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RESUMO

Introducdo: Atualmente nenhuma terapia para a Esteato-hepatite Ndo Alcodlica (EHNA)
estd aprovada. Os probidticos estdo entre as alternativas potenciais para tratamento, porém
nem todos os pacientes respondem da mesma forma. Caracteristicas bioldgicas dos
pacientes antes da intervencdo (baseline) parecem influenciar o efeito da terapia. Assim,
este trabalho objetivou investigar potenciais preditores de resposta a intervencdo com
probidticos em pacientes com EHNA.

Métodos: Realizou-se uma analise secundaria do ensaio clinico randomizado
PROBILIVER (NCT03467282), explorando os dados do grupo intervengdo (n=22
pacientes), suplementado por probioticos durante 24 semanas. Foram analisados sub-
bancos de dados (a) antropométricos, (b) metabdlicos, (c) hepaticos, (d) cardiovasculares
e (e) consumo alimentar no baseline e ap6s as 24 semanas de intervencédo. Para identificar
0s potenciais fatores preditores de resposta aos probidticos foram realizadas trés diferentes
andlises: 1) analise retrospectiva direta, para avaliar potenciais fatores preditores
especificos de cada variavel de interesse para cada sub-banco especifico; 2) analise
retrospectiva cruzada, para avaliar quais marcadores de cada sub-banco sdo possiveis
preditores de resposta de variaveis de outros sub-bancos; 3) analise prospectiva direta e
cruzada, para verificar a possivel influéncia dos niveis baseline de determinados
marcadores na resposta (efeito) dos probi6ticos para determinados desfechos.
Resultados: Considerando valores de delta individuais, os pacientes do grupo probidtico
apresentaram melhora em 45% das varidveis analisadas, piora em 47%, e ndo alteraram 9%
das variaveis. Os marcadores com maior proporcdo de melhora pelos pacientes apds
tratamento foram Ck-18, NAFLD fibrosis score, albumina, fosfatase alcalina, GGT, HDL-
c e kPa. Por outro lado, HbA1c, creatinina sanguinea, plaquetas, homa-IR, bilirrubina total,
APRI score e peso apresentaram maior proporcao de pacientes com piora. Para Ck-18 néo
foram encontrados potenciais preditores de melhora. Valores mais altos de CT, HDL-c,
glicemia de jejum e GGT, assim como maior ingesta de fibras, AGM, energia,
macronutrientes, colesterol, acuUcares, sacarose, glicose e frutose foram potenciais
preditores para a reducdo do NAFLD fibrosis score. Valores mais altos de NAFLD fibrosis
score e niveis mais baixos de albumina e kPa foram potenciais preditores para 0 aumento
de albumina. Niveis mais baixos de TLR4 e FLI score no baseline foram possiveis
preditores para a reducdo dos niveis de fosfatase alcalina. Valores mais altos de CC foram
potenciais preditores para a reducdo de GGT, enquanto valores mais altos de peso e IMC

foram potenciais preditores para o aumento dos niveis de HDL-c. Valores mais altos de
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HbA1c, creatinina urinaria e HDL-c no baseline foram potenciais preditores para a redugéo
de kPa, assim como o consumo mais elevado de lipideos e AGS.

Concluséo: A melhora de parametros laboratoriais e clinicos em EHNA, com tratamento
de probidticos, pode estar relacionada as caracteristicas biologicas dos pacientes antes da
intervencao, como as encontradas neste estudo. Melhores resultados foram observados em
pardmetros hepaticos e a resposta parece ser maior em pacientes com pior estado
metabolico. Portanto, acreditamos que a heterogeneidade bioldgica da populagdo, tanto
genética quanto de variaveis clinicas associadas a EHNA, deve ser levada em consideracao
na tomada de deciséo para escolha de terapias com probidticos, de modo a permitir maior

assertividade e melhor progndstico para os pacientes.

Palavras-chave: Esteato-hepatite N&o Alcodlica, probioticos, Ensaio Clinico

Randomizado, fatores preditores de resposta, medicina personalizada.



ABSTRACT

Introduction: Currently, no therapy for Non-Alcoholic Steatohepatitis (NASH) is
approved. Probiotics are the potential alternatives for treatment, but not all patients respond
the same way. In addition, patients' baseline biological characteristics seem to influence
therapy's effect. This work investigates potential predictors of response to probiotic
intervention in patients with NASH.

Methods: A secondary analysis of the PROBILIVER randomized clinical trial
(NCTO03467282) was performed, exploring data from the intervention group (n=22
patients), supplemented with probiotics for 24 weeks. We analyzed (a) anthropometric, (b)
metabolic, (c) hepatic, (d) cardiovascular, and (e) dietary intake sub-databases at baseline
and after the 24-week intervention. We performed three different analyses to identify
potential predictors of response to probiotics: 1. Direct retrospective analysis, to assess
potential predictors specific to each variable of interest for each particular sub-bank; 2.
Retrospective crossanalysis, to set which markers from each sub-bank are possible
predictors of response to variables from other sub-banks; 3. Direct and cross prospective
analysis, to verify the potential influence of baseline levels of specific markers on the
probiotics response (effect) for certain outcomes.

Results: Considering individual delta values, the 22 patients of the probiotic group showed
improvement in 45% of the variables analyzed, worsened by 47%, and didn't change 9%
of the variables. The markers with the highest proportion of improvement by patients after
treatment were Ck-18, NAFLD fibrosis score, albumin, alkaline phosphatase, GGT, HDL-
¢, and kPa. On the other hand, HbAlc, blood creatinine, platelets, homa-IR, total bilirubin,
APRI score, and weight showed a higher proportion of patients with worsening. No
potential response predictors were found for Ck-18. TC, HDL-c, fasting glucose, and GGT
higher values, as well as higher intake of fiber, MUFA, energy, macronutrients, cholesterol,
sugars, sucrose, glucose, and fructose, were potential predictors for the NAFLD fibrosis
score reduction. Higher NAFLD fibrosis score and albumin and kPa lower levels were
potential predictors of increased albumin. TLR4 and FLI score lower levels at baseline
were possible predictors for alkaline phosphatase reduced levels. Higher WC values were
potential predictors for a GGT reduction, while weight and BMI higher values were
potential predictors for an increase in HDL-c levels. Higher HbAlc, urinary creatinine, and
HDL-c values at baseline were potential predictors for the kPa reduction, as were higher
lipids and SFA intake.



Conclusion: The improvement of laboratory and clinical parameters in NASH with
probiotic treatment may be related to the biological characteristics of patients before the
intervention, as found in this study. Better results were observed in hepatic parameters, and
the response seems to be greater in patients with worse metabolic status. Therefore, we
believe that the biological heterogeneity of the population, both genetic and clinical
variables associated with NASH, should be considered when choosing therapies with
probiotics to allow greater assertiveness and better prognosis for patients.

Keywords: Non-Alcoholic Steatohepatitis, probiotics, Randomized Clinical Trial,

response predictors factors, personalized medicine
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1. INTRODUCAO

1.1 DOENGA HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA (DHGNA)

1.1.1 Definicéo e Etiologia da DHGNA

A Doenca Hepética Gordurosa Ndo Alcoodlica (DHGNA) é definida como a
presenca de esteatose no figado, que pode variar de esteatose simples a esteato-hepatite néo
alcodlica (EHNA), do inglés “nonalcoholic steatohepatitis” (NASH). Tem apresentado
incidéncia crescente ndo somente em adultos, mas também em adolescentes e criancgas
(Schwimmer, Deutsch et al. 2006), sendo atualmente a principal indicacdo para transplante
hepético em paises ocidentais (Charlton, Burns et al. 2011).

A esteatose é definida como a presenca de pelo menos 5% dos hepatdcitos contendo
gordura em seu citoplasma, e minima ou nenhuma baloniza¢do (Chalasani, Younossi et al.
2018). Por outro lado, EHNA ¢ definida como a presenca de > 5% de gordura nos
hepatdcitos associada a balonizacdo, inflamagdo lobular difusa, com ou sem fibrose.
Conforme a doenca progride, surgem sinais de fibrose como resposta natural as leses,
podendo evoluir para cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC) ((EASL), (EASD) et al.
2016, Chalasani, Younossi et al. 2018). O diagnéstico da DHGNA requer a evidéncia de
esteatose hepatica por histologia ou imagem e auséncia de causas secundarias para o
acumulo de gordura no figado, como consumo significativo de alcool (> 30g/dia para
homens e > 20g/dia para mulheres), uso de medicacdo esteatogénica ou desordens

hereditarias monogénicas (Ratziu, Bellentani et al. 2010, Chalasani, Younossi et al. 2018).

Younossi et al. (2016) estimaram uma prevaléncia global de DHGNA em 25,24%.
As maiores prevaléncias foram reportadas no Oriente Médio (31,79%) e América do Sul
(30,45%) e a menor prevaléncia foi atribuida a Africa (13,48%). A prevaléncia de EHNA
na populacdo geral variou entre 1,5 - 6,45%, dependendo da regido, e diferiu entre 0s
pacientes com DHGNA biopsiados sem indicacéo clinica especifica (6,67% - 29,85%) para
aqueles com indicacdo clinica (59,10%) (Younossi, Koenig et al. 2016).

A etiologia e 0os mecanismos envolvidos com a progressdao da DHGNA né&o séo bem
estabelecidos. Todavia, a DHGNA resulta de um acumulo excessivo de lipideos no figado,
cujas fontes podem ser &cidos graxos liberados pelo tecido adiposo periférico, lipideos

sintetizados através da lipogénese de novo no figado e acidos graxos provenientes da dieta
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(Donnelly, Smith et al. 2005). Deste modo, fatores nutricionais, ambientais e genéticos
parecem contribuir com a manifestacdo da doenga (Mokhtari, Gibson et al. 2017, Sookoian
and Pirola 2017). Numerosos estudos descreveram que a dieta de pacientes com DHGNA
geralmente apresenta ma composi¢do, com consumo excessivo de carboidratos simples,
frutose, gorduras totais e saturadas (especialmente oriundas da carne vermelha) e ingestédo
insuficiente de &cidos graxos 6mega-3 e fibra alimentar (Zelber-Sagi, Nitzan-Kaluski et al.
2007, Oddy, Herbison et al. 2013, Berna and Romero-Gomez 2020).

O acumulo de lipideos, somado a outros fatores em atividade como citocinas
inflamatdrias, adipocinas, disfuncdo mitocondrial, resisténcia a insulina e estresse
oxidativo, pode lesar os hepatdcitos a ponto de evoluir até um carcinoma hepatocelular, se
néo tratado imediatamente e com um agente eficaz (Ferlay, Soerjomataram et al. 2015).

O desenvolvimento da doenca também esta intimamente relacionado com
obesidade, resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2 e dislipidemia; logo, é
reconhecida como a manifestacdo hepética da sindrome metabdlica (Schwimmer, Deutsch
et al. 2006, De Minicis, Day et al. 2013, Ma, Li et al. 2013). Recentemente, um grupo de
especialistas de 22 paises avaliou a necessidade de modificar a atual nomenclatura, visto
que ela dificulta a estratificacdo dos pacientes e a escolha do tratamento adequado. Entéo
foi proposta a mudanga de NAFLD para MAFLD, do inglés “metabolic dysfunction-
associated fatty liver disease”. O racional da nova definigdo vem da necessidade de se
estabelecer critérios diagndsticos positivos, evitando que a doenca tenha seu diagnostico
baseado em critérios de exclusdo. Além de aproximar a nomenclatura da fisiopatologia da
doenca, associada a disfuncfes ou desregulacGes metabdlicas (Eslam, Sanyal et al. 2020).

Outro problema de salde envolvido com a DHGNA sdo as doencas
cardiovasculares (DCV). Diversas evidéncias indicam que pacientes com DHGNA,
especialmente agueles com EHNA, fibrose avancada ou com DM2, correm risco
substancial de desenvolver hipertensdo, doenca coronariana, cardiomiopatia e arritmias
cardiacas, que resultam em aumento da morbidade e mortalidade cardiovascular. Detalhes
sobre os mecanismos fisiopatologicos que ligam DHGNA e DCV sao descritos em revisdo

recente (Kasper, Martin et al. 2021).

1.1.2 Diagnostico e Tratamento da DHGNA

Para diferenciar o diagnéstico da DHGNA de outras condigdes hepéaticas como

doenca hepatica alcodlica, hepatite autoimune e hepatite induzida por medicamentos, é
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necessario avaliar o consumo de alcool e realizar testes bioquimicos para analisar a funcéo
hepética, bem como exame de imagem nao invasivo para confirmar a presenca de esteatose
(Cotrim, Parise et al. 2016, Leoni, Tovoli et al. 2018). Os exames de imagem também séo
importantes para monitorar a resposta ao tratamento e progressdo da doenca.
Ultrassonografia abdominal, ressonancia magnética e elastografia transitoria baseada em
ultrassonografia séo os mais comuns (Leoni, Tovoli et al. 2018).

As enzimas hepéticas aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT) e gama-glutamil transpeptidase (GGT) nem sempre se encontram em niveis
elevados na DHGNA, entretanto ferritina sérica elevada e baixos titulos de anticorpos
autoimunes sdo achados comuns nestes pacientes (Valenti, Fracanzani et al. 2010,
Vuppalanchi, Gould et al. 2012). Todavia, as diretrizes mundiais admitem que a biopsia
hepética permanece o padrdo ouro, mesmo com suas limitagcdes (Kleiner and Brunt 2012).
Para auxiliar o diagndstico podem ser aplicados escores de avaliacdo clinica da severidade
da doencga, como o Fatty Liver Index (FLI) e o NAFLD liver fat score (Leoni, Tovoli et al.
2018). Além disso, os niveis circulantes do fragmento da citoqueratina-18 (Ck-18) tém sido
investigados como sinalizadores de inflamacdo hepéatica e apoptose de hepatdcitos
(Feldstein, Wieckowska et al. 2009).

Atualmente ndo existe nenhum medicamento especifico e aprovado para tratar a
DHGNA (Leoni, Tovoli et al. 2018). A abordagem terapéutica de primeira escolha é focada
em mudancas alimentares, atividade fisica e perda de peso (Uygun, Kadayifci et al. 2004).
Tratamentos farmacol6gicos que aumentem a sensibilidade a insulina e reduzam os niveis
de lipidios e inflamacdo podem ser adotados, bem como a recomendacdo de compostos
antioxidantes (Rector, Thyfault et al. 2008, Ma, Li et al. 2013). Contudo, tais medicamentos
nem sempre sdo eficazes, aléem do risco de causar efeitos adversos, que conforme a
necessidade de uso a longo prazo, podem eventualmente causar mais danos que a doenca

em si (Loman, Hernandez-Saavedra et al. 2018).

1.2 MICROBIOTA

1.2.1 Definicao

A relacdo simbiotica entre o0 hospedeiro humano e as bactérias que vivem nele tem

despertado extenso interesse pela pesquisa em anos recentes (Day, Harper et al. 2019).
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O termo “microbiota” se refere a colegcdo dos taxons que constituem comunidades
microbianas em um hospedeiro, como bactérias, archeae, micrébios eucariotos, e 0
material genético da microbiota é chamado de microbioma (Turnbaugh, Ley et al. 2007).
As bactérias povoam todas as superficies corporais expostas ao ambiente externo. Estima-
se que o corpo humano seja habitado por cerca de 3,8 x 102 bactérias, semelhante ao
nimero de células humanas (3,0 x 10*%). A maior concentragdo de bactérias é encontrada
no intestino, mais especificamente no colon (correspondendo a mais de 70% de toda a
microbiota), seguida pela placa dentaria, pele, ileo, saliva, estbmago, duodeno e jejuno
(Sender, Fuchs et al. 2016). Para se ter uma ideia do impacto da microbiota intestinal sobre
a salde humana, a literatura sugere que o seu contedo genético é aproximadamente 150

vezes superior ao genoma humano (3 milhdes vs. 23000 genes) (Qin, Li et al. 2010).

A composicdo da microbiota intestinal varia de um sitio para o outro. Os microbios
que vivem na camada de muco ou anexados na parede intestinal compdem a chamada
microbiota parietal, ao passo que os micrébios que habitam o bolo fecal em transito
compdem a microbiota luminal (Sonnenburg, Chen et al. 2006, Lee, Donaldson et al. 2013,
Caballero, Carter et al. 2015).

A colonizagdo bacteriana comega antes do nascimento, ainda no ambiente
intrauterino, e continua durante a vida. Por volta dos 2-3 anos de idade a microbiota ja é
estabelecida e relativamente estavel. Os principais filos que colonizam o intestino sdo
Firmicutes (composto pelos géneros Lactobacillus, Peptoniphilus, Ruminococcus,
Clostridium e Eubacteria) e Bacteroidetes (Bacteroides, Prevotella), compreendendo
aproximadamente 90% do total de bactérias no trato gastrointestinal. Outros filos menos
abundantes sdo Actinobacteria (Bifidobacterium), Proteobacteria, e Verrucomicrobia (Tap,
Mondot et al. 2009).

Porém, a composi¢cdo da microbiota varia de individuo para individuo e sob a
influéncia de fatores enddgenos e exdgenos como tipo de parto, caracteristica da
alimentacdo na infancia (leite materno, formula infantil, introdugéo de alimentos sélidos),
sistema imune do hospedeiro, infeccdes, doencas, estresse, uso de medicamentos
(antibioticos, antimicrobianos), exposicdo a microbios ambientais, ingestdo de probidticos,
realizacdo de cirurgia, gestacdo, dieta, tabagismo, alcoolismo, localizacdo geografica,
estilo de vida rural ou urbano e envelhecimento (Fujimura, Demoor et al. 2014, Thursby
and Juge 2017). A genética do hospedeiro também pode influenciar a composi¢do da
microbiota. Por exemplo, polimorfismos no gene fucosyltransferase 2 (FUT2) podem gerar

o fendtipo néo-secretor (ou seja, sem a expressao de antigenos do grupo histo-sanguineo
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ABH no muco intestinal e outras secrecdes), que tem sido associado com reduzida
abundancia, riqueza e diversidade de bifidobactérias no intestino (Wacklin, Makivuokko
et al. 2011). Tanto a diversidade microbiana quanto a raz&o do filo Firmicutes para
Bacteroidetes, as populacbes bacterianas dominantes na microbiota intestinal, séo
considerados indicadores gerais de saude da microbiota intestinal (Claesson, Jeffery et al.
2012, Davenport, Mizrahi-Man et al. 2014, Pérez Martinez, Bauerl et al. 2014).

A energia necessaria ao desenvolvimento microbiano € derivada principalmente de
carboidratos e fibras dietéticas, incluindo polissacarideos, oligossacarideos, agucares e
polidis (BINNS, 2013). As proteinas mucinas do muco intestinal sdo compostas por
diversos O-glicanos que também podem ser usados como fonte de carboidratos pela
microbiota (Arike and Hansson 2016; Tailford, Owen et al. 2015). Assim, a capacidade de
habitar a camada de muco e metabolizar tais fontes energéticas determina a probabilidade
de as bactérias sobreviverem e colonizarem o intestino. Além disso, quando as bactérias
intestinais conseguem cooperar, como quando produtos da fermentacao de certas bactérias
servem de substrato energético para outras, é facilitado o estabelecimento de uma
colonizacdo diversa (Thursby and Juge 2017). Outro fator que pode ser determinante é
explicado pela teoria da ecologia, que defende que a presenca na microbiota de cepas
filogeneticamente relacionadas aos micro-organismos a serem introduzidos exogenamente
(por exemplo através de intervencBes com probidticos) pode impedir a colonizacgdo devido
competicdo ou caracteristica filogenética (Jain 2020). Um estudo descobriu que a
disponibilidade de nicho é um fator limitante para a persisténcia, uma vez que a colonizacao
de Bifidobacterium longum subsp. longum AH1206 na microbiota teve mais sucesso em
hospedeiros que ainda ndo abrigavam cepas nativas de B. longum. Além disso AH1206 foi
capaz de colonizar em um subconjunto de individuos cujo microbioma ndo possuia certos
genes de utilizacdo de carboidratos caracteristicos destas cepas (Maldonado-Gémez,
Martinez et al. 2016).

1.2.2 Papel Bioldgico da Microbiota

Os microbios que habitam o intestino podem influenciar diretamente a fisiologia do
hospedeiro e sdo considerados alvos potenciais de novas abordagens terapéuticas (Cani
2018). Os milhdes de anos de coevolugdo do corpo humano com 0s microbios
proporcionaram uma relacdo simbidtica benéfica entre eles combinando-os em um

“superorganismo” que realiza fungbes metabdlicas e imunoldgicas sinérgicas (Luckey
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1972, Thursby and Juge 2017). Em condicdes saudaveis, as duas partes se beneficiam das
fungdes uma da outra, vivendo em um equilibrio homeostatico de “eubiose” (Day, Harper
et al. 2019).

Sdo diversos os metabdlitos produzidos pela microbiota capazes de influenciar o
metabolismo corporal. Dentre eles pode-se citar folato, indois, acidos biliares secundarios,
trimethylamine-N-oxide (TMAO), neurotransmissores (como a serotonina e e acido gama
amino butirico - GABA), e &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), sendo estes Ultimos os
mais estudados (Cani 2018).

Os AGCC, principalmente butirato, propionato e acetato (Louis, Hold et al. 2014),
sdo gerados pelo processo de fermentacdo de carboidratos complexos pelas bactérias
(Musso, Gambino et al. 2010). Eles estdo envolvidos na regulacdo de varios processos
celulares, como expressdo génica, resposta imunologica e inflamatdria, quimiotaxia,
metabolismo da glicose e dos lipidios no figado, permeabilidade intestinal e regulacdo do
apetite (Morrison and Preston 2016).

Além destes processos, a microbiota pode oferecer varios outros beneficios ao
hospedeiro, através de amplas funcgdes fisioldgicas, tais como fortalecer a integridade
intestinal ou moldar o epitélio intestinal (Natividad and Verdu 2013), digerir, metabolizar
e sintetizar nutrientes (Thursby and Juge 2017); metabolizar e sintetizar hormonios e
neurotransmissores (Lynch and Pedersen 2016) proteger contra patégenos através da
competicdo por fontes energéticas, locais de fixacao e producdo de substancias microbianas
(Baumler and Sperandio 2016); regular a imunidade intestinal e sisttmica do hospedeiro
(Gensollen, lyer et al. 2016); influenciar a proliferacdo celular e vascularizacéo; regular a
funcdo enddcrina intestinal, a sinalizacdo neuroldgica, a densidade éssea, e a biogénese
energética (5-10% das necessidades energéticas diarias do hospedeiro); e metabolizar sais
biliares, medicamentos e xenobioticos (Lynch and Pedersen 2016).

Desequilibrios qualitativos e/ou quantitativos na composi¢do da microbiota podem
levar a alteragdes benéficas ou patoldgicas ao organismo. Por exemplo, enquanto a
presenca ou aumento de géneros como Bifidobacterium, Lactobacillus e Akkermansia
trazem beneficios a saude e sdo incluidos em muitas preparacfes de probiéticos, outras
espécies como Enterococcus faecalis, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli estdo implicadas em resultados de saude
negativos (Hills, Pontefract et al. 2019). De fato, em consequéncia de uma composic¢ao ou
funcdo microbiana alterada, processo conhecido como disbiose intestinal, ha a

possibilidade destas funcbes serem interrompidas levando & perda da homeostase (Chang
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and Lin 2016) e ao aumento do risco de desenvolvimento ou reativacdo de doencas.
Diversos artigos sustentam a relagdo entre disbiose e doencas, destacando-se doencas
inflamatorias intestinais (DII), sindrome do intestino irritdvel (SlIl), diabetes, obesidade,
hipertensdo, doencas cardiovasculares, hepaticas, respiratérias, neuropsiquiatricas,
autoimunes e cancer (Shanahan, van Sinderen et al. 2017, Ferreira, Pereira-Marques et al.
2018, Tilg, Adolph et al. 2018).

Que, existe uma relacdo fisioldgica bidirecional entre a microbiota intestinal e o
figado, onde este recebe suprimento sanguineo do intestino através da veia porta e libera
para o intestino os acidos biliares através do trato biliar (Henao-Mejia, Elinav et al. 2013,
Tripathi, Debelius et al. 2018). Algumas revisdes recentes abordam a associagéo entre
alteracbes na composi¢do da microbiota e doencas hepéaticas como DHGNA, doenca
hepética alcoolica, colangite esclerosante primaria, hepatite autoimune, hepatites virais,
cirrose e CHC (Schwenger, Clermont-Dejean et al. 2019, Manzoor, Ahmed et al. 2022).
Para entender como a microbiota pode contribuir com a patogénese e tratamento de
doencas hepaticas € preciso esclarecer resumidamente os mecanismos envolvidos:

- Alteracdo da capacidade de captar energia (biogénese energética): a microbiota

pode contribuir com captacdo adicional de energia. Em comparacdo a camundongos wild-
type, camundongos germ-free sdo menos propensos a obesidade quando consomem dieta
high-fat (Rabot, Membrez et al. 2010). No entanto, ap6s germ-free serem transplantados
com a microbiota de camundongos wild-type, observa-se intenso aumento da gordura
corporal e resisténcia a insulina (Béckhed, Ding et al. 2004).

- Acidos graxos de cadeia curta (AGCC): a fermentacio de carboidratos n&o

digeriveis pela microbiota gera AGCC que sdo metabolizados pelo musculo, figado e
epitélio. Os AGCC, especialmente o butirato, sdo capazes de afetar o metabolismo como
um todo. Um aspecto importante sobre o butirato é que ele é utilizado pelos colondécitos
como fonte energética, pode induzir a expressdo de mucinas e claudina-1, reforcando a
barreira intestinal (Augenlicht, Shi et al. 2003, Willemsen, Koetsier et al. 2003, Gaudier,
Rival et al. 2009, Wang, Wang et al. 2012). Ainda no intestino, é capaz de se ligar e ativar
0 peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR-y), que antagoniza a
transducdo do fator nuclear kappa B (NF-kB), desempenhando acdo anti-inflamatéria
(Kinoshita, Suzuki et al. 2002). No figado pode induzir a apoptose e inibir a proliferacéo
de células hepaticas por suprimir a expressao de sirtuina 1 e regular positivamente a
expressdo de miR-22 (Pant, Yadav et al. 2017). Pode aumentar a saciedade, diminuir a

ingesta alimentar e retardar o esvaziamento gastrico através da producdo indireta dos
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horménios peptideo Y'Y e glucagon-like peptide-1 (GLP-1) (Lin, Frassetto et al. 2012). Em
situacdes de disbiose a producédo de butirato € comprometida causando efeitos contrarios.
- Lipogénese de novo: via metabolica geralmente ativada no figado e tecido

adiposo. Sob condicBes normais essa via converte 0 excesso de carboidratos em acidos
graxos. Os AGCC produzidos pela microbiota sdo ligantes de receptores que inibem a
lipdlise; finalmente, propionato e acetato sdo substratos para a gliconeogénese e sintese de
colesterol, respectivamente (Ge, Li et al. 2008, Arslan 2014, Sanders and Griffin 2016).

- Metabolismo de acidos biliares (AB): Os AB séo sintetizados no figado através

do colesterol e sdo armazenados na vesicula biliar para serem secretados no intestino
delgado durante a digestdo (Long, Gahan et al. 2017). Os AB também atuam como
moléculas sinalizadoras regulando o metabolismo da glicose e lipidios e o gasto energético
(Copple and Li 2016); além disso, influenciam a integridade intestinal e a sintese de
peptideos antibacterianos (Parséus, Sommer et al. 2017). A microbiota metaboliza AB
primarios para AB secundarios, assim mais de 95% deles séo reabsorvidos no ileo terminal
e transportados novamente ao figado. A microbiota também influencia na producéo,
composicdo e captacdo de AB, através da regulacdo da expressdo de enzimas envolvidas,
como CYP7ALl, CYP7B1l e CYP27Al e do receptor responsavel pela circulacdo
enterohepética dos AB. E, por fim, os AB sdo capazes de modular a composi¢do da
microbiota (Fianchi, Liguori et al. 2021).

- Metabolismo da colina: A deficiéncia deste nutriente diminui a formacdo da

lipoproteina VLDL e a exportacdo de triglicerideos do figado, resultando em acumulo de
gordura, assim como pode provocar disfuncdo mitocondrial e estresse do reticulo
endoplasmatico no figado (Zeisel 2008, Corbin and Zeisel 2012). A microbiota pode
metabolizar a colina de fontes alimentares para trimetilamina (TMA), que alcanca a
circulacdo sanguinea e no figado é metabolizada a N-6xido de trimetilamina (TMAO)
podendo causar inflamacéo e dano hepatico, exacerbando assim a DHGNA (Wang, Klipfell
et al. 2011). Dessa forma a microbiota intestinal alterada pode contribuir com dano
hepético através do metabolismo da colina da dieta.

- Permeabilidade Intestinal: O epitélio intestinal quando integro impede que

toxinas, antigenos e a flora entérica entrem na circulagdo. Tanto a disfuncdo epitelial
quanto a dishiose podem aumentar a permeabilidade do epitélio intestinal, esta Ultima
através de mecanismos como degradacao/inibicdo da producdo de muco e/ou alteracao das
tight junctions (Groschwitz and Hogan 2009). Isto resulta na translocagéo de fragmentos

na circulagdo portal em direcdo ao figado (Arrese, Cabrera et al. 2016).
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-_Ativacdo do sistema imune e inflamacdo: O recrutamento e ativacdo de células

imunes hepéticas podem ser causados por sinais locais ou sinais externos, como 0s
provenientes da microbiota (Arrese, Cabrera et al. 2016). Neste caso, 0 sistema
imunolodgico reconhece padr6es moleculares associados a patdogenos (PAMPs), como o
lipopolissacarideo (LPS), por meio de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs).
Ainda, a translocacdo de endotoxinas aumenta a expressdo de TLR-4. Células imunes s&o
assim ativadas e recrutadas, como monacitos, macrdofagos, células de Kupffer, células
estreladas hepaticas, natural killer (NK) e natural killer T (NKT). As células NKT sao
capazes de se diferenciarem em células T helper 1 (pré-inflamatorias) e T helper 2 (anti-
inflamatorias). O resultado é a producdo de interferon-gama, citocinas inflamat6rias como
Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6),
interleucina 8 (IL8) e espécies reativas de oxigénio (EROs) que podem provocar lesdo
hepatica e inflamacéo sistémica (Baffy 2009, Bajaj, Heuman et al. 2014).

- Producdo de etanol end6geno: o etanol pode ser produzido e metabolizado pela

microbiota mesmo na auséncia de consumo. Ele é produzido durante a fermentacao
anaerdbica de carboidratos por bactérias como Escherichia coli. O acetaldeido, metabolito
do etanol metabolizado pela microbiota e enterdcitos, pode enfraquecer as tight junctions
aumentando a permeabilidade intestinal (Chaudhry, Shukla et al. 2016), permitindo que
PAMPs alcancem o figado, aumentando inflamacéo e dano. O etanol também contribui
com a lipogénese hepatica via ativacdo de sterol regulatory 23ntra-he-binding protein-1
(SREBP-1) (You and Crabb 2004).

1.5 PROBIOTICOS

1.3.1 Definicdo, Cepas e Evidéncias clinicas

O termo probiotico (do latim Pro- que significa ‘para’ e Bios- que significa ‘vida’)
foi utilizado pela primeira vez em 1954 para designar as substancias que eram requeridas
para uma vida saudavel (BINNS, 2013). Em 2001, a Organizacdo Mundial da Satde definiu
0s probidticos como “microrganismos Vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios de satde ao hospedeiro” (FAO/WHO, 2001).

Impulsionadas por novas descobertas, algumas intervengdes nutricionais vém se
tornando tendéncia para manter a homeostase intestinal. Uma delas sdo os probioticos, um

dos suplementos alimentares mais procurados pela populagdo, com mercado crescente
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(Neef and Sanz 2013). logurte, queijo, barras nutricionais, cereais matinais e formulas
infantis sdo exemplos de produtos suplementados com probidticos. Eles também estdo em
alimentos fermentados como kefir e kombucha e podem ser comercializados como pilulas
(Hoffmann, Fraser et al. 2014).

As bactérias mais comumente utilizadas como probioticos em alimentos pertencem
aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium. Sdo capazes de fermentar carboidratos,
produzir &cidos (acido latico), e geralmente ndo tém potencial de toxicidade (BINNS,
2013). O género Lactobacillus é composto por mais de 170 espécies e 17 subespécies de
bactérias gram-positivas, anaerdbias-facultativas. Constituem o grupo de bactérias
comensais (ou autoctones) do trato gastrointestinal (TGI) humano, mas podem
ocasionalmente ser patdgenos oportunistas. Elas possuem alta tolerancia ao pH muito
baixo, aderem a camada de muco da parede intestinal e algumas cepas sdo capazes de
produzir antioxidantes. L. acidophillus, L. casei, L. bulgaricus e L. rhamnosus sdo algumas
das espécies empregadas como probioticos (Goldstein, Tyrrell et al. 2015). Similarmente
aos Lactobacillus, as bactérias do género Bifidobacterium sdo gram-positivas, anaerdbias
e habitantes fisioldgicos do TGI. O género consiste de mais de 50 espécies, com apenas 10
delas sendo encontradas em humanos. As propriedades probidticas, de maneira geral,
derivam da tolerancia ao baixo pH e sais biliares, atividade antimicrobiana e capacidade de
degradar mucina (Awasti, Tomar et al. 2016, Esaiassen, Hjerde et al. 2017).

Diante do aprimoramento dos métodos de cultura, desenvolvimento de tecnologias
de sequenciamento de Ultima geracdo e métodos de bioinformatica, um novo grupo de
probioticos chamado “NGPs (novel group of probiotics) esta surgindo, incluindo espécies
como Akkermansia muciniphila (Derrien, Belzer etal. 2017), Faecalibacterium prausnitzii
(Quévrain, Maubert et al. 2016), e Bacteroides fragilis (El Hage, Hernandez-Sanabria et
al. 2017).

Os probidticos podem oferecer beneficios a salde através de varios mecanismos.
Alguns dos mais citados sdo modulacdo da microbiota desequilibrada, melhora da funcéo
de barreira do epitélio intestinal, supressdo de patdgenos, imunomodulacdo e protecdo
contra estresses fisiol6gicos (Suez, Zmora et al. 2019).

Extensa literatura sobre probidticos encontra-se disponivel, entretanto é ainda
dificil obter conclusGes neste campo por diversas razGes, como: variedade de cepas
utilizadas em diferentes doses e formulagdes em amplas condi¢cdes médicas (encobrindo
salde e doenca); a maioria das cepas deriva da inddstria alimenticia, e ndo de humanos;

poucos estudos tém sido reproduzidos; extrapolacdo de estudos in vitro em modelos
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animais e humanos; e estudos clinicos com qualidade e validade metodologica
apresentando resultados contraditorios (Brussow 2019, Suez, Zmora et al. 2019).

Delimitando o efeito dos probioticos para condi¢Ges patoldgicas, as diretrizes tém
recomendado o0 seu uso principalmente para disturbios relacionados a infec¢bes (Abid and
Koh 2019). Ha evidéncias clinicas apoiando 0 uso dos mesmos no tratamento de diarreias
(aguda e associada a antibiotico e a infecgdo por Clostridioides difficile), colite ulcerativa
e sindrome do intestino irritavel (SI1), mas ndo para Doenca de Crohn (DC) e pancreatite
aguda (Allen, Martinez et al. 2010, Shen, Wong et al. 2014, Shen, Zuo et al. 2014,
Goldenberg, Yap et al. 2017, Sanchez, Delgado et al. 2017). Brissow (2019) revisou
ensaios clinicos e metanalises com intervencgdo de probidticos em individuos acometidos
por diferentes patologias. Foi encontrado beneficio dos probioticos para os sintomas da Sll,
sepse tardia e enterocolite necrosante em criangas pré-termo. Contudo, as conclusées
divergiram nos estudos que avaliaram os probioticos na gastroenterite aguda, nas infeccdes
por C. difficile e H. pylori, e nas diarreias (nosocomial, do viajante e associada a
antibioticos e radiacdo) (Brissow 2019).

Sabendo que os fabricantes de probidticos promovem o uso destes produtos para
um mercado consumidor amplo, além daquele com condicdes de saude especificas, Khalesi
et al. (2019) revisaram a literatura sobre os efeitos do consumo de probidticos na satde de
adultos saudaveis. Os trabalhos sugerem que a suplementacao pode provocar uma melhora
transitéria na concentracdo das bactérias especificas do suplemento na microbiota
intestinal. Parece que a suplementacdo pode melhorar a funcdo e a resposta imune a
infecgBes respiratorias como o resfriado comum, melhorar a consisténcia das fezes e
movimentos intestinais, manter a salde reprodutiva feminina prevenindo infeccoes
urogenitais, e melhorar sintomas psicolégicos incluindo estresse, ansiedade e depressao.
Por outro lado, sdo insuficientes as evidéncias relativas ao efeito benéfico dos probidticos
sobre o perfil lipidico, IMC, glicose de jejum e nivel de insulina em adultos saudaveis. De
fato, mais pesquisas sdo necessarias para desenvolver um corpo de evidéncia mais forte
acerca da eficacia dos probidticos em grupos populacionais saudaveis e ndo-saudaveis,
incluindo intervenc6es com periodos de seguimento para avaliar a sustentabilidade do seu
uso, uma vez que tem se observado perda do efeito apos cessacao do tratamento (Khalesi,
Bellissimo et al. 2019).

1.4. MICROBIOTA E PROBIOTICOS NA DHGNA
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Trabalhos recentes tém explorado os mecanismos pelos quais a microbiota pode
impactar no desencadeamento, progressao e atenuacdo da DHGNA. Isto porque o figado
recebe continuamente sangue venoso oriundo do intestino através da circulagdo portal, e
existe uma conexdo entre os metabdlitos produzidos pelos micrébios intestinais e as
funcGes de processamento de nutrientes e toxinas do figado (Loman, Hernandez-Saavedra
et al. 2018). Assim, quando h& qualquer alteragdo na homeostase intestinal é esperado que
o figado também seja afetado (Lavekar, Raje et al. 2017).

Os microbios intestinais podem contribuir com o desenvolvimento da doenca
através de distintos mecanismos, como alteracdo da funcdo de barreira do epitélio
intestinal, aumento da permeabilidade intestinal, promocéo da inflamac&o hepética através
da liberacdo de endotoxinas (como o LPS) e citocinas inflamatorias, aumento do efluxo de
acidos graxos livres (AGL), lipogénese de novo no figado, e inducdo de resisténcia a
insulina (RI1) (Scorletti and Byrne 2016).

Diante disso, tem sido proposto a utilizacdo de probidticos para a terapia da
DHGNA, levando a reducdo da lesdo hepatica e a melhora do funcionamento do figado
(Loguercio, Federico et al. 2005, Ma, Li et al. 2013). Alguns dos mecanismos associados
a estes desfechos sdo inibicdo da proliferagdo de bactérias patdgenas, reducdo do
supercrescimento bacteriano no intestino delgado (SIBO), restabelecimento da funcéo de
barreira intestinal, alteracdo do metabolismo de lipidios e da inflamacdo e modula¢édo do
sistema imune (Madsen, Cornish et al. 2001, Leung, Rivera et al. 2016).

Em revisdo sistematica e metanalise, Loman et al. (2018) reuniram 10 publicacdes
relacionadas com a suplementacdo de probidticos na DHGNA, 8 com prebidticos e 7 com
simbioticos. Os autores encontraram reducdo significativa no IMC e nas enzimas ALT e
AST apdés a suplementacdo com probiodticos. Todavia, ndo houve diferencas na
concentracdo de GGT, colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e nos marcadores de
inflamacdo, TNF-a e proteina-C reativa (PCR) (Loman, Hernandez-Saavedra et al. 2018).
Contrariamente, Ma et al. (2013) constataram que 0s probi6ticos, além de reduzirem as
transaminases hepaticas, também reduziram CT, lipoproteina de alta densidade (HDL-c),
TNF-o e Homoeostasis Model Assessment of Insulin Resistance (Homa-IR).

Em outra metanélise de estudos com intervencgéo de probioticos por um periodo de
2 a7 meses, Lavekar et al. (2017) verificaram redugéo do IMC, ALT e AST, bem como do

indice HOMA-IR, sem alteracdo nos niveis séricos de TG. Ademais houve diminuicao
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significativa no grau de gordura hepatica avaliada por ultrassonografia (Lavekar, Raje et
al. 2017).

Mais recentemente, duas metanalises foram publicadas. No estudo de Tang et al.
(2019) probidticos reduziram IMC, AST, ALT, fosfatase alcalina, GGT, CT, lipoproteina
de baixa densidade (LDL-c), TG, TNF-a, leptina, glicose, insulina e infiltracdo de gordura
hepética. Porém ndo houve diferencas para circunferéncia da cintura, razao cintura-quadril,
massa de gordura, albumina, HDL-c, homa-IR, PCR, IL-6 e adiponectina (Tang, Huang et
al. 2019). Xiao et al. (2019) demonstraram que 0 uso de probidticos reduziu IMC, AST,
ALT, GGT, insulina, CT, além de homa-IR. Por outro lado, ndo apresentou efeito sobre a
glicose de jejum, TNF-a e outros marcadores lipidicos (Xiao, Lin et al. 2019).

Porém existem fatores que precisam ser ponderados nestes estudos: a
heterogeneidade com relacdo a variacdo das cepas utilizadas, dose e tempo de tratamento;
os desfechos avaliados a nivel populacional (média), o que ndo leva em consideracao
variaveis individuais tdo importantes dada a heterogeneidade intrinseca do ser humano,
especialmente em contextos patoldgicos; e, por fim, a interpretacdo dos resultados pode ser
prejudicada porgue alguns estudos ndo foram conduzidos apenas com probioticos, e sim
associados com prebioticos ou medicamentos.

As caracteristicas e principais achados dos artigos citados nestas revisdes
sistematicas e metanalises foram reunidas na Tabela 1. Artigos que avaliaram o consumo
de alimentos contendo probidticos e ndo de probidticos propriamente ditos ndo foram
incluidos na tabela. Assim como ndo foram aqueles com desfechos diferentes ao NAFLD,

ou com intervencdo concomitante de prebidticos ou medicamentos.
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Tabela 1. Caracteristicas principais dos estudos incluidos nas metanalises que avaliaram o efeito da suplementacao de probidticos em marcadores DHGNA e

comorbidades associadas.

Ref. Pais
Ahn, Jun et Coréia
al. 2019 do Sul
Aller, De Espanha
Luis et al.
2011
Alisi, Italia
Bedogni et
al. 2014
Famouri, Ird
Shariat et al.
2017
Kobyliak, Ucrania
Abenavoli et
al. 2018
Javadi et al. Ird
2017

Idade

43,32 +
12,9

46,8 +
13,4

10,7+1,3

126+19

Prob:
53.4+9.55
Pla:
57.29 +
10.45

42.0+89

Sexo
(M/F)

48% /
51,5%

1%/
29%

35%/
65%

50% /
50%

Gl-
85% /
15%

84% /
16%

83%/
17%

68% /
32%

N Amostral
(Prob/Pla)

65 (30/35)

28 (14/14)

44 (22122)

64 (32/32)

58 (30/28)

75 (20 prob/

19 preb/ 17

prob + preb/
19 pla)

Desenho do
Estudo

Estudo
randomizado,
duplo-cego,
controlado por
placebo

Estudo
randomizado,
duplo cego
Estudo
controlado,
randomizado,
duplo cego

ECR, triplo-cego

ECR, duplo cego,
centro Unico

*Pacientes
Diabetes tipo 2 e
DHGNA
Ensaio clinico
duplo-cego
controlado por
placebo

Intervengéo

Mix de L. acidophilus CBT
LA1L, L. rhamnosus CBT LR5, L. paracasei
CBT LPCS5, P. pentosaceus CBT SL4, B. lactis
CBT BL3, e B. breve CBT BR3 10° UFC/1,4 ¢
vs placebo

1 comprimido/d de um mix de probidticos L.
bulgaricus + S. thermophilus (500 milhdes
UFC/d) vs placebo (amido)

1 saché/d de VSL#3 (S. thermophilus, B. breve,
B. infantis, B. longum, L. acidophilus, L.
plantarum, L. paracasei, e L. delbrueckii spp.
Bulgaricus) se os participantes tinham <10
anos, ou 2 sachés de VSL#3 se tinham >10
anos, vs placebo
1 cépsula/d (L. acidophilus, 3x10° UFC; B.
lactis, 6x10° UFC; B. bifidum, 2x10° UFC; L.
rhamnosus, 2x10° UFC), vs placebo
1 saché/d de “Symbiter” (contendo 14 cepas
dos géneros Lactobacillus + Lactococcus
(6x10% UFC/g), Bifidobacterium (1x10%°/g),
Propionibacterium (3x10'%/g), Acetobacter
(1x10%g)

Grupo 1: 2 capsulas de 250mg/d de
Bifidobacterium longum e Lactobacillus
acidophilus 2 x 107 UFC/d vs placebo
Grupo 2: saché de prebidtico inulina (10g/d) vs
placebo
Grupo 3: probidtico + prebidtico vs placebo
Grupo 4: placebo de probidtico e prebidtico

Duracéo

12
semanas

3 meses

4 meses

12
semanas

8
semanas

12
semanas

Marcadores (efeito)

Peso({), IMC(!), gordura corporal total (]), grau de
gordura visceral por bioimpedancia(|), TG (|), fracdo
28ntra-hepaética de gordura quantificada por MRI-PDFF
(-). Area de gordura abdominal(-), area de gordura
visceral(-), rigidez hepatica medida com Fibroscan (-),
CT(-), HDL-c(-), TNFa(-), ALT(-), AST(-), glicose(-),
insulina(-), homa-IR(-), IL-6(-), LPS(-)
AST(}), ALT(}), GGT(]), HDL-c(-), TG(-), IMC(-),
TNFa(-), CT(-), LDL-c(-), IL-6(-), glicose(-),
insulina(-), homa(-)

IMC(]), ALT(-), TG(-), homa(-), GLP-1(1) e aGLP1(1)
Melhorou grau de esteatose baseado sobre US

AST(]), ALT(]), CT({), LDL-c(}), TG(]), CC(}),
HDL-c(-), IMC(-)
Melhorou grau de esteatose baseado sobre US
FLI score(]), AST(}), GGT({), TNFa(|), IL-6(!)
Esteatose hepéatica por US(-), ALT(-), CT(-), LDL-c(-),
VLDL(-), HDL-c(-), TG(-), IL-1B(-), IL-8(-),
IFN-y(-).

AST(]), ALT(})-G1, G2 e G3
FA(-), GGT(-), albumina(-), bilirrubina(-)
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Miccheli,
Capuani et
al. 2015

Mobini,
Tremaroli
etal. 2017

Sepideh,

Karim et al.

2016

Vajro,
Mandato et
al. 2011

Italia

Suécia

Italia

10,7+13

65,0+6,0

44.71
+1.64

10,7+£2,1

90% /
10%

23%/

7%

67%/
33%

100% /
0%

31 (15/16)

44 (15/14/15)

42 (21/21)

20 (10/10)

ECR, triplo cego

Estudo controlado
por placebo,
randomizado,
duplo cego

*Pacientes
Diabetes tipo 2 e
DHGNA
Estudo
controlado,
randomizado,
duplo cego

Estudo piloto,
duplo cego,
controlado por
placebo

1 saché de VSL#3 se o participante tinha <10
anos, ou 2 sachés de VSL#3 se >10 anos, Vs
placebo

3 grupos paralelos de participantes receberam
108 ou 10 UFC de L. reuteri (BioGaia) vs
placebo

1g/d de Lactocare (Lactobacillus
casei 3 x 10° UFC/g, Lactobacillus acidophilus
3 x 10° UFC/g, Lactobacillus rhamnosus 7 x
10° UFC/g, Lactobacillus bulgaricus 5 x 10°
UFC/qg, Bifidobacterium breve 2 x 10'° UFC/g,
Bifidobacterium longum 1 x 10° UFC/g, e
Streptococcus thermophilus 3 x 108 UFC/g vs
placebo
Lactobacillus GG (12 bilhdes UFC/d) ou
placebo

4 meses

12
semanas

8
semanas

8
semanas

IMC(]), AST(]), GLP-1(}),

aGLP-1(]), ALT(-), CT(-),

LDL-c(-), HDL-c(-), TG(-),

glicose(-), insulina(-)
Melhorou grau de esteatose baseado em US

AST(-), ALT(-), CT(-), LDL-c(-), HDL-c(-), TG(-),
PCR(-), CC(-), glicose(-), indice de sensibilidade a
insulina(-), esteatose hepatica(-), IMC(1 baixa dose)

Glicose(!), insulina(}), homa-IR(}), IL-6(])
Peso(-), IMC, CC(-), razdo cintura-quadril(-), HoA1C(-

TNF-0(-).

ALT(]), Anticorpos anti-peptidoglicano-
polissacarideo(]), IMC(-), gordura visceral por
US(-), TNFa(-)

Abreviaturas: ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; CT, colesterol total; DHGNA, doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica; F, feminino; FA, fosfatase alcalina; GLP-
1, glucagon-like peptide-1; aGLP-1, activated glucagon-like peptide-1; FA, fosfatase alcalina; GGT, gama glutamil-transferase; HDL-c, lipoproteina de alta densidade; HbA1C, hemoglobina
glicada; homa-IR, homoeostasis model assessment of insulin resistance; IFN-y, interferon gama ; IL-1p, interleucina 1 beta; IL-6, interleucina 6; IL-8, interleucina 8; IMC, indice de massa corporal;
LDL-c, lipoproteina de baixa densidade; M, masculino; N/A, ndo aplicavel; PCR, proteina C-reativa; Pla, placebo; Prob, probidtico; TG, triglicerideos; TNFa, fator de necrose tumoral alfa; UFC,
unidades formadoras de col6nia; US, ultrassonografia; VLDL, very low-density lipoprotein
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1.4.1 Probidticos no tratamento da EHNA

Trazendo a abordagem dos probidticos mais especificamente para o tratamento de
EHNA, depara-se com a dificuldade de encontrar trabalhos que especifiquem a populacao
estudada como portadora de EHNA. A maior parte dos estudos generaliza a DHGNA
como populacdo de estudo. Recente revisdo conduzida por Xie; Halegoua-DeMarzio
(2019) sumariza os principais ECRs que utilizaram probioticos ou simbi6ticos como
intervencdo para o tratamento de DHGNA e EHNA. Foram retratados 26 ECRs em
individuos com DHGNA e 7 ECRs com EHNA. Os estudos com EHNA variaram em
termos de populacgdo de estudo (nimero amostral e idade), cepas probidticas utilizadas e
duracdo da intervengdo (de um més a um ano). Além disso, algumas das populacdes
estudadas apresentavam comorbidades associadas (como sobrepeso/obesidade e diabetes)
ou foram submetidas a alguma outra intervencdo em associacdo aos
probidticos/simbioticos, como metformina e dieta baixa em caloria e gordura. Conforme
os resultados, pode-se notar maior efeito dos probidticos associado a utilizagdo
concomitante de prebidticos, a presenca de outra intervencdo (medicamento ou dieta), ou
a maior duracao do tratamento. O principal efeito notado foi a capacidade de diminuir os
niveis de transaminases (ALT e/ou AST). Em alguns dos estudos também se percebeu
melhora de marcadores inflamatérios hepaticos, perfil lipidico, parametros
antropomeétricos, esteatose hepatica e atividade da EHNA (Xie and Halegoua-DeMarzio
2019).

Wong et al. (2013) comparou o tratamento com probi6ticos ao cuidado usual de
pacientes com EHNA, com idade entre 18-70 anos. O grupo intervencao recebeu uma
mistura de 5 culturas probioticas, frutooligossacrideos (FOS), celulose, estearato de
magnésio, silica e leite, para ingerir 2 vezes ao dia durante 6 meses. O grupo probiotico
teve reducdo significativa do conteido de triglicerideo intra-hepatico (p=0,034), o qual
permaneceu estavel no grupo de cuidado usual (p=0,55). O grupo probiotico também
apresentou reducdo no nivel de AST em comparacédo ao grupo de cuidado usual (p=0,008)
(Wong, Won et al. 2013).

Outro ECR (entretanto sem cegamento e diagnostico de EHNA sem bidpsia)
conduzido com 75 pacientes EHNA sob dieta de baixa caloria e gordura, demonstrou que
a intervengdo com probioticos e FOS por 12 semanas foi capaz de melhorar a rigidez
hepética, medida por elastografia, e diminuir ALT, AST, CT e IMC em relacdo ao grupo
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controle. Ainda, observou-se mudanca da composi¢do da microbiota fecal para padrdes
normais nos pacientes tratados com probioticos (Manzhalii, Virchenko et al. 2017).

Pacientes indianos com EHNA diagnosticado através de biopsia foram
randomizados para receber diariamente em um periodo de 12 meses um mix de
probidticos (Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium breve e Streptococcus thermophilus) ou
placebo, além de orientacdes sobre exercicio fisico e reducao de peso quando excesso de
peso. Em comparacdo ao placebo, NAS score (NAFLD Activity Score), balonizacdo dos
hepatdcitos e fibrose hepatica melhoraram no grupo probi6tico, com individuos deixando
de apresentar EHNA definitiva passando a ser classificados como borderline ou sem
EHNA. Houve melhora também em ALT, bilirrubina, fosfatase alcalina, leptina, TNF-a,
interleucina 1 beta (IL-1p), IL-6 e endotoxinas. Por outro lado, ndo houve mudanca no
peso corporal, em componentes da sindrome metabdlica e na resisténcia a insulina (homa-
IR) (Duseja, Acharya et al. 2019).

Estudo observacional chinés, recentemente publicado, acompanhou durante 3
meses sujeitos com EHNA, diagnosticada por biopsia (Cai, Su et al. 2020). O grupo
controle recebeu terapia comportamental (dieta e exercicio fisico) e 0 grupo intervencao
recebeu, além da terapia comportamental, probidticos (Bifidobacterium, Lactobacillus e
Enterococcus). Em ambos os grupos houve reducdo dos niveis das enzimas hepaticas
(ALT, AST e GGT), mas foi mais pronunciada no grupo intervencao. Apds o tratamento,
CT, TG, LDL-C e HDL-c também melhoraram nos dois grupos, mas os niveis de CT e
TG foram inferiores no grupo intervencdo em comparagdo ao grupo controle. As
condicdes da microbiota fecal, indice homa-IR e NAS score foram melhores no grupo
intervencdo do que no grupo controle. Ndo houve diferenca nos niveis de bilirrubinas
totais (Cai, Su et al. 2020).

1.5 FATORES PREDITORES DE RESPOSTA AO TRATAMENTO COM
PROBIOTICOS

Atualmente é possivel ter acesso a diversos estudos acerca do efeito dos
probioticos em diferentes condicBes clinicas. Em contrapartida, hd um numero quase

equivalente de trabalhos que mostraram falta de eficacia, mesmo ECRs em fase avancada
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(111 ou V) (Abid and Koh 2019). Como mencionado anteriormente, sdo varios os fatores
que podem explicar essa variabilidade e ambiguidade nos resultados, especialmente de
ordem metodoldgica. Entretanto deve-se também considerar a magnitude de
complexidade da doenca bem como sua origem multifatorial, que ajudam a explicar a
variabilidade individual do curso clinico da DHGNA e dos resultados alcangados com os
tratamentos, permeando entre uma doenca de manifestacGes hepéticas a extra-hepaticas,
e de doenca benigna a doenga progressiva e mortal (Lonardo, Arab et al. 2021).

Somado a isso, tem se observado que cepas dentro do mesmo género ou espécie
podem provocar efeitos distintos no hospedeiro, diferindo na sua capacidade de crescer e
sobreviver no TG, aderir as células epiteliais intestinais e competir com microrganismos
patdégenos (Campana, van Hemert et al. 2017, Wang, Hu et al. 2017). Estes aspectos
sugerem que possam existir fatores especificos de cada individuo e da sua microbiota
interferindo significativamente na acdo dos probidticos.

De fato, diferentemente dos modelos animais, humanos s&o altamente
heterogéneos em relacdo a faixa etaria, dieta, genética, configuragdo da microbiota
intestinal e estado clinico, podendo assim, responder de formas diferentes a mesma
intervencdo (Suez, Zmora et al. 2019). Ainda, o histérico de uso de medicamentos,
principalmente antibidticos, e o uso de suplementos alimentares podem impactar o efeito
dos probidticos (Zmora, Zilberman-Schapira et al. 2018). Em adicéo a estas variaveis,
outro assunto ainda controverso e que demanda melhor entendimento diz respeito a
capacidade das bactérias administradas de colonizar de forma estavel ou transitéria a
mucosa gastrointestinal do hospedeiro, e se esta colonizacdo é necessaria para 0S
beneficios do probidtico (Suez, Zmora et al. 2019).

Amostras do TGI de ratos e humanos saudaveis demonstraram que os probioticos
encontraram resisténcia a colonizacdo ao longo do TGI de ratos e humanos. Em roedores,
esta resisténcia foi mediada pela microbiota. J& em seres humanos, houve padrdes de
colonizacdo dos probidticos especificos para cada individuo, cepa ou regido intestinal.
Alguns individuos apresentam maior associa¢do dos probioticos a mucosa intestinal em
comparagdo a outros, sendo a partir deste critério discriminados em individuos
permissivos ou resistentes a colonizacdo. Este estudo foi o pioneiro em introduzir estes
conceitos. Interessantemente, o transplante da microbiota fecal dos individuos
permissivos ou resistentes para o TGI de ratos livres de germes e, consequente

suplementacdo com 0s mesmos probidticos, recapitulou a caracteristica da microbiota do
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doador a colonizacdo dos probioticos (Zmora, Zilberman-Schapira et al. 2018), negando
a nocao convencionada de beneficio global destes micro-organismos comerciais.

Ainda neste estudo, os autores Zmora et al. (2018) identificaram fatores do
hospedeiro e do seu microbioma que poderiam justificar as diferencas de colonizacao
observadas. Foi notado que as espécies probidticas encontradas no TGl em baixos niveis
antes da intervencgdo foram mais propensas a expandir apés a intervencédo do que aquelas
jaem altos niveis. Individuos permissivos e resistentes também diferiam na composi¢do
e funcdo do seu microbioma de base, e apresentavam diferentes perfis de expressao génica
no estbmago e ileo. No estdmago, vias relacionadas a resposta imune, inflamacéo e
células T foram significativamente enriquecidas nos individuos resistentes, comparado
aos permissivos. Por outro lado, no ileo os individuos permissivos continham mais vias
relacionadas ao sistema imune, e resistentes mais vias relacionadas a digestdo,
metabolismo, e processamento de xenobioticos (Zmora, Zilberman-Schapira et al. 2018).

O padrdo personalizado de colonizagdo impactou significativamente o efeito dos
probidticos sobre a composicdo e funcdo da microbiota e o transcriptoma do hospedeiro.
Individuos permissivos obtiveram mais beneficios do consumo de probidticos, sofrendo
mudancas mais evidentes na composi¢éao e fungdo da microbiota, assim como mantiveram
a maior carga bacteriana total mesmo ap6s um més da cessacdo do tratamento, a qual
retornou a linha de base nos resistentes. O transcriptoma de permissivos e resistentes
diferiu na regido cecal ap0ds a suplementacdo. O ceco de permissivos foi enriquecido com
vias relacionadas as células dendriticas, apresentacdo de antigenos e transporte de ions,
ao passo que o ceco dos resistentes apresentou mais vias associadas com a resposta a
estimulos exdgenos, ativacdo imune inata e defesa antibacteriana. Adicionalmente, o
coélon descendente de individuos permissivos enriqueceu-se de vias associadas com
resposta imune e sinalizacdo mediada por citocinas (Zmora, Zilberman-Schapira et al.
2018).

Suez et al. (2019) também sugerem que caracteristicas do hospedeiro e do
ambiente em que o mesmo foi exposto previamente a suplementacdo podem gerar 0s
resultados dispares observados em diferentes individuos suplementados com o0 mesmo
probiético (Figura 1). Foi visto que os mecanismos de adesdo, hidrofobicidade,
autoagregacdao e imunomodulacdo podem variar conforme nascimento, faixa etaria e
condigdes clinicas especificas. Microbioma permissivo a colonizacdo pelas bactérias
probidticas é associado com melhora da SII em mulheres, e da colite e depressdao em

modelos animais. Ainda sobre estes perfis microbianos pré-suplementagdo, os niveis
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iniciais de butirato nas fezes foram associados com efeitos diferentes do probidtico
Lactobacillus paracasei DG sobre a microbiota e sobre a producédo de butirato em adultos
saudaveis. Caracteristicas da dieta como alta concentragdo de 4&cidos graxos
poliinsaturados e uso de férmula infantil em bebés prematuros podem, respectivamente,

prejudicar a adesdo dos probidticos a mucosa e seu efeito sobre a sepse tardia.

Invitro Bifidobectenium [ Invitro Bfidobactenium
decreased hydrophobicity, +——— Preterm neonate | Full-term neonate —» increased hydrophobicity,
increasad autoaggregation vk | decreasad autoaggregation

charateristics
Increased in vitro mucosal 1 Decreaed in vitro mucosal
adhesion of probiotics 4 Adult |  Bidery > adhesion of probiofics
Differential efiect on the immune system |[«——  Healthy ' e ing. , ——* | Difierential efiect on the immune system

Symptom relief and - %
; : No improvement in
mﬂgmmatory marker rgducnon diarhea-predominant
in diarthea-predominant IBS in women
IBS in women

Ameliorated experimental colitis (in mice) Miciobiome No effect on expenmental colitis (in mica)
composition
permissive to
: 5 probiotics and others that o —
Ameboral 1&’mm colonization resist probiotics T | Ne effect on depressive-like behavior (in rats)
colonization
Composition and functional microbiome =
alterations in stool, decreased bacterial e oblr"‘gn?e‘ac?:p;;ﬁion
e incon acetl s an oad
Distinct structural changes [ Distinct structural changes
to the microbiome, — thy';:l I-:g;:;c:l D —— 1o the microbiome,
elevated butyrate levels \ reducad butyrate levels
I [ ! 1
Reductad late-onsst sepsis nsk. | | Human-milk-fed Diet Formula-fed | No effect on late-onset sepsis
\ early enteric feeding ’ praterm infants J preterm infants | and early enteric feeding
High
concentration ——— | Reduced in vitro mucosal adhesion
of PUFA ‘

Figura 1. Aspectos do hospedeiro, microbioma e dieta que interferem na resposta aos

probidticos (Suez, Zmora et al. 2019).

A identificagdo de fatores potencialmente preditores de resposta de terapias para
a DHGNA/EHNA é fundamental para verificar os pacientes candidatos ao tratamento
escolhido e melhorar seus resultados. Recente estudo post-hoc propds-se a identificar os

potenciais preditores de resposta histoldgica, através de um modelo de regressao logistica
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multivariavel, em pacientes com NASH ndo cirroticos tratados com acido obeticolico e
placebo. O tratamento com &cido obeticolico, NAS >5, triglicerideos <154 mg/dL, razdo
normalizada internacional (INR) <1 e AST <49 U/L basais, e diminui¢cdo na ALT na 242
semana >17 U/L foram preditores associados a resposta histoldgica (Loomba, Sanyal et
al. 2019).

Essas novas descobertas indicam que o sucesso da terapia probidtica na préatica
clinica pode requerer a mudanca de um esquema one-size-fits-all (esquema Unico para
todos os individuos) para uma abordagem personalizada ao individuo, considerando-se
tanto aspectos alimentares, faixa etaria, moradia, condicao clinica/fisiologica/metabdlica
quanto a filogenética, metagenémica bacteriana, microbiota indigena/nativa/autoctone
(Suez, Zmoraetal. 2019, Jain 2020). Faz-se necessario também uma melhor compreenséo
dos fatores que determinam a colonizacao ou a resisténcia a colonizacdo pelas bactérias
probidticas; da avaliacdo do potencial de colonizacdo de um individuo; e do
desenvolvimento de meios para se combater/neutralizar a resisténcia a colonizacao,
possibilitando reproduzir os efeitos dos probioéticos em pacientes resistentes (Suez, Zmora
et al. 2019).

Revisdo recente aponta algumas perspectivas, em termos de medicina
personalizada (Figura 2), a serem consideradas em pesquisas futuras com DHGNA
(Lonardo, Arab et al. 2021). Coloca que os pacientes incluidos em ensaios clinicos devem
ser avaliados profundamente, com o objetivo de tentar definir subgrupos mais
homogéneos de pacientes que possam responder melhor as novas terapias em
investigacdo. A abordagem terapéutica deve, portanto, ser personalizada e baseada nas
caracteristicas individuais da doenca e nos resultados esperados (Lonardo, Arab et al.
2021).

Cita ainda que os aspectos a seguir sdo clinicamente relevantes e devem ser
considerados para estudos de terapia:

e Sexo e estado reprodutivo: DHGNA tem caracteristicas dimorficas sexuais
definidas (Ballestri, Nascimbeni et al. 2017). Metanalise recente descobriu
que as mulheres tem menor risco de desenvolver esteatose branda do que
homens, enquanto apresentam um risco aumentado de progressao da fibrose
comparado aos homens (Balakrishnan, Patel et al. 2021). A DHGNA na poés-
menopausa tende a imitar caracteristicas epidemioldgicas observadas em

homens (Venetsanaki and Polyzos 2019).
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e Genética: Os estudos de associacdo de todo o genoma (GWAS) mostraram
associacfes consistentes entre um conjunto de variantes genéticas e o
desenvolvimento e gravidade da DHGNA (Trépo and Valenti 2020). Os
principais genes descobertos s&o PNPLA3, TM6SF2, MBOAT7, GCKR e
HSD17B13, sendo a variante PNLA3 1148 (rs738409) a mais extensivamente
caracterizada (Krawczyk, Liebe et al. 2020).

e Microbiota intestinal: por todas as razdes ja citadas, seria extremamente valido
avaliar a microbiota antes de uma intervencéo, tanto a nivel de pesquisa quanto
clinico. Mas espera-se que em um futuro préximo, avaliagdes simplificadas e
financeiramente viadveis da composicdo da microbiota possam ajudar a
caracterizar 0s pacientes e o tratamento que se ajusta a cada individuo
(Lonardo, Arab et al. 2021).

e Avaliacdo endocrina: o rastreamento de alteragdes no horménio
tireoestimulante (TSH) parece importante, dada a ocorréncia comum de
DHGNA induzida por hipotireoidismo. A sindrome de ovérios policisticos
também é considerada fortemente associada a formas progressivas de
DHGNA (Lonardo, Arab et al. 2021).

e Avaliacdo cardiometabolica e atividade fisica (Lonardo, Arab et al. 2021).

Sexand
Reproductive Status Treatment options:

* Sex-specific lifestyle
) interventions
Genetics n « Gene therapy
@ « Manipulation of intestinal
Intestinal g
Microbiota

Clinical validation 2 :
microbiota

* Hormonal therapy
* Cardio-metabolic drugs
*» Specific physical exercise

Optimal
characterization of

* s patient subgroups
& ' Precision {genotyping and phenotyping)
End * Medicine Optimal efficacy COMBINED
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m Predictive Al model
for clinicians
Cardio-metabolic COMBINED
Assessment ! Discovery of novel Treatment
|. biomarkers & targets Option 2
Physical }
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’

-

Figura 2. Possiveis determinantes da heterogeneidade e medicina de precisdo em
DHGNA (Lonardo, Arab et al. 2021).

36



2. JUSTIFICATIVA

As ultimas décadas de pesquisas tém salientado a eficicia dos probidticos na
prevencdo e tratamento de doencas. Porem, para muitos desfechos clinicos os resultados
ainda sdo divergentes. Isso, em grande parte, é atribuido a complexidade/heterogeneidade
dos seres humanos, os quais podem responder de maneira diferente & mesma intervencao.
Caracteristicas da microbiota intestinal e outras varidveis clinicas especificas de cada
individuo pré-suplementacdo sdo sugeridas como fortes determinantes da resposta ao
tratamento com probidticos (Suez, Zmora et al. 2019). Dessa maneira, espera-se
contribuir para o conhecimento de marcadores preditores de resposta a probidticos em
pacientes com EHNA, o que permitiria ajustes do tratamento com base nas caracteristicas
dos pacientes e a utilizacdo de terapias probioticas personalizadas com melhores

resultados clinicos.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRIMARIO

Investigar os potenciais fatores preditores da resposta ao tratamento com

probidticos em pacientes com Esteato-hepatite Ndo Alcodlica.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Levando em consideracdo os seguintes marcadores pré-intervencédo e desfechos
pos-intervencao:

e Consumo alimentar e atividade fisica/Alteracdo no consumo alimentar, e
atividade fisica.

e Dados antropomeétricos/Alteracdo em dados antropométricos

e Marcadores metabdlicos/Resposta metabdlica;

e Marcadores hepaticos/Resposta hepatica;

e Marcadores cardiovasculares/Reducdo do risco cardiovascular

Os objetivos secundarios deste projeto sao:

e Avaliar os possiveis fatores preditores especificos de cada desfecho;
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e Avaliar quais marcadores biologicos tem potencial preditor para cada um dos

desfechos de interesse;

e Avaliar a possivel influéncia dos niveis baseline dos marcadores na resposta dos

probidticos aos desfechos de interesse.

3. QUESTAO DE PESQUISA

Existem preditores antropométricos, metabdlicos, hepaticos, cardiovasculares
e/ou dietéticos, de resposta ao tratamento com probidticos em pacientes com Esteato-
hepatite Nao Alcodlica?

4. HIPOTESES

4.1 HIPOTESE NULA

Né&o existem preditores antropomeétricos, metabolicos, hepaticos, cardiovasculares
e/ou dietéticos, de resposta ao tratamento com probidticos em pacientes com Esteato-
hepatite Nao Alcodlica.

4.2 HIPOTESE ALTERNATIVA

Existem preditores antropométricos, metabolicos, hepaticos, cardiovasculares
e/ou dietéticos, de resposta ao tratamento com probiéticos em pacientes com Esteato-
hepatite Ndo Alcoolica, e a integracdo destes fatores podera criar perfis de individuos

respondedores e ndo respondedores.
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