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RESUMO

BARRETTO, Junaura Rocha; BOA-SORTE, Ney Christian do Amaral, BEZERRIL
ANDRADE, Bruno. Eficacia do uso de Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium Lactis no
tratamento da doenca hepética gordurosa ndo alcodlica e resisténcia a insulina em adolescentes
obesos: Ensaio clinico randomizado

Introdu¢ao: A DHGNA é a causa mais comum de doenca crbnica hepatica em adultos e
criancas. A patogénese da DHGNA esta parcialmente elucidada; descrita como multifatorial, a
resisténcia periférica a insulina (RI) tem um papel importante, assim como o aumento do
estresse oxidativo com producdo de radicais livres causando inflamacgdo e fibrose. Varios
autores descrevem o papel da microbiota intestinal na patogénese da DHGNA, inclusive
sugerindo a sua implicacdo ndo sé na inducdo da doenca hepética, mas em sua progressdo. O
tratamento recomendado inclui as mudancas de estilo de vida, que apresentam baixa adesdo
entre criancas e adolescentes. Os estudos de intervencao com uso de probioticos sdo escassos
nesse grupo de pacientes, e por isso promissores. Objetivos: Verificar a eficacia do uso de
Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium Lactis na reducdo da esteatose hepética e da
quantificacdo de gordura hepatica, e nos parametros relacionados a resisténcia a insulina em
adolescentes obesos. Método: Trata-se de um estudo clinico, duplo-cego, randomizado e
controlado com placebo cuja intervencdo possui duracdo de 16 semanas. A intervencdo
consistiu na administracdo da combinacdo dos probi6ticos Lactobacillus acidophilus LA-5® e
Bifidobacterium lactis BB-12®, contendo 1 x 10° Unidades Formadoras de Colénias (UFC) de
cada um dos probidticos, na forma de po liofilizado, administrado por via oral, uma vez ao dia.
Vinte e oito criancas e adolescentes foram acompanhados com avalia¢des clinicas e nutricionais
e realizacdo de exames laboratoriais e ressonancia magnética de figado no baseline e no final
da intervencdo. Resultados: Dentre os adolescentes do grupo placebo(N=12), 3(25%)
apresentaram piora na classificacdo da gravidade da esteatose hepatica segundo o valor do
PDFF na ressonancia magnética. No grupo que recebeu probidticos(N=14), apenas 1(7,1%)
apresentou piora. Observou-se uma reducdo média da diferenca percentual nos valores de
rigidez hepatica entre a semana 16 e a linha de base, para o grupo probidético, enquanto houve
aumento médio no grupo placebo (-4,77[13,28] vs. 3,03[12,01]; p=0,045). Ndo observamos
alteracOes estatisticamente significantes para valores medianos da ALT antes e ap0s
intervencdo em ambos os grupos, sem diferenca entre os mesmos (p = 0,216). Apds a
intervencao, os valores finais da glicemia (p=0,043), insulina (p<0,001) e HOMA-IR (p<0,001)
avaliados, aumentaram entre os adolescentes estudados de modo global, independente do grupo
de estudo. Para o IMC, o percentual de gordura corporal e a circunferéncia da cintura, nao foi
observado aumento e/ou reducdo significante entre os quatro periodos de avaliacdo (baseline,
semanas 6, 12 e 16). Conclusées: N&o foram observadas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos em relacdo a reducéo de valores de percentual de gordura hepatica
ao PDFF e igualmente para os parametros relacionados a resisténcia a insulina; entretanto, no
grupo que recebeu intervencdo apresentou reducdo significativa dos valores relacionados a
rigidez hepatica.

Descritores: Esteatose hepatica; Probioticos; Adolescentes; Obesidade; Resisténcia a insulina.



ABSTRACT

BARRETTO, Junaura Rocha; BOASORTE, Ney Christian do Amaral, BEZERRIL
ANDRADE, Bruno. Efficacy of the use of lactobacillus acidophilus and bifidobacterium lactis
in the treatment of non-alcoholic fatty liver disease and insulin resistance in obese adolescents:
Randomized clinical trial.

Introduction: NAFLD is the most common cause of chronic liver disease in adults and
children. NAFLD pathogenesis is partially elucidated; described as multifactorial, peripheral
insulin resistance (RI1) plays an important role, as does the increase in oxidative stress with the
production of free radicals causing inflammation and fibrosis. Several authors describe the role
of the intestinal microbiota in the pathogenesis of NAFLD, including suggesting its
involvement not only in the induction of liver disease, but in its progression. The recommended
treatment includes lifestyle changes, which have low adherence among children and
adolescents. Intervention studies using probiotics are scarce in this group of patients, and
therefore promising. Objectives: To verify the effectiveness of the use of Lactobacillus
Acidophilus and Bifidobacterium Lactis in reducing hepatic steatosis and in the quantification
of hepatic fat, and in the parameters. related insulin resistance in obese adolescents. Method:
This is a clinical, double-blind, randomized, placebo-controlled study whose intervention lasts
16 weeks. The intervention consisted of administering a combination of the probiotics
Lactobacillus acidophilus LA-5® and Bifidobacterium lactis BB-12®, containing 1 x 10°
Colony Forming Units (CFU) of each of the probiotics, in the form of lyophilized powder,
administered orally, once a day. Twenty-eight children and adolescents were followed up with
clinical and nutritional exams; laboratory tests and MRI of the liver at baseline and at the end
of the intervention. Results: In the placebo group (N=12), 3 (25%) of the adolescents presented
worsening in PDFF the classification of the severity of hepatic steatosis. In the group that
received probiotics (N=14), only 1 (7.1%) had worsening. There was a mean reduction in
percent difference in liver stiffness values between week 16 and baseline for the probiotic
group, while there was a mean increase in the placebo group (-4.77[13.28] vs. 3, 03[12.01];
p=0.045). We did not observe statistically significant changes for median ALT values before
and after the intervention in both groups and, for the intervention group, the values were: 25(19-
40.7) and 26 (19.5-33.0) with p = 0.216. After the intervention, the final values of blood glucose
(p=0.043), insulin (p<0.001) and HOMA-IR (p<0.001) evaluated increased among the
adolescents studied globally. In the variation of BMI, the percentage of body fat and waist
circumference, between the evaluations carried out, there was no significant increase and/or
reduction between the four evaluation periods. Conclusions: No statistically significant
differences were observed between the groups regarding the reduction of liver fat percentage
values to PDFF and equally for the parameters related to insulin resistance; however, the group
that received the intervention showed a significant reduction in values related to liver stiffness.

Descriptors: Liver steatosis; Probiotics; Adolescents; Obesity; Insulin resistance.
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1 INTRODUCAO

Ao longo das ultimas décadas, a prevaléncia da obesidade vem aumentando de forma
significativa, sendo considerada um dos principais problemas de satde publica e uma epidemia
global(1-6). O Brasil vem seguindo a tendéncia mundial com aumento da prevaléncia
especialmente na populacdo jovem, com dados demonstrando que, nos ultimos 30 anos, 0
numero de criangas e adolescentes com sobrepeso e obesidade progrediu de quatro para 18% e

de 7,5 para 15,5% em meninos e meninas, respectivamente(1, 4-6).

A literatura evidencia o aumento da prevaléncia da obesidade infantil como um preditor de
permanéncia da doenca na idade adulta(7-10), aumentando com isso a associacdo de varias
comorbidades relacionadas a obesidade, como dislipidemias, resisténcia periférica a insulina,
diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial, complicacfes ortopédicas, (8-10) bem como o
aumento da incidéncia da doenca gordurosa hepatica ndao alcodlica (DHGNA)(11-13). Esta
ultima como doenca emergente em criancas e adolescentes obesos, que quando evolui sem
tratamento da causa etiologica pode ter como principal complicacao a cirrose hepatica(12-15).
A DHGNA ¢ a causa mais comum de doenga crénica hepatica em adultos e crian¢as (11,16,
17). A DHGNA ¢é definida como um termo genérico que engloba a esteatose hepatica,
esteatohepatite e a evolucdo para fibrose ou cirrose(18). A real prevaléncia da DHGNA na
populacdo pediatrica é desconhecida em funcdo da falta de dados em literatura. Os escassos
estudos disponiveis, sugerem que a esteatose hepética afeta 2,6% das criancas e 9,6% dos
adolescentes, entretanto a sua prevaléncia pode variar entre 12 a 80% em criancas obesas
(12,14,19).

A patogénese da DHGNA estd parcialmente elucidada; descrita como multifatorial, a
resisténcia periférica a insulina (RI) tem um papel importante, assim como o aumento do
estresse oxidativo com producdo de radicais livres causando inflamacéo e fibrose. Existem
também descri¢Bes que relacionam a patologia da DHGNA a fatores genéticos (polimorfismos
em genes produtores de citocinas pro-inflamatdrias ou em genes de detoxificacdo de citocinas),
além de fatores ambientais, tais como dieta, medicacgdes ou a alteragdes da microbiota intestinal
(20-22).



17

Vérios autores descrevem o papel da microbiota intestinal na patogénese da
DHGNA(15,18,23,24), inclusive sugerindo a sua implicacdo ndo s6 na inducdo da doenca
hepéatica, mas em sua progressao (19,20). Em pacientes com DHGNA, a permeabilidade

intestinal e a prevaléncia de supercrescimento bacteriano intestinal estdo presentes(21).

As recomendacfes primarias para o tratamento da DHGNA incluem mudancas dietéticas
associadas a mudancas no estilo de vida. O tratamento medicamentoso incluindo o uso de
antioxidantes, agentes anti-TNF-a (fator de necrose tumoral), e probidticos, vem se mostrando
promissor e, embora existam estudos nessa tematica, ainda existe escassez de ensaios clinicos

publicados, e essas terapias ainda ndo séo consensuais para indicagao prescritiva (22,23,25-28).

Os estudos com uso de probidticos sdo numerosos em literatura, especialmente os estudos
experimentais em animais. Contudo, estudos em humanos ainda falham em sua metodologia,
especialmente na forma de avaliacdo da gordura hepética, bem como na escolha de cepas
especificas, tempo de intervencao e especialmente na escassez de estudos randomizados e bem
controlados no tema (19,22,23,29). Por conta disso, em revisao sistematica conduzida pela
COCHRANE, em 2007, ha referéncia ao uso de probidticos para tratar as doencas hepaticas,
inclusive a DHGNA como uma intervencdo promissora. Ainda nesta revisdo, os autores
também relatam como dificuldades, a caréncia de estudos controlados e randomizados, bem
como um padrao de definicdo das cepas de microrganismos a serem utilizadas e o tempo de

intervencdo(30).

Compreendendo que tanto a natureza da disbiose intestinal na obesidade, como a perda da
integridade da barreira da mucosa intestinal, além dos mecanismos da resposta imunoldgica
hepética aos fatores provenientes do intestino, sdo fatores relevantes para o desenvolvimento
e progressao da doenca, somando-se a escassez de ensaios clinicos sobre o tema na populagéo
pediatrica, novos dados provenientes de estudos bem desenhados nesse grupo populacional
especifico trardo informacGes relevantes para o aprimoramento na utilizacdo de novas

abordagens terapéuticas da DHGNA associada a obesidade na infancia (31,32).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar a eficacia do uso de Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium Lactis na melhora
dos parametros radioldgicos, bioquimicos e antropomeétricos na Doenca hepatica gordurosa ndo

alcoolica (DHGNA) em adolescentes obesos.

2.2 Objetivos especificos

- Caracterizar o perfil laboratorial de adolescentes obesos com e sem DHGNA,;

—-Comparar o perfil laboratorial e de composicdo corporal de adolescentes obesos com e sem
DHGNA,;

-Testar a hipotese de que a suplementagdo de Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium
Lactis reduz os valores de aminotransferases e gama glutamil transferase(GGT) em
adolescentes obesos com DHGNA;

-Verificar o impacto da suplementagdo com Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium
Lactis nos valores de HOMA-IR, insulina e ferritina séricos;

-Descrever os niveis de marcadores radiolégicos de quantificacdo de gordura hepatica (Proton
density fat fraction — PDFF) antes e ap0s intervencéo;

-Verificar o impacto da suplementacdo com Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium
Lactis nos indicadores antropométricos para a avaliacdo da obesidade;

-Avaliar o impacto da suplementagdo com Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium Lactis
nos valores de percentual de gordura corporal da amostra estudada.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Obesidade como doenca inflamatdria multissistémica

A obesidade é descrita como uma doenca de etiologia multifatorial, que resulta de um
desequilibrio entre a ingestao caldrica e 0 gasto energético, determinado por fatores genéticos
e ambientais, e cuja repercussdao é o acumulo excessivo de gordura no organismo, gerando
complicagdes variadas. A OMS(Organizacdo Mundial de Saude) define a obesidade como
excesso de gordura corporal com repercussdes patoldgicas(33). O diagnostico da obesidade é
realizado de forma global com dados da histéria clinica, antecedentes familiares e neonatais,

além das medidas antropomeétricas e avaliacdo laboratorial e radioldgica.

Independente do critério diagndstico utilizado, dados da literatura apontam o aumento da
prevaléncia da obesidade infantil como um preditor de permanéncia da doenca na idade
adulta(34) e da associacdo de varias comorbidades amplamente descritas como relacionadas a
obesidade, como dislipidemias, inflamacdes crbnicas, resisténcia a insulina (RI), diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), hipertensdo arterial, complicagdes ortopédicas, bem como o aumento
da incidéncia da doenca gordurosa hepética ndo alcodlica (DHGNA)(7,10,35,36,37,38).

Complementarmente, as criancas e adolescentes obesos também tém maior propensdo a
sofrerem de comorbidades psicoldgicas, como depressao, ansiedade, baixa autoestima, além de

uma serie de distdrbios emocionais e comportamentais (7).

O excesso de peso na infancia e na adolescéncia tornou-se uma das preocupacdes mais
importantes na satde global, dado que, ao longo das Ultimas décadas a prevaléncia da obesidade
vem aumentando de forma significativa, sendo considerada pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) um dos principais problemas de salde publica e uma epidemia mundial (1-6).
Apesar de emergir como uma preocupacdo ha varias décadas, as estatisticas continuam
demonstrando que, com esse aumento na frequéncia da obesidade, ascendem,
concomitantemente, as complicagdes associadas que contribuem com a elevacdo da
morbimortalidade por doencas cronicas ndo transmissiveis na infancia e adolescéncia, causas

essas anteriormente descritas apenas na populagéo adulta(s,7,39).



20

Estimativas recentes sugerem que mais de 340 milhdes de criancas e adolescentes entre 5 e 19
anos de idade tém diagnostico de sobrepeso ou obesidade, segundo os critérios da OMS (40).
Os dados epidemiologicos evidenciam um aumento alarmante da prevaléncia da doenca na
faixa etaria pediatrica que, em 1975 era de 4%, ou seja ,124 milhdes de criancas e adolescentes
afetados, e, em 2016, alcancou 18% (10,40,41). No Brasil, muito embora exista uma escassez
de estudos de bases populacionais, os estudos disponiveis indicam que a prevaléncia entre
adolescentes de diferentes cidades do pais varia entre 15,3% e 29,1%, considerando os variados

critérios diagndsticos (42-44).

Em geral, do ponto de vista epidemioldgico e para estudos em grandes populac@es, 0 critério
antropométrico baseado no indice de massa corporal (IMC) é utilizado. A OMS, o Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas dos EUA (CDC, Center for Disease Control and Prevention)
e a Forga-Tarefa Internacional de Obesidade (IOTF, International Obesity Task Force) utilizam
definicOes diferentes para sobrepeso e obesidade em criancas e adolescentes. A OMS utiliza o
escore Z do indicador IMC/idade, de acordo com o género e a faixa etaria, comparado a um
parametro populacional previamente obtido com dados de crescimento de criancas e
adolescentes de cinco paises, incluindo o Brasil(44,45). De modo similar, o CDC-EUA utiliza
a mesma estratégia, contudo, com base em dados populacionais de criancas e adolescentes
norte-americanos (45). Diferentemente, a IOTF utiliza valores especificos de IMC para
classificar as criangas como tendo sobrepeso ou obesidade, obtidos por interpolacéo estatistica
a partir dos valores de IMC de 25kg/m? e de 30 kg/m?, respectivamente (37, 38,45-47).

Em estudos de comparages entre os critérios diagnosticos para obesidade, observou-se que 0s
critérios da IOTF mostraram maior especificidade, enquanto os critérios da OMS demonstraram
maior sensibilidade (10). Como a abordagem da OMS fornece as estimativas mais elevadas de
doenca potencial, este € 0 método preferido pela maioria dos servigos para rastrear a obesidade
em criangas mas, justamente por ter a melhor sensibilidade, incluira mais casos falso-positivos,
pois 0 IMC subestima o percentual de gordura corporal ou os niveis de adiposidade na
populagédo como um todo, e superestima a massa magra, como por exemplo, em atletas, cuja
massa magra tem maior peso e o IMC seria mais elevado, nédo representando corretamente a

alteracdo para o diagnostico de obesidade (10).
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Para além do uso do IMC, a quantificagdo da gordura corporal pode ser estimada através do uso
de ferramentas cientificas, tais como: i) afericdo de dobras cutaneas; ii) avaliagdo da
composicdo corporal através da andlise bioimpedancia elétrica, iii) pletismografia por
deslocamento de ar e iv) a ferramenta atualmente descrita como mais precisa, a absorciometria
de raio-X de energia dupla (DEXA, Dual-energy X-ray absorptiometry). Em comum, todos
esses metodos sdo de dificil uso rotineiro na pratica clinica diaria, alguns pela reprodutibilidade
em individuos muito obesos, como afericdo de dobras cutaneas; outros por dificuldade de
acesso em maior escala, como a pletismografia e 0 DEXA, ou pela dificuldade de preciséo da

mensuracdo, como na bioimpedancia e aferi¢do de dobras cutaneas(10,37).

O tecido adiposo é considerado um importante 6rgdo enddcrino e metabdlico, tendo o0s
adipdcitos como secretores de diversos horménios que interferem na regulacéo cerebral da fome
e saciedade, bem como no gasto energético. Atualmente, ja foram identificados mais de 400
genes que codificam elementos que atuam na regulacdo do peso corporal, interferindo na

ingestdo alimentar, no gasto energético ou em ambos.

Nessa perspectiva, a obesidade e a sindrome metabdlica sdo atualmente reconhecidas como
condicdes de inflamacdo crénica (48), promovidas e mantidas pela expressdo hormonal dos
adipdcitos. Entre as diversas adipocinas produzidas, a leptina € a principal adipocina com agéo
pro-inflamatoria, cujos niveis encontram-se elevados na obesidade(49-51). Sua principal
funcdo é como sinalizadora da saciedade, e sua acdo aumenta 0 gasto energético e o

metabolismo lipidico.

Os niveis séricos de leptina se correlacionam positivamente com a massa adiposa, indicando a
ocorréncia de resisténcia a leptina, por isso, individuos obesos apresentam niveis elevados de
leptina sem respostas anoréxicas esperadas(51,52). Como um contraponto a leptina, a
adiponectina, tem papel anti-inflamatorio, e protege contra a disfuncdo metabolica relacionada
a obesidade, resisténcia a insulina e acumulo de acidos graxos livres (AGL). Na obesidade

descreve-se niveis reduzidos dessa adipocina (49-51).

A acdo da leptina também se associa a uma desregulacdo do metabolismo lipidico, com
elevacdo dos niveis de AGL e reducao da oxidagdo dos mesmos, causando acumulo intracelular

de lipidios e lipoproteinas. Todo esse processo ocasiona uma disfuncéo celular em diversos
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tecidos (musculo cardiaco, hepatécitos, rins e células beta pancreéticas) (49-51). Como
consequéncia, 0os AGL, colesterol e seus metabolitos aumentam a expressdo de citocinas
inflamatdrias, incluindo o fator de crescimento do endotélio vascular, IL6 e TGF-B (53, 54).
Evidéncias recentes sugerem que o acumulo de lipidios leva a lesdo mitocondrial, o que

contribui com a evolugdo dos danos a diversos 6rgaos (55).

3.2 DHGNA e Resisténcia a insulina

A DHGNA ¢ a causa mais comum de doenca crénica hepatica em adultos e criangas(12,16,56).
E definida como um termo genérico que engloba a esteatose hepética, esteatohepatite e a
evolucéo para fibrose ou cirrose (18).

A DHGNA é compreendida como uma doenc¢a multissistémica e de fisiopatologia complexa,
gue pode acometer varios érgdos além do figado e relacionar-se com doencas cronicas extra-
hepéticas, em especial diabetes mellitus tipo 2, doenca crénica vascular e doenca renal cronica
(57).

Considerada como a repercussao hepatica da sindrome metabdlica, a sua prevaléncia aumenta
em consonancia com o aumento da prevaléncia da obesidade e € proporcional a gravidade da
sindrome metabdlica (58). A real prevaléncia da DHGNA na populacdo pediatrica é
desconhecida em funcdo da falta de informacdo em literatura, além de variar amplamente a
depender dos métodos diagndsticos utilizados e das caracteristicas da populacdo estudada(12,
59). Os dados disponiveis sugerem que a esteatose hepatica afeta cerca de 2,6% das criancas e
9,6% dos adolescentes, embora a sua prevaléncia varie entre 12 e 80% em criancas
obesas(12,14,19).

Dados de uma revisdo sistematica com metanalise sobre a prevaléncia da DHGNA em criancas
e adolescentes, descreveu, em estudos populacionais, uma prevaléncia média geral de 7,6% e,
em populacdes obesas, essa frequéncia aumentou para 34,2% (12), reforcando a associagédo

entre obesidade a alteracdo hepatica.

No Brasil ndo existem dados muito precisos sobre a prevaléncia de DHGNA na populagéo
pediatrica. Alguns estudos demonstram que a frequéncia da doenca varia conforme o IMC, a

idade, 0 sexo e a origem étnica, sendo maior no sexo masculino, quanto maior o IMC e a idade
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(12, 53). Os estudos que descrevem maior prevaléncia de DHGNA na populagdo pediatrica
adolescente (entre 11 e 19 anos), relatam o dobro da frequéncia em criancas do sexo masculino
(12,17,18). Entre adolescentes, as alteragdes de composicdo corporal e de niveis hormonais,
associadas a resisténcia fisiolégica a insulina da puberdade, juntamente com aspectos
comportamentais, como as escolhas alimentares e ao sedentarismo, mais frequente nesta faixa
etaria do que na infancia, contribuem para o desenvolvimento da obesidade e,

consequentemente, da ocorréncia da DHGNA(56).

Em relacdo as diferencas sexuais na frequéncia da DHGNA relatadas como mais impactantes
entre homens, também sdo descritas diferencas quanto ao risco de evolugdo para
esteatohepatite, mais comuns também entre os meninos (12,17,18). 1sso se deve ao fato de que
0s estrdgenos atuam como protetores contra apoptose celular, tém efeito anti-fibrinogénico e
reduzem a peroxidacdo lipidica, uma das principais vias que se acredita aumentar o risco de

progressdo da DHGNA para esteatohepatite (54).

A histéoria natural da DHGNA parece variar de acordo com o tipo histologico. Assim, a
esteatose, fase inicial da doenca, pode evoluir para esteatohepatite, fibrose e posteriormente
cirrose. Dados limitados de literatura sobre a evolugdo da doenca na faixa etaria pediatrica
sugerem maior morbimortalidade nesse grupo, quando comparados aos adultos, pois considera-
se doenca de inicio precoce, podendo representar um feno6tipo mais agressivo. Descreve-se
cerca de quinze a vinte por cento das criancas com DHGNA apresentando fibrose igual ou

superior ao estagio 3 no momento do diagnostico(18,60-62).

A patogénese da DHGNA esta parcialmente elucidada. Geralmente, se aceita a hipotese
intitulada de “multiplo hit”, enfatizando o papel dos AGL circulantes e da RI. Descrita como
um dos principais fatores na patogénese da DHGNA, a Rl € considerada uma resposta
metabolica inadequada a acdo da insulina nas células de varios tecidos, como o muscular,
adiposo e hepatico(54). Assim, na obesidade, a presenca da resisténcia a insulina associada a
um estilo de vida sedentario e a habitos alimentares inadequados causam uma reducdo na
oxidacgéo de lipidios do musculo esquelético e promovem a lipogénese hepatica de novo(20).
Fisiologicamente, a insulina controla a producdo hepatica de glicose regulando a lipélise dos
adipdcitos, levando a diminuigdo do fluxo de &cidos graxos para o figado (56). A gordura pode
se acumular no figado na forma de triglicérides ou de AGL, em que o primeiro ndo tem

potencial hepatotdxico descrito e, em contrapartida, o segundo causa disfun¢do mitocondrial e
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producdo de radicais livres, causando com isso, disfuncdo no reticulo endoplasmatico
celular(56). O acumulo dessa gordura nos hepatdcitos associados ao estresse oxidativo e a
inflamacéo que se segue, da doenca hepatica, que resulta em esteatohepatite, conhecida como
NASH (Non-Alcoholic SteatoHepatitis) e, apos alguns anos, pode resultar em fibrose e cirrose
(56, 63). O acumulo dessa gordura nos hepatdcitos associados ao estresse oxidativo e a
inflamacdo que se segue, culminardo na doenca hepatica progressiva, resultando em
esteatohepatite, conhecida como NASH (Non-Alcoholic SteatoHepatitis) e que, apos alguns

anos, podera vir a transformar-se em fibrose e cirrose (56,63).

3.3 A microbiota intestinal na obesidade e as repercussdes no eixo intestino-figado

O corpo humano abriga mais de 10-100 trilhdes de microorganismos, incluindo bactérias,
argueas e eucariotos, protozoarios e fungos. De fato, existem 10 vezes mais cepas microbianas
que células humanas em um individuo adulto, o que contribui para que o homem tenha 100
vezes mais genes bacterianos que 0s existentes em seu préprio genoma humano. Sao mais de
mil espécies bacterianas em relacdo de simbiose com o organismo, exercendo funcgdes e
interferindo diretamente, especialmente no metabolismo energético, regulacdo hormonal e na
imunidade (64-67).

A microbiota é definida como sendo a comunidade microbiana associada ao corpo (incluindo
bactérias, bacteriofagos, fungos, protozoarios e virus) e os seus genes (microbioma) (68). A
colonizag&do bacteriana se inicia no Utero e é alterada de forma dindmica ao longo da vida. O
microbioma da crianga difere muito do adulto, iniciando com baixa diversidade e tornando-se
gradualmente mais complexo com o tempo (64,68-69). De fato, o microbioma infantil é
altamente moldado pela via de parto (vaginal ou cesarea), pelo contato materno (microbiota
materna), ingestdo do colostro e, pela ingestdo do leite materno, contato com microrganismos

ambientais, bem como pela exposicao precoce a antibioticos (64,68-71).

A composic¢do da microbiota infantil evolui e torna-se mais parecida com a dos adultos por
volta dos trés anos de idade, muito embora s6 na idade adulta a microbiota atinge seu pico de
complexidade, em termos de quantitativos de bactérias, diversidade e estabilidade genética(71-
72). Por ser moldada também por condi¢cbes ambientais, a microbiota sofre alteracdes em

diferentes regibes geograficas, a depender do tipo de alimentacéo (68-69)
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A maior parte das bactérias que compdem a microbiota humana esta localizada no sistema
digestorio, predominantemente no célon, embora a pele, a cavidade oral e vagina tenham a sua
microbiota especifica(66). Estima-se que entre 1000 e 1150 espécies bacterianas colonizam o
sistema digestério humano, com cada individuo abrigando cerca de pelo menos 160 dessas
espécies (71-72).

Os principais filos que representam cerca de 90% da microbiota do sistema digestorio séo:
Firmicutes e Bacteroidetes, mas descreve-se ainda os filos Actinobacteria, Proteobacteria e
Verrucomicrobia, bem como Archaea (66,72). Cada filo contém géneros distintos de bactérias;
0 Firmicutes possui mais de 250 géneros, incluindo Lactobacillus, Mycoplasma, Bacillus, e
Clostridium, dentre outros organismos produtores de butirato. Os Bacteroidetes, por sua vez,
possuem cerca de 20 géneros, dos quais 0 género mais abundante é o Bacteroides, mas também
sdo representados por Prevotella e Xylanibacter, responsaveis pela degradacdo de muitos
glicanos complexos. O filo Archaea é representado pelo Methanobrevibacter smithii,
responsavel pela producdo de metano na luz intestinal(66) Os remanescentes 10% incluem as
Actinobactérias  Gram-positivas e as  Proteobactérias  Gram-negativas e 0S
Verrucomicrobia(72).

A microbiota intestinal exerce varias funcdes, dentre elas pode-se destacar a fermentacéo das
fibras dietéticas, atuando como fonte adicional de energia para o hospedeiro, sintese de
vitaminas e outros compostos bioativos que sdo absorvidos pelo epitélio intestinal,
interferindo em funcbes metabdlicas diversas, além de exercer varias fun¢fes imunolégicas,

enddcrinas e relacionadas a regulacdo neural(71).

A disbiose intestinal é uma condicdo na qual a homeostase bacteriana intestinal esté alterada.
As alteracdes no conteddo bacteriano, bem como em suas fun¢Ges metabdlicas, ou quaisquer
alteracdes na distribuicdo bacteriana no intestino, que estdo associadas a um estado de doenca,

podem ser caracterizadas como disbiose (73).

Os estudos que comprovaram a atuagdo da microbiota intestinal naobesidade inicialmente
foram experimentais, com camundongos descritos como "germ free", ou seja, com intestino
livre de germes, nos quais observou-se a auséncia de obesidade, ainda que submetidos a dieta

obesogénica. Adicionalmente, quando esses recebiam transplante fecal dos seus pares obesos,
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desenvolviam a patologia. Novas descobertas em estudos experimentais demonstraram que
camundongos obesos possuiam niveis mais elevados de Firmicutes e niveis mais baixos de
Bacteroidetes do que seus irmdos magros, da ninhada(66,72-75). Tais achados em modelos
animais sugeriram um papel relevante da microbiota intestinal na etiologia da obesidade.

Em humanos, varios estudos observacionais descrevem maior abundéncia do filo Firmicutes e
menor abundancia de Bacteroidetes em obesos, quando comparados com suas contrapartes
magras (71-72).

De fato, apesar das diferencas anatdmicas e de composi¢do da microbiota entre humanos e
camundongos, alguns estudos que utilizaram sequenciamento genético, descrevem menor ou
maior abundancia do filo Bacteroidetes, maior abundancia do filo Firmicutes e maiores
concentracdes de lactobacilos na microbiota intestinal de adultos obesos e com sobrepeso, em

comparacgdo com individuos magros(64,75).

A obesidade também tem sido associada a menor diversidade da microbiota, que por sua vez,
estd diretamente associada as diferencas na capacidade metabdlica, fatores importantes na
patogénese da doenga (72,74). Dados de literatura demonstram que criangas com sobrepeso
tendem a ter um quantitativo menor de lactobacilos na sua microbiota € um ndmero mais
elevado de B. fragilis aos seis meses de idade(76). Uma vez que os dados trazem evidéncias
acerca do papel da microbiota na etiologia da obesidade, torna-se importante compreender por
quais mecanismos esse efeito pode ser explicado. Existem varios mecanismos descritos,

relacionando a a¢do da microbiota intestinal na obesidade, sendo os principais, 0s que seguem:

1) Aumento da absorc¢do de nutrientes, maior disponibilidade de calorias e aumento da
lipogénese: em estudos experimentais com camundongos, observou-se aumento da
captacdo de monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos ndo absorvidos da dieta pelo
colén, associado ao aumento na quantidade de capilares no endotélio epitelial. Essa
condicdo aumenta a disponibilidade hepéatica desses carboidratos, que sdo fermentados, em
parte, pelos componentes da microbiota colénica, que produzira os acidos graxos de cadeia
curta (AGCC), especialmente acetato, propionato e butirato, dioxido de carbono (CO>) e
hidrogénio (H.). Dentre estes AGCC, o butirato é utilizado como substrato energético
principal para os enterdcitos. Adicionalmente, o acetato e o propionato sdo absorvidos e

utilizados pelo figado como substratos para a lipogénese e a gliconeogénese, resultando em
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maior disponibilidade de calorias para o hospedeiro, na forma de gordura para os tecidos
periféricos, aumentando a gordura corporal total. Esse mecanismo pode fornecer até 10%
da ingestdo calorica diaria, dependendo do contetido da dieta. Estudos de metagendmica ja
identificaram que os genes responsaveis pela sintese de AGCC sdo comumente expressos
pela microbiota colénica (65,66,71,72). Além dessa atuacdo ja descrita, 0s AGCC séao
capazes de atuar nas células enddcrinas intestinais, regulando a liberacdo de glucagon like
peptideo (GLP-1), interferindo na homeostase do apetite, e no metabolismo lipidico e
glicidico(72). Especificamente em relacdo as alteracbes hormonais promovidas pelos
AGCC, é descrito que o acetato aumenta a liberacéo de leptina pelas células de gordura; o
butirato e o propionato aumentam a secrecao de PYY (peptideo YY) e GLP-1 no intestino
e as taxas de lipdlise e lipogénese nas células de gordura. Ressalta-se que a regulacao do

apetite via hipotdlamo ocorre, diretamente, atravées da secrecao de GLP-1 e do PYY(71).

Reduc¢do da atividade do fator adiposo induzido pelo jejum (Fiaf): o Fiaf é um
supressor da lipoproteina lipase (LPL) do tecido adiposo e a reducéo da sua atividade leva
ao aumento da captacdo celular de acidos graxos e consequente armazenamento de
triglicerideos nos adipdcitos(64,66,70,72,74). Alguns componentes da microbiota
gastrointestinal sdo capazes de suprimir a expressao de genes do hospedeiro para algumas
proteinas, como o Fiaf, sendo esse mecanismo um promotor de lipogénese. Outro achado
ja descrito na literatura corresponde ao fato de que a microbiota oriunda de uma dieta rica
em gordura, reduz a expressdo dos genes do hospedeiro que codificam proteinas
responsaveis pelas ligacdes intercelulares do epitélio intestinal. Como sera descrito adiante,
essa reducdo aumenta a permeabilidade da mucosa a alguns fatores que promovem

aumento da inflamacéo e alteram o funcionamento hormonal intestinal(64,72,77).

Promoc¢do da Inflamacdo: A obesidade é descrita como uma doenga associada a
inflamacdo cronica, e a microbiota intestinal tem importante contribuigdo nesse aspecto.
Descrita como contendo mais bactérias gram-negativas, a microbiota do obeso estimula a
inflamacdo através dos seus lipossacarideos (LPS), que sdo componentes da parede celular
dessas bacterias. Esse componente exerce um papel importante na génese da inflamagéo e
resisténcia a insulina. Atraves da sinalizacdo com os Toll Like Receptor (TLR), os
macrofagos sdo estimulados a produzirem citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-a, IL-1

e IL-6, contribuindo assim para a resisténcia a insulina e aumentando o estoque de lipidios
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no tecido adiposo(66,71,72). A consequente inflamacdo sistémica de baixo grau tem sido
implicada no desenvolvimento de aterosclerose e DM21(72). Assim, esses mecanismos néo
apenas contribuem para o ganho de peso, mas também para o desenvolvimento de

processos patogénicos cronicos e progressivos.

Neste processo fisiopatogénico, o estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica desempenham um
papel importante na patogénese da DHGNA, pois seus produtos finais podem induzir leséo
hepatocelular e fibrogénese. O figado € o principal 6rgdo que desintoxica o excesso de
moléculas de heme- pela a¢do da heme-oxigenase. A heme oxigenase-1 (HO-1) é uma proteina
responsiva ao estresse, que desempenha um papel fundamental contra o estresse oxidativo, pois
ao clivar o radical heme- (pré6-oxidante) promove a liberacdo de monoxido de carbono,
biliverdina, bilirrubina e ferro livre. Esses produtos atuam com atividades antioxidantes, anti-
inflamatorias e antiapoptdticas. A superproducdo de biliverdina e bilirrubina serve como um
mecanismo de defesa antioxidante, ou seja, inibindo a oxidagdo do LDL (78,79).

O TGF-B é membro de uma familia de citocinas com atividade multifuncional. Durante a
fibrogénese hepaética, as células estreladas no figado produzem TGF-B, e os seus niveis séricos
se elevam em pacientes com DHGNA, e em maiores propor¢6es naqueles que evoluem para
NASH. O TGF-B controla a deposicao da matriz extracelular das proteinas de cicatrizacio,
como colageno, fibronectina, proteoglicanos e acido hialurénico. Embora os estudos sobre essa
citocina e DHGNA, ainda sejam escassos, tém sido descritos niveis séricos mais elevados em
pacientes com DHGNA e, significativamente maiores, naqueles que evoluem para NASH. Esse
achado potencializa essa citocina ao papel de potencial marcador bioquimico, ndo invasivo, de

evolucdo para fibrose hepatica (80,81).

Diversos avancos tecnoldgicos foram desenvolvidos na ultima década para caracterizacdo da
microbiota intestinal, especialmente a tecnologia de sequenciamento de alto rendimento que
possibilitou o conhecimento da composi¢cdo do microbioma e suas fungoes, suas relacbes com
patologias diversas, especialmente as doencas metabolicas, sendo as mais prevalentes a DM2 e
obesidade(82).

A DHGNA, especialmente a NASH em estdgio mais avancado, representa uma das

comorbidades comuns da obesidade e DM2 na adolescéncia. Essas trés condigfes clinicas
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compartilham mecanismos comuns no processo fisiopatoldgico(82,83). De fato, a resisténcia a
insulina é considerada como fator de maior importancia na patogénese da DHGNA, como ja
descrito anteriormente, na teoria de multiplos insultos (multiple hits). Neste caso, 0 acumulo
hepatico de gordura é o primeiro insulto, sendo a resisténcia a insulina, responsavel por essa
ocorréncia, seguida de multiplos. fatores que perpetuam a patogénese da doenca (84,85,86).
llustrado na Figura 1.

Figura 1 - Eixo intestino -figado na DHGNA (Hipotese de multiplos insultos)
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Do lado esquerdo, os componentes do eixo intestino-figado na sua funcdo normal; do lado direito, o status
DHGNA. O microbioma disbi6tico, associado ao aumento da permeabilidade de barreira intestinal com a
translocagdo de alguns produtos bacterianos para a veia porta, especialmente o LPS. Esses produtos
bacterianos interagem com os receptores Toll-like (TLRs) na superficie das células hepéticas, desencadeando
respostas inflamatorias, contribuindo para o desenvolvimento da DHGNA. Abreveaturas: AB= Acidos
biliares; AGCC= Acidos graxos de cadeia curta; LPS=Lipopolissacarideo ; TMA = Trimetilamina ; TLRs =
Receptor Tool-like . Adaptada de Safari, et al. ,2020(86)

No estado de resisténcia a insulina ocorre um estimulo para a lipogénese hepatica de novo, e
também uma funcdo potente em suprimir a lipélise a nivel de tecido adiposo, aumento com isso
o efluxo de AGL para o figado (84,86). Esse processo resulta no acimulo de gordura nos
hepatdcitos e, posteriormente, na evolugdo para um processo inflamatério, a esteatohepatite,
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que culmina na ocorréncia de fibrose e cirrose hepéticas. Destaca-se que todo esse processo tem

no estado de resisténcia a insulina uma condigdo fundamental para seu desenvolvimento.

Fatores genéticos ou alteracdes epigenéticas podem interferir no contetido de gordura hepatico,

contribuindo para a progresséao para inflamacdo (NASH) e fibrose. A cascata de sinalizacéo da

insulina em pacientes com DHGNA sofre agédo direta de fatores ambientais (dieta rica em

gordura ou frutose e a disbiose intestinal), contribuindo para além do desenvolvimento da

doenca, como também para a sua progressao(84-87).

Os principais mecanismos associados ao caminho fisiopatogénico da microbiota intestinal e a

DHGNA estdo descritos a seguir:

A)

B)

Producdo de LPS por bactérias gram-negativas: como ja descrito previamente, a
microbiota do obeso tem composicdo diferente, possuindo mais bactérias do filo
bacteoidestes e mais bactérias gram negativas produtoras de LPS. Essas bactérias atuam
diretamente nos receptores PAMPs (padrdo de moléculas associada a patdgenos) e 0s
principais sdo os receptores Toll like (especialmente os TL4 e TLR5), induzindo uma
resposta inflamatdria marcada, especialmente, pela maior producéao de IL6 e TNF-alfa,
que aumentam a permeabilidade da mucosa intestinal. Esse processo resulta na elevagao
dos niveis plasmaticos de LPS, com piora da resposta a insulina e, por conseguinte,
interferindo também na patogénese da DHGNA (82,85,87).

Producéo de Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC): os AGCC produzidos pela
microbiota intestinal exercem um papel importante na funcdo de barreira intestinal, tem
efeito anti-inflamatorio e promovem maior oxidacdo de AGL, além de aumentar o gasto
energético (85). Logo, esse processo desfavorece o surgimento e a progressdo da
obesidade. Contudo, uma reducdo na populacdo de bactérias que produzem
determinados tipos de AGCC podem contribuir com a resisténcia a insulina. Os AGCC
sdo importantes em diversas funcbes no epitelial intestinal. O butirato, por exemplo,
aumenta a producdo de muco e afeta a expressdo de proteinas responsaveis pelas
juncdes firmes intercelulares dos enterocitos. Assim como o butirato, o acetato também
exerce fungéo de protegdo da barreira intestinal. Ambos podem aumentar a oxidagéo de
acidos graxos e o gasto energético, reduzindo o peso corporal. Dentre os efeitos anti-

inflamatorios recentemente conhecidos do butirato, estd a indugdo de geracéo
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extratimica de células Treg anti-inflamatérias que, no tecido adiposo, reduzem a

infiltracdo macroféagica, um fator que melhora a resisténcia a insulina(85).

Metabolismo de acidos biliares e producé@o de aminoéacidos de cadeia ramificada:
Os &cidos biliares sdo reconhecidos como importantes reguladores do metabolismo
lipidico. As bactérias intestinais atuam sobre os acidos biliares priméarios, gerando 0s
acidos biliares secundarios. Estes ativam os receptores TLR5, que ativam a secrecédo de
GLP1 nas células intestinais, resultando no efeito protetor para a resisténcia a
insulina(85). Os acidos biliares também se ligam ao receptor Farsenodide X (FXR) que
é um fator de transcricdo para controle de fungdes metabdlicas. O papel da microbiota
intestinal na regulacdo da diversidade na producdo de acidos biliares secundarios via
receptor FXR é bem reconhecido, pois em pacientes com DHGNA tém menor
diversidaden o Pool de &cidos biliares(85,86,89). Outro mecanismo interligado ao
processo de Rl e DM2 corresponde ao aumento dos niveis de aminoéacidos de cadeia
ramificada (branched-chain amino acids - BCAA)circulantes. Os mecanismos que
correlacionam a resisténcia a insulina e os niveis de BCAA circulantes ainda sdo
controversos, mas a microbiota intestinal parece ser uma fonte importante de leucina,

isoleucina e valina(85).

De fato, os acidos biliares produzidos em resposta a uma dieta rica em gordura também
promovem crescimento de Clostridium, agente envolvido no aumento da producao de
BCAAs por protedlise(85). Adicionalmente, comparando a microbiota intestinal de
pacientes portadores de DHGNA, com individuos sem a doenca, observou-se que havia
maior quantidade intestinal de bactérias gram-negativas no grupo com doenca hepatica.
Os autores informam uma elevacao de até 20% para bactérias do filo Bacterioidetes, em
pacientes com DHGNA e, reducdo de até 24% de Firmicutis, especialmente 0s géneros
produtores de AGCC. Associado, ocorreu também elevacdo nos géneros de bactérias
produtoras de LPS(86).

Aumento da permeabilidade da mucosa intestinal e inflamag&o: o aumento da
permeabilidade intestinal esta relacionado a funcdo das juncgdes intercelulares do
epitélio intestinal. Em estudos experimentais foi observado que camundongos
deficientes na molécula de adesao juncional A (JAM-A) apresentam um aumento da

permeabilidade intestinal(90). Esse aumento da permeabilidade permite que produtos
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derivados das bactérias intestinais, especialmente o LPS, o peptidoglicano e 0 DNA
(&cido desoxirribonucleico) bacteriano possam atingir a veia porta e assim ativar o0s
TLRs nas células de Kupffer, levando a uma cascata inflamatoria e com isso piorando
a resposta a insulina responsavel pela patogénese da DHGNA e potencializando a

evolucdo para esteatohepatite e fibrose (90).

Consumo de energia e fermentacdo anaerodbica: a microbiota intestinal atua no
metabolismo energético do hospedeiro, contribuindo para o desenvolvimento ou piora
da obesidade e resisténcia a insulina, condi¢cBes que se associam, fortemente, a
DHGNA. Essas bactérias que compdem a microbiota, fermentam polissacarideos nao
digeriveis, gerando monossacarideos e AGCC, aumentando a extracdo de energia por
parte do hospedeiro. Descreve-se a atuacdo dos AGCC na termogénese e gasto
energeético, no controle da saciedade, na ativacdo de gliconeogénese, modulacdo da
inflamacdo intestinal e na regulacéo de hormdnios intestinais, especialmente o GLP1 e
0 PYY. Existe ainda a descri¢cdo do aumento da atividade de lipase liproproteica (LPL),
aumentando o acumulo de gordura hepaética, além da alteracdo da motilidade intestinal
contribuindo com maior absorg¢éo(70,86,90).

O butirato exerce uma funcéo de protecédo de barreira de mucosa intestinal e aumento
do gasto energético do hospedeiro. Nos pacientes com DHGNA, observa-se
supercrescimento bacteriano em intestino delgado e na disbiose intestinal predominam
bactérias gram negativas produtoras de LPS (83,91). A abundéancia de Bacterioides
correlacionou-se com reducgédo de producdo de AGCC(92). Similarmente descrito na
populacdo pediatrica com Bacteroidetes mais abundantes e Firmicutes menos
abundantes, bem como propor¢bes mais elevadas dos géneros Prevotella e
Escherichia(93).

Regulacao do metabolismo da colina: a colina é essencial para a producdo de VLDL
(Very Low Desity Lipoprotein) colesterol e para a transferéncia hepética de gordura.
Dietas isentas de colina sdo utilizadas em estudos experimentais para induzira DHGNA
em animais. A reducdo da colina, além de reduzir o VLDL, reduz a beta oxidacéo,
causando deposito de AG e colesterol, aumentando o estresse oxidativo, 0 que resulta
em alteragdes em citocinas e adipocinas com leve infamacdo hepética. A microbiota

intestinal tem um papel fundamental na conversdo da colina em dimetilamina e
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trimetilamina, reduzindo assim os niveis de colina, contribuindo para o dano hepatico
(70,83,86).

G) Producdo endogena de etanol: o etanol € um metabdlito microbiano derivado da
fermentacdo sacarolitica e alimentacdo cruzada da microbiota intestinal. A literatura
descreve que pacientes com NASH e obesidade possuem maior quantidade de bactérias
produtoras de etanol nas fezes, bem como concentracdes aumentadas de etanol na
circulacéo sistémica e respiracao(91,94). O etanol derivado das bactérias intestinais (ou
0 metabdlito oxidado acetaldeido) estd possivelmente envolvido na progressdo da
DHGNA por meio de agdo hepatotoxica direta, além de interferir na funcéo de barreira
intestinal, resultando em aumento da endotoxemia, contribuindo ainda mais para a
progressdao da DHGNA e evolucdo para NASH (91,94).

3.4 Avaliacdo diagnostica na DHGNA

A DHGNA ¢ frequentemente assintomatica. Assim, a triagem para a doenca tem indicacéo para
que se inicie o tratamento precoce e busque evitar a progressdo para doenga hepatica irreversivel,
que é a fibrose e, posteriormente, a cirrose. A identificacdo precoce da doenca permite
implementar medidas de mudancas de estilo de vida, que se mostraram eficazes na reversao da
DHGNA e até mesmo da NASH (18).

A NASPGHAN (North American Society For Pediatric Gastroenterology, Hepatology &
Nutrition) recomenda a utilizacdo de dosagem da Aminotransferase de alanina (ALT) como
exame de triagem. A dosagem desse marcador bioguimico esta universalmente disponivel, tem
baixo custo e € minimamente invasivo. Apesar de ser descrito como possuidor de boa
sensibilidade, existe grande divergéncia na literatura a respeito de quais medidas de referéncia
devem ser utilizados para a triagem da DHGNA(18). Valores de ALT acima de 50 U/L, em
meninos, e acima de 44 U/L, em meninas, eram descritos como niveis de alerta para a presenca
de DHGNA(13). Embora, em 2010, Schwimmer et al. propuseram usar um valor de referéncia
mais baixo, respectivamente de 25 U/L e 22 U/L, para meninos e meninas(95).

A Academia Americana de Pediatria, nas suas diretrizes de 2007 ja recomendava a triagem

bianual com dosagens de AST e ALT (aminotransferase de aspartase), a partir dos 10 anos de
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idade para criangas com diagnostico de obesidade e para as que apresentavam sobrepeso com
fatores de risco associados. Adicionalmente, se os niveis de ALT e AST ultrapassassem duas
vezes o limite superior da normalidade, havia recomendacdo de encaminhamento ao
especialista(96). Em recente publicacao de algoritmo de diagndstico e tratamento da obesidade,
Cuda & Censani (2019) j& recomendam a triagem com dosagens das enzimas hepéticas em
criangas obesas ou com sobrepeso possuindo 2 ou mais fatores de risco associados, ja a partir
dos 2 anos de idade(97).

Apesar do uso dos valores de ALT em pontos de corte mais baixos para identificar possiveis
criangas e adolescentes com acimulo de gordura hepética(95), ha descri¢do de anormalidades
histoldgicas, incluindo fibrose significativa, em criancas que apresentavam niveis normais ou
apenas levemente elevados de ALT. Isso indica que a dosagem de ALT isolada ndo € uma
ferramenta de rastreamento ideal para a presenga de DHGNA(15,98). A ALT, quando elevada
pode representar a evolugdo para esteatohepatite e subsegeuntemente para fibrose. Os sinais
clinicos potenciais de maior risco para fibrose em criancas com esteatohepatite sdo: ALT
elevada (geralmente >80 UJ/L), esplenomegalia e a relagio AST/ALT < 0,8 (18,99).
Adicionalmente, a presenca de panhipopituitarismo e DM2 séo fatores de risco clinicos
conhecidos para esteatohepatite e fibrose avancada (15,56,99).

De forma a complementar o processo de investigacdo inicial para a presenca de esteatose hepatica,
0s exames de imagem também sdo descritos como métodos de triagem diagndstica da DHGNA.
A ultrassonografia de abdome, apesar de ser um método fécil e disponivel, apresenta baixa
especificidade e sensibilidade para o diagndstico da doenca, especialmente em criangas cujo
percentual de hepatécitos acometidos é inferior a 33% (100). Adicionalmente, o método
ultrassonografico é impreciso na quantificacdo da esteatose em criancas com DHGNA(18).
Assim, exames radioldgicos mais acurados, tais como a tomografia computadorizada (TC) e a
ressonancia nuclear magnética (RNM), tém sido propostos, apesar de terem acesso mais restrito,
especialmente para criangas de menor idade. Apesar de ambos serem métodos de custo elevado,

alguns centros pediatricos ja o utilizam para o diagnostico da DHGNA(15,18).

Dados de estudos em adultos e criangas mostram que a TC de abdome apresenta sensibilidade de
46% a 72% e especificidade de 88% a 95% no diagnostico da DHGNA. Seu uso porém, como

teste de triagem para DHGNA, € inadequado devido a elevada exposi¢do radioldgica, acentuada
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pelo acesso mais restrito e a necessidade de sedagdo em criangcas menores(101). A RNM foi
validada e demonstra ser um método preciso para a deteccdo e quantificacao da esteatose hepética
em adultos e criancas(102). Através da RNM ocorre a quantificacdo da esteatose hepatica através
da fracdo de gordura de densidade de protons (PDFF - Proton Density Fat Fraction), com elevada
acurécia(103-105). Adicionalmente, a elastografia, método aplicado durante a realizacdo da
ressonancia, identifica o grau de fibrose e é importante para estabelecer o diagndstico de NASH
e cirrose (15,103-105).

Definida como o padrdo ouro para o diagnéstico acurado do estdgio da DHGNA, a bidpsia
hepatica é pouco realizada em pacientes pediatricos, devido a invasibilidade e riscos de
complicacdes. Esta indicada para a avaliacdo da DHGNA em criangas com risco aumentado de

esteatohepatite e/ou fibrose avancada (13,18,56).

3.5 O uso dos probidticos como opcéo terapéutica para a DHGNA

As modificacdes no estilo de vida (dieta e atividade fisica) sdo o principal tratamento para
DHGNA. Vérios estudos, mesmo com metodologia heterogénea e tempo de tratamento variado,
demonstraram eficacia dessas mudangas na obesidade e, consequentemente, na DHGNA.
Embora saibamos que em adultos a reducdo de 10% do peso corporal impacta em até 90% de
regressao da esteatohepatite, ndo existem evidéncias suficientes que determinem qual o grau de
reducdo do IMC/idade ou qual percentual de perda ponderal é necessario para a melhora da
DHGNA em criangas e adolescentes(18, 56).

Em relacdo a medidas farmacoldgicas, embora existam ensaios clinicos para o tratamento da
DHGNA na populacdo pediatrica, esses sao escassos. Ademais, apresentam algumas limitagdes
importantes, como a auséncia de padronizacdo dos critérios diagnosticos, a auséncia de
randomizacéo e a auséncia de grupo controle, com abordagens de intervencéao variadas. Soma-
se a isso, o fato de que a realizacdo de estudos que envolvem o tratamento da DHGNA
pediatrica é de dificil execucdo, uma vez que ndo existem ainda padronizados biomarcadores
ndo invasivos validados para a faixa etaria, e o conhecimento preciso da historia natural de

evolucdo da doenca ainda ndo é ser uma realidade totalmente elucidada(30,56,99).
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A despeito das dificuldades observadas, alguns farmacos tém sido avaliados no tratamento da
DHGNA. A metformina e a vitamina E s&o os medicamentos mais testados em ensaios clinicos
ou estudos de coorte(18). O estudo TONIC foi um importante ensaio clinico multicéntrico, que
envolveu 173 criancas e adolescentes de 8 a 17 anos. Esse estudo realizado em trés bragcos
(uso de metformina, vitamina E o aconselhamento sobre mudanga de estilo de vida), e cujo
desfecho primério foi a reducdo sustentada de ALT e secundério, a alteragcdo histoldgica,
realizada em um subgrupo, porém néo foi observada diferenca quanto ao uso da metformina
em relacdo ao grupo placebo, mas observou melhora histoldgica no grupo que utilizou a
vitamina E (106).

Outros estudos posteriores ndo demonstraram superioridade da Vitamina E em relacdo as
mudancas de estilo de vida (107,108). De modo similar, estudos envolvendo o uso do &cido
ursodesoxicolico também ndo demonstraram a sua eficicia no tratamento da DHGNA
pediatrica (18,56). Entretanto, campo dos nutracéuticos, ha referéncia ao uso de probidticos

para tratar as doencas hepaticas, inclusive a DHGNA como uma intervencao promissora(30).

Probidticos sdo definidos pela OMS como microrganismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem beneficio a salde do hospedeiro(109). Para ser
classificado como probi6tico, o produto deve ser definido taxonomicamente (género, espécie e
nivel de cepa), e os beneficios de seguranca e salde devem ser apoiados por dados de estudos

reproduziveis em humanos (109).

Em estudos variados em modelos animais, sdo descritos efeitos benéficos do uso de probidticos
na perda ponderal, na resisténcia a insulina e gerenciamento de hiperlipidemia. Conforme
descrevemos anteriormente, essa atuacao da microbiota intestinal tem habilidade potencial para
hidrolisar sais biliares, reduzir o acimulo de gordura e a inflamacgdo sistémica, diminuir a
leptina plasmatica, além de atuar melhorando a evolugdo da DHGNA(56,110). Existem amplas
variedades de espécies de bactérias e 0s estudos sdo bastante heterogéneos no que diz respeito
aos géneros utilizados, as doses e ao tempo de intervencdo (114,115). As bactérias pertencentes
aos geéneros Lactobacillus, Streptococcus e Bifidobacterium, sdo os probioticos mais
frequentemente utilizados, por integrarem o microambiente normal do intestino humano e pelos

achados de literatura que apoiam a utilizacdo mais frequente desses géneros (113,114).
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Kobyliak, N et al., (2018) (115) em um ensaio clinico randomizado, duplo cego e placebo
controlado, no qual avaliou 58 adultos obesos com DHGNA, e cuja intervengdo durou 8
semanas, com um mix multicepas com 14 espécies (Géneros: Lactobacillus + Lactoccocus,
Bifidobacterium, Propionobacterium e Acetobacter), demonstrou resultados estaticamente
significativos entre os grupos favoraveis ao uso de probidticos, avaliando a rigidez hepatica por
elastografia, niveis de AST e GGT, TNF alfa e IL-6(115). Outro estudo de intervencdo em
adultos obesos com DHGNA, realizado por Ahn, SB et al. (2019) no qual o desfecho principal
foi a reducdo do PDFF a RNM de figado, utilizou uma mistura com 6 espécies de probioticos
por 12 semanas, demonstrou uma reducdo estatisticamente significativa de gordura hepética no
grupo que utilizou probidticos no grupo placebo, além da reducdo do peso corporal e a gordura

corporal, que s6 ocorreram no grupo que utilizou probidticos(116).

Com base em resultados descritos em estudo de revisdo sistematica com metanalise e, em
virtude de n&o existir nenhum tratamento descrito como efetivo para o tratamento da DHGNA,
a utilizacdo de probidticos tem sido uma estratégia promissora para tratar a obesidade e
DHGNA(93).

Revisdo da colaboracdo Cochrane e outra revisdo sisteméatica com meta-anélise, com estudos
na faixa etéria pediatrica, relatam que o tratamento com probidticos em pacientes com DHGNA
e NASH, ndo poderia ser recomendado devido a falta de ensaios clinicos randomizados
(30,117), associados a grande heterogeneidade metodol6gica observada no que diz respeito aos
probidticos utilizados, tempo de uso, dose utilizada e perfil dos individuos avaliados (118).
Revisdes de literatura realizadas mais recentemente, descrevem um efeito promissor do uso de
probidticos para tratar DHGNA (119,120).

A maioria dos estudos de revisdo sobre obesidade, resisténcia a insulina e DHGNA na faixa
etaria pediéatrica, descreve, baseado em dados prévios de estudos em animais e adultos, a terapia
com probidticos como uma alternativa promissora, uma vez que as mudangas de estilo de vida,

na grande maioria dos casos, ndo se mostram sustentaveis em médio e longo prazo(27).

Em um estudo de revisao de ensaios clinicos envolvendo probidticos, simbioticos e prebidticos
no tratamento da obesidade e pré-diabetes, Barengolts et al. (2016) ao descreverem as

caracteristicas principais deles, concluiram que a maioria dos ensaios clinicos eram pequenos
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(<100 participantes), com curto periodo de interven¢do (<12 semanas) e usavam iogurte ou
capsulas contendo probiotico. Os resultados mostraram alteracdes de pequena monta e sem
significancia estatistica no peso corporal, pressdo arterial, hemoglobina glicada e outros
biomarcadores, incluindo desfechos antropométricos e metabolicos, tais como, circunferéncia
da cintura, gordura visceral, taxa metabdlica basal, perfil lipidico, HOMA-IR, indice de
sensibilidade a insulina e marcadores inflamatérios (proteina C reativa,, IL-6, TNF-alfa)(110).

Sharpton et al., em estudo de revisao sistematica, com meta-analise e metarregressao, em que
foram avaliados 21 estudos (apenas 3 envolviam criangas e adolescentes), concluiram que o
uso de probioticos/simbidticos foi associado a melhora nos marcadores especificos de
inflamacdo hepaética, nos niveis de rigidez hepatica a elastografia e da esteatose em individuos
com DHGNA. Esses mesmos autores descrevem os resultados como promissores, mas
ressaltam a necessidade de ensaios clinicos bem desenhados a fim de definir a eficicia do
tratamento por conta da heterogeneidade nas analises agrupadas(112).

Por fim, em revisdo sistematica sobre tratamento da DHGNA na faixa etaria pediatrica, escrita
por Mann et al. (2019)., foram descritos apenas 0s trés ensaios clinicos existentes com uso de
probioticos, com 128 participantes, nos quais as formulacGes de probioéticos eram diferentes,
com intervencdes variando entre 2 e 4 meses. Observou-se melhora dos niveis de ALT quando
comparado ao placebo em todos os trés estudos e, em dois deles, melhora ultrassonografica da
DHGNA, além da melhora da resisténcia a insulina e dos lipidios séricos(121). Os mesmos
resultados foram descritos por Chaves et al. (2021) em revisdo sistematica recente, avaliando
apenas o uso de probidticos na faixa etaria pediatrica, encontrando os Unicos trés estudos ja

citados nas demais revisdes que o antecederam(122).

Embora ainda existam poucos ensaios clinicos que avaliem o tratamento da DHGNA na
populacdo pediatrica, esses apresentam algumas limitagdes metodoldgicas importantes. Pode-
se citar a auséncia de padronizacdo dos critérios diagnosticos, auséncia de randomizagé&o,
auséncia de grupo controle, diversidade de cepas utilizadas e tempos de intervencdo variados.
Sabe-se, ainda, que a realizag@o de estudos que envolvem o tratamento da DHGNA na faixa
etaria pediatrica ainda é escassa e de dificil execugdo, uma vez que nao existem ainda
padronizados biomarcadores ndo invasivos validados para o diagnostico da doenca para essa

faixa etéria, e a biopsia hepatica, descrita como padrdo-ouro para o diagnéstico, é um método
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invasivo e com potenciais complicagdes, limitando assim, uma avaliagdo mais acurada das

intervencdes.

Numa busca bibliografica realizada em bases de pesquisa nos ultimos 20 anos, envolvendo as
palavras chaves "probiotics”, "NAFLD", "Insulin resistence” e "Obesity", obtivemos um
resultado de apenas cinco ensaios clinicos envolvendo criangas e adolescentes e destes, apenas
trés que utilizaram probidticos como a intervencdo terapéutica estudada para tratamento da
DHGNA (27,123,124). Vajro et al., em artigo de revisdo de literatura sobre as opcdes
terapéuticas para tratar DHGNA na faixa etéria pediatrica, evidenciaram que existe um
crescente corpo de evidéncias sobre o papel da microbiota intestinal na DHGNA, e sobre dados
conflitantes de literatura devido a escassez de ensaios clinicos randomizados, e relacionado as

suas limitacdes metodoldgicas(120).

Os trés ensaios clinicos randomizados, duplo cego e placebo controlados realizados na
populacdo pediatrica (27,123,124), usaram tempos de intervencdo variando entre 2 e 4 meses,
com desfechos avaliados com critérios ultrassonograficos e laboratoriais. As cepas utilizadas
foram: Lactobacillus GG (123), PROKID (Lactobacillus acidophilus ATCC B3208,
Bifidobacterium lactis DSMZ 32269; Bifidobacterium bifidumATCC SD6576; Lactobacillus
rhamnosus DSMZ 21690,) (124) e VSL#3(Streptococcus thermophilus, B. breve, B. infantis, B.
longum, Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. paracasei, L. delbrueckiisubsp.
Bulgaricus; Lactobacillus rhamnosusstrain GG)(27). Famouri et al.(124) avaliou a evolugéo
e melhora dos estagios ultrassonograficos de esteatose hepética, e obteve reducdo desses
achados radiologicos, até evolucdo para a normalidade no grupo que utilizou probiéticos.

Alisi et al., (27),encontrou resultados semelhantes, no seu estudo, o desfecho primario foi dado
como melhora na taxa de progressdo de estagios mais graves de esteatose hepatica para estagios
menos definitivos. Vajro et al., utilizaram como desfecho primario a melhora/normalizacdo dos
niveis de ALT (<40UI/L), obtendo diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos

probiético e placebo(123).

Apesar de possuir algumas limitagfes, como a elevada heterogeneidade de marcadores nos
estudos, associado ao reduzido nimero amostral, além da auséncia de métodos radioldgicos
mais acurados para o diagnéstico da DHGNA, os resultados se mostram promissores para 0 uso

de probioticos como intervencdo terapéutica no tratamento da DHGNA. A recomendacdo da
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literatura é de que sejam realizados estudos de intervencdo com metodologias mais robustas,
métodos diagnosticos mais acurados e com alguma padronizacdo de tempo de intervencao e
dos probioticos utilizados (18,122)

Diante dos dados de literatura, na populagdo pediatrica, além do fato de que nenhum
medicamento ou suplemento disponivel até o momento é recomendado de forma sistematica
para tratar a DHGNA, porque ndo ficou comprovado que algum deles beneficie a maioria dos
pacientes com DHGNA(18), faz-se necessario a conducdo de mais ensaios clinicos na faixa

etaria pediatrica. , com objetivo de reforcar os poucos dados publicados .
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho e populacgéo do estudo

O estudo desenvolvido em duas etapas: 1) etapa de triagem dos adolescentes para identificacdo
daqueles com DHGNA, resultando na comparagao entre os adolescentes com e sem DHGNA,
definidos segundo o método diagnostico ultrassonografico; 2) etapa de realizacdo do estudo de
intervencdo, com os resultados comparativos entre 0s momentos pré- e pos-intervencdo dos
adolescentes que tiveram o quadro de DHGNA confirmado com o método mais acurado, a
ressonancia nuclear magnética. Os pacientes incluidos na etapa 1 do estudo foram submetidos
a todos os procedimentos padronizados na consulta da semana 1 (pré-intervencao) do ensaio
clinico, execeto pela realizacdo da ressonancia nuclear magnética.

Trata-se de um estudo de intervenc&o, tipo ensaio clinico randomizado (ECR), paralelo, duplo
cego, com grupo comparativo (placebo). O ECR foi registrado no ReBEC - Registro Brasileiro
de Ensaios Clinicos (https://ensaiosclinicos.gov.br), cédigo UTN U1111-1249-3983.

Foram estudados adolescentes de 10 a 19 anos de idade, residentes do municipio de Salvador e
regido metropolitana que foram acompanhados no Ambulatorio de Pediatria do Ambulatério
Docente Assistencial de Brotas (ADAB), vinculado ao curso de graduagdo em Medicina da
Escola Bahiana de Medicina e Satde Publica (EBMSP).

Os participantes foram provenientes do ambulatério de Obesidade Infanto-Juvenil, localizado
no Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos (Complexo HUPES) da
Universidade Federal da Bahia (UFBA), e adicionalmente recrutados através de divulgacdo da

realizacdo da pesquisa em redes sociais e grupos assistenciais da rede publica.

4.1.1 Célculo e tamanho amostral

Para a primeira etapa do estudo a amostra foi de conveniéncia.

Para o céalculo amostral da segunda etapa (o ensaio clinico randomizado) foram definidos nivel
de confianca de 95% e poder de 80%. Com base em niveis médios (DP) de percentual de PDFF
a ressonancia nuclear magnetica esperados de 18,3%(+7,6) (125), previamente descritos em
adultos com DHGNA, e estimando um efeito de mudanca (diferenca) de média em 15%,

obteve-se tamanho amostral minimo de 14 pacientes em cada grupo (125).


https://ensaiosclinicos.gov.br/
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4.2 Aplicacdo dos critérios de elegibilidade e triagem ultrassonogréafica

Os interessados que compareceram ao ADAB provenientes do ambulatério de Obesidade
Infanto-Juvenil, localizado no Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos
(Complexo HUPES) da Universidade Federal da Bahia (UFBA), apds conhecimento do
protocolo e assinatura do TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido), eram
encaminhados diretamente para realizacdo da USG (ultrassonografia) e consulta médico-
nutricional, dado que eram comprovadamente obesos. Para aqueles recrutados em redes sociais
e outros grupos assistenciais da rede publica, um formulario on-line foi encaminhado via
WhatsApp, para preenchimento de dados de identificacdo, incluindo peso e altura, para
confirmacéo do diagndstico antropométrico de excesso de peso. Nesta primeira etapa foram
avaliados 92 potenciais participantes, pacientes obesos na faixa etaria entre 10 e 19 anos de
idade. Nesta triagem foi orientado preparo para a realizacdo da ultrassonografia de abdome
superior, com jejum prévio de 4 horas. Do total de interessados, compareceram para consulta

inicial e realizagdo de USG, um total de 72 pacientes.

Todos foram classificados como tendo excesso de peso e, atendendo ao chamamento da
pesquisa, apos conhecimento do protocolo e assinatura do TCLE, os pacientes realizaram uma
triagem ultrassonogréafica para pesquisa de DHGNA, consulta médica, nutricional, avaliacdo
antropomeétrica clinica, avaliacdo da composicao corporal e através de Bioimpedancia, além de
coleta de exames laboratoriais.

Posteriormente, todos os adolescentes avaliados foram divididos em dois grupos: 1) com
diagnéstico ultrassonogréafico de DHGNA; e, 2) sem diagnostico ultrassonografico de DHGNA.
Aqueles pertencentes ao primeiro grupo, foram convidados a continuar no estudo, sendo
encaminhados para continuacdo do protocolo, com a aplicacdo dos critérios de inclusdo,
conforme descrito adiante. Os demais permaneceram ou foram encaminhados para
acompanhamento clinico no ambulatério de Obesidade Infanto-Juvenil, localizado no

Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos (Complexo HUPES).

4.3 Critérios de incluséo e excluséo e selecdo da amostra final do ECR

Foram critérios de inclusdo para o estudo de ECR:
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1) apresentar achado ultrassonografico compativel com presenca de esteatose hepatica de
qualquer grau;

2) ter confirmacdo de qualquer grau de obesidade, baseado no indicador IMC/idade acima
de +2 escores z da curva da OMS. Para esses calculos utilizou-se do software anthro(126)
da Organizacdo Mundial da Satude (OMS) (45);

3) Ser residentes da regido metropolitana e de Salvador, para minimizar o risco de auséncia
as consultas de avaliacao;

4) Assinatura do TCLE por um genitor ou responsavel legal;

5) Assinatura do Termo de Assentimento (TA) pelo adolescente participante.

Aqueles que consentiram em participar do estudo, mediante assinatura do TCLE e TA
(Apéndices A e B), foram submetidos a avaliacdo laboratorial, descrita detalhadamente no
topico 4.5.8 Avaliacbes Laboratoriais. Todos foram encaminhados para a realizagdo de
avaliacdo da presenca de esteatose hepatica, fibrose hepatica e sobrecarga de ferro através da

Ressonancia Nuclear Magnética (RNM), conforme sera detalhada posteriormente.

Apos os resultados laboratoriais e a realizacdo da RNM, foram aplicados, em consulta de

avaliacdo médico-nutricional os critérios de excluséo, conforme descritos:

1) Apresentarem diabetes mellitus, definida como glicemia de jejum acima de 100
mg/dl)(127);

2) Apresentarem obesidade de etiologia enddgena, comorbidade psiquiatrica ou doenga que
interferia diretamente na evolucdo ponderal, conforme avaliagdo da médica
pesquisadora (JB);

3) Estar em uso de medicacbes como metformina, estatinas, laxantes, antibioticos,
antidepressivos, corticoides, ansioliticos e/ou qualquer outra medicacdo que pudessem
interferir na microbiota intestinal ou causar dano hepético como reagdo adversa;

4) Fossem classificados como PIGs (pequenos para idade gestacional) ao nascimento;

5) Néo apresentassem diagnéstico de DHGNA apds a avaliacdo realizada pela RNM,
conforme critérios diagndsticos detalhados no topico 4.5.7 B, Ressonancia nuclear
magnética de figado.
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Os pacientes portadores de DHGNA confirmados pela RNM foram convidados a participar do
ensaio clinico e estes foram alocados, aleatoriamente, no grupo intervencdo ou grupo

comparativo.

4.4 Procedimentos de Randomizagéo e Alocagao

A randomizagdo foi feita em “blocos” aleatérios de 4 ou 6 participantes, na propor¢ao 1:1,
aleatoriamente distribuidos em cada bloco, sendo realizados 2 blocos de seis e 4 blocos de 4
participantes. O processo de randomizacdo foi realizado utilizando o sitio eletronico
https://www.random.org (128). Os codigos atribuidos a cada participante foram utilizados no

processo de randomizacéo ; e somente ao coordenador geral do estudo e professor orientador

foi franqueado acesso ao processo, mantido em sigilo em ambiente na nuvem.

O sigilo de alocagdo foi mantido mediante a codificagdo dos sachés contendo o produto de
intervencdo e o placebo, sendo que somente o coordenador geral do estudo tinha conhecimento
sobre em que grupo cada participante foi alocado. Os pesquisadores que conduziram o
acompanhamento dos participantes durante o estudo e das aferi¢cdes dos desfechos nao tiveram

acesso ao processo de alocacao.

O sigilo de alocagao foi garantido com a utilizacdo de envelopes opacos azuis, selados com
identificacdo externa com o nome do participante, cujo cddigo numérico gerado que
identificava o participante e o grupo em que foi randomizado, so estaria disponivel no momento
da entrega da caixa do suplemento durante a consulta, a qual estava marcada com 0s mesmos
nameros presentes na lista de randomizacao. Diante do numero presente no envelope, a equipe
de campo, acessava a caixa lacrada com o mesmo numero retirado do envelope, contendo os
sachés com o probio6tico ou com o placebo. Apenas o coordenador da pesquisa teve acesso a

essas informagoes.

4.5 Protocolo de intervencao, instrumentos e procedimentos de coleta

4.5.1 Caracterizacgdo da Intervencgéo e do Placebo


https://www.random.org/
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A intervencdo consistiu na administracdo da combinagdo dos probidticos Lactobacillus
acidophilus LA-5® e Bifidobacterium lactis BB-12®, contendo 1 x 10° Unidades Formadoras
de Coldnias (UFC) de cada um dos probidticos, na forma de po liofilizado conforme laudo de
especificacbes do fabricante (Anexo A), administrado por via oral, uma vez ao dia,
acondicionados em sachés a serem consumidos diluidos em &gua em temperatura ambiente.
Como o produto utilizado esta disponivel comercialmente, todos os sachés foram embalados
em etiquetas adesivas de alto poder de colagem, opacas, de modo a ndo ser possivel o
reconhecimento da embalagem pelos participantes e pela equipe de conducdo dos
procedimentos do ECR. O acondicionamento dos sachés nas caixas codificadas foi realizado
pelo coordenador do estudo, que ndo participou de nenhuma das etapas de coleta de dados

conforme ilustrados na Figura 2.
O grupo placebo recebeu sachés com a mesma embalagem, também adesivadas com etiquetas
de alto poder de colagem, opacas, contendo 1g de celulose anidra, na mesma posologia e

seguindo as mesmas orientacdes, conforme laudo e especificacbes do fabricante (Anexo B).

Figura 2 - Apresentacdo dos sachés de probidticos e placebos entregue aos pacientes

- a4 h
2.2 Sachés de placebo

-\ \

<E
b

2.3 Sachés de probidticos

2.1 Caixas com identificag3o para distribui¢do

2.1 Caixas numeradas conforme randomizacdo entregue com a quantidade exata para uso, 2.2 e 2.3: Aparéncia

dos sachés placebo e Probi6tico, respectivamente.

4.5.2 Descri¢éo do protocolo para uso dos sachés
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Os participantes foram notificados diariamente em horario padrdo, via mensagens telefonicas
para lembrar de fazer uso do produto. Durante a consulta inicial foi demonstrado como utilizar
0 produto, como acondiciona-los e foi fornecido um folheto com orientagdes (Apéndice C),
com ilustragdes para orientacdo sobre o uso. Além de ter sido enviado via mensagem telefonica,
um video explicativo, demonstrando a utilizacao do produto, foi confeccionado para evitar erros

durante o processo de uso dos sachés.

4.5.3 Descricdo dos procedimentos realizados antes, durante e nos intervalos das visitas de

avaliacdo

Todos os agendamentos das visitas para avaliacdo médica, nutricional, laboratorial e/ou
radiologica foram realizados via contato telefénico com antecedéncia e, envio de, no minimo,
quatro mensagens telefénicas lembrando a data da consulta e/ou da coleta de exames, com as
orientagdes devidas. As mensagens foram enviadas duas semanas antes da data agendada, uma
semana antes da data agendada, 48h e 24h antes da data da consulta de avaliacdo. A excec¢do
dos exames de RNM, todas as outras avaliaces foram realizadas no Centro de Pesquisa, no
ADAB.

Os participantes que ndo puderam comparecer na data prevista tinham suas consultas
reagendadas com proximidade de pelo menos 48h da data prevista, com o objetivo de manter o

namero de dias de observacao préximo ao padrdo previamente definido.

Cada participante recebeu, na primeira consulta, um manual explicativo (Apéndice D) sobre a
doenca, sobre o uso do produto em teste, com uma tabela de controle de peso, reacdes adversas
e as datas de consultas e coletas de exames programadas para serem realizadas durante o

protocolo. Foram orientados a levar o manual em todas as consultas.

Durante todo o periodo de intervencdo, sempre no mesmo horério, diariamente, os adolescentes
e/ou responsaveis recebiam uma mensagem com um cartdo digital (card) lembrando da
utilizacdo do produto em teste, independente do grupo ao qual foram alocados.

Os dois grupos foram avaliados, de modo similar, em quatro visitas e, no momento de admisséo
nas 3 primeiras, recebiam as caixas com sachés de probidticos ou placebo, nas semanas 1,6,12

e 16, eram submetidos a avaliacdo da composicdo corporal através da Bioimpedéancia, avaliagcdo
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antropométrica e consulta nutricional e médica, além da aplicacdo do IPAQ-C (International
Physical Activity Questionnaire - questionario internacional de atividade fisica para criangas)
ou IPAQ-A (International Physical Activity Questionnaire -questionario internacional de
atividade fisica para adultos) e realizacdo do recordatorio alimentar de 24 h. Nas semanas 1 e
4 a afericdo de dobras cutaneas foram realizadas, quando anatomicamente possivel . Nas
semanas 6, 12 e 16 eram realizadas as contagens de sachés utilizados e pesquisa de reacgdes
adversas. A coleta de exames laboratoriais foi realizada nas semanas 1 e 16. Os avaliadores
(médica e nutricionista) ndo tinham conhecimento sobre em qual grupo o paciente estava
alocado. As avaliagdes foram realizadas em grupos de 8 a 10 participantes a cada semana, para
operacionalizar a realizacéo de todo o protocolo dentro dos prazos estabelecidos.

Os pacientes foram orientados a utilizar o contato telefonico recebido e de uso restrito e
dedicado ao protocolo para registrar qualquer sintomatologia relacionada ao uso do produto,
bem como relatar sobre adoecimento, internagcbes ou uso de medicamentos de qualquer

natureza.

Em todas as visitas foram realizadas anamnese direcionada, exame clinico e avalia¢do
nutricional. Durante a entrevista, em cada visita, 0 paciente ou responsavel era interrogado
sobre esquecimento de uso, numero de dias sem utilizacdo e qual o motivo. Todos os dados
foram registrados nos respectivos CRFs(Case Report Forms)(Apéndice E), no qual existia uma
lista de checagem de procedimentos para cada consulta, para evitar quebras de protocolo.

Adicionalmente, em cada visita, os participantes recebiam orientacbes médicas e nutricionais
de rotina, durante o atendimento, devolveram os sachés utilizados para contagem e recebiam

novas caixas codificadas contendo os sachés envelopados, a serem utilizados no domicilio.

4.5.4 Avaliacdo Médica

Durante a consulta clinica era aplicado questionario padréo sobre sinais e sintomas relacionados
a obesidade e gerais de todos os sistemas corporais, bem como uso de medicamentos no
intervalo das visitas, mediante o preenchimento do CRF, mostrado no Apéndice E, preenchido
pelo mesmo examinador em todas as visitas (JB). Dados sobre o adoecimento no periodo, uso
de medicacdes sobretudo corticoides e antibidticos foram interrogados. Alteragdes relacionadas

ao ritmo intestinal foram questionadas e registradas. O exame fisico geral e dos orgéos e
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sistemas foi realizado pelo mesmo examinador em todos os participantes e visitas (JB) e os
dados registrados no CRF.

4.5.5 Avaliacdo Nutricional

A consulta com nutricionista (CF) consistiu na realizacdo da avaliacdo antropométrica e com
bioimpedancia, aplicacdo do recordatério alimentar de 24h e orientacbes dietéticas
padronizadas para todos os participantes, de acordo com a faixa etéria (pré-pubere e pds-pubere)
através da disponibilizacdo de um cardépio de reeducacéo alimentar (Apéndices F e G).

A) Avaliacdo antropométrica e de composicao corporal

Os dados antropométricos avaliados em todas as consultas foram realizados pelo mesmo
examinador (CF). Foram obtidos peso, estatura, circunferéncia abdominal e pregas cutaneas.
Com jejum minimo de 2 horas, todos os participantes, em todas as visitas do protocolo, tiveram
0 peso aferido utilizando a balangca de bioimpedéncia tetrapolar modelo Inbody 520®
(Biospace Co., Ltd.USA) devidamente calibrada por empresa especializada, segundo critérios
do Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO). Para
determinagao do peso corporal, o participante em trajes de banho, previamente orientado pela
equipe do estudo, foi posicionado em pé, no centro da plataforma da balanga, com 0s pés
localizados nos eletrodos distais (piso da balanca). Posteriormente, com o0s bragos abertos e
segurando as hastes contendo os eletrodos préximos ao corpo, foram orientados a evitar

qualquer movimento, a fim de que se pudesse obter a medida mais precisa.

Concomitantemente a obtencéo do peso, realizou-se a avaliacdo da composicdo corporal, por
meio da bioimpedancia, segundo procedimento ja citado. Ap6s o comando emitido pelo
equipamento, uma corrente de baixo estimulo de intensidade e indolor foi induzida passando
do eletrodo fonte para o eletrodo de captacdo. A queda de voltagem percebida por este Gltimo
eletrodo ¢ registrada e através de equagdes previamente validadas, o proprio analisador
disponibiliza os valores e os respectivos referenciais de acordo com a faixa etaria, sexo e peso
corporal, fornecendo os seguintes dados mensurados: peso (em Kg) , IMC (em Kg/m?), agua
corporal total (litros), proteina (em Kg), massa mineral (em kg), massa muscular esquelética
(em Kg), massa gorda (em Kg), percentual de gordura corporal (em %), relacdo cintura quadril
(RCQ), taxa metabdlica basal (em Kcal) e o balango de massa magra segmentar em Kg e
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percentual, para membro superior e inferior direito, esquerdo e tronco, além dos valores de
impedéancia para cada segmento avaliado nas frequéncias de 5kHz, 50 kHz e 500 kHz. O

relatorio emitido pelo equipamento com todos esses dados estd mostrado no anexo C.

Para a aferigdo da estatura, foi utilizado estadiémetro modelo portéatil SECA 206® (SECA
Medical Measuring Systems and Scales, Deutschland) com preciséo de 0,1 cm e capacidade de
200 cm. O participante foi avaliado descal¢o, em posicao ereta, com os pés unidos, calcanhares,
nadegas, costas e parte posterior da cabe¢a em contato com a escala. Através do cursor, foi
registrada a medida da estatura, compreendida entre a distancia da planta dos pés e ponto mais
alto da cabega, estando o adolescente em estado de expiragao maxima. O indice de massa
corporal (IMC) foi calculado através da razédo entre o peso (em kg) e o quadrado da altura (em
metros). A circunferéncia da cintura (CC) foi medida utilizando uma fita métrica ndo elastica

milimetrada, sendo o referencial o ponto médio entre a crista iliaca e a Gltima costela.

As dobras cutaneas tricipital (DCT), subescapular (DCS) e a circunferéncia do braco (CB)
foram aferidas, quando anatomicamente possivel, nas semanas 1 e 16. A circunferéncia do
braco (CB) foi aferida no brago direito, em posicédo relaxada e flexionada em direcéo ao torax,
formando um angulo de 90 graus, para identificacdo do ponto médio entre o acrémio e o
olécrano. Apos, a CB foi medida no ponto marcado, no contorno do braco, estando este,
relaxado ao longo do corpo e com a palma da méo voltada para a coxa, com auxilio de uma fita
métrica inelastica milimetrada. Para aferir a dobra cuténea tricipital (DCT) foi utilizado como
referencial 0 mesmo ponto médio da afericdo da circunferéncia do braco, estando o brago
relaxado e solto ao lado do corpo, formando um éangulo reto, separando levemente a dobra
cutanea (pele mais gordura subcutanea), desprendendo-a do tecido muscular. Foi utilizado o
adipémetro Cientifico Tradicional, marca Cescorf® (Cescorf, Equipamentos Antropométricos,
Porto Alegre, RS), aplicado a uma pressio constante de 10g/mm?, com sensibilidade de afericio
de 0,1 mm. Para aferir a dobra cutanea subescapular (DCS) foi marcado um ponto
imediatamente abaixo do angulo inferior da escapula, levantou-se a pele cerca de 1,0 cm abaixo
de seu angulo inferior, de tal forma que se pudesse observar um angulo de 45° entre esta e a

coluna vertebral. O adip6metro foi aplicado estando o paciente com bragos e ombros relaxados.


http://www.produtoshospitalaresonline.com.br/resultadopesquisa?pag=1&departamento=&buscarpor=cescorf&smart=0
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A afericdo sequencial das varidveis descritas nos itens 4.5.5, 4.5.6 e 4.5.7, teve como objetivo
principal controlar a influencia das suas variagdes na mudanca do desfecho principal, causando

confundimento.

B) Avaliacdo do consumo alimentar

O consumo alimentar foi avaliado através de quatro recordatorios de 24 horas realizados nas
semanas 1, 6, 12 e 16. Nestas visitas, obteve-se informacdes verbais sobre a ingestdo alimentar
das dltimas 24 horas, com dados sobre os alimentos consumidos e informagdes sobre
peso/tamanho das porcfes que foram consumidas. Um manual fotografico de quantificacdo
alimentar(129), com modelos de por¢des foi utilizado para quantificar as porcdes de todas as
refeicOes realizadas pelo adolescente nas Ultimas 24h que precederam a visita ao centro. Foi
utilizado formulario padrdo para preenchimento (Apéndice H) e os dados para célculos do
consumo alimentar estimado de macro e micronutrientes foram realizados utilizando o software
Dietbox, versdo 2020 (https://dietbox.me/pt-BR)(130).

Em relacdo ao consumo alimentar, os parametros avaliados foram: consumo energético total
(kcal/dia), percentual de adequagdo do consumo energético (%), consumo de proteina (g/dia),
consumo de proteina por quilo de peso (g/kg/dia), percentual de proteina na dieta (%), consumo
de carboidrato (g/dia), percentual de carboidrato na dieta (%), consumo de lipidio (g/dia),
percentual de lipidio na dieta (%), consumo de gordura saturada (g/dia), percentual de consumo
de gordura saturada na dieta (%), consumo de gordura trans (g/dia), percentual de gordura trans
na dieta (%), consumo de fibras (g/dia) e percentual de fibras na dieta (%).

4.5.6 Avaliacdo da pratica de atividade fisica

Em todas as visitas ao centro, para avaliacdo padronizada da pratica de atividade fisica, foram
aplicados, ao participante, 0 Questionario Internacional de Atividade Fisica (International
Physical Activity Questionnaire - IPAQ), na versdo curta, de acordo com a faixa etaria. Usou-
se 0 IPAQ-A (Anexo D) para adolescentes de 14 a 20 anos e o IPAQ-C (Anexo E), para menores
de 14 anos(131).


https://dietbox.me/pt-BR
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4.5.7 AvaliacOes Radiologicas

As avaliacOes radioldgicas foram realizadas com a ultrassonografia (USG) de abdome superior,
para investigacdo da elegibilidade para o ECR, enquanto a Ressonancia Nuclear Magnética
(RNM), foi utilizada para confirmar a presenca de esteatose hepética, mediante a quantificacdo

de gordura, e avaliacdo do efeito da intervengdo nos desfechos primarios.

A) Ultrassonografia de abdome total

O exame foi realizado pelo mesmo avaliador, utilizando o aparelho Canon, modelo Xario 100
Platinum® (Canon Medical Systems Corporation, 1385, Shimoishigami, Otawara-Sri
Tocchigi-Ken 324-8550-Japdo) com o transdutor convexo de 2 a 5 MHz. Foi pesquisada a
presenca de esteatose hepatica e, quando presente, a classificacdo desta em graus I, Il e Ill,
baseando-se na alteracdo da ecogenicidade hepatica, na identificacdo dos vasos intra-hepaticos
e do diafragma, segundo critérios descritos por Hamaguchi et al.(132). Todos os exames

ultrassonograficos foram realizados na instituicao de pesquisa.

B) Ressonancia nuclear magnética de figado

Na semana 1 (pré-intervencéao) e semana 16 (pds-intervencao), foram realizadas as ressonancias
nucleares magnéticas (RNM) hepéticas. O estudo foi empregado para avaliacdo da rigidez
hepética através da sequéncia de elastografia guiada por RM com uso do aparelho GE Optima
360W, de 1,5T, sem a injecdo do meio de contraste. Foram realizadas ainda, sequéncias
adicionais para quantificacdo de gordura hepatica, através da medida da fracdo média de
gordura pela técnica de densidade de prétons (PDFF) utilizando como valores de referéncia
para classificacdo do grau de esteatose conforme descri¢cdo no quadrol (133, 134).

4.5.8 AvaliacOes Laboratoriais

Nas semanas 1 (pré-intervencao) e 16 (pos-intervencédo), apos jejum minimo de 8 horas, foram
coletadas, por venopunctura, em tubos de coleta a vacuo, amostras de 20 ml de sangue de cada
participante, distribuidas em duas aliquotas. As amostras foram centrifugadas usando centrifuga
de mesa padrdo, para a separacdo de soro, usando técnicas laboratoriais padronizadas. A

primeira aliquota foi encaminhada para dosagens de estimativas bioquimicas de glicemia,
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insulinemia, aminotransferases, creatinina, ureia, T4 livre e TSH, ferritina, gama-glutamil
transferase, fosfatase alcalina, bilirrubina, proteina C reativa ultrassensivel, vitamina D (25-
OH) e perfil lipidico. O perfil bioquimico foi analisado com analisador bioquimico
automatizado (Konelab 20®, Thermo-Fischer, Espoo, Finlandia). Método padrédo de glicose-
oxidase-peroxidase (GOD-POD) foi usado para avaliar a glicose em jejum (catalogo # 981379
da Thermo-Fischer). Kit comercial da Multiplex (Luminexcorp®, Austin, TX, EUA) foi usado
para avaliar os niveis de insulina em jejum. A dosagem de 25-OH-vitamina D foi realizada no

soro, através do método de quimioluminescéncia.

A segunda aliquota, coletada em tubos contendo EDTA foi submetida a processo de
centrifugacdo sob resfriamento a -4° C, para obter o plasma. Neste material foram dosados os
niveis plasmaticos de fator de transformacao de crescimento f (TGF-P) e heme oxigenase-1
(HO-1), utilizando ensaio imunoenzimatico unico (ELISA Systems, Minneapolis, Minnesota),

conforme as instrugdes do fabricante.

Na figura 3 encontra-se ilustrado o resumo de protocolo das consultas. Todos os pacientes que
participaram da etapa 1, realizaram os procedimentos da visita 1, exceto a RNM, as demais
consultas descrevem o seguimento dos pacientes que participaram do ECR (etapa 2).

Figura 3 Protocolo de consultas do ensaio clinico randomizado

Resumo do protocolo de consultas
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4.6 Definigdo dos desfechos e variaveis do protocolo do ECR

4.6.1 Desfechos Clinicos
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Para afericdo da pressdo arterial utilizou-se tensiometro digital OMRON modelo HEM-7122®

(OMRON, USA), previamente validado para uso em adolescentes brasileiros utilizando-se

manguitos apropriados para a idade, conforme preconizado. A hipertensao arterial foi definida

como normal, a PAS e a PAD em niveis abaixo do percentil 90 em criancas entre 1 e 13 anos e

abaixo de 120/80 mmHg em maiores de 13 anos. O termo pré-hipertensdo foi considerado

quando PAS e PAD maior ou igual ao percentil 90 e menor que o percentil 95 em criancas de

1 a 13 anos. Em maiores de 13 anos foi definida acima de 120/80 mmHg e menor que 129/80

mmHg.(135)

Os hipertensos, também foram classificados em estadio 1 e 2 conforme o Quadro 1.

Quadro 1 - Categorias de pressdo arterial

Criancas entre 1 e 13 anos

Criancas com 13

anos ou mais

Normal

< percentil 90

<120/80 mmHg

Elevada

> percentil 90 e < percentil 95 ou
120/80 mmHg e < 95 percentis (0

que for mais baixo)

120/<80 mmHg até

129/<80 mmHg

Estégio 1

> 95 percentil e <95 percentil +12
mmHg
ou 130/80 mmHg até 139/89

mmHg (o que for mais baixo)

130/80 mmHg
139/89 mmHg

até

Estagio 2

> percentil 95 + 12 mmHg ou >
140/90 mmHg (o0 que for mais

baixo)

> 140/90 mmHg

Fonte: Adaptado de Flynn JT, et al., 2017 (135)
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Considerou-se reacdo adversa, qualquer sinal ou sintoma relatado durante as consultas médicas
de avaliacdo, sendo analisado pelos pesquisadores medicos do estudo (JB e NBS) se estas se
relacionavam ao uso do probiotico. Sintomas gastrointestinais, especialmente alteracdes no
padrdo de dejecOes, flatuléncia, distenséo e dor abdominal foram rigorosamente questionados.
Entre as visitas ao centro do estudo, 0 ADAB, os familiares e adolescentes poderiam relatar

quaisquer eventos, independente da origem, mediante o telefone do protocolo.

Especificamente em relagdo ao ritmo intestinal, o diagnostico de constipagdo intestinal foi
realizado através da utilizacdo dos critérios de ROMA 1V (136) e a descricdo da consisténcia

das fezes foi registrada utilizando a classificacdo de Bistrol(137), apresentadas no anexo F.

4.6.2 Desfechos Antropométricos e Nutricionais

Sobrepeso, obesidade e obesidade grave foram considerados como presentes, entre 0S
individuos de 5 a 19 anos, quando o indicador IMC/I foi > +1, > +2 e > +3 escores z,

respectivamente, tendo como referéncia a curva da OMS (40, 41).

A classificacdo da circunferéncia da cintura (CC), para jovens de 5 a 17 anos, seguiu 0S
critérios propostos por Freedman et al. (138), considerando-se aumentada quando a medida
situava-se acima do percentil 90 em relacdo ao género e idade. Para aqueles com 18 anos
de idade em diante, seguiu-se a classificacdo utilizada pela OMS para adultos, que
considera, para as mulheres, CC aumentada quando os valores sdo acima de 80,0 cm e, para

0s homens, acima de 94,0 cm (33).

Os referenciais para medidas das dobras cutaneas tricipital (DCT), subescapular (DCS) e da
circunferéncia do braco (CB) utilizados foram descritos por Frisancho, 1990 (139), nos quais
o0s valores acima do percentil 95 representam risco de doengas relacionadas ao excesso de peso.

Valores acima do p95 foram classificados como excesso de gordura.
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4.6.3 Desfechos de Atividade Fisica

Para classificar o padrdo de atividade fisica, de acordo com a padronizacdo do IPAQ, foram

utilizados os seguintes critérios:

1) Sedentario, para aquele adolescente que ndo realiza nenhuma atividade fisica por pelo menos

10 minutos continuos durante a semana;

2) Insuficientemente Ativo A, para aquele adolescente que realiza 10 minutos continuos de
atividade fisica, seguindo pelo menos um dos critérios citados: frequéncia de cinco

dias/semana ou duracdo 150 minutos/semana;

3) Insuficientemente Ativo B, para aguele que ndo atinge nenhum dos critérios da recomendacéo

citada nos individuos insuficientemente ativos A;

4) Ativo, para aquele adolescente que cumpre as seguintes recomendacdes: a) atividade
fisica vigorosa > 3 dias/semana e > 20 minutos/sessao; b) moderada ou caminhada > 5
dias/semana ¢ > 30 minutos/sessao; ¢) qualquer atividade somada: > 5 dias/semana e >

150 min/semana;

5) Muito Ativo, para aquele adolescente que cumpre as seguintes recomendacfes: a)
vigorosa > 5 dias/semana e > 30 min/sessdo; b) vigorosa > 3 dias/ semana e¢ > 20

min/sessdo + moderada e ou caminhada > 5 dias/ semana e > 30 min/sessao.

4.6.4 Desfechos Radioldgicos

A presenca de DHGNA foi baseada na quantificacdo de gordura hepatica, através do método
de reducdo da fracdo média estimada de gordura pela técnica de densidade de prétons (PDFF -
Proton Density Fat Fraction), utilizando como valores de referéncia para classificagcdo de

esteatose, o0 descrito no quadro 2.
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Quadro 2 - Classificacdo de esteatose hepatica baseada nos valores de PDFF

Classificacao Valores de PDFF
0 (Normal) <51%

1 (Leve) 5,1-14%

2 (Moderada) 14,0-28,0%

3 (Acentuada) > 28%

Fonte: Adaptado de Kuhn et al., 2012 e Kiihn et al., 2017 (133, 134).

A elastografia foi utilizada para avaliar a presenca de rigidez hepética e, consequentemente,
graus de fibrose, sendo descrita por valores em quilopascal (kPa), estimados no exame. Os
valores de referéncia utilizados para classificar a presenca de fibrose e a gravidade do

comprometimento foram os descritos no quadro 3.

Quadro 3 - valores de referéncia, em kPa, da elastografia por RNM para identificacdo de
classificacéo de fibrose

Valores de kPa Classificacao

< 2,5 kPa Normal

2,5-2,9 kPa Normal ou Inflamacao
2,9-3,5 kPa F1/F2

3,5-4,0 kPa F2/F3

4,0-5,0 kPa F3/F4

> 5,0 kPa F4

Fonte: Adaptado de Venkatesh et al., 2014(140).
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Foi avaliada ainda a quantificacdo de ferro no parénquima hepatico através de software Ideal/IQ
R, classificando-se como presenca de sobrecarga de ferro se T2* <16ms e R2* > 60.

A avaliacdo multiparamétrica do figado possibilitou entdo, através do método de PDFF -
Proton Density Fat Fraction, da medida do R2 e T2* e da elastografia hepatica, avaliarmos a
presenca de gordura, ferro e de fibrose no parénquima hepético, num exame de curta duragéo e
sem utilizacdo de contraste ou radiagdo ionizante. O exame foi realizado na clinica de imagem
Delfin Medicina Diagnostica, (localizada na Avenida Antdnio Carlos Magalhaes, 442 - Itaigara,
Salvador, BA, 41800-700, Salvador-Bahia) e todos os laudos foram realizados por 2

radiologistas experientes em ERM. Anexo G, laudo do exame.

4.6.5 Desfechos Laboratoriais

Nas semanas 1 (pré-intervencdo) e 16 (pos-intervencdo), apos jejum minimo de 8 horas, foram
coletadas, amostras de sangue de cada participante, para dosagens de estimativas bioquimicas
de glicemia, insulinemia, aminotransferases, creatinina, ureia, T4 livre e TSH, ferritina, gama-
glutamil transferase, fosfatase alcalina, bilirrubina, proteina C reativa ultrassensivel, vitamina
D (25-OH) perfil lipidico e niveis plasmaticos de fator de transformagdo de crescimento 3
(TGF-P) e heme oxigenase-1 (HO-1), excetuando-se os dois Ultimos pardmetros apenas dosados
no grupo comparativo na triagem inicial.

Os valores foram descritos em média e interquartis, bem como as diferencas de valores entre as

semanas 1 e 4 foram calculadas e comparadas entre 0s grupos.

Para glicemia, considerou-se alterada quando apresentava valores superiores a 100mg/dl (128),
considerou-se hiperinsulinemia, os valores de insulina e HOMA-IR alterados, quando eram
superiores aos valores de normalidade para cada faixa etaria e sexo, acrescidos de dois desvios
padrdo, descritos por Almeida et al. 2008, Quadros 4 e 5 (141).
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Quadro 4 - Média e desvio padrdo dos valores de insulinemia de jejum medidos em meninos
e meninas de acordo com a faixa etaria

de acordo com a faixa etaria

Meédia e desvio padrdo dos valores de insulinemia de jejum medidos em meninos e meninas

Insulinemia (nUI/mL)
Meninos Meninas
Idade n  Média (DP) n  Média (DP) p*

7 a8,9 anos 30 3,08(2,42) 39 3,14 (1,78) 0,51
9a 10,9 anos 32 4,21(2,24) 50 5,49 (3,25) 0,081
11a12,9 anos 37 4,64 (3,77) 62 6,50 (3,38) 0,0013
13 a 14,9 anos 58 6,82 (3,46) 66  7,71(3,57) 0,11
15a 17,9 anos 26 4,67 (2,80) 47 6,75 (3,19) 0,0015

pT 0,0001 0,0001

* Teste de Mann
Whitney.

grupos.

DP = desvio padrao.

7 Teste de Kruskal-Wallis para comparacao simultanea de mais de dois

Fonte: Almeida et al., 2008(141)

Quadro 5 - Média e desvio padrdo dos valores de HOMA IR de jejum medidos em meninos e
meninas de acordo com a faixa etaria

HOMA
Meninos Meninas
Idade n  Média (DP) n  Média (DP) p*

7 a 8,9 anos 30 0,68(0,54) 39 0,65(0,37) 0,91
9a 10,9 anos 32 0,93(0,52) 50 1,20(0,71) 0,086
11 a12,9 anos 37 1,03(0,81) 62 1,44 (0,79) 0,0032
13 a14,9 anos 58 1,57(0,82) 66 1,72 (0,87) 0,29
15a17,9 anos 26  1,05(0,67) 47 1,49 (0,70) 0,0035

pt 0,0001 0,0001

assessment.
* Teste de Mann-
Whitney.

grupos.

DP = desvio padrao; HOMA = homeostasis model

1 Teste de Kruskal-Wallis para comparacao simultanea de mais de dois

Fonte: Almeida et al., 2008(141)
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Para os referenciais de valores do perfil lipidico seguiu-se as diretrizes da Atualizagdo da
Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevengao da Aterosclerose — 2017 conforme o Quadro
6 (142).

Quadro 6 - Referéncia de valores para colesterol total e fracdes e triglicérides na faixa etaria

pediétrica.

Lipidios Em jejum Sem jejum
Nivel aceitavel (mg/dL) Nivel aceitavel (mg/dL)
Colesterol total <170 <170
LDL colesterol <110 <110
HDL colesterol > 45 > 45
Triglicérides
—0-9 anos <75 <85
—10-19 anos <90 <100
Niao-HDL-C <120 —
Apoliproteina B <90 —

Fonte: Adaptado, de Faludi, AA et al., 2017 (142)

Niveis de AST e ALT descritos como elevados foram considerados superiores a 22 U / L para
meninas e 26 U / L para meninos, segundo as recomendacdes da NASPGHAN Clinical Practice
Guideline for the Diagnosis and Treatment of Nonalcoholic Fatty Liver Disease in
Children(18).

Para 250H vitamina D, considerou-se como referencial os valores recomendados pela Global
Consensus Recommendations on Prevention and Management of Nutritional Rickets, que
considera suficiéncia valores acima de 20ng/m, insuficiéncia de 2-20ng/mL e deficiéncia
abaixo de 12 ng/mL (143).

Os valores de normalidade descritos pela técnica bioguimica empregada nas dosagens para
Ferritina (feminino: 10-291 e masculino: 22-322ng/mL) e para PCR ultrassensivel: baixo risco

:<0,1; médio risco 0,1-0,2, alto risco >0,2. e muito alto risco >1mg/dL(142)
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4.7 Analise dos dados

4.7.1 Triagem e comparacgdo entre os grupos com e sem DHGNA(Etapal)

As variaveis continuas foram testadas para distribuicdo Gaussiana usando o teste D’ Agostino-
Pearson. Nenhuma variavel exibiu distribuicdo normal. Os valores medianos com intervalos
interquartilicos foram usados como medidas de tendéncia central e disperséo, respectivamente.
O teste U de Mann-Whitney (comparando 2 grupos) ou o teste de Kruskal-Wallis com os testes
ad hoc de comparacdo multipla ou de tendéncia linear ndo paramétrica de Dunn (para mais de
2 grupos) foram usados para comparar variaveis continuas, enquanto o qui-quadrado de Pearson
teste foi usado para comparar as variaveis apresentadas como porcentagens. Analises de
agrupamento hierarquico (método de Ward) de log10 transformado e dados normalizados de
pontuagédo z foram empregados para representar o perfil de expressédo geral dos marcadores
bioquimicos indicados nos subgrupos de estudo. Todas as comparag6es foram pré-especificadas
e bicaudais. As diferencas com valores de p abaixo de 0,05 ap6s o ajuste de Holm-Bonferroni
para comparagdes multiplas foram consideradas estatisticamente significativas. Os perfis de
correlacdo entre os parametros bioquimicos foram examinados usando a anélise de rede das
matrizes de correlacdo de Spearman. Correlagdes com valor de p <0,05 foram incluidas na
visualizacdo da rede. Os valores de classificacdo de Spearman (rho) foram usados para
descrever a forca das correlagbes entre o grau / gravidade da esteatose hepatica e as

concentragdes circulantes dos parametros bioquimicos.

Um modelo discriminante usando analise de correlacdo canénica esparsa (CCA) foi empregado
para avaliar se uma combinacdo de biomarcadores circulantes poderia discriminar individuos
com esteatose hepatica daqueles sem esta condi¢do. Foram empregadas, basicamente, dois tipos
de andlises: uma baseada em valores de concentracdo individuais e outra explorando o perfil de
correlagOes entre varios marcadores em cada grupo clinico. O modelo discriminante utilizado
na exploracéo dos dados foi baseado no CCA. Nesta analise, a forma como cada biomarcador
se correlaciona entre si, ao invés de seus valores de concentracdo, é usada para inferir diferencas
entre 0s grupos de estudo(144,145). Este modelo néo é baseado no nimero de correlagdes, mas
a qualidade (se a correlacdo € positiva ou negativa) e a forca (valor de rho) séo calculadas para

testar as diferencas entre 0s grupos.
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O grau de perturbacdo molecular (MDP) foi calculado usando valores dos parametros
bioquimicos para inferir o grau de perturbacdo bioquimica (DBP) associado a esteatose
hepatica. Este método foi usado e detalhado anteriormente (144-146). No presente estudo, “Sem
esteatose” foi definida como o grupo “referéncia”, e o nivel médio e o desvio padrao desse
grupo de referéncia foram calculados para as concentragdes plasmaéticas de cada marcador

[IP2]
S

inflamatoério. O escore PAD de um marcador individual em uma determinada amostra foi
definido pela diferenca no nivel de concentragdo na amostra “s” da média do marcador no grupo
de referéncia dividido pelo desvio padrdo correspondente. Assim, a pontuacdo do PAD
representa 0 nimero de desvios padrdo da referéncia. Individuos que apresentaram valores de
PAD acima de dois desvios-padrdo do valor médio dos controles foram considerados

bioquimicamente perturbados.

Um modelo de regressdo multivariavel utilizando varidveis com p-valor univariado <0,2 foi
realizado para avaliar as razdes de chance (OR) e intervalos de confianca de 95% (ICs) das
associagdes entre os valores dos parametros indicados e a ocorréncia de esteatose hepatica. A
analise da curva Receiver Operator Characteristics (ROC) foi empregada para testar o
desempenho dos niveis plasmaticos de TGF-3 para distinguir pacientes com ou sem esteatose
hepatica.

As analises estatisticas foram realizadas usando GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, EUA), STATA 11 (StataCorp, College Station, TX, EUA), JMP 14.0 (SAS, Cary,
NC, EUA) e software estatistico R.

4.7.2 Ensaio clinico randomizado

As variaveis quantitativas foram descritas com mediana (intervalos interquartis) e medidas de
frequéncia simples e relativas foram utilizadas para descrever as variaveis categoricas. Para
comparar os exames laboratoriais e 0s parametros antropométricos entre as visitas 4 e 1 sera
utilizado o teste t para amostras pareadas ou o teste ndo paramétrico de Wilcoxon, se indicado.
A avaliagdo da variacdo do peso, IMC e CA e composic¢édo corporal atraves da bioimpedancia
entre as visitas 1,2,3 e 4 foi calculada pela analise de variancia de medidas repetidas
(MANOVA). O programa Stata 11.0 foi utilizado para realizar as analises. Valores de p < 0,05

foram considerados significantes.
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As anélises estatisticas foram realizadas usando GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, EUA), STATA 11 (StataCorp, College Station, TX, EUA), JMP 14.0 (SAS, Cary,
NC, EUA) e software estatistico R.

4.8 Questdes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Escola Bahiana de Medicina e
Saude Publica, sob o nimero de parecer (Anexo H). Todos os participantes da pesquisa foram
esclarecidos quanto aos seus objetivos e sé foram avaliados ap6s a assinatura do Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) por um dos genitores ou responsavel legal, e pelo
Termo de Assentimento (TA) assinado pelo proprio adolescente, dentro dos termos exigidos

pela resolugdo n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude.

O projeto foi realizado no Ambulatorio Docente Assistencial de Brotas, Escola Bahiana de
Medicina e Saude Publica (EBMSP), no ambulatério de obesidade. Foram descritas as etapas
do projeto e da intervencdo, o carater cego e o uso de placebo com a possibilidade do
participante ser alocado, de maneira randémica, no braco probidtico ou placebo, bem como os
possiveis beneficios e riscos da intervencdo. A participacdo foi voluntaria. Os dados foram
mantidos sob sigilo, tendo acesso as informacdes apenas o grupo de trabalho, que manteve
sigilo absoluto, conforme termo de sigilo assinado previamente por todos os pesquisadores
(Apéndice G), ndo sendo fornecidos os dados individuais para outros profissionais ou

instituicoes.

Os adolescentes e um dos genitores ou responsavel legal, apds o término do protocolo, foram
reavaliados e tiveram os resultados do estudo informados. Para aqueles com indicacdo de
introducdo de farmacoterapia, foram prescritos conforme indicacdo clinica pelos dois
pesquisadores médicos do protocolo (JB e NBS), respectivamente, no Ambulatério de Pediatria
do Ambulatério Docente Assistencial de Brotas (ADAB), vinculado ao curso de graduagdo em
Medicina da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP) e no Ambulatorio de
Obesidade Infanto-Juvenil, localizado no Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard
Santos (Complexo HUPES) da Universidade Federal da Bahia (UFBA).
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5 RESULTADOS

O estudo desenvolvido tem seus resultados apresentados em duas etapas: 1) etapa de triagem
dos adolescentes para identificacdo daqueles com DHGNA, resultando na comparacéo entre 0s
adolescentes com e sem DHGNA, definidos segundo o método diagnostico utilizado na triagem
— a ultrassonografia; 2) etapa de realizacdo do estudo de intervencdo, com os resultados
comparativos entre 0s momentos pré- e pos-intervencdo dos adolescentes que tiveram o quadro

de DHGNA confirmado com o0 método mais acurado, a ressonancia nuclear magnética.

5.1 Comparacao dos grupos com e sem DHGNA (Etapa 1)
5.1.1 Caracteristicas dos participantes

Noventa e dois adolescentes com sobrepeso e obesidade foram triados utilizando a
ultrassonografia de abdome, dos quais 72 participantes foram incluidos na 1? etapa, sendo 36
sem esteatose hepatica e 36 com esteatose hepaética.

A mediana (p25-p75) de idade foi menor (p=0,010) em individuos sem esteatose (12,0; 10,2—
14,7 anos) do que naqueles com esteatose (14,0; 12,0-16,0 anos), conforme mostrado na Tabela
1.

De modo similar, também se observou maiores valores medianos (p25 - p75) do indicador
indice de massa corporal para idade - IMC/idade (2,59; 2,17-3,14 vs. 3,01; 2,57-3,44; p=0,012)
e da circunferéncia da cintura (87,8 (82,3 — 97,5 vs. 101,0 92,5 — 110.1; p=0,0003) em
adolescentes com esteatose, mas ndo a frequéncia de obesidade abdominal (p=0,245). Esses
adolescentes com esteatose também tinham hipertensdo e sindrome metabdlica com mais

frequéncia do que aqueles do grupo comparativo (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas dos 72 adolescentes participantes da triagem inicial do estudo,
atendidos no ambulatério Docente Assistencial da Escola Bahiana de Medicina, cidade de
Salvador, Bahia

Sem DHGNA com DHGNA
Caracteristicas (N=36) (N=36) P
N (%) N (%)
Idade(anos)” 12,5 (10,2-14,7) 14,0 (12,0-16,0) 0,010
Sexo masculino 16 (44.4) 20 (55.7) 0,480
Sindrome metabolica 2 (5.6) 8 (22.2) 0,085
Obesidade grave 12 (33.3) 19 (52.8) 0,153
IMC/lIdade (Z- escore)” 2.59 (2.17-3.14) 3.01(2.57-3.44) 0,012
Circunferéncia cintura > p90 26 (72.2) 31 (86.1) 0,245

Circunferéncia cintura (CC)" 87.8 (82.3-97.5) 101.0 (92.5-110.1) 0,0003

Hipertensao arterial 2 (5,6) 10 (27,8) 0,024
PAS (mmHg)* 1155 (107.5-121.5)  114.5(105.5—123.0) 0,879
PAD (mmHg)” 70.0 (64.5-73.5) 70.0 (62.5 - 79.5) 0,561

IMC: indice de Massa Corporal; PAS: Pressdo Arterial Sistlica; PAD: Pressao Arterial Diastélica.

* Os dados representam mediana e intervalo interquartil. Os demais estdo expressos em frequéncia absoluta (%).
O teste U de Mann-Whitney foi usado para comparar a idade, os dados antropométricos e a distribui¢do da pressao
arterial entre os grupos e o teste exato de Fisher foi usado para comparar a frequéncia de individuos do sexo
masculino e a frequéncia de comorbidades entre os grupos. Os valores p em negrito sdo estatisticamente
significativos.

5.1.2 Comparacgdo dos parametros bioquimicos do sangue periférico entre participantes com e
sem esteatose hepatica

Foram examinadas a expressdo de 25 parametros no sangue periférico para comparar os perfis

bioquimicos e inflamatorios dos adolescentes com ou sem esteatose hepatica.

A Tabela 2 mostra as comparacOes destes parametros entre 0S grupos com e sem esteatose

hepatica diagnosticada pela ultrassonografia.
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Tabela 2 - Comparagdo dos marcadores bioquimicos e inflamatérios entre os 72 participantes
da triagem inicial, identificados com e sem DHGNA, por via ultrassonografica, atendidos no
ambulatdrio Docente Assistencial da Escola Bahiana de Medicina, na cidade de Salvador, Bahia

t'\)’l'g‘c';ﬁ":‘r‘:ﬁggz Unidade  Sem DHGNA Com DHGNA P

Hematdcrito % 38,9 (36,5-40,4) 38,8 (37,5-41,5) 0,4014
Hemoglobina g/dL 13,1 (12,3-13,8) 13,2 (12,7-14,2) 0,1969
Glicose mg/dL 87,3 (84,1-91,8) 87,3 (84,4-91,5) 0,9282
Insulina Ul/mL 15,2 (9,4-24,0) 16,1 (9,5-22,4) 0,7270
Homa-IR - 3,4(2,2—-4)9) 3,5(2,1-45) 0,6769
Colesterol total mg/dL ~ 159,0 (140,5-180,0)  157,5(123,5-181,5) 10,2414
HDL-c mg/dL 41,0 (37,2-47,0) 39,35 (33,0-45,7)  0,0953
LDL-c mg/dL 89,6 (79,8-113,5) 91,5(71,0-108,3)  0,3440
Triglicérides mg/dL 82,5 (71,0-124,3) 97,5 (79,0-145,5) 0,1990
Ureia mg/dL 22,0 (19,0-26,7) 21,0 (18,0-25,5) 0,4428
Creatinina mg/dL 0,63 (0,60-0,70) 0,64 (0,57-0,79) 0,6563
AST U/L 19,1 (17,0-23,9) 21,0 (18,0-26,5) 0,3489
ALT U/L 16,0 (12,2-21,8) 24,4 (18,4-33,6) 0,0008
GGT U/L 18,0 (16,0-23,0) 25,0 (17,2-36,5) 0,0185
Fosfatase alcalina U/L 256,2 (134,3-327,5) 189,5 (89,5-264,8)  0,0514
Albumina g/dL 4,4 (4,2-4,6) 4,45 (4,3-4,7) 0,3540
Bilirrubina direta g/dL 0,16 (0,13-0,22) 0,16 (0,12-0,20) 0,4770
Bilirrubina indireta  g/dL 0,17 (0,10-0,24) 0,17 (0,10-0,29) 0,9955
TSH HUL/ml 2,2 (1,6-3,0) 2,0 (1,45-3,23) 0,5246
T4 livre ng/dL 1,2 (1,0-1,3) 1,16 (1,06-1,26) 0,5580
Ferritina ng/mL 68,1 (43,7-81,9) 72,2 (42,4-108,5)  0,2771
25-OH VitaminaD ng/mL 21,7 (19,1-24,8) 20,5 (18,1-24,3) 0,4850
PCR ultrassensivel  mg/dL 0,25 (0,10-0,62) 0,25 (0,09-0,50) 0,9148
TGF- pg/mL 4,58 (0,11-15,3) 539,0 (31,3-706,1)  0,0001
HO-1 pg/mL 47,9 (12,1-98,4) 24,1 (11,1-68,9) 0,3384

O teste U de Mann-Whitney foi usado para comparar varidveis continuas entre os grupos. Os valores de p em
negrito foram estatisticamente significativos.
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Os individuos com DHGNA exibiram uma tendéncia de diminui¢do dos niveis de HO-1 e
fosfatase alcalina e aumento dos niveis de triglicerideos, AST, ALT, GGT e TGF- (Figura 4A,
painel esquerdo e Tabela 2). A analise de diferencas de vezes das concentragdes circulantes de
cada marcador bioquimico esta resumida na Figura 3A, painel direito. Entre todos os
marcadores, apenas os valores medianos de ALT, GGT e TGF-p foram estatisticamente
distintos entre os grupos de estudo, com valores mais elevados sendo detectados no grupo de

participantes com DHGNA (todos com p-valor ajustado <0,05).

Empregou-se modelo discriminante usando analise de correlacdo canénica esparsa (CCA),
observou-se que os pacientes com DHGNA podem ser distinguidos dagqueles sem esteatose com
alto grau de precisdo (area sob a curva (AUC) da curva de caracteristicas do operador do
receptor (ROC) = 0,97 (IC: 0,85-1,0), sensibilidade 91% (IC: 77,0-96,7), especificidade 86%
(72,0-94,0); p <0,0001, Figura 3B, painel esquerdo). A avaliagdo dos valores dos coeficientes
candnicos do modelo CCA revelou que os marcadores mais significativos responsaveis pela
discriminacdo entre individuos com ou sem DHGNA foram LDL-c, triglicerideos, TGF-p,
ALT, HDL-c e hematdcrito (Figura 4B, direita painel).
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Figura 4 - Alteracfes nas proteinas bioquimicas do sangue periférico de pacientes com e sem
esteatose hepatica
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(A) Painel superior: Na analise de agrupamento hierarquico (método de Ward com bootstrap 100X) foi empregado
para representar a expressdo geral das proteinas plasméticas na populagdo do estudo. Painel direito: VValores médios
de diferenca nos niveis de proteinas plasmaticas para pacientes com esteatose hepatica e grupo sem esteatose. As
diferengas que alcangaram significancia estatistica com o teste U de Mann-Whitney ajustado para comparagdes
multiplas usando o método de Holm-Bonferroni (p ajustado <0,05) sdo representadas em barras coloridas. (B)
Painel inferior: em uma abordagem exploratéria, uma andlise de correlacdo candnica esparsa (SCCA) foi
empregada para testar se 0s grupos experimentais poderiam ser distinguidos com base nos perfis de correla¢do dos
marcadores circulantes combinados. A analise vetorial foi usada para tragar a dire¢do de influéncia dos parametros
mais significativos no espaco candnico. Painel direito: os escores dos coeficientes canénicos foram calculados
para identificar os biomarcadores responsaveis pela diferenga entre os grupos no modelo sCCA. Abreviaturas
(ordem alfabética): ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; PCR: proteina C reativa;
fT4: tiroxina livre; GGT: gama-glutamil transferase; HDL-c: colesterol de alta densidade; HO-1: heme oxigenase-
1; TGF-B: fator transformador de crescimento ; TSH: horménio estimulador da tireoide.

5.1.3 Perfil de correlagdes entre os parametros bioquimicos do sangue e a presenca de DHGNA
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Empregando uma abordagem com analise de rede, em que as correlagdes de Spearman s&o
visualizadas como conexdes entre 0s parametros, para identificar a dinamicidade, forca e
qualidade das relac6es entre os valores dos marcadores bioquimicos e proteinas inflamatorias
no plasma dos diferentes grupos de individuos, foi identificado que as redes dos grupos clinicos
distintos exibiram diferencas na complexidade e na qualidade das interacOes estatisticas entre

0s marcadores bioquimicos (Figura 4).



Figura 5 - Mudancas nas correlacfes entre as concentracfes de proteinas plasmaticas nos

pacientes com DHGNA
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A analise de rede das matrizes de correlagdo de biomarcadores foi realizada com bootstrap (100 x). Correlag6es
significativas (p <0,05) sdo mostradas. Cada circulo representa um parametro diferente. O tamanho do circulo
infere 0 nimero de correlagdes envolvendo cada parametro. As linhas representam os valores rho. A cor vermelha
infere correlagdo positiva, enquanto a cor azul denota correlagfes negativas. O mapa de calor de andlise de n6
mostra 0 numero de correlagBes estatisticamente significativas envolvendo cada marcador por grupo clinico.
Abreviaturas (ordem alfabética): ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; IMC: indice
de massa corporal; PCR: proteina C reativa; fT4: tiroxina livre; GGT: gama-glutamil transferase; HDL-c:
colesterol de alta densidade; HO-1: heme oxigenase-1; Homa-IR: avaliacdo do modelo homeostético; TGF-B: fator

transformador de crescimento 3; TSH: hormonio estimulador da tireoide.
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Independentemente do grupo clinico, a maioria das correlagdes relevantes foi positiva, 0 que
significa que os aumentos nos valores de um determinado marcador foram seguidos por
concentragbes elevadas de outros pardmetros bioquimicos. E importante ressaltar que a
densidade das redes (relacionada ao nimero de correlagdes estatisticamente significativas) foi

maior no grupo de pacientes com DHGNA.

No grupo de participantes sem DHGNA, foram detectadas oito correlaces significativas
negativas enquanto no grupo com DHGNA foram observadas seis correlacdes negativas,
destacando-se o T4 livre, que exibiu apenas interacGes negativas com os valores de Homa-IR,
triglicérides, LDL-c e GGT. Digno de nota, os marcadores que exibiram o maior nimero de
relacBes significativas no grupo de individuos sem DHGNA foram fosfatase alcalina, ALT e
triglicerideos (Figura 5, painel superior), enquanto no grupo de pacientes com DHGNA, GGT,
ALT e hemoglobina foram os marcadores com maior conectividade nas redes (Figura 5, painel
inferior). As analises também revelaram que o TGF-B ndo foi o0 marcador com maior nimero
de correlagbes nas distintas matrizes. No entanto, tal marcador estava relacionado com
diferentes parametros nas redes e com perfis de correlacdo distintos (correlagdes positivas vs.
negativas) (Figura 5), o que explica em parte porque o TGF-B foi relevante para explicar as
diferencas entre os grupos de estudo descritos em o modelo discriminante com base nas

correlag@es descritas na Figura 5B.

5.1.4 AssociagOes entre o grau de DHGNA e os valores dos parametros bioquimicos no sangue

periférico

Testou-se se aumentos graduais na gravidade da esteatose hepética seriam proporcionais as
mudancas nos valores dos parametros bioquimicos no sangue. Foram calculados os valores
medianos de cada parametro bioquimico por grupo de individuos estratificados de acordo com
0 grau de esteatose hepatica (Tabela 3). Esses valores foram transformados em log10 e o escore
z normalizado para construir um mapa de calor para ilustrar as tendéncias na variacao dos dados
(Figura 6A, painel esquerdo). Esta analise revelou que os individuos estratificados com base no
grau de esteatose apresentam um perfil de expressao distinto dos parametros bioquimicos. O
agrupamento hierarquico dos parametros bioquimicos pdde identificar trés agrupamentos
principais. O primeiro cluster exibiu valores relativamente mais altos de hematdcrito, PCR,

LDL-c, bilirrubina direta, glicose, creatinina e AST naqueles com diagndstico ultrassonografico
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de esteatose moderada ou grave (Figura 6A, painel esquerdo). O segundo cluster exibiu
marcadores que apresentaram niveis semelhantes entre os grupos com esteatose leve ou
moderada / grave, com niveis aumentados de hemoglobina, GGT e albumina. Além disso, 0s
niveis de TGF-p foram relativamente maiores no grupo de doenca leve, enquanto os valores de
triglicerideos e ALT foram maiores na esteatose moderada / grave (Figura 6A, painel esquerdo).
O ultimo cluster apresentou niveis aumentados de colesterol total, fosfatase alcalina, HDL-c,
fT4, ureia, HO-1 e vitamina D no grupo de individuos sem esteatose hepatica (Figura 6A, painel

esquerdo).
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Figura 6 - Correlagdo de Spearman dos parametros bioquimicos no sangue dos pacientes de
acordo com o grau de DHGNA
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(A) Painel esquerdo: os dados de cada parametro foram transformados em Log10. Os valores médios para cada
grupo clinico indicado foram normalizados com escore z e uma analise de agrupamento hierarquica foi realizada
para ilustrar os perfis bioquimicos gerais de acordo com o grau das doencas. Painel direito: correlacéo entre o grau
de DHGNA e os parametros bioquimicos. A analise de correlacdo de Spearman foi usada e os valores de rho séo
mostrados. As linhas azuis representam correlagbes com relevancia estatistica. (B) Gréficos de dispersdo das
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concentracdes do pardmetro indicado cujos valores apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre
0s grupos de estudo usando o teste de Kruskal-Wallis com teste ad hoc de comparagdes maltiplas de Dunn (* p
<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, ns: ndo significativo) # representa a significancia estatistica (p <0,05) do teste ad
hoc de tendéncia linear ndo paramétrica. As barras representam os valores medianos, enquanto os bigodes
representam os intervalos interquartis. Abreviaturas (ordem alfabética): ALT: alanina aminotransferase; AST:
aspartato aminotransferase; IMC: indice de massa corporal; PCR: proteina C reativa; fT4: tiroxina livre; GGT:
gama-glutamil transferase; HDL-c: colesterol de alta densidade; HO-1: heme oxigenase-1; TGF-B: fator
transformador de crescimento 3; TSH: hormonio estimulador da tireoide.

Tabela 3 - Concentracdo de marcadores bioquimicos de acordo com o grau de DHGNA, 36
adolescentes participantes da triagem inicial do estudo, atendidos no ambulatério Docente
Assistencial da Escola Bahiana de Medicina, na cidade de Salvador, Bahia)

Marcador Unidade DHGNA Valor de Resulta
bioquimico p do pos
teste

Ausente Leve Moderada/Grave

IMC Kg/m? 28.6 314 38.1 0.0005 b
(26.2-33.2) (28.6-34.9) (35.1-40.1)

IMC/Idade escoreZ 2.6 2.9 34 0.0080 b
(2.2-3.1) (26-33) (3.1-3.7)

Hematdcrito % 38.9 38.4 39.4 0.6665 ns
(36.5-40.4) (37.4-41.9) (37.8-40.9)

Hemoglobina  g/dL 131 13.2 13.2 0.3985 ns
(12.3-13.8) (12.6-14.4) (12.8-14.2)

Glicose mg/dL 87.3 85.9 89.7 0.2948 ns
(84.1-91.8) (83.8-90.5)  (86.5-91.8)

Insulina Ul/mL 15.2 16.8 15.4 0.8844 ns
(9.4-24.0) (9.34-22.7)  (9.5-21.4)

Homa-IR - 34 3.7 3.3 0.8574 ns
(2.2-4.9) (21-48) (2.6-45)

Colesterol total mg/dL 159.0 157.5 154 0.4939 ns
(140.5-180.0)  (119.3- (135.8-180.5)

181.5)

HDL mg/dL 41.0 40.5 37.5 0.0736 ns
(37.2-47.0) (34.7-46.8)  (30.5-40.0)

LDL mg/dL 89.6 86.5 95.5 0.4842 ns
(79.8-113.5) (68.0- (83.3-116.0)

108.3)
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Tabela 3 - Concentracdo de marcadores bioquimicos de acordo com o grau de DHGNA, 36
adolescentes participantes da triagem inicial do estudo, atendidos no ambulatério Docente
Assistencial da Escola Bahiana de Medicina, na cidade de Salvador, Bahia) (Continuacéo)

Marcador Unidade DHGNA Valor de Resulta
bioquimico p do péds
teste

Ausente Leve Moderada/Grave

Triglicérides mg/dL 82.5 97.5 107.5 0.4278 ns
(71.0-124.3)  (74.5- (81.0-134.3)

195.8)

Ureia mg/dL 22.0 21.0 21.5 0.6584 ns
(19.0-26.7) (17.0-27.7)  (19.0-25.5)

Creatinina mg/dL 0.63 0.63 0.69 0.8367 ns
(0.60-0.70) (0.57-0.78)  (0.55-0.80)

AST U/L 19.1 195 22.5 0.2614 ns
(17.0-23.9) (17.0-27.7)  (20.2-24.7)

ALT U/L 16.0 22.0 25.0 0.0016 a;b
(12.2-21.8) (15.0-33.6)  (21.0-37.5)

GGT u/L 18.0 25.0 25.0 0.0576 ns
(16.0-23.0) (17.0-35.0)  (20.5-37.7)

Fosfatase uU/L 256.2 206.4 138.0 0.0662 ns

alcalina (134.3-327.5)  (104.0- (81.0-248.5)

310.8)

Albumina g/dL 4.4 4.45 4.45 0.6382 ns
(4.2-4.6) (4.30-4.70)  (4.15-4.60)

Bilirrubina g/dL 0.16 0.15 0.17 0.7231 ns

direta (0.13-0.22) (0.11-0.19)  (0.12-0.21)

Bilirrubina g/dL 0.17 0.17 0.17 0.8829 ns

indireta (0.10-0.24) (0.05-0.25)  (0.10-0.42)

TSH puL/mL 2.2 2.3 1.48 0.0730 ns
(1.6-3.0) (1.8-3.35)  (1.35-1.71)

T4 livre ng/dL 1.2 1.2 1.13 0.7506 ns
(1.0-1.3) (1.05-1.28)  (1.07-1.21)

Ferritina ng/mL 68.1 73.7 72.2 0.4829 ns
(43.7-81.9) (44.9- (41.2-101.8)

120.0)
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Tabela 3 - Concentracdo de marcadores bioquimicos de acordo com o grau de DHGNA, 36
adolescentes participantes da triagem inicial do estudo, atendidos no ambulatoério Docente
Assistencial da Escola Bahiana de Medicina, na cidade de Salvador, Bahia) (Continuacéo)

Marcador Unidade DHGNA Valor de Resulta
bioquimico p do péds
teste
Ausente Leve Moderada/Grave
250Hvitamina ng/mL 21.7 20.5 20.6 0.7230 ns
D (19.1-24.8) (18.2-24.2)  (14.9-24.4)
PCR mg/dL 0.25 0.20 0.46 0.5051 ns
ultrassensivel (0.10-0.62) (0.08-0.41) (0.10-0.76)
TGF-p pg/mL 4.58 579.6 521.8 0.0001 a;b
(0.11-15.3) (20.67- (73.52-637.3)
796.2)
HO-1 pg/mL 47.9 22.0 30.32 05385  ns

(12.9-98.4) (11.0-65.5)  (10.0-110.6)

Os dados representam medianas e intervalos interquartis. Os dados foram analisados usando o teste de Kruskal-
Wallis com comparagdes multiplas de Dunn. Os valores de p em negrito foram estatisticamente significativos.
Comparac@es ad hoc com valor de p <0,05: a Sem esteatose vs. esteatose leve, b Sem DHGNA vs. DHGNA
moderada / grave. ns: ndo significativo.

Os valores de concentracdo de cada biomarcador foram examinados para correlacdo direta com
0 grau de esteatose hepatica usando o teste de correlacdo de Spearman (Figura 6A, painel
direito). Os valores de GGT, TGF-B, ALT e IMC / idade apresentaram correlagdo positiva,
enguanto os da fosfatase alcalina e HDL-c foram negativamente correlacionados, com o grau
de esteatose hepatica (Figura 6A, painel direito). A Figura 6B mostra graficos de dispersdo com
distribuicdo dos seis parametros que foram estatisticamente associados a gravidade da esteatose
hepética na andlise de correlacdo. Observamos que os valores medianos de IMC, ALT e TGF-
[ aumentaram nos individuos com esteatose pelo teste de Kruskal-Wallis. Os valores medianos
de GGT, fosfatase alcalina e HDL-c ndo exibiram uma variacdo clara apés o DHGNA. Digno
de nota, embora as concentragdes de TGF-f fossem maiores em individuos com esteatose, 0S
valores eram indistinguiveis entre pacientes com doenca leve e aqueles com apresentagédo
moderada / grave (Figura 6B). A figura 6 representa com mais detalhes as correlagcdes entre os
valores de IMC, ALT e TGF-B quando todos os participantes do estudo foram investigados
como um unico grupo, independentemente da esteatose. E importante ressaltar que a

concentracdo de TGF-B e ALT foram positivamente correlacionados com os valores de IMC /
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idade Z-score (r=0,23; p = 0,04 er = 0,34; p = 0,003, respectivamente). Em anélise semelhante
também foi observada uma correlagdo positiva entre os niveis de TGF-p ¢ ALT (r=0,31;p =
0,0006).

5.1.5 DHGNA e grau de perturbacéo bioquimica no sangue periférico

A representacdo do Grau de Perturbacdo Bioquimica (PAD, conforme descrito em Métodos)
estd demonstrada na Figura 7A. Os pacientes com esteatose hepatica exibiram aumento
substancial nos valores de pontuagédo da PAD em comparacdo com aqueles sem esteatose (p
<0,0001). Na anélise de agrupamento hierarquico usando os valores PAD calculados para cada
biomarcador (Figura 7B). Observou-se que embora os valores gerais de PAD fossem, em
média, maiores em individuos com DHGNA, os valores de PAD individuais calculados para
cada biomarcador ndo puderam distinguir claramente os subgrupos de participantes
estratificados por ocorréncia de esteatose (Figura 7B), grau de esteatose (Figura 6) ou grau de
obesidade (Figura 4), bem como por sexo (Figura 7B). Apenas as perturbacdes de ALT, GGT,
creatinina e TGF-p foram estatisticamente maiores nos pacientes com esteatose (Figura 7B,

painel direito).
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Figura 7 - Grau de perturbacdo bioquimica entre os grupos com e sem DHGNA
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(A) Painel esquerdo: os histogramas mostram os valores de pontuagdo de grau de perturbacéo bioquimica (DBP)
de amostra Unica em relagdo a cada grupo de estudo, conforme indicado. Painel direito: os graficos em caixa
representam a distribuicdo da PAD entre os grupos de estudo. Os valores foram comparados entre pacientes com
e sem esteatose usando o teste U de Mann Whitney. (B) Painel esquerdo: uma analise de agrupamento hierarquico
(método de Ward) foi empregada para mostrar o grau molecular de perturbacdo de cada marcador bioguimico.
Painel direito: Valores médios de diferenca na PAD para pacientes com esteatose hepética e grupo sem esteatose.
Abreviaturas (ordem alfabética): ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; PCR: proteina
C reativa; fT4: tiroxina livre; GGT: gama-glutamil transferase; HDL-c: colesterol de alta densidade; HO-1: heme
oxigenase-1; TGF-B: fator transformador de crescimento 3; TSH: hormdnio estimulador da tireoide.

5.1.6 Associacdo entre DHGNA e niveis de TGF-f3 e Hemeoxigenase

Empregou-se uma andlise multivariada para identificar os parametros biogquimicos que
poderiam estar independentemente associados 8 DHGNA. Os marcadores que apresentaram
valor de p < 0,2 em comparagdes univariadas entre os grupos de participantes com ou sem
DHGNA foram incluidos no modelo multivariado (Tabelas 1 e 2 e Figura 8A). Apos 0 ajuste
para sexo, idade, IMC / escore z de idade e circunferéncia da cintura, aumentos em 1-log nas
concentragdes plasmaticas de TGF-p foram associados a 3,63 maiores chances de DHGNA. Foi

utilizada uma anélise da curva ROC para calcular a precisdo desse biomarcador potencial de



78

esteatose hepética. Descobriu-se que as concentragfes plasmaticas de TGF-B (valor de corte>
31,6 pg / mL) tiveram uma precisdo total de 83% (area sob a curva (AUC) do ROC (IC de 95%)
= 0,83 (0,74-0,93), com Sensibilidade de 75% e especificidade de 88,9% para diagnosticar

esteatose hepatica.

Figura 8 - Pardmetros bioquimicos associados a DHGNA
A

Parameters Model QOdds ratio (95%CI) p-value
BMl/age unadjusted P—— 1.61(1.60-16.41)  0.03
(Z-score) adjusted *— 0.08 (0.01-9.38) 0.60
Waist unadjusted ¢ 1.28 (1.06-1.56)  0.01
circumference  adjusted 4 1.08 (0.78-1.50)  0.64
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TGF-B unadjusted 4.29 (2.33-7.90)  <0.01
(Log10) adjusted |’—| 3.63 (1.87-7.06) <0.01
T T T T T T 1
1 10 20 30 40 50 ‘?0
associated with hepatic steatosis
B 100

80
=
= 60 AUC Pval Cutoff Sensitivity Specificity
3 (95% Cl) " VAU€  value  (95%Cl)  (95%Cl)
Q
o 40 0.83 75 88.9
i (0.74-0.93) ~0-0001 >316  559852) (74.7-95.)

20

01

0 26 46 66 86 10]0

1 - Specificity
(A) Modelo de regressdo multivariavel de varidveis que foram estatisticamente significativas (p <0,05) em
comparacfes univariadas (ver comparagdes univariadas nas Tabelas S1 e S2). (B) Curvas Receiver Operator
Characteristic (ROC) foram empregadas para testar o desempenho do TGF-f para distinguir pacientes com ou sem
esteatose hepatica. Abreviaturas (ordem alfabética): ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato

aminotransferase; AUC: &rea sob a curva; IMC: indice de massa corporal; IC 95%: intervalo de confianca de 95%;
GGT: gama-glutamil transferase; TGF-p: fator transformador de crescimento .

5.2 Ensaio Clinico Randomizado, Duplo-cego, Placebo controlado

Foram considerados elegiveis 36 pacientes com diagnostico de DHGNA na ultrassonografia de

triagem, os quais foram encaminhados para realizar a RNM. Neste grupo, foram excluidos dois
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pacientes por possuirem transtornos psiquiatricos diagnosticados na consulta inicial e seis que
n&o confirmaram a presenca de DHGNA na RNM de abdome (Figura 9).

Figura 9 - Fluxograma CONSORT do desenho do estudo
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Para o estudo de intervengdo foram arrolados 28 adolescentes entre 10 e 19 anos, com
obesidade, segundo critérios antropomeétricos preconizados pela OMS e o Ministério da Saude
do Brasil (40). Todos apresentaram critério diagnostico de DHGNA baseado nos dados do valor

do PDFF > 5,1%. Dois participantes ndo completaram o protocolo para a avaliagdo radiolégica
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do efeito da intervencdo na DHGNA, dado que ndo realizaram a segunda RNM (Figura 9).
Assim, para os desfechos de PDFF e gravidade da DHGNA a amostra final foi de 26
adolescentes (14 no grupo Probidtico e 12 no grupo Placebo). Para os demais desfechos, a

amostra final avaliada foi de 28 adolescentes.

5.2.1 Caracterizacdo dos grupos intervencado e placebo na linha de base

As caracteristicas demogréficas, antropomeétricas e clinicas dos adolescentes com DHGNA no

baseline estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 - Comparacdo das caracteristicas sociodemograficas, clinicas e antropomeétricas entre
0s grupos Probidtico (N=14) e Placebo (N=14), atendidos no ambulatério Docente Assistencial
da Escola Bahiana de Medicina, na cidade de Salvador, Bahia)

Variaveis Probidtico Placebo p
N (%) N (%)

Idade (anos): 14,0 (12,0-16,2)  155(12,0-16,2) >0,999
Sexo 0,705

Masculino 08 (57,1) 07 (50,0)

Feminino 06 (42,9) 07 (50,0)
Estrato sécio-econdmico 0,127

Estrato Ae B 04 (33,3) 08 (66,7)

Estrato C,D e E 10 (62,5) 06 (37,5)
Diagnostico Antropomeétrico >0,999

Sobrepeso/obeso 5 (35,7) 5 (35,7)

Obeso grave 9 (64,3) 9 (64,3)
Peso (kg): 100,2(81,6-118,7)  102,7(76,9-110,3) 0,629
Altura (cm): 167,5(162,5-173,2)  166,5(163,2-173,2) 0,764
IMC (Kg/m:): 34,6(30,7-40,6) 34,7(29,1-37,6) 0,448
IMC/idade (escore z)-: 3,23(2,7-3,6) 3,11(2,4-3,4)

Circunferéncia da cintura 105(95,4-114,5) 101,5(94-110,5) 0,462
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Tabela 4 - Comparacdo das caracteristicas sociodemograficas, clinicas e antropométricas
entre os grupos Probidtico (N=14) e Placebo (N=14), atendidos no ambulatério Docente
Assistencial da Escola Bahiana de Medicina, na cidade de Salvador, Bahia)(Continuagéo)

Probidtico Placebo

N (%) N (%) P

Variaveis

Composicéo corporal
Percentual de gordura ( %)
Massa Gorda ( Kg )

Massa muscular esquelética( Kg)
RCQ

Taxa metabolica basal ( Kcal)

46,1(41,3-51,8) 45,2(38,8-49,7) 0,338
46,2(35,9-57,8) 40,8(32,9-49.6) 0,206
29,3(25,9-31,9) 28,8(23,5-35,3) 0,783

0,94(0,89-0,97) 0,92(0,87-0,95) 0,289
1515,5(1390,7-  1499(1297-1726,7) 0,679

1598,5)
IZL):\I/SNA (Diagnostico RNM) 0 (64.3) g ggg% 0,999
Moderado 5 (35,7) ’
Hipertensao 1(7,1) 2(14,3) 0,538
Sindrome Metabolica 5(35,7) 2(14,3) 0,185
Dislipidemia 13(92,9) 11(78,6) 0,271
Sedentarismo 5 (35,7) 7 (50,0) 0,704

Os dados representam mediana e intervalo interquartil (variaveis continuas) ou frequéncia (variaveis categoricas).
O teste U de Mann-Whitney foi usado para comparar a idade, os dados antropométricos e a distribuicéo da presséo
arterial entre os grupos e o teste exato de Fisher foi usado para comparar a frequéncia de individuos do sexo
masculino e a frequéncia de comorbidades e sedentarismo entre 0s grupos.

Os grupos Probidtico e Placebo ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes
guando comparadas todas as caracteristicas clinicas, antropométricas e quanto a presenca de

comorbidades, conforme mostrado na Tabela 4.

A Tabela 5 compara os grupos intervencao e placebo em relacéo as caracteristicas laboratoriais
na linha de base. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes, exceto nos
valores de colesterol total (p=0,041). Os niveis médios de colesterol-LDL foram mais elevados
na linha de base entre os adolescentes que receberam a intervencdo com probioticos, de modo
limitrofe (p=0,056).
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Tabela 5 - Valores medianos (p25 — p75) dos parametros radioldgicos e bioquimicos estudados
entre os grupos probiotico (N= 14) e placebo (N=14) no baseline (pré-intervencdo). ADAB,
EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020.

Probidtico Placebo
Variaveis Valor de P
Mediana (p25 - p75) Mediana (p25 - p75)
PDFF (%) 9,8(7,2-18,1) 9,9(7,1-19,1 0,783
Rigidez Hepatica (kPa) 2,5(2,3-2,8) 2,5(2,3-2,7) 0,488
AST 21,0(18,7-28,2) 21,0(16,7-25,5) 0,730
ALT 25,0(19,0-40,7) 26,0(20,0-37,0) 0,713
GGT 30,5(20,7-48,0) 25,5(17,7-32,0) 0,214
Fosfatase alcalina 160,5(84,7-280,0) 159,5(85,0-222,5) 0,713
Relacdo ALT:AST 0,84(0,7-1,0) 0,78(0,65-0,92) 0,250
Glicemia (mg/dl) 86,3 (85,2-90,3) 88,1 (84,3-92,0) 0,748
Insulina (mUI/L) 17,3(11,4-23,8) 15,4 (8,8-21,7) 0,358
HOMA-IR 3,7 (2,3-5,1) 3,3 (2,1-4,5) 0,505
Colesterol Total 173,5 (134,0-189,0) 142(114,0-163,0) 0,041
HDL-colesterol 38,5(32,0-46,2) 39,5(33,0-47,7) 0,765
LDL-colesterol 102,5(83,0-123,7) 85,0 (59,0-101,5) 0,056
Triglicerideos 115,0(85,5-220,0) 97(68,2-130,5) 0,198
Ferritina 74,1((43,5-163,6) 70,3(55,2-129,9) 0,963
PCR-US 0,4(0,2-0,5) 0,2(0,1-0,9) 0,748
Vitamina D 20,7(19,7-24,2) 19,3(14,5-25,2) 0,312

Os dados representam mediana e intervalo interquartil (variaveis continuas). O teste U de Mann-Whitney foi
usado para comparar os parametros bioquimicos entre os grupos. Os valores p em negrito sdo estatisticamente

significativos.

5.2.2 Efeito do uso do probidtico nos valores de PDFF e Rigidez hepatica obtidos na RNM

O efeito do uso do probidtico Lactobacillus Acidophilus LA-5® e Bifidobacterium Lactis BB-

12® nos valores de PDFF obtidos na RNM estéo descritos nos graficos 1A e 1B.
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Gréfico 1 - 1A Variagdo percentual dos valores do PDFF entre o baseline e a semana 16 (Sem
16) para os grupos Probidtico e Placebo; 1B — Variacdo dos valores absolutos de PDFF entre o
baseline e a semana 16 (Sem 16). ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020
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Observou-se uma diferenca percentual média (DP) positiva entre a semana 16 e a linha de base,

em ambos 0s grupos, respectivamente, 1,97 (30,20) vs. 8,59(29,21), para 0s grupos Probidtico

e Placebo, ndo significante (p=0,607). Em termos de variacdo absoluta, a reducdo média (DP)

do percentual de gordura hepética estimado pelo PDFF foi, respectivamente para oS grupos
Probiotico e Placebo, de -0,44(3,79) e +1,52(4,01) (p=0,504). Conforme observado nos graficos
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1A e 1B, houve muita diversidade nas respostas ao uso do probiotico e do placebo. Destaca-se
que as trés maiores redu¢des do percentual de esteatose hepatica ocorreram no grupo Placebo.

Os achados para a variacao dos valores de rigidez hepatica estdo mostrados no grafico 2A e 2B.

Grafico 2 - 2A— Variagdo percentual dos valores de rigidez hepatica entre o baseline e a
semana 16 para os grupos Probidtico e Placebo. 2B — Variacdo dos valores absolutos de
rigidez hepatica entre o baseline e a semana 16. ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro
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Para os valores de rigidez hepatica, observou-se uma reducdo media da diferenca percentual

entre a semana 16 e a linha de base, para o grupo Probiotico, enquanto houve aumento médio
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no grupo placebo (-4,77[13,28] vs. 3,03[12,01]; p=0,045). Em termos de variagdo absoluta, a
reducdo média (DP) da rigidez hepética foi de -0,15(0,39), para o grupo Probiético, e aumento

médio de 0,06(0,31), entre os adolescentes que receberam o Placebo (p=0,045).

5.2.3 Efeito do uso do probidtico na gravidade da DHGNA

Observou-se que, dentre os 12 adolescentes que foram alocados aleatoriamente no grupo
placebo, trés individuos (25,0%) apresentaram piora na classificacdo da gravidade da esteatose
hepatica. No grupo que recebeu a intervencdo, dentre os 14 participantes, apenas um
adolescente (7,1%) apresentou piora na classificacdo da esteatose hepéatica baseado na
classificacdo de gravidade, segundo as faixas de valores do PDFF obtidos antes e depois, através

da ressonancia magnética (Gréafico 3).

Gréfico 3 - Efeito do uso de Probidtico na gravidade da DHGNA (piora da classificacdo) entre
0s grupos probiotico (N=14) e placebo (N=12) apos a intervencdo. ADAB, EBMSP, outubro
de 2019 a fevereiro de 2020.
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* Teste exato de Fisher




86

5.2.4 Efeito do uso do probidtico nos parametros bioquimicos hepaticos

As diferencas absolutas e percentuais dos valores de AST, ALT, GGT, fosfatase alcalina e da
relacdo AST/ALT entre a semana 16 (p6s-intervencdo) e o baseline (pré-intervencdo) estdo

descritos na tabela 6 e no grafico 4.

Tabela 6 - Comparacao das diferencas absolutas e percentuais (antes e apos a intervencao) dos
pardmetros bioquimicos hepaticos entre os grupos Probidtico (N=14) e Placebo (N=14).
ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020

Probiotico Placebo
Parametros - - p
Média (DP) Média (DP)
AST (UI/L)
Valor absoluto -0,93 (8,72) -1,5 (7,03) 0,518
% do baseline -2,08 (36,72) -1,98 (22,92) 0,358
ALT (UI/L)
Valor absoluto -2,29 (6,58) -2,93 (11,59) 0,519
% do baseline -5,03 (20,39) -10,14 (38,96) 0,270
GGT (UI/L)
Valor absoluto 0,07 (10,00) 4,57 (17,93) 0,381
% do baseline 7,58 (35,28) 0,76 (4,65) 0,923
Fosfatase alcalina (mg/dl)
Valor absoluto -2,79 (34,57) -3,14 (53,62) 0,448
% do baseline -0,51 (15,36) -1,39 (29,11) 0,291
Relacdo AST/ALT
Valor absoluto 0,01 (0,20) 0,16 (0,34) 0,312
% do baseline 1,99 (22,49) 22,21 (44,17) 0,291

N&do foram observadas diferencas significativas na variacdo dos parametros bioquimicos
hepéaticos analisados entre o baseline (pré-intervencdo) e a semana 16 (pos-intervencgdo).
Adicionalmente, observa-se a amplitude das respostas obtidas entre os adolescentes estudados,

caracterizada pelos elevados valores de desvio-padréo observados (grafico 4).
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Gréfico 4 - A, B e C — Evolucgéo dos valores de AST (UI/L), ALT (UI/L) e GGT (UI/L) no
baseline e semana 16, estratificado de acordo com o tipo de grupo de estudo (Probidtico e
Placebo). ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020.

Probidtico
50
40+
= 304
2
7]
2 20
10
0 T T
Baseline Wk 16
Visita
Probiético
50
40+
3 304
2
5
b4 20
10 "
0 T T
Baseline Wk 16
Visita
Probiético
80+
60
g
5 .l
=
Q
0]
20+
0 T T
Baseline Wk 16
Visita

AST (UIIL)

50

40

30

20

104

Placebo

AST (UIL)

GGT (UIIL)

T
Baseline

80

60—

404

204

T
Wk 16

Visita

Placebo

/

804

60+

40+

204

T
Baseline

Visita

T
Wk 16

Placebo

T
Baseline

Visita

T
Wk 16

Variagao (%)

Variagao (%)

Variagao (%)

-104

Probioético

-154——

AST
(Ui
Probiotico
0
14
.2 -
-3
-4
I I

ALT Prob
(Ui
Probiético
3 -
2 -
1 -
0
GGT Prob
(UIL)

Variagao (%)

Placebo

10—

Variagao (%)

Variagao (%)

AST
(UIIL)
Placebo
O_
_2 -
-4
_6 -

-8 -—_—

ALT Plac
(UIL)
Placebo
10
8_
6_
4_
2_
0_
GGT Plac
(UInL)

As linhas dos graficos de variagdo relativa indicam o desvio-padrao da media das diferengas relativas.
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5.2.5 Efeito do uso do probidtico nos parametros bioquimicos do metabolismo glicidico

A Tabela 7 e o Grafico 5 mostram, respectivamente, a variacdo absoluta e percentual dos
valores de glicemia, insulina e HOMA-IR antes e ap6s a intervencao e os valores obtidos no

baseline e na semana 16.

Tabela 7 - Comparacgéo das diferencas dos valores absolutos e percentuais de Glicemia, insulina
e Homa-IR entre os grupos Probidtico (N=14) e Placebo (N=14), antes e ap0s a intervencao.
ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020.

Parametros Prol-)i(’)tico Plécebo -
Media (DP) Média (DP)
Glicemia (mg/dl)
Valor absoluto 3,38 (7,10) -4,85 (23,87) 0,089
% do baseline 4,44 (7,13) 2,68 (8,02) 0,301
Insulina (nUI/L)
Valor absoluto 8,45 (10,60) 14,23 (23,67) 0,783
% do baseline 72,61 (86,28) 59,65 (52,43) 0,890
Homa-IR
Valor absoluto 2,05 (2,92) 2,78 (3,69) 0,890
% do baseline 82,53 (91,85) 65,14 (58,55) 0,818

“teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Apo0s 16 semanas de intervencdo, os valores finais da glicemia (p=0,043), insulina (p<0,001) e
HOMA-IR (p<0,001) avaliados aumentaram entre os adolescentes estudados de maneira global.
Especificamente, os valores medianos (p25 — p75) de Homa-IR inicial e final, entre os
adolescentes que receberam intervencdo, foram 3,7 (2,3-5,1) versus 6,1 (4,3-7,9), um aumento
significante (p=0,021). De modo similar, o grupo Placebo apresentou valores de Homa-IR
inicial e final, respectivamente, de 3,3 (2,1-4,5) e 5,0 (2,8-8,9) (p=0,015).
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Grafico 5 - Valores de glicemia (mg/dL), insulinemia (uUI/L) e HOMA-IR antes e apos a
intervencéo e valores das diferencas absolutas entre a semana 16 e o baseline dos niveis de
glicemia (mg/dL), insulinemia (uUI/L) e HOMA-IR, entre os 28 adolescentes estudados,
estratificados por grupo de estudo. ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020
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5.2.6 Efeito do uso do probidtico nos niveis séricos de colesterol e triglicerideos

Observou-se uma tendéncia de reducdo mais acentuada dos niveis de colesterol total no grupo
Probiotico, tanto para os valores absolutos (p=0,085) quanto para a variacdo percentual

(p=0,081), conforme mostrado na Tabela 8 e no Grafico 6.

Tabela 8 - Comparacdo das diferencas dos valores absolutos e percentuais de colesterol total e
fracOes entre os grupos Probidtico (N=14) e Placebo (N=14), antes e apds a intervencéo.
ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020

Parametros Probiotico Placebo .
Média (DP) Média (DP)
Colesterol Total (mg/dl)
Valor absoluto -11,21 (19,01) -0,36 (9,98) 0,085
% do baseline -5,85 (10,32) 0,74 (7,19) 0,081
LDL-C (mg/dl)
Valor absoluto -10,71 (18,73) -3,43 (13,65) 0,223
% do baseline -8,27 (16,24) -3,56 (22,31) 0,270
HDL-C (mg/dl)
Valor absoluto -0,07 (3,85) 0,36 (4,78) 0,695
% do baseline -0,17 (10,21) 2,77 (13,97) 0,696
Triglicerideos (mg/dl)
Valor absoluto 1,79 (44,06) 2,79 (35,71) >0,999
% do baseline 9,71 (48,53) 8,38 (41,22) 0,927

“teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Ap0s 16 semanas de intervencdo, os valores finais medianos (p25-p75) do colesterol total foram
significativamente menores entre os adolescentes que receberam a intervencgéo (173,5[134,0 —
189,0] vs. 153,0 [126,0 — 171,7] mg/dl; p=0,047). Para o LDL-colesterol, neste mesmo grupo,
a reducdo observada foi acentuada, porém limitrofe (102,5 [83,0 — 123,7] vs. 86,0 [77,0 —
101,5]; p=0,055). Esses achados ndo foram observados para o0 HDL-colesterol (p=0,975) e os
triglicerideos (p=0,706), conforme mostrado no grafico 10. No grupo placebo ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significantes nos valores de Colesterol total (p>0,999),
LDL (p=0,340), HDL (p=0,909) e triglicerideos (0,802) antes e apds intervencao.
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Gréfico 6 - A, B, C e D — Evolugdo dos valores de Colesterol Total (mg/dl), LDL-c (mg/dl),
HDL-c (mg/dl) e triglicerideos (mg/dl) e diferenca média percentual entre o baseline e semana
16, estratificado de acordo com o tipo de grupo de estudo (Probiético e Placebo). ADAB,
EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020.

Probiético Placebo Probiético Placebo
225 200 0 3
5 o 3 —
[=2) (=] _2 -
E 15 £ 2 =
s o S 4 e 27
150 o o
2 . = i g
S 125 S 100 — S 64 8
g — g — 3 S 17
$ 100 3 = >
S 50 Q40 84
o 25{ © 201
0 T T 0 T T -10 T 0-
Baseline Semana 16 Baseline Semana 16 A Sem 16 - Baseline (%) A Sem 16 - Baseline (%)
Visita Visita
Probiético Placebo Probiético Placebo
150+ 150+ 0
- 04
5 100+ 3 g S S
=3 % 100 &o, -5 e 5
é §, ug x%
it ——— < g g
| = —
O 50 i B =
8 B8 s S 104 g .10- 5
8
@
0 T T 0 T T
! 15— A5t
Baseline Semana 16 Baseli 1 . .
Visita aseline Visnasemana 6 A Sem 16 - Baseline (%) A Sem 16 - Baseline (%)
Probictico Placebo Probiético Placebo
60 60 0+
8-
% 40 5 a0 Sl 67
=y S
E 3 o 18
® ® T S -2 & 4+
2 3 @ 8
g 21 o 20 = &
I 3 >
> -3 24
° Baseli Semana 16 0 ! ! AT 0-
aseline emana Basell s 16 . .
Visita aseine Visita emana A Sem 16 - Baseline (%) A Sem 16 - Baseline (%)
Probictico Placebo Probiético Placebo
400 300 259 254
3 [ 20 i
2 300+ £ [ = 20
= o 200-] S S
8 g g 157 S 15
3 200 2 o S
8 8 T 104 £ 104
S 1001 ? 7 = =
= = 54 5
0 T T 0 N T 0- 0-
Baseline Semana 16 Baseline Semana 16 A Sem 16 - Baseline (%) A Sem 16 - Baseline (%)
Visita Visita

As linhas dos graficos de variagdo relativa indicam o erro-padrdo da média.
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5.2.7 Efeito do uso do probidtico nos valores de ferritina, PCR e vitamina D

Os valores médios (DP) das diferencas absolutas e percentuais dos valores de ferritina, PCR e
vitamina D, entre a semana 16 e o baseline para grupo, estdo descritos na Tabela 9. Ndo foram

observadas diferengas estatisticamente significantes entre os dois grupos do estudo.

Tabela 9 - Comparacéo das diferencas dos valores absolutos e percentuais de ferritina, vitamina
D e PCR-US entre os grupos Probidtico (N=14) e Placebo (N=14), antes e apds a intervencao.
ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020

Parimetros Prot-)i()tico PIaTcebo .
Media (DP) Media (DP)
Ferritina (mg/dl)
Valor absoluto 0,71 (26,68) -5,41 (30,33) 0,698
% do baseline 4,07 (7,50) -4,97 (35,76) 0,7131
Vitamina D (uUI/L)
Valor absoluto 1,55 (7,80) 3,03 (6,80) 0,982
% do baseline 11,06 (39,05) 20,12 (46,07) 0,854
PCR-US
Valor absoluto -0,004 (0,16) -0,300 (0,56) 0,098
% do baseline -3,33 (37,31) -27,33 (49,55) 0,154

“teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Observou-se, mesmo sem significancia estatistica, uma reducdo média dos valores da PCR-US

mais relevante entre os adolescentes que estavam no grupo Placebo.

5.2.8 Efeito do uso do probidtico nos parametros antropométricos e de bioimpedancia.

A Tabela 10 descreve os valores medianos (p25 — p75) do peso, IMC, escore z do indicador
IMCl/idade, circunferéncia da cintura (CC) e o percentual de gordura corporal (PGC), obtido

pela bioimpedancia, no baseline e na semana 16.

Embora ndo significante, observou-se aumento mediano do peso no grupo Probiotico, mas com
reducdo dos escores z do indicador IMC/idade. No grupo Placebo, a mediana do peso no final
do estudo foi menor, comparado com o baseline, bem como reducdo do indicador IMC/idade,

mas ambos ndo significantes.
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Tabela 10 - Valores medianos (p25 — p75) do peso, IMC, escore z do indicador IMC/idade,
Circunferéncia da cintura, percentual de gordura corporal e relacdo cintura/quadril, no baseline
(pré-) e na semana 16 (pds-intervencao). ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020

Grupo Probidtico Grupo Placebo
Parametros baseline semanal6 P* baseline semanal6 P~
Mediana (p25 — p75) Mediana (p25 — p75)
100,2 101,5 102,7 99,7
Peso (Kg) (81,6-1187) (824-122,4) °132  (769-110,3) (815-1135) O1%8
34,7 34,0 34,8 353
2 ’ 1 1 ’
IMC (Kg/m) (31,0-40,6)  (29,3-40,9) °802 (203373 (298-375 044
IMC/idade 3,23 3,05 3,11 3,03
(escore 2) (2,81-366) (268-387) 0000 (246-336) (2.44-329) %730
Circunferéncia 105,0 106,0 0.875 101,5 104,5 0.345
da cintura (cm) (97,5-114,0) (96,0-115,0) ™ (94,5-110,0) (94,0-112,0) ™
Gordura 26,1 46,5 45,2 4338
corporal (%) 413518 (428513) 807 (388-49,7) (40503 *76°
Relaco 0,93 096 s 0,92 093 o

cintura/quadril  (0,89-0,97)  (0,90-0,98) (0,88-0,95)  (0,91-0,97)

“teste ndo paramétrico de Wilcoxon (dados pareados).

Em termos de diferenca absoluta e percentual, entre a semana 16 e a linha de base, as médias
(DP) de peso (kg) observadas foram de ganho similar entre os dois grupos (tabela 11). De modo
similar, ndo foram observadas diferencas entre os grupos Probidtico e Placebo, na variacdo do
IMC, escore z do indicador IMC/idade, Circunferéncia da Cintura (CC) e Relacdo
Cintura/Quadril (RCQ), conforme detalhado na Tabela 11.



94

Tabela 11 - Comparacdo das diferencas absolutas e percentuais, entre o baseline e ap6s a
intervencdo, dos valores de peso, IMC, escore z do indicador IMC/idade, CC, RCQ e percentual
de gordura corporal entre os grupos Probidtico (N=14) e Placebo (N=14), antes e apos a
intervencdo. ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020.

Probidtico Placebo .
Parametros - - P
Média (DP) Média (DP)
Peso (Kg)
Valor absoluto 1,93 (3,96) 1,41 (4,43) 0,872
% do baseline 1,78 (3,75) 1,64 (5,03) 0,854
IMC (Kg/m?)
Valor absoluto 0,07 (1,38) 0,36 (1,18) 0,448
% do baseline 0,70 (13,22) 0,38 (12,80) 0,435
Escore z
IMC/idade
Valor absoluto 0,02 (0,38) 0,003 (0,35) 0,909
% do baseline 7,58 (35,28) 0,76 (4,65) 0,927
CC (cm)
Valor absoluto 2,66 (13,74) 1,25 (3,90) 0,448
% do baseline 3,63 (15,98) 1,27 (3,83) 0,505
RCQ
Valor absoluto 0,01 (0,03) 0,16 (0,34) 0,312
% do baseline 1,99 (22,49) 22,21 (44,17) 0,291
Gordura Corporal
(%)
Valor absoluto -0,61 (3,86) 0,09 (1,69) 0,421
% do baseline -1,20 (10,13) 0,31 (4,18) 0,435

“teste ndo paramétrico de Mann-Whitney

A variagdo do IMC entre as quatro visitas realizadas esta mostrada no grafico 7A. N&o foi
observado aumento e/ou reducao significante entre os quatro periodos de avaliacdo (p=0,816),
indicando estabilidade nestes parametros entre os grupos de intervencao e as visitas realizadas.
Achado similar foi observado para a variacdo da massa gorda, em Kg (gréafico 7B), e para os

valores de circunferéncia abdominal, em centimetros (Grafico 7C).
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Graéfico 7 - Valores de IMC (kg/m2) (11A), massa gorda (Kg) (11B) e circunferéncia da
cintura (cm) (11C) no baseline, semanas 6, 12 e 16, para os grupos Probiotico (N=14) e
Placebo (N=14). ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020
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5.3 Adesdo a intervencao

Em relacdo a adesdo terapéutica (Grafico 12), mensurada em percentual de referéncia ao uso
de sachés, e considerando o total de adolescentes estudados, foi observado uma reducao
significativa (p=0,008) entre o periodo inicial (0 a 6 semanas) e o segundo intervalo de
intervencdo (6 a 12 semanas), conforme descrito no Gréafico 12. Essa diferenca ndo foi
observada entre o intervalo compreendido entre as semanas 6 a 12 e as semanasl2 a 16
(p=0,748) e na comparacdo entre o primeiro (0-6 semanas) e ultimo periodo de intervencéo (12-
16 semanas) (p=0,157). Exceto no periodo 12-16 semanas, todos os adolescentes alocados no

estudo tiveram adeséo superior a 80% (Gréfico 8).

Grafico 8 - Descricao do percentual individual e médio, com o respectivo 1C95%, da adeséo
terapéutica, nos intervalos de visitas, 0-6 semanas, 6-12 semanas e 12-16 semanas, entre os 28
adolescentes estudados, estratificado por grupo de estudo. ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a
fevereiro de 2020
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A adesdo média (DP) do grupo Probidtico, para os intervalos entre 0-6 semanas, 6-12 semanas
e 12-16 semanas, foi, respectivamente, 100,0%; 97,1(4,8)% e 92,7(17,7)%. Para o grupo
Placebo, os valores observados foram 98,1(5,5)%; 94,4(5,6)% e 95,1(9,4)%. Também néo
houve diferenca na adesdo entre 0s grupos considerando os trés intervalos de tempo em

conjunto (p=0,737). Detalhadamente, ndo foi observado diferencas significantes, entre os
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grupos Probidtico e Placebo, nas semanas 0-6 (p=0,150), semanas 6-12 (p=0,086) e semanas
12-16 (p=0,814).

5.4 Avaliacéo da seguranca do uso de dos probidticos Lactobacillus Acidophilus LA-5® e

Bifidobacterium LactisBB-12® em adolescentes obesos com DHGNA

Os efeitos adversos relatados pelos pacientes estdo descritos na tabela 12. Nessa mesma tabela
descreve-se 0 uso de antibidticos e cirurgias recentes em cada consulta. Ndo houve a
necessidade de retirada de nenhum paciente do protocolo devido aos eventos adversos

relatados.

Tabela 12 - Frequéncia absoluta (percentual) de eventos adversos selecionados de acordo com
intervalos de visitas (0-6 semanas, 6-12 semanas e 12-16 semanas), entre os 28 adolescentes
estudados, estratificado por grupo de estudo. ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de
2020

Probidtico Placebo

Evento Semanas Semanas
0-6 6-12 12-16 0-6 6-12 12-16
Diarreia 4/14 1/14 0/14 1/14 0/14 1/14
Constipacao 0/14 1/14 0/14 0/14 1/14 1/14
Néauseas 2/14 2/14 1/14 0/14 0/14 0/14
VVomitos 0/14 0/14 0/14 1/14 1/14 0/14
Cefaleia 3/14 1/14 1/14 1/14 1/14 0/14
;Jr?g t?i%ticos 1/14 014  0/14 1/14 1/14 1/14
Internamentos 0/14 0/14 0/14 0/14 0/14 0/14
Cirurgias 0/14 0/14 0/14 1/14 0/14 0/14

Eventos adversos relacionados ao sistema digestivo foram os mais relatados, especialmente
alteracdes no ritmo intestinal (Tabela 12). Relato de diarreia ocorreram mais comumente nas
primeiras seis semanas de intervencéo, respectivamente em 28,6% (4/14) e 7,14% (1/14), dos
adolescentes no grupo Probidtico e Placebo (p=0,326). O uso de antibiotico foi relatado por um
adolescente do grupo Probidtico, que utilizou amoxicilina por 5 dias apds cirurgia para extracao

de 3° molar. N&o foram relatados internamentos.
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Ap0s 16 semanas, seis adolescentes apresentaram mudancas na consisténcia das fezes, segundo
a Escala Bristol. Destes, cinco mudaram o padréo das fezes em um nivel. Um deles mudou do

padrdo de fezes de Bristol 04, para o padrdo classificado como Bristol 01 (Tabela 13).

Tabela 13 - Descricdo dos pacientes que modificaram o padrdo de consisténcia das fezes,
segundo grupo de intervencdo. ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020

Participante Antes Depois Grupo
NUmero 4 3 2 Probiotico
NUmero 27 4 3 Probidtico
NUmero 12 5 4 Placebo
NUmero 14 4 3 Placebo
Numero 21 4 1 Placebo
NUmero 26 5 4 Placebo

Em média (DP), o grupo que usou o probiotico apresentou reducdo de 0,14 (0,36) no escore da
Escala Bristol, comparado a reducdo de 0,43 (0,35) no grupo placebo, sem significancia
estatistica para a interacdo entre a intervencdo e o tempo (p=0,334) e similar entre os dois

grupos do estudo, para todas as quatro visitas realizadas (Grafico 9).

Grafico 9 - Comparacdo dos valores individuais dos escores obtidos na Escala Bristol para cada
visita realizada, entre os 28 adolescentes estudados, estratificados por grupo de intervengéo.
ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020.
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5.5 Avaliacdo dos aspectos do consumo alimentar e atividade fisica relacionados ao uso
dos probidticos Lactobacillus Acidophilus LA-5® e Bifidobacterium Lactis BB-12® em
adolescentes obesos com DHGNA.

Entre as variaveis potencialmente confundidoras, a variabilidade da ingestdo do valor total de
energia (VET) entre as semanas de avaliacdo se mostraram estaveis entre 0 momento de inicio
e de término da intervencdo (p=0,998), conforme demonstrado no Gréafico 10. Observou-se um
aumento significante do consumo médio de energia entre a semana 12 e a semana 16 (p=0,011)

e este achado néo teve influéncia do grupo de alocagéo do estudo (p=0,572).

Grafico 10 - Descricdo da média com o respectivo 1C95% do VET consumido referido no
momento pré-intervencdo, semanas 6, 12 e 16 (semana final) entre os 28 adolescentes
estudados, estratificado por grupo de estudo. ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de
2020
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As barras representam os valores médios do VET e as linhas o desvio-padrdo. Cada ponto no gréafico
corresponde ao dado de um adolescente.
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Para o consumo de fibras, observou-se uma estabilidade durante o estudo, sem diferencas
significantes entre o padrdo referido para a semana pré-intervencgdo e as semanas seguintes de
afericdo: semana 6 (p=0,958), semana 12 (p=0,885) e semana 16 (p=0,593). Também nao foi
observada influéncia do grupo de intervencédo no decorrer do tempo de intervencao (p=0,991),
conforme mostrado no Grafico 11. As médias de consumo de fibras alimentares (g/dia)
oscilaram entre 15,2g/dia e 20,3g/dia, consideradas dentro do adequado para as faixas etérias.

Gréfico 11 - Descri¢do do consumo individual e médio (DP) do consumo de fibras alimentares
(g/dia), nas semanas pré-intervencao (baseline), 6, 12 e 16, entre os 28 adolescentes estudados,
estratificado por grupo de estudo. ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020
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As barras representam os valores médios do VET e as linhas o desvio-padrdo. Cada ponto no grafico corresponde
ao dado de um adolescente.

Em média, o consumo percentual de gordura nos quatro recordatorios alimentares de 24h
aferidos foi similar entre os grupos Probidtico e Placebo (24,10 [5,82] vs. 27,52 [5,64]%;
p=0,148). Adicionalmente, observou-se uma variacéo estavel e ndo significante do consumo

percentual de lipideos entre as quatro visitas (p=0,598), conforme demonstra o Gréafico 12.
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Gréfico 12 - Descri¢do do consumo individual e médio (DP) do percentual de gordura na dieta
(%), nas semanas pré-intervencdo (baseline), 6, 12 e 16, entre os 28 adolescentes estudados,
estratificado por grupo de estudo. ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020
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As barras representam os valores médios do percentual de lipideos no VET e as linhas o desvio-padrdo. Cada
ponto no grafico corresponde ao dado de um adolescente.

Como pode se observar no Gréfico 16, na semana 12, observou-se uma tendéncia, em média de

menor consumo percentual de lipideos entre os adolescentes do Grupo Probidtico (p=0,077).

O percentual de sedentarismo no grupo Probidtico na baseline, semana 2,12 e 16 foi,
respectivamente, de 35,7% (5/14); 42,9% (6/14); 21,4% (3/14) e 21,4%(3/14). Para 0s
adolescentes alocados no grupo Placebo, esses valores foram, respectivamente, de 50,0%
(7/14); 42,9% (6/14); 28,6% (4/14) e 21,4% (3/14). Nao houve diferenca na proporcdo de
adolescentes inativos entre os grupos do estudo no decorrer do tempo de observacao
(Ptendencia=0,972). Para 0 grupo que recebeu a intervencdo, a proporcdo de sedentarismo
diminuiu entre o baseline e a semana 16, mas sem significancia (Ptendencia=0,516). De maneira

similar, o grupo placebo apresentou as mesmas caracteristicas (Ptendencia=0,375).
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6 DISCUSSAO

6.1 Triagem pré intervencdo: Comparacao entre grupos com e sem DHGNA (Etapal)

A DHGNA é uma patologia prevalente em criancas e adolescentes obesos, segundo dados de
literatura, e espera-se que esteja presente em frequéncias que oscilam entre 12 a 80% deles
(12,14,19). Nesse estudo, entendendo a gravidade da obesidade na infancia e as possiveis falhas
diagnosticadas, em casos iniciais de DHGNA triados por ultrassonografia de abdome, optou-se
por realizar Screening laboratorial, avaliacdo clinica e nutricional de todos os pacientes obesos
que participaram da sele¢do inicial do estudo com objetivo de acompanha-los ambulatoriamente
e tracar um perfil metabolico detalhado para seguimento e intervencdes precoces diante das

alteracdes encontradas.

Comparando as caracteristicas demogréaficas, antropométricas e clinicas entre ambos 0s grupos,
encontrou-se uma diferenca de idade entre os grupos com e sem DHGNA, dado que os pacientes
com diagnostico ultrassonografico de DHGNA apresentavam mediana de idade maior que 0s
que ndo possuiam o diagnostico, assim como para IMC/idade e circunferéncia da cintura. Esses
adolescentes com DHGNA também apresentaram maior frequéncia de hipertenséo e sindrome
metabdlica. Esses achados sdo compativeis com os encontrados em literatura que descrevem
ser a DHGNA mais prevalente em obesos adolescentes de que em criancas; sendo ainda mais

prevalente no sexo masculino e esta associada a gravidade da obesidade (12, 17, 18).

A relacdo entre Rl e DHGNA ¢é indiscutivel, adolescentes com maior gravidade da obesidade e
portadores de sindrome metabdlica sdo mais susceptiveis a desenvolver a DHGNA.
Considerada como a repercussdo hepatica da sindrome metabdlica, a prevaléncia da DHGNA
aumenta em consondncia com o aumento da prevaléncia da obesidade e é proporcional a

gravidade da sindrome metabolica(58).

Durante a fase de triagem, foram examinadas a expressao de 25 parametros no sangue periférico
com objetivo de comparar os perfis bioquimicos e inflamatorios dos adolescentes com ou sem
DHGNA. Os pacientes com DHGNA exibiram uma tendéncia de diminuicéo dos niveis de HO-
1 e fosfatase alcalina e aumento dos niveis de triglicerideos, AST, ALT, GGT e TGF-p. Entre

todos os marcadores estudados, apenas os valores medianos de ALT, GGT e TGF-f foram
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estatisticamente distintos entre os grupos de estudo, com valores mais elevados sendo
detectados no grupo de participantes com DHGNA (todos com p-valor ajustado <0,05).

Para diagndstico da DHGNA o teste de triagem atualmente recomendado, ALT, é um exame
universalmente disponivel, barato e tem uma sensibilidade aceitavel (18, 56).0s pontos de corte
para definir alteracbes na faixa etéria pediatrica ainda sdo bastante discutidos na literatura. Em
uma coorte americana nacionalmente validada, foram definidos pontos de corte de 22mg/dL
para meninas e 26mg/dL para meninos (147). J& em um estudo canadense, o limite superior de
normalidade para ALT foi definido como até 30mg/dL em criangas de 1-12 anos e 24mg/dL
para adolescentes de 13-19 anos (148). Outros autores descrevem valores de ALT para
diagnostico de DHGNA como acima de 2x o limite de normalidade, descritos como 50mg/dL
para meninos e 44mg/dL para meninas com sobrepeso ou obesidade maiores de 10 anos de

idade; dados esses com sensibilidade de 88% e especificidade de 26% (149).

Apesar da recomendacdo da NASPGHAN, realizada em 2017, sobre o uso da ALT como
marcador para triagem de DHGNA, em criancas obesas, definido como anormalidade os valores
persistentemente elevados mais que 2x o valor de referéncia (52 mg/dL para meninos e 44mg/dl
para meninos), ndo existe consenso acerca do melhor ponto de corte a ser utilizado, e diversos
especialistas tem utilizado valores diferentes(18). Em 2010, Schwimmer et al. propuseram usar
um valor de corte mais baixo, respectivamente de 25 U/L e 22 U/L, para meninos e meninas(95).
Importante ressaltar que valores baixos de ALT ndo excluem a presenca de DHGNA e outros
marcadores, como GGT, Homa-IR, insulina, glicemia, GGT e razdo AST/ALT ainda nédo
aparecem em estudos que recomendem a sua utilizacdo, de forma isolada como triagem

diagnostica para a doenca(56, 149).

O NASH é uma progressao da esteatose hepatica, e é descrito como mais prevalente em criangas
com ALT >80 U/ L em comparagdo com aquelas com ALT <80 U / L (41% em comparacao
a 21%, respectivamente)(91). Embora o aspartato aminotransferase (AST) e gama-glutamil
transferase (GGT) ndo foram testados independentemente como marcadores de triagem para
DHGNA em criancas, entretanto, a descricdo de literatura é que no contexto de elevacdo da
ALT, niveis elevados de AST e GGT associam-se aos piores achados histologicos(149).
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Em nosso estudo, houve uma tendéncia de diminuicdo da HO-1 em pacientes com DHGNA
mas sem diferencas estatisticamente significantes. A HO-1 tem sido descrita como uma enzima
que atua no mecanismo de citoprote¢do hepatica, agindo no estresse oxidativo e na peroxidacédo
lipidica, fatores que desempenham um papel importante na patogénese da DHGNA (78,79).
Poucos estudos a descrevem como marcador de DHGNA e ndo encontramos estudos na faixa

etaria pediatrica.

Na andlise de dados com uso de correlagdes observou-se que o perfil geral das mesmas era
distinto entre os grupos de estudo, empregando uma abordagem com anélise de rede (em que
as correlagdes de Spearman sdo visualizadas como conexdes entre os parametros), na qual
procurou-se entdo visualizar as inimeras correlacdes detectadas(146,150-152). Com essa
abordagem identificou-se a dinamicidade, forca e qualidade das relacGes entre os valores dos
marcadores bioquimicos e proteinas inflamatorias plasmaticas dos diferentes grupos de
individuos. As redes dos grupos clinicos distintos exibiram diferengas na complexidade e na

qualidade das interacdes estatisticas entre os marcadores bioquimicos.

Atraveés da analise de correlacdo candnica esparsa (ACC) descobriu-se que 0s pacientes com
DHGNA podem ser distinguidos daqueles sem a doenca com alto grau de precisdo (&rea sob a
curva (AUC) (ROC) = 0,97 (IC: 0,85-1,0) , sensibilidade 91% (IC: 77,0-96,7), especificidade
86% (72,0-94,0); p <0,0001. A avaliacdo dos valores dos coeficientes canénicos do modelo
CCA revelou que os marcadores mais significativos responsaveis pela discriminacdo entre
individuos com ou sem DHGNA foram LDL-c, triglicerideos, TGF-p, ALT, HDL-c e

hematécrito.

Esses achados refor¢cam os dados apresentados no presente estudo, no qual observou-se que 0s
adolescentes com esteatose hepética exibem um perfil bioquimico distinto no sangue periférico.
As analises revelam que essas mudancas no perfil de expressao desses parametros bioquimicos
eram capazes de distinguir pacientes com esteatose daqueles sem esta condicdo. Além disso,
até onde sabemos, este estudo representa a primeira tentativa de estabelecer uma associacao
entre niveis elevados de TGF-B ¢ esteatose hepatica em adolescentes obesos. Além disso, os
resultados indicam um importante desequilibrio bioquimico em pacientes com esteatose, 0 que
pode nortear novos estudos de novas ferramentas diagndsticas e alvos terapéuticos a fim de

otimizar o manejo clinico.
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A inflamacdo é um processo coordenado que ocorre com mudangas sincronizadas na producao
de varios marcadores imunologicos e ndo imunoldgicos (6,40). Embora estudos tenham
mostrado que a ativacdo da resposta inflamatoria em hepatocitos é o principal estimulo para
progressdo para a NASH, existe também a potencial influéncia de outros marcadores
bioquimicos impactarem nos desfechos clinicos (13,56,63). Na DHGNA, a ativacdo das vias
inflamatdrias é observada no estagio inicial da doenga com liberacdo de marcadores conhecidos
devido a sua associacdo com lesdo no tecido hepatico (84,85). Como esperado, 0S N0ss0s
resultados revelaram aumentos substanciais nos niveis de ALT, GGT e TGF-B em pacientes
com esteatose em comparagcdo com aqueles sem esteatose, e todos esses marcadores S&o

associados a progressao para NASH(56,80).

As mudancas consistentes na expressao dos parametros bioquimicos observadas no grupo de
esteatose sao capazes de distinguir os diferentes grupos clinicos comparados no presente estudo,
detectados por uma analise discriminante baseada em correlacdes canbnicas. Digno de nota, a
analise de coeficiente candnico identificou biomarcadores candidatos provavelmente
responsaveis pela distingdo entre grupos sem esteatose e esteatose, como TGF-B, ALT,
hemoglobina e hematocrito.

As analises também revelaram que o TGF-p ndo foi o marcador com maior niimero de
correlacdes nas distintas matrizes. No entanto, tal marcador estava relacionado com diferentes
parametros nas redes e com perfis de correlacédo distintos (correlagfes positivas vs. negativas)
0 que explica em parte porque o TGF-p foi relevante para explicar as diferengas entre os grupos

de estudo descritos.

E importante ressaltar que em descricio prévia em literatura, com pacientes adultos
apresentando esteatose hepatica causada por obesidade ou alcool, 0 TGF-B foi fortemente
associado a esse desfecho clinico (153). Nossos resultados sugerem que o perfil bioquimico
alterado detectado em pacientes com esteatose foi tdo substancialmente diferente que pode
distinguir com seguranca os diferentes grupos de estudo. E possivel que os principais
marcadores descritos acima, principalmente TGF-B, desempenhem um papel significativo na
patogénese da lesdo hepética induzida durante a evolu¢do da DHGNA para NASH. O TGF-§ ¢

secretado em resposta ao dano celular e desempenha papel dominante na mediacdo da fibrose,
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mediante sua contribuicdo para a ativacao das células estreladas e sua producédo de proteinas da
matriz extracelular. Conforme detalhado, o TGF-B atua por meio do receptor de quinase 5,
semelhante ao receptor de ativina (ALKS5) (TGF-B RI) e do receptor de TGF- tipo II (TGF-3
RII) (82). O nivel sérico de TGF-p e o nivel tecidual de mRNA do receptor de TGF-f podem
ser medidos e usados como marcadores diagnosticos e progndsticos para doencgas hepaticas
(81,154). Este fator de crescimento tem muitas a¢es no figado, incluindo: (i) fibrogénese (ii)
inibicdo do crescimento (de hepatdcitos normais e células estreladas) (iii) mitogénese (iv) pro-
apoptose e (v) quimioatracdo. Descrito como um marcador bioquimico de progressdo para
NASH, ndo ha descricdo de estudos envolvendo o marcador na faixa etéria pediatrica(154, 155)
Em um estudo conduzido por Khalid M, et al., 2014, foi observado que os niveis séricos de
TGF-B em pacientes com DHGNA eram mais elevados que no grupo controle, sendo que nos
casos de NASH e cirrose, os niveis eram significativamente maiores ( p<0,001)(80). Tarantino
G, et al. 2008, rastreou uma Coorte com pacientes portadores de DHGNA e estudou o
comportamento dos niveis séricos de TGF-p e a progressdo para gravidade; encontraram
concentracdes elevadas desta citocina em pacientes com DHGNA, entretanto, ndo obtiveram
diferencas estatisticamente significantes entre os subgrupos de pacientes com fibrose e NASH
(p=0,200)(156).

Considerando o papel crucial no desenvolvimento e progressao da fibrose hepatica (81),
poderiamos hipotetizar que a maioria dos adolescentes obesos aqui estudados apresenta ou ira

evoluir para NASH.

Aqui, duas hipoteses devem ser consideradas para explicar o significado do aumento do TGF-
B e se ele esta realmente associado 8 DHGNA por si sO ou de fato € um preditor de fibrose e
NASH. A elevagdo extremamente significativa dos niveis de TGF- entre nossos participantes
com esteatose pode representar um espectro de pacientes que ja apresentam esteatohepatite e
ndo poderiam ser diagnosticados pela impossibilidade de realizacdo de bidpsia hepéatica. Na
verdade, observamos que um terco dos participantes com esteatose hepatica (n = 12/36) tinha
ALT >30 U/L). Além disso, observamos uma correlacdo significativa entre os niveis de ALT
e TGF-B. Esta hipotese tem alguma evidéncia na literatura entre adultos (81). No entanto, ndo
pudemos encontrar dados relatados anteriormente em pacientes pediatricos que pudessem
refletir os achados apresentados aqui. Uma investigacdo mais aprofundada com monitoramento

sequencial dos niveis de ALT e outros parametros bioguimicos e marcadores de imagem e / ou
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uma bidpsia hepética podera ajudar a esclarecer essa possibilidade futuramente. Por outro lado,
niveis elevados de TGF-f também podem representar pacientes apenas com esteatose hepatica
sem NASH. Na verdade, 20 de 36 pacientes exibiram niveis de ALT <25 U /L (18). Embora
ALT nédo seja um marcador bioquimico definitivo para NASH, é comumente usado como
indicador de dano hepético na medicina clinica e especialmente na DHGNA, como ja
anteriormente relatado(18). Assim, niveis mais baixos podem ser um indicador de auséncia /
dano minimo ao tecido hepatico. Além disso, uma evolucgéo / progressao mais rapida e grave
da doenca é observada em pacientes pediatricos com DHGNA em comparacdo com adultos,
por se tratar de doenga de inicio precoce(60,107,157) e hipotetizamos que os niveis elevados
de TGF-B poderiam ser um marcador desta condi¢cdo na populacdo pediatrica, embora nédo
tenhamos conseguido demonstrar formalmente que os niveis deste biomarcador se associem
diretamente a progressdo da esteatose hepatica. O acompanhamento dessas criancas e

adolescentes esta em andamento para esclarecer essa quest&o.

Uma importante contribuicdo desse estudo foi a avaliacdo da qualidade e magnitude das
interacdes estatisticas entre 0s parametros bioquimicos. As matrizes de correlacdo de Spearman
tém sido utilizadas em vérias doengas marcadas por inflamacéo aguda e cronica (147, 151, 158,
159) e sugerem que mudangas no perfil da rede de correlagéo indicam alteracdo do estado de
inflamacdo sistémica. De fato, nossas analises de correlacdo revelaram perfis diferentes entre
0s grupos clinicos com intensas interacGes sendo detectadas no grupo de esteatose hepatica.
Curiosamente, esse grupo foi marcado pela presenca de duas correlacfes positivas envolvendo

importantes marcadores associados as doencas hepaticas.

Nossa hipotese é que a esteatose hepatica é caracterizada por um meio inflamatério hepético
que leva a mudancas consistentes nas concentracdes sistémicas de parametros bioquimicos. Ao
avaliar-se a correlacdo entre o grau de esteatose hepatica e as concentracdes / valores dos
parametros bioquimicos e também do IMC, descobriu-se que ocorreram aumentos lineares no
IMC e ALT de acordo com a gravidade da esteatose. Embora os niveis de TGF-B tenham
apresentado maiores valores de expressdo em criancas e adolescentes com esteatose, essas
concentracdes ndo foram diferentes entre pacientes com doenca leve e moderada / grave. Essa
observacao reforca a ideia de que o TGF-B pode ser mais util para identificar a presenca de
esteatose do que para inferir prognostico / progressdo da doencga. Aléem disso, identificamos que

as diminuigdes nos valores de fosfatase alcalina e HDL-c foram proporcionais ao aumento
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gradual da gravidade da esteatose. Mais estudos sdo necessarios para delinear 0s mecanismos

moleculares subjacentes a essas associagoes.

Outra contribuicdo importante desses resultados € a avaliagdo do grau de perturbacao
bioquimica. Apos levantamento de literatura, ndo foi identificado nenhum estudo anterior que
tivesse estimado o distarbio bioquimico global em pacientes com esteatose hepatica. Nas
analises que realizamos, foi demonstrada que a esteatose hepatica esta de fato ligada ao maior
desequilibrio bioquimico geral, que se mostrou ainda mais significativo nos individuos com
obesidade, independente da sua classificacdo de gravidade. Nosso resultado reforga o papel da
obesidade, associada ao consequente grau de resisténcia a insulina como um fator potencial que
leva a inflamacdo cronica e esta implicada no distarbio homeostatico subjacente a esteatose (20,
54, 56, 57,84,85).

Finalmente, usando andlise multivariavel, foram avaliados os parametros bioquimicos mais
associados a esteatose hepatica. Dentre esses parametros, 0 TGF-f foi o mais robusto no modelo
preditivo empregado. E importante ressaltar que para minimizar os possiveis efeitos da
producdo extra-hepatica de TGF-p, como tecido adiposo (160) e como 0s niveis dessa citocina
foram positivamente correlacionados com os valores de IMC na popula¢do em estudo, nosso
modelo foi ajustado para o escore Z de IMC / idade e paraa circunferéncia da cintura. Apés o
ajuste, aumentos de 1 Log dos niveis de TGF-p permaneceram independentemente associados
a 3,63 vezes para 0 aumento do risco de desenvolvimento de esteatose. Dentro dos parametros
bioquimicos usados nesta anélise multivariavel encontra-se a ALT. A andlise de correlacéo de
Spearman revelou uma associagao positiva entre as concentracoes de ALT e de TGF-f em toda
a populacéo do estudo, reforgando nossa hipdtese de que os niveis mais elevados de TGF-
encontrados aqui sdo consequéncia de lesdo hepatica, e ndo pela producdo de outros tecidos.
Digno de nota, foi demonstrada a importancia do TGF-3 como um fator critico na determinagao

da evolugéo para a esteatohepatite (80,155,161).

Em conjunto, esses dados sugerem que, em pacientes com esteatose hepética, hd uma regulacdo
positiva dos marcadores envolvidos na inflamacao persistente, o que pode contribuir para a
fisiopatologia da esteatose hepatica. Estudos adicionais s@o necessarios para investigar o perfil
de ativacdo imune desses pacientes, a fim de sugerir novos alvos terapéuticos. Nesse sentido,

esse achado sobre o uso potencial dos niveis plasméticos de TGF-B como um biomarcador
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preciso de esteatose hepéatica parece promissor. Além disso, esse achado é especialmente
importante, visto que os adolescentes estudados aqui eram em sua maioria gravemente obesos
e 0s marcadores bioguimicos tradicionais, como triglicerideos, HDL-c, insulinemia e HOMA-
IR, ndo foram capazes de identificar adequadamente a presenca de esteatose hepatica.
Normalmente, a avaliacdo da gravidade da doenca é baseada no exame radiolégico nédo
invasivo, especificamente na ultrassonografia(100). No entanto, este método esta sujeito a erros
dependendo do operador. Além de ndo existirem escores ndo invasivos para diagnostico de
DHGNA ou de evolucéo para fibrose com validacdo externa para vasta utilizacdo na faixa etaria
pediatrica (56). Nesse contexto, 0 TGF-B poderia surgir como uma ferramenta potencial no
diagndstico da esteatose, talvez associada a ultrassonografia, mas sem um claro impacto
relevante na avaliacdo do grau de esteatose hepatica. Estudos futuros sdo necessarios para testar
e validar a acuracia do TGF-p, isoladamente ou em associagdo com outros métodos nio

invasivos, em um ndmero maior de pacientes.

Essa analise inicial apresentou algumas limita¢fes. O tamanho limitado da amostra, a auséncia
de dosagens de outras citocinas inflamatorias para estabelecer um perfil mais detalhado do
distarbio metabdlico e a auséncia de um método histoldgico para o diagndstico de NASH para
comparagao com os resultados da avaliagdo ndo invasiva realizada. Além disso, nosso desenho
de estudo foi transversal. Assim, mais estudos longitudinais sdo necessarios para avaliar a
relacdo cronologica entre os niveis de TGF-B e a ocorréncia de DHGNA para esclarecer o
provavel impacto da causalidade reversa. Independentemente da direcdo dessa associacao, mais
atencdo deve ser dada a boa acuracia observada entre niveis elevados de TGF- e a presenca de

esteatose hepatica em criancas e adolescentes.

6.2 Ensaio clinico randomizado (Etapa 2)

O presente estudo ¢, para nosso conhecimento, o primeiro ensaio clinico duplo-cego,
randomizado e controlado com placebo que avaliou a eficacia do uso de probidticos no
tratamento em DHGNA, realizado no Brasil, e 0 quarto ensaio clinico randomizado, duplo-cego
e placebo controlado, publicado nesse formato na literatura mundial. Dentre os trés estudos
anteriores na faixa etaria pediatrica (27,123,124), nenhum deles avaliou a esteatose hepatica
através de método de imagem descrito como mais sensivel, como realizado no presente estudo,

através da RNM com quantificacdo de gordura intra-hepética por PDFF.
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As caracteristicas demograficas, antropométricas e clinicas dos adolescentes com e sem
DHGNA no baseline ndo apresentavam diferencas estatisticamente significativas. Os perfis
foram muito semelhantes entre os grupos, com discreta diferenca para sindrome metabdlica,

ligeiramente mais prevalente no grupo de pacientes que utilizou probidticos.

Em relagdo aos parametros radiologicos ndo houveram diferengas estatisticamente significante
em relacdo aos achados descritos na RNM inicial, nos parametros de percentual de gordura
(PDFF) e rigidez hepatica (Kpa) entre 0s grupos, que apresentaram medianas desses valores
muito similares. Em relacdo aos parametros bioquimicos, os parametros relacionados ao perfil
hepatico (AST, ALT, GGT, Fosfatase alcalina) ndo diferiram entre 0s grupos, assim como
também ndo foram encontradas diferencas relacionadas ao perfil glicidico. Encontrou-se apenas
diferencas com relativa significancia estatistica entre os grupos em relacdo ao colesterol total
(p=0,041) e LDL-c (p=0,056) com valores de mediana mais elevados no grupo de pacientes

que usou probidticos.

Essas caracteristicas antropomeétricas, bioquimicas e radioldgicas entre os grupos na baseline,
nos permite descrever uma homogeneidade entre os grupos de intervengdo e placebo,
favorecendo assim a validade interna do estudo.

Em relacdo ao efeito do uso do probidtico Lactobacillus Acidophilus LA-5® e Bifidobacterium
Lactis BB-12® nos valores de PDFF obtidos na RNM ndo encontramos diferencas
estatisticamente significante em relacdo a diferenca percentual média (DP) entre a semana 16 e
a linha de base, em ambos o0s grupos. Observou-se muita diversidade nas respostas ao uso do
probidtico e do placebo. Apesar disso, as trés maiores reducbes do percentual de esteatose
hepética ocorreram no grupo Probidticos e os trés adolescentes com maior ganho de PDFF

foram do grupo Placebo.

Véarios autores descrevem o0 papel da microbiota intestinal na patogénese da
DHGNA(15,18,23,24), inclusive sugerindo o seu papel, tanto na indu¢do quanto na progresséo
da doenca(19,20). Em pacientes com DHGNA, a permeabilidade intestinal e a prevaléncia de
supercrescimento bacteriano intestinal estdo presentes (21). Estudos em adultos demonstraram

que os probidticos sdo uma opcao terapéutica promissora (106,93,121).
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A grande maioria dos estudos randomizados e controlados que avaliaram a eficacia dos
probioticos encontrados na literatura, foram realizados em adultos com DHGNA(162-168).
Ainda assim, associando a intervendo, o uso de prebidticos(169,170), sendo em sua grande
maioria, estudos abertos (163,164,167). Dois estudos duplo-cegos, randomizados e controlados
que utilizaram apenas probidticos na intervencdo (162, 166), usaram ALT e AST como
desfechos primérios para avaliar a melhora da DHGNA e ndo avaliaram a gordura intra-
hepatica ou o grau de fibrose hepatica. Encontramos um Unico ensaio clinico duplo cego e
placebo controlado, e cujo desfecho primario foi a quantificacdo de gordura intra hepatica por
RNM apos intervencdo (116). Nesse estudo, Ahn et al., 2019 avaliou 68 pacientes adultos, com
intervencdo durante 12 semanas, utilizando seis espécies de probioticos (Lactobacillus
acidophilus, L. rhamnosus, L. paracasei, Pediococcus pentosaceus, Bifidobacterium lactis e B.
breve), e obteve reducao significativa no grupo que usou probioticos do percentual de gordura
intra-hepatica e IMC (p= 0,032 e p=0,047, respectivamente) quando comparados ao grupo
placebo(116).

Em ensaio clinico recentemente publicado, Scorletti, et al., 2020 utilizou simbioticos e nao
probidticos isolados, e evidenciou melhora do microbioma fecal, mas ndo obteve reducéo
significativa da gordura intra-hepatica 8 RNM(171).

Como descrito anteriormente na populacdo pediatrica ndo existem estudos de intervencdo com
probidticos cujo desfecho primario tenha sido a quantificacdo de gordura intra-hepatica por
RNM. Este exame, quantifica a esteatose hepatica através da fracdo de gordura de densidade de
prétons (PDFF — Proton Density Fat Fraction), com elevada acuracia tanto para diagnéstico

quanto para a classificacdo do grau de esteatose em crian¢as com DHGNA(102-105).

No nosso estudo, ndo observamos diferengas estatisticamente significativas em relacdo a
diferenca de percentual de gordura intra-hepética (antes e apds intervencdo). Ndo possuimos
dados de literatura para confrontar com o0s nossos dados nessa faixa etaria estudada. Ao avaliar
0s resultados atraves da variavel de piora do PDFF apo0s a intervencdo, observou-se que, no
grupo placebo o percentual de pacientes que apresentou piora na classificacdo da gravidade da
esteatose hepatica foi maior (25%) quando comparado com 0 grupo que recebeu a intervencao
(7,1%), mas sem significancia estatistica, dado o poder reduzido em funcdo do tamanho

amostral estudado.
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Para os valores de rigidez hepética, observou-se uma reducdo media da diferenca percentual
entre a semana 16 e a linha de base, para o grupo Probiotico, enquanto houve aumento medio
no grupo placebo (-4,77[13,28] vs. 3,03[12,01]; p=0,045). Também se observou, em termos de
variacdo absoluta, a reducdo média (DP) da rigidez hepatica para o grupo Probiético, e aumento
médio para o grupo Placebo (p=0,045).

Na literatura foram descritos dois estudos que avaliaram, através da elastografia, o grau de
rigidez hepéatica como desfecho de intervencao com uso de probi6ticos, o estudo de Ahn et. al.,
2019 (116) que apesar de usar a RNM e o PDFF para quantificacdo de gordura intra-hepatica,
usou a elastografia transitéria através da ultrassonografia (Fibroscan®) e ndo encontrou

diferenca estatisticamente significante estre os grupos intervencdo e controle (116).

Wong et. al., 2013(170) realizou um ensaio clinico controlado randomizado e aberto, cuja
intervencdo com probidticos durou 6 meses e cujo desfecho priméario foi reducdo de PDFF,
tendo encontrado diferencas estaticamente significante entre os grupos para os valores de PDFF
(p=0,034). Adicionalmente, encontrou tendéncia de reducdo da rigidez hepética, medida por
elastografia via RNM, no grupo que usou probidticos, sem diferenca significativa
estatisticamente (p=0,17).

A elastografia € um método ndo invasivo, realizado através da ultrassonografia ou RNM, de
elevado nivel de precisdo e quem tem sido utilizado para medir a rigidez hepatica (predicdo de
fibrose) em adultos e criancas, sendo importante para o diagndstico de NASH e cirrose (99,
1023-105). A elastografia por RNM, muito embora tenha sido referenciada como método nédo
invasivo de diagnostico de fibrose, na faixa etaria pediatrica, devido aos estudos com
amostragem reduzida, necessita de refinamento e validacdo adicionais a fim de ser integrada a

protocolos clinicos para diagnostico da DHGNA pediéatrico(99).

O mecanismo de acdo dos probidticos no tratamento da DHGNA e NASH n&o é completamente
compreendido. Em modelos experimentais ha descricdo de reducdo de citocinas pro-
inflamatdrias e modulacéo de atividade das células T natural killer no hepéticas (170). Na
fisiopatologia da DHGNA hé descricao de envolvimento de LPS e aumento de permeabilidade

intestinal, com niveis plasmaticos mais elevados dessa toxina promovendo necroinflamagédo
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hepatica e fibrose. Além disso, os pacientes com NASH apresentam supercrescimento
bacteriano no intestino delgado e o nivel mais elevado de LPS no sangue(82, 85,87). Essa
progressdo para NASH causada também pela disbiose intestinal e mediada pelo inflamossoma

pode ser modulada pelo uso de probidticos(170).

No presente estudo evidenciamos alguns resultados positivos em relagdo ao grupo que recebeu
intervencdo, o que nos faz hipotetizar que o uso de probioticos modulou de alguma forma

resposta inflamatoria hepatica.

Ndo foram observadas diferencas significativas na variacdo dos parametros bioquimicos
hepéticos analisados entre o baseline (pré-intervencdo) e a semana 16 (pds-intervencdo). Os
adolescentes estudados ndo apresentavam ao diagndstico alteracdes significativas de
aminotransferases ou GGT. Embora a NASPGHAN recomende a utilizacdo de dosagem da
aminotransferase de alanina (ALT) como exame de triagem e a dosagem desse marcador
bioquimico esteja universalmente disponivel, tenha baixo custo, seja minimamente invasivo e
tenha boa sensibilidade, existe grande divergéncia na literatura acerca de quais pontos de corte
devem ser utilizados para a triagem da DHGNA conforme j& comentado anteriormente (18).
Na amostra estudada, a mediana de ALT no baseline foi de 24,4(18,4-33,4) U/L, valores que,
com base nas referéncias da NASPGHAN, em média ndo sdo considerados como alterados. Se
utilizarmos as referéncias de Schwimmer et al.,2010(95) cujo ponte de corte é mais baixo (25

U/L e 22 U/L, para meninos e meninas) ainda assim ndo atingiam 2x o valor de normalidade.

Dos trés artigos publicados até o momento, cujo desenho do estudo eram de ensaios clinicos
randomizados, duplo-cegos controlados por placebo, na faixa etaria pediatrica (27, 123, 124),
apenas Vajro et. al., 2011(123) avaliaram como desfecho primario a melhora/normalizacdo dos
niveis de ALT (<40UI/L). Nesse estudo, os autores observaram altera¢cdes mais pronunciadas
no grupo tratado com Lactobacillus GG. Oito dos 10 pacientes tratados e 3 dos 10 pacientes no
grupo placebo alcangaram valores de ALT <40 U / L, mas a diferenca nédo atingiu significancia
estatistica (p=0,069), e outros parametros bioguimicos e ultrassonograficos permaneceram
estaveis apos intervencado. Esse foi 0 primeiro estudo a investigar os efeitos do tratamento com
probidticos na DHGNA na infancia; e, segundo os autores, o estudo foi desenhado como um
ensaio piloto de curto prazo (8 semanas) para contornar os efeitos imprevisiveis frequentemente

relatados de mudancas no estilo de vida que geralmente podem confundir os resultados de um

a

a



114

estudo de longo prazo. Vajro et. al., 2011, concluiu que num curto periodo de tratamento com
probidticos houve melhora significativa nos valores de ALT, que na maioria dos casos se
tornaram normais, e que esse efeito foi independente das alteracGes de peso na amostra
estudada(123).

O segundo ensaio clinico com 48 criancas e adolescentes, conduzido por Alisi et. al., 2014(27),
o0 qual avaliou e interviu através da suplementacdo de um blend de probidticos denominado
VSL#3 (Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium breve, B. infantis, B. longu,
Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. paracasei, e L. delbrueckii subespécie bulgaricus)
durante 4 meses, tendo os niveis de ALT como desfecho secundéario, ndo obteve diferenga
estatisticamente significante entre os grupos placebo e intervencdo (p=0,170), importante
ressaltar, que semelhante aos nossos resultados, na analise pré-intervencao os niveis de ALT
nédo estavam elevados acima de 2 vezes o limite para normalidade, considerado pelos autores
como aqueles <40 U/L(27).

O terceiro ensaio clinico publicado na faixa etaria pediatrica (Famouri et. al., 2017(124))
utilizando o Prokid® como probidtico de intervencdo, em 64 pacientes com idades entre 10 e
18 anos, por 12 semanas, no qual os niveis de ALT era desfecho secundario. Os autores
encontraram diferencas estatisticamente significantes entre baseline e apés intervencdo, nos
niveis de ALT do grupo que utilizou o Prokid® (p=0,02) quando comparados com o placebo
(p=0,2). Ainda nesse estudo, é importante ressaltar que na analise pré-intervencdo 66,9% dos
pacientes apresentavam niveis de ALT <40 U / L corroborando com 0s nossos achados de
normalidade nos niveis dessa enzima hepatica, mesmo em pacientes com diagndstico de
DHGNA, o que nos leva a concordar com a informacdo de que a DHGNA na faixa etaria
pediatrica tem peculiaridades metabdlicas, bioquimicas e histoldgicas, diferindo entdo dos

achados da doenca no adulto (60).

Apesar da tendéncia atual de utilizacdo de valores de ALT em pontos de corte mais baixos para
identificar possiveis criancas e adolescentes com acumulo de gordura hepatica (95), a literatura
descreve anormalidades histoldgicas, incluindo fibrose significativa, em criangas que
apresentavam niveis normais ou apenas levemente elevados de ALT. Isso indica que a dosagem
de ALT isolada ndo é um marcador de rastreamento ideal para detectar a presenga de DHGNA

e pode ndo se mostrar alterada mesmo em estagios avangados da doencga (15,98).
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No presente estudo, ap6s 16 semanas de intervencdo, os valores finais da glicemia (p=0,043),
insulina (p<0,001) e HOMA-IR (p<0,001) avaliados aumentaram entre os adolescentes
estudados de maneira global, e ndo diferiram entre os grupos. Descrevendo assim uma evolugédo
desfavoravel no contexto metabolico da obesidade. Na avaliacdo pre-intervencdo dos pacientes
87,5% dos pacientes do grupo de probidticos e 92,9% do grupo placebo apresentavam
diagndstico de RI o que caracterizava a gravidade da obesidade dos pacientes estudados. Apesar
da piora do estado de resisténcia a insulina e da gravidade da obesidade dos adolescentes
estudados, a reducdo significativa dos valores de rigidez hepatica observadas entre os
adolescentes que receberam Probidticos reforca o possivel papel de resposta clinica destes

agentes.

Dos trés estudos em criangas(27,123,124), ja anteriormente citados apenas Alisi et al. 2014,
avaliou perfil glicidico através dos valores de indice de HOMA e ndo encontrou diferengas
estatisticamente significantes entre os grupos placebo e intervencdo ao final do estudo
(p=0,693)(27).

Em nosso estudo, medianas de glicemia, insulina e Homa IR foram semelhantes entre os grupos
tanto na baseline, quanto apds a intervencdo. O achado relevante foi a diferenca de valores
dessas variaveis, como ja citado anteriormente, com elevacdo da RI, independente do grupo
estudado, fato esse que poderia justificar, em parte, a modesta reducdo do PDFF encontrado no
grupo que recebeu a intervencao com probidticos, uma vez que a piora da resisténcia a insulina
mantém em atividade a doenca hepatica, ja que a Rl esta fortemente relacionada a patogénese
da DHGNA. Fisiologicamente, a insulina controla a producdo hepatica de glicose regulando a

lipolise dos adipdcitos, levando a diminuicdo do fluxo de acidos graxos para o figado (56).

Na auséncia de ensaios clinicos randomizados em criancas e adolescentes que possam
corroborar com 0s nossos achados, os estudos em adultos também sdo escassos e variam quanto
aos achados, a saber: Chong et al., 2021 em um ensaio clinico usando VSL#3 por 10 semanas
no qual avaliou os marcadores de risco para doenga cardiovascular em adultos com DHGNA,
ndo obteve diferenca nos valores de HOMA-IR para o0 grupo que recebeu a intervencdo com
probidticos (p= 0,95) (172). Achado semelhante ao encontrado por Tenoreo-Jiménez et al.,

2019, que ao intervir com uso de Lactobacillus (L.) reuteri V3401, em pacientes com DHGNA
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e estudar biomarcadores inflamatérios no estudo denominado PROSIR, ndo observou
diferengas apds intervencao nos niveis de insulina e HOMA IR(173).

Em relacéo ao perfil lipidico, observou-se uma tendéncia de reducdo mais acentuada dos niveis
de colesterol total no grupo probidtico, tanto para os valores absolutos (p=0,085) quanto para a
variacdo percentual (p=0,081). Ap6s 16 semanas de intervencao, os valores finais medianos do
colesterol total foram significativamente menores entre os adolescentes que receberam a
intervencdo, e 0 mesmo ocorreu em uma intensidade maior para os niveis do LDL-colesterol,
com significancia estatistica limitrofe (p=0,055). Esses achados ndo foram observados para o
HDL-colesterol e triglicerideos, no grupo placebo e ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes nos valores das referidas variaveis antes e apos intervencao.
Comparando os resultados do presente estudo com os dos trés ensaios clinicos pediatricos (27,
123,124) previamente publicados, observa-se que Famouri et al., 2017, que avaliaram como
desfecho secundario o perfil lipidico, com avaliacdo pos-intervencdo em grupos distintos,
observaram reducao de colesterol total e triglicérides no grupo que usou probidticos (p<0,001),
embora tenha obtido resultado semelhante para reducdo de LDL e triglicérides no grupo
placebo, atribuidas pelos autores as mudancas de estilo de vida(124). J& o estudo conduzido por
Alisi et al., 2014, apenas avaliou niveis de triglicérides e ndo encontrou diferencas
estatisticamente significantes (p=0,575) entre os grupos(27). Em estudo comparando as
diferencas clinicas, histologicas e metabdlicas da DHGNA entre adultos e criangas nao foram
encontradas diferencas entre as variaveis relacionadas ao perfil lipidio(60). Portanto, ao
avaliarmos os resultados encontrados em adultos, por Wang, et al., 2018(174) de reducéo de
CT, LDL e triglicérides, sem mudancas nos niveis de HDL, observamos assemelhar-se aos

nossos dados.

O probidtico usado no presente estudo demonstrou uma tendéncia favoravel na reducdo das
concentracdes de colesterol total, e LDL, fato ndo observado nos niveis de Triglicérides e HDL -
c. Atribuimos a esse resultado, possivelmente ao curto tempo de intervencdo. Nosso achado
sobre 0 HDL estd de acordo com a descricdo de literatura em estudo, no qual, ndo foi
documentado efeito benéfico dos probioticos no aumento dessa lipoproteina (167), muito
embora Ahn, et al., 2018(116) tenham observado reducdo significativa para triglicérides
(p=0,02), colesterol total (p<0,001) e HDL (p=0,007) (123). Em nossa percepg¢do, com base nas

diferengas de resultados encontrados na literatura, sugere-se que o nivel de HDL pode aumentar
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apos o tratamento de longo prazo com probioticos, em associagdo com as mudancas de estilo
de vida.

N&o foram encontradas diferencas absolutas e percentuais dos valores de ferritina, PCR e
vitamina D, entre a semana 16 e o baseline para os grupos s valores medios (DP). Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre os dois grupos do estudo. Né&o
encontramos em literatura, estudos em que utilizassem como desfecho secundario niveis de
vitamina D e ferritina. Nos estudos de intervencdo com probidticos na faixa etaria pediatrica,

essas variaveis ndo foram estudadas.

Observou-se, mesmo sem significdncia estatistica, uma redugcdo média dos

valores da PCR-US mais relevante entre os adolescentes que estavam no grupo
Placebo. A mediana de PCR-US dos pacientes do presente estudo encontrava-se alterada na
baseline (probidticos e placebo) e manteve-se ao final da intervencdo. A maioria dos estudos
de intervencdo com probidticos, ndo utilizou PCR-US e ferritina, como desfechos secundarios.
Em estudo duplo-cego randomizado em adultos no qual se administrou probidticos apos
cirurgia de gastrectomia vertical, ndo foram observadas diferencas entre os grupos para valores
de ferritina (p=0,557) e PCR-US (p=0,072)(175). Em estudo de corte transversal de nossa
autoria, no qual avaliamos o grau de perturbagdo metabdlica entre pacientes obesos, com e sem
DHGNA, nédo foram observadas, diferencas significativas entre os grupos com e sem DHGNA
para Ferritina e PCR-US, também ndo foram marcadores com maior numero de correlacdes em
grupo de pacientes com DHGNA(176). A maioria dos pacientes estudados eram obesos graves,
e a obesidade per si € definida como uma doenca metabdlica e inflamatéria (48). A PCR-US é
um marcador de inflamacdo e risco cardiovascular e pode manter-se elevada em diversas

condicdes inflamatdrias, ndo sendo especifica para diagnostico ou evolucdo da DHGNA(135).

No presente estudo, em relacdo aos dados antropomeétricos e de composi¢édo corporal, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos apos intervencao, para
Peso, IMC/ Idade, CC e percentual de Gordura corporal. N&o houve variacdo significativa

dessas mesmas variaveis ao longo das 4 visitas realizadas.

Embora ndo significante, observou-se aumento mediano do peso no grupo Probiotico, mas com

reducdo dos escores z do indicador IMC/idade. No grupo Placebo, a mediana do peso no final



118

do estudo foi menor, comparado com o baseline, bem como a reducédo do indicador IMC/idade,

mas ambos ndo significantes.

Na literatura encontramos resultados divergentes, limitados na grande maioria das vezes a
avaliacdo de IMC ou CC (27,124,116,170). Em estudos de intervencdo com probioticos
envolvendo a populacdo pediatrica, o conduzido por Famouri, et al., 2017, ndo encontrou
diferencas estatisticamente significantes nos valores de IMC, escore Z de IMC/Idade, CC e
peso, apds intervencdo(124). Vajro, et al., 2011, também nédo encontrou diferencas significantes
para IMC de criancas e adolescentes obesos ap0s intervencdo com probidticos (123). Em
contrapartida, Allisi, et al., 2014 obteve uma reducdo significativa de IMC no grupo que
recebeu a intervencdo com probidticos, tanto em valores absolutos de IMC (p<0,001) quanto
para o escore Z de IMC/Idade (p<0,001)(27). E importante destacar que a reducio de peso
corresponde ao melhor tratamento para a obesidade. Assim, é importante avaliar o efeito dos
Probidtico de modo isolado a reducéo da gordura corporal.

Mesmo nos ensaios clinicos envolvendo obesos adultos com DHGNA ou NASH os resultados
relacionados a dados antropométricos séo variados. Em trés estudos cujo desfecho primario foi
semelhante ao presente trabalho (avaliacdo de gordura intra-hepatica por RNM com PDFF), um
deles apenas avaliou IMC e CC e ndo obteve diferenca estatisticamente significante apds
intervencdo (115); um segundo avaliou também 0s mesmos parametros antropométricos e
obteve resultados semelhantes(170), e o terceiro mais completo metodologicamente, e que
avaliou composicao corporal por bioimpedancia obteve diferenca estatisticamente significante
na diferenca de peso entre a baseline e ap6s intervencdo no grupo que usou probidticos (p=
0,0029), assim como no IMC (p =0,0024), na massa gorda total ( p= 0,0028) e no percentual de
gordura corporal (p=0,0032)(119).

Vaérios estudos descrevem o papel da microbiota intestinal no desenvolvimento e manutencédo
da obesidade (67,89,74,75). Os mecanismos fisiopatoldgicos foram detalhados no item 3.0 da
revisdo de literatura Muitos autores atribuem a perda ponderal ou ajustes de composicéo
corporal as correcOes da disbiose intestinal, pois mudangas de espécies estéo relacionadas a um
perfil metabdlico diverso, seja no aproveitamento maior de energia, ou na piora a RI, ou até
mesmo em modulag@es relacionadas ao eixo intestino cérebro e a questdes comportamentais

relacionadas a fome, saciedade e regulacdo da ingesta. calorica(48-51,56,63). Apesar de ndo
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observarmos diferencas ao longo das quatro visitas na prética da atividade fisica e da ingestdo
caldrica (fatores que poderiam influenciar nos resultados e nos parametros antropométricos)
atribuimos os nossos resultados pouco expressivos ao curto periodo de intervencéo, ao discreto
tamanho amostral, além da auséncia de acesso a programas motivacionais ou seguimento
psicoterapico que auxiliariam nas mudancas de habitos de vida. E possivel que mudancas de
habitos de vida potencializem o efeito do uso de probidticos e possa ser uma ferramenta de
manutencdo do peso. Contudo, essas respostas devem ser buscadas em futuros estudos de

intervencdo mais prolongada.

Em relacdo a adesdo terapéutica, ambos os grupos obtiveram adesdo semelhante ao longo das
semanas de avaliacdo, sem diferencas significantes entre os grupos. Exceto no periodo entre as
semanas 12 e 16, todos os adolescentes alocados no estudo tiveram adesdo superior a 80%.
Para tratamentos a nivel ambulatorial, a literatura descreve taxas de ndo adesao que oscilam de
20 a 82%. Mais recentemente descrevem-se cifras mais baixas (50-65%)(177). Atribuimos as
nossas boas taxas de adesdo terapéutica as estratégias utilizadas, ja descritas na metodologia
desse estudo — diariamente eram enviadas mensagens, com um cartdo informativo via
WhatsApp, no mesmo horario, lembrando o paciente ou familiar de administrar o probi6tico ou
placebo. Os pacientes tinham contato direto com os membros da pesquisa a fim de esclarecer

duvidas, relatar reacGes adversas ou quaisquer problemas referentes ao tratamento.

Probioticos sdo definidos pela OMS como microrganismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro(109). Geralmente ndo
estdo associados a reacGes adversas tipicas de medicacdes, mas a alteracdo na consisténcia e
frequéncia das fezes, flatuléncia ou célicas abdominais. ou alteracfes do paladar, podem ser

descritas com o uso (109,178).

No presente estudo, a presenca de reacdes adversas nao foi tdo frequente e ndo foi necessaria a
retirada de nenhum paciente do protocolo devido aos eventos adversos relatados. Os eventos
adversos relacionados ao sistema digestivo foram os mais relatados, especialmente alteracGes
no ritmo intestinal, dados compativeis com a descrigédo de literatura. Nesse estudo, apenas nas
primeiras 6 semanas de uso, observou-se diarreia e nauseas, que ocorreram de forma fugaz e

pontual. Apds 16 semanas, seis adolescentes apresentaram mudancas na consisténcia das fezes,
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segundo a Escala Bristol. Destes, apenas 2 evoluiram para padrdo de consisténcia Bistrol 1 e 2,

compativeis com possivel constipacdo intestinal e estavam alocados no grupo Placebo.

Em comparacao com a linha de base, ndo houve diferenca na quantidade de ingestdo alimentar
e exercicio fisico antes e ap0s o tratamento por 16 semanas no grupo probidtico ou placebo. A
variabilidade da ingestéo total de energia (VET) entre as semanas de avaliacdo se mostraram
estaveis entre 0 momento de inicio e de término da intervencdo. Observou-se um aumento
significante do consumo medio de energia entre a semana 12 e a semana 16 (p=0,011) e este
achado ndo teve influéncia do grupo de alocagdo do estudo (p=0,572). Atribuimos a esse
aumento da ingesta caldrica ao periodo final da intervencdo, que coincidiu com as férias
escolares e feriados de datas comemorativas. Para o consumo de fibras, observou-se uma
estabilidade durante o estudo, sem diferencas significantes entre o padrdo referido para a
semana pré-intervencdo e as semanas seguintes de afericdo, fator que possivelmente néo
interferiu na consisténcia das fezes e nem nas reacdes adversas decorrentes de possiveis

fermentacdes excessivas por conta da mudanca no perfil da microbiota intestinal.

Em média, o consumo percentual de gordura nos quatro recordatérios alimentares de 24h
aferidos foi similar entre os grupos Probidtico e Placebo. Adicionalmente, observou-se uma
variacdo estavel e ndo significante do consumo percentual de lipidios entre as quatro visitas que

possivelmente ndo influenciaram nos resultados.

N&o houve diferenca na proporcdo de adolescentes inativos entre os grupos do estudo no
decorrer do tempo de observagao (ptendencia=0,972). Para o grupo que recebeu a intervengéo, a
proporcdo de sedentarismo diminuiu entre o baseline e a semana 16, mas sem significancia
(Ptendencia=0,516). De maneira similar, o grupo placebo apresentou as mesmas caracteristicas
(Ptendencia=0,375). Portanto, as mudancas de estilo de vida que incluiam atividade fisica e
orientacdo padronizada para alimentacdo equilibrada através da reeducacdo alimentar, nao

foram variaveis confundidoras para os resultados encontrados.

Essa auséncia de variacOes significativas ao longo do periodo de intervencao para variaveis
potencialmente confundidoras, como: a préatica de atividade fisica, ingestdo calorica ou de
fibras, uso de antibioticos ou variagbes antropomeétricas, nos permite interpretar os resultados

positivos encontrados, como efeito da intervencao.
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7 CONCLUSOES

Diante dos dados anteriormente descritos, o estudo conclui que:

— Os padr@es de perturbacdo metabodlica observados nos adolescentes obesos estudados
com e sem DHGNA, diagnosticados pela ultrassonografia, sdo diferentes, e alguns
marcadores nédo invasivos podem ser utilizados na contribuicdo da suspeicdo do
diagnostico de DHGNA;

— Mediante a avaliacdo dos valores dos coeficientes canénicos do modelo de Analise de
Correspondéncia Canénica (CCA - Canonical correlation analysis) observou-se que 0s
marcadores mais significativos responsaveis pela discriminacdo entre os adolescentes
com ou sem DHGNA, baseado no diagndstico ultrassonografico, foram LDL-c,
triglicerideos, TGF-B, ALT, HDL-c e hematdcrito;

— Os marcadores ALT e TGF- B se mostraram como fatores independentes associados a
presenca de esteatose hepatica entre os adolescentes estudados;

— O marcador plasméatico TGF-B apresentou uma acuracia de 83% (IC95%: 74,0 —
93,0%), baseado na area sob a curva ROC, com sensibilidade de 75,0% e especificidade
de 88,9% para diagnosticar a presenca ultrassonografica de esteatose hepatica;

— A suplementacdo com Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium, ndo reduziu, de
forma significativa, o valor de PDFF obtidos a RNM, embora no grupo suplementado,
tenham sido observados menores percentuais de adolescentes que apresentaram piora
do PDFF neste grupo, quando comparado ao grupo placebo;

— A suplementacdo com Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium reduziu,
significativamente, os valores de rigidez hepatica (Kpa), ao final de 16 semanas de
intervencdo, quando comparado ao grupo Placebo;

— Nao foram observadas diferencas significantes na glicemia, insulinemia e escores
HOMA-IR entre os adolescentes que receberam suplementacdo com Lactobacillus
Acidophilus e Bifidobacterium e os que receberam Placebo. Em ambos os grupos, 0s
valores de insulinemia e HOMA-IR aumentaram, significativamente, ao final de 16
semanas;

— Observaram-se maiores reducdes de Colesterol Total, embora limitrofes em termos de

significancia estatistica, entre os adolescentes que receberam suplementacdo com
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Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium, mas ndo houve diferencas entre 0s grupos
estudados para o LDL-c, HDL-c e os triglicerideos, ao final de 16 semanas;

Ao final de 16 semanas, a suplementacdo com Lactobacillus Acidophilus e
Bifidobacterium ndo impactou em mudancas significativas de parametros
antropomeétricos (peso, IMC, indicador IMC/idade, CC) e no percentual de gordura
corporal, quando comparados ao grupo Placebo;

A toleréncia e seguranca do uso de suplementacdo com Lactobacillus Acidophilus e
Bifidobacterium foram confirmadas, sem diferengas significantes na ocorréncia de

eventos adversos entre 0s grupos de estudo, durante as 16 semanas de seguimento;
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8 LIMITACOES E PERSPECTIVAS

Apesar de concluir que a suplementacdo com Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium, néo
reduziu, de forma significativa, o valor de PDFF obtido a RNM, esse estudo é o primeiro ensaio
clinico realizado em criancas e adolescentes, usando a RNM como método diagnostico. O
estudo apresentou algumas limitagdes importantes, em que vale destacar o pequeno nimero
amostral, o tempo relativamente curto de intervencdo, a auséncia de uma analise de da

microbiota fecal antes e apds a intervencéo.

O pioneirismo deste estudo no Brasil, nos faz concluir que para obter resultados mais precisos,
seria interessante desenvolver estudos adicionais, multicéntricos, a fim de obter uma amostra
mais representativa. Além disso, seria importante a analise da microbiota fecal antes e apos a
intervencdo, e talvez conduzir um ensaio clinico cruzado (incluindo um periodo de washout),
com maior periodo de intervencédo, para melhor avaliar os efeitos de probidticos no tratamento
da DHGNA. Outra estratégia para melhorar a qualidade da intervencdo, seria utilizar mais

espécies de probioticos compondo uma mistura de cepas mais diversificada.
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APENDICES

Apéndice A - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

S BAHIANA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIINY

Blames cmvdale o {2} semhor ja)l, como mie, pun cou repodvel  pelo adokeoense
_____________________ para porticiper desie etudo, cdomsxie “EFICACIA DO USO DE
LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS E BIFIDDBACTERIUM LACTIS N0 TRATAMENTO DA DOENCA
HEPATICA GORDURDSA NAD ALODOLN A E RESISTENCLIA A INSULINA EM ADOLESCENTES
OBESDS: ENSAN CLINIOD RANDOMIZADD ™. Leia com stencio todo o lexio 2 sepur.

O olyetro principal desta pesquisa ¢ verificar s o wio de Lacwbocillie Acilophins £ Bfdobacterinm Lo gs, um
tipode a bmenio, funcona para mehorar 2 estestose hept o (gordura no figsdo) de seujua) Nilhoda). Para sbamos s
v funconar rems medic a2 quantadade de pondura do figdo, por restonincia nue ker magnética, um exame de
magem. Edamos propondo eda peiquia porgue boa parte dos adolesomtes obetos tem gordura acumulada no Fgada,
€ dao, depon de alpum empe pode couwsr i b 3o do Figade (et phepatie) e de manera mans grave, Fibvose
{cralriz mo fgadol ¢ crmose (fgado sem funciomar). Alem disa, nio exslem tatamenios (remedios ) que @ tenham
sudo comprovadamente bons pra alar cisa complicacio da obsiidsde. Alnns pacionbes wam a metformmna (um
remexdin para diabeies) ¢ a vitamuma E {quando tem gordura com nifbmacio no fradol, mas s tratamenios nio 330
wilakmente condenuan (ode o méedvos Exrem Bao) e podem apreientar efeiios colateran como piora da mflsg 3o do
frado, em abrums o

O Laciobarilins Acilophies ¢ Bifdebactermm Lacss ¢ um probhotca, um tipo de abmenio, que apesar de ndo ser
remedey, om othedbis oipemmentas com anmaEs €, om peuciss cthedos com adulios  humenos, maosou-se
plencialmente chcx m reducio da gordura do figado (dmmuou a gordura ¢ 2 mfbmacio). Como nio cudem
cdudos em adolesomies obeos com cise abmenio ¢ por casa da alta poisibil skade de func omr ¢ 3or uma alematia
e e i, resoll v omees propor cise cviuda

[Jual serii a particip acio do mesiinha) Wboia) neste eludo?

Ao concondar coma petquisa, ofa) seuim) flholal 52 realear cnoo v (veia de Fagem e vists numeradas de 1
2 4 no ADAB {ambulatonoe dooenie assienoal de Broks ), da Escola Balnana de Mediom ¢ Sawde Publica., semdo
acompe nhady nedte contee pela Dra. Junsura Barretio, tambem poquesslora defde cstudo. As consul s maboes soraoe
mensars | a cads 30 s ). Durante a peiquica, seujua) filhoda) contmiars o scompanhamenio no servigo {ambulatanol
m qual ek @ B acompaniemenio ¢ Tenler cide scompanhamenio, no mesmo bgar depos do fim da pesqusa. O
Empe previsie paa o acompanhamento € de 4 2 6 mee. Netbs omsulis srde coletados dados da lestors da
obeslade ¢ s complhicacdes ¢ dados sobre 2 almentacio do sewjua) fibodal. Elofa)serd e madoda), lerd o e,
a altura, circunferéncia abdomimal {tamante & barmig ) ¢ medulss de pregs cutines (pondura localizsds mo braco «
m oot ) peabiesdas. Também serd medila a presdo arterial no braco € 1o fe o um exame chamado ompedine o
que mede 3 quantdsde de posdura corporal. Exe ¢ ome ndo cus dor, nem marcs ou lesdes no corpo. Sewim )
filhoia) v ficar em pé muma balanca sipecnl por um mimuie © 0 oame st feto. Serd apboado também um
questondario para avahacio da quantudade de atividade fca que souw) fibhola) B, chamado IPAQ-c. O tempo
Pre vitho pora et atividadies & de 30 2 A0 mrmbes.

Ma prmmera (veia 1) ¢ almma vt (vista 4 sedo ooletados cames Laborator s de sangue e de feres. Para Baa,
seufua) fikhola) deverd etar om jum (sem comer mada nas ultmes B hoas ke do cxame) ¢ rxeer @ feoss do dia
anterin, prdsds om gebsdera O pole para nendar = fores wera onregue pela equipe de petqusa O exame de
sngue sord reabado pebo laboratorn de anabsss chncss do ADAB, confrme agendamenio previe. Apos a coleta
dod exames serd oferecido aoda) seu filho {2} um bache. A poidm que coletara o sangue Fabalha o bborakno e
labihtxda a whleer o procedimenion adequados para mnmmear o neom paa o pacente. Entretnto, obrservamoes que

Ry nei pruialia: gl fgu sasifnite |l




5
b a posibibdade de ocorer riom ¢ dexconfortos relacionadios 3 colketa venosa, amda que rars © EEEaEeTPOL, OO0
dor caluxt homom, deman ¢ nfeccio bal Cao no momento da coleta o seu fillo spresente alpem
ol de gelo serd colocads no keaal ¢ um componenie da equipe etars o bdo doja ) sewjua) flhoja). O resultados
dod cxamees, apos awalsdos em consuita ¢ mformados 20 reiponsivel pekda) mendor, serdo regifrados em proniuirio
fcha de peiquia ¢ serio entreguet 304 pegpromaves pelo pacrenie.

Asnds como parke da pesjuina neits mesms vEits 1 e 4 serio rabrsdos ¢ ames de resondncn nclesr masmitiea
{RNAM) pora detectsr a quantidsle de gondurs do figdo. Este exame ndo wilia adiacio omenie (raos X) Nette
came, oa) sewjua) filho ¢ submetsloda) 2 um amp mamdce (uma cpoce de ma), no qual onde de
il io-Ereuincia {tipo ondas de radio FML que ndo se v&, nem s senbe) 350 o sl para o corpo ¢ orgSos ¢ misagem
com o lec et no mbervar do corpa, rans formando enerma eletromamética {a que lem no mE) em correnibes eletric
{Caml), que serdo luls pelo computsdor ¢ fans formades om magem. Nio sor necsiairn 2 ublsscio do me o de
omirete pramagndtoe adovenoeso (uma cipeck de comnie que 3 B pra ver mehor o3 orgios ). 0 exame em
durscio media de 10-15 mnuios ¢ ¢ rabesdo om aparelo com abertura {bore™) larg de T cm de d@metro. Asam,
o sewfua) Filhoda) ndo foard dentro de um tubo Fechado como s na maora dos apar el de BRNM O scompanhande (o
& ouasra ) pode ficar 3o lado do pacente durnite 2 reabracio do exame Bise exame van permitic med s 2 quoantebade
de pordura no figado ¢ veriflicar se houve reducio da gordura apas o atamenio com o wio de probetoe, alem de
aahar a ngder hepatca (30 o fgado efta durol, pomutnds saber s cxnle ou ndo alrum g de nfbmecio ou
firrose {cicatrir) no fizada Esie exame ndo terd cuslo neshum para afa) Seja) ¢ serd realirsdo m Clnica Delfn,
kecalirads na Av. Amtinie Carles Magp hies 442 - [bigpr, Sabvasder — BA. O exame el apendementio prévio €
haverd uma comumcacio com abecedincm sulficienie para que 3¢ programe para a rabeacio do mesmo, bem como
serd viabiliesdo wansporte de idy ¢ volta em VAN com molkorrta, acompenio.de de um dos membros da petquia, sem
nenhum cwsto para o sia) @ seuua) il a)

Jual serd o tratame mbo realisdo™

Fara realiescio do ratamenta, sord necsiairo dvilr os pecienies em 2 grupas, um grupo Bl wo doramente de 1
s hé contendo 1g de proboticos | Lactobsci lhes scodophihes LA-5E, Bifulobse ervum lacts BB-12 correpondendo a
WFUF L) duranie 12 semanss., ¢ o outre grupe Bl wo de 1 sachié contendo 1g de ocluloie mcrocrstalim {subancm
sem efeto de trtamento que B parte mclunve de composicio de almontbos mdudtriaborsdos ¢ med camentos | como
complemento ¢ compodEo). As cipsuls contendo probiatios ou celubee serlo 1puan ¢ o8 fascos conbendo 2
capabs serio wentficxds apenes straves de ketres ou nmerss. Bies fasoos sedo femecidos pela equipe de
poidquisa na primeits conmilla mediea A ) dewfum ) fibofa) poderd sttar recebendo 2 capiuls com probstbos ou
com ocelulaie & nem ekeda), ofa) =ia) ou o membro da equipe da pesquia que Brd = avalooie: ms vistas de 1 2 4
abem que tpo de cipsula efd vendo wada Somente a0 fiml do snde obteremos esia mformacio, ou em alruma
ShEscEs cipecE | em que B0 32 neos ST .

Exite algum riscoem utilicar o p robislioe on a celulese”

Ambes 2 subitincns ndo em efeios coblean mportniss deioris em leatura medica, exoeio % o pacente
apr esentar akergia a abrum componente ¢ frmula 2 sber: nubm, Meniiol jegrecres de aqicares ). Aroms bawm ha «
Duoxdy de silicio jum sal muveral), B perpunts (sobee ter alenria) serdo realiesde s dursnte 3 primeia comulta e
oo o packenle aprebenbe alama, serd exchuide do etdo, mas pemenecess em acompaninmento ambulstorial para
ratmento convencimal da obsislade Como gealmente cxige alerscio ¢ flora intestnal do pciente obsio, 2
alberacio leve do nitmo mistnal (dexar = feres mars durss ou mas mole) o lamEnca (producio de pee
mictnar), roackct que 330 lees o o O aleragics ndo sio previstas, mas a oquipe medica eitara
disponivel para orenlar ¢ miovic smpre que neosHaria, araves d contato telkefnEeo ou comula adicional
Fesncial quands necessirn. Qualquer mal-siter om que s p neceiddno miervencio de wgincn duranie 25 comsultas
medicss ou om nvel domicibiar, a equipe do SAMU serd scinasda, ¢ od médics sssenes do ambulstano ¢ &
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poidqusa darfe o suporte mmcial abé 3 wavleinc o do pacemte, mcluive em Unibasdes de Pronto Aendmento
{UPAs b, oo oooama 2 kruma alersc 30 am domicibo.

D gue mais precise saber?

A pexjusa ndo mivemcn o acompanhamento ¢ cuklado para com ofa) sewjum) fibhofa) durante o segumento am
cmsults, com memdencio de imbervens G padi 3o de tabvmento da cbendade mfantl ¢ das s comorbrdkades
(il ssociads ). Seu medoe =3l oontimuan a0 ampantbemade o sewjua) fibhoda) nrmalmente.

Uostriamos de demar claro que para colketa de dadio para peiquisa o participenies n&o serio wdotificados pelo nome
© 3mm por um nimmero aketore (oode cpecial dy peiquia) e que tode a5 mformoacies cohiads serSo wesdes
somente para fins desa pesjuia ¢ pomanecesio om tokl agmle ¢ confidencialudade, de modo a preoar a
mvacEsle do poeie. U8 reulisdos da pesgusa 3ado apurades © guandsdos pelo poesusador. Nephum dado
poisml derd wilesds em cao de producio de artiges crentifios efou rebidros sobee 2 pequiss Informamaoes que o
{2) snhor {2) nEe perara mom 3o ramuneT iy pela sua panopacie. Teds = despens decomrenles des yeis 20
ADAB para fins da peiquia serio cobrertas pely peiguies @ quakjuer gto relacinasdoe 2 pesjusa serd ressarcido a0
{2)inal, ceo cost i a0 provisio duante 2 pesdgqura

Bclarecemos que 3 partcpacio do dou (sua) flhala) ¢ wolmbins ¢ que ofa) senhona) paderd se recuar a parhcpar
do etude, bem como pade s retrado o comentimento a qualquer momenie, dom preciar haver petifcata, ¢ a0
sy & pesjuba oo hverd qualquer condequinc ou prejuizo 3 s stEnci do seu Do (a). DA ) seujua) fithal a)
e 2 grann de mileuacie dente de evenianrs daos deovrrentes da pesgusa, oo 3o oonprosado ness casal,
denitro des lers vigenites oo berrriore bras e

Qual o beneficio que e3ta pevguina pode trazer?

Apeiquea poderd proparc omas benelicio para o pariopante deite efulo, wm e que em dados de etindos privios
abienamese o efeta bemefioos do wo de probrtioos m obves ilade ¢ sipecn menibe na vedu; 5o da doenca hepi ica
gorduroda ndo akedboa. 56 aberome diso 20 Fnal do sstedo com a realiescio da veta 4 ¢ amdlse dos dados
abtules. Fise eitudo, wm e oomgroosands o bene ficve, contribur i para que efte produto seja liversdo pora wio no
tra tamento da cfeboie (pomdura no gsdo ), benefic ondo o pacimbe partcipante da petquies de mmedisio, que berd
srantula a whbescio de probotcos para dar contmudsde 2.0 trtamenio seja atraees do fomecamento de saches e
= uhiesd durnie 2 pesqusa, mu viawblescio do Kefir | abmenio para 2 producio de ngurte formentado
omtendo sises probotios ) sise abmenio ¢ fonecido para prepare em cxiae sera fomecido para oddos os

per bopanies da peiquia 20 fnal de meima |, oo oo consig e wma doscio mimma de pelo mens 1 ano de

=2 men o oom a5 capsula uhbosdes m peiqura. o nde carors squakjuer prepriceo da wthbesco um ver que
omlem s probotoes wades durante a petquisa. O seu | sm) flhola), secd onentado a whbzr o proloton de forma
omtine dwantea s vide, uma ver que ¢ abmenio funcom || almento coom propriedadess tecpéutcss ) a e
nchode como parte da dicts dos metmos, ¢ pode e oulros bene ficios para abeialade o8 quan 3 330 relatsdos
em ouks pesquias . Os beneficios 3¢ etendem tambem para outres adobksiomies obesos com siteatose que o
prbcparam o pesquisa. mas que e bene fctario com o8 retultados pos e sendo ortentados quanto a2 whbcacio
o procbr oo

Uma via dete Tame de Cosentmments Livee ¢ Eschreculo be soa antverue. S5e houver perpuntss ou neosissdade de
mais mformacies sobre 0 ciindo, ou quakjeer miercorrencia, o Senhor /2 smbora pade  procwsr o Coordenador do
Propta, Or. Ney Bm Sorke, no ADAB, sfusdo na Av. Dom Jodo V1, 275 - Brots, Sabvador-BA, CEP 20243045, Tek
{71 132349350 ou atrav & do e-mnl gevbossotedbsnana edu by ou 2 Dea umsura Barretio nos meesnos contabes aw

Rabwa pustin: gusic topecscsimsie |opal
Rk "
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=

atraves do emnt ppubaregodibshpna edy br ©F vele fone {71 ) 9306692 224 podera sev utilemdo durante =5 24h para
quualigrer contste relsconadn 2 pequsa. Um membro & peiquics edard repomndavel por atende-loja).

Dualquer dinvide, comentano, ou rechmacio poderio ser Fertos 20 Comié de Btz em Pesquea da Escola Bahiom de
Medicina ¢ Sade Pubboa, Avensla Dom lao V1L o™ 275 — Brotes, CEP: 80 290000, Sa beador- Bahi tele foe (T1)
32T6-8225, e-mml gepiibshimaedubr O peiqursador respomsave | cmmprirs odes = exvigimoies conbides noes ens
IV 3 e IV A da RBesolcso UNS 4662001 2

Apax e hib o ltexv axomm ¢ b cclweodd ods 23 mmbes  diveds,  eu
Rii m” . L, mide ou respomsyel
kegal pelo poenie ormoorda, o lmnbremente, am
pomir a patcipacio do mew mia) filhoda). Tods = parne devem s rubnicad=s.

Salvador, de de 20

Mome do Farbopanie ou Beponiave | Legal A matura do Farbopenie ou

Mome dv Pesqurosdor Agzmatira dv Pesqurodor

MNome s Tedemunbos A rmtura dia Tedemunbos

MNome s Tedemunbos A rmtura dia Tedemunbos
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Apéndice B - Termo de assentimento

S BAHIANA

TERMUD DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDDD

Ob! Estamos comyelando wooé 2 partciper da ums pesqusia chamsds | “"EFICACIA DO LSO
DE LACTOBACILLUS ACIDOPHILLS E BIFIDOBACTERIUM LACTIS NO
TRATAMENTO DA DOENCA HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA E
RESISTENCIA A INSULINA EM ADOLESCENTES OBESOS: ENSAIO CLINICD
RANDOMEEADO™

Esia peigquisa tem como respomdves o Dr. Ney Boa Sorte ¢ 2 D Junoura Rocha Barretio &
Escola Bshiam de Mediomm ¢ Smiude Pubbc Lea com atencio o texdo £ smila-se a vontade para

pereuntar qualiuer corm sobre e comy e,

Nefla petqura queremos saber coma efd o nivel de pordura no seu figsdo ¢ etaremos alim das
orenlagies perars para mlamen i da obes wisde, real conde comees Labomtonars de saneue € de
feres, & um exame de mmagem chamads reisondineis magetica, que i verificar a quentilsde de
pardiura do seu figado. Uma ver que sep comprovadoe que seu figslo tem gordura, vamos Exeer
um Iratamen iy omm um bpe df almmentoe chamosds probsyioe. Serdo dos erupos. um omendo o
protrrdce € oulro lonaxle wm sipece de nnha. Yoo ¢ oem o medco da petdqua que
RN TR OO WO NS0 sabrer3on o quee tem dentro dos cipaulas. Para a0, vo0E precisard. ioamsr
dorismente una cipaula omtends wma subaincn que pode ter efeio benéficn na reduco da
parifura do seu sy, por 50 ¢ mmote mportante a s oo bboracse na sdermon a0 ralamen e
€ DrMmpArecimen iy i comulla, me quas vamoes meds o seu peie alura, presade arteral e
b dslors sobre abmentacio ¢ atm elale B ¢ e medigies & pordura oo seu oo
alrrves das medidas de dobres de pele e bragm € crounterincem doe alslome € de um evame
mblor chamade o mpedanna . gue ¢ Tipe uma balanca sspecal. Tode esse prooedmme o n@e
i & no be trard prejuizoe. Eson atrvidsdes devem durar cerca de mem hora de relogo.

A coleta de smpwe sera reabizsda em 2 eribivs il acom panh 2 poife perar um pouoo
e dor local no momenio da coleta € ama ks ceos pequena mancha no o que desaparecera
oom brevidade. N30 b neosindsle & sedacio (meten) pra rebecio do oome de
Peldondncia vooE 3 preciacs ficar sem se mexer por oepca de 100 2 15 mumios., devisdo no
aparcho, M ndo 3o novcsans Eorer wo de medicacio chamsda contrase na ve| ¢ Hakou

{2} responsavel, panou mde, podera acompante-lo durane tode o tempe da realvacio do exvame.

Otros reo0d em wood omovnbr eam partorper dests pelguisa € Ter O 30U IoImE U oulra
mivrmecie poesseal s reve bxda para alguem o da equipe de pesueedorss. Paa que nada
aconteca de errado, nenhuma. mfvrmoscio pestoal s ou de seu respomsdy el {nome, nome da m3e,
mame dky i, telefone, endere go) serdo regrarados em nasaas ficha s oucomputadore: & peiqusa,
apens no deu pronfer o medico, que fic guesdads no ambubsidr ¢ somente od pro s ok
die smkle {médioo, enfermena, nuiinooms k., elc) lem aosiio.

Como beneficw, cpaamos mehorr o3 curdsdos de ouros adoleiomniess © onancas com
obetpisle miantd ¢ pordura no fexie Vooé o recchera nenbum dimbherro (perramente) paa
partcipar dests pelquis ¢ ndo precisard gt nods para partoipar diela. Voo pode pergumitsr
quaalgquer cora sobre 2 pesjusa que bver o risde drelamente 204 pesuiradores, por mewr de




seu respansave] cupor um areas chamsdo Com e de Eticsem Pesquea, ago endereco e belebme
et mo Fimal deste terma

Sua paricipacae € voluntana, o €, voof pode ndo acoitar partoipar ou devide de oontmuar
parbapendos da pegqusa, 2 quakper momente, =m nenhum tipe de prejuiso 30 seu ratameniae,
o by bemado sisa decsdo. Cawo 3¢ smb prejudbcadio pela pesqusa £ Hao tenha fundsme ntio {de
e 2 pekpusa lenhs sxio 2 cosa do problema) te deremaos o 3poe, ndenacEe £ 2 =L EnoR
miegral ¢ neosaarm, sepundo = ks do noeiso peis. oo dissemes ¢ ganbmos 20 seu
responyel.

VooE pode aimnids enrar em omitaio com o3 regromdve B pela pesqusa: o Coondemasdor do Propeta,
Dir. Ney Boa Sorke, no ADAR, Av. Dom Jodo VI, 275 - Brots, Sabvador - BA, CEP $I243-045,
Tek {7113 234-93 50 vuatray e do e -mal pevbos sores balpana edu br, ou a D naa Barrelto
nas mesmos contatas ou através do e-mail: Mnaucabaretlof bubiam ol bt

Dholgquer disvikls, comentirio, ou reclamacio podero ser Feitos 30 Comi de Etica em Pesquiza
da Escola Bsheoma de Mediema ¢ Sande Pobles, Avemda Dom Jodo V1L, a™ 275 — Brotas, CEP
Al - Savador- Baho, teletone (71} 32T6-8225, e-mal copir bahiar oty br

Esie termo € preenchilo em duss vz ongmas, sendo que s debss Ficars oo woecé. Assime
c'ou rubrgue bede = pEemes deile omo MNod,  polguesdores, Bremos o mesma
Acresceniamos que pedimos aulbor o lambem 20 sew{3ia) respansavel. Somente com a sua
awlorzcae £ a de lnja), mclhuremos voof m pekgusa. ¥oos pode oomeriar oom o seu regromael
Ol OO e duise, andes de decudar

Euw . R .
diechro gque Ll o termo, retren xds 2 mnhes dividas ¢ scenio, volmtaromente, paroopar desta
poRjuBa

Sl v diver, e de 20

Nome do Participame on Responsive] Legal Ascimonra do Participente on Responsioe] Legal

Mome dn Testemumha Agenaar & Tesemuonha

Miome dn Tesemunha Avenaar & Tesemunha
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Apéndice C - Folheto explicativo para uso do probidtico ou placebo

CUIDADOS

* CONSERVE EM TEMPERATURA AMBIENTE
* PROTEJA DO CALOR E UMIDADE

* 50 ABRA NO MOMENTO DE CONSUMIR

* NAO AQUECA OU RESFRIE

* NAO DISSOLVA EM LIQUIDOS QUENTES

INTRUGOES PARA O CONSUMO
v e £ ) o
S )| P
O *—J @ J
LCORTE A EXTREMIDADE DO SACHE COM 2. DESPLIE TOOO O CONTRUDO D0 SACHE
AURILIO DE UMA TESOURA EM UM £OPO COM UM POLCO OF AGUA T A | SEA N0 O CONTIINO B0 L0
MEXA ATE DISSOWER
CUIDADOS
* CONSERVE EM TEMPERATURA AMBIENTE
* PROTEIA DO CALOR E UMIDADE
» 50 ABRA NO MOMENTO DE CONSUMIR
* NAO AQUEGA OU RESFRIE

« NAO DISSOLVA EM LIQUIDOS QUENTES
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Apéndice D - Manual de informagdes e seguimento de consultas

Estamos juntos !

Emagr 4 uma tarefa @ requer eaforgo,
dedicacho @ perssisténcia nas agdes.
Estamos. aqui para te apolar |
* Nio desanime |

o N&onterrompa o ratamento
. G as na data a4

o Conacte-nos sempre que precisar

Fale conosco

Se vocd apresentar dinvidas ou algum sintoma relacionado 80 uso
do probiétic, nos mantenha cente .

Enve uma wvia W \pp @ para vocé

Contato: 71- 9709 3501

O que é esteatose hepatica 7

A Esteatose hepdlica, populamaente conhackda coma *Gordura no Figade®,

dum problema de sadde que acontece quando as células do figado sio
infilradas por células de gordura, E normal haver presenca de gordura no
figado, no entants quando este indice chega a 5% ou mais o quadro deve ser
tratado o mais brevamante possival,

Senfo tralada correlamenta, a estatose hepdtica pode provocar, a médio a
longo prazo, uma inflamagio capaz de evoluir para quadros mais graves

O quadro & reversivel na fase iniclal, com mudangas de estilo e habitos de
vida, com as devidas orlentagbes madicas,

no figad® /

L8o®

PROBESO

PROJETO PROBESO

Esteatose hepatica

Manual de Orientacoes

Quais as datas das consultas?
as coconsultas ?

As suas consultas serdo agendadas pessoamenta durante os atandimantos a
confirmadas por telefona, via, mansagens de WhatsApp,

Data Hora Observagho




O que é o projeto?

O prajelo PROBESO & uma pesquisa cienlifica que envalve o uso de probidticos |
lactobacilos) para 'nnar a estalaose haepatica ( gordura no flgada] de cﬁanc;as e
ok ries obesos | do por médicos. nuirok ]
com parceria com a Ewr.la Bahiana de Medicina e a quz &uma pasquisa
dara com uso de pr que ndo & madicamento @ por isso akm de
vérios bmeﬂmsguas para saide , ndo tem efeitos colaterats.

Como funciona projeto?

0 progedo de dve O B0 de ) porvia oral para iratar a
eameinpﬂm {pmdlamflgado}m aauﬂn{a}quma

Usaremod em um grups o probédtics @ no cutrs um placebs | ningudm saberd o que estard
uaummafnuda peaquisa, pois e59a edratégia & exigeda por. nofmas de peaquisa
para que e lenha creditdbdade nos resulladod e para que depos o probiclics possa ser
Indicado para 10doda, caso 4 resullados sejam poaiives .

Apda a pesquisa, cAS0 o8 resultados sejam o
(T=1] puammdowmmuunophcm ouae|a |m |elhomnuidadede
passar pelo fatamento.

O probiddico ndo ¢ conmderado remédio ¢ por ksse é lmento de efedios colaterass, ndo val
prejudicar o seu fiho, pelo ano, rard bened para e o urlrmdowdo
placebo & inerle | ndo tem aglo no organiamo.

o seu fiho val e dadas , nelas lerd loda explicacho
necesadna , 48 mesmas. lurMmeelﬁo mndaamhnnmdecmmommé
BESN0U @ Na VIS que esld em Suas mBod .

Durante o acompanh seu fhola) o beakdade com
consullas médicas e de nulriconista, m&zu&nmmnhne aoindda Inlervengio

{a0s 4 meses )e depols aeglé am acompanhamento am|
Todes oa dadon ookl ad: iitadoda da p SerA0

em ndmencs, noa wmmimaldmlllcaﬁo dnpucmq)m

Para que tude dé cenlo, Iutume o fratamento , que pode benefoiar o {a}seuﬁn{a} ]
outrod tantos p gl 85 e fazer o , do

probeiticn.

O que fago se nao puder comparecer ?

« |deal niofallar as consulias , pois elas estio areladas ao usodo
probidlico e as avallagbes dependem do nimero de dias. ulilizados .

& Sa por molivo de. forga maior nfio puder comparecar , avise. com
antacedéncia para poder alinharmos o reagendamanto e vocd nio
parder o tratamento .

Como usar o probidtico ?

= Conservar em local fesco ao abrigo de calor excessivo @ umidada

= S abir no momanio do uso

e Corlar a exiremidade do saché com uma lesoura e despejaro
conteddo em maio copo com dgua , maxere lomar

= Tomar preferencialmente 4 nofle antes de dormir

«  MNiodissolver o conteddo am liguidos quantes
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Apéndice E - Case report for

EFICACIA DO USO DE LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS E BIFIDOBACTERIUM LACTIS NO TRATAMENTO DA

ms (CRF)

DOENCA HEPATICA GORDUROSA NAO AL(_‘()OLI(;A E RESISTENCIA A INSULINA EM ADOLESCENTES
OBESOS: ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO
Pesquisador responsiivel : Junaura Rocha Barretto

147

N° da visita

N de Identificacdo

Data:

Dia

Més

Ano

Dados demograficos

Numero de Registro Médico

Datade nascimento: DD/ DD /

Dia

Més Ano

Idade (anos ) :

Género

[] Masculino

[] Feminino

[] Nao informado

Etinia declarada
[] Branco
[] Negro

[] Pardo [] Outros

Namero de prontudrio :

Unidade Hospitalar/Ambulatério:

HUPES [ ]
ADAB [ ]
Informacgédo para contato :
Enderecgo: Bairro:
Cidade: Estado: CEP:
Contato Email :
Contato telefénico : I:l Alternativo: ‘
[] Residencial [] comercial
[] residencial ] Comercial [] celular [J outro
[ ] celular [ ] Outro
Método preferido de contato
[Jcelular [] Celular
[ ] Comercial
Contato de emergéncia :
Nome :
Enderego: Bairro:
Cidade: Estado: CEP:
Contato Email :
Contato telefonico : I:l Alternativo ‘
[ residencial  [] Comercial [ Residencial  [] Comercial
[] Celular [] Qutro [] Celular [] Outro
Método preferido de contato
[Jcelular [] Celular
[] Comercial
Preenchido por : Date:

Data da versdo: 16/07/2018

Pagina 1 de 38




N° de Identificagdo Data:

Dia Més

Ano

148

Critérios de elegibilidade

Critérios de Incluséo

Sim | Nao
1. Idade entre 10-19 anos
2. Diagnéstico de Esteatose
3. Obesidade( IMC > Z escore +2)
4. Residente de Salvador-Bahia
Critérios de Excluséo
Sim | Nao

1. ldade inferiora 10 anos e 1 dia

2. Auséncia de obesiddade

3. Presencga de diabetes mellitus

4. Presenga de obesidade enddgena

5.Presenca de comorbidade psiquiatrica

6. Uso de corticpoides, antibioticos, ansioliticos ,metiformina e estatinas

7. Uso de laxantes

11. Pacientes com sintomas claustrofobia

Preenchido por : Date:

Data da versao: 16/07/2018 Pagina 2 de 38
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N° da visita N de Identificacao Data: / /
Dia Més Ano

Termo de consentimento livre esclarecido(TCLE) obtido

] Recusado

Data de assinatura : / / Hor4 .

Data

QOutros documentos Data R

Termo de consentimento livre e esclarecido

Termo de assentimento livre e esclarecido

O TCLE e Termo de assentimento foilido e revisado com o paciente e/ou responsavel ?

(] sim [] Na&o

O paciente e/ou responsavel teve tempo suficiente para rever os documentos e esclarecer
as ddvidas ?

[]1sim [] Nio

Esses termos foram apresentados , revisados e assinados previamente ao inicio da
realizagao do estudo ?

(] sim [ Nao
A Uma cépia dos termos supracitados foram entregues ao paciente e responsavel ?
[] sim [] Nao

Nome do responsavel pela coleta dos documentos:

Commentarios

Recusou assinar os termos

Hora : . ] Nao se aplica

Commentarios

Data da versdo: 16/07/2018 Pagina 3 de 38
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N° da visita 01 N° de Identificagdo Data:
Dia Més Ano
Presenca de sintomas clinicos
Sinais e sintomas Presenca Diagnostico/Condugio Datﬂ. iniclodos | Sintomas
sintomas presentes

Cefaléia E sNi;L E IS\JI;
Nauseas S S
o oo S
Dor abdominal E :j;”n E :;;
Polacidria E sNi;a g :JI;
Politria E ﬂ;a E :JI;
Nictdria E ﬂ;l, E :JI;
Reducdo da aquidade [ sim [ sim
visual [ Nao [ N&o
Dores na coluna SSN?D E:;
Dores articulares E sNi;c; g ::;
Deformidades dsseas E ﬂ;a E :;;
Roncopatia| E':?u E :;;'n
Apnéia do sono E sNi;L E ::;
Insdnia E ﬂ;a E :;;
Dispnéia aos esforcos E ::;L E :;;
= o
Oam e

Notas adicionais :

[] Histéria clinica ndo obtida

Historia clinica coletada por:

Data da versdo: 16/07/2018

Pagina 4 de 38
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" o] e /T
N° da visita N de Identificacao |Data:
Dia Més Ano
Dados de habitos e estilo de vida
Observagao Documentos |
Prética atividade Fisica E ::;no Quantas vezes /semana 7 E:saa;deu o S ;.sqi;ﬂa
Quantas vezes fsemana 7 Realizado
. recordatdrio
Se ndo : qual motivo ? alimentar de 24h ?
Segue recomendacdo [ sim [ Nao quero [JM&o gosto [] Nao consigo [ sim
dietética ?
! LI nao [ Dificuldade de acesso aos alimentos LINzo
saudaveis
Presenca de sintomas [ sim Qual alimento gatilho ?
de compulsdo alimentar
? [ Nao
Quantas vezes /semana 7
Faz refeicfies fora do [] sim 012034 =5
domicilio com
reqularidade ? [ Nao Quantas vezes/dia ?
J1-2034 =5
Quais 7
i Qual freqiiéncia 7
Usa drogas ilicitas ? O] sim
O Nao [ 1-2/semana []3-4 [15-6 [IDiariamente
[CJEsporadicamente
Qual freqiiéncia 7
Tabagismo Sz;ﬂa [ 1-2/semana []3-4 [15-6 [Diariamente
[CJEsporadicamente
Qual freqiiéncia 7
. [ sim - [ sim
Etilismo 1-2fsemana []3-4 [15-6 [IDiariamente
: O Nao . Ha40s6 Lo [ Nao
[esporadicamente []Socialmente

Notas adicionais :
Pn:

Tipo de parto : () Cesariano. (. Jnormal

Usou antibioticos nos primeiros 6 meses de vida. ( ) Sim. ( ) Ndo

Tempo de. aleitamento materno exclusive <1 mes ()

Pais. obesos (.).sim. (. ). ndo (. ) pai. (. ). m3e Irmdo obeso (. ). sim. ( ). ndo Quantos ?
. Mora com quem?

Horas. de sono/dia :
Dados obtidos por :

Data da versao: 16/07/2018

Pagina 5 de 38
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. 01 — / [
N° da visita N de Identificacdo Data:
Dia Més Ano
Co- morbidades associadas e uso de medicagoes
Observagdo
Uso de medicacdes : [] sim [] Nao
Hipertensdo arterial [ sim Qual 7
sistémica [ Néo
Alteragfes articulares [ sim Uso de medicagdes : []sim []Nao
ou ortopéticas ? [ Nao Qual 7
Uso de medicagdes ou aparelhos : [] sim [
Apnéia do sono Sz; Nio
° Qual 7
Presenca de Doenga do Osi Uso de medicacdes : [] sim [] Nao
i Sim Qual(ais) ?
Refluxo gastroesofagico U
g 91 [ Nao
Presenca de Doenga ] Uso de medicagBes : [ sim [ Nao
do péptica ( L sim Qual (ais)?
gastrite/ulcera) 7 [ Nao
Presenca de [ sim Uso de medicagdes : [Jsim []N&o Usar critérios
constipagdo intestinal ? | [ Nao Qual(ais) ? ROMA IV
Presenca de Diaméia [] eim Usade_ medicagdes : [] sim [ Nao
nos ultimos 30 dias ? [ Nao Qual(ais) 7
: O sim (] Rinite alérgica [] Asma [] Dermatite
Presenga de atopia [] Nao atbpica
Presenca de alergia [ sim Quais alimentos ?
alimentar ] Nao
; i Motive ?
Passou por internacies [1 sim
no periodo? [ Nao Data : ! /
Qual (ais) ? por quantos | Atentar para uso
) . dias : de antibidticos e
Usou medicagbes nos | [ sim corticides
dltimos 30 dias ? [ Nao Data término: ! !
Motive 7
Passou por cirdrgias no | [ sim i
periodo? ] Nao Data - / /
Apresenta alergia & [ sim Quais 7 7
medicaches 7 [ Nao
Apresentou algum . Motive 7
transtorno psiquiétrico O sim
no periodo? ] Nae Data : ! i

Notas adicionais :

[ ] Dados ndo obtidos

Dados obtidos por:

Data da versao: 16/07/2018
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N° da visita 01 N de Identificagdo Data: / /
Dia Més Ano

Exame Fisico

Sinais e sintomas Alteragio Descrigdo do achado
Estado geral S i:gl
FC: bpm
. FR: ipm
Dados vitais Sat 0—2 : 9
TA: ! mmHg
Pele e faneros S ‘:210
) [ sim
Cavidade oral
v [ Nao
] [ sim
Orofaringe
g 0 Nao
[ sim
Tarax
[ Nao
. . ] sim
Ausculta respiratdria
P ] Nao
} 1 sim
Ausculta cardiaca
i ' [J Nao
Abdome L sim Atentar a relaizagdo da hepatimetria
[ N&o
; Estadiamento puberal Tanner :
Genitalia L] sim
[J Nao M P G
) [ sim
Deformidades dsseas ] Nao
. [ sim
Alteracbes articulares
¢ - [J Nao
Alteractes de coluna [ sim Descrever :
vertebral ? [ Nao
[ sim
Edema
O Mo
[ sim
Qutros :
— [J Nao
. [ sim
Outros : O Nao
Notas adicionais : [] Exame fisico nio

realizado

Exame fisico realizado por :

Data da versdo: 16/07/2018 Pagina 7 de 38
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01
N° da visita N de Identificagao Data: / /
Dia Més Ano
Dados antropomeétricos
Peso : Kg Estatura: cm IMC: kg/m*
Circunferéncia abdominal : Cm Circunferéncia do brago: cm
PCT: mm PCSE: mm
Dados da Bioimpedancia: ( Visita 1 e4)
Jejumde 2-4horas ? [Jsim []NZo
Massa Magra : kg Massa gorda kg

% Gordura corporal :

angulo de fase :

% Impedancia :

% Relagao cintura-qadril :

Agua corporal total

Taxa metabolica basal :

Notas adicionais :

Reactancia :

Kcal

[] Histéria clinica nio obtida

Exame realizado por :

Data da verséo: 16/07/2018
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N° da visita

N de Identificacdo

155

Data: /

Resultado de Exames laboratoriais ( Visita 2 e 5)

[[INio realizado
Data : Data :

]ci:)jll;rt]; ?adequado para [ Sim [ ] Nio [ sim [] Ndo
_— [_INio realizado [ ]
Hematdcrito % % | Resultado pendente
. [INio realizado [ ]
Hemoglobina g/dl g/dl Resultado pendente
[ ]N&o realizado []
Colesterol Total mg/dl mg/dl Resultado pendente
e mg/dl mg/dl | []N&o realizado []
Triglicérides Resultado pendente
HDL mg/dl mg/dl | [IN&o realizado []
Resultado pendente
LDL mg/dl mg/dl | [ [N&o realizado [ |
Resultado pendente
VLDL mg/dl mg/dl | [ IN&o realizado [ ]
Resultado pendente
: : [INio realizado []
Glicemia mg/dl mg/dl Resultado pendente
. [|Nio realizado []
Insulina mU,/ml mU/ml Resultado pendente
.. [ |Ndo realizado [ ]
Ureia mg/dl mg/dl Resultado pendente
. [IN3o realizado []
Creatinina mg,/dl mg/dl Resultado pendente
Homa IR [INdo realizado []
Resultado pendente
Proteinas totais [INdo realizado []
g/dl g/dl Resultado pendente
Albumina [IN3o realizado [ ]
g/dl g/dl Resultado pendente
PCR ultrassenssivel [_INio realizado [ ]
mg/dl mg/dl Resultado pendente
TGO [INdo realizado []
ui ui Resultado pendente
TGP [IN&o realizado []
U/ u/l Resultado pendente
GGT [IN3o realizado []
uj ui Resultado pendente
Fosfatase alcalina U/l U/l | [JNio realizado []

Data da versao: 16/07/2018
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Resultado pendente

[[IN3o realizado []

mg/dl Resultado pendente
Bilirrubinas totais
Bilirrubina direta mg/dl [[IN&o realizado [ ]
Resultado pendente
Bilirrubina Indireta mg/dl [ IN3o realizado [ |
Resultado pendente
T4 livre
TSH
HO-1 [[IN3o realizado [ ]
pg/ml Resultado pendente
TGFR2 [[IN3o realizado [ ]
pg/ml Resultado pendente
Adiponectina [[IN&o realizado [ ]
Mcg/ml Resultado pendente
25,0H vitamina D ne/ml [[IN&o realizado []

Resultado pendente

Dados registrados por :

Data da versdo: 16/07/2018
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N° da visita

157

N de Identificacdo

oatal | |/

Ressonancia magnética de abdome (visita1 e 4)

Quantificagao de gordura hepatica

Data

Valor de PDFF(%)

Classificacao

[D D] D] A %P;éo realizado [0 []1 (12
[D [D D:I % [INdo realizado [J0 [11 (12

s

O-ausente (< 5,1%), 1-leve (>5,1 %), 2-moderada ( > 14,1%) e 3- centuada (> 28,0%).

Avaliagao de grau de Fibrose hepatica ( Elastografia)

Data Valor de KPa Classificacao
KPa [IN3o realizado [Jo (1 (2
[T [T [T1 [J3 04 OJs
KPa [IN3o realizado [0 []1 []2
(11 11 [T O304 s

0- <2,5 KPa: Normal ; 1- 2,5-2,9 KPa : Normal ou inflamado 2- 2,9-3,5KPa: Estagio1 a2 de
fibrose; 3- 3,5-4 KPa: Estagio 2 a 3 de fibrose ;4- 4-5KPa: Estagio 3 a 4 de fibrose e 5-
>5 KPa: Estagio 4 de fibrose ou cirrose

Dados obtidos por :

Data da versao: 16/07/2018 Pagina 11 de 38
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N° da visita 02 N° de Identificagio Data:
Dia Més Ano
Presenca de sintomas clinicos
Sinais e sintomas Presenga Diagnéstico/Condugao Dat:i,-::::::: o sri:::lr:ltzss

Cefaléia E z;n g :JI;
Nauseas E ;Sqi:g g :JI;
Vomos Csm P
Dor abdominal E ﬁj;a E :JI;
Polacitria E ﬁj;a % :JI;
Polidria g z;a g :JI;
D At
Reduco da aquidade [ sim [ sim
visual O Nao LINao
Dores na coluna Eﬂ;a E:JI;
Dores articulares g SNi;L g :JI;
Deformidades dsseas E z;n E :;;
Roncopatial E,:;ﬁ ............. E :;D
Apnéia do sono % ::;L g IS\JI;
Insénia E o E N&o
Dispnéia aos esforgos E ij;a E ::;
Outros : E SNi;a g :JI;
e e

Notas adicionais :

[] Histéria clinica nio obtida

Historia clinica coletada por:

Data da versdo: 16/07/2018
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. 0|2 . / /
N° da visita N de Identificacio Data:
Dia Més Ano
Dados de habitos e estilo de vida
Observagio Documentos |
. - - [ sim Quantas vezes /semana ? Respondeu o [ sim
Pratica atividade Fisica [ Nao IPAQ 7 [ Nao
Quantas vezes fsemana ? Realizado
. recordatdrio
Se nao : qual motiva 7 alimentar de 24h ?
Segue recomendacio [ sim [] Nae guere [JNae gosto [] Nao consigo [ sim
dietética ?
[ Nao [ Dificuldade de acesso acs alimentos DIngo
saudaveis
Presenca de sintomas ] sim Qual alimento gatilho 7
de compulsdo alimentar
2 O Nao
Quantas vezes /semana ?
Faz refeicbes fora do [ 'si O 1-2 O34 O>5
T sim
domicilio com
regularidade 7 [ N&o Quantas vezes/dia 7
012034 =5
Quais 7
I Qual freqiéncia 7
Usa drogas ilicitas ? L sim
[ Nao [ 1-2fsemana []3-4 []5-6 [JDiariamente
CJEsporadicamente
Qual freqiigncia ?
Tabagismo E :;;L [ 1-2/semana []3-4 []5-6 [IDiariamente
[CJEsporadicamente
Qual freqiiéncia 7
Etilismao E ;‘:';L [ 1-2'semana []3-4 []5-6 []Diariamente g ;‘:';L

[JEsporadicamente [ ]Socialmente

Notas adicionais :

Dados obtidos por :

Data da versdo: 16/07/2018
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. 02 — / /
N° da visita N de Identificagao Data:
Dia Més Ano
Co- morbidades associadas e uso de medicagoes
DObservagio
Uso de medicagdes : [ sim [] Nao
Hipertens&o arterial 1 sim Qual ?
sistémica [ Néo
Alteragdes articulares [ sim Uso de medicagdes : [1sim [] Nao
ou ortopéticas 7 1 Nao Qual 7
Uso de medicagBes ou aparethos : [] sim [
Apnéia do sono E z; N&o
° Qual ?
Presenga de Doenca do | g éml?g ;tfdicacﬁes - sim [J Nao
Refl 1 faqi uallals)
?e uxo gastroesofagico 0] Nao
Presenca de Doenca O sim Usnde_medicacﬁes:l]sim [ Nae
d & lica{ Qual (BIS}?
oF-r O Na
gastrite/ulcera) 7 °
Presenca de [ sim Uso de medicagdes : [1sim [] Nao Usar critérios
constipagdo intestinal ? | [] Nao Qual(ais) ? ROMA IV
Presenga de Diarréia ] sim Uso de n‘:adicacﬁes :[J'sim []Nao
nos ultimos 30 dias 7 ] Nao Qual(ais) 7
i [ sim [ Rinite alérgica [] Asma [] Dermatite
Presenga de atopia ] Nao atépica
Presenca de alergia 1 sim Quais alimentos 7
alimentar ] Néo
Passou por internagdes | [] sim Motivo 7
no perioda? [ Nao Data : I Il
Qual (ais) ? por quantos | Atentar para uso
) . dias : de antibidticos e
Usou medicacfes nos [ sim corticdides
tltimos 30 dias ? 1 Ndo Data término: / !
Motive 7
Passou por cirtrgias no | [] sim .
periodo? [1 Nao Deta : 4 f
Apresenta alergia a [ sim Quais ? ?
medicacies 7 [J Nao
Apresentou algum . Motivo 7
transtorno psiquiatrico 0 sim
no perioda? [ Nao Data : ! /

Notas adicionais :

[] Dades nio obtidos

Dados obtidos por :

Data da versdo: 16/07/2018
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0|2
N° da visita N de Identificagao Data: / /
Dia Més Ano

Exame Fisico

Sinais e sintomas Alteragio Descrigdo do achado
O sim
Estado geral
g [ N&o
FC: bpm
o FR: ipm
Dados vitais —
v Sat02____ %
TA: ! mmHg
Pele e faneros 0 sim
O Nao
Cavidade oral L] sim
[ Nao
} [ sim
Orofaringe ] Nao
[ sim
Torax
[ Ndo
o [ sim
Ausculta respiratdria
. piraton O Nao
] [ sim
Ausculta cardiaca
Y ' ] Nao
Abdome L] sim Atentar a relaizacdo da hepatimetria
[ Nao
I Estadiamento puberal Tanner :
Genitalia L] sim
[ Nao M P G
) [ sim
Deformidades dsseas
: [ Nao
Alteragbes articulares L] sim
[J N&a
Alteracbes de coluna [ sim Descrever :
vertebral ? [ Nao
[ sim
Edema
[ Nao
L1 sim
Outros :
[ Nao
[ sim
Outros :
— [ Nao
Notas adicionais : D Exame fisico nao

realizado

Exame fisico realizado por :

Data da versdo: 16/07/2018 Pagina 15 de 38
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- / /

Dados antropométricos

Peso : Kg Estatura: cm IMC: kg/m*
Circunferéncia abdominal : Cm Circunferéncia do brago: cm
PCT: mm PCSE: mm

Dados da Bioimpedancia : ( Visita 2)

Jejumde 2-4horas ? [Jsim []MNao

Massa Magra : kg Massa gorda : kg
% Gordura corporal : % Relagao cintura-gadril : Agua corporal total
% Impedancia : Reactancia :
angulo de fase : Taxa metabolica basal : Kcal
Notas adicionais : [ ] Histéria clinica nio obtida

Exame realizado por :

Data da versao: 16/07/2018 Pagina 16 de 38



N° da visita

N° de Identificagdo

Data:

163

Dia Més Ano

Presenga de sintomas clinicos

Sinais e sintomas Presenca Diagnostico/Condugio Data. inicio dog |  Sintomas
sintomas presentes
. [ sim [ sim
Cefaléia ] Nao [] Nao
[] sim [ sim
Néuseas ] Nao [ Nao
) [ sim [ sim
Vémitos [] Nao [ Nao
} [ sim [ sim
Dor abdominal [] Nao [ Nao
i ] sim [ sim
Polacidria [] Nao [ Nao
o L] sim []sim
Polidria
o [ Nao [ Nao
o [ sim [ sim
Nict
ictiria [ Nao [ Nao
Reducdo da aquidade [ sim [ sim
visual [] Nao [J N&o
[] sim [ sim
Dores na coluna [] Nao [ Nao
i [] sim [ sim
Dores articulares
5 [ Nao [ N&o
Deformidades dsseas L sim L sim
[ Nao [ Nao
) [ sim [ sim
R t
oncopatial I ] Nso
. [ sim O sim
Apnéia do sono [ Nao [ N&o
. [ sim [ sim
Insdnia (] Nao (] Nao
; ) [ sim [ sim
Dispnéia aos esforgos ] Nao ] Nao
[ sim [ sim
Out :
o8 [ Nao [ Nao
[ sim [ sim
Out :
08 [ Nao [] Nao

Notas adicionais :

[T] Histéria clinica ndo obtida

Historia clinica coletada por:

Data da versdo: 16/07/2018
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N° da visita N de Identificagdo Data:
Dia Més Ano
Dados de habitos e estilo de vida
Observagio Documentos |
I L - [ sim Quantas vezes /semana 7 Respondeu o [ sim
Pratica atividade Fisica [ Nao IPAQ ? [] Ngo
Quantas vezes /semana 7 Realizado
) recordatdrio
Se nao : qual motivo ? alimentar de 24h ?
Segue recomendaco [ sim [] Néo quero [JN&o gosto [] Nao consigo [ sim
dietética 7
[ Nao [ Dificuldade de acesso aos alimentos O nao
saldaveis
Presenca de sintomas [ sim Qual alimento gatilho 7
de compulsdo alimentar
2 [ Nao
Quantas vezes /semana 7
Faz refeiches fora do Osi [11-2 13-4 =5
= sim
domicilio com
regularidade ? [ Nao Quantas vezes/dia 7
[11-2 [J3-4 (=5
Quais ?
I Qual freqléncia ?
Usa drogas ilicitas ? L] sim
[ Nao [ 1-2/semana []3-4 []5-6 [Diariamente
[JEsporadicamente
Qual freqléncia ?
Tabagismo Eﬂ;o [] 1-2/semana []3-4 []5-6 [|Diariamente
[CJEsporadicamente
Qual fregléncia ?
. [ sim . [ sim
Etilisme 1-2fsemana []3-4 []5-6 [Diariamente
" ] Nao U [J3-4LJ5-6 [Diari ] Nao

[ClEsporadicamente [ ]Socialmente

Notas adicionais :

Dados obtidos por :

Data da versdo: 16/07/2018
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- 03 — / j
N° da visita N de Identificagao Data:
Dia Més Ano
Co- morbidades associadas e uso de medicagoes
Observacio
Uso de medicagdes : [] sim [] Nao
Hipertensdo arterial [ sim Qual ?
sistémica [ Nao
Alteracbes articulares [ sim Uso de medicaces : [ sim [ Néo
ou ortopéticas ? ] Nao Qual ?
Uso de medicagdes ou aparelhos : [] sim [
Apnéia do sono E 2;' N&o
o Qual 7
Presenca de Doenca do Os Uso de medicagdes : []sim [] Nao
i sim Qual(ais) ?
Refluxo gastroesofagico
oo o9 9 | O nao
Presenca de Doenca ] Uso de medicagdes : []sim [ Nao
do péplica ( O sim Qual (ais)?
gastrite/ulcera) ? L1 Nao
Presenca de [ sim Uso de medicagdes : [Jsim []N&o Usar critérios
constipagdo intestinal ? | [] Nao Qual(ais) ? ROMA IV
Presencade Diamdia [J sim Uso de medicagdes : [] sim [] Nao
nos ultimos 30 dias 7 ] N3o Qual(ais) ?
' [ sim [] Rinite alérgica [J Asma [ Dermatite
Presenga de atopia ] N3o atépica
Presenca de alergia [ sim Quais alimentos 7
alimentar ] Nao
Passou por internagBes | [] sim Motivo 7
no periodo? 1 N&o Data * I Il
Qual (ais) ? por quantos | Atentar para uso
) 3 dias : de antibidticos e
Usou medicagies nos [ sim corticdides
altimos 30 dias ? [0 Nao Data término: ! !
Motive 7
Passou por cirirgias no | [ sim .
periodo? [] Ndo Data : I I
Apresenta alergia a O sim Quais 7 ?
medicacdes 7 [ Nao
Apresentou algum . Motive ?
transtomo psiquidtrico [ sim
no periodo? D MNao Data : ! !

Notas adicionais :

[] Dades nio obtidos

Dados obtidos por:

Data da versdo: 16/07/2018
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03
N° da visita N de Identificagao Data: / /
Dia Més Ano

Exame Fisico

Sinais e sintomas Alteragao Descrigdo do achado
[ sim
Estado geral
g [ Nao
FC: bpm
. FR: ipm
Dados vitais —_—
vl sat02.____ %
TA: ] mmHg
Pele e faneros L sim
] Nao
Cavidade oral L] sim
[ Nao
Orofaringe S i};:,
[ sim
Td
rax [ Nao
. . [ sim
Ausculta respiratdria
. piratar 1 Nao
} [ sim
Ausculta cardiaca
. : [ Nao
[ sim . . .
Abdome Atentar a relaizacdo da hepatimetria
[ Nao
: Estadiamento puberal Tanner :
Genitélia Ll sim
[ N&o M P G
. [ sim
Deformidades ésseas
' [ Nao
Alteracdes ariculares L sim
[ Nao
Alteragdes de coluna [ sim Descrever
vertebral ? [ Nao
[1sim
Edema
[ Nao
L1 sim
QOutros :
[J Nao
[ sim
Outros :
. [ Nao
Notas adicionais : [[] Exame fisico nio

realizado

Exame fisico realizado por :

Data da versdo: 16/07/2018 Pagina 20 de 38
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0|3
N° da visita N de Identificacao Data: / I
Dia Més Ano

Dados antropomeétricos

Peso : Kg Estatura: cm IMC: kg/m?
Circunferéncia abdominal : Cm Circunferéncia do brago: cm
PCT: mm PCSE: mm

Dados da Bioimpedancia : ( Visita 3)

Jejumde 24 horas 7 []sim []Nao

Massa Magra : kg Massa gorda : kg
% Gordura corporal : % Relagdo cintura-qadril : Agua corporal total
% Impedancia : Reactancia :
angulo de fase : Taxa metabdlica basal : Kcal
Notas adicionais : [ ] Histéria clinica nio obtida

Exame realizado por :

Data da versado: 16/07/2018 Pagina 21 de 38
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N° da visita 014 Ne de Identificagdo Data:
Dia Més Ano
Presenca de sintomas clinicos
Sinais e sintomas Presenca Diagnostico/Condugao Data_ inicio dos |  Sintomas
sintomas presentes

Cefaléia E sNi;la E ZI;
— O, £ nao
oo o i
Dor abdominal E ::;la E :;;
Polaciliria E ﬂ;a g :J';
Politiria E :‘;‘a E :;;
Nictiria E :qi;g E :JI;
Reducdo da aquidade [ sim [ sim
visual [ N&o [ Nao
Dores na coluna Eﬁ:?ﬁ E:;;
Doares articulares E ::;10 g :;
Deformidades dsseas E ::;la E :;;
ot Oem — | Osim
Apnéia do sono E ﬁ:g‘a E ::;
Insdnia S ol
Dispnéia aos esforgos E i:;a E :;;
Outros : E :;:a g :JI;
Outros : E ::0 g :JI;

Notas adicionais :

[] Histéria clinica nio obtida

Historia clinica coletada por:

Data da versdo: 16/07/2018
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- 04 I / /
N° da visita N de Identificagao Data:
Dia Més Ano
Dados de habitos e estilo de vida
Observagio Documentos
- - -
Prética atividade Eisica S fq?g Quantas vezes /semana 7 IF’!::j;\.“.(;;o?nde:u o S z;ﬂo
Quantas vezes /semana 7 Realizado
. recordatdrio
Se ndo : qual motivo ? alimentar de 24h ?
Segue recomendacio [ sirm [J Nao quero [JN&o gosto [] Nao consigo [ sirm
dietética 7
' [ Nao [ Dificuldade de acesso aos alimentas [ Nao
saudaveis
Presenga de sintomas [ sim Qual alimento gatilho ?
de compulsdo alimentar
? [ Nao
Quantas vezes /semana 7
Faz refeighes fora do ] sim O 1-2 034 O=5
domicilio com !
regularidade ? [ Nao Quantas vezes/dia ?
[0 1-2 034 =5
Quais 7
I Qual fregiéncia ?
Usa drogas ilicitas ? [ sim
[ Nao [ 1-2/semana [13-4 [15-6 [Diariamente
[JEsporadicamente
Qual fregiéncia ?
Tabagismo E fsl?o [ 1-2isemana []3-4 []5-6 [IDiariamente
[JEsporadicamente
Qual fregléncia ?
Etilismo E fsl?o [ 1-2rsemana []3-4 []5-6 [Diariamente E fsl?o

[JEsporadicamente  []Socialmente

Notas adicionais :

Dados obtidos por :

Data da versdo: 16/07/2018
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. 04 — / /
N° da visita N de Identificagao Data:
Dia Més Ano
Co- morbidades associadas e uso de medicagoes
Observagao
Uso de medicacBes : []sim [] Nao
Hipertensao arterial [ sim Qual ?
sistémica [] Nao
Alteraghes articulares [ sim Uso de medicagdes : [ 1sim [1N&o
ou ortopéticas 7 [ N&o Qual ?
Uso de medicacfes ou aparelhos : []sim []
Apnéia do sono E sim Nao
Néo Qual ?
Presenca de Doenca do O (L)Jm|?e' ;n:dicacaes : [sim [ Nao
Refluxo gastroesofagico ualials)
et 9% | O nao
Presenca de Doenca [ sim Usude_medncac&es:l]sm [ MNao
do péptica ( Qual {a|s)?
gastrite/ulcera) ? L1 Nao
Presenca de [ sim Uso cle medicagdes : []sim [ Nao Usar critérios
constipacdo intestinal ? | [] Nao Qual(ais) ? ROMA IV
Presenca de Diarréia [ sim Uso de m:dicacaes :[Jsim (] Nao
nos ultimos 30 dias ? [ Nao Qual(ais) ?
- [ sim [] Rinite alérgica [] Asma [] Dermatite
Presenca de atopia [ Nzo atépica
Presenga de alergia [ sim Quais alimentos ?
alimentar [] Nao
Passou por internagdes | [] sim Motivo ?
no perioda? [ Nao Data : i I
Qual(ais) 7 por quantos | Atentar para uso
3 3 dias : de antibidticos e
Usou medicagbes nos [ sim - cortictides
dltimos 30 dias ? [ Nao Data término: i ]
Motive 7
Passou por cirdrgias no | [ sim .
perioda? [1 N&o Data: 4 f
Apresenta alergia & [ sim Quais 7 7
medicacbes 7 [] Nao
Apresentou algum . Motive 7
transtorno psiquistrico 0 sim
no per joda? I:l Mao Data : I |

Notas adicionais :

[ ] Dados ndc obtidos

Dados obtidos por:

Data da versdo: 16/07/2018
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- 04 — /
N° da visita N de Identificagio Data:
Dia Més Ano
Exame Fisico
Sinais e sintomas Alteragio Descrigdo do achado
[ sim
Estado geral
g [ Nao
FC: bpm
o FR: ipm
Dad ta —_—
ades vilais Sat02 %
TA: /____mmHg
Pele e faneros L sim
[ Nao
Cavidade oral L] sim
[ Nao
) [ sim
Orofaringe
"o [J Nao
[ sim
Torax
[ Nao
Ausculta respiratdria S:}';}
Ausculta cardiaca B‘;’J;’
Abdome LI sim Atentar a relaizagdo da hepatimetria
[ Nao
’ Estadiamento puberal Tanner :
Genitalia [ sim
[ Nao M P G
Deformidades dsseas E :]'210
Alteracies articulares gi;
Alteracbes de coluna [ sim Descrever :
vertebral ? [ Nao
[ sim
Ed
ema ] Nao
[ sim
Qutros :
ras [J Nao
[ sim
Qutros :
ras [J Nao

Notas adicionais :

realizado

[ ] Exame fisico nio

Exame fisico realizado por :

Data da versao: 16/07/2018
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014
N° da visita N de Identificacao Data: / j
Dia Més Ano

Dados antropométricos

Peso : Kg Estatura: cm IMC: kg/m®
Circunferéncia abdominal : Cm Circunferéncia do brago: cm
PCT: mm PCSE: mm

Dados da Bioimpedancia : ( Visita 4)

Jejumde 2-4horas ? [Jsim []N&o

Massa Magra : kg Massa gorda : kg
% Gordura corporal : % Relacao cintura-qadril : Agua corporal total
% Impedancia : Reactancia :
angulo de fase : Taxa metabdlica basal : Kcal
Notas adicionais : [] Histéria clinica nio obtida

Exame realizado por :

Data da versdo: 16/07/2018 Pagina 26 de 38
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Data:

N de Identificagdo

isita

N° dav

. r

Controle do uso do probiético

Comentarios

SB0SBULIOJU NBYI0D
wenb ep 8wou log
Jod soppgo sopeqg

Motivos

0sn op [euy ejeqg

Uso

] ok

205
€8 :88s
§35 87
D Sto
14 E

noBanus

wenb ep awou
Jod opesuadsig

opnjse
ou Q| os8WNN

osn op ool
ap ejsinaud ejeq

Recebimento

|oresuodsal
op awou:
Jod opigesey

omoJ op obipey

(seyoes/sensdes
Joedewesaide
ap odil

[esusw
oaleyjuenb

op ojuswWIgevel
Bleg

Dados obtidos por
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Data:|

|/l

/L

174

N° da visita N de Identificagiao
Dispensagédo do probiético & Registro de responsabilizagao
Dispensagao Retorno Conformidade
o a @ a E
=S @© 7] £ =] 7] o o
k) = =2 @ o [ £ o =
< g 2 T g olsd T g S |s g a LE 2
g | .| s > |8 &gz £ 8|80 8 2|s3s| ® (84 Bc| 85| B
a z 3 S,8|0g a8 29 B8B83 | 0,2 8 |[BEJovg8y o3 E
o s | & 0 £85 (28¢5 °5|2d £38 | =283 2feis8 28| o5
S 2| 3 : | E55|58:s 22|58 =gs |58 £ |Ef53fy Sg| st
a s 3 a 6835|2287 G2 | o8¢ | ZE£F| & |[£2Y=858 28| =8
* Célculo de% de conformidade = Real realizado / Estimado para ser tomado
Dados obtidos por :
Data da versdo: 16/07/2018 Pagina 28 de 38
N° da visita[I:D N de Identificagao m:l:D Data: ‘ | ‘/{ | | /‘ | ‘
Controle de realizagido de exames laboratoriais
Data . . P - P =
agendamertto ID paciente visita Coleta completa Pendéncia Citar pendéncias Plano de resolugao
Data de coleta
[ Visita 1 - Jsim
1 ! ! ! [] Visita 2 - I ! [[INzo
Dia més ano Dia més ano [ visita 3 - Dia més ano
[ visita 4 -
Hora:__ : Hora:__ : [] Visita5 - Hora:__
[ Visita 1 - []Sim
I 1 1 ! [] Visita 2 - I ! [INao
Dia més ano Dia més ano [ visita 3 - Dia més ano
[] Visita4 -
Hora:__ : Hora:__ : [] visita5- Hora:__
] Visita 1- [] sim
I 1 1 ! [] Visita2- I ! [INao
Dia més ano Dia més ano [ visita 3- Dia més ano
[ Visita4 -
Hora:__ Hora:__ : [] Visita 5 - Hora:__ :

Dados obtidos por :

Data da versdo: 16/07/2018
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N° da visita N de Identificagao: Data: / /

175

Controle de realizagdao da ressonancia

Data ID paciente visita Pendéncia Citar pendéncias Plano de resolugao
agendamento
Data do exame
[] Visita 1- []Sim
[ (| [ visita 2 - [INgo
Dia més ano Dia més ano [ visita 3 -
[] visita 4 -
Hora:__ : Hora:__ : |[] visita5-
[ ] visita 1- ] Sim
! ! 1 ] [] visita2 - [INao
Dia més ano Dia més ano [ visita 3 -
[] visita 4 -
Hora:__ : Hora:__: | [] Visita5-
[] Visita 1- [J Sim
! ! 1 ] [] Visita 2 - [[INao
Dia més ano Dia més ano [] Visita 3 -
[] visita 4 -
Hora:__ : Hora:__ :_ |[] visita5-
Dados obtidos por :
Data da vers&o: 16/07/2018 Pagina 30 de 38

N° da visita D:]:] N de Identificagdo Data:| ‘ ‘/| ‘ ‘/| ‘ ‘

Inventario / Rastreamento de amostra de pesquisa

Local de estocagem (Enderego):,

Numero do Freezer : Ndamero da prateleira
Tip
S:
. sangue
Dat.a ID paciente Data de coleta Numero da visita Data de Quantidade So: Data de remogao Destino da amostra
prennchimento estocagem (ml) Soro
P:
Plasma
L] Visita1-
O] Visita 2 - 1o ) .
[ Visita 3- Dia més ano [ E 2;‘;5‘;225’3'—
L] Visita 4 - Dia més ano D Perdida
[] Visita 5 - Hora:__ 1 Outros:
Hora:__ -
L] Visita 1- . .
O visita 2 - I 1o E Eriacla parm
L] Visita 3 - Dia més ano Dia mes ano [ Perdida
[ visita 4 - ] Outros:
[] visita 5 - Hora:__ : Hora:__ -
L] Visita1- ! 1 . .
O] visita 2 - ro Dia més ano E ﬂ;"?szzapara'i
L] Visita 3- Dia més ano [ Perdida
L] Visita 4 - Hora:__ [ Outros:
[] visita5- Hora:__ : -

Dados obtidos por :
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Subject Initialslilj] Subject ID Dj:l:l]

Date:| ‘ ‘/| ‘ ‘/| ‘ ‘

176

Reagoes adversas (RA)

@ o~ i<} ©
3 2| s8|g% | E| £
2 8 | 3% |85 s | 2%
Data de £ 2 23 |28 [ QB
N° RA | Data Descri&o do_sintomal Categoria Inicio Data Final | U E o Ow |Xo = O T
1 ] sim L] sim
[] Nao [ Nao
] sim Isim [
[ Nzo [] Nso | sim
]
Nao
[ sim Osim [O
[ Nao [ Nao | sim
O
Nao
T sim Osm [
[J Nao [] Nao | sim
O
Nao
] sim L] sim |
[] Nao [] Nao | sim
a
Nao
Dados obtidos por:
Desfecho Grau de Severidade
0 - Fatal 1-Leve
2 — Recuperado ¢ om sequela 3 - Grave
3 — Recuperado sem seguelas 4 Risco de dbito
4 — Recuperando/resolvendo 5 — dbito
Data da versao: 16/07/2018 Pagina 32 de 38
Contato telefonico
] Nao realizado
Date of Contact Attempt
DI o Ano Hora Contact Occurred Motivo do contato Outcome
ia Més
(YYYY)
Contaot 1 [ Neatende
DCaixa devoz
p | LI'Yes [I° No [CJNumero inexistente
I Linha ocupada
DOutros:
Contato 2 [ [N® atende
[lCaixa devoz
p | C'yes [I° No [CJNumero inexistente
I Linha ocupada
DOutros:
Contato 3
[[Néo atende
D" |:|° DCaixa devoz
Yes No R
_ h [CINumero inexistente
Linha ocupada
DOutros:
Contato 4
[Néo atende
D" |:|° DCaixa devoz
Yes No L
_ h [CJNumero inexistente
Linha ocupada
DOutros:

Data da versao: 16/07/2018
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Check list de visita 1

[

RESPONDA

TCLE assinado [ | Sim [ ] Nao
Entregue solicitacBo com agendammento d e coleta de exams laboratoriais [ ] sim [ ] Nao
Entregue solicitagcdo e data de agendamento da Ressonéncia de [ ] Sim [] Nao
abdomen?

Realizado atualizacdo de contatos telefénicos e endereco? [ ] sim [ ] Nao
Realizado antropometria e bicimpedéancia ? [ ] sim [ ] N&o
Entregue quantitaivo mensal de probidticos para uso? [ ] Sim [ ] Nao
Realizou agendamnto da proxima consulta médica? | | Sim [ | Nao
Respondido IPAQ-c? [ | sim [ ] Nao
Realizado recordatério alimentar de 24h ? [ ] Sim [ ] Nao

COMMENTARIOS:

Dados obtidos por :
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Check list de visita 2

RESPONDA
Checou quantidade de probidticos que usou ? [] sim [] Nao
Preencheu formulario de reacde adversas? | | Sim | | Nao
Registrou resultado de solicitados na visita 17 | | Sim [ | Nao
Respondido IPAQ-c? [ ] Sim [ ] Nao
Realizado recordatério alimentar de 2h ? [ ] sim [] Nao
Investigou a presenca de reacdes adversas ? | | Sim | | Nao
| | Sim | | Nao

COMMENTAIOS:

Dados obtidos por :

Data da versdo: 16/07/2018

Pagina 35 de 38



179

Checklist de visita 3
RESPONDA
Entregue solicitagao com agendammento de coleta de exames .
Iabore?loriais? @ ’ [1 sim L[] Néo
Entregue solicitacdo e data de agendamento da Ressonancia de [ ] sim [] Nao
abddémen?
Realizado atulalizagdo de contatos telefénicos e endereco? [ ] Sim [ ] Nao
Realizado antropometria e bioimpedancia ? | | Sim | | Nao
Entregue quantitativo mensal de probiéticos para uso? [ ] sim [ ] Nao
Realizou agendamento da proxima consulta médica? [] sim [ ] Nao
Respondido IPAQ-c? | | Sim | | Nao
Realizado recordatério alimentar de 24h ? [ ] Sim [ ] Nao

COMMENTARIOS:

Dados obtidos por :
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Checklist de visita 4

RESPONDA
Checou quantidade de probidticos usou ? ] sim [ Nao
Preencheu formulario de reacdes adversas? [ ] Sim [ ] Nao
Registrou resultado de exames solicitados na visita 3?7 | | Sim [ | Nao
Respondido IPAQ-c? | | Sim | | Nao
Realizado recordatdrio alimentar de 24h ? [ ] sim [ ] Nao
Investigou a presenca de reacdes adversas ? [ ] Sim [ ] Ndo
[ ] Sim [] Nao

COMMENTARIOS:

Dados obtidos por :
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Dados a arquivar

Registrado por :

Descrigcao de evento ou problema :

Descrigdo do problema / processo / problema que esta sendo documentado, incluindo (se aplicavel) como, quando e por gquem o
problema foi identificado, causa do problema (se conhecido), agdes corretivas e preventivas tomadas (quando e por quem).

Descrigdo dos formularios / documentos relacionados (se aplicavel):

Assinatura do autor Data

Assinatura do Pesquisador Data

Nota para arquivar onentacdo:

As notas do arquivo de estudo sdo escrifas para reconhecer uma discrepancia ou problema com a conduta do estudo ou para outros
fins administrativos (como documentar onde os materiais de estudo sdo armazenados). As notas do arquivo de estudo devem ser
escritas pelo individuo responsével pelo seu conteddo, e o autor deve assinar e dalar a nota. Se a Nota para o Arquivo do Estudo se
referir a um item pelo qual o Pl é responsével (protegdo do sujeito, infegridade dos dados, elc.), o Pl deve assinar e datar a nota para
reconhecer sua conscientizacdo sobre o assunto. As nofas do arquivo de estudo devern ser mantidas em arquivo nos registros do
estudo e disponibilizadas para o estudo de monitores ou auditores que revisam os documentos e procedimentos do site.




Apéndice F - Orientacdo alimentar para criancas ( pré-pubere)

N iod ik

REFEICAO ALIMENTO MEDIDA CASEIRA
Batata Doce 2 fatias médias (espessura de 2
dedos OU 1 unidode pequena)
Ovo mexido
(Se desejar, adicionar orégano ou
acafrao)
Caféda - utilizar 1 col. de chd rasa de 1 unidade
Manh3 azeite extra virgem ou em
Batata doce frigideira antiaderente.
com ovo ZNunca utilizar margaring
mexido, Café
com Leite e Leite liguido 1 Xicara média
fruta
Melanda 1 fatia pequena
Leite liguido
Semi-desnatado 1 copa de 200ml
Lanche da
manha/
Lanche da
tarde 1 unidade média
Vitamina de 2c0l
fruta col-sapa
Banana
Farelo de Aveia
Arroz integral 1 col. servir cheia
Feijfo carioquinha
- Preparar o feijdo sem carnes e 1% conchas médias
Almogo Jfou temperos prontos e caldos

Arrozintegral,
Feijdo cozido,
Frango
grelhado e
Salada crua

concentrados

Frango grelhado 2 filezinhos médios
- Utilizar 1 col. de sobremesa rasa

de azeite extra virgem ou em

frigideira antiaderente
(evitar fritar em muito dlec ou
margarina)

-Temperar com tempero naturais:
alho, cebola, acafrdo, espedarias

Salada crua (Cenoura,

Beterraba, Repolho, Alface,
Tomate, Pepino, Cebola,
Pimentdo, Ricula, Acelga)
(escolher pelo menos 3 vegetais
e compor pelo menos ¥ prato).

Salada crua

- Evitar adicionar sal e grandes
quantidades de azeite &
preparagdo.

ALIMENTOS PARA SUBSTITUICAO

Sugestio Café da Manhd 2: Sanduiche, Leite com cacau em pé e fruta.
Sanduiche: 2 fatias de pdo integral (ver no rdtulo se o primeiro ingrediente € farinha de triga
integral)
1 fatia média de tomate
1 col. café de orégano
1 fatia de queijo minas frescal
1 copo de 200 mi de leite liquido+ 1 3 col. de sopa de cacau em pé
1 fatia pequena de mamao

3 pedacos médios de aipim (cubos de 3 dedos aprox.)

Paté: 2 col. sopa de sardinha {sem o dleo)+ 1 col. chd de milho verde+ 1 col. sopa de iogurte
Natural+ 1 col. café de orégana)

Obs: se desejar, fazer este paté em maiores quantidades e armazenar na geladeira por 1
Semana e Servir. )

1 copo de Suco de Goiaba {adogor separadamente- sugestdo: 1 col. de chd de agdcar)

1 fatia pequena de meldo.
Outras sugestBes: Bonana do terra, inhame, crepioca, oveloco/ ricota temperoda com
orégano € azeite de oliva extravirgem, frango desfiodo, carne moida desfiada/ Frutas com
aveia, semente de linhaga e chia.

Observacdes:

Sugestdo de Lanches: logurte Natural+ fruta+ oleaginosas

1 pote logurte Natural
2 ameixas pretas secas
4 unidades de castanha de caju torrada sem sal

Sugestdo de Lanches: Sanduiche caprichado com suco da fruta
2 fatias de pdointegral
1 fatia de ricota+ 1 ovo cozido
1 fatia de tomate+ 1 folha média de alface

1 copo de suco da fruta (adogar separadamente- sugestdo: 1 col. de chd de aucar)

- -
Frutas cortadas em cubos (manga, banana, morango, kiwui, mamao, uva)- 1 copo de 200ml +
1 col. sopa de leite em pé+ 3 castan has do pard OU 1 col. cha de amendoim torrado

: +
1vasilha média de pipoca (sugestdo- fozer no microondas (colocar o milho numa vasitha
tampada por 2min)- EVITAR ADICIONAR MANTEIGA, CHOCOLATE, COCO dentre outros.)
1 copo de 200 ml de leite semi desnatado+ 1% col. sopa de cacau em po

Sugestdode Lanches: Bolinho Nutritivo e saboroso
4 unidades + 1 copo de suco da fruta (adogar separadamente- sugestdo: 1 col de chd de
agicar) + 1 macd pequena.

s+ e5pe X
da massa nas mdos e rechear com 1 ovo de codorna 2 assar por 25 min,
Qbservacdes:

Sugestdo Almoco 2: Macarr3o + Feijso fradinho cozido + Carne Bovina + Salada crua.

1 pegador de Macarr3o (evitar adicionar grandes quantidades de molhos efou de azeite/
manteiga para refogar)- preferir temperar com tomate, cebola e alho.
1 conchamédia de Feijo fradinho- evitar adicionar calabresa e/fou came seca &
preparacdo.
2 bifes pequenos de carne Bovina magra (patinho, filé, misculo) OU 4 col. sopa de carne
moida (patinho)
Salada crua (Cenoura, Beterraba, Repolho, Alface, Tomate, Pepino, Cebola, Piment3o,
Rucula, Acelga) fescolher pelo menos 3 vegetais e compor pelo menos ¥ prato).
1 fatia pequena de abacaxi

Sugestdo Almoco 3: Arroz parboilizado com Feijdo Preto + Sobrecoxa de Frango Assada+

salada Vinagrete

1 col. servir de Arroz parboilizado cozido (se desejar, adicionar cenoura ralada)
1% conchas médias de Feijdo Preto - Preparar o feijdo sem carnes e fou temperos prontos e
caldos concentrados
2 sobrecoxas pequenas de Frango Assadas
3 colheres de sopa de Salada Vinagrete (adicionar pequenas quantidades de sal e azeite de
oliva extra virgem).

Qutras sugestdes: Pode adicionar salada cozida, porém recomenda-se como primeira opgdo,
saloda crual

Sugestdes de saloda cozida: cenoura, beterraba, couve flor, brocolis, repoiho, abdbara, dentre
outros vegetais! EVITAR adidonar molhos prontes & preparagio.

Outras opgdes: lentilha, gréo de bico, quinog, frango ensopado, picadinho de carne com
vegetais.

Observacfes:
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Jantar
Bananada
terra com

queijo + café
com leite

Ceia

Fruta + Leite+

Aveia

- Sugestdo: 1 col. de chd de azeite
de oliva extravirgem e lim3o para
temperar.

Banana da terra

Queijo minas frescal

Leite semi desnatado

Cacau em pé

Fruta

Leite em pé

Farelo de Aveia

1 unidade média

2 fatias médias

% xicara

1% col. sopa rasa

1 banana pequena

1 col. sopa
1 col. sopa

Sugestdo Jantar 2: Sopa de legumes com frango
1 prato de sopa de legumes com frango- sugere-se adicionar o frango ou came
separadamente (aprox 4 col. sopa).

Crepioca: 1 ovo+ 1 col. sopa cheia de tapioca (adicionar 1 pitada de sal, misturar e colocar na

frigideira)

Recheio: 1 fatia de queijo minas frescal

1 fatia de melancia pequena

Café com leite {mesmas quantidades sugeridas no carddpio principal,
Sugestdo Jantar 4: Arroz +frango desfiado + salada cozida

1 col. de servir de arroz integral ou parboilizado

3 col. sopa de frango desfiado ou carne moida

Salada cozida (ex: cenoura+ couve flor+ vagem) - 3 col. sopa (total)

1 fatia de abacaxi

1 copo de suco da fruta

logurte Natural+ fruta
Mingau de Aveia (1 copo de leite semi desnatado + 3 col. de aveia)
1 copo de leite + 1 fatia média de mamao com semente de chia

INGESTAO HIDRICA: No minimo levar para escola uma garrafinha de 500ml/ 2 copos de 200ml pela manh3/ 2 copos de 200ml pela tarde 2 copos de 200ml pela noite .

NAO DEIXAR FICAR COM SEDE PARA BEBER AGUA!N!
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Apéndice G - Orientacao alimentar para adolescentes (pubere )

REFEICAO

Café da
Manha
Batata doce
com ovo
mexido,
Café com
Leite e
fruta

Lanche da
manha/
Lanche da
tarde
Vitamina
de fruta

Almogo
Arroz
integral,
Feijao
cozido,
Frango
grelhado e

Salada crua

ALIMENTO

Batata Doce

Ovo mexido
(Se desejar, adicionar orégano ou
acafrio)

- utilzar 1 col de chd rasa de azeite

extra virgem ou em frigideira
antiaderente.
. -

Café Infusdo

Leite liquido
semi-desnatado

Aglicar

Mamao

Leite liquido
Semi-desnatado

Banana
Farelo de Aveia

Arroz integral

Feijdo carioquinha

- Preparar o feijfio sem carnes e

fou temperos prontos e caldos
concentrados

Frango grelhado

- Utilizar 1 col. de sobremesa rasa de
azeite extra virgem ou em frigideira

antiaderente.
(evitar fritar em muito dleo ou
margarina)
- Temperar com tempero naturais:
alho, cebola, acafdo, especiarias

S i0d ipi

MEDIDA CASEIRA

2 fatias médias (espessuro de
2 dedos OU 1 unidode pequena)

1 unidade

¥ Xicara

¥ Xicara

1col. charasa

1 fatia pequena

1 copo de 200ml

1 unidade média
2 col. sopa

1% col. servir cheia

2 conchas médias

2 filezinhos médios

ALIMENTOS PARA SUBSTITUICAO
Sugestdo Café da Manh3 2: Sanduiche, Leite com cacau em po e fruta.
Sanduiche: 2 fatias de p3o imegral fver no rotulo se o primeiro ingrediente é farinha de trigo
integral)
1 fatia média de tomate
1 col. café de orégano
2 fatias de queijo minas frescal
1 copo de 200 ml de leite liquido semi- desnatado +1 % col. de sopa de
cacau em po
1 fatia pequena de melancia
: - " E— - " feet
4 pedagos médios de aipim (cubos de 3 dedos oprox )
Paté: 3 col. sopa de sardinha (sem o gleo)+ 1 col. chd de mitho verde+ 1 col. sopa de iogurte
Natural+ 1 col. café de orégano)
Obs: se desejar, fazer este paté em maiores quantidades ¢ armazenar na geladeira por 1 semana e
servir.)
1 copo de Suco de Goiaba fadogar separadamente- sugestao: 1 col. de cha de agucar]
1 fatia pequena de mel3o.
Outras sugestdes: Banana do terra, inhame, crepioca, aveioca/ ricota temperada com
orégano e azeite de oliva extravirgem, frango desfiado, carne moida desfiada/ Frutas com
aveia, semente de linhaga e chia.

ObservacSes:

Sugestdo de Lanches: logurte Natural+ fruta+ oleaginosas
1 pote logurte Natural
2 ameixas pretas secas
6 unidades de castanha de caju torrada sem sal
2 fatias de pdo integral
1 fatia de ricota+ 1 ovo cozido
1 fatia de tomate+ 1 folha média de alface
1 copo de suco da fruta (adogar

sugestiio: 1 col. de chi de agicar)

Frutas cortadas em cubos (manga, banana, morango, kiwui, mam3o, uva)- 1
copo de 200ml + 1 col. sopa de leite em pd+ 3 castanhas do pard OU 1 col. cha
de amendoim torrado.

Sugestdode lanches: Pipoca+ Leite com cacau
1 vasilha média de pipoca (sugestdo- fazer no microondas (colocar o milho numa vasitha
tompada por 2min)- EVITAR ADICIONAR MANTEIGA, CHOCOLATE, COCO dentre outros.)
1 copo de 200 ml de leite semi desnatado+ 1 % col. sopa de cacau em pé

Sugestio de Lanches: Bolinho Nutritivo e saboroso
4 unidades + 1 copo de suco da fruta fedogar seporadamente- sugestdio: 1 col. de cha de
agicor) + 1 magd pequena.

uges i i H i b il £ ol M0ssgr e temperg
um pouco de salt espediarias + azeite+ tempero verde+ aveia em flocos 2 abrir uma quantidade
da massa nas méos e rechear com 1 ovo de codorng 2 assar por 25 min.
Observaces:

1% pegador de Macarrdo (evitar adicionar grandes quantidades de molhos efou de
azeite/ manteiga para refogar)- preferir tempe rar com tomate, cebola e alho.

1% concha média de Feijao fradinho- evitar adicionar calabresa e/ou carne seca &
preparacio.

2 bifes pequenos de carne Bovina magra (patinho, filé, musculo) OU 4 col. sopa
de carne moida (patinho)

Salada crua (Cenoura, Beterraba, Repolho, Alface, Tomate, Pepino, Cebola,
Pimentdo, Ricula, Acelga) (escolher pelo menos 3 vegetais e compor pelo menos %
prato).

1 fatia pequena de abacaxi

salada Vinagrete

1% col. servir de Arroz parboilizado cozido (se desejor, odicionar cenoura ralada)
2 conchas médias de Feijao Preto - Preparar o feijdo sem cames e fou temperos
prontas e caldos concentrados

2 sobrecoxas pequenas de Frango Assadas

3 colheres de sopa de Salada Vinagrete (adicionor pequenas quantidades de sal e

azeite de oliva extra w‘gemL




Fruta Outras opcoes:
Ceia 1 banana pequena logurte Naturak fruta

Fruta + Leite+ " . Mingau de Aveia (1 copo de leite semi desnatado + 3 col. de aveia)
A Leite em pd 1 col. sopa i A - 5
Aveia 1 copo de leite + 1 fatia média de mamao com semente de chia
Farelo de Aveia 1 col. sopa

INGESTAO HIDRICA: No minimo levar para escola umagarrafinha de 500ml/ 2 copos de 200ml pela manh3/ 2 copos de 200ml pela tarde 2 copos de 200ml pela noite .

NAO DEIXAR FICAR COM SEDE PARA BEBER AGUA!!!
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Apéndice H - Recordatorio alimentar (folha de coleta)

MNome:
Data: ___J/ __ f____ ;diadasemana

Hardro

Alimento

Quantidade
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ANEXOS

Anexo A - Ficha técnica e informacdes de cadastro do Probiético

FICHA TECNICA Veralo: 04
Informagodes para Cadastro PAO | de 1
e~ ] 5
NOME COMERCIAL BIDRILAC 15 SACHE Bidri
Data: 29/07/2014 Iooo-oo INTERNO oomoouro mos;m i -“'A‘

mwm;lo wmcrooomewo 15 wisoe LINMA DO PRODUTO: VENOA

PMCIHO AYIVO | COMPONENTES ATIVOS: IACT OBACILLUS ACIDOPHLUS LA-5 E BIFIDOOACTEMW BB12

LACTIS
) e ————
] CLASSIFICAGAO DO PRODUTO: ALIMENTO mg‘,’““l - Adeaacbbo EQUILIBRIO DA FLORA

PRODUTO CONTROLADO: [ NAD [ M VALIDADE: 24 MESES

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO: CONSERVAR EM LOCAL FRESCO |

OOMOMWDOWO(W1SZ oouooo:mucuuoewm(mmw
7090&?0!00290 nmwozsr

m“““"‘”“"““’““”"”’”' CLASSIFICAGAO FISCAL: 3002 90 92

I
| o

ALIQUOTA DO IP1: NAO ICMS: SIM

CAIXA DE EMBARQUE (UNIDADES DE ABASTECIMENTO): 12 UNIDADES

moormu-oewoaoocowx TABELA EM ANEXO

— == S — —_— B e ———

PESO LIQUIDO DO PRODUTO: 0.015Kg PESO BRUTO DO PRODUTO: 0.030Kg

LARGURA DO PRODUTO: & cm [nmoomowto:em [WMDOPROOUTO 4 om

PADRAO DE PALLET ( QUANTIDADE DE CAIXAS POR
PALLET): 210 CAIXAS POR PALLET EMPILMAMENTO MAXIMO: 7 lastros

PESO LIQUIDO CAIXA DE EMBARQUE: 0. 180%g PESO BRUTO CAIXA DE EMBARQUE: 0 360Kg
| COMPRIMENTO CX DE EMBARQUE: Iumczoeemm ' LARGURA CX DE EMBARQUE:
LlO,ﬁcﬂ\ 135em 100 cm
s o ——
}mmooomaopmomam wistoma do Logix para SAP. C O—;“"‘““’
Iwncy‘i \ T Aprovagho:
2108 I
Garantia da Quakdade Dir. Financeira

POP - DEM 001
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Anexo B - Ficha técnica e informacdes de cadastro do Placebo

QUALITY CONTROL §

CERTIFICATE OF ANALYSIS =
Product MICROCRYSTALLINE CELLULOSE Bateh No.: D107190527 ’ i
Grade ACCEL- 101 Mig. Date: 250772018 # l
MOA USP/NF JP b Ear. BP Bateh Quy: 5000 Kgs. 3 ‘
Deseription Fine, White oc aimost white powder, it consists free flowing, nonfibrous ! !!
‘ panticies. Practically insoluble in sodium hydsoxide solution (1 in20), inscluble ’
s 18 weter, in Sllwte acide snd most of onmcsolvenss. | ,
m"mmm Passes  Have to cormespond as USF/NF JP,Fh Fur B8P |
Identification B Complies  NMT 350 as USPANF,JP,Ph.Eue BP i !,
{Degree of Polymerization) F ]
Sobubility (coppertetramine solution) Complies  Have to correspond as Ph. Lue, B9
oH 47 5075 wUSPINFJPPh Eur BP ig
Condactivity A2 pSem®  NMT 76 S em’ as USPINE JP P8 Eur BP LRy
Water - Soluble Subssance 0.1340%  NMT 0.25% as USP/NF JP Ph Eue BP I ‘
Fther - Soluble Substance 0.0289%  NMT 0.05% as USF/NF JP,Ph Eur BP 3=
Loss on Drying JA85%  NMT 7.0% as USP/NF,JP Ph Eur BP X
Haevy Metals Coenplies  NMT 10 PPM as USP/NF JP,Ph Eue, DP

Residae on Ignition / Sulphated Ash 00293 %  NMT 0.1% as USP/NFJP.Ph Eur BP

{Dred) 99.57T%  97.0%w 102.0%
Sieve Aralysis (% Reseetin )
Mesh NIL <1.0%

200 Mext 2058 % <30.0%

Particle Size Distribution

Do 10p < 30n

| Dy 5ip 40 - 60
(D 119 280p

mm%&c—-‘g Complies  N.M.T. 1000 cfig as USP/NFJP,Ph. Eur,BP |

Total yesst & Mould Count Complies NM.T 100 cofivg as USP/NFJP Ph Eur BP
Staphylococcus curews Complies  Absent as USPANF JP Ph Ewe_BP

Eacherichkia Coli Complies  Absent 2 USP/NFJP Ph.Ewr BP

Prewdowonas oeruginos Complies  Absent as USP/NFJPPh Exr BP

Sulwanella specied Complies  Absent as USP/NFJP,Ph Eer BP

The aw materials, manufacturing process, and product do not contain any of solvents listed in l
Organic Volatile Impurities (USP<467>) & residual solvents (Ph — Eur<5.4>),

Storage recommendation: Preserve in tight containers. li
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Anexo C - Laudo da Bioimpedancia

520 Body Composition Analysis

HEIGHT GENDER DATE/TIME l
L0 2ot | InBody 520
DEIVISON 150 1720cm M 2020/01/31 09:52(915) Megice CoL UL
lii;di'_(?o'nlposilinn Analysis M g
; g} 11 Body Shape Graph
36.6 ~ 447

Protein () 98 ~ 120
1Mln_ar_‘;l 3 j-(ﬁn 3.89 T 0sseous: 321 | 338 ~4.13
BodyFatMass ()| 265 78 - 156

» Mineral is estimated.

S — — - [ean — Lean/ Ideal Lean x 100(%)
10 s 130 135 160 It O 552 ~ 747 B Uncer Nomal <)0ver==~Standard
E e peen s a— 83 3 T
[ i ;l"; IS T P s 277 ~ 339  Nautritional Evaluation
i : — - in INomal Defcirt
I . . T T R N ™ ™ = 78 - 156 m" vl g e
SIS N O DN I . () S Mmgral '\ﬂNom! _ [ Deficient
Fat [CINormal [JDefcant JExcessre
— Edema </]Normal O8N e
Normal Range | e ==
19.0 ~ 25.0 Weight Management
g : T e - " Weight []Nomal Cuxder 0t
s 10 15 2 3 30 35 ) ovos -
I B R S I m—— 3| 100 ~ 200 SMM  {/]Nomal []Strong [ Undar
o"m oln n]m ois 030 an I;l‘l lllb x‘m s 120 0.80 ~ 0.90 Fat Dml DUM&’ WO\?f
— e () 9() —
Obesity Diagnosis
Lean mmEm  Leen/Ideal Leanx 100 (%) B BMI DNWN] E]Under WQ'V
] Extemely Over
PBF [JNomal Olowr  T15EY
WHR  Z]Nomal Dow g

Body Balance

Upper visdcd R S
Lower  ¥]8alanced O OISR
Uperlowr[JBaanced  VIREY, |, (O550,
Body Strength
Upper  INormal [ Developad [Waak
Lower  [INommal [JDeveioped ] Weak
Muscle  W]Nomal [JMusauar [JWeak
Weight Control
Body Composition History Additional Data (Normal Range) Target Weight 668 kg
DATE/TIME  Weight SMM  Fat  Score Obesity Degree = 1250 9.0 ~ 110 Weight Control lﬁ-i kg
197127181023 858 323 283 63 BCM =370k | 325 ~ 307 e o
200013109:52 833 317 265 65 oMC Z32kg 278 - 340 Fat Ganirol -16.5 ke
- 1596keal | 1746 ~ 2052 0
Ao S8l . Jsclotoel | 00 g :
28.2cm Fitness Score 65 Points
Impedance
RA LA TR Rl LL
SkHz 308.1 3125 250 2732 2753
SOkHz 2700 27501 214 2412 2400
SO0KHz 2310 2380 166 2122 3120
Copyrgre >

1998-2005 &y Bosace Co, L Alnghae reserved B3 IhG.13 AD5N Y




Anexo D - IPAQ -C

Physical Activity Questionnaire for Older Children
PAQ-C

1. Aividade fisica no tempo livre: Yocé realizou alguma dessas atividades nos dfimos 7 dias (Gltima
samana). Se a resposta for sim, quantas vezes? (Marcar uma dnica resposta por atividads ).

34

&

Atividade Fisica Mao
Pular corda

Andar de patins

Skata

Brncar de peqa-paga

Andar da biciclata

Caminhar comao exercicio fisico
Carrar

Madar

Darngar

Fazer exercicio em academias de ginastica
Jogar basquetabol

Jogar futebolfutsal

Jogar valaibol

Jogar handabaol

Jogar ténis de campofténis de mesa
Lutar judd, karate, elc.

T T ok i ok e o o i i e i i i PO

Ctros:
Cutros:

I
e
ST
S ¢
S
B o e —— |

2. Mos diimos T dias, durante as quantas vezes vood permaneceu muio
afivo fisicamente: jogando intensamante, correndo, saltando, fazendo langameantas, elc.?

{ ) MNaotenho aula de educagso fisica

{ ) Quase nunca

{ JAlumas vezes

{ ) Mutasvezes

{ ) Sempra

3. Mos dMimos 7 dias, o que vood nomalmants fez no hordrio do memio escolar?
{ ) Ficosentado (conversando, lendo, fazendo tarefas de aula, aic.)
{ ) Fico passeando pelas dependéncias da escala
{ ) Caorroou jogo um pouco
{ ) Comroou jogo bastanis
{ )Corroou jogo intensamente durants todo o recreio

4. Maos dtimos 7 dias, fora da escola, no pariodo da manhd, quantas vezes vocé brincou, praticou
asporte, realizou exercicio fisico ou dangou de tal forma gue ficou muito ativo fisicamanta?
{ ) MNenhuma vez
{ ) Um vez na dlfima semana
{ 12 -3 vezes nadltima samana
{ )4 —5vazes nadltima samana
{ )6 oumais vezes na diima semana

5. Maos (Mimos 7 dias, fora da escola, no pariodo da tarde, quantas vezes vooé brincou, praticou
asporte, realizou exercicio fisico ou dangou de tal forma que ficou muito ativo fisicameanta?
{ ) MNenhuma vez
{ ) Um vez na dlima semana
{ 12 -3 vezes nadltima semana
{ 14 —5vezes nadltima semana
{ )8 oumais vezes na Otima semana
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6. Mos dltimos 7 dias, fora da escola, no periodo da nolte, quantas vezes vocd brincou, praticou
asporte, realizou exercicio fisico ou dangou de tal forma qua ficou muito ativo fisicamante?
{ ) Nanhuma vez
{ ) Um vez na Glima semana
{ )2 =3vezes nadllima semana
{ 14 =5vezes naditima semana
{ )6 oumais vezres na dlima samana

7. Mo ditimo final de semana, quantas vezes voob brincou, pralicou esporte, realizou exercicio lisico
oudangou de tal forma que ficou muilo ativo fisicamanta?
{ ) Nanhuma vez
{ )Umavez
{ )2=3vezes
{ 14 -5vezes
{ )6 oumais vezes

B, Qual das seguinies siluagbes melhor descreve seus lmos 7 dins? Leia as 5 oppbes antes de
decidir por uma resposta que malhor descreve sua altima sam ana,
{ ) Todo ou a maionia do tempa livre realizel atividades que exige pouco ou nenhum esforgo
fisicao.

{ )Akumas vezes (1-2 vezes na Olima semana) realizel alividade fisica no meu tempo lvre

{por exemplo, pratiquel esporte, joguel bola, corr, nadel, dancel, andel de bicicleta, fiz
axarcicio flsico, el )

{ ) Freguentementa (3-4 vezes na dlima semana ) realizel atividade fisica no meu tempa livra

{ ) Bastante frequentemente (5-6 vezes na dilima semana ) realizei atividade fisica no meu
fempao livre

{ ) Muito frequentementa (7 ou mais vezes na Oltima semana) realizel atividade fisica no mau
fempa livre

8, Assinale com que frequéncia vocd realizou atividade (isica {por exemplo, praticou esporle, jogou
bola, coreu, nadou, dangou, andou de bicicleta, fez exercicio fisico, eie. ) am cada dia da semana,

Atlvidades Menhuma  Pouco Médic  Bastante  Multo

2* F eira {

3* Faira

4* F gira

5% Faria

G* Faira

Sabado

Domingo

o, i, o,
S S -
o, i, o,
e i i i e i i
i

o, i, o,
i T A i i i

10, Voch esteve doante nesta diima samana, ou apresentou alguma siluagio que o impediu de realizar
normalmente atividade isica?
{ )1 Nho
{ ) Sim
Qual fai o impadimanto?
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Anexo E - IPAQ-A

Physical Activity Questionnaire for Adolescents
PAQ-A

1. Alividade fisica no tempo livra: Vocé realizou alguma dessas alividades nos dlimos 7 dias (Gima
samana). 5e a resposia for sim, quanias vezes? (Marcar uma dnica resposia por atividade).

Atividade Fisica MNao
Pular corda

Andar da pating

Skale

Brincar de pega-pega

Andar de biciclata

Caminbhar como exarcicio fisico
Carrar

Madar

Dangar

Fazar exercicio em academias de ginaslica
Jogar basguetabaol

Jogar futebolfutsal

Jogar voleibol

Jogar handabal

Jogar ténis de campaflénis de mesa
Lutar judd, karate, elc.

-2 34

Qutros:
Ciutros:

[ S e e e G S S e A S
B e e e e e e e e e Y

)
)
)
i
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

[ S e e e G S S e A S
S o o o i

L S e o e ey S e S, e e
T e e T e T R T i T e e e i e e o

2. Mos Glimos T dias, durante as aulas de educacdo fisica, quantas vezes vocé permaneceu muito
ativo fisicaments: jogando intensamente, correndo, saltando, fazendo langamentos, elc.?

{ ) Maotlenho aula de educagao fisica

{ )Quase nunca

{ )Algumas vezes

{ ) Muitas vezes

{ ) Sempra

3. Mos Gltimos 7 dias, fora da escola, no paricdo da manha, quanas vezes voc brancou, praticou
asporta, realizou exercicio fisico ou dangou de tal forma que ficou muito ativo fisicamanta?
{ ) Menhuma vez
{ ) Um vez na difima semana
{ 12 -—3vezes naullima samana
{ )4 —5vezes na dltima samana
{ )6 oumais vezes na dlima semana

4. Mos Glimos T dias, fora da escola, no pariodo da tarde, quantas vezes vocd brincou, praticou
esporte, realizou exercicio fisico ou dangou de tal forma que ficou muito ativo fisicamanta?
{ ) Manhuma vaz
{ ) Um wvez na dlima semana
{ )2 -3vezes nadltima samana
{ )4 —5vezes na dllima samana
{ )6 oumais vezes na Gitima semana

5. Mos atimos T dias, fora da escola, no periodo da noite, quantas vezes vocd brincou, praticou
esporte, realizou exercicio fisico ou dangou de tal forma que ficou muito ativo fisicamanta?
{ ) Menhuma vez
{ ) Um vez na dlima semana
{ 12 -3vezes nadllima seamana
{ 14 —5vezes na ullima samana
{ 16 oumaisvezes na dllima semana



6. MNodlimo final de semana, quantas vezes vocé brincou, praticou esporle, realizou exercicio fisico
ou dangou de tal forma que ficou muilo ativo Tisicamenia?
{ ) Menhuma vez
{ ) Umavez
{ 12 -3vezes
{ 14 -5vezes
{ )6 oumais vezes

7. Qual das seguinies siluagies melhor descreve seus Qtimos 7 dias? Leis as 5 opgbes antes de
decidir par uma resposta que melhor descreve sua diima semana,

{ ) Todo ou a maioria do tempo livre realizei alividades que exige pouco ou nenhum esfargo
fisico,

{ ) Akgumas vezes (1-2 vezes na Olima semana) realizei atividade fisica no meu lempao livre
(por exemplo, pratiquei esporie, jogual bola, corn, nadei, dancei, andel de biciclela, fiz

exarcicio fisico, eic.)

{ ) Frequantemente (3-4 vezes na dllima semana) realizel atividade fisica no meu tempa livre

{ ) Bastante frequentemente (56 ve2es na dllima semana) realizel atividade fisica no meu
lempa livre

{ ) Muito frequentemente (7 ou mais vezres na Oilima semana) realizel atividade fisica no meu
tlempao livre

B, Assinale com que frequéncia vocé realizou atividade fisica (por exemplo, praficou esporte, jogou
baola, coreu, nadou, dangou, andou de bicicleta, fez exercicio fisico, eic.) em cada dia da semana,

Atividades Menhuma  Pouco Madic Bastante  Muito

2* F gira
3* F gira
4* F gira
5* Faria
6" F gira
Sabado
Domingo

{ i

i, i, i, i, i,
i e i i e i
i i, i, i,
i e i i e S
i i, i,

i o, i, i,
i, i, i,

T e i

8. ‘océ esleve doenle nesta dlima semana, ou apresentou alguma siluagio que o impediu de realizar

narmalmente atividade fisica?
{ )Mo
{ ) Sim

Qual foi o impedimeanto?
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Anexo F - Escala de Bistrol

Escala de Bristol

: ® 6 O Pedagos separados e duros, felto
Tipo 1 ® 9 coquinhos ou fezes de cabrito
Tioo 2 Formato de salsicha encarogada,
Po com bolinhas grudadas
Tioo 3 Formato de salsicha com
PO rachaduras na superficie
Tico 4 Alongada, com formato de salsicha
- ou cobra, lisa e macia
& & Pedagos macios ¢ separados, com
TPo5 @B"Rg ue bordas bem definidas
Massa pastosa e fofa, com bordas
Tipo 6 mal definidas
Sem forma ou liquida, sem pedagos
Tipo 7 sélidos




Anexo G - Laudo da Ressonancia nuclear magnética de figado

Nome: BEATRIZ CARDOSO CANDIDO MAIA

Data de Mascimento: 01062003 Data: 1&00)2020
Unidade: IMAIGARA - SALVADOR

At nadimento: 034 - 0544911

Prontud de: 5385357

ELASTOGRAFLA HEPATIC A POR RESSOMAMNCIA MAGNETICA
Técnica: Estudo dirigido para a avakacio da rigdes m.mmmumw

por RN, sem a ijecio do meio de
A o g & fero o

Achados:

Figada de foma, codanos e dimensies peserades spoesenlmds s de ssesoss moderada, can
facio médin estimada de goatum (PDFF) de 16.5% [WN < 5, 1%)°, vale este que poderd ser uilizads para
wlﬂm

A elasngralia por rigdez ["sliflhess”) hepdlica denko dos bmites da
MMMWMZ.BHH"

Mo foram caractedradies semis de sowecarga de fern no pasinguina hepd@co, com T2® médio: 27,7
ey (VN> 98 meeg) e R2° mbdio 38 Hz

Quantificsgic de gord ura Quantificacic de ferro Elastografia Hepatica
(PDFF)" - VR: £5.1% 2" | 72° - W > 16 mseg <2 5 WPa: nonmal
16.5% 36 2 | 27T masg 23wPa
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s vas bliares
Como
- Peqmnc-hmdpchm.ichu— mﬁu—wanmmllm
- Lmdonodos ssmentados em na raz do dindo sié 08 on =
mmmm_mmqmuucmmmmmwﬂm
Impressio Diagnostica: Exame - Em a Hepatica por RM realizada neste
w—mm-.m“
- Saas de derada. com PDFF - 16 5% @nteror era de 13.4%)".
- A dastograla par rigide s ("siffhes 57) hepdca pee-servdn (média
eﬂ.nud.tmz.fllum anterior era de 2.0 kPa)™. Este achady apresents cordacio com grau FO de
estadiam anio de brose

- Ausénoa de sobeecargs de faro no pardnguma hegios.

- anc-hmﬂmdnpnh-ﬂnnjm

- Lindowedios aumenlados am nimeso na @iE do Ihalbey = oo e peci boos,
de proviive] nalusezs reacional.

Valrres Sugeradios de POFF para Cla Ssifica (ad Estaatosa”
0 Plarmal ) =81
1 Leve) 85,0 - 0%
2 | Mo syda) 4.0 28 0%
3 | Ace reda) B

“Faginingp 2017 Sepc Sy FO6-FI 6 Raciology 2017 Ot 3658 1 13342

Aswise e e e e
A s d Dl it Mg, vicl Tovdeben reddil o6 G Skt LS G

Nome: SEATRIZ CARDOSO CANDIDO MAIA
Datade o1 Data:
Unidade: MAIGARA - SALVADOR
Atendimento: 034 - 0544311

Prontuario: 5385357

Valores de Eas Por At —
<25%Fa e
25 -298ea normal ou FASTE 0
25 -35%Fa Fiie2
35 -20%Fa 2783
20 -50%Fa I/
=50 s =

~ g Resan Imagng Cin N Am 2014 Acg 22(3) 433 26
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Anexo H - Parecer do Comité de ética e pesquisa

ESCOLA BAHIANA DE
MEDICINA E SAUDE PUBLICA - Ww
FBDC

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFICACIA DO USO DE LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS E BIFIDOBACTERIUM
LACTIS NO TRATAMENTO DA DOENCA HEPATICA GORDUROSA NAO
ALCOOLICA E RESISTENCIA A INSULINA EM ADOLESCENTES OBESOS: ENSAIO
CLINICO RANDOMIZADO.

Pesquisador: NEY CRISTIAN AMARAL BOA SORTE

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 01265418.3.0000.5544

Instituicao Proponente: Fundacdo Bahiana para Desenvolvimento das Ciéncias
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 3.095.307

Apresentagao do Projeto:

A doencga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) é considerada como a doenga hepatica mais comum
entre criangas e adolescentes que ocorre como uma das manifestagdes da sindrome metabdlica. O termo
doenga hepatica gordurosa nédo alcodlica (DHGNA) é genérico e se refere a um espectro amplo de
doenga,que engloba a steatose, esteatohepatite e fibrose. Durante as ultimas décadas, a prevaléncia da
DHGNA,

aumentou de forma substancial na populagédo pediatrica, e os fatores que contribuiram para esse fato foram
a transicao nutricional associado ao aumento da prevaléncia da obesidade. O mecanismo pelo qual ocorre a
progressao da doenca hepatica ainda é pouco conhecido. Varios autores descrevem o papel da microbiota
intestinal na patogénese da doenga, inclusive sugerindo a sua implicagdo ndo s6 na indugédo da doenca
hepatica, mas na progressdao da mesma. Em pacientes com DHGNA, a permeabilidade intestinal e a
prevaléncia de super crescimento bacteriano intestinal estdo elevados. As recomendagdes primarias para o
tratamento da DHGNA incluem mudancgas dietéticas associadas a mudancgas no estilo de vida, o tratamento
medicamentoso incluindo antioxidantes, agentes anti-TNF- (fator de necrose tumoral), e probiéticos, sendo
que o uso destes vem evoluindo, mas muito embora existam estudos nessa tematica, existe
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escassez de ensaios clinicos publicados, e essas terapias ainda nao estao licenciadas para uso. Os estudos
com uso de probidticos sdo numerosos em literatura,especialmente estudos experimentais em animais.
Contudo, estudos em humanos ainda falham na sua metodologia, especialmente na forma de avaliagdo da
gordura hepatica, bem como tem-se escassez de estudos randomizados e bem controlados. Por conta
disso, em revisdo sistematica conduzida pela COCHRANE, em 2007, ha referéncia ao uso de probidticos
para tratar as doengas hepaticas, inclusive a

DHGNA como promissor. Contudo, nesta mesma reviséo, esta relatado a caréncia de estudos controlados e
randomizados em literatura, bem como um padrdo de definigdo das cepas de microorganismos a serem
utilizadas e tempo de utilizagao.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Verificar a eficacia do uso de Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium Lactis na
redugdo da esteatose hepatica e da quantificagdo de gordura hepatica, em adolescentes obesos.
Objetivo Secundario: 1) Caracterizar o perfil laboratorial da DHGNA em adolescentes obesos;2) Testar a
hipdtese de que a suplementagdo de Lactobacillus Acidophilus E Bifidobacterium Lactis reduz os valores
deaminotransferases e GGT em adolescentes obesos com DHGNA;3) Verificar o impacto da suplementagédo
com Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium Lactis nos valores de HOMA-IR e ferritina séricos;4)
Descrever os niveis de marcadores bioquimicos (acido hialurdnico) e radiolégicos (Proton density fat fraction
— PDFF) de evolugdo para fibrose hepética (antes da intervengédo e observar as alteragdes apés a
administragdo desses probidticos);5) Correlacionar os niveis de PDFF e elastografia com os marcadores
bioquimicos de evolugéo para fibrose hepatica antes e apés intervengéo;6) Verificar o impacto da
suplementag¢ao com Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium Lactis nos valores de TNF alfa,adiponectina
e IL2 e IL6;7) Verificar o impacto da suplementagdo com Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium Lactis
nos indicadores antrométricos para a avaliagdo da obesidade; 8) Avaliar o impacto da suplementagé@o com
Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium Lactis nos valores de percentual de gordura corporal da amostra
estudada.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos: Serdo coletados exames laboratoriais de sangue e de fezes em dois momentos (visita 1 e visita 4), o
que implica nos riscos de dor localizada, hematoma, desmaio e infecgdo local. Para tal, em caso de

hematoma, bolsa de gelo sera colocada no local e um componente da equipe
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acompanhando o processo de coleta. Em caso de algum desconforto emocional ou fisico prévio a coleta
(medo de coletar sangue),

reagendaremos a coleta para um momento mais adequado, se necessario. AS fezes podem trazer algum
constrangimento por ser necessario o armazenamento em geladeira. Sera explicado a necessidade dessa
conservagao.Os questionarios que serdo aplicados e as

mensuragdes antropométricas que seréo realizadas podem trazer um desconforto pelo tempo despendido
para realizar o protocolo, previsto em 30 a 40 minutos. Sala com condigdes fisicas adequadas, com
privacidade, e o treinamento da equipe do protocolo para minimizar o tempo reduzirdo esse risco. As
garantias de suspensdo do protocolo a qualquer momento serdo garantidas pelo TCLE. Serao realizados
exames de ressonancia nuclear magnética (RNM) para detectar a quantidade de gordura do figado, também
nas visitas 1 e 4. Esse exame nao utiliza radiagéo ionizante (raios X), nem utilizara contraste, o que reduz os
riscos inerentes ao exame. O aparelho a ser utilizado nédo é fechado, o que reduz, de maneira importante, o
risco de claustrofobia (medo de ambientes fechados). O acompanhante do participante pode ficar ao lado do
paciente durante a realizagcado do exame. Um membro da equipe de pesquisa também estara presente. A
clinica Delphin, que realizara os exames de maneira gratuita e sera parceira do protocolo, disponibilizara
toda a sua estrutura fisica e de recursos humanos para dar suporte a qualquer desconforto que ocorra.O
tratamento utilizado (probiético) pode causar alguma alteragao leve do ritmo intestinal (deixar as fezes mais
duras ou mais moles) ou flatuléncia (produgdo de gases intestinais), reagdes que séo leves e transitorias.
Essas alteragbes, caso ocorram, serdo abordadas pela equipe do protocolo, mediante telefone disponivel
24h/dia e atendimento presencial na EBMSP ou no HUPES de segunda a sexta, em horério comercial.
Casos que necessitem, o que ndo € esperado, de ida a um pronto atendimento (UPA, por exemplo) sera
acompanhado de um membro da equipe de pesquisa.Ha o risco de quebra de confidencialidade dos
dados,para os quais, no protocolo utilizado, os participantes ndo serdo identificados pelo nome e sim por um
numero aleatorio (codigo especial da pesquisa) e que todas as informagdes colhidas serdo usadas somente
para fins dessa pesquisa e permanecerao em total sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a
privacidade do paciente.

Beneficios: A pesquisa podera proporcionara beneficio para o participante deste estudo (beneficio direto),
uma vez que em dados de estudos prévios observamse os efeitos benéficos do uso de
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probiéticos na obesidade e especialmente na redugdo da doenca hepatica gordurosa ndo alcoédlica.
Contudo, somente ao final do estudo este provavel beneficio podera ser provado. Ainda se comprovado o
beneficio, o protocolo contribuird para que este produto seja liberado para uso no tratamento da esteatose
(gordura no figado), beneficiando outros adolescentes obesos com esteatose que ndo participaram da
pesquisa, mas que se beneficiardo com os resultados positivos. Sera garantido a todos os participantes,
inclusive do grupo comparativo, o acesso ao probidtico, pds estudo, em caso de comprovacédo de
efetividade.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Sera realizado estudo de intervengdo (ensaio clinico), randomizando, duplo cego com grupo comparativo
(placebo). Serdo estudados adolescentes de 10 a 19 anos de idade, de Salvador e regido metropolitana que
serdo acompanhados no Ambulatério de Pediatria no Ambulatério Docente Assistencial de Brotas
(ADAB),vinculado ao curso de graduagédo em Medicina da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica
(EBMSP).

Os participantes serdo convidados no Servigo de Nutrologia Pediatrica, localizado no Complexo Hospitalar
Universitario Professor Edgard Santos (COM-HUPES) da Universidade Federal da Bahia (UFBA) do
ambulatério de Obesidade Infantil, j& com diagnostico ultrassonografico prévio de DHGNA. Este servigo
acompanha, regularmente, cerca de 350 pacientes ao ano, sendo que 75% destes s&do adolescentes de 10
a 19 anos. Tamanho e selecdo amostral: Com nivel de confianca de 95%, poder de 80%, baseado em niveis
médios (DP) de percentual de PDFF a ressonancia magnética de 18,3% previamente descritos em
adultoscom DHGNA na estimativa de mudanga (diferenga) de média em 15% obtém-se um tamanho
amostral minimo de 14 pacientes em cada grupo. Considerando perdas de até 20%, e a necessidade de
maior amostra para analises multivariadas, 30 participantes serdo alocados em cada grupo do estudo. Os
grupos serdo randomizados a partir da aplicag@o dos critérios de incluséo na visita de triagem, detalhada
adiante.Protocolo de intervengédo, instrumentos e procedimentos de coleta: A intervengédo consistira na
administragdo de alimento a base dos probiéticos Lactobacillusacidophilus LA-5® e Bifidobacteriumlactis BB
-12®, contendo 1 x 109 células (UFC) de cada um dos probiéticos, a ser administrado por via oral, uma vez
ao dia, em forma de capsulas com ingestdo de agua ou outra bebida ndo aquecida. Durante 12 semanas,em
todos os dias, a intervengdo sera realizada. O grupo placebo recebera capulas contendo 1g de celulose
anidra, diariamente. Os dois grupos serdo avaliados, com exame clinico, mensalmente, recebendo as
orientagBes médicas e nutricionais de rotina no atendimento. O
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avaliador (médico e/ou nutricionista) ndo

sabera em qual grupo o paciente se encontrara alocado (cegueira). Um outro membro da equipe de
pesquisa fara a coleta dos frascos das capsulas para contagem da ingestdo. Para avaliar a modificagdo na
microflora intestinal, esperada no grupo intervengéo, fezes serdo coletadas nas visitas pertinentes e a
quantificagdo de eubactérias totais, filos Firmicutes e Bacteroidetes, géneros Lactobacillus
spp.,Bifidobacterium spp serdo obtidas conforme descrito previamente, por meio da obtengdo do DNA de
todas

as amostras fecais a serem submetidas ao ensaio de PCR (Polymerase Chain Reaction) em tempo real. A
dosagem das interleucinas (ILs) sera realizada conforme descrito previamente. A ressonancia nuclear
magnética (RNM), por meio do método de PDFF - Proton Density Fat Fraction, sera utilizada para a
quantificagdo de gordura hepatica e da elastografia (para a avaliagdo da evolugdo para fibrose) sera
realizada conjuntamente nas visitas 1 e 4.Serdo avaliados nas visitas 1 (pré-avaliagédo) e visita 4 (p6s
intervengao) peso, altura, IMC,circunferéncia abdominal (CA) e pregas triciptal e subescapular além da
bioimpedancia para avaliagdo de composigdo corporal, realizada pelo aparelho Inbody 520®, realizadas
pelo mesmo avaliador, que néo tera

conhecimento do grupo do paciente. Glicemia, perfil lipidico, insulina, ferritina, AST, ALT, GGT, HOMA-
IR,vitamina D, PCR-US, TNF-alfa, IL-10 e IL-6, &cido hialurénico e adiponectina serdo coletados. Na visita 1,
visita 2 (4 semanas apo6s a intervengao), visita 3 (8 semanas ap6s a intervengao) e visita 4, serdo obtidos
recordatério alimentar de 24h, com avaliagdo quantitativa da ingestdo por meio de album fotografico
padronizado e validado e aplicagdo do IPAQ-c para descrigdo da atividade fisica Critério de Inclusdo: 1)
adolescentes de 10 a 19 anos;2) ter qualquer grau de obesidade, baseado no indicador IMC/idade acima de
+2 escores z da curva da OMS(53);3) diagnéstico ultrassonografico prévio de DHGNA; 4) consintam em
participar do estudo, mediante assinatura do TCLE (termo de consentimento livre e esclarecido) e TALES)
histérico prévio de assiduidade ao servigo (auséncia de faltas no ano anterior), 6)ndo apresentar diabetes
mellitus (glicemia de jejum abaixo de 100 mg/dl);7) Ser da regido metropolitana e de Salvador Critério de
Exclusdo: 1) obesidade endbégena, comorbidade psiquiatrica ou doenga que interfira diretamente na
evolugcdo ponderal;2) uso de medicagées como metformina , estatinas, laxantes,
antibiéticos,antidepressivos, corticoides, ansioliticos e/ou qualquer outra medicagdo que possa interferir na
microbiota intestinal ou ter dano hepatico como reagdo adversa 3) participantes classificados como PIGs
(pequenos para idade gestacional) ao nascimento.

Tamanho da amostra: n=60

Hipotese: O uso de probidticos, neste caso cepas de Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium
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Lactis,reduz o percentual de gordura hepatica obtido pelo PDFF (Proton Density Fat Fraction) e outros
marcadores bioquimicos (Glicemia, perfil lipidico, insulina, ferritina, AST, ALT, GGT, HOMA-IR, vitamina D,
PCR-US,

TNF-alfa, IL-10 e IL-6, acido hialurénico e adiponectina) e antropométricos (indicador
IMC/idade,circunferéncia abdominal (CA), pregas triciptal e subescapular e composigao corporal).
Analise dos dados: As variaveis quantitativas serdo descritas com média (desvio-padrao) e medidas de
frequéncia simples e relativas serdo utilizadas para descrever as variaveis categoricas. Para comparar os
exames laboratoriais, percentual de gordura hepatica via ressonancia nuclear magnética (método PDFF) e
os parametros antropométricos entre as visitas 4 e 1 sera utilizado o teste t para amostras pareadas ou o
teste ndo paramétrico de Wilcoxon SignRank, se indicado. A avaliagdo da variagdo do peso, IMC e CA e
composigao corporal através da bioimpedancia entre as visitas 1, 2,3 e 4 sera analisada pela analise de
variancia de medidas repetidas (MANOVA). A incidéncia de melhora da DHGNA, em cada grupo
(intervengéo e placebo), sera calculada mediante a razéo entre os casos que obtiveram melhora da DHGNA
e o total de participantes do grupo, multiplicado por 100. O risco relativo (RR) com os respectivos 1C95%
sera obtido para calculo da eficacia. Ajuste de confundimento para

consumo alimentar, nivel de atividade fisica e valores de gordura hepatica iniciais serdo realizados pela
obtida pela Regressao de Poisson com variancia robusta que estimara os RR ajustados com os
respectivoslC95%. O programa STATA, versdo 13.0 sera utilizado para realizar as analises. Valores de p <
0,05 serdo considerados estatisticamente significantes.

Desfecho Primario: O percentual de gordura hepatica obtido pelo PDFF, desfecho primario deste
estudo,sera avaliado como continuo, baseado nas diferengas entre os valores da visita 4 (pos-intervengéo)
e visita 1 (pré-intervengao). Sera considerado melhora da DHGNA uma redugdo de 15% ou mais da fragdo
média de gordura hepatica (52), utilizada como variavel dicotémica. Desfecho Secundéario: 1)
Antropomeétricos

(IMC, circunferéncia abdominal (CA) e pregas triciptal e subescapular além da bicimpedancia para avaliagdo
de composigdo corporal); 2) Laboratoriais (Glicemia, perfil lipidico, insulina, ferritina, AST, ALT, GGT, HOMA
-IR, vitamina D, PCR-US, TNF-alfa, IL-10 e IL-6, acido hialurénico e adiponectina); 3) Consumo alimentar; 4)
Atividade fisica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
- Folha de rosto: devidamente apresentada com dados e assinaturas;
- TCLE e TALE: apresenta e aborda em linguagem accessivel os aspectos pertinentes ao
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consentimento livre e esclarecido dos participantes e seu responsavel legal;

- Cronograma: coleta de dados prevista para 07/01/2018 a 31/05/2018, informam envio de relatérios parcial
e final ao CEP;

-Orgamento: R$56.145,00. Os pesquisadores informam que esse protocolo serd submetido ao Edital
Universal do CNPq para buscar financiamento para compra de material;

- Responde pendéncias relativas a:

* Anuéncias: Apresenta termos de anuéncias do Hospital Professor Edgard Santos, assinado pelo chefe do
setor de atengdo a salde da crianga e do adolescente; termo de anuéncia do Ambulatério Satide Bahina do
Centro Médico da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica, devidamente assinado pelo responsavel
técnico; e termo de anuéncia da Delfin Medicina Diagnéstica, assinado pelo responsavel técnico;

* Uso do probidtico pelo grupo controle em caso de beneficio comprovado: os pesquisadores informam que
sera oferecido também ao grupo controle o probiético em caso de beneficio comprovado. Também que,
ambos os grupos poderao utilizar probiético através de orientagdo para uso de cepas habitualmente
disponiveis.

Recomendagoes:
Recomendamos que, dentro do possivel, o TCLE seja resumido sem perder o seu teor. Documentos muito
extensos podem se tornar confundidores.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Ap6s reanalise bioética embasada na Res. 466/12 e documentos afins, as pendéncias assinaladas no
Parecer Consubstanciado de n° 3.006.293

relativas a inclusdo das cartas de anuéncia das coparticipantes, e beneficios
foram devidamente sanadas garantindo a execugado deste projeto dentro da metodologia e objetivos
propostos.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Atengédo : 0 ndo cumprimento a Res. 466/12 do CNS abaixo transcrita implicara na impossibilidade de
avaliagdao de novos projetos deste pesquisador.

XI DO PESQUISADOR RESPONSAVEL

XI.1 - A responsabilidade do pesquisador é indelegavel e indeclinavel e compreende os

aspectos éticos e legais.
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X1.2 - Cabe ao pesquisador: a)eb)(...)

c) desenvolver o projeto conforme delineado;

d) elaborar e apresentar os relatérios parciais e final;

e) apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento;

f) manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos ap6és o término da pesquisa;

g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicagdo, com os devidos créditos aos
pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e

h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupgdo do projeto ou
a nao publicagdo dos resultados

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

203

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGCOES_BASICAS DO _P | 18/11/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1182619.pdf 08:15:36
Outros Carta_CEP_respostas_Pendencias.pdf | 18/11/2018 |NEY CRISTIAN Aceito

08:13:25 |AMARAL BOA
SORTE
QOutros Anuencia_Delfin_Imagem.pdf 18/11/2018 |NEY CRISTIAN Aceito
08:11:40 |AMARAL BOA
SORTE
Outros Anuencia_Hupes_Ambulatorio.pdf 18/11/2018 [NEY CRISTIAN Aceito
08:11:12 |AMARAL BOA
SORTE
Outros Anuencia_Bahiana_ADAB.pdf 18/11/2018 |NEY CRISTIAN Aceito
08:10:44 |AMARAL BOA
SORTE
TCLE / Termos de |TCLE_vFINAL_CEP_SUBMISSAOQO_alter| 18/11/2018 |NEY CRISTIAN Aceito
Assentimento / acoes_destacadas.pdf 08:10:04 |AMARAL BOA
Justificativa de SORTE
Auséncia
Cronograma Cronograma_Protocolo_ECR_Probiotico| 18/11/2018 |NEY CRISTIAN Aceito
s_e_DHGNA_versao_CEP_Resposta_p 08:09:48 |AMARAL BOA
endencias.pdf SORTE
Outros Encaminhamento Protocolo ECR_DHG| 17/10/2018 |NEY CRISTIAN Aceito
NA_Probioticos.pdf 02:31:45 |AMARAL BOA
SORTE
QOutros CV_lattes_Carolina_Santos_Mello.pdf 17/10/2018 |NEY CRISTIAN Aceito
02:27:39 |AMARAL BOA
SORTE
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Outros CV_lattes_Anibal_Santos_Jr.pdf 17/10/2018 |NEY CRISTIAN Aceito
02:27:22 |AMARAL BOA
SORTE
Orgamento Orcamento_vFINAL_CEP_SUBMISSAO| 17/10/2018 [NEY CRISTIAN Aceito
.pdf 02:18:51 |AMARAL BOA
SORTE
Declaragédo de Termo_Compromisso_Pesquisador_Prof] 17/10/2018 |NEY CRISTIAN Aceito
Pesquisadores ocolo_DHGNA_Probioticos.pdf 02:18:35 |AMARAL BOA
SORTE
Outros Justificativa_Placebo_Protocolo DHGN | 17/10/2018 |NEY CRISTIAN Aceito
A_Probioticos.pdf 02:00:44 |AMARAL BOA
SORTE
Projeto Detalhado / |Protocolo_ECR_Probioticos_ DHGNA_v | 17/10/2018 |NEY CRISTIAN Aceito
Brochura FINAL_CEP_SUBMISSAO.pdf 01:52:33 |AMARAL BOA
| Investigador SORTE
Folha de Rosto Folha_Rosto_Protocolo DHGNA_Probio| 17/10/2018 |NEY CRISTIAN Aceito
ticos.pdf 01:52:09 |AMARAL BOA
SORTE
Outros CV_lattes_Junaura_Barreto.pdf 17/10/2018 |NEY CRISTIAN Aceito
01:48:59 |AMARAL BOA
SORTE
Outros CV_lattes_Ney Boa_Sorte.pdf 17/10/2018 |NEY CRISTIAN Aceito
01:48:41 |AMARAL BOA
SORTE
Outros CRF_Protocolo_ DHGNA_Probioticos_vF| 17/10/2018 [NEY CRISTIAN Aceito
INAL_CEP_SUBMISSAO.pdf 01:44:26 |AMARAL BOA
SORTE
TCLE / Termos de |TALE_vFINAL_CEP_SUBMISSAO.pdf 17/10/2018 |NEY CRISTIAN Aceito
Assentimento / 01:43:04 |AMARAL BOA
Justificativa de SORTE
Auséncia

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Enderego:
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Assinado por:

Roseny Ferreira
(Coordenador(a))
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Abstract: Nonalcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) is a common cause of chronic liver disease in
childhood and strongly associated with obesity. Routine biochemical non-invasive tests remain with
low accuracy for diagnosis of NAFLD. We performed a cross-sectional study to examine potential
associations between anthropometric and biochemical parameters, specially TGF-$, a prognosis
marker for hepatic steatosis (HS). Between May and October 2019, seventy-two overweight adolescents
were enrolled, of which 36 had hepatic steatosis. Hepatic, lipidic and glycemic profiles, and levels of
vitamin D, ferritin and TGF-§ were analyzed. Hierarchical cluster and a discriminant model using
canonical correlations were employed to depict the overall expression profile of biochemical markers
and the biochemical degree of perturbation. Median values of alanine aminotransferase (ALT),
gamma glutamyl transpeptidase (GGT), and TGF-f were higher in the adolescents with HS. Values
of body mass index (BMI)/age and ALT, but not of TGF-f3, were gradually increased proportionally to
augmentation of steatosis severity. In a multivariate analysis, TGF-f3 plasma concentrations were
associated with occurrence of hepatic steatosis independent of other covariates. Discriminant analysis
confirmed that TGF-f concentrations can identify HS cases. Our data reveal that HS patients exhibit
a distinct biosignature of biochemical parameters and imply TGF- as an important biomarker to
evaluate risk of steatosis development.

Keywords: non-alcoholic fatty liver disease; pediatric obesity; transforming growth factor beta;
systemic biochemical perturbation; transaminases; cross-sectional studies

Nutrients 2020, 12, 1650; doi:10.3390/nu12061650 www.mdpi.comfjournal/nutrients
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1. Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) represents a generic term that includes hepatic steatosis,
nonalcoholic steatohepatitis (NASH), and the evolution to fibrosis or cirrhosis [1,2]. Such a condition
develops in the absence of secondary causes, such as medications or metabolic diseases [1,2]. NAFLD
is the most common cause of chronic liver disease in adults and children, affecting 2.6% of children
and 9.6% of adolescents [3-5]. Of note, the prevalence is even higher among obese children and
adolescents, varying between 12 to 80% [4,6,7]. Hence, a higher prevalence of childhood obesity
and its associated comorbidities, especially metabolic syndrome and dyslipidemia, is followed by
increases in the prevalence and severity of NAFLD [1,4,5,8-10]. Furthermore, severe obesity is also
associated with more adverse clinical outcomes and greater risk of progression to NASH and cirrhosis
in childhood [11,12].

In adults, NASH is associated with increased all-cause mortality, cirrhosis, and end-stage liver
disease [2,13]. In childhood, despite the lack of data about the NAFLD prognosis in these patients,
morbidity and mortality has been described to be higher than in adults [1,5,14]. Despite the fact that
there are anumber of noninvasive tests and scoring systems available to characterize NAFLD and NASH,
the diagnosis of NASH requires a histopathology analysis of liver biopsy demonstrating steatosis,
inflammation, and cytological ballooning of liver hepatocytes [2]. Albeit being strictly necessary
for confirmatory diagnosis, histopathological examination of hepatic tissue is rarely performed in
asymptomatic pediatric patients because it is an invasive method with potential complications [1,15].
In this scenario, biochemical analyzes and ultrasound are the most commonly used methods to perform
initial diagnosis of NASH [2]. Of note, the most accessible image examination, standard ultrasound, is
able to show the presence of hepatic steatosis, but it lacks accuracy to demonstrate inflammation or
fibrosis, which limits its use to identify early manifestations of NASH.

Hepatic steatosis (HS) is necessary to occur but it seems that other mechanisms are required to
fully explain the pathogenesis of NASH [16]. Recent studies have shown that the pathogenesis of
NAFLD and NASH involves a metabolic perturbation, including impaired glycemic control, altered
lipid metabolism, and insulin resistance [17]. In fact, an imbalanced relationship between triglyceride
(TG) production or uptake by the liver and clearance or removal is thought to underlie the HS [18].
More recently, it has been suggested that and intricate association between the intestinal microbiome
and adipokines secreted by adipose tissue results in lipotoxicity, oxidative stress, mitochondrial
dysfunction, and hepatic inflammation [10,18,19].

Several biochemical tests such as alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST), alkaline phosphatase, gamma glutamyl transpeptidase (GGT), insulin, and triglycerides have
been studied in the context of diagnostic investigation of NAFLD, but such markers have been shown
to exhibit low capacity to clearly identify patients with this condition [1,5,20,21]. Similarly, systemic
inflammatory markers, such as ultra-sensitive C reactive protein (US-CRP), which has been previously
described as a marker of liver inflammation in adults and children, had proven to be limited to evaluate
liver damage [1,5,20,21]. In this setting, novel biomarkers not yet routinely used in clinical practice,
such as hemeoxygenase-1 (HO-1), and transforming growth factor beta (TGF-p), have been suggested
as having great potential to help assessment of NAFLD [22-26].

Here, we performed a detailed description of biochemical profiles associated with hepatic steatosis
in children, to potentially delineate novel insights in the pathogenesis of NAFLD. We also aimed at
identifying candidate biomarkers measured in blood that could help diagnose this condition.

2. Materials and Methods

2.1. Study Design and Participants

We performed a cross-sectional study in Salvador Bahia, northeast of Brazil, with a non-casual
sample, including 72 overweight adolescents, screened to a clinical trial and attended at the Bahiana
School of Medicine and Public Health outpatient clinic between May and October 2019. Participants
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of both sexes aged between 10 and 19 years were selected. Overweight, obesity, and severe obesity
were defined based, respectively, on the body mass index-for-age (BMI-for-age, z-score) indicator
above +1, +2, and +3 z scores using the WHO reference [27]. After signing the informed consent form
(legal guardians), all participants were submitted to abdominal ultrasound examination, collection
of laboratory tests and medical and nutritional consultation. Patients with obesity of endogenous
etiology, had a genetic syndrome, or who had previous liver diseases were excluded from the study.

2.2. Nonalcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) Diagnosis

After a minimum period of two hours of fasting, ultrasound examination was performed using
a Canon brand Xario 100 Platinum® device, using a 2 to 5 MHz convex transducer after. Hepatic
steatosis diagnosis and classification (grades I, II, and III) were investigated, based on changes in liver
echogenicity, in the identification of intrahepatic vessels and the diaphragm, according to criteria
described by Hamaguchi et al. [28]. All ultrasound examinations were performed at the research
institute by a single radiologist (the author M.T.N.).

2.3. Clinical, Anthropometric, and Biochemical Procedures

Clinical and anthropometric characteristics were measured by a pediatrician and a dietician, these
included weight (kg), height (cm), waist circumferences (cm), and blood pressure (mmHg). A Body
Composition Analyzer InBody520® (Biospace Co., Ltd., Urbandale, IA, USA) was used to measure
body weight. To measure height, a portable stadiometer® (SECA 206, SECA Medical Measuring
Systems and Scales, Hamburg, Germany) was used. The body mass index (BMI) was calculated using
the standard formula as kg/mz. The abdominal circumference was measured using a non-elastic
millimeter tape measure, the reference point being the midpoint between the iliac crest and the last
rib [29].

Blood pressure was measured twice using an automatic medical grade monitor OMROM Control
HEM-7122® (OMRON Co., Osaka, Japan). The first measurement was taken after five minutes of
rest, while participants were sitting with the dominant arm supported at heart level. The second
measurement was taken in the same way, five minutes after [30].

An overnight fasting blood sample was collected in a vacutainer from each participant and
centrifuged using a standard tabletop centrifuge for the separation of serum using standardized
laboratory techniques and sent for assays to determine concentrations of fasting glucose, insulin, total
cholesterol (totC), low density cholesterol (LDL-c), high density cholesterol (HDL-c), triglycerides
(TG), urea, creatinine, ultrasensitive CRP (us-CRP), aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), gamma-glutamyl transferase (GGT), alkaline phosphatase, total bilirubin and
fractions, vitamin D, free thyroxine (fT4), thyroid-stimulating hormone (TSH) and ferritin using an
automated biochemical analyzer (Cobas ¢8000-Roche Diagnostics International Ltd., Risch-Rotkreuz,
Switzerland). In EDTA tubes, hematological analyses were performed using standardized laboratory
techniques (XN1000S-Sysmex®, Kobe, Japan). Plasma levels of Transforming growth factor B (TGF-B)
and heme oxygenase-1 (HO-1) were measured using single enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) according to the manufacturer’s instructions. Of note,
we quantified the active form of soluble TGF- following the manufacturer’s protocol.

2.4. Obesity Definition

Abdominal obesity was defined by waist circumference > 90th percentile to sex and to age
according to Freedman et al. [29]. Systemic Arterial Hypertension (SAH) was defined according to the
American Society of Pediatrics criteria [30]. Diagnosis of Metabolic Syndrome was obtained using the
IDF criteria [31]. The severity of hepatic steatosis was categorized on three levels (0 = no steatosis;
1 = mild steatosis-grade I by USG; 2 = moderate/severe-grades II and IIl by USG).



Nutrients 2020, 12, 1650 4of 16

2.5. Statistical Analysis

Descriptive statistics were performed to characterize the study population. Continuous variables
were tested for Gaussian distribution using the D’ Agostino-Pearson test. No variables exhibited normal
distribution. The median values with interquartile ranges were used as measures of central tendency
and dispersion, respectively. The Mann-Whitney U test (comparing 2 groups) or Kruskal-Wallis test
with the Dunn’s multiple-comparison or non-parametric linear trend ad hoc tests (for more than
2 groups) were used to compare continuous variables whereas the Pearson’s chi-square test was used
to compare variables displayed as percentages. Hierarchical cluster analyses (Ward’s method) of
log10 transformed and z-score normalized data were employed to depict the overall expression profile
of indicated biochemical markers in the study subgroups. All comparisons were pre-specified and
two-tailed. Differences with p-values below 0.05 after Holm-Bonferroni’s adjustment for multiple
comparisons were considered statistically significant. Profiles of correlation between biochemical
parameters were examined using network analysis of the Spearman correlation matrices. Correlations
with p-value < 0.05 were included in the network visualization. Spearman rank values (rho) were
used to describe the strength of correlations between grade/severity of hepatic steatosis and circulating
concentrations of biochemical parameters.

A discriminant model using sparse canonical correlation analysis (CCA) was employed to assess
whether a combination of circulating biomarkers could discriminate individuals with hepatic steatosis
from those without this condition. Our experience with biomarkers has revealed that not only
is the concentrations of a given parameter important, but also the correlation profile with other
parameters is critical in evaluation of its involvement in a biological phenomenon [32,33]. Thus, we
employed basically two types of analyses: one based on individual concentration values and a second
exploring the profile of correlations between several markers in each clinical group. Following this
idea, the discriminant model used in the exploration of the data was based on CCA. In this analysis,
the way each biomarker correlates with each other, rather than its concentration values, is used to
infer differences between the study groups [32,34]. This model is not based on number of correlations,
but the quality (whether a correlation is positive or negative) and strength (rho value) are computed to
test dissimilarities between the groups.

The molecular degree of perturbation (MDP) was calculated using values of the biochemical
parameters to infer the degree of biochemical perturbation (DBP) associated with hepatic steatosis.
This method has been used and detailed previously [33-35]. In the present study, “No steatosis” was
defined as the “reference” group, and the average level and standard deviation of this reference group
were calculated for the plasma concentrations of each inflammatory marker. The DBP score of an
individual marker in a given sample “s” was defined by taking the difference in concentration level in
sample “s” from the average of the marker in reference group divided by the corresponding standard
deviation. Thus, the DBP score represents the number of standard deviations from the reference.
Individuals who had DBP values above two standard deviations from mean value of controls were
considered biochemically perturbed.

A multivariable regression model using variables with univariate p-value < 0.2 was performed to
assess the odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (Cls) of the associations between values of
indicated parameters and occurrence of hepatic steatosis. Receiver Operator Characteristics (ROC)
curve analysis was employed to test the performance of the plasma levels of TGF-f to distinguish
patients with or without hepatic steatosis.

The statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA), STATA 11 (StataCorp, College Station, TX, USA), JMP 14.0 (SAS, Cary, NC, USA) and R
statistical software.

2.6. Ethics Statement

The research project was approved by the Ethics and Research Committee of Bahiana School of
Medicine and Public Health (protocol 3.095.307/2018). Written informed consent was obtained from
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all participants or their legally responsible guardians, and all clinical investigations were conducted
according to the principles expressed in the Declaration of Helsinki.

3. Results

3.1. Characteristics of Participants

A total of 72 participants were enrolled, 36 without hepatic steatosis and 36 with hepatic steatosis.
The median age was lower in individuals without steatosis (12 years old, IQR: 10.2-14.7) than in those
with steatosis (14 years old, IQR: 12-16) (p = 0.009, Table S1). The groups of patients stratified according
to diagnosis of steatosis were similar with regard to sex (p = 0.47, Table S1). The median body mass
index-for-age (BMI-for-age) indicator (p = 0.012) and waist circumference (p = 0.0003) were higher in
adolescents with steatosis, but not the frequency of abdominal obesity (p = 0.245, Table S1). These
adolescents with steatosis also more frequently had hypertension and metabolic syndrome than those
from the control group (Table S1).

3.2. Changes in Biochemical Parameters in Peripheral Blood Can Distinguish Patients with and without
Hepatic Steatosis

We examined the expression of 25 parameters in peripheral blood to compare the
biochemical/inflammatory profiles of individuals with or without hepatic steatosis. A summary
of the univariate comparisons is described in Table S2. Unsupervised hierarchical clustering analysis
of the log10-transformed and z-score normalized values/concentrations of each parameter revealed no
clear distinction of biochemical profiles between the study groups when all markers were examined
simultaneously. Individuals with hepatic steatosis exhibited a tendency of decreased levels of HO-1
and alkaline phosphatase, and increased levels of triglycerides, AST, ALT, GGT, and TGF-p (Figure 1A,
left panel and Figure S1). Furthermore, fold-difference analysis of the circulating concentrations of
each biochemical marker are summarized in Figure 1A, right panel. Among all markers, only median
values of ALT, GGT, and TGF-f3 were statistically distinct between the study groups, with higher values
being detected in the group of participants with hepatic steatosis (all with adjusted p-values < 0.05).
After identifying the consistent changes in the concentrations of biochemical parameters between
the clinical groups, we employed a discriminant model using sparse canonical correlation analysis
(CCA), as previously described [32-34] to test whether the statistical relationships between the
biomarkers, rather their concentrations/values themselves, could be used to distinguish the groups.
Using this approach, we found that the patients with hepatic steatosis could be distinguished from
those without steatosis with high degree of accuracy (area under the curve (AUC) of the receiver
operator characteristics (ROC) curve = 0.97 (CI: 0.85-1.0), sensitivity 91% (CI: 77.0-96.7), specificity
86% (72.0-94.0); p < 0.0001, Figure 1B, left panel). Assessment of the canonical coefficient values of the
CCA model revealed that the most significant markers responsible for the discrimination between
individuals with or without steatosis were LDL-c, triglycerides, TGF-, ALT, HDL-c, and hematocrit
(Figure 1B, right panel).
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Figure 1. Changes in biochemical proteins of peripheral blood distinguish patients with and without
hepatic steatosis. Plasma was assessed in samples from patients without hepatic steatosis (n = 36) and
patients with hepatic steatosis (n = 36). Data were Logl0 transformed and z-score normalized. (A) Left
panel: In hierarchical cluster analysis (Ward’s method with 100X bootstrap) was employed to depict the
overall expression of plasma proteins in study population. Right panel: Average fold-difference values
in plasma proteins levels for patients with hepatic steatosis and without steatosis group. Differences
which reached statistical significance with the Mann-Whitney U test adjusted for multiple comparisons
using the Holm-Bonferroni’s method (Adjusted p < 0.05) are represented in colored bars. (B) Left
panel: In an exploratory approach, a sparse canonical correlation analysis (SCCA) was employed to test
whether experimental groups could be distinguished based on correlation profiles of the combined
circulating markers. Vector analysis was used to plot the direction of influence of the most significant
parameters in the canonical space. Right panel: Canonical coefficient scores were calculated to identify
the biomarkers responsible for the difference between groups in the sSCCA model. Abbreviations
(alphabetic order): ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase; CRP: C-reactive

protein; fT4: free thyroxine; GGT: gamma-glutamyl transferase; HDL-c: high density cholesterol; HO-1:

heme oxygenase-1; TGF-B: transforming growth factor ; TSH: thyroid-stimulating hormone.
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3.3. Hepatic Steatosis Leads to Consistent Changes in the Profile of Correlations between Blood

Biochemical Parameters

Given that we observed in the results presented above that the overall profile of correlations
was distinct between the study groups, we then tried to visualize the numerous correlations detected.
We employed an approach using network analysis in which Spearman correlations are visualized
as connections between the parameters [33-37]. This approach helped us to identify the dynamicity,
strength and quality of the relationships between values of the biochemical markers and inflammatory
proteins in plasma of the different groups of individuals. We found that networks from the distinct
clinical groups displayed differences in complexity and quality of statistical interactions between
biochemical markers (Figure 2). Regardless of the clinical group, most of the relevant correlations
were positive, meaning that the increases in values of a given marker were followed by heightened
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concentrations of other biochemical parameters. Importantly, the density of networks (related to
number of statistically significant correlations) was higher in the group of patients with hepatic steatosis.
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Figure 2. Hepatic steatosis leads consistent changes in correlations between plasma proteins
concentrations. Network analysis of the biomarker correlation matrices was performed with bootstrap
(100x). Significant correlations (p < 0.05) are shown. Each circle represents a different parameter. Circle
size infers number of correlations involving each parameter. Lines represent the rho values. Red color
infers positive correlation whereas blue color denotes negative correlations. Node analysis heatmap
shows the number of statistically significant correlations involving each marker per clinical group.
Abbreviations (alphabetic order): ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase;
BMI: body mass index; CRP: C-reactive protein; fT4: free thyroxine; GGT: gamma-glutamyl transferase;
HDL-c: high density cholesterol; HO-1: heme oxygenase-1; Homa-IR: homeostatic model assessment;
TGEF-pB: transforming growth factor p; TSH: thyroid-stimulating hormone.

In the group of participants without steatosis, we detected eight negative significant correlations
whereas in the group of hepatic steatosis, six negative correlations were observed, highlighting fT4, that
exhibited only negative interactions with values of Homa-IR, triglycerides, LDL-c, and GGT. Of note,
the markers exhibiting the highest number of significant relationships in the group of individuals
without hepatic steatosis were alkaline phosphatase, ALT, and triglycerides (Figure 2, left panel)
whereas in the group of patients with steatosis, GGT, ALT, and hemoglobin were the markers with the
highest connectivity in the networks (Figure 2, right panel). The analyses also revealed that TGF-p was
not the marker with the highest number of correlations in the distinct matrices. However, such marker
was related with different parameters in the networks, and with distinct correlation profile (positive
vs. negative correlations) (Figure 2), which explained in part why TGF-p was relevant to explain
the differences between the study groups described in the discriminant model based on correlations
described in Figure 1B. Thus, these results argue that hepatic steatosis is associated with alterations in
the profile of correlations between values of the biochemical parameters evaluated here.

3.4. Associations between Grade of Hepatic Steatosis and Values of Biochemical Parameters in Peripheral Blood

We next tested whether gradual increases in the severity of hepatic steatosis are proportional to
changes in values of biochemical parameters in blood. Median values of each biochemical parameter
per group of individuals stratified according to the grade of hepatic steatosis were calculated (Table S3).
These values were log10-transformed, and z-score normalized, to build a heatmap to illustrate trends in
data variation (Figure 3A, left panel). This analysis revealed that the individuals stratified based on the
grade of steatosis exhibit a distinct expression profile of biochemical parameters. Hierarchical clustering
of the biochemical parameters could identify three principal clusters. The first cluster displayed
relatively higher values of hematocrit, CRP, LDL-¢, direct bilirubin, glucose, creatinine, and AST in those
with ultrasonographic diagnosis of moderate or severe steatosis (Figure 3A, left panel). The second
cluster exhibited markers that had similar levels between the groups with mild or moderate/severe
steatosis, with increased levels of hemoglobin, GGT, and albumin. In addition, TGF-f levels were
relatively higher in the group of mild disease, whereas triglycerides and ALT values were higher in
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moderate/severe steatosis (Figure 3A, left panel). The last cluster showed increased levels of total
cholesterol, alkaline phosphatase, HDL-c, fT4, urea, HO-1, and vitamin D in the group of individuals
without hepatic steatosis (Figure 3A, left panel).
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Figure 3. Spearman correlation of biochemical parameters in blood of patients according grade of
hepatic steatosis. (A) Left panel: Data on each parameter was Logl0 transformed. Mean values
for each indicated clinical group were z-score normalized and a Hierarchical cluster analysis was
performed to illustrate the overall biochemical profiles according the grade of diseases. Right panel:
Correlation between grade of hepatic steatosis and biochemical parameters. Spearman correlation
analysis was used, and rho values are shown. Blue lines represent correlations with statistical relevance.
(B) Scatterplots of concentrations of indicated parameter which values presented statistically significant
differences between the study groups using the Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparisons
ad hoc test (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, ns: nonsignificant) # represent statistical significance
(p < 0.05) of non-parametric linear trend ad hoc test. Bars represent median values whereas whiskers
represent the interquartile ranges. Abbreviations (alphabetic order): ALT: alanine aminotransferase;
AST: aspartate aminotransferase; BMI: body mass index; CRP: C-reactive protein; fT4: free thyroxine;
GGT: gamma-glutamyl transferase; HDL-c: high density cholesterol; HO-1: heme oxygenase-1; TGF-f:
transforming growth factor B; TSH: thyroid-stimulating hormone.

The concentration values of each biomarker were further examined for direct correlation with the
grade of hepatic steatosis using the Spearman correlation test (Figure 3A, right panel). Values of GGT,
TGF-B, ALT, and BMI/age presented positive correlation, whereas those of alkaline phosphatase and
HDL-c were negatively correlated, with grade of hepatic steatosis (Figure 3A, right panel). Figure 3B
shows scatter plots with distribution of the six parameters which were statistically associated with
hepatic steatosis severity in the correlation analysis. We observed that median values of BMI, ALT,
and TGF-p were increased in individuals with steatosis using the Kruskal-Wallis test. Median values of
GGT, alkaline phosphatase and HDL-c did not exhibit a clear variation following the degree of steatosis.
Of note, although the concentrations of TGF-p were higher in individuals with HS, the values were
indistinguishable between patients with mild disease and those with moderate/severe presentation
(Figure 3B). Furthermore, we examined in more detail the correlations between values of BMI, ALT,
and TGF-p when all the study participants were investigated as a single group, regardless of steatosis
(Figure S2). Importantly, concentration of both TGF-3 and ALT were positively correlated with BMI/age
Z-score values (r = 0.23; p = 0.04 and r = 0.34; p = 0.003, respectively). Similar analysis also revealed a
positive correlation between levels of TGF-f and ALT (r = 0.31; p = 0.0006).
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3.5. Patients with Hepatic Steatosis Display Higher Degree of Biochemical Perturbation in Peripheral Blood

To deepen the analyses in overall disturbances in biochemical profiles, we calculated the Degree
of Biochemical Perturbation (DBP, as described in Methods) (Figure 4A), which is an adaptation
from the molecular degree of perturbation previously published [33-35]. We found that patients
with hepatic steatosis exhibited substantial increase in DBP score values compared to those without
steatosis (p < 0.0001). We next employed a hierarchical clustering analysis using the DBP values
calculated for each biomarker (Figure 4B). Although the overall DBP values were on average higher in
individuals with hepatic steatosis, the individual DBP values calculated for each biomarker could not
clearly distinct the subgroups of participants stratified by occurrence of steatosis (Figure 4B), degree of
steatosis (Figure S3) or degree of obesity (Figure 54) as well as by sex (Figure 4B). Only perturbations
of ALT, GGT, creatinine, and TGF-p were statistically higher in steatosis (Figure 4B, right panel). Our
findings reinforce the hypothesis that hepatic steatosis is hallmarked by an altered overall biochemical
profile in peripheral blood.
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Figure 4. Hepatic steatosis is associated with increases in degree of biochemical perturbation. (A) Left
panel: Histograms show the single sample degree of biochemical perturbation (DBP) score values
relative to each study group as indicated. Right panel: Box plots represent the distribution of the DBP
between study groups. Values were compared between patients with and without steatosis using Mann
Whitney U test. (B) Left panel: A hierarchical cluster analysis (Ward’s method) was employed to show
the molecular degree of perturbation of each biochemical marker. Right panel: Average fold-difference
values in DBP for patients with hepatic steatosis and without steatosis group. Abbreviations (alphabetic
order): ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase; CRP: C-reactive protein; fT4:
free thyroxine; GGT: gamma-glutamyl transferase; HDL-c: high density cholesterol; HO-1: heme
oxygenase-1; TGF-B: transforming growth factor ; TSH: thyroid-stimulating hormone.
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3.6. Heightened Plasma Levels of TGF-p Hallmarks Hepatic Steatosis

Finally, we employed a multivariate analysis to identify biochemical parameters that could be
independently associated with hepatic steatosis. Markers that displayed p-value < 0.2 in univariate
comparisons between the groups of participants with or without hepatic steatosis were included in
the multivariate model (Tables S1 and S2 and Figure 5A). Importantly, after adjustment for sex, age,
BMI/age z score, and waist circumference, increases in 1-log in TGF-3 plasma concentrations were
associated with 3.63 higher odds of hepatic steatosis. We used a ROC curve analysis to calculate
accuracy of this potential biomarker of hepatic steatosis. We found that TGF-f3 plasma concentrations
(cut off value > 31.6 pg/mL) had a total accuracy of 83% (area under the curve (AUC) of the ROC
(95% CI) = 0.83 (0.74-0.93), with 75% sensitivity and 88.9% specificity to diagnose hepatic steatosis.
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Figure 5. Biochemical parameters associated with hepatic steatosis. (A) Multivariable regression
model of variables that were statistically significant (p < 0.05) in univariate comparisons (see univariate
comparisons in Tables S1 and S2). (B) Receiver Operator Characteristic (ROC) curves were employed to
test the performance of TGF-p to distinguish patients with or without hepatic steatosis. Abbreviations
(alphabetic order): ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase; AUC: area under
the curve; BMI: body mass index; 95% CI: 95% confidence interval; GGT: gamma-glutamyl transferase;
TGE-pB: transforming growth factor p.

4. Discussion

NASH has recently become the first cause of cirrhosis and liver-related deaths worldwide [38]
and remains an important public health problem. The prevalence of NASH is increasing along with
the rate of overweight and obesity with the metabolic syndrome [5,8,17]. The detailed description
of biochemical profiles of NASH may contribute to understanding of pathophysiological processes
and could help the clinical management of these patients. In the present study, we show that obese
adolescents with hepatic steatosis exhibit a distinct biochemical profile in peripheral blood. Interestingly,
our analyses reveal that these changes in the expression profile of such biochemical parameters are
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able to distinguish steatosis patients from those without this condition. Additionally, to the best of our
knowledge, this study represents the first attempt to establish an association between elevated levels
on TGF-p and hepatic steatosis in obese adolescents. Furthermore, the results indicate an important
biochemical imbalance in steatosis patients, which could guide further studies of new diagnostics tools
and therapeutic targets in order to optimize clinical management.

Inflammation is a coordinated process that occurs with synchronized changes in production
of several immunologic and non-immunologic markers [6,39]. Although studies have shown the
activation of the inflammatory response in hepatocytes after the lipid accumulation in liver is the
principal trigger to NASH [40], the potential influence of other biochemical markers in clinical outcomes
is still unknown. In steatosis, activation on the inflammatory pathways is observed in early stage of
diseases [41,42] with release of known markers due to their association with injury in hepatic tissue.
As expected, our results revealed substantially increases in levels of ALT, GGT, and TGF-§ in patients
with steatosis compared to those without steatosis, and all of such makers have been associated with
NASH prediction [43]. The consistent changes in expression of biochemical parameters observed in
steatosis group are able to distinguish the different clinical groups compared in the present study,
detected by a discriminant analysis based on canonical correlations. Of note, canonical coefficient
analysis identified candidate biomarkers likely responsible for the distinction between no steatosis and
steatosis groups, such as TGF-$, ALT, hemoglobin, and hematocrit.

Importantly, in a previous report with adult patients presenting hepatic steatosis caused by obesity
or alcohol, TGF-p has been strongly associated with this clinical outcome [44]. Our findings suggest
that the disturbed biochemical profile detected in steatosis patients was so substantially different that
could reliably distinguish the different study groups. It is possible that the top markers describe above,
mainly TGF-, play a significant role in the pathogenesis of liver injury induced during NASH. TGF-$
is secreted in response to cell damage, and plays the dominant role in the mediation of fibrosis, through
its contribution to the activation of stellate cells and their production of extracellular matrix proteins.
As detailed recently, TGF-p desirable acts through activin receptor-like kinase 5 (ALKS5) type I receptor
(TGF-B RI) and the TGF-$ type Il receptor (TGF-§3 RII) [45]. The serum level of TGF-$ and the tissue
level of TGF-f receptor mRNA can be measured and used as diagnostic and prognostic markers for
liver diseases [25,45]. This growth factor has many actions in the liver, including: (i) fibrogenesis
(ii) growth inhibition (of normal hepatocytes and stellate cells) (iii) mitogenesis (iv) pro-apoptosis
and (v) chemo-attraction. Described as a biochemical marker for progression to NASH, there is no
description of studies involving the marker in the pediatric age group [26,46]. Considering the crucial
role in the development and progression of liver fibrosis [45], we could hypothesize that the majority
of obese adolescents studied here present or will evolve to NASH.

Here, two hypotheses should be considered to explain the meaning of increased TGF-f and if is
it really associated to steatosis alone or in fact is a predictor for fibrosis and NASH. The extremely
significant elevation of TGF-p levels among our steatosis participants can represent a spectrum
of patients who already have steatohepatitis and could not be diagnosed by the impossibility of
performing liver biopsy. In fact, we observed that one third of participants with hepatic steatosis
(n = 12/36) had ALT > 30 U/L (data not shown) [47]. Moreover, we observed a significant correlation
between ALT and TGF-3 levels. This hypothesis has some evidence in literature among adults [46].
However, we could not find previously reported data on pediatric patients that could mirror the
findings presented here. Further investigation with sequential monitoring of ALT levels and other
biochemical parameters and imaging markers and/or a liver biopsy could help in clarifying this
possibility in the future. On the other hand, elevated levels of TGF-f3 may also represent patients
only with hepatic steatosis without NASH. In fact, 20 of 36 patients exhibited ALT levels <25 U/L [1].
Although ALT is not a definitive biochemical marker to NASH, it is commonly used as indicator of
hepatic damage in clinical medicine [47]. Thus, lower levels can be a proxy of absence/minimal hepatic
tissue damage. Furthermore, a faster and more severe evolution/progression of the disease is observed
in pediatric NAFLD patients compared to adults [11,48,49] and we hypothesize that the elevated levels
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of TGF-B could be a marker of this condition in pediatric population, although we failed to formally
demonstrate that levels of this biomarker directly reads progression of hepatis steatosis. A follow-up
of these children and adolescents is underway to clarify this question.

An important contribution of our study was the assessment of the quality and magnitude of the
statistical interactions between the biochemical parameters. Spearman correlation matrices have been
used in several diseases marked by both acute and chronic inflammation [33,36,50,51] and suggest
that changes in the correlation network profile indicate alteration of systemic inflammation status.
Indeed, our correlation analyses revealed different profiles between the clinical groups with intense
interactions being detected in the group of hepatic steatosis. Interesting, this group was marked by
the presence of two positive correlation involving important markers associated with liver diseases.
We hypothesize that hepatic steatosis is characterized by a hepatic inflammatory milieu that leads to
consistent changes in systemic concentrations of biochemical parameters.

Next, we evaluated the correlation between grade of hepatic steatosis and the concentrations/values
of biochemical parameters as well as of BMI. We found that linear increases occurred in BMI and
ALT according steatosis severity. Although the levels of TGF-§ presented higher expression values
among children and adolescents with steatosis, these concentrations were not different between
patients with mild and those with moderate/severe disease. This observation reinforces the idea that
TGF-p may be more useful to identify presence steatosis than to infer prognosis/disease progression.
In addition, we found that decreases in alkaline phosphatase and HDL-c values were proportional to
gradual augmentation of steatosis severity. Further studies are warranted to delineate the molecular
mechanisms underlying these associations.

Another important contribution of our results is the assessment to the degree of biochemical
perturbation. To our knowledge, no previous study has estimated the global biochemical disturbance
in hepatic steatosis patients. We demonstrated that hepatic steatosis is indeed linked to overall higher
biochemical imbalance, which was shown to be even more significant in the individuals with obesity,
both mild or severe. Our result reinforces the role of obesity, associated with the consequent degree of
insulin resistance as a potential factor driving chronic inflammation and implicated in homeostatic
disturbance underlying steatosis [52,53].

Finally, using multivariable analysis, we examined the biochemical parameters most associated
with hepatic steatosis. Among such parameters, the TGF- was the most robust in the predictive model
employed. Importantly, to minimize the possible effects of extra-hepatic TGF-B production, as adipose
tissue [54], and because levels of this cytokine were positively correlated with values of BMI in the
study population, our model was adjusted for BMI/age Z-score and waist circumference. After the
adjustment, increases of 1 Log of TGF-p levels remained independently associated with 3.63 increased
risk of steatosis development. Within the biochemical parameters used in this multivariable analysis
was ALT. Spearman correlation analysis revealed a positive association between concentrations of ALT
and those of TGF-f in the entire study population, reinforcing our hypotheses that the higher levels of
TGEF-p found here are a consequence of liver injury, and not by other tissues production. Of note, it has
been demonstrated the importance of TGF-f as a critical factor determining steatohepatitis [26,46,55].
Taken together, these data suggest that in patients with hepatic steatosis, there is an up-regulation
of markers involved in persistent inflammation, which may contribute to the pathophysiology of
hepatic steatosis. Additional studies are needed to investigate the immune activation profile of these
patients, in order to suggest new therapeutic targets. In that sense, our finding on the potential use of
TGF-p plasma levels as an accurate biomarker of hepatic steatosis seems promising. Furthermore, this
finding is especially important given that the adolescents studied here were mostly severely obese
and traditional biochemical markers such as triglycerides, HDL-c, insulinemia, and HOMA-IR were
not able to adequately identify presence of hepatic steatosis. Usually, the assessment of the disease
severity is based on noninvasive radiologic examination, specifically ultrasonography [56]. However,
this method is subject to errors depending on the operator. In this context, TGF-f3 could emerge as
a potential tool in the diagnosis of steatosis, maybe associated with ultrasonography, but without a
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clear relevant impact in the evaluation of the grade of hepatic steatosis. Future studies are needed to
test and validate the accuracy of TGF-B, alone or in association with other non-invasive methods, in a
larger number of patients.

Our study has some limitations. The limited sample size, the absence of measurements of other
inflammatory cytokines to establish a more detailed profile of the metabolic disorder, and the absence of
a histological method for the diagnosis of NASH for a comparison with the results of the non-invasive
evaluation performed. In addition, our study design was cross-sectional. Thus, further longitudinal
studies are therefore needed in order to assess the chronological relationship between TGF- levels and
occurrence of NAFLD to clarify the probable impact of reverse causality. Independent of the direction
of this association, further attention should be paid to the good accuracy observed between elevated
levels of TGF-B and the presence of hepatic steatosis in children and adolescents.

5. Conclusions

Our findings reveal that hepatic steatosis patients exhibit a distinct biosignature of biochemical
parameters, and that TGF-f is an important biomarker that could help evaluate individuals with
hepatic steatosis, in association with other non-invasive techniques such as ultrasound.
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biochemical parameters according to occurrence of hepatic steatosis and degree of obesity. Figure S2: Correlations
between values of BMI/age, ALT and TGF-f in the study population. Figure S3: Degree of biochemical perturbation
of each biomarker according to grade of hepatic steatosis. Figure 54: Degree of biochemical perturbation of each
biomarker according to degree of obesity.
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