa (13,48%
[IC 95%, 5,69 - 28,69]). Estima-se que a prevaléncia de EHNA na populacéo geral

seja em torno de 1,5 - 6,25% (41).

Em niveis continentais a América do Sul parece ter as maiores prevaléncias de
DHGNA, consequentes do aumento da obesidade (8). Estudo realizado em Sao Paulo
evidenciou a DHGNA em 34,4% dos pacientes, diagnosticados por tomografia

computadorizada (42). A incidéncia da DHGNA também tem aumentado, com dados
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variando quanto ao meétodo diagnoéstico, sendo a sua incidéncia estimada em 31/1000
pessoas ano diagnosticadas pela avaliacdo de enzimas hepéticas, e 19.9/1000

pessoas ano diagnosticadas por ultrassom (43).

2.3 Fatores de Risco e sua Relacdo com a Patogénese da Doenca Hepatica

Gordurosa Nao-Alcodlica

A DHGNA esta frequentemente associada a adiposidade visceral aumentada
(obesidade), RI, DM, HAS, aterosclerose e inflamacao sistémica (6). De acordo com
a International Diabetes Federation (44) a SM é definida pela obesidade central
(aumento da circunferéncia abdominal quanto aos padrdes definidos pela
especificidade étnica) associado a mais dois dos seguintes critérios: TGLs = a 150
mg/dL (ou tratamento atual de DSL); HDL inferior a 50 mg/dL para mulheres ou 40
mg/dL para homens (ou tratamento farmacoldgico); pressao arterial =2a 130/85 mmHg
(ou uso de anti-hipertensivos); glicemia de jejum = a 100 mg/dL (ou tratamento para

DM).

A relacdo entre DHGNA e SM ¢é bidirecional, sendo o primeiro um grande
preditor do segundo; por sua vez, o conteldo de gordura hepatica esta aumentado
em individuos portadores de SM, independente da idade, sexo e IMC (45). A presenca
de SM também tem sido associada a um risco maior de prevaléncia e incidéncia de
DHGNA, independente do género e ganho de peso (46). A SM esta intimamente
relacionada a inflamacéo e estresse oxidativo (47); e a inflamacao hepéatica e fibrose
estao associados com a presenca e severidade da SM (48). A prevaléncia estimada
de SM entre individuos portadores de DHGNA e EHNA é de 42,54% (IC 95%: 30,06

—56,05) e 70,65% (IC 95%: 54,64 — 82,79), respectivamente (41).
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Obesidade é o fator de risco mais comum e mais bem documentado para a
DHGNA, sendo a obesidade abdominal com o aumento da circunferéncia da cintura o
aspecto mais fortemente relacionado a DHGNA (1, 49). Enquanto € comum ter
DHGNA em obesos, é ainda mais comum diagnosticar obesidade em pacientes com
DHGNA (40). As estimativas da prevaléncia da obesidade nos pacientes com DHGNA
e EHNA sdo de 51,34% (IC 95%: 41,38 - 61,20) e 81,33% (IC 95%: 55,16 - 94,28),
respectivamente (41). Hipotireoidismo independente da obesidade é um fator de risco

importante para DHGNA (1).

O ganho de peso aumenta a chance de DHGNA, mesmo quando o individuo
permanece dentro da faixa de peso saudavel estipulado pela altura (50). Alguns
alimentos contribuem mais para o desenvolvimento da DHGNA, sendo a frutose um
fator crucial, ingerida a partir de alimentos industrializados contendo sacarose e
xarope de milho. O acucar promove lipogénese e causa uma resposta inflamatoria
devido ao estresse oxidativo, a qual leva a apoptose dos hepatdcitos, estando também

relacionada a severidade da fibrose (51).

O DM-2 esta fortemente relacionado a DHGNA, aumentando sua incidéncia
independente do IMC e do nivel das enzimas hepéticas, e deve ser avaliada em todos
0s pacientes portadores de DHGNA (32). Por sua vez, pacientes portadores de
DHGNA apresentam o dobro do risco de incidéncia de DM, independente de outros
fatores de risco para o diabetes (52). O DM aumenta o risco de desenvolvimento de
EHNA, cirrose e CHC, e é um fator de risco independente para a mortalidade
relacionada a hepatopatia (53). Histéria familiar de DM-2 aumenta o risco de EHNA e
fibrose em pacientes portadores de DHGNA (54). A prevaléncia estimada de DM-2 em

pacientes com DHGNA e EHNA ¢é 22,51% (IC 95%: 17,92 - 27,89) e 43,63% (IC 95%:
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30,28 - 57,98), respectivamente (41). Por sua vez a taxa de esteatose hepatica e
fibrose avancada em pacientes portadores de DM-2 varia entre 65 - 73% e 7 — 18%
respectivamente, dependendo do método diagndstico ndo invasivo (55, 56). Com
bases na biopsia hepética a prevaléncia de EHNA e fibrose avancada em pacientes

diabéticos é 69% e 41%, respectivamente (57).

Cerca de 50% dos pacientes hipertensos tém DHGNA, com esse ultimo sendo
um fator independente para identificacdo de HAS (58). Presenca e severidade da
DHGNA também tém sido associadas a presenca de HAS e pré-HAS, mesmo na
auséncia de outros fatores de risco para a SM (59). Um valor de pressao sanguinea
aumentado, mesmo dentro da normalidade, prevé o desenvolvimento e progressao
da DHGNA, e a presenca de DHGNA prevé o risco de HAS (60, 61). HAS em pacientes
com DHGNA praticamente dobra o risco de progresséo da fibrose (62). A prevaléncia
estimada de HAS entre DHGNA e EHNA é de 39,34% (IC 95%: 33,15 - 45,88) e

67,97% (IC 95%: 56,31 — 77,74), respectivamente (41).

Apesar da obesidade e da Rl serem os fatores de risco mais prevalentes da
DHGNA, ha individuos com semelhantes estilos de vida e anormalidades metabolicas
cuja DHGNA varia substancialmente, indicando que outros fatores contribuem para a
patogénese dessa doenca (40). Fatores hereditarios sugerem que a genética possa
desempenhar um papel importante na determinacdo fenotipica e do risco para
DHGNA (63). Estudos familiares demonstram que parentes de primeiro grau de
pacientes com DHGNA apresentam um maior risco de desenvolver a doenca que a
populacdo geral. A associacao é independente da presenca de obesidade e leva a

estimar que entre 38% e 100% do contetdo de gordura hepética e variabilidade da
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DHGNA sao devido aos fatores herdados (64). Fatores genéticos também determinam

o risco de doenca metabdlica e fibrose hepatica (65).

Niveis de GGT também representam uma caracteristica hereditaria, aléem de
uma covariancia com fatores de risco para DHGNA, como RI, niveis lipidicos e

pressao arterial diastolica (66).

Ha uma grande variabilidade interétnica em suscetibilidade para DHGNA e
EHNA (67). Uma recente metanalise demonstrou que a prevaléncia de DHGNA e o
risco de EHNA eram maiores entre os hispanicos (risco relativo 1,09; IC 95%: 0,98 -
1,21), intermediarios em caucasianos e menores em afrodescendentes (risco relativo
0,72; IC 95%: 0,60 - 0,87), enquanto o risco de fibrose nédo se apresentou diferente
em relacado a etnias, com dados conflitantes em relacdo a progressédo da DHGNA e a
presenca de diferencas étnicas. Estudos populacionais sugerem que
aproximadamente um em cada quatro hispanicos possuem DHGNA comparado a um
em cada dez afrodescendentes, com diferencas menos marcadas em coortes de alto
risco (68). Essas disparidades relacionadas a diferentes etnias e figado gorduroso ndo
sdo completamente compreendidas, com teorias incluindo fatores metabdlicos,
culturais e socioecondmicos, assim como habitos de exercicio, dieta, acesso a saude
e riscos ambientais (2). Parte dessa variabilidade interétnica € devida a conhecidos
fatores de risco genéticos, em particular a variacdo no gene da proteina 3 contendo o
dominio da fosfolipase patogénica PNPLA3 (do inglés patatin-like phospholipase
domain-containing3) (69). O polimorfismo desse gene consiste na troca da isoleucina
pela metionina no residuo 148, o que induz uma perda de funcdo na atividade
enzimatica, resultando em um aprisionamento de TGLs em goticulas lipidicas intra-

hepaticas e células estreladas (70). Ha uma associacdo predominante do

24



polimorfismo do gene PNPLAS3 e o sexo feminino. Além disso a variante desse gene
€ mais frequente em hispéanicos (49%) comparado a europeus americanos (23%) e

afro-americanos (17%) (69).

As principais variantes genéticas associadas com o desenvolvimento e
progressdo da DHGNA sédo a membro 2 da superfamilia transmembrana 6 (TM6SF2,
do inglés transmembrane 6 superfamily member 2), PNPLA3, e subunidade
reguladora 3B da proteina fosfatase 1 (PPP1R3B, do inglés protein phosphatase 1
regulatory subunit 3B); todos esses genes codificam proteinas envolvidas na
regulacdo do metabolismo lipidico hepético (40). O polimorfismo do gene PNPLA3
exerce uma forte influéncia ndo sé no acumulo de gordura intra-hepatica, mas também
na suscetibilidade de desenvolver dano histolégico hepatico mais severo (como
fibrose e atividade necroinflamatoria). Essas associacdes sdo mantidas a despeito de

RI, glicemia de jejum e presenca de obesidade (71).

Diferencas de género quanto ao risco de DHGNA também existem, sendo a
prevaléncia de DHGNA e EHNA mais documentada em pessoas do sexo masculino.
Mulheres apresentam um risco reduzido de desenvolver a DHGNA durante o seu
periodo reprodutivo, enquanto apds a menopausa elas perdem esse efeito protetor e
tém uma prevaléncia de DHGNA comparavel aos homens. Isso ocorre porque 0
estrogénio inibe a ativacdo das células estreladas e a fibrogénese (72). Além do
género, o fator idade também estd associado a DHGNA, com o aumento da

prevaléncia em consonancia com o aumento da idade (73).
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2.4 Diagnostico da Doenca Hepatica Gordurosa Nao-Alcodlica

A DHGNA é diagnosticada com base na historia clinica, estudos laboratoriais e
radiolégicos que sdo complementados por histologia. A bidpsia € a Unica que
diferencia EHNA da esteatose simples (40). Apesar disso, ha de se levar em conta o
erro amostral, alto custo e riscos para o paciente. Apenas 1/50000 de todo o tecido
hepéatico é analisado por meio da biopsia hepatica (74). Para evitar erros de
amostragem, é essencial coletar um fragmento histolégico de dimensédo adequada,
(75). A incidéncia reportada de dor € em torno de 20%, com complicacbes graves

como hemoperitonio em torno de 0,5% e mortalidade de 0,01% (74, 76).

A DHGNA engloba: a) esteatose simples, b) esteatose com inflamacao lobular
ou portal, mas sem balonizacdo, ou c) esteatose com balonizacdo, mas sem
inflamacéo. O diagnostico da EHNA necessita da presencga associada de esteatose,
balonizacdo e inflamacdo lobular. Podem ser observadas outras caracteristicas
histol6gicas na EHNA, mas ndo sdo necessarias para o diagnéstico: inflamacéao portal,
infiltrados polimorfonucleares, corpos de Mallory-Denk, corpos apoptoticos, nucleos

claros vacuolizados, esteatose microvacuolar e megamitocondrias (32).

Um dos escores mais utilizados para a classificacdo histopatologica é o NAS
(do inglés NAFLD activity score) que engloba a graduacdo da esteatose. Outra
classificacdo utilizada é o SAF (do inglés steatosis-activity-fibrosis), um escore que
avalia a quantidade de goticulas lipidicas, o grau de atividade inflamatéria (0-4) e o

estagio de fibrose (77).

Uma abordagem inicial da DHGNA deve ser realizada com ultrassonografia,

por ser um exame nao invasivo, de baixo custo e com boa acuracia para esteatose
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moderada e severa. Entretanto a sua sensibilidade diminui com a presencga de IMC
acima de 40 kg/m?, e falha no diagnéstico de DHGNA com menos de 20% de
esteatose (74, 78). Tomografia computadorizada é capaz de medir a quantidade de
gordura hepética, mas € um método caro e envolve grande quantidade de radiacao.
Além disso, pode haver diferenca nos valores de atenuacao por base em tomografos
de diferentes marcas e no depésito intra-hepatico de ferro, o que frequentemente
ocorre quando ha depdsito de gordura (79). A ressonancia magnética é o padrao-ouro

para quantificar a esteatose hepatica, podendo detectar niveis acima de 5 - 10% (80).

Outro método de quantificacdo da esteatose é a elastografia transitéria por
meio do parametro de atenuacdo controlada (CAP, do inglés continuous attenuation
parameter). A elastografia € um método nédo invasivo rapido e com alta precisao
diagnostica para cirrose e auséncia de fibrose. O CAP pode detectar esteatose
hepética acima de 10%. E uma técnica que mede a rigidez do tecido hepético por meio
de ondas de cisalhamento, graduado em quilopascal (kpa). A principal deficiéncia,
entretanto, sao os valores pouco confidveis na presenca de IMC elevado ou espessura

da camada toracica de gordura (81, 82).

A fibrose hepatica € considerada o principal fator prognéstico em pacientes com
DHGNA pela sua correlagcdo com a taxa de sobrevida e complicacdes hepaticas. A
fiborose avancada, determinada por marcadores nao invasivos, € um preditor de
mortalidade principalmente de causas cardiovasculares (83). Os marcadores nao
invasivos para calcular o estagio de fibrose sé@o o escore de fibrose DHGNA (NFS, do
inglés NAFLD fibrosis score), indice de relacdo AST sobre plaqueta (APRI, do inglés
aspartate aminotransferase to platelet ratio index) e o indice de fibrose-4 (FIB-4, do

inglés fibrosis-4 index) (84, 85).
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2.5 Particularidades da Doenca Hepatica Gordurosa Nao-Alcodlica e Esteato-

Hepatite Nao-Alcodlica

A prevaléncia de EHNA entre os pacientes com DHGNA submetidos a biopsia
hepatica por indicacdo clinica (como alteragdo de transaminases e sinais clinicos de
doenca hepética) é estimada entre 60,64% (IC 95%: 49,56 — 70,72) e 69,25% (IC 95%:
55,93 — 79,98). A prevaléncia de EHNA entre pacientes com DHGNA que realizaram
biépsia sem uma especificagéo clinica (com fins de estudo) € estimada entre 6,67%
(IC 95%: 2,17 — 18,73) e 29,85% (IC 95%: 22,72 — 38,12). Aproximadamente, 41% (IC
95%: 34,69 — 47,13) dos pacientes com EHNA tém progresséo da fibrose com uma

média de progressao anual de 0.09% (IC 95%: 0,06 — 0,12) (41).

A DHGNA é geralmente considerada benigna pelo risco ndo significativo de
progresséo para fibrose avangada e mortalidade relacionada ao figado, ao contrario
da EHNA, a qual tem um risco substancial desses fatores. Entretanto ja se sabe que
ambas as doencas podem desenvolver fibrose hepatica progressiva, porém o0s
pacientes com DHGNA apresentam taxa mais lenta comparado a pacientes com
EHNA. A taxa de progressédo de fibrose global anual de pacientes portadores de
DHGNA e estagio zero de fibrose corresponde a uma progressdo média de 1 estagio
acima de 14,3 anos (IC 95%: 9,1 - 50), enquanto essa taxa para pacientes portadores
de EHNA corresponde a 7,1 anos (IC 95%: 4,8 - 14,3). Entretanto ha uma
heterogeneidade entre esses pacientes, que corresponde aos progressores rapidos
de fibrose. Esse grupo corresponde a cerca de 17,2% dos pacientes portadores de

DHGNA,; e 18,2% dos pacientes portadores de EHNA (62).
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Uma das caracteristicas que diferencia DHGNA da EHNA é a presenca de
lesdo hepatocitaria (86). A demanda pelo metabolismo do excesso de acidos graxos
sobrecarrega a mitocondria do hepatécito, que consegue se adaptar na fase de
DHGNA, porém o aumento do estresse oxidativo hepatico e dano oxidativo do DNA é
acompanhado pela reducdo da capacidade de defesa antioxidante e aumento da
resposta inflamatoria, caracterizando a fase de EHNA (87). O estresse oxidativo e 0
desequilibrio das citocinas pro e anti-inflamatorias leva a lipoperoxidagéo, apoptose e

fibrogénese (39).

Em individuos portadores de RI, as células de gordura tendem a ser maiores e
ter uma capacidade diminuida de estocar gordura. Quando a capacidade dos
adipdcitos € excedida, lipideos comecam a ser acumulados no figado e em células
musculares e pancredticas, aumentando a Rl e comprometendo ainda mais a
secrecdo de insulina. O acumulo de gordura nesses locais néo é fisioldgico e causa
toxicidade celular (lipotoxicidade), produzindo espécies reativas de oxigénio e acidos
graxos livres oxidados, contribuindo para a progressao da EHNA. Ambos os
marcadores séricos do estresse oxidativo e peroxidacéo lipidica intra-hepatica estao
aumentados na EHNA e se correlacionam com a gravidade histolégica da doenca
hepatica e com a RI. Células gordurosas disfuncionais produzem quantidades
excessivas de citocinas inflamatérias indutoras de Rl e aterosclerose. Acidos graxos
livres podem modular as vias de apoptose do hepatdcito, sendo essa a principal forma

de morte celular em pacientes com EHNA (39).

Ativacdo do sistema imune € outra caracteristica da EHNA. Os classicos
efetores da resposta imune séo as células de Kupffer e o recrutamento de macréfagos,

mas a células T natural killer também desempenham o seu papel no processo,
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recrutando macrofagos e contribuindo para a progressdo da doenca hepatica (88).
Véarios componentes podem causar inflamacéo no figado gorduroso: acidos graxos
livres, padrbes moleculares associados a danos (liberados de hepatocitos em
processo de morte), inflamacao induzida pela ativagcéo de receptores toll-like, ativagcédo

dos complexos do inflamassoma em células imunes alvo, etc. (89).

A presenca de SM é um forte preditor da presenca de EHNA em pacientes com
DHGNA. A presenga de um namero aumentado de disturbios metabdlicos, tais como
RI, DM, HAS, DSL e obesidade visceral, parece aumentar o risco de doenca hepatica

progressiva (90).

2.6 Doenca Hepatica Gordurosa N&o-Alcodlica e o Risco Cardiovascular

A despeito da fibrose estar relacionada a gravidade da doenca hepatica, no
total, menos de 5% dos pacientes com DHGNA morrem devido a causas relacionadas
ao figado (54, 91), sendo a principal causa de 6bito a DCV (92). Entre 31 ECRs,
apenas sete avaliaram RCV de uma forma mais estruturada (Anexo-1). No ultimo ano
apenas cinco ECRs estudaram a DHGNA tendo como desfecho o RCV, abordando
objetivos como medidas antropométricas, perfil lipidico e glicémico, HOMA-IR, PCR,
fluxo da artéria braquial e espessura intima-média carotidea (esses dois ultimos em
apenas 1 artigo) (Anexo-2). Assim, a maioria dos estudos utiliza poucos marcadores

indiretos para avaliar o RCV.

A relacdo entre fatores de risco para DHGNA e DCV ¢é bidirecional (60) com
gordura hepética basal sendo associada a um maior risco de HAS e DM, ambos
relacionados ao aumento do RCV (60, 93). Entretanto a presenca de DHGNA e de

marcadores subclinicos de aterosclerose (espessura meédio-intimal da artéria
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carotidea, rigidez arterial, calcificacdo arterial coronariana) estao relacionados ao
aumento de eventos cardiovasculares a despeito da SM e seus componentes (94, 95).
Isso possivelmente é causado pelo aumento do estresse oxidativo, inflamacéo

subclinica, disfuncéo endotelial e anormalidades lipidicas (94).

Pacientes com DHGNA, independente da severidade da lesédo hepatica, tém
aumento da espessura da camada intima-média e maior prevaléncia de placas
carotideas; sendo a esteatose o maior preditor independente de risco de leséo
vascular, seguido da idade e pressao sistélica (96). Uma metanalise que inclui 3.497
individuos concluiu que a ultrassonografia para diagnostico de DHGNA foi fortemente
associada a maior espessura da camada intima-média da carétida, correspondente a

uma maior prevaléncia de placas ateroscleroticas (97).

Embora os mecanismos subjacentes entre a associagdo de DHGNA e
aterosclerose ndo sejam bem compreendidos, algumas causas atribuidas sao
deficiéncia de autofagia, RI, inflamacdo, estresse oxidativo, disturbio lipidico,

peroxidacao lipidica e doenca renal crénica (DRC) (98).

A severidade da DHGNA no que diz respeito ao RCV é associada ao
remodelamento e disfuncdo subclinica do miocéardio (99), DRC (100), faléncia
cardiaca congestiva e arritmia (101) e por consequéncia, morbimortalidade na DCV
(102). Pacientes portadores de DHGNA possuem alteracbes precoces no
metabolismo do substrato cardiaco, produzindo consequéncias funcionais, estruturais
e arritmicas do miocéardio, sendo a DHGNA um fator independente para o
remodelamento cardiaco (103). H4 uma forte associacdo de DHGNA com mudancas
precoces na morfologia do ventriculo esquerdo (disfuncédo sistdlica e diastdlica),

sendo a DHGNA um determinante para a funcéo cardiaca (104). Estudos comprovam
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gue a DHGNA é um fator de risco independente para o desenvolvimento de fibrilagcao
atrial e prolongamento do intervalo QT na populacdo em geral (105, 106), e
calcificacdo cardiaca (valvas adrtica e mitral) e arritmias ventriculares em pacientes

portadores de DM-2 (107, 108).

A DHGNA também foi associada a maior prevaléncia de placas arteriais
coronarianas vulneraveis e de alto risco (definidas pela presenca de remodelamento
e outros fatores tomograficos), o que predispdem ao infarto agudo do miocardio,
independente dos fatores tradicionais de DCV, extensdo e severidade da

aterosclerose coronariana (109).

Ha uma correlacdo positiva entre a severidade histolégica da DHGNA,
aparecimento precoce de aterosclerose carotidea, e severidade da SM (94). Quanto
a fisiopatologia, a DHGNA especialmente nas formas mais graves (maior a presenca
de esteatose em exame de imagem associada ao aumento dos niveis séricos de GGT
ou alto estagio de fibrose pelo NFS ou pela biopsia) exacerba a Rl hepatica/periférica,
predispdem a DSL aterogénica e libera variedades de fatores pro-inflamatorios,
vasoativos e trombogénicos que podem promover o desenvolvimento de DCV e
eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais (101, 102, 110). Presséo sanguinea tem
uma relagdo continua e consistente com a incidéncia de DCV. Assim sendo, a HAS é

um dos fatores de risco mais importantes associado ao aparecimento de DCV (111).

Aumento dos niveis séricos de GGT estdo associados com o aumento da
incidéncia de doenca coronariana, infarto e acidente vascular encefalico. Isso ocorre
em virtude de a GGT estar ligada ao estresse oxidativo sistémico e a placa
aterosclerética, associada a geracado de espécies reativas de oxigénio. A GGT esta

presente na placa de aterosclerose e pode catalisar a oxidacdo de LDL, contribuindo
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para a evolucéo e ruptura da placa (112). Ha também respaldo na literatura quanto a
influéncia da ALT no RCV. Isso deve-se ao fato dessa aminotransferase estar
associada a disfuncéo endotelial e aterosclerose carotidea; o valor preditivo de ALT
para eventos coronarianos € independente de fatores de risco tradicionais (tabagismo,

sedentarismo, perfil metabdlico) e componentes da SM (113).

Inflamacgédo tem sido associada a sindrome coronariana. A PCR & um forte
marcador de eventos cardiovasculares, pois ativa células endoteliais para expressar
moléculas de adesao, entre elas a molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1, do
inglés intercellular adhesion molecule-1) molécula de adesao celular vascular-1
(VCAM-1, do inglés vascular cell adhesion molecule-1) e selectinas. A PCR ativa

macrofagos para expressar citocinas, aumentando a captacéo de LDL (114).

Formas sollveis das moléculas de adeséo vascular estdo super-reguladas em
pacientes com maior teor de gordura hepatica, sugerindo uma maior disfuncao
endotelial e injaria vascular (115). E a inflamacéo e o estresse oxidativo parecem estar

envolvidos no inicio e na progressao da DHGNA (116).

Marcadores de disfuncdo endotelial, biomarcadores de inflamacé&o cronica e
estresse oxidativo, como VCAM e ICAM -1, estdo associados ao aumento do acumulo
de leucécitos, um evento precoce na aterogénese. Estas moléculas de adesao foram
detectadas na aterosclerose humana (117, 118). No estudo de Linhares et al.

associacao entre ICAM-1, VCAM-1 e SM também foi observada (118).

A molécula de adesdo VCAM-1 prevé a presenca de fibrose > 2 em pacientes
portadores de DHGNA (119). Um estudo demonstrou que pacientes portadores de

DHGNA tém aumento dos niveis de ICAM-1 e PAI-1. No entanto, apenas 0s niveis
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sericos de ICAM-1 se correlacionaram com a gravidade histologica da doenca
hepatica. Adicionalmente, foi observada uma correlacdo significativa entre a
expressdo do ICAM-1 no infiltrado inflamatério lobular e em ambos os graus de
esteatose hepatica e a severidade de atividade necroinflamatéria. Os resultados
desse estudo pdem o ICAM-1 como um marcador de lesédo hepatica (11). Além do
PAI-1, outros fatores pro-coagulantes como fibrinogénio e fator VII estdo aumentados

em pacientes portadores de DHGNA, exacerbando o status inflamatério da SM (120).

A fibrindlise € inibida pelo PAI-1 e um aumento da concentracdo de PAI-1 no
plasma pode induzir a um estado de hipercoagulabilidade. Em condi¢fes patolégicas,
a producdo de PAI-1 pode ser super-regulada pelos fatores inflamatorios. Niveis
elevados de PAI-1 foram associados a atividade fibrinolitica prejudicada em acidente
vascular cerebral e doenca arterial coronariana e s&o preditores de eventos
cardiovasculares futuros. Além disso, o antigeno PAI-1 e os niveis de atividade estédo

elevados em pacientes com DM-2, hiperinsulinemia e naqueles com RI (121, 122).

Jung et al. (121) em uma metanalise, demonstraram que o0s niveis de antigeno
PAI-1 eram mais elevados em pacientes que tiveram eventos cardiovasculares
maiores (uma composicdo de Obito, infarto agudo do miocardio ou evento
cerebrovascular) com uma diferenca média de 6,11 ng/ml (IC 95%: 3,27 — 8,96, p <
0,001). Os fatores de risco basicos que influenciam os niveis de PAI-1 séo tabagismo,
dieta rica em gorduras e exercicios. Quando restritos a estudos de alta qualidade, os
pacientes com eventos cardiovasculares maiores obtiveram um PAI-1 de 5,22 ng/mi
(95% IC: 2,97 — 7,54, p < 0.001). Chang et al. (123) em um estudo de caso-controle
observou que o PAI-1 foi independentemente associado a DHGNA apds o ajuste para

outros fatores, incluindo IMC, SM, perfil e funcdo hepatica, marcadores de fibrose
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hepética e niveis de leptina e adiponectina. Na obesidade, a DHGNA contribui de
forma independente para o aumento dos niveis de PAI-1. Por outro lado, o0 aumento
da concentracéo de PAI-1 levou a perda da remocéo de trombos do sistema vascular

e pode ter influenciado no desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas.

Tofler et al. (124) conduziram um estudo de acompanhamento de 10 anos,
3.203 individuos sem DCV prévia foram avaliados e o PAI-1 foi analisado quatro anos
apos o inicio do estudo para determinar o efeito da mudancga no RCV. Os niveis de
PAI-1 foram de 29,1 ng/ml versus 22,1 ng/ml para aqueles com e sem DCV incidente
respectivamente; p < 0,001. Niveis aumentados de PAI-1 foram associados a um perfil
adverso de RCV, associado ao aumento da idade e género, especialmente antes da
menopausa. Os niveis de PAI-1 também foram associados a HAS, DM-2, niveis de
TGLs e inversamente correlacionados ao nivel de HDL. Em concluséo, foi relatado
gue a andlise de PAI-1 é preditiva de DCV apds considerar os fatores de risco

estabelecidos.

Ajmera et al. (125) observaram que os pacientes com EHNA apresentavam
niveis mais elevados de PAI-1. Na analise multivariada ajustada para fatores clinicos,
apenas o aumento do PAI-1 foi independentemente associado a EHNA definitiva (OR:
1,20, IC 95%: 1,08 — 1,34, p = 0,001). O PAI-1 foi associado ao aumento da idade,
IMC, AST, RI e triglicerideos. Pacientes com esteatose moderada a grave (> 33%)
apresentaram PAI-1 alto em comparagédo com aqueles com esteatose leve ou ausente
(= 33%) e os pacientes com balonizacdo na bidpsia apresentaram niveis mais

elevados de PAI-1.

A prevaléncia de DRC (definida pela taxa de filtracdo glomerular

<60mL/min/1,73m? e/ou albumindria anormal) estd aumentada em pacientes
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portadores de DHGNA, com uma forte associacao entre a presenca e severidade da
DHGNA e o estagio e o risco de desenvolvimento da DRC (126). Essa ultima € um

fator independente para o aumento de DCV (127, 128).

2.7 microRNAs: Doenca Hepéatica Gordurosa Na&o-Alcodlica e Risco

Cardiovascular

Nos ultimos anos diversos estudos estdo sendo realizados para avaliar o papel
dos microRNAs em diversas comorbidades (129, 130). Os microRNAs sdo moléculas
de cadeia simples, de aproximadamente 18-24 nucleotideos ndo codificantes que
regulam a degradacéo ou traducado do RNA mensageiro (mMRNA), modulando assim a
expressdo génica (91). Grande parte dos mecanismos de expressao génica sao
regulados por RNA nao codificantes — transcritores de RNA que ndo produzem
proteinas (86). Geralmente os microRNAs s&o gerados pela RNA polimerase Il, em
transcritos primarios longos (pri-microRNA) que formam uma estrutura de forquilha
(131). No nucleo das células a RNAse I, também conhecida como complexo Drosha,
processa este pri-microRNA em pré-microRNA que é a estrutura precursora dos
microRNAs (131). Os pré-microRNA sdo exportados para o citoplasma através da
exportina-5. No citoplasma o pré-microRNA é clivado pela enzima Dicer, também
conhecida como RNAse I, formando um microRNA maduro de dupla fita que sera
separado, por uma helicase de RNA (131). Este microRNA maduro sera incorporado
ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC, do inglés RNA-induced
silencing complex), o qual vai reconhecer e interagir com o0 mRNA alvo, ocasionando
a repressdo da expressao génica, ou seja, esta interacdo entre o microRNA maduro
e o MRNA impossibilita que os ribossomos consigam traduzir a informacao contida no

MRNA, ocasionando a interrupc¢ao do processo inicial de traducdo e/ou a inducéo de
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sua clivagem. A outra fita complementar € degradada. A escolha de qual fita sera o
microRNA maduro e qual serd degradada é de acordo com a estabilidade
termodinamica, dando-se preferéncia para a degradagéao da fita cuja a extremidade 5’
possui menor estabilidade (Figura 3) (131). Esses processos podem acontecer devido
ao reconhecimento e ligacdo deste microRNA as regides especificas do mRNA alvo,

tais como as extremidades 3’'UTR e 5’UTR ou diretamente ao DNA.

P00
polimerase || ul

Nucleo ;, Citoplasma

pri-microRNA
l‘ Drosha/DGCR8

pré-microRNA

complexo Dicer

" - helicase N m—3 degradada
exportina-5 —— ~
microRNA
pré-microRNA intermediario —— microRNA maduro
dupla-fita ¢
* complexo RISC

repressao da expressdo génica

Figura 3: Biogénese dos microRNAs. O microRNA é transcrito primario em pri-microRNA
pela RNA polimerase Il, apos é clivado pelo complexo Drosha a pré-microRNA no nucleo. O pré-
microRNA é exportado para o citoplasma através da proteina exportina-5. No citoplasma o complexo
Dicer, cliva o pré-microRNA em um microRNA maduro de dupla fita, as quais seréo separadas por uma
helicase de RNA, sendo uma das fitas degradada. A fita de microRNA madura é incorporada ao
complexo RISC e ira interagir com mRNA alvo, tornando-se apto a regular a expressao dele.
Abreviaturas: RISC: complexo de silenciamento induzido por RNA. Fonte: Samir et al. (2016) (132).
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A DHGNA esta associada com a desregulacdo de muitos microRNAs
hepaticos, associados a desenvolvimento da esteatose e sua progressao para EHNA,
fibrose, cirrose e CHC (Figura-4) (133). Tal fato pode ser explicado pelo papel dos
microRNAs em regular vias metabdlicas associadas a lipogénese, captacdo hepatica
de lipideos séricos em excesso, oxidacao lipidica, glicolise, gliconeogénese; tais vias
estdo desreguladas em portadores de DHGNA (15). Devido a essa relacao e também
a associacdo dos microRNAS ao estresse oxidativo, sdo considerados um
biomarcador e potencial alvo terapéutico da DHGNA (134). E também pela relacéo
dos microRNAS com a lipogénese, LDL oxidados e células endoteliais eles
apresentam um importante papel na regulagéo da biologia da placa de aterosclerose

em humanos (16).

Figado normal Esteatose Esteato-hepatite  Fibrose/cirrose CHC

PP

miR-33a/b36.37] miR-2161 4] miR-21[31.45] miR-21051.52]
miR-34al34] miR-34al31.32,54] miR-122[43] miR-34al55.57]
miR-185/35] miR-122141 miR-221/22248] miR-221/222147.49]
miR-199a5-p!3° miR-451150] miR-128-3pl64]

Figura 4: microRNAs e patogénese da DHGNA. Implicacéo dos diferentes microRNAs na
evolucdo da DHGNA. Abreviaturas: CHC: carcinoma hepatocelular e DHGNA: doenga hepatica
gordurosa néo-alcoolica. Fonte: modificado de Baffy (133).

A relacdo com a DCV também pode ser comprovada pela delecdo de uma
enzima responsavel pela sintese de microRNAs, o0 que resulta em fenoétipos letais nas

linhagens vasculares e do miocardio (135). O tecido vascular lesado possui uma
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expressao distinta de microRNAs quando comparado ao saudavel, demonstrando o
seu papel em doencas vasculares (136). Uma regulacéo alterada de microRNAs pode

estar relacionada a HAS (137), o que aumenta o risco de DCV.

Os microRNAs poderiam ter um papel terapéutico para o manejo de DCV (138).
Eulalio et al. demonstraram que a administracdo dos microRNAs 590 e 199a em ratos
e camundongos promoveu regeneracao de cardiomiocitos apos infarto e quase a
recuperacdo completa dos parametros funcionais cardiacos (139). Os microRNAs
também podem ter valor diagndstico relacionado a DCV, principalmente os cardio
especificos que podem ser utilizados como marcadores precoces de infarto agudo do

miocardio em humanos (140).

O miR-122 é o microRNA hepéatico mais expresso, aproximadamente 70% de
todas as cépias dos microRNAs hepaticos (15). Em estudos com ratos submetidos a
dieta rica em gordura o silenciamento do miR-122 resulta na diminui¢do do colesterol
hepatico e na biossintese de acidos graxos, associado a uma reducédo no CT e TGLs
e diminuicdo da esteato-hepatite (141). A expressdo do miR-122 esta diminuida no
tecido hepatico de portadores de DHGNA, enquanto os &cidos graxos livres
aumentam a liberacdo hepética do miR-122, inibindo a producédo de TGL hepético e
musculo esquelético (142). Uma metanalise evidenciou aumento sérico do miR-122
em pacientes com DHGNA versus controles saudaveis, sendo um marcador potencial
para diferenciar a DHGNA e EHNA (143), com o nivel sérico de miR-122 estando

relacionado ao grau de severidade da esteatose hepética (144).

Pirola et al. relatam que a expressao do miR-122 esta associada a balonizacao
do hepatdcito, e alteracdo dos niveis séricos de ALT, além de demonstrarem uma

possivel associacdo entre este microRNA com a elevacgéo da pressao arterial e dano
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endotelial (134). Miyaaki et al. ap6s bidpsia hepética de 67 pacientes com diagndstico
de DHGNA demonstraram associacdo do miR-122 hepatico e sérico com a esteatose

e fibrose hepaticas e capacidade de prever presenca de EHNA e fibrose (145).

Fatores da proteina de ligacéo a elemento regulador de esterol 1 e 2 (SREBP
1 e 2, do inglés sterol regulatory elemento binding protein 1 and 2) sdo genes
hospedeiros do miR-33. Este microRNA esta localizado no intron 15 do gene SREBP2
no cromossomo 22. Os SREBPs sao reguladores da transcricdo de genes
responsaveis pela sintese de colesterol e lipideos, através da transativacao dos genes

do receptor LDL e da biossintese de colesterol (146).

O miR-33a atua na repressdo pos-transcricional da subfamilia A de
transportador de cassete de ligacdo do ATP (ABCA1, do inglés ATP binding cassette
transporter subfamily A, member 1). Esse Ultimo é responsavel pela saida do
colesterol da célula e é crucial para a formacédo do HDL (141). Devido a regulacdo do
ABCA1l pelo miR-33 ha mudanca no fluxo de colesterol em macrofagos de
camundongo, sugerindo que a abordagem desse microRNA possa promover o
transporte reverso de colesterol de macréfagos aterogénicos e diminuir a
aterosclerose (141). Em modelos de camundongo a expressédo do ABCAL hepético e
em macrofagos e os niveis circulantes de HDL aumentam com a inibicdo do miR-33a
(147). Rayner et al. estudaram o impacto da inibicdo do miR-33 em camundongos
deficientes do receptor de LDL, com placas de aterosclerose pré-estabelecidas. A
inibicdo deste microRNA por quatro semanas resultou em aumento do HDL e
diminuicéo das placas de aterosclerose, sugerindo um possivel papel terapéutico para

a DCV (148). Erhartova et al. estudaram a expressdo do miR-33 em pacientes pos
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transplante de figado. Esse microRNA foi significativamente associado a esteatose

hepatica (146).

Ao estudar pacientes portadores de DHGNA Mehta et al. demonstraram niveis
séricos diminuidos de miR-145 em pacientes obesos comparado a eutréficos (149).
Esse microRNA estd localizado no cromossomo humano 5 (150), aumenta a
expressao da miocardina e esta diretamente ligado a diferenciagcdo da musculatura
lisa do vaso (135). A formacao da placa de ateroma e o fenétipo fisiolégico da camada
de musculo liso do vaso depende da correta expressao de varios microRNA, entre
eles 0 miR-145 (136), e portanto o seu nivel circulante difere em pacientes com
doenca arterial coronariana (150). Fichtlscherer et al. estudaram pacientes saudaveis
e portadores de doenca arterial coronariana, evidenciando nesses ultimos diminuicédo
da expressdo do miR-145 (151). A expressdo do miR-145 estd4 desregulado em
pacientes com infarto agudo do miocardio, e 0 sua presencga no sangue periférico se
correlaciona com o tamanho do infarto (152). A HAS esta relacionada a DCV, e a
expressao de miR-145 esta diminuido nesses pacientes (153). O miR-145 possui uma

regulacéo positiva em pacientes portadores de angina instavel (154).

2.8 Particularidades sobre os escores clinicos para calculo do risco

cardiovascular

O escore de risco de Framingham estima o risco em 10 anos de desenvolver a
doenca cardiaca coronariana em adultos sem DCV conhecida. Esse escore tem uma
sensibilidade de 74-80% e um valor preditivo negativo de 93-97%, com uma precisédo
ainda incerta (12).

O ASCVD foi desenvolvido em 2013 e sua precisdo e aplicabilidade em

diferentes popula¢des ainda esta sendo estabelecida (155). Apesar dessa pontuacéo
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englobar diferentes populagdes e etnias, sua aplicabilidade fora dos Estados Unidos
ainda nao foi estabelecida (156). Um estudo observacional relatou que ASCVD tem
uma correlacdo com a gravidade da DHGNA, e o Framingham foi correlacionado com
grau de fibrose hepética e estagio de esteatose. Adicionalmente, esse estudo sugere
gue o desenvolvimento e progresséo da gravidade da DHGNA parece ser paralela ao
aumento do RCV (116).

Uma coorte analisou 1.262 pacientes com DHGNA, sendo 47,9% homens, 41,2
brancos e a média de idade de 56,3 anos. Usando ASCVD, pacientes com alto RCV
estiveram presentes em 55,9% da amostra, e fibrose avancada em 4,8%. Pacientes
com alto RCV devido a ASCVD eram mais velhos (62,9 vs 48,8 anos), homens (61,2%
vs 32,9%), negros nao hispanicos (23,7 vs 17,1%), fumantes ativos (27,6% vs 12,8%)
e hipertensos (37,2 vs 10,6%), além de possuirem um maior nUmero de componentes
da SM (obesidade, diabetes, hiperlipidemia), prevaléncia de fibrose hepéatica

avancada e DRC (157).

O estudo de Motamed et al. (98) foi realizado com o objetivo de verificar a
associacao entre DHGNA (diagnosticada por ultrassom) e estimar o RCV em 10 anos
por ASCVD e Framingham. Esse estudo foi conduzido com 2.804 individuos entre 40
e 70 anos. Através do ASCVD, o RCV médio em homens com DHGNA foi de 14,2%.
A incidéncia de DCV aumenta com a maior prevaléncia de DHGNA. Os resultados
demonstraram que 61,2% (IC 95%: 57,0 - 64,5%) dos homens com DHGNA e 51,7%
(IC 95%: 48,4 — 55,0%) dos homens sem DHGNA possuiam um RCV em 10 anos >
7,5% usando o ASCVD e 70,4% (IC 95%: 67,3 — 73,4%) e 60,5% (IC 95%: 57,3 -
63,7%) usando o escorre de Framingham, respectivamente. Em mulheres, 29,6% (IC
95%: 26,5 — 32,7%) dos pacientes com DHGNA e 20% (IC 95%: 16,6 — 23,4%) dos

pacientes sem DHGNA tinham um RCV de 10 anos de > 7,5% usando ASCVD e
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usando o Framingham essas proporg¢des foram 40,9% (IC 95: 37,6 — 44,3%) e 20,8%

(IC 95%: 17,3 — 24,2%) em mulheres com e sem DHGNA, respectivamente.

O objetivo do projeto SCORE € desenvolver sistemas de estimativa de risco de
DCV aplicaveis a nivel nacional em diferentes paises europeus, este escore nao € o
melhor marcador de RCV e promove apenas a classificacdo em relacéo a classe de
risco em pacientes acima de 40 anos de ambos os sexos (158). A relacdo entre um
perfil lipidico aterogénico e TGLs plasmaticos elevados contribui para a progresséo

da aterosclerose (159).

indice de riso Castelli (CRI)-I pode ser um melhor preditor de eventos
cardiovasculares do que fatores de risco lipidicos individuais (160). Um estudo
transversal com 699 participantes recrutados em comunidades semiurbanas na
Nigéria demonstrou que o CRI-I previu uma maior prevaléncia de predisposicao para
RCV (47,8%). O Coeficiente aterogénico (CA) e CRI-Il previram uma prevaléncia de
RCV de 22,5% e 15,9%, respectivamente (161). Outro estudo incluiu 620
participantes, dos quais 290 eram pacientes com acidente vascular encefalico prévio
e 330 voluntarios saudaveis na india. CRI-I e CA foram fatores de risco significativos
para o desenvolvimento de acidente vascular encefalico(162). Um estudo de caso-
controle na populagdo indiana conduzido com 60 pacientes com doenca arterial
coronariana confirmados angiograficamente encontrou um CRI-I superior a quatro e
um CRI-Il superior a trés. Este estudo sugere que em pacientes com
hipertrigliceridemia, o CRI-I se torna o principal preditor para o risco total de doenca
arterial coronariana, contribuindo com 20% na identificacdo de individuos em risco,

seguido pelo CA com 16% e CRI-Il com contribuigéo de 13% (163).
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2.9 Tratamento do Risco Cardiovascular na Doenca Hepética Gordurosa Nao-

Alcoodlica

O objetivo do tratamento da DHGNA é a reducdo da RI, do RCV, lesdo em
orgaos alvo, eventos relacionados e aumento da sobrevida (164). Pela relagédo entre
DHGNA e DCV, o tratamento de pacientes portadores dessa primeira patologia
objetiva a diminuicdo da mortalidade hepatica e cardiovascular (165).
Aconselhamento moderado a intenso quanto a atividade fisica e dieta em individuos
portadores de fatores de RCV reduz os niveis séricos de CT, LDL, glicemia em jejum,
pressao sanguinea e perda de peso, prevenindo a DCV (166). Perda de peso de 3-
5% do peso corporal resulta em melhora da esteatose, mais de 5% melhora injaria
celular hepatica e inflamacéao, mais de 7% reduz atividade necro-inflamatdria, e mais
de 10% reduz fibrose (17). Entretanto, se essa reducdo de peso também esta

associada a um reducdo do RCV ainda € incerto (110).

Atividade fisica afeta as comorbidades cardiometabolicas da DHGNA, como a
RI, DSL e adiposidade visceral. Exercicio fisico de resisténcia, mesmo sem mudanga
de peso, reduz a esteatose hepatica, melhora o controle glicémico e a oxidagéo
lipidica. Exercicio fisico de qualquer tipo ajuda a reduzir o risco de DCV, diminuir a
liberacdo de espécies reativas de oxigénio e melhorar a disfuncéo endotelial (4, 18).
O treinamento fisico regular tem efeitos benéficos, incluindo aumento da capacidade
oxidativa, melhora da funcdo cardiovascular, melhora da homeostase glicEmica e
oxidacao de &cidos graxos (167). A auséncia de atividade fisica € preocupante na
atualidade, acompanhada do aumento da obesidade e sobrepeso. Um relatério que

incluiu 1,9 milhdes de participantes em 168 paises sugeriu que as mulheres na
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América Latina, sul da Asia e paises ocidentais de alta renda tém a maior prevaléncia

de inatividade fisica (168).

A dieta é importante para a perda de peso e manejo da DHGNA (4). Um estudo
randomizado em pacientes com DHGNA comprovou que a dieta mediterranea,

mesmo sem perda de peso, diminui esteatose hepética e melhora a Rl (169).

Vitamina-E e pioglitazona foram analisados através do estudo PIVENS (do
inglés Pioglitazona versus vitamina-E versus placebo (PLA) para o tratamento de
pacientes ndo diabéticos com esteatohepatite ndo alcodlica) em pacientes portadores
de EHNA e auséncia de DM, com melhora da inflamacéo, balonizacdo e esteatose,
mas sem grande melhora na fibrose e na RI, provavelmente ndo tendo uma grande
alteracdo do RCV nesses pacientes. Quanto aos efeitos colaterais o uso prolongado
de vitamina E pode aumentar o risco de acidente vascular encefalico hemorragico, e
pioglitazona esta ligado a ganho de peso e insuficiéncia cardiaca congestiva (170,
171). Ha dados que sugerem que vitamina E pode ser benéfica no RCV relacionado
a presenca de polimorfismo da haptoglobina, com uma metanalise mostrando
associacgao de vitamina E com menores taxas de eventos cardiovasculares (OR: 0,66,

IC 95% 0,45-0,95; p = 0,025) (172).

Atualmente ndo ha evidéncia de que o tratamento da DHGNA leve diretamente
a reducado do RCV. Portanto, o tratamento de cada condi¢éo clinica que ocasiona um
aumento do risco cardiometabdlico deve ser instituido de modo individualizado (19).
Metformina é a primeira escolha para tratamento do DM-2, melhorando a RI, porém
nao ha melhora quanto a histologia e esteatose hepatica(170). Estatina € usada para
prevencdo primaria de DCV, diminuindo mortalidade associada a doencas

coronarianas. Estatina também exerce um fator protetor quanto a inflamacao,
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esteatose e avanco da fibrose (101, 173). O peptideo semelhante a glucagon-1 (GLP-
1, do inglés glucagon-like peptide-1) como liraglutida e semaglutida sdo usados no
tratamento da DM-2 (174). O estudo LEAN avaliou os pacientes portadores de
DHGNA em uso de liraglutida por 48 semanas, sendo demonstrada resolucdo da
EHNA em relacdo ao PLA, com significativa melhora do peso, glicose e hemoglobina
glicosilada (175). Semaglutida, medicamento do mesmo grupo do liraglutida, foi
estudado em pacientes com EHNA sem cirrose com melhora quanto a resolugcao da
EHNA. Houve diminuicdo do peso e sua relacdo foi dose dependente. Quanto aos
eventos cardiovasculares durante o estudo, 3 pacientes tiveram eventos agudos,
todos no grupo da semaglutida, porém o estudo relata que o seu objetivo nédo foi a
analise de eventos cardiovasculares e nenhuma conclusédo pode ser tomada devido

ao pequeno numero de eventos (176).

Acido obeticolico é um derivado semi-sintético do acido biliar e funciona como
um agonista do receptor farnesoide X, sendo um regulador negativo da glicose
hepética e do metabolismo lipidico (174), tendo portanto um potencial efeito sobre o
RCV. O estudo FLINT, fase Ilb em pacientes com EHNA sem cirrose, demonstrou
haver melhora da fibrose, tendo como efeitos colaterais prurido, aumento do LDL e
diminuicdo do HDL (177), efeitos negativos sobre o RCV. O estudo REGENERATE,
randomizado, PLA controlado, fase Ill, ird analisar o efeito do acido obeticolico quanto

a melhora da EHNA e fibrose (178).

Elafibranor € um receptor dual ativado por proliferadores de peroxissoma alfa e
gama. O estudo GOLDEN-505 estudou pacientes com EHNA. Houve melhora do perfil
cardiometabdlico dos pacientes, representada pela melhora do perfil lipidico

(diminuicdo do TGL e LDL e aumento do HDL) e nos pacientes diabéticos melhora da
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glicose, hemoglobina glicosilada e Rl (179). H& um ensaio clinico de controle
randomizado de fase Il em andamento (NCT02704403) para avaliar o efeito de
elafibranor em comparacao com PLA na histologia hepatica em sujeitos portadores de
EHNA com fibrose, além de desfechos clinicos (todas causas de morte em um periodo
de 4 anos). Selonsertibe (fibrose em ponte - STELLAR 3, NCT03053050 e cirrose
compensada -STELLAR 4, NCT03053063) esta em estudo para a melhora da doenca

hepatica em pacientes com DHGNA.

Terapia combinada com alvo na inflamacéo e fibrose pode ser a estratégia mais
efetiva com vistas a melhora dos resultados hepaticos e cardiovasculares (165),
baseado no fato da complexa fisiopatologia da DHGNA (174). GS0976
(NCT02856555) e GS9674 (NCT02854605) estdo sendo estudados para o tratamento
de EHNA (164, 180). Tropifexor com cenicriviroc, um estudo de fase llb estad em
andamento para avaliar desfechos relacionados apenas ao figado em pacientes

cirréticos com EHNA (181).

Com essa descricdo dos estudos em andamento podemos ver que eles
inicialmente ndo focam em desfechos cardiovasculares em pacientes portadores de
DHGNA, tendo por vezes avaliacdes indiretas de seus parametros como

antropometria e perfil glicémico e lipidico.
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2.10 Papel da Microbiota e dos Probidticos na Doenca Hepatica Gordurosa

N&o-Alcodlica e no Risco Cardiovascular

2.10.1 Microbiota Intestinal

A microbiota € definida pela soma de todos 0os microrganismos que residem em
um hospedeiro, incluindo ndo apenas bactérias, mas também arqueias, eucariotos e
virus (182). A estimativa de células microbianas no corpo humano é em torno de 10
- 10%° bactérias, sendo a microbiota intestinal (principalmente o célon) o principal
contribuinte para essa populacdo. Comparando o numero de bactérias com o nimero
de células nucleadas no corpo humano, encontramos uma razao de aproximadamente
1:1, com variacdes entre individuos (183). No que tange a obesidade, as medidas das
concentracfes bacterianas do colon sdo semelhantes a do homem padrédo para o
célculo da concentragcéao bacteriana, indicando que a alteracdo no numero total de

bactérias é determinada pela altera¢cdo no volume do c6lon (184).

A microbiota intestinal padrao é composta predominantemente de bactérias
anaerdbicas, além das aerObicas e anaerObicas facultativa. Consiste em
aproximadamente 500 a 1.000 espécies, pertencendo a apenas alguns dos filos
bacterianos conhecidos (185). Aproximadamente 98% de todas as espécies de
bactérias da microbiota intestinal pertencem ao filo Firmicutes (64%) e Bacteroidetes
(23%), seguido pela Proteobacteria (8%) e Actinobacteria (3%). O filo Firmicutes
contém mais de 250 géneros, incluindo os Lactobacillus (186).

A capacidade metabdlica e bioquimica da microbiota complementa a fisiologia
do hospedeiro, sendo responséavel pela digestdo de polissacarideos e producéo de

vitaminas essenciais, afeta as propriedades da camada de muco intestinal, promove
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o desenvolvimento de estruturas linfoides, modula a ativacédo e a diferenciacéo de
varias populacdes de linfocitos, equilibra a producdo de imunoglobulina A, e é

necessaria para a producao de acidos biliares secundarios (182).

2.10.2 Eixo Intestino Figado

O intestino e o figado tém uma relacdo anatdomica e funcional. Eles possuem
uma comunicacdo bidirecional que ocorre através do trato biliar, veia porta e
circulacdo sistémica (187). O figado se comunica com o intestino por meio da
liberacdo de acidos biliares e mediadores bioativos no trato biliar e na circulacéo
sistémica. No intestino a microbiota metaboliza &cidos biliares e aminoacidos, assim
como substratos advindos da dieta e da exposicdo ambiental. Os produtos dessa
metabolizacdo entram em contato com o figado através da veia porta, influenciando a
funcéo hepatica (188).

O componente central da barreira intestinal sdo os enterécitos, que estdo
fortemente ligados através de desmossomos e juncdes aderentes (sendo a proteina
caderina seu principal fator). Na face citoplasmatica, caderinas se relacionam com as
cateninas, aumentando a forca dessa estrutura e formando as juncdes firmes. Na
localizacdo apical, também fazendo parte das juncdes firmes, estdo as proteinas da
zonula occludens, que interagem diretamente com as proteinas da juncao

transmembrana (como a claudina), com a ocludina e com o citoesqueleto de actina e
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miosina. Essa barreira restringe o movimento de bactérias e moléculas do Iimen

intestinal, permitindo um transporte seletivo e ativo de nutrientes (Figura-5) (189).
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Figura 5: Componentes da barreira intestinal com os enterécitos, jun¢des firmes e
proteinas associadas. Os enterdcitos sdo ligados por meio das jungbes firmes, formadas por
claudinas, ocludinas e zonula occludens. As proteinas da juncdo aderente sdo formadas pelas
caderinas e cateninas. Abreviaturas: MLCK: miosina quinase de cadeia leve, TJ: jun¢des firmes, ZO-1:
zonula occludens-1. Fonte: Rodrigues et al. (2016) (190).

Cerca de 70% do suprimento sanguineo do figado é proveniente da veia porta.
A circulacdo sanguinea impede o figado de interagir com as bactérias e seus produtos,
configurando a barreira vascular intestinal (191). A injaria da barreira epitelial e
vascular do intestino € um evento inicial para o desenvolvimento da EHNA, causado

pela alteracdo da microbiota devido a uma dieta rica em gordura. Com a quebra da
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barreira intestinal e vascular as bactérias e seus produtos pioram a infamacao da

DHGNA (192).

2.10.3 Dishiose e Doenca Hepatica Gordurosa Nao-Alcodlica

A disbiose é definida pela perda do equilibrio da microbiota intestinal (193).
Uma dieta rica em gordura saturada causa o aumento da liberacdo de
lipopolissacarideos, um componente glicolipideo da parede celular de bactérias. Na
circulacdo, esses componentes ativam a liberacdo de mediadores inflamatérios e
induz a uma resposta inflamatoria sistémica. O excesso de lipopolissacarideos na
corrente sanguinea esta presente em individuos obesos, e pode resultar de alteracdes
da composicdo da microbiota intestinal e/ou aumento da permeabilidade da barreira

intestinal (194).

A disbiose e o aumento da permeabilidade da barreira intestinal causam
translocacao de bactérias e seus produtos, incluindo componentes da parede celular,
referidos como padr6es moleculares associados a patégenos (PAMPS, do inglés
pathogen associated molecular patterns) e padrdes moleculares associados a
microrganismos (MAMPS, do inglés microbial associated molecular patterns). Os
PAMPs e MAMPs sao reconhecidos pelos receptores imunes das células hepaticas,
como as células de Kupffer e as células estreladas, as quais iniciam e mantém a

cascata inflamatédria que leva a les@o hepatica na forma de fibrose (188).

Caracterizando a disbiose dos pacientes portadores de EHNA, esses possuem
maior numero de Bacteroides e menor niumero de Prevotella, sendo que a abundancia

7

de Bacteroides € um fator independente associado a EHNA e a abundancia de
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Ruminococcus é um fator independente associado a fibrose = 2 (195). Uma recente
metanalise comprovou uma significativa associacdo entes supercrescimento
bacteriano do intestino delgado (SIBO, do inglés small intestinal bacterial overgrowth)
e DHGNA (22). O SIBO é caracterizado pelo excesso de bactérias aerodbicas e
anaerobicas nesse local, com crescimento bacteriano de = 10° unidades formadoras
de coldnia (UFC) por milimetro na cultura do aspirado jejunal, ou = 103 UFC por
milimetro se h& bactérias colbnicas presentes. O SIBO provoca inflamacao
prolongada e aumento da permeabilidade intestinal (196). Esse ultimo facilita o fluxo

de produtos bacterianos para o sistema porta, causando mais hepatotoxicidade (22).

Obesidade reduz o movimento intestinal, aumentando o SIBO; também causa
lesdo da barreira intestinal, resultando em translocacdo bacteriana. A microbiota
intestinal em pacientes obesos e portadores de DHGNA é responsavel por uma
absorcdo energética extra, produzindo acidos organicos (acidos graxos de cadeia
curta) através da fermentacdo de substratos energéticos (fibras e polissacarideos).
Acidos graxos de cadeia curta s&o responsaveis pela reducdo da motilidade intestinal
(197). Uma relacéo clara foi demonstrada entre DM-2 e as mudancas de composicao
na microbiota intestinal, com uma abundancia relativamente menor de Firmicutes e
uma proporgdo maior de Bacteroidetes e Proteobacteria em pacientes com DM-2

(198).

2.10.4 Probidticos na Doenca Hepatica Gordurosa Nao-Alcodlica/Esteato-

Hepatite Nao-Alcodlica e seu Papel no Risco Cardiovascular

A Organizacao das Nacdes Unidas e a Organizacdo das Nac¢des Unidas para

a Alimentacdo e Agricultura definiram como PROBs “microrganismos vivos que
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guando administrados em quantidades suficientes conferem um beneficio a saude

para o hospedeiro” (199).

Devido aos multiplos mecanismos patologicos da DHGNA, a combinacdo de
varias cepas de PROBs pode ser mais efetiva do que apenas uma (191). Os PROBs
mais comuns sao Lactobacillus e Bifidobacterium. Tornou-se aparente que os efeitos
PROBSs séo especificos da cepa com efeitos particulares na saude, como modulacéo
imunoldgica, produgcdo de compostos antimicrobianos ou a capacidade de reduzir o
colesterol, por exemplo, presente em uma cepa e ausente em outra cepa, pertencendo

até mesmo a mesma espécie (200).

A utilizacdo de PROBs para o tratamento da DHGNA ¢é promissora devido a
sua disponibilidade, baixo custo e auséncia de efeitos colaterais (201). PROBs
supostamente agem em diferentes alvos: modificam a composi¢do da microbiota
intestinal possuindo um efeito antimicrobiano, reduzem as alteracbes na
permeabilidade intestinal e a translocacdo dos produtos bacterianos para a circulacao
portal, e modulam as vias de inflamacé&o hepética (197, 202). PROBs podem proteger
a barreira intestinal: Streptococcus thermophilus e Lactobacillus acidophilus mantém
ou aumentam a protecédo da barreira intestinal, modulando a funcdo da actina, zonula
occludens e ocludina (203). Lactobacillus rhamnosus pode prevenir a liberacao de

citocinas que induzem a apoptose das células epiteliais intestinais (204).

Sepideh et al. realizaram um ECR em pacientes portadores de DHGNA
diagnosticados por ultrassonografia, utilizando sete cepas de PROBs por oito
semanas, entre eles Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus rhamnosus versus PLA.
O estudo demonstrou melhora da glicemia, Rl e IL-6 no grupo intervencéo (25). Uma

metanalise de quatro ECR duplo cegos mostrou que PROBs utilizados na
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DHGNA/EHNA melhoraram o nivel de ALT comparados com PLA. Trés ECR dessa
metanalise mostraram uma melhora do CT e AST com PROBs. Apenas dois ECR
analisaram os efeitos dos PROBs na RI, mostrando uma melhora comparada com
PLA. Todos esses achados foram estatisticamente significativos, e os estudos usados
para cada um desses achados foram homogéneos entre si. Os quatro estudos
utilizaram Lactobacillus, Bifidobacterium e Streotococcus, porém com diferentes
dosagens e tempo de tratamento (26). Uma revisao sistematica demonstrou que a
maioria dos ECR utilizaram como PROBs Lactobacillus, Bifidobacterium e
Streptococcus, 77,8% das intervencgdes utilizaram multiplas cepas, e o tempo médio
de tratamento foi 13,1 semanas. Tratamento com PROBs reduziu discreta e
significativamente o IMC, niveis de enzimas hepaticas e canaliculares e melhora do
perfil lipidico (com excecdo do LDL) e glicémico (glicose e insulina). Ndo houve

diferenca estatisticamente significante na RI (23).

Duseja et al. (205) realizaram um estudo multicéntrico randomizado duplo cego
com varios cepas de PROBs por 12 meses em 39 pacientes indianos portadores de
DHGNA sem DM-2. Andlise histolégica dos pacientes antes do estudo evidenciou
EHNA leve e auséncia de fibrose na maioria dos seus pacientes, com nenhum
paciente possuindo cirrose e com escore NAS maior ou igual a 5 em 8 pacientes do
grupo PLA e 8 do grupo PROB. Foram utilizadas 675 bilhdes de UFC contendo
Lactobacillus das espécies paracasei, plantarum, acidophilus e delbrueckii;
Bifidobacterium das espécies longum, infantis e breve; e Streptococcus thermophilus.
Esse estudo comparou biépsia antes e depois da intervencdao, mostrando a melhora
significativa da balonizacéo e fibrose. Os pacientes que fizeram uso do PROB tiveram

uma reducao significativamente maior da ALT e das citocinas inflamatorias em relagdo
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ao PLA, ambos os grupos tiveram acompanhamento e tratamento de suas

comorbidades (obesidade, HAS e DSL) e melhora da dieta e atividade fisica.

Khan et al. (206) incluiram 12 ensaios clinicos randomizados para analise. A
intervencado, que compreendia o brago PROB e/ou simbiotico, mostrou uma melhora
significativa nos niveis séricos de ALT e AST. Adicionalmente, houve uma reducéo
nos niveis séricos de PCR no bracgo de intervencao. Aller et al. (207) em um estudo
duplo-cego analisaram o efeito de PROB por trés meses, fazendo uso de 500 milhdes
de Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus por dia em 30 pacientes
com DHGNA comprovada por bidpsia. No grupo PROB, houve uma diminuicdo das
transaminases e enzimas canaliculares e no grupo PLA n&o houve alteracao nesses
valores. Os parametros cardiovasculares (glicemia, colesterol, HOMA-IR) e variaveis

antropométricas permaneceram inalteradas em ambos os grupos.

Uma revisdo sistematica e meta-analise de ensaios clinicos randomizados (27)
examinou o efeito dos PROBs na reducao dos componentes lipidicos e dos fatores de
risco coexistentes associados as DCVs. Efeitos agrupados estatisticamente
significativos no grupo PROB foram encontrados na reducdo do CT, LDL, IMC,
circunferéncia abdominal e marcadores inflamatérios (PCR e TNF-a). A andlise de
subgrupo revelou efeitos estatisticamente significativos dos PROBs no CT e LDL
guando o meio era leite fermentado ou iogurte (p < 0,001) em comparagdo com a
forma de capsula, quando o consumo durou pelo menos oito semanas (p < 0,001) e
0s PROBs consistiam em multiplas cepas (p < 0,001) em vez de uma Unica cepa. Uma
reducdo significativa foi encontrada nos niveis de LDL em ensaios que continham a
cepa de Lactobacillus acidophilus (p < 0,001) em comparagdo com outros tipos de

cepas. Isso pode-se se justificar pelo fato de o Lactobacillus acidophilus poder passar
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pelo trato digestivo intacto e vivo em comparag¢ao com outras cepas, otimizando assim
seu nivel de atividade no intestino grosso (27). Um artigo de revisdo de ensaios
clinicos randomizados sobre prebidticos, PROBs e simbidticos (208) demonstrou
alteracdes néo significativas ou pequenas, clinicamente irrelevantes no peso corporal,
pressdo arterial, hemoglobina glicosilada e outros biomarcadores, incluindo
circunferéncia abdominal, gordura visceral, taxa metabdlica basal, perfil lipidico,

HOMA-IR, indice de sensibilidade a insulina e inflamacgéo (PCR, IL-6 e TNF-q).

O estudo de Manzhalii et al. (209) avaliou 75 pacientes diagnosticados com EHNA
sem bidpsia (diagnosticados por exame de imagem e alteracdo de enzimas
hepéticas), comparando o uso de PROBs e PLA por 12 semanas. Uma diminui¢ao
discreta, porém, significativa, foi observada no IMC e CT no grupo PROB comparado
com o controle, e a composi¢cdo da microbiota intestinal em pacientes tratados com
PROBs demonstrou uma mudanca para um padrao normal para todas as espécies de
bactérias analisadas. No estudo de Ferolla et al. (210) cinquenta pacientes portadores
de EHNA comprovados por biépsia foram randomizados entre PLA e simbidtico, com
a maioria dos pacientes em ambos 0s grupos possuindo doenca hepética leve.
Parametros metabdlicos foram avaliados, sem nenhum outro marcador relacionado
ao RCV. Apos a intervencgdo, apenas o grupo dos simbioticos apresentou reducéo na
perda de peso, diminui¢cdo do IMC e circunferéncia abdominal, apesar de todos esses
parametros terem diminuido em menos de 2%. No estudo de Wong et al. (211)
pacientes portadores de EHNA comprovados por bidpsia foram randomizados para
receber PROBs (mlltiplas cepas de 200 10® UFC) (10 pacientes) ou nenhuma
medicacéo (10 pacientes) por seis meses. ParAmetros metabolicos foram avaliados,

sem nenhuma outra avaliacdo do RCV. O uso de PROBs nao foi associado a
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mudancas no IMC, circunferéncia abdominal, perfil glicémico e lipidico. Ndo houve

descricao das caracteristicas histolégicas dos pacientes.

Estudos experimentais tém demonstrado que a transferéncia de microbiota
fecal pode induzir a doencas metabdlicas e obesidade, indicando que a microbiota
intestinal possui uma relacao intima com processos fisioldgicos de mamiferos ligados
ao risco de desenvolver DCV (200, 212). Aterosclerose esta intimamente ligada a
DCV, estando associada a alteracbes metabodlicas e lipidicas. PROBs como
Lactobacillus e Bifidobacterium reduzem os niveis seéricos de colesterol através da
producdo de acidos biliares (213). Uma metandlise evidenciou que a utilizacdo de
PROBs promove a diminuicdo dos niveis de CT e LDL, podendo portanto reduzir a
morbidade das DCV (214). Em outra metanalise foi demonstrado resultados
semelhantes, evidenciando também melhora do IMC e circunferéncia abdominal,
fatores associados ao desenvolvimento da DCV, nos pacientes submetidos a PROBSs.
Uma reducao significativa nos niveis de LDL foi obtida em estudos que utilizaram

Lactobacillus acidophilus (27).

Em um estudo em modelo experimental, foi demonstrado que a utilizacdo de
Lactobacillus rhamnosus em ratos submetidos a oclusédo da artéria coronariana
promoveu a diminuicdo da hipertrofia cardiaca, disfuncédo do ventriculo esquerdo, e
melhora da funcéo sistolica e diastolica (215). Em outro estudo, no qual individuos
portadores de insuficiéncia cardiaca (fracdo de ejecao < 50%) foram randomizados
para receber Saccharomyces boulardii ou PLA por trés meses, foi demonstrado que a
utilizacdo do PROB promoveu a reducdo no diametro do atrio esquerdo, e dos niveis

de PCR e creatinina, sem evidéncia de efeitos colaterais (216).
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A disfuncao endotelial esta diretamente ligada a DCV. Estudo realizado com 20
homens portadores de doenca arterial coronariana demonstrou que a suplementacéao
com Lactobacillus plantarum melhorou a fungcéo vascular endotelial (217). Um ECR
duplo cego em mulheres obesas pds menopausa, utilizando PROBs de varias cepas
(entre elas Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis) por 12 semanas
demostrou melhora na pressao arterial sistolica e fator de crescimento endotelial
vascular, os quais sdo parametros funcionais e bioquimicos de disfunc¢édo endotelial
(218). Lactobacillus plantarum foi utilizado por seis semanas em um ECR duplo cego
com pacientes de alta carga tabagica. A utilizacdo do PROB foi responsavel por
diminuir a presséao arterial sistélica, os niveis de LDL e fibrinogénio, comparado ao
grupo controle (219). Em uma metanalise foi demonstrado que o uso de PROBs
reduziu o nivel de infiltracdo gordurosa hepética de uma forma estatisticamente
significativa, com heterogeneidade entre os estudos (23). Deposicdo hepatica
gordurosa esta relacionada a comprometimento cardiaco e alteracdo na funcao
autondmica. Essa Ultima predispbem a arritmas cardiacas e doenca arterial

coronariana (220).

Bock et al. (221) realizaram uma revisao sistematica e metandlise de ECR
controlados estudando o efeito da suplementacdo de PROBs, prebioticos ou
simbidticos na microbiota intestinal, no controle da glicose e nos niveis de lipidios em
individuos com DM-2. Nao houve reducéao significativa nos niveis de hemoglobina
glicosilada e nos niveis de LDL. No entanto, em um dos quatro estudos, houve uma
diminuicdo discreta e significativa dos niveis séricos de glicose, CT, TGLs e uma
diminui¢&o nos niveis de insulina e aumento de HDL. O estudo de acompanhamento

mais longo foi de 12 semanas.
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Dixon et al. (222) publicaram uma metanalise sobre o efeito dos PROBs em
resultados associados a RCV e DCV (HAS, sobrepeso, perfil lipidico e glicEmico).
Efeitos significativos foram encontrados na reducéo da presséao diastdlica e sistolica,
CT, LDL, glicemia, hemoglobina glicosilada e IMC, além de aumento no HDL, com
melhores resultados relacionados a duragéo de tratamento acima de 1,5 meses, uso
de formulacdes alternativas (kefir e p6), maior dosagem de PROB (acima de 1x10°

UFC), pacientes diabéticos e sexo feminino.

Zhang et al. (223) publicaram uma metanalise de coortes sobre alimentos
lacteos fermentados e DCV usando o Pubmed e uma base de dados chinesa.
Diminuicao significativa de DCV foi associada a alimentos lacteos fermentados (OR

0,83,1C 95% 0,76 — 0,91), como 0 queijo e o iogurte.

N&o ha metanalise especificas relacionando PROBs e RCV na DHGNA, o que
demonstra o fato de que faltam estudos sobre esses temas. Uma procura na base de
dados do PubMed resulta em seis estudos quando se usa os termos “NASH” AND
“‘NAFLD” AND “probiotic” AND “cardiovascular risk”. H4 desenho de dois estudos: o
estudo INSYTE (224) com uso de simbiotico em pacientes com DHGNA
(documentado por exames de imagem ou biopsia) sobre marcadores hepéticos e de
RCV (antropometria, perfil lipidico e glicémico, espessura da camada média-intima da
cardtida, velocidade da onda de pulso, gasto de atividade fisica, aptidao
cardiorrespiratéria, forca do aperto de mao, fluxometria laser doppler); e o
PROBILIVER (225), relacionado ao nosso grupo de pesquisa e a essa tese. O estudo
de Fan et al. (226) € uma revisdo sobre o papel da dieta na DHGNA, abordando
brevemente os PROBSs, sem relatar efeitos cardiovasculares. Federico et al. (227)

publicaram um estudo concluindo apds uma revisdo do Cochrane que pela auséncia
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de ECR o uso de PROBs néo é recomendado para EHNA; ndo foi abordado RCV.
Ferro et al. (228) aborda o papel do estresse oxidativo (descrito como sendo super
expresso em DCV) e lipopolissacarideos derivados do intestino na patogénese da
DHGNA. O outro trabalho é um artigo russo de reviséo sobre terapia hipolipemiante e
drogas que melhorem a flora intestinal e seus efeitos cardiovasculares em pacientes

com DHGNA e EHNA (229).
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3. JUSTIFICATIVA

A doenca hepatica gordurosa nao-alcodlica (DHGNA) € a maior causa de
doenca hepatica cronica nos paises ocidentais. O principal fator de risco associado
ao Obito nesta condicao clinica é a doenca cardiovascular (DCV). Tanto a DHGNA
como a DCV tém relacdo com inflamacao sistémica, e a disbiose intestinal deve
desempenhar um papel importante em ambas. A despeito disso, os desfechos
principais nos estudos de DHGNA ainda sé@o os hepaticos, e o risco cardiovascular
(RCV) e a DCV néao recebem a devida atencéo. Provavelmente isso ocorre porque a
DHGNA, embora seja uma doenca sistémica, seja avaliada de forma
compartimentalizada pelos varios especialistas que a enfrentam. Assim,
hepatologistas pensam sobretudo no figado, endocrinologistas focam no controle do
DM-2 e da dislipidemia, e cardiologistas na hipertensao e na DCV, porém, com exame
limitado da doenca hepatica, o que prejudica o entendimento dos resultados da maior
parte dos estudos. A avaliacdo da DCV em uma populacdo de risco por certo exige
um tamanho amostral significativo e um tempo de acompanhamento longo, o que é
um empecilho a realizagdo de bons estudos na area. Ademais, estudos
epidemioldgicos ainda faltam na DHGNA. N&o obstante, a estimativa do RCV € uma

tarefa simples e pode ser feita de maneira sistematica e com boa reprodutibilidade.

Vérios estudos ja foram publicados em relacdo ao papel dos probioticos
(PROBSs) no RCV, mas mesmo metanalises trazem resultados conflitantes. Por outro
lado, inexistem estudos avaliando o papel dos PROBs no RCV em pacientes com

DHGNA.

Em vista disso, sdo a importancia clinica da DHGNA, o relevante papel da DCV

em seu curso, a controvérsia quanto ao papel protetor dos PROBs no RCV e a falta
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de evidéncias de seu uso na DGHNA, muito especialmente em populagdo com
esteato-hepatite ndo-alcodlica (EHNA) comprovada por biépsia, que justificam este

estudo.
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4. QUESTAO DA PESQUISA

1) O uso de probioticos pode modular a microbiota de pacientes com doenca
hepatica gordurosa nao-alcodlica e reduzir os marcadores de risco cardiovascular

nesta populacao?
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5. HIPOTESE

1) O uso de probioticos, através da modulagdo da microbiota, pode ser util na
reducdo dos marcadores de risco cardiovascular em pacientes com doenca hepatica

gordurosa nao-alcodlica.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da suplementacdo com probidticos durante o periodo de 24
semanas nos marcadores de risco cardiovascular em pacientes com esteato-hepatite

néo-alcodlica confirmada por biopsia.

6.2 Objetivos Secundarios

1) Avaliar o impacto do uso de probidticos sobre a concentracdo sérica de
citocinas inflamatorias e marcadores de dano endotelial em pacientes com esteato-

hepatite ndo-alcodlica;

2) Avaliar o impacto do uso de probidticos sobre a expressao sérica de

microRNAs em pacientes com esteato-hepatite ndo-alcodlica;

3) Avaliar se 0 uso de probidticos € capaz de reduzir escores de risco

cardiovascular em pacientes com esteato-hepatite ndo-alcodlica;

7

4) Avaliar se o uso de probidticos é capaz de alterar a composicdo
metagen6mica da microbiota intestinal em pacientes com esteato-hepatite néo-

alcodlica;

5) Correlacionar a composicédo da microbiota intestinal com os marcadores de

risco cardiovascular em pacientes com esteato-hepatite n&o-alcodlica.
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ABSTRACT

Background: Cardiovascular disease (CVD) is the major cause of death in non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD). Abnormalities in microRNAs, inflammatory and
endothelial injury markers as well as gut dysbiosis are related to both NAFLD and
cardiovascular risk (CVR), an outcome seldom evaluated in NAFLD studies.
Objectives: To assess the impact of probiotic supplementation on CVR and gut
microbiota in biopsy-proven nonalcoholic steatohepatitis (NASH) patients. Methods:
Double-blind, randomized, placebo-controlled, single-center study of adult NASH
patients, randomized for 24 weeks daily sachets of 10° CFU of Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei and Bifidobacterium
lactis or placebo. Clinical (atherogenic indexes: Castelli Risk Index | and atherogenic
coefficient), laboratory, microRNAs, inflammatory and endothelial dysfunction
(plasminogen activator inhibitor-1: PAI-1, intercellular adhesion molecule-: ICAM-1,
VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1) assessment was carried out before and
after the intervention, as well as gut microbiota evaluation. Results: 46 patients were
enrolled (23 probiotics; 23 placebo), with a mean age of 51.7 years, most of them
females and whites. Clinical and demographic features were similar between the
groups at the baseline. Median of NAS was of 4 in both groups. Fibrosis was mild in
the majority of patients. Treatment did not promote any clinic significant changes on
BMI or laboratory. Alpha diversity (Shannon) was the same at the baseline and at the
end of the study (p = 0.890). There were no abundance differences both in phylum and
in genus before and after treatment. Bacteroidetes and Firmicutes were the most
frequent phylum before and after the intervention. High CVR patients through

atherogenic indexes decreased from baseline in both groups, as well as PAI-1 and
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miR-122 levels, although there was no difference between probiotics and placebo.
Conclusion: Probiotics supplementation for a 24-week period was not superior to
placebo in reducing CVR markers in patients with NASH, as well as not being able to

modify the intestinal microbiota of the studied patients.

Keywords: Non-alcoholic fatty-liver disease, Probiotic, Microbiota,

Cardiovascular risk

INTRODUCTION

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), recently renamed as metabolic
associated fatty liver disease (MAFLD) (1), is the leading cause of chronic liver disease
worldwide (2), with an estimated prevalence of 25% (3) and increasing (4), affecting
approximately 1 billion people (5). The term NAFLD comprises liver conditions varying
in severity of injury as hepatic steatosis, nonalcoholic steatohepatitis (NASH), cirrhosis
and hepatocellular carcinoma (6, 7). The more advanced the disease (NASH,

especially with fibrosis) the greater the cardiovascular risk (CVR) (8).

Cardiovascular disease (CVD) is the major cause of death in NAFLD patients
(9), independently of other traditional CVR factors or metabolic syndrome (MS) (4, 10).
Abnormalities in microRNAs, inflammatory and endothelial injury markers as well as

gut dysbiosis are related to both NAFLD and CVR (11-14).

Obesity and type 2 diabetes (T2DM) are the main risk factors for NAFLD
development (15). Inflammation has been linked to coronary syndrome (16). Soluble
forms of vascular adhesion molecules such as intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1) are over-regulated in patients with higher hepatic fat content, suggesting

greater endothelial dysfunction and vascular injury (17), as well as endothelial markers
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such plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) (18) and pro-coagulation factors such
as fibrinogen (18). NAFLD is also associated with the dysregulation of many liver
microRNAs (19), which can be associated with the development of steatosis and its

progression to NASH, fibrosis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma (20).

Despite their importance, CVD and CVR are outcomes rarely evaluated in
NASH studies (21-24). As the gut microbiome (GM) is a common target for CVD and
NAFLD, its modulation can bring beneficial effects for both conditions (8, 25, 26). The
use of probiotics can modify GM but their results in human CVR are still conflicting (12,
27-29). Moreover, studies focusing CVR effects of probiotics in NAFLD patients are

lacking.

This study aims to evaluate the impact of probiotic supplementation on CVR

markers and its relationship to GM in patients with biopsy-proven NASH.

PATIENTS AND METHODS

Double-blind, randomized, placebo-controlled, single-center study carried out in
a university hospital in southern Brazil - NCT03467282. Adult patients (>18 years),
presenting with NASH (liver biopsy less than 1 year before inclusion) were enrolled
from January to June 2018. Patients with cirrhosis, and those infected with human
immunodeficiency, hepatitis B or hepatitis C virus, with significant alcohol intake (> 159
ethanol/day) were excluded, as well as pregnant women, transplant recipients, patients
using immunosuppressants, corticosteroids, valproic acid, tetracycline and
amiodarone, and those carriers of other chronic inflammatory diseases and history of
diarrhea. Patients using antibiotics were also excluded or included after 3 months of

withdrawal.
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Randomization and Intervention

Patients were allocated through a randomization list made by an online program
(randomization.com website) being divided into two groups: control (placebo) and
intervention (probiotics). Patients allocated to the intervention group received probiotic
supplementation which consists of a 1-g sachet containing Lactobacillus
acidophilus SD5221 (1 x 10° CFU)+ Lactobacillus rhamnosus SD5675 (1 X
10° CFU) + Lactobacillus paracasei SD5275 (1 x 10° CFU) + Bifidobacterium
lactis SD5674 (1 x 10° CFU), while those allocated to the control group received a 1-g
sachet with an identical appearance (physical and organoleptic) containing
polydextrose/maltodextrin as the placebo. Patients was instructed to ingest two
sachets daily with water at room temperature for a period of 24 weeks. All patients
received diet and physical activity general guidelines. Every 45 days, patients were
asked to check adherence and start possible medications that could alter the intestinal
microbiota (the participants were instructed to advise the research team about the
need to use any other non-routine medications, and also to inform the team when they
use a product that contains probiotics). The patients received a spreadsheet to mark
the intake of the sachets and write down any symptoms that may appear during the

intervention period.

Outcomes

The study was performed with the aim to evaluate CVR as the primary outcome,
through clinical scores, microRNAs, inflammatory and adhesion molecules. The
diversity, composition and the community structure of the intestinal microbiota through
16S amplicon sequencing and its correlation to cardiovascular markers, to the

components of MS and laboratory were the secondary outcomes.
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Sample Size

As there are no previous studies considering CVR in NASH patients receiving

probiotics, a convenience sample was used.

Recruitment

Potentially eligible patients were identified at the NAFLD outpatient clinic. The
patient’s eligibility was confirmed by the responsible researcher.

This study was approved by the Hospital de Clinicas de Porto Alegre Ethics
Committee (CAAE 86120718.6.0000.5327 and CAAE 97777318.2.0000.5327) and
followed recommended guidelines for studies of human subjects. Informed consent

form was applied to all patients before inclusion in the study.

Blinding

Patients and the researchers administering the study did not know the
composition of each sachet of supplements and the participant’s allocation treatment.
An external researcher was unblinded. Researchers will know which supplements
each participant received only at the end of the study. The external researcher was

informed about the composition of each supplement if needed.

Data Collection Methods
Diagnosis and Liver Histology

Liver biopsy was done in de Hospital setting or reviewed to histological
examination by a single pathologist, graded through NASH-Clinical Research Network

NAFLD activity score and steatosis-activity-fibrosis (30, 31). Most of the ambulatory
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patients that were analyzed for selection had liver biopsy, as we indicate that exam in

our patients due to the fact that our hospital is a University Hospital.

Clinical and Physical Evaluation

The evaluations were carried out by four trained researchers: one registered
medical gastroenterologist and three registered nutritionist dietitians. Clinical
evaluation included data on age, sex and ethnicity. The latter was done by the same
researcher in all patients. The presence of diabetes, hypertension, hypothyroidism,
dyslipidemia with or without treatment and current or previous smoking was seen
before the interventions start and after de 24-week follow-up. Hypertension,
dyslipidemia and diabetes diagnosis followed the 2018 ,2016 and 2013 European
Society of Cardiology guideline respectively (32-34). All medications taken by the
patient were analyzed. Family history of coronary artery disease in a first-degree
relative (35) was asked. Presence of acute myocardial infarction, coronary syndrome,
previous arterial revascularization and stroke were analyzed before the study. During
the same, the presence of coronary syndrome or the presence of cardiovascular

events was seen.

Anthropometric variables [measurements of weight and height for calculating
body mass index (BMI), waist circumference (WC) between the twelfth rib and the iliac
crest with an inextensible fiberglass tape measure] was performed before and after the
follow-up period by experienced nutritionists. Manually blood pressure was always
seen by the same researcher. For the diagnosis of MS, the presence of = 3 of the

criteria presented in the study conducted by Alberti et al. (36), and for the purpose of
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WC the database of the ELSA study (Longitudinal Study of Adult Health) was used

(men =92 cm, women = 86 cm) (37).

Physical-activity Assessment

The International Physical Activity Questionnaire — Short Form (IPAQ) was
applied to evaluate the weekly time spent in physical exercise before the interventions

start and after de 24-week follow-up period (38).

Laboratory and Image Assessment

We conducted blood laboratory analysis before and after the intervention,
consisting of complete blood count, liver enzymes, lipid and glucose profile, factor VII,
fibrinogen, C-reactive protein (CRP). Insulin resistance was determined by the

homeostasis model assessment for insulin resistance (HOMA-IR)(39).

Cardiovascular Risk Scores

We assessed CVR scores of patients at the beginning and after 24 weeks of
intervention. Atherosclerotic Cardiovascular Disease (ASCVD) score of American
College of Cardiology was used, the calculator allows a comparative method for each
patient. The patients are classified in low CVR (<5%), borderline (5-7.4%), intermediate
(7.5 - 19.9%) and high (> 20%) (40). Framingham was calculated for all patients,
classifying in low CVR (= 10%), intermediate (10-20%), high (> 20%) (41). The
Systematic Coronary Risk Evaluation (SCORE) of the European Society of Cardiology
was performed to all patients. Very high CVR: > 10%, high: > 5% and <10%, moderate:

>1 and < 5%, low: < 1% (42). The presence of altered high density lipoprotein (HDL)
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and WC was also investigated, the latter was seen using the usual patterns (36) and

the ELSA study (37).

Atherogenic ratios were calculated using the results of the lipid profile in order
to predict CVR. Lipid profile included low-density lipoprotein (LDL), HDL and
cholesterol total (CT). Such ratios were calculated in the following ways: Castelli’s Risk
Index (CRI)-I = CT/HDL, CRI-ll= LDL/HDL e Atherogenic Coefficient (AC) = (CT-
HDL)/HDL (43). The cutoff values for atherogenic indices were obtained from previous
studies and stratified by sex (44, 45). Low risk was considered if CRI-I > 3.5 for men
and > 3.0 for women, CRI-Il and AC values were considered low risk when less than

3.0 and 2.0, respectively, for both sexes.

Analysis of Markers of Endothelial Dysfunction

To detect serum changes in the pre-intervention and post-intervention
endothelial dysfunction markers, we analyzed ICAM-1 and vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1), using the multiplex assay of the Luminex platform (Millipore,
Germany). The results were expressed in ng/mL. Serum evaluation of the PAI-1 was
performed using the ELISA kit (Invitrogen, USA). The absorbance was measured in a
spectrophotometer at a wavelength of 450 nm (Zenyth 200 rt) and the results were
expressed in pg/mL. All process was performed according to the manufacturer's

instructions and all analyzes were performed in duplicate.

Analysis of the Circulating microRNAs

To analyze the circulating microRNAs using the pre-intervention and post-
intervention patient serum, total RNA was extracted using the miRNeasy
serum/plasma kit (Qiagen, USA). Then, cel-miR-39 (1.6x108 copies) spike in control
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(Qiagen, USA) was added to provide an internal reference. Deoxyribonucleic acid
(DNA) conversion was performed from 10ng of total RNA using the TagMan microRNA
Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, USA). Analysis of the gene expression
of miR-122 and miR-33a, together with the cell-miR-39 normalizer, was performed by
RT-gPCR using TagMan assay (Applied Biosystems, USA). The sequences and codes
of the assessed microRNAs are described in Supplementary Table-1. Values were

calculated by formula 2 (AACY),

Microbiota Assessment

For intestinal microbiota assessment, the bacterial DNA was extracted from the
feces using the QIAmp DNA Stool Mini kit (Qiagen, Sao Paulo, Brazil). Approximately
50ng DNA was used for amplification of the V4 hypervariable region of the
bacterial 16S rRNA gene by polymerase chain reaction. The resulting product was
purified and used in the preparation of the emulsion PCR, followed by the sequencing
reaction in the lon Torrent Personal Genome Machine (Life Technologies, S&o Paulo,
Brazil). The sequencing data was processed using QIIAME software. Bacterial-
diversity analyses was based on the degree of similarity between 16S rRNA
sequences which are grouped into Operational Taxonomic Units. Sequencing and

analysis were performed at the HCPA Protein Analysis Unit.

DNA extraction, 16S rRNA gene amplicon sequencing and analysis

The raw fastq files were used to build a table of exact amplicon sequence
variants (ASVs) with DADA2 version 1.8 (46). Taxonomy was assigned to each ASV
using the SILVA ribosomal RNA gene database version v132 (47). As ASVs annotated

as “Chloroplast / Cyanobacteria” are likely derived from plants, they were were
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removed from the dataset prior to analysis using the function subset_taxa from the
phyloseq package (48). Downstream analyses were carried out after the normalization
of the number of sequences in all samples as recommended by Lemos et al. (49). The
rarefied dataset comprised of 1,839 sequences per sample. Sampling effort was

estimated using Good’s coverage (50).

Beta diversity analysis was applied to explore similarities and differences in
bacterial community structure among all samples. A compositional dissimilarity matrix
generated by Euclidean distances between samples was constructed using the
phyloseq (48). The matrix was used in a non-parametric permutational Multivariate
Analysis of Variance (PERMANOVA) with the Adonis function available in the vegan
package (51). Suspected confounding variables were included in additional analyses.
Calculations of Shannon diversity index were obtained and plotted using the phyloseq
package (48). For detecting differentially abundant taxa after and before intervention
we performed an ANOVA-like differential abundance analysis with effect sizes via

ALDEX2 (52).

Statistical Analysis of the clinical variables

Quantitative variables were described as mean and standard deviation / standard

error and categorical variables as absolute and relative frequencies. Comparisons over

time were evaluated using the Generalized Estimation Equations model complemented by

the Least Significant Difference test. For variables with normal distribution, the linear model

was applied. For those with asymmetric distribution, the gamma model was used. For

nominal variables, the binary logistic model was used and for ordinals, the ordinal logistic

model was applied. The comparison of means was performed by the t-student test and the
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comparison of proportions by the chi-square test or Fisher's exact test. The level of
significance adopted was 5% (p <0.05) and the analyzes were performed using the SPSS

version 21.0 program.

RESULTS
During the study period, 239 patients were analyzed, which after the exclusion

criteria resulted in 46 randomized patients in both groups, as shown in Figure-1.

Baseline Profile and Safety

The clinical and demographic data of the patients under study are shown in
Table 1, with a mean age of 51.7 years, and a predominance of females and white
ethnicity in both groups. As shown, there was no statistically significant difference
between the placebo and the probiotic group regarding BMI, WC, smoking,
cardiovascular disease, MS features and exercise, although patients in the placebo
group presented a higher percentage of T2DM and MS than those in the intervention
group. There was a statistical difference concerning presence of previous
cardiovascular disease, with a predominance in the placebo group, and although the
randomization could not separate those patients as equal, we adjust the cardiovascular

variables for that characteristic.

Baseline liver biopsy findings are shown in Table-2. There was no significant
difference between the two groups. All included patients had NASH (NAFLD activity
score 4.13 £ 0.87 - placebo group; and 4.13 + 0.87 - intervention group; p =1.000).
Most cases were of absent (FO) or mild (F1) fibrosis (19 - placebo group; 18 -
intervention group; p =0.730). Only 5 patients taking placebo and 4 receiving probiotics

had intermediate (F2) or advanced (F3) fibrosis (p = 0.730). Twenty-three patients
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received placebo and twenty-three patients received probiotic. At the end of 24 weeks,
44 patients completed the study. One patient in each group abandoned the study
during the follow-up period. Antibiotics were used by 6 patients in the placebo group
(26.1%) and 4 (17.4%) in the intervention group; p = 0.721. No patient has any serious

adverse event.

Comparison Between Baseline and End of Study Results

The mean weight, BMI and WC were not statistically different between placebo
and probiotic before and after the intervention, as well as were mean systolic and
diastolic blood pressure and IPAQ (Supplementary Table-2 and Supplementary
Figure-1). Baseline and final laboratory are shown in Table-3 and Supplementary
Table-3. As for the findings referring to CRP, creatine kinase, fibrinogen and factor VI,
there was no difference after intervention in both groups (Supplementary Table-4).
Combining high WC and low HDL (according to the International Diabetes Federation
or ELSA Study recommendations), there were no differences between the two groups

either in the baseline or after intervention (Supplementary Table-5).

The evaluation of the CVR by clinical scores in qualitative (considering only
high-risk cases) form before and after the 24 weeks of intervention can be seen in
Table-4. There was a significant decrease in CRI and AC in the placebo group (p =
0.045 and 0.048, respectively) and a tendency towards a smaller decrease in the
probiotic group (p = 0.058 for both). There were no differences regarding the absolute
value of CRI1, CRI2 and AC between the groups (Supplementary Table-6). Applying
ASCV, SCORE and Framingham there was no difference between groups

(Supplementary Figure-2).
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Endothelial lesion markers and micro-RNAs before and after intervention are
shown in Table-5. There was no significant difference between the two groups.
However, from the baseline to the end of the study PAI-1 levels significantly decreased
in both groups (5379.5 + 108.1 to 4617.2 + 230.4 before and after intervention in the
placebo group, p = 0.001; and 5457.8 + 86.4 to 4500.5 + 179.3 before and after
intervention in the probiotic group, p <0.001) as well as miR-122 (2.43 £0.92t0 0.35
+ 0.99 before and after intervention in the placebo group, p = 0.028; and 1.69 £+ 0.63

to 0.38 + 0.12 before and after intervention in the probiotic group, p = 0.042).

Concerning microbiota, differential abundance at phylum level at probiotic group
can be seen in Figure-2 where before the intervention most of the phylum level of the
participants patients were Firmicutes, with an increase in Bacteroidetes in both groups
after intervention (p = 0.810). Figure-3 demonstrate principal coordinates analysis.
Diversity measure (Shannon) before and after the intervention can be seen in Figure-
4, where no significant difference occurred in probiotic group before and after test (p =

0.890).

During the study, 1 patient in the placebo group had acute myocardial infarction,
1 had stable angina and 1 patient had subepicardial ischemia (p=0.223). No

cardiovascular events were observed in the intervention group.

DISCUSSION

In this study, oral supplementation with probiotics for a 6-month period did not
promote any significant changes in CVR markers and not alter GM composition in
comparison to placebo. Indeed, PAI-1 and miR-122 decreased after intervention, but

this difference occurred in both groups, not only in those who received probiotics.
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This study fulfills the expectation regarding random sequence generation
(selection bias), allocation concealment (selection bias), blinding of participants and
personnel (performance bias), and blinding of outcome assessment (detection bias).
Thus, it seems to have internal validity and, since it included common patients in
clinical practice, external validity. However, its inclusion criteria apply only to NAFLD
patients, and not to the new MAFLD definition. To the best of our knowledge, it is the
first random control trial with probiotics in biopsy-proven NASH patients intended to
evaluate CVR.

Regarding demographic and clinical variables, such as age, gender and
comorbidities, the population included was quite consistent with previously published
studies (3, 53-56). Except for the history of CVD and presence of T2DM, which were

higher in placebo, all other baseline variables were similar between the groups.

All included patients had biopsy-proven NASH (NAS > 4). This is important not
only to verify the liver injury but also because CVR seems to strongly depend on the
presence of more advanced fatty liver disease (57). Most of the patients in both groups
presented grade 1 fibrosis, and this mild disease could probably exert an influence in

the CVR.

Probiotics are promising for NAFLD therapy, due to relatively easy availability,
low cost, and absence of serious side effects (58), but its use is still quite controversial.
There are previous random control trial using different strains and doses of probiotics
that demonstrated some interesting effects in blood glucose, insulin resistance, lipid
profile and MS (59, 60). However, even meta-analysis differs as to the usefulness of

probiotics in patients with NAFLD (60-62).
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Inflammation and oxidative stress seem to be involved in the onset and
progression of NAFLD (88) and the production of PAI-1 may be over-regulated by
inflammatory factors (63). These mechanisms and mutual interactions seem to explain
the association between NAFLD and CVD (64). Increased levels of PAI-1 are
predictors of future cardiovascular events and have been reported in patients with

coronary artery disease (65).

Due to the role of microRNAs in regulating metabolic pathways (like lipogenesis,
glycolysis, gluconeogenesis) and also the association of microRNAS with oxidative
stress, they are considered a biomarker and potential therapeutic target for NAFLD
(11). Especially miR-122 is quite important in liver diseases, including NAFLD (66). In
our study, it decreased after intervention in both groups. This finding is consistent with
the results we observed in PAI-1, since miR-122 has also been considered as a
potential biomarker for the diagnosis and prognosis of CVD, mainly with the presence

and severity of coronary artery disease, independent of other CVR factors (67).

Studies in animal models and in human subjects have identified the GM as an
extra-genomic contributor to CVD risk (68, 69). Excess lipopolysaccharides in the
bloodstream are present in obese individuals and may result from changes in intestinal
microbiome and / or increased permeability of the intestinal barrier (70), althouth this
is a controversal hypotesis as it has not been demonstrates in humans (29). NAFLD
patients have a lower proportion of Bacteroidetes and a higher proportion of Prevotella
than healthy controls (71), while NASH patients have increased of Bacteroidetes and
Proteobacteria compared with patients without NASH (71, 72). Our study was
composed of only NASH patients, and there were no differences between the groups

regarding GM both in baseline and in the end of follow-up. Bacteroidetes had a slight,
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but not significant, increase in probiotic group after intervention. We consider the
intervention we made in this study was probably too short to induce any gut microbiota
modification, as well as NASH was not severe, since gut dysbiosis seems to be more

important in severe NAFLD lesions (25).

No deaths occurred during the study, perhaps due to the reduced number of
participants and the length of clinical follow-up. However, during the study in the
placebo group, we can observe the appearance of acute myocardial infarction in 1

patient, unstable angina in 1 patient and epicardial ischemia in 1 patient.

Limitations and Strengths

This study has some strengths, as its blinding, the strict monitoring of patients
regarding the use of medication, the inclusion of only biopsy-proven NASH, and the
investigative approach regarding different possibilities of CVR assessment, such as
inflammatory markers, microRNAs, microbiota, and also the evaluation through
guestionnaires and physical examination. However, it does present some limitations,
like being a single center study, the small number of patients, the short period of

treatment, and the low severity of NASH patients included.

CONCLUSION
In this double-blind placebo-controlled randomized clinical trial probiotics
supplementation was not able to significantly decrease CVR markers in comparison to

placebo or to modify GM in NASH patients.
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Figure-1: Consort diagram. E: exclusion; HCV: hepatitis C virus, I: inclusion,

NASH: non-alcoholic steatohepatitis.
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Figure-2: Differential abundance at microbiota phylum level before and
after intervention in the placebo and probiotic group. Before the intervention most
of the phylum level of the participants patients were Firmicutes, with an increase in

Bacteroidetes in both groups after intervention (p = 0.810).
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Table 1: Clinical and demographic data of patients under study

Variables # I?Aa;:z%c)) P(rn"i"gg)c p
Age (years) 51.7+11.9 51.7+11.4 0.990
Gender

Female 12 (52.2) 15 (65.2)

0.549

Male 11 (47.8) 8 (34.8)
Ethnicity

White 19 (82.6) 20 (87.0)

1.000

Non-white 4 (17.4) 3(13.0)
Menopause 9 (64.3) 9 (60.0) 1.000
Mean WC 1042+ 11 105.143 £ 13.1 0.801
Mean BMI 32.3+5.6 32.852+7.1 0.767
Smoking

Current 1(4.3) 1(4.3) 1.000

Previous 4 (17.4) 9(39.1) 0.190
girseevzli(;gs cardiovascular 6 (26.1) 1(4.3) 0.029
Atherosclerosis* 3(13) 4(17.4) 1.000
Family history** 6 (26.1) 7 (30.4) 1.000
Hypothyroidism 3 (13) 6 (26.1) 0.457
Dyslipidemia 11 (47.8) 11 (47.8) 1.000
Hypertension 14 (60.9) 16 (69.6) 0.757
Diabetes 13 (56.5) 9 (39.1) 0.376
Metabolic syndrome 19 (82.6) 16 (69.6) 0.489
IPAQ

Low 9 (39.1) 9 (39.1)

Moderate 10 (43.5) 11 (47.8) 0.909

High 4 (17.4) 3(13.0)

# Variables described as mean + standard deviation or frequency (%). *Atherosclerosis defined by
abdominal ultrasound before the study ** Family history of cardiovascular disease defined by first-degree
relative male <55 years old or female <65 years old. Abbreviations. BMI: body mass index, IPAQ:
International Physical Activity Questionnaire, WC: waist circumference
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Table 2: Histological findings assessed according to NAS and SAF

. Placebo Probiotic
#
Variables (n = 23) (n = 23) p
NAS 413 +0.87 413 +0.87 1.000
Steatosis
Mild 9(39.1) 9(39.1)
Moderate 10 (43.5) 12 (52.2) 0.654
Severe 4 (17.4) 2 (8.7)
Lobular inflammation
Mild 17 (73.9) 20 (87.0)
0.459
Moderate 6 (26.1) 3(13.0)
Ballooning
Mild 21 (91.3) 16 (69.6)
0.135
Moderate 2 (8.7) 7 (30.4)
SAF score
S - Steatosis
1 9(39.1) 11 (47.8)
2 11 (47.8) 10 (43.5) 0.799
3 3(13.0) 2 (8.7)
A - Inflammation activity
1 4 (17.4) 3 (13)
2 11 (47.8) 14 (60.9)
0.841
3 7 (30.4) 5(21.7)
4 1(4.3) 1(4.3)
F - Fibrosis
0 4 (17.4) 3 (13.0)
1 14 (60.9) 16 (69.6)
0.730
2 1(4.3) 2 (8.7)
3 4 (17.4) 2 (8.7)

#Variables described as mean * standard deviation or frequency (%). Mild lobular inflammation: < 2 foci
in a 20x field; moderate lobular inflammation: 2-4 foci in a 20x field. Abbreviations. A: inflammation
activity, F: fibrosis, NAS: NAFLD activity score, S: steatosis, SAF: steatosis-activity-fibrosis
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Table 3: Comparison of laboratory tests before and after intervention

Variables Placebo Probiotic )
(n =23) (n =23)

AST (U/L)
Before 39.3+4.80 38.2+5.34 0.880
After 37.6 £5.65 36.6 +4.18 0.887
Difference % (C| 95%) -1.66 (-7.41 to 4.07) -1.57 (-10.2t0 7.12)  0.994
p 0.570 0.722

ALT (U/L)
Before 50.8 + 5,24 49.6 +8.13 0.896
After 50.0 £6,99 494 +791 0.959
Difference % (C| 95%) -0.87 (-12.0 t0 10.3) -0.15 (-12.1t0 11.8)  0.933
p 0.879 0.980

GGT (U/L)
Before 101.1 +£46.7 81.8+19.6 0.704
After 114.8 +61.0 98.7+32.1 0.816
Difference % (Cl 95%) 13.6 (-16.1 to 43.4) 16.9 (-17.3t0 51.1)  0.735
p 0.369 0.333

Fasting glucose (mg/dL)
Before 124.8 £9.32 103.8 +6.34 0.063
After 120.8 £ 6.45 110.7 £7.50 0.310
Difference % (C| 95%) -4.00 (-17.1 to 9.09) 6.90 (-3.45t017.2)  0.200
p 0.549 0.191

Insulin (IU/L)
Before 17.1+£1.94 22.6 £3.99 0.213
After 17.6+£2.19 19.46 + 2.96 0.619
Difference % (C| 95%) 0.464 (-2.42t03.35)  -3.22(-7.61t01.16)  0.162
p 0.753 0.150

HbALC (%)
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Before
After
Difference % (Cl 95%)
p
HOMA IR
Before
After
Difference % (Cl 95%)
p
Total cholesterol (mg/dL)
Before
After
Difference% (CI 95%)
p
HDL (mg/dL)
Before
After
Difference % (Cl 95%)
p
LDL (mg/dL)
Before
After
Difference % (Cl 95%)
Triglycerides (mg/dL)
Before
After
Difference % (Cl 95%)

p

6.38 £0.29
6.44 + 0.26
0.05 (-0.36 to 0.47)
0.801

5.52 +0.94
5.30 + 0.80
-0.22 (-1.87 to 1.43)
0.792

173.0 +8.38
171.7 +9.17
-1.22 (-11.4 to 8.96)
0.813

44.1 + 2.60
45.5 +2.98
1.37 (-1.98 t0 4.72)
0.423

97.9+7.50
95.5 +7.72
-2.48 (-10.5 to 5.60)

169.7 £17.5
153.6 + 16.2
-16.0 (-42.3 to0 10.2)
0.232

6.10  0.24
6.44 +0.32
0.33 (0.01 to 0.65)
0.037

5.65 + 0.83
5.70 +1.24
0.04 (-1.43 to 1.52)
0.954

178.6 + 6.46
184.7 + 8.65
6.07 (-3.09 to 15.2)
0.194

46.7 +2.67
46.9 +2.38
0.17 (-2.26 to 2.60)
0.891

98.9 + 6.26
103.1+7.71
4.20 (-4.73 to 13.1)

179.0 + 18.8
170.0 + 14.7
-8.22 (-42.9 to 26.5)
0.643

0.473
0.991
0.292

0.919
0.791
0.811

0.593
0.304
0.297

0.492
0.722
0.570

0.920
0.483
0.277

0.719
0.436
0.688

Abbreviations. ALT: alanine aminotransferase, AST: aspartate aminotransferase, GGT: gamma glutamyl
transferase, HbA1C: glycosylated hemoglobin, HDL: high-density lipoprotein, HOMA-IR: homeostasis
model assessment for insulin resistance, LDL: low density lipoprotein
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Table 4: Evaluation of the cardiovascular risk by clinical scores before and after

intervention considering high risk patients

Variables Placebo Probiotic )
(n =23) (n =23)

CRI-I: high risk
Before 18 (78.3) 22 (95.7) 0.070
After 14 (63.6) 18 (81.8) 0.167
Difference % (CIl 95%) -14.6 (-28.9 to -0.00) -13.8 (-28.2t0 0.00)  0.377
p 0.045 0.058

CRI-II: high risk
Before 4 (17.4) 0 (0.0) 0.028
After 7 (31.8) 3 (13.6) 0.140
Difference % (Cl 95%) 14.4 (-4.5 to0 33.3) 13.6 (-0.7 to 27.9) 1.000
p 0.134 0.062

AC: high risk
Before 19 (82.6) 22 (95.7) 0.146
After 15 (68.2) 18 (81.8) 0.290
Difference % (CIl 95%) -14.4 (-28.7 to -0.00) -13.8 (-28.2t0 0.00)  0.428
p 0.048 0.058

Abbreviations. AC: Atherogenic Coefficient, CRI: Castelli’'s Risk Index and CVR: cardiovascular risk.
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Table 5: Endothelial lesion markers and microRNAs before and after intervention

Variables Placebo Probiotic )
(n=23) (n = 23)
PAIL1 (pg/ml)
Before 5379.5+108.1 5457.8 + 86.4 0.572
After 4617.2 +230.4 4500.5+179.3 0.689
Difference % (95% CI)  -762.3 (-1196.4 to -327.7) -957.3 (-1229.4 to -685.2) 0.456
p 0.001 <0.001
VCAM-1 (ng/ml)
Before 10.0 £ 0.54 9.73+0.72 0.706
After 15.7+1.05 15.8+1.47 0.977
Difference % (95% ClI) 5.67 (3.86 to 7.48) 6.06 (3.99 to 8.13) 0.779
D <0.001 <0.001
ICAM-1 (ng/ml)
Before 0.59 +0.28 0.66 +0.39 0.174
After 0.80+0.21 0.77 £0.03 0.434
Difference % (95% ClI) 0.21 (0.13 to 0.28) 0.11 (0.005 to 0.21) 0.126
p <0.001 0.038
miR-122
Before 243 +0.92 1.69 +£0.63 0.509
After 0.35+0.99 0.38+0.12 0.838
Difference % (95% ClI) -2.08 (-3.93 t0 -0.22) -1.30 (-2.56 t0 -0.04)  0.515
p 0.028 0.042
miR-33
Before 1.53+0.48 1.73+0.43 0.759
After 2.09 +0.50 2.84 +0.59 0.342
Difference % (95% ClI) 0.56 (-1.03 to 2.16) 1.10 (-0.55 to 2.76) 0.306
p 0.488 0.191

Abbreviations: ICAM-1: intercellular adhesion molecule-1, miR: microRNA, MPO: myeloperoxidase, PAI-1:
plasminogen activator inhibitor-1, VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1

105



SUPPLEMENTARY DATA

MATERIALS AND METHODS

Probes Identification

Supplementary Table 1 describes the identification of TagMan probes that were

used to evaluate the gene expression of circulating microRNAs.

Assay Name Assay ID
hsa-miR-122-5p 002245
hsa-miR-33a-5p 002135
hsa-miR-145-5p 002278
cel-miR-39-3p 000200
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RESULTS

sample - IPACQ

HLow @Moderate OHigh

Supplementary Figure 1. The IPAQ of the patients before and after
intervention in placebo and probiotic group. Placebo: p = 0.305; Probiotic: p =

0.305; between groups: delta: p = 1.000. Abbreviations. IPAQ: International Physical

Activity Questionnaire.
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Supplementary Figure 2. Classification of cardiovascular risk scores before
and after intervention. Figure 2A (ASCVD): Placebo: p = 0.249; Probiotic: p = 0.641;
between groups - Delta p = 0.670. Figure 2B (SCORE): Placebo: p = 0.653; Probiotic:
p = 0.340; between groups - Delta p = 0.613. Figures 2C (Framingham): Placebo: p
= 0.308; Probiotic: p = 0.307; between groups - Delta p = 0.973.
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Supplementary Table 2. Comparison of anthropometric tests before and after intervention

Variables Placebo Probiotic 0
(n=23) (n =23)

Weight (kg)
Before 86.7 + 3.63 85.3+3.78 0.786
After 87.7+3.74 83.3+3.26 0.382
Difference % (Cl 95%) 0.92 (-1.08 to 2.93) -1.98 (-5.82 to 1.84) 0.187
p 0.366 0.310

BMI (kg/m?)
Before 32.3+1.13 32.8+1.46 0.767
After 32.6 +1.16 31.4+0.91 0.429
Difference % (Cl 95%) 0.33 (-0.31 to 0.98) -1.39 (-3.51 t0 0.72) 0.127
p 0.315 0.198

WC (cm)
Before 104.2 + 2.25 105.1 +2.68 0.801
After 104.7 +2.30 103.5+2.10 0.692
Difference % (C| 95%) 0.59 (-0.71 to 1.71) -1.62 (-4.83 to 1.59) 0.227
p 0.421 0.323

SBP (mmHgQ)
Before 134.3 +3.18 125,2 + 3,73 0.088
After 135.0 £ 3.51 127,3 + 2,66 0.079
Difference % (Cl 95%) 0.65 (-6.77 to 8.07) 2.06 (-5.93 to 10.0) 0.801
p 0.863 0,614

DBP (mmHgQ)
Before 82.6+2.14 75.2 +2.67 0.031
After 83.1+2,35 75.4 +1.89 0.011
Difference % (Cl 95%) 0.57 (-5.53 to 6,68) 0.94 (-6.30 t0 6.77) 0.941
p 0.854 0.943

Abbreviations. BMI: body mass index, DBP: diastolic blood pressure, WC: waist circumference, SBP: systolic blood

pressure
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Supplementary Table 3.

Comparison of laboratory tests before and after intervention

Variables Placebo Probiotic 0
(n =23) (n=23)
Platelets (1.000)
Before 0.50 £ 0.04 0.45+0.03 0.612
After 0.57 +0.30 0.67 £0.19 0.455
Difference % (Cl 95%) 0.07 (-0.19t0 1.41)  0.36 (-0.06 to 1.34) 0.175
p 0.256 0.648
Albumin (g/dL)
Before 4.77 +0.05 4.69 +0.07 0.359
After 4.64 + 0.06 4.58 + 0.05 0.599
Difference % (C| 95%) -0.13 (-0.23t0-0.03)  -0.10 (-0.21 to 0.00) 0.714
p 0.011 0.049
PT (seconds)
Before 13.6 £ 0.23 13.7+0.18 0.838
After 13.3+0.21 13.5+0.22 0.467
Difference % (Cl 95%) -0.33 (-0.66 t0 -0.006) -0.17 (-0,54 to 0.205) 0.522
p 0.046 0.373
AP (U/L)
Before 80.6 +7.92 85.7+7.6 0.643
After 75.8 £6.99 92.3+16.2 0.350
Difference % (Cl 95%) -4.87 (-9.9510 0.20)  6.53 (-12.5 to 25.6) 0.257
p 0.060 0.502
Creatinine (mg/dL)
Before 0.79 £ 0.03 0.82+0.03 0.548
After 0.80 £ 0.03 0.82+0.03 0.678
Difference % (C| 95%) 0.01 (-0.02t0 0.05)  0.03 (-0.03 to 0.03) 0.697
p 0.479 0.849
Urinary creatinine (mg/dL)
Before 108.6 £ 11.5 127.7 £ 13.0 0.273
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After 1255+ 125 120.8 +15.2 0.814

Difference % (CI 95%) 16.8 (-3.51 t0 37.2) -6.88 (-32.6 t0 18.9) 0.152
p 0.105 0.601

Urinary protein (md/dL)

Before 6.60 + 0.54 9.21+2.04 0.218

After 6.98 £ 0.45 8.72+1.63 0.304

Difference % (Cl 95%) 0.38 (-0.74 to 1.50) -0.49 (-1.98 to 1.00) 0.341

p 0.504 0.521

Abbreviations. ALT: alanine aminotransferase, AP: alkaline fosfatase, AST: aspartate aminotransferase, FA:
alkaline phosphatase, GGT: gamma glutamyl transferase, HbA1C: glycosylated hemoglobin, HDL: high-density
lipoprotein, HOMA-IR: homeostasis model assessment for insulin resistance, LDL: low density lipoprotein, PT:
prothrombin time
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Supplementary Table 4. Evaluation of laboratory cardiovascular risk comparison before

and after test

Placebo Group

Probiotic Group

Variables p
(n =23) (n =23)

CRP (mg/L)
Before 4.49 +1.02 491 +1.15 0.785
After 6.53 +1.68 6.68 + 2.40 0.959
Difference % (95% ClI) 2.04 (0.27 to 3.80) 1.77 (-3.21 t0 6.74) 0.920
p 0.023 0.486

CK (IU/L)
Before 156.3+16.4 201.5+64.1 0.495
After 164.6 + 18.6 167.0+34.9 0.782
Difference % (95% ClI) 8.31(-23.0t039.6) -34.5%(-101.3t032.2) 0.172
p 0.603 0.311

Fibrinogen (mg/dL)
Before 344.4+10.3 325.2+9.33 0.168
After 347.1+15.2 351.1+£13.9 0.846
Difference % (95% CI) 2.70 (-16.1 to 21.5) 25.9 (1.42 t0 50.4) 0.141
p 0.779 0.038

Factor VII
Before 89.0 £ 6.23 89.3 +5.97 0.964
After 87.4 +5.53 101.0 + 6.68 0.118
Difference % (95% CI) -1.52 (-8.90 to 5.86) 11.6 (-5.08 to 28.3) 0.158
p 0.686 0.172

Abbreviations. CK: creatine kinase, CRP: C-reactive protein.
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Supplementary Table 5. Combining high WC and low HDL (according to the International
Diabetes Federation or ELSA Study recommendations), there were no differences between the

two groups either in the baseline or after intervention

Variables Placebo Group Probiotic Group )
(n =23) (n =23)

High WC and low HDL- n (%)
Before 12 (52.2) 8 (34.8) 0.227
After 10 (45.5) 10 (45.5) 1.000
Difference % (IC 95%) -6.7 (-16.0 to 3.0) 10.7 (-14.0t0 35.0) 0.204
p 0.116 0.395

High WC (ELSA) and low HDL-n (%)

Before 13 (56,5) 10 (43.5) 0.372
After 11 (50) 10 (45.5) 0.763
Difference % (IC 95%) -6.5 (-16.0 to 3.0) 2.0(-23.0t0 27.0) 0.534
p 0.173 0.877

Abbreviations. BMI: body mass index, HDL: high-density lipoprotein, WC: waist circumference
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Supplementary Table 6.

Evaluation of the atherogenic indexes before and after

intervention

Variables Placebo Group Probiotic Group )

(n=23) (n=23)

CR-l
Before 4,08+1,18 4,14 + 0,93 0,851
After 3,82+131 4,01 +1,08 0,602
Difference % (IC 95%)  -0,26 (-0,60 to 0,08)  -0,13 (-0,52 to 0,26) 0,631
p 0,134 0,499

CR-II
Before 2,32+0,98 2,14 + 0,62 0,443
After 2,24 +1,09 2,18 +0,71 0,818
Difference % (IC 95%)  -0,08 (-0,37 t0 0,21) 0,04 (-0,21 to 0,28) 0,536
p 0,582 0,758

AC
Before 3,08+1,18 3,14 +0,93 0,851
After 282+131 3,01 +1,08 0,602
Difference % (IC 95%)  -0,26 (-0,60 to 0,08)  -0,13 (-0,52 to 0,26) 0,631
p 0,134 0,499

Abbreviations. AC: Atherogenic Coefficient and CRI: Castelli’'s Risk Index.
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8. CONCLUSOES

1) Nao houve diferenca em relagdo a concentragdo sérica de citocinas
inflamatorias e marcadores de dano endotelial em pacientes com esteato-hepatite

nao-alcodlica submetidos a tratamento com probiéticos ou uso de placebo;

2) Nao houve diferenca significativa entre probioticos e placebo na expressao

sérica de microRNAs na populacdo estudada;

3) Nao houve diferenca significativa entre probidticos e placebo na reducao dos

escores de risco cardiovascular;
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9. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Ensaios clinicos randomizados (ECRs) sdo considerados referéncia na
pesquisa clinica, trazem os niveis de evidéncias mais altos que podem advir de um
estudo individual e formam a base de revisGes sisteméticas e metanalise de alta
gualidade. O estudo aqui apresentado foi um ECR, duplo-cego, controlado com
placebo. Ele atende a expectativa dos critérios de adequacdao de um ECR quanto a
geracao de sequéncia aleatdria e ocultacdo de alocacédo, pois foi realizado através de
um programa on-line de randomizacéo (viés de selecdo). A randomizacédo, por sua
vez, foi bloqueada (restrita) para gerar uma sequéncia para garantir a mesma
proporcao de participantes nos grupos de intervengao e PLA. Ocorreu mascaramento
de participantes e da equipe de pesquisadores (viés de desempenho) e cegamento
da avaliacéo de resultados (viés de deteccdo). Todos os envelopes eram opacos, de
igual aparéncia, numerados sequencialmente, lacrados com um selo a prova de
falsificacdo e abertos somente apds o envelope ter sido irreversivelmente atribuido ao
paciente. Quanto aos dados de resultados incompletos (perdido) ocorreu a perda de
acompanhamento de um paciente em cada grupo durante o estudo. Assim, pode-se
inferir que foi um ECR de boa qualidade. O desenho do estudo foi publicado na revista

Trials, em 2019 (225).

O calculo do tamanho amostral no presente estudo foi baseado em artigo que
avaliou melhora da fibrose hepéatica néo por biépsia, mas por um método néo-invasivo,
o FibroScan®, em pacientes com EHNA em uso de simbidticos. Dessa forma, o
célculo ndo foi baseado em estimativa de RCV, o0 que pode gerar alguma censura.
Entretanto, a auséncia de estudos prévios com probiéticos na avaliacdo do RCV em

pacientes com DHGNA, e mais especificamente ainda, na EHNA, permite que seja
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estudada uma amostra de conveniéncia, como feito neste caso. Contudo, ha de se
comentar que provavelmente a inclusdo da forma como feita impactou na diferenca
significativa encontrada entre os grupos na histéria de eventos cardiovasculares
prévios. Como havia mais pacientes com eventos prévios alocados para o uso de
placebo, isso pode ter trazido algum viés, mesmo com 0s ajustes no momento do

calculo estatistico.

Este estudo avaliou pacientes portadores de DHGNA que foram incluidos apés
a verificacdo da presenca de EHNA na bidpsia hepatica, o que traz a ele um diferencial
positivo, posto que cada vez mais séo utilizados marcadores nao-invasivos na
avaliagdo da DHGNA, que, se mais praticos, impactam negativamente na avaliagdo
dos resultados, em especial quando se fala de EHNA. Nao foram utilizados neste
estudo os critérios de MAFLD (do inglés, metabolic associated fatty liver disease). Em
gue pese o risco de critica pelo uso de uma nomenclatura que alguns possam
considerar obsoleta, por outro lado isso deixa claro que esta sendo avaliado o uso de
PROBs em pacientes com DHGNA pura, o que ainda ndo havia sido feito em relacao

ao RCV. Por certo, estudar o mesmo desfecho em pacientes com MAFLD sera util.

A DCV é a causa mais comum de morte na DHGNA e é muito necessario que
mais estudos avaliem tanto a sua frequéncia quanto o proprio RCV a fim de que se
possa reduzir sua ocorréncia nesta populacédo. Neste estudo foi feita uma extensa
avaliagdo de marcadores de RCV, incluindo citocinas inflamatorias, moléculas de
adesdo endotelial e microRNAs, além dos escores clinicos. Os resultados foram
negativos, mas chama atencéo o fato de que houve reducéo significativa nos niveis
de PAI-1 e na expressdo de miR-122, que sdo de certa forma consistentes com

reducdo do RCV. A reducdo, no entanto, ocorreu nos grupos PROBs e PLA, e talvez

117



indiguem que em pacientes com DHGNA o simples acompanhamento clinico possa

ter algum impacto no RCV.

A microbiota intestinal exerce papel determinante na DHGNA e também na
DCV. Neste estudo o uso de PROBs por 24 semanas nao foi capaz de alterar a
composicdo metagenémica da microbiota intestinal. Esse achado ndo é de todo
surpreendente, dadas algumas caracteristicas da microbiota humana, como
estabilidade e resiliéncia. Provavelmente a intervencao seja pouco significativa do
ponto de vista temporal, e talvez em qualidade, para induzir o mecanismo de
plasticidade e adaptabilidade que ocorre nos seres humanos. Sdo poucos os ECR que
avaliaram a microbiota intestinal antes e depois da suplementacdo com PROBs, e a
maior parte deles mostra que nao ha alteracdo em sua composicdo com o uso dos

mesmos (230-232).

A pandemia de COVID-19 ndo interferiu na coleta de dados deste estudo, uma
vez que o acompanhamento dos pacientes foi concluido antes do més de marco deste
ano. No entanto, a andlise dos dados foi impactada pelo fechamento temporario de
varios laboratorios. Dentre os principais resultados ainda superficialmente analisados
esta a avaliacdo da microbiota intestinal e sua correlagdo com os marcadores de RCV.
Varias perguntas ainda restam sem resposta, em funcdo do contingenciamento
associado a pandemia, como a interacdo entre a composicdo e a diversidade da
microbiota intestinal nos niveis de PAI-1, miR-122, VCAM-1, ICAM-1 e p-selectina,

assim como dados relacionados a predicdo metabdlica da microbiota intestinal.

Este estudo, por fim, considerando suas forcas e limitacdes, € original em
mostrar que o uso de PROBs nao impacta no RCV de pacientes com DGHNA, mais

especificamente, pacientes com EHNA demonstrada por biépsia. Estudos em
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populacdo de pacientes com EHNA mais graves, com fibrose mais significativa, com
tamanho amostral maior e uso de PROBs por um periodo mais longo talvez possam
ser interessantes para atestar a utilidade desta intervencéo nos marcadores de RCV.
Contudo, estudos com PROBs em humanos padecem de alguns problemas que talvez
sejam de dificil solugcdo, entre eles a falta de padronizacdo entre as cepas, a
dificuldade em estabelecer uma dose adequada, bem como determinar o tempo de
uso mais conveniente. E provavel que o desenvolvimento de drogas mais efetivas
para o tratamento da DHGNA, o que se espera ocorrer até o final desta década,
contribua para que tenhamos menor necessidade de tratamentos alternativos no

futuro.

119



10. ANEXOS

Anexo 1: Ensaios clinicos randomizados na doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica e seus objetivos cardiovasculares e hepaticos, no ultimo ano.

Objetivo: desfecho

Objetivo: desfecho

Autor, ano Intervencao ) _ Resultado
hepatico cardiovascular
Exercicio intervalado de
alta intensidade vs Ambos os grupos de exercicio mostraram
Abdelbasset et | intensidade continua Avaliacdo sobre os uma reducéo significativa na gordura

al., 2020 (233)

moderada por 8
semanas em pacientes
obesos diabéticos
portadores de DHGNA

triglicerideos hepaticos

e lipideos viscerais

Avaliacédo da adiposidade

visceral

hepética e lipideos viscerais, enquanto o
grupo controle ndo apresentou diferenca

estatisticamente significativa

Draz etal.,
2020 (234)

Eletroacupuntura vs
treinamento intervalado
aerobico por 6 semanas
em pessoas portadoras
de DHGNA

Avaliacao alanina e
aspartato

aminotransferase

Avaliagdo peso, indice de
massa corporal,
triglicerideos, proteina C

reativa

Ambas as intervencdes apresentaram
melhoras nos triglicerideos, proteina C
reativa, transaminases, com quedas maiores
no grupo da eletroacupuntura. Quanto a
diferenca entre os dois grupos o Unico
marcador sem diferenca estatisticamente

significativa foi a proteina C reativa
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Eletroacupuntura com

Avaliacdo do metabolismo
glicolipidico, resisténcia

insulinica e parametros

Melhora do perfil hepatico (esteatose e

Dong et al., . . I L : - G
2020 (235) controle do estilo de vida | Avaliacao da esteatose | antropométricos (peso, enzimas hepaticas), perfil glicolipidico,
VS grupo controle por 12 | e enzimas hepéticas indice de massa corporal, resisténcia insulinica, circunferéncia do
semanas percentual de gordura, guadril e relacéo cintura quadril
circunferéncia da cintura e
do quadril)
Desenvolvimento de um
modelo farmacocinético- . .
o A analise atual apresenta uma estratégia de
o farmacodinamico o
Okour M et GSK3008356 (inibidor modelagem farmacocinética-

al., 2019 (236)

seletivo da diacilglicerol

aciltransferase 1)

N&o abordado

populacional que
caracterize o uso do
medicamento e sua
alteracdo com o nivel de

triglicerideo sanguineo

farmacodinamica de dados de triglicerideos
com variagao no tempo, provenientes de

fontes endogenas e exdgenas

Shimizu et al.,
2019
(237)

Cinco miligramas de
dapaglifozina ou placebo
por 24 semanas em
pacientes com DHGNA e
DM-2

Investigacao do uso da
dapaglifozina na
esteatose hepatica e

fibrose

Avaliacdo da hemoglobina
glicosilada e tecido adiposo

visceral

Melhora significativa da esteatose hepatica,

peso, tecido adiposo visceral
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Shimizu+M&cauthor_id=30178600

Suplementacao de

Avaliacao dos indices

) curcumina ou placebo Avaliacéao de _ . . _
Saadati et al., _ inflamatdrios: fator de Intervencgao esteve associada a queda
por 12 semanas caracteristicas o . .
2019 * ) - necrose tumoral alfa, indice | fibrose hepatica, fator nuclear kappa B, mas
associado a mudancga do | hepaticas: da ) o o _
(238) . _ _ de massa corporal, proteina | sem significancia estatistica entre os dois
estilo de vida em esteatose e fibrose _
) . C reativa, fator nuclear grupos
pacientes com DHGNA hepéatica
. : kappa B
(por método de imagem)
_ Céapsulas de curcumina _ o
Mirhafez ) o _ Avaliacao dos niveis de
(50 mg/dia) ou placebo Avaliacéo de enzimas ) ) ] ] o .
etal., 2019 » adiponectina e leptina, além | Diminuicao significativa da leptina e aumento
por 8 semanas em hepéticas e o o S _ _
(239) ) _ de perfil lipidico, glicémico e | significativo da adiponectina
pacientes com DHGNA | canaliculares o
' antropometrico
(ultrassonografia)
Combinacéo das duas intervengdes diminuiu
. Avaliacdo dos padrbes o0 nivel sérico de fosfatase alcalina, com
_ Acafrao (Curcuma longa o _ ) _
Ghaffari etal., o ' » antropometricos, aumento da lipoproteina de alta densidade e
L.) e semente de chicoria | Enzimas hepaticas e L L _ ]
2019 (240) recordatorio alimentar, a razao triglicerideo/ lipoproteina de alta

(Cichorium intybus L.)

por 12 semanas

canaliculares

atividade fisica, perfil

lipidico, enzimas hepaticas

densidade e lipoproteina de baixa/alta

densidade
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Maleki et al., Uso de leite de soja ou Avaliacéo do perfil Insulina, resisténcia insulinica e pressao
2019 controle em pacientes Avaliacdo da esteatose | glicémico, resisténcia arterial sistolica e diastélica
(241) com DHGNA (ultrassom) | hepética insulinica, fibrinogénio, significativamente menor no grupo
por 8 semanas indice de massa corporal intervencao
Resposta de iogurte & logurte significativamente diminuiu a
resisténcia insulinica, resisténcia insulinica, esteatose hepatica,
Efeito de iogurte microbiota intestinal e TGL, CT, fator de necrose tumoral, fator de
tradicional (220 gramas) padrdes bioguimicos de crescimento de fibroblasto. logurte
ggle;:{ etal, vs leite em mulheres Resposta de iogurte inflamacéo e estresse significativamente diminuiu a abundancia de
(242) obesas com sindrome sobre a gordura oxidativo (fator de necrose Firmicutes, Clostridia. Erysipelotrichia,

metabdlica e DHGNA
(ultrassonografia) por 24

semanas

hepética

tumoral alfa, interleucina 1
beta, interleucina 6,
adiponectina, proteina C
reativa, fator de crescimento
de fibroblasto 21)

Eubacterium ventriosum e Ruminococcus ; e
significativamente aumentou a abundancia
Negativicutes, Selenomonadales,
Acidaminococcaceae, e

Phascolarctobacterium

Traussnigg et
al., 2019
(31)

Acido norursodeoxicélico

vs placebo

Alteracéo percentual
relativo médio na
alanina
aminotransferase,
outros testes hepaticos

e esteatose hepatica

N&o avaliado

Dose dependente em relagédo a diminuicao
da alanina aminotransferase — efeito

significativo na dose de 1500mg
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Marin-
Alejandre
etal., 2019
(243)

Efeito de duas dietas
personalizadas com
restricdo de energia
(mediterranea e
composta de
macronutrientes, carne,
fibras, alimentos

antioxidantes)

Avaliacao hepatica
(ultrassonografia,
ressonancia
magneética,
elastografia,

transaminases)

Avaliacéo do padréo
corporal, antropometria,
perfil lipidico e glicémico,
adiponectina, liptina,
proteina C reativa,

resisténcia insulinica

Ambos os grupos dietéticos melhoraram
significativamente seus marcadores
metabdlicos e hepéticos apds a intervencao,

sem diferencas significativas entre eles

Harrison et al.,
2019 (244)

Resmetirom por 36
semanas: um agonista
B-receptor seletivo do
horménio da tireoide,
projetado para melhorar
a DHGNA, aumentando
0 metabolismo da
gordura hepatica e
reduzindo a

lipotoxicidade

Alteracao da gordura
hepatica medida por
ressonancia
magneética, alanina
aminotransferase,
efeito na histologia
hepatica,
biomarcadores de

inflamacéo e fibrose,

Avaliacao do perfil lipidico

apos intervencao

Pacientes submetidos a intervencéao tiveram
uma reducéo relativa do contetdo de gordura

hepatica

Sangsefidi et
al., 2019 *
(245)

Extrato padronizado de
320mg de frutos de

cerejeira corneliana a

Avaliacao da funcao
hepatica, alanina e

aspartato

Avaliagéo creatinina

quinase 18, fator de necrose

Estudo em andamento
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base de antocianina -

Cornelian cherry (Cornus

mas L.) por 12 semanas

aminotransferases,

esteatose, fibrose

tumoral alfa, malonaldeido,

adiponectina

Acido alfa lipoico ou

Efeito na adiponectina,

Rahmanabad | o o o .
| 2019 placebo por 12 semanas | Efeito na esteatose, resistina, irisina, resisténcia | Melhora do nivel de insulina, adiponectina,
et al.,
(246) em pacientes obesos; enzimas e marcadores | insulinica, medidas leptina e resisténcia insulinica no grupo
avaliacdo quanto a dieta | histolégicos hepaticos | antropométricas, diario intervencao
em todos os pacientes alimentar
Avaliacdo da histologia
o hepatica (fibrose,
Estudo fase 3 com &cido )
o esteato-hepatite) e
_ obeticdlico - estudo em o o . o
Younossi et _ bioguimica hepatica — Acido obeticolico 25 mg melhorou
andamento. Pacientes . . . S . o
al., 2019 (30) o melhora da fibrose (=1 | Nao avaliado significativamente a fibrose e os principais
nao cirréticos em o _ o
) estagio) sem piora da componentes da atividade da EHNA
pacientes portadores de .
EHNA ou resolucao
EHNA _
EHNA sem piora da
fibrose
s | | Pegbelfermina, um Alterac&o na gordura Mudanga na composicao Reducéo na fracdo absoluta de gordura
anyal et al., . " . S " :
2019 (247) analogo do fator de hepatica medida por corporal, perfil lipidico e hepatica no grupo recebendo 10mg dia e

crescimento 21 de

ressonancia magnética

glicémico, adiponectina,

20mg semanal da intervengéo
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fibroblastos humanos
PEGuilado

e marcadores de
EHNA

peso, circunferéncia da

cintura

Navarro et al.,
2019

Altas doses de silimarina

em pacientes nao

Reducdo no NAS em
no minimo 2 pontos,
reducéo da fibrose

hepatica, reducéo da

Reducéo da resisténcia

Sem resultados conclusivos. Altas doses de

(248) cirrGticos portadores de _ insulinica silimarina foram seguras e bem toleradas
alanina e aspartato
EHNA por 48 semanas .
aminostransferase em
50%
o Na analise intragrupo (intencao de tratar),
N acetilcisteina em o .
o o comparando caracteristicas histologicas e
Oliveira et al., | combinacdo com . _ S
. o o ] bioquimicas, houve melhorias significativas
2019 metformina e/ou acido Avaliacao da fibrose . _ o
o . N&o avaliado no NAFLD activity score (grau de esteatose e
(29) ursodesoxicolico para hepatica e do NAS _ o _
balonizacdo) e nos niveis de alanina
tratamento de EHNA por _ L
aminotransferase no grupo N-acetilcisteina e
48 semanas )
metformina
Uso de placebo ou Alterac&o no peso e Diminuicéo significativa do escore NAS no
Bomhofetal., | | o
019" oligofrutose prebiodtico 8 composicao corporal, grupo prebidtico. Aumento significativo no
(249) gramas por 12 semanas | Mudanca no NAS tolerancia a glicose, padrdo | grupo prebiético de Bifidobacterium e

seguido de 16 gramas

por 24 semanas.

inflamatorio (fator de

necrose tumoral alfa,

diminuicdo de Clostridium
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Pacientes possuiam a
EHNA confirmados por

bi6psia

interleucina 6 e microbiota

intestinal)

Bril et al.,
2019
(250)

Vitamina E sozinha ou
combinada com
pioglitazona em
pacientes portadores de
diabetes e EHNA por 18

meses

Reducédo em dois
pontos do escore NAS
em dois parametros
diferentes, sem piora
da fibrose. Resolucéo
da EHNA sem piora da
fibrose. Avaliacéo de
escores histoldgicos.
Avaliacédo da gordura

hepéatica

Avaliacéo do perfil
metabdlico: lipidico,
glicémico, resisténcia

insulinica, adiponectina

Melhora da histologia no tratamento

combinado, com excec¢ao da fibrose

Federico et al.,
2019 *
(251)

Efeito de silibin e
vitamina E e D por 6

meses

Avaliacédo dos
marcadores de doenca
hepatica gordurosa
nao alcoolica (FIB4,

NAS e elastografia)

Avaliacao dos marcadores
metabdlicos, estresse
oxidativo, disfuncao
endotelial — resisténcia
insulinica, fator de necrose
tumoral alfa, fator de

crescimento transformador

Pacientes submetidos a intervencéo sofreram
uma melhora estatisticamente significativa
nos marcadores metabdlicos, estresse
oxidativo, disfuncéo endotelial. Resultados
ainda mais relevantes foram obtidos para os

mesmos parametros analisando pacientes
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beta, interleucina 18 e 22,
metaloproteinase de matrix-
2, receptor de fator de
crescimento epidérmico,
fator de crescimento de
insulina-dois, cluster de
diferenciacdo-44, grupo de
alta mobilidade box-1,

endocan.

com diagnéstico concomitante de sindrome

metabodlica

Reducéo na glicose, insulina, resisténcia

Darand et Modificacao do estilo de Efeito da semente preta insulinica, e aumento no indice de verificagdo
al. 2019 vida mais 2 gramas dia Avaliacédo da esteatose | (Nigella sativa) em fatores guantitativa de sensibilidade a insulina
(252) de semente preta ou hepética de risco cardiovascular em | comparado ao placebo. Diminui¢do maior do
placebo pacientes com DHGNA percentual de esteatose hepatica no grupo
intervencao.
Jejum em dias Avaliar a intervencéo no
Caietal., alternados vs grupo . _ peso corporal e perfil Reducéo do peso e colesterol total no grupo
2019 (253) controle entre 4 a 12 Nao avaliado lipidico em pacientes intervencao

semanas de estudo

portadores de DHGNA
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Quatro capsulas

Avaliadores dos

biomarcadores

Darand, et al., _ _ inflamatdrios: fator de
contendo Nigella sativa _ _ S _
2019 Avaliacdo da fibrose e | necrose tumoral alfa, Diminuic&o no grupo intervencgao do fator de
(500mg) ou placebo por - ) _
(254) esteatose hepatica proteina C reativa, fator necrose tumoral.
4 semanas. DHGNA
_ nuclear kappa B.
(FibroScan) R
Parametros
antropometricos.
Hesperidina 1 grama ou Alteracao no perfil lipidico e . . . )
. o R Reducéo no grupo intervenc¢ao da alanina
Cheraghpour | placebo por 12 semanas | Alteracdo no esteatose | glicémico, parametros _ _
_ - o ) aminotransferase, gama glutamiltransferase,
etal., 2019 associados a hepatica antropomeétricos, proteina C o
. . _ colesterol total, triglicerideo, esteatose
(255) recomendacao de dieta e reativa, fator de necrose

atividade fisica em

ambos 0s grupos

tumoral alfa, fator nuclear

kappa beta

hepatica, proteina C reativa, fator de necrose

tumoral alfa, fator nuclear kappa beta

Castellino et
al., 2019 (256)

Suplementacao de Altilix
(Bionap, Belpasso,
Catania, Italy) por 6

meses

Efeito no padréo de
enzimas hepéticas,
grau de DHGNA

Efeito no risco

cardiovascular em pacientes

com sindrome metabdlica

Melhora do peso, circunferéncia abdominal,
hemoglobina glicosilada, perfil lipidico, grau
DHGNA, enzimas hepaticas, fluxo da artéria

braquial, espessura intima média carotidea
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Stanley et al.,
2019 (257)

Efeito de tesamorelin em
portadores do virus da
imunodeficiéncia
humana e DHGNA

Efeito na gordura e

histologia hepéticas

Mudanca na glicose e

hemoglobina glicosilada

Diminuicéo da fracdo hepatica de gordura no

grupo intervencao

Banitalebi et
al., 2019
(258)

Diferentes modalidades
de atividade fisica
(aerobico, resisténcia ou
placebo)

Efeitos nos indices de
DHGNA (fatty liver
index, lipid
accumulation product,
hepatic steatosis index,
e Framingham
Steatosis Index) em

mulheres com DM-2

Glicose e hemoglobina

glicosilada

Exercicio, independente da modalidade
melhoram os indices hepaticos da DHGNA e

o perfil glicémico em mulheres com DM-2

Ghetti et al.,
2019 (259)

Comparacéo do impacto
de 3 meses de dieta e
orientacao nutricional vs
apenas orientacao
nutricional em pacientes
portadores de EHNA

N&o avaliado

Avaliacao na microbiota

intestinal e perfil metabolico-

nutricional

Houve reducédo no grupo dieta, em relacdo a
linha de base, no peso e indice de massa
corporal, circunferéncia da cintura,
porcentagem de gordura, aspartato e alanina
aminotransferases, gama glutamiltransferase,
glicemia, HOMA-IR, colesterol total e
triglicerideos. Grupo dieta aumentou a

densidade de microrganismos totais,
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enguanto no grupo controle houve reducgédo

de Bacteroidetes e Verrucomicrobiales

Os niveis de glicose e hemoglobina

Caracterizar o o
. . . . glicosilados foram significativamente
Singh Prética de Yoga ou nao anormalidades _ ) ) ] o
] . Glicose, hemoglobina reduzidos apds Yoga, embora os niveis de
etal., 2019 em mulheres pré- hepaticas, tamanho o
L I . glicosilada e colesterol total | colesterol tenham aumentado em mulheres
(260) diabéticas hepatico, infiltracédo .
na menopausa. N&o houve melhora na
gordurosa

gordura hepatica

Ensaios clinicos randomizados na DHGNA, a partir de junho 2019, tendo como objetivos os desfechos cardiovasculares e hepaticos. Busca pelos seguintes termos no Pubmed:
nonalcoholic fatty liver disease AND randomized controlled trial AND 1year. *Sete estudos avaliaram o risco cardiovascular de uma forma mais estruturada. Abreviaturas. DHGNA:
doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica; DM: diabetes; IMC: indice de massa corporal; NAS: do inglés, NAFLD activity score.
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Anexo 2: Ensaios clinicos randomizados na doenca hepética gordurosa néo alcodlica com objetivo cardiovascular, no ultimo ano

Autor, ano

Intervencao

Objetivo cardiovascular

Resultado

Abdelbasset et al.,
2020 (233)

Exercicio intervalado de alta
intensidade vs intensidade continua
moderada por 8 semanas em
pacientes obesos diabéticos
portadores de DHGNA

Avaliacao da adiposidade

visceral

Ambos 0s grupos de exercicio mostraram uma
reducéo significativa nos lipideos viscerais,
enquanto o grupo controle ndo apresentou

diferenca estatisticamente significativa

Cai et al., 2019 (253)

Jejum em dias alternados vs grupo
controle entre 4 a 12 semanas de

estudo

Avaliar a intervencéo no
peso corporal e perfil
lipidico em pacientes

portadores de DHGNA

Reducéo do peso e colesterol total no grupo

intervencao

Darand et al., 2019
(252)

Modificacao do estilo de vida mais
placebo ou 2 gramas/ dia de semente

preta por 4 semanas

Efeito da semente preta
(Nigella sativa) em fatores
de risco cardiovascular em

pacientes com DHGNA

Reducéo na glicose, insulina, resisténcia
insulinica e aumento no indice de verificacao

guantitativa de sensibilidade a insulina

Castellino etal., 2019
*(280)

Suplementacéo de Altilix (Bionap,

Belpasso, Catania, Italy) por 6 meses

Efeito no risco
cardiovascular em pacientes

com sindrome metabdlica

Melhora do peso, circunferéncia abdominal,

hemoglobina glicosilada, perfil lipidico, fluxo da
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artéria braquial, espessura intima média

carotidea

Ambas as intervencdes apresentaram melhoras

Avaliacao peso, indice de nos triglicerideos, proteina C reativa, com

Eletroacupuntura vs treinamento )
massa corporal, guedas maiores no grupo da eletroacupuntura.

Draz et al., 2020 (234) | intervalado aerdbico por 6 semanas

em pessoas portadoras de DHGNA

triglicerideos, proteina C Quanto a diferenca entre os dois grupos o Unico
reativa marcador sem diferenca estatisticamente

significativa foi a proteina C reativa

Ensaios clinicos randomizados na DHGNA no ultimo ano a partir de junho 2019, tendo como objetivos desfechos cardiovasculares. Busca no Pubmed pelos seguintes termos:
nonalcoholic fatty liver disease AND cardiovascular AND randomized controlled trial AND lyear. *Esse estudo teve a melhor forma de avaliagdo do risco cardiovascular.

Abreviatura: DHGNA: doenca hepéatica gordurosa néo alcodlica.
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