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RESUMO 

 

BARRETTO, Junaura Rocha; BOA-SORTE, Ney Christian do Amaral, BEZERRIL 

ANDRADE, Bruno. Eficácia do uso de Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium Lactis no 

tratamento da doença hepática gordurosa não alcoólica e resistência à insulina em adolescentes 

obesos: Ensaio clínico randomizado 

 

Introdução: A DHGNA é a causa mais comum de doença crônica hepática em adultos e 

crianças. A patogênese da DHGNA está parcialmente elucidada; descrita como multifatorial, a 

resistência periférica à insulina (RI) tem um papel importante, assim como o aumento do 

estresse oxidativo com produção de radicais livres causando inflamação e fibrose. Vários 

autores descrevem o papel da microbiota intestinal na patogênese da DHGNA, inclusive 

sugerindo a sua implicação não só na indução da doença hepática, mas em sua progressão. O 

tratamento recomendado inclui as mudanças de estilo de vida, que apresentam baixa adesão 

entre crianças e adolescentes. Os estudos de intervenção com uso de probióticos são escassos 

nesse grupo de pacientes, e por isso promissores. Objetivos: Verificar a eficácia do uso de 

Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium Lactis na redução da esteatose hepática e da 

quantificação de gordura hepática, e nos parâmetros relacionados à resistência à insulina em 

adolescentes obesos. Método: Trata-se de um estudo clínico, duplo-cego, randomizado e 

controlado com placebo cuja intervenção possui duração de 16 semanas. A intervenção 

consistiu na administração da combinação dos probióticos Lactobacillus acidophilus LA-5® e 

Bifidobacterium lactis BB-12®, contendo 1 x 109 Unidades Formadoras de Colônias (UFC) de 

cada um dos probióticos, na forma de pó liofilizado, administrado por via oral, uma vez ao dia. 

Vinte e oito crianças e adolescentes foram acompanhados com avaliações clínicas e nutricionais 

e realização de exames laboratoriais e ressonância magnética de fígado no baseline e no final 

da intervenção. Resultados: Dentre os adolescentes do grupo placebo(N=12), 3(25%) 

apresentaram piora na classificação da gravidade da esteatose hepática segundo o valor do 

PDFF na ressonância magnética. No grupo que recebeu probióticos(N=14), apenas 1(7,1%) 

apresentou piora. Observou-se uma redução média da diferença percentual nos valores de 

rigidez hepática entre a semana 16 e a linha de base, para o grupo probiótico, enquanto houve 

aumento médio no grupo placebo (-4,77[13,28] vs. 3,03[12,01]; p=0,045). Não observamos 

alterações estatisticamente significantes para valores medianos da ALT antes e após 

intervenção em ambos os grupos, sem diferença entre os mesmos (p = 0,216). Após a 

intervenção, 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 circunferência da cintura, não foi 

observado aumento e/ou redução significante entre os quatro períodos de avaliação (baseline, 

semanas 6, 12 e 16). Conclusões: Não foram observadas diferenças estatisticamente 

significantes entre os grupos em relação à redução de valores de percentual de gordura hepática 

ao PDFF e igualmente para os parâmetros relacionados à resistência à insulina; entretanto, no 

grupo que recebeu intervenção apresentou redução significativa dos valores relacionados a 

rigidez hepática. 

 

Descritores: Esteatose hepática; Probióticos; Adolescentes; Obesidade; Resistência à 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 (RI) 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 109 

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 INTRODUÇÃO    

 

Ao longo das últimas décadas, a prevalência da obesidade vem aumentando de forma 

significativa, sendo considerada um dos principais problemas de saúde pública e uma epidemia 

global(1-6). O Brasil vem seguindo a tendência mundial com aumento da prevalência 

especialmente na população jovem, com dados demonstrando que, nos últimos 30 anos, o 

número de crianças 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 prevalência da obesidade infantil como um preditor de 

permanência da doença na idade adulta(7-10), aumentando com isso a associação de várias 

comorbidades relacionadas à obesidade, como dislipidemias, resistência periférica à insulina, 

diabetes mellitus tipo 2, hipertensão arterial, complicações ortopédicas, (8-10) bem como o 

aumento da incidência da doença gordurosa hepática não alcoólica (DHGNA)(11-13). Esta 

última como doença emergente em crianças e adolescentes obesos, que quando evolui sem 

tratamento da causa etiológica pode ter como principal complicação a cirrose hepática(12-15). 

A DHGNA é a causa mais comum de doença crônica hepática em adultos e crianças (11,16, 

17). A DHGNA é definida como um termo genérico que engloba a esteatose hepática, 

esteatohepatite e a evolução para fibrose ou cirrose(18). A real prevalência da DHGNA na 

população pediátrica é desconhecida em função da falta de dados em literatura. Os escassos 

estudos disponíveis, sugerem que a esteatose hepática afeta 2,6% das crianças e 9,6% dos 

adolescentes, entretanto a sua prevalência pode variar entre 12 a 80% em crianças obesas 

(12,14,19). 

 

A patogênese da DHGNA está parcialmente elucidada; descrita como multifatorial, a 

resistência periférica à insulina (RI) tem um papel importante, assim como o aumento do 

estresse oxidativo com produção de radicais livres causando inflamação e fibrose. Existem 

também descrições que relacionam a patologia da DHGNA a fatores genéticos (polimorfismos 

em genes produtores de citocinas pró-inflamatórias ou em genes de detoxificação de citocinas), 

além de fatores ambientais, tais como dieta, medicações ou a alterações da microbiota intestinal 

(20-22). 

 



17 

 

 

 

 

Vários autores descrevem o papel da microbiota intestinal na patogênese da 

DHGNA(15,18,23,24), inclusive sugerindo a sua implicação não só na indução da doença 

hepática, mas em sua progressão (19,20). Em pacientes com DHGNA, a permeabilidade 

intestinal e a prevalência de supercrescimento bacteriano intestinal estão presentes(21). 

 

As recomendações primárias para o tratamento da DHGNA incluem mudanças dietéticas 

associadas a mudanças no estilo de vida. O tratamento medicamentoso incluindo o uso de 

antioxidantes, agentes anti-TNF-α (fator de necrose tumoral), e probióticos, vem se mostrando 

promissor e, embora existam estudos nessa temática, ainda existe escassez de ensaios clínicos 

publicados, e essas terapias ainda não são consensuais para indicação prescritiva (22,23,25-28). 

 

 Os estudos com uso de probióticos são numerosos em literatura, especialmente os estudos 

experimentais em animais. Contudo, estudos em humanos ainda falham em sua metodologia, 

especialmente na forma de avaliação da gordura hepática, bem como na escolha de cepas 

específicas, tempo de intervenção e especialmente na escassez de estudos randomizados e bem 

controlados no tema (19,22,23,29). Por conta disso, em revisão sistemática conduzida pela 

COCHRANE, em 2007, há referência ao uso de probióticos para tratar as doenças hepáticas, 

inclusive a DHGNA como uma intervenção promissora. Ainda nesta revisão, os autores 

também relatam como dificuldades, a carência de estudos controlados e randomizados, bem 

como um padrão de definição das cepas de microrganismos a serem utilizadas e o tempo de 

intervenção(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 imunológica 

hepática aos fatores provenientes do intestino, são fatores relevantes  para o  desenvolvimento 

e progressão da doença, somando-se à escassez de ensaios clínicos sobre o tema na população 

pediátrica, novos dados provenientes de estudos bem desenhados nesse grupo populacional 

específico trarão informações relevantes  para o  aprimoramento na utilização de novas 

abordagens terapêuticas da DHGNA associada  à  obesidade na infância (31,32). 
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2 OBJETIVOS   

 

2.1 Objetivo geral 

 

Verificar a eficácia do uso de Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium Lactis na melhora 

dos parâmetros radiológicos, bioquímicos e antropométricos na Doença hepática gordurosa não 

alcoólica (DHGNA) em adolescentes obesos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

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

− Comparar o perfil laboratorial e de composição corporal de adolescentes obesos com e sem 

DHGNA;  

− Testar a hipótese de que a suplementação 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 suplementação com Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium 

Lactis nos valores de HOMA-IR, insulina e ferritina séricos; 

− Descrever os níveis de marcadores radiológicos de quantificação de gordura hepática (Proton 

density  fat  fraction – PDFF) antes e após intervenção; 

− Verificar o impacto da suplementação com Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium 

Lactis nos indicadores antropométricos para a avaliação da obesidade;  

− Avaliar o impacto da suplementação com Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium Lactis 

nos valores de percentual de gordura corporal da amostra estudada.  
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3   REVISÃO DE LITERATURA  

 

3.1 Obesidade como doença inflamatória multissistêmica   

 

A obesidade é descrita como uma doença de etiologia multifatorial, que resulta de um 

desequilíbrio entre a ingestão calórica e o gasto energético, determinado por fatores genéticos 

e ambientais, e cuja repercussão é o acúmulo excessivo de gordura no organismo, gerando 

complicações variadas. A OMS(Organização Mundial de Saúde) define a obesidade como 

excesso de gordura corporal com repercussões patológicas(33). O diagnóstico da obesidade é 

realizado de forma global com dados da história clínica, antecedentes familiares e neonatais, 

além das medidas antropométricas e avaliação laboratorial e radiológica. 

 

Independente do critério diagnóstico utilizado, dados da literatura apontam o aumento da 

prevalência da obesidade infantil como um preditor de permanência da doença na idade 

adulta(34) e da associação de várias comorbidades amplamente descritas como relacionadas à 

obesidade, como dislipidemias, inflamações crônicas, resistência à insulina (RI), diabetes 

mellitus tipo 2 (DM2), hipertensão arterial, complicações  ortopédicas, bem como o aumento 

da incidência da doença gordurosa hepática não alcoólica (DHGNA)(7,10,35,36,37,38). 

 

 Complementarmente, as crianças e adolescentes obesos também têm maior propensão a 

sofrerem de comorbidades psicológicas, como depressão, ansiedade, baixa autoestima, além de 

uma série de distúrbios emocionais e comportamentais (7).  

 

O excesso de peso na infância e na adolescência tornou-se uma das preocupações mais 

importantes na saúde global, dado que, ao longo das últimas décadas a prevalência da obesidade 

vem aumentando de forma significativa, sendo considerada pela Organização Mundial da 

Saúde (OMS) um dos principais problemas de saúde pública e uma epidemia mundial (1-6). 

Apesar de emergir como uma preocupação há várias décadas, as estatísticas continuam 

demonstrando que, com esse aumento na frequência da obesidade, ascendem, 

concomitantemente, as complicações associadas que contribuem com a elevação da 

morbimortalidade por doenças crônicas não transmissíveis na infância e adolescência, causas 

essas anteriormente descritas apenas na população adulta(5,7,39). 

 



20 

 

 

 

 

Estimativas recentes sugerem que mais de 340 milhões de crianças e adolescentes entre 5 e 19 

anos de idade têm diagnóstico de sobrepeso ou obesidade, segundo os critérios da OMS (40). 

Os dados epidemiológicos evidenciam um aumento alarmante da prevalência da doença na 

faixa etária pediátrica que, em 1975 era de 4%, ou seja ,124 milhões de crianças e adolescentes 

afetados, e, em 2016, alcançou 18% (10,40,41). No Brasil, muito embora exista uma escassez 

de estudos de bases populacionais, os estudos disponíveis indicam que a prevalência entre 

adolescentes de diferentes cidades do país varia entre 15,3% e 29,1%, considerando os variados 

critérios diagnósticos (42-44).  

 

Em geral, do ponto de vista epidemiológico e para estudos em grandes populações, o critério 

antropométrico baseado no índice de massa corporal (IMC) é utilizado. A OMS, o Centro de 

Controle e Prevenção de Doenças dos EUA (CDC, Center for Disease Control and Prevention) 

e a Força-Tarefa Internacional de Obesidade (IOTF, International Obesity Task Force) utilizam 

definições diferentes para sobrepeso e obesidade em crianças e adolescentes. A OMS utiliza o 

escore Z do indicador IMC/idade, de acordo com o gênero e a faixa etária, comparado a um 

parâmetro populacional previamente obtido com dados de crescimento de crianças e 

adolescentes de cinco países, incluindo o Brasil(44,45). De modo similar, o CDC-EUA utiliza 

a mesma estratégia, contudo, com base em dados populacionais de crianças e adolescentes 

norte-americanos (45). Diferentemente, a IOTF utiliza valores específicos de IMC para 

classificar as crianças como tendo sobrepeso ou obesidade, obtidos por interpolação estatística 

a partir dos valores de IMC de 25kg/m2 e de 30 kg/m2, respectivamente (37, 38,45-47). 

 

 Em estudos de comparações entre os critérios diagnósticos para obesidade, observou-se que os 

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 

doença potencial, este é o método preferido pela maioria dos serviços para rastrear a obesidade 

em crianças mas, justamente por ter a melhor sensibilidade, incluirá mais casos falso-positivos, 

pois o IMC  subestima o percentual de gordura corporal ou os níveis de adiposidade na 

população 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, não representando corretamente a 

alteração para o diagnóstico de obesidade (10).  
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Para além do uso do IMC, a quantificação da gordura corporal pode ser estimada através do uso 

de ferramentas científicas, tais como: i) aferição de dobras cutâneas; ii) avaliação da 

composição corporal através da análise bioimpedância 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 métodos são de difícil uso rotineiro na prática clínica diária, alguns pela reprodutibilidade 

em indivíduos muito obesos, como aferição de dobras cutâneas; outros por dificuldade de 

acesso em maior escala, como a pletismografia e o DEXA, ou pela dificuldade de precisão da 

mensuração, como na bioimpedância e aferição de dobras cutâneas(10,37). 

      

O tecido adiposo é considerado um importante órgão endócrino e metabólico, tendo os 

adipócitos como secretores de diversos hormônios que interferem na regulação cerebral da fome 

e saciedade, bem como no gasto energético. Atualmente, já foram identificados mais de 400 

genes que codificam elementos que atuam na regulação do peso corporal, interferindo na 

ingestão alimentar, no gasto energético ou em ambos.  

 

Nessa perspectiva, a obesidade e a síndrome metabólica são atualmente reconhecidas como 

condições de inflamação crônica (48), promovidas e mantidas pela expressão hormonal dos 

adipócitos. Entre as diversas adipocinas produzidas, a leptina é a principal adipocina com ação 

pró-inflamatória, cujos níveis encontram-se elevados na obesidade(49-51). Sua principal 

função é como sinalizadora da saciedade, e sua ação aumenta o gasto energético e o 

metabolismo lipídico.  

 

Os níveis séricos de leptina se correlacionam positivamente com a massa adiposa, indicando a 

ocorrência de resistência à leptina, por isso, indivíduos obesos apresentam níveis elevados de 

leptina sem respostas anoréxicas esperadas(51,52). Como um contraponto à leptina, a 

adiponectina, tem papel anti-inflamatório, e protege contra a disfunção metabólica relacionada 

à obesidade, resistência à insulina e acúmulo de ácidos graxos livres (AGL). Na obesidade 

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

 

A ação da leptina também se associa a uma desregulação do metabolismo lipídico, com 

elevação dos níveis de AGL e redução da oxidação dos mesmos, causando acúmulo intracelular 

de lipídios e lipoproteínas. Todo esse processo ocasiona uma disfunção celular em diversos 
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tecidos (músculo cardíaco, hepatócitos, rins e células beta pancreáticas) (49-51). Como 

consequência, os AGL, colesterol e seus metabólitos aumentam a expressão de citocinas 

inflamatórias, incluindo o fator de crescimento do endotélio vascular, IL6 e TGF-𝞫 (53, 54). 

Evidências recentes sugerem que o acúmulo de lipídios leva à lesão mitocondrial, o que 

contribui com a evolução dos danos a diversos órgãos (55).  

 

3.2 DHGNA e Resistência à insulina   

 

A DHGNA é a causa mais comum de doença crônica hepática em adultos e crianças(12,16,56). 

É definida como um termo genérico que engloba a esteatose hepática, esteatohepatite e a 

evolução para fibrose ou cirrose (18).  

A DHGNA é compreendida como uma doença multissistêmica e de fisiopatologia complexa, 

que pode acometer vários órgãos além do fígado e relacionar-se com doenças crônicas extra-

hepáticas, em especial diabetes mellitus tipo 2, doença crônica vascular e doença renal crônica 

(57).  

 

Considerada como a repercussão hepática da síndrome metabólica, a sua prevalência aumenta 

em consonância com o aumento da prevalência da obesidade e é proporcional à gravidade da 

síndrome metabólica (58). A real prevalência da DHGNA na população pediátrica é 

desconhecida em função da falta de informação em literatura, além de variar amplamente a 

depender dos métodos diagnósticos utilizados e das características da população estudada(12, 

59). Os dados disponíveis sugerem que a esteatose hepática afeta cerca de 2,6% das crianças e 

9,6% dos adolescentes, embora a sua prevalência varie entre 12 e 80% em crianças 

obesas(12,14,19). 

 

Dados de uma revisão sistemática com metanálise sobre a prevalência da DHGNA em crianças 

e adolescentes, descreveu, em estudos populacionais, uma prevalência média geral de 7,6% e, 

em populações obesas, essa frequência aumentou para 34,2% (12), reforçando a associação 

entre obesidade a alteração hepática.  

 

No Brasil não existem dados muito precisos sobre a prevalência de DHGNA na população 

pediátrica. Alguns estudos demonstram que a frequência da doença varia conforme o IMC, a 

idade, o 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 prevalência de DHGNA na população pediátrica 

adolescente (entre 11 e 19 anos), relatam o dobro da frequência em crianças do sexo masculino 

(12,17,18). Entre adolescentes, as alterações de composição corporal e de níveis hormonais, 

associadas à resistência fisiológica à insulina da puberdade, juntamente com aspectos 

comportamentais, como as escolhas alimentares e ao sedentarismo, mais frequente nesta faixa 

etária do que na infância, contribuem para o desenvolvimento da obesidade e, 

consequentemente, da ocorrência da DHGNA(56). 

 

Em relação às diferenças sexuais na frequência da DHGNA relatadas como mais impactantes 

entre homens, também são descritas diferenças quanto ao risco de evolução para 

esteatohepatite, mais comuns também entre os meninos (12,17,18). Isso se deve ao fato de que 

os estrógenos atuam como protetores contra apoptose celular, têm efeito anti-fibrinogênico e 

reduzem a peroxidação lipídica, uma das principais vias que se acredita aumentar o risco de 

progressão da DHGNA para esteatohepatite (54). 

 

A história natural da DHGNA parece variar de acordo com o tipo histológico. Assim, a 

esteatose, fase inicial da doença, pode evoluir para esteatohepatite, fibrose e posteriormente 

cirrose.  Dados limitados de literatura sobre a evolução da doença na faixa etária pediátrica 

sugerem maior morbimortalidade nesse grupo, quando comparados aos adultos, pois considera-

se doença de início precoce, podendo representar um fenótipo mais agressivo. Descreve-se 

cerca de quinze a vinte por cento das crianças com DHGNA apresentando fibrose igual ou 

superior ao estágio 3 no momento do diagnóstico(18,60-62).  

 

A patogênese da DHGNA está parcialmente elucidada. Geralmente, se aceita a hipótese 

intitulada de “múltiplo hit”, enfatizando o papel dos AGL circulantes e da RI. Descrita como 

um dos principais fatores na patogênese da DHGNA, a RI é considerada uma resposta 

metabólica inadequada à ação da insulina nas células de vários tecidos, como o muscular, 

adiposo e hepático(54). Assim, na obesidade, a presença da resistência à insulina associada a 

um estilo de vida sedentário e a hábitos alimentares inadequados causam uma redução na 

oxidação de lipídios do músculo esquelético e promovem a lipogênese hepática de novo(20). 

Fisiologicamente, a insulina controla a produção hepática de glicose regulando a lipólise dos 

adipócitos, levando à diminuição do fluxo de ácidos graxos para o fígado (56). A gordura pode 

se acumular no fígado na forma de triglicérides ou de AGL, em que o primeiro não tem 

potencial hepatotóxico descrito e, em contrapartida, o segundo causa disfunção mitocondrial e 
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produção de radicais livres, causando com isso, disfunção no retículo endoplasmático 

celular(56). O acúmulo dessa gordura nos hepatócitos associados ao estresse oxidativo e à 

inflamação que se segue, da doença hepática, que resulta em esteatohepatite, conhecida como 

NASH (Non-Alcoholic SteatoHepatitis) e, após alguns anos, pode resultar em fibrose e cirrose 

(56, 63). O acúmulo dessa gordura nos hepatócitos associados ao estresse oxidativo e à 

inflamação que se segue, culminarão na doença hepática progressiva, resultando em 

esteatohepatite, conhecida como NASH (Non-Alcoholic SteatoHepatitis) e que, após alguns 

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

 

3.3   A microbiota intestinal na obesidade e as repercussões no eixo intestino-fígado 

 

O corpo humano abriga mais de 10–100 trilhões de microorganismos, incluindo bactérias, 

arqueas e eucariotos, protozoários e fungos. De fato, existem 10 vezes mais cepas microbianas 

que células humanas em um indivíduo adulto, o que contribui para que o homem tenha 100 

vezes mais genes bacterianos que os existentes em seu próprio genoma humano. São mais de 

mil espécies bacterianas em relação de simbiose com o organismo, exercendo funções e 

interferindo diretamente, especialmente no metabolismo energético, regulação hormonal e na 

imunidade (64-67).   

 

A microbiota é definida como sendo a comunidade microbiana associada ao corpo (incluindo 

bactérias, bacteriófagos, fungos, protozoários e vírus) e os seus genes (microbioma) (68). A 

colonização bacteriana se inicia no útero e é alterada de forma dinâmica ao longo da vida. O 

microbioma da criança 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 cesárea), pelo contato materno (microbiota 

materna), ingestão do colostro e, pela ingestão do leite materno, contato com microrganismos 

ambientais, bem como pela exposição precoce a antibióticos (64,68-71).     

 

A composição da microbiota infantil evolui e torna-se mais parecida com a dos adultos por 

volta dos três anos de idade, muito embora só 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 condições ambientais, a microbiota sofre alterações em 

diferentes regiões geográficas, a depender do tipo de alimentação (68-69) 
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A maior parte das bactérias que compõem a microbiota humana está localizada no sistema 

digestório, predominantemente no cólon, embora a pele, a cavidade oral e vagina tenham a sua 

microbiota específica(66). Estima-se que entre 1000 e 1150 espécies bacterianas colonizam o 

sistema digestório humano, com cada indivíduo abrigando cerca de pelo menos 160 dessas 

espécies (71-72).  

 

Os principais filos que representam cerca de 90% da microbiota do sistema digestório são: 

Firmicutes e Bacteroidetes, mas descreve-se ainda os filos Actinobacteria, Proteobacteria e 

Verrucomicrobia, bem como Archaea (66,72). Cada filo contém gêneros distintos de bactérias; 

o Firmicutes possui mais de 250 gêneros, incluindo Lactobacillus, Mycoplasma, Bacillus, e 

Clostridium, dentre outros organismos produtores de butirato. Os Bacteroidetes, por sua vez, 

possuem cerca de 20 gêneros, dos quais o gênero mais abundante é o Bacteroides, mas também 

são representados por Prevotella e Xylanibacter, responsáveis pela degradação de muitos 

glicanos complexos. O filo Archaea é representado pelo Methanobrevibacter smithii, 

responsável pela produção de metano na luz intestinal(66) Os remanescentes 10% incluem as 

Actinobactérias Gram-positivas e as Proteobactérias Gram-negativas e os 

Verrucomicrobia(72). 

 

A microbiota intestinal exerce várias funções, dentre elas pode-se destacar a fermentação das 

fibras dietéticas, atuando como fonte adicional de energia para o hospedeiro, síntese de 

vitaminas e outros compostos bioativos que são absorvidos pelo epitélio intestinal, 

interferindo em funções metabólicas diversas, além de exercer várias funções imunológicas, 

endócrinas e relacionadas à regulação neural(71). 

 

A disbiose intestinal é uma condição na qual a homeostase bacteriana intestinal está alterada. 

As alterações no conteúdo bacteriano, bem como em suas funções metabólicas, ou quaisquer 

alterações na distribuição bacteriana no intestino, que estão associadas a um estado de doença, 

podem ser caracterizadas como disbiose (73). 

 

Os estudos que comprovaram a atuação 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 ausência de obesidade, ainda que submetidos a dieta 

obesogênica. 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 possuíam níveis mais elevados de Firmicutes e níveis mais baixos de 

Bacteroidetes do que seus irmãos magros, da ninhada(66,72-75). Tais achados em modelos 

animais sugeriram um papel relevante da microbiota intestinal na etiologia da obesidade. 

Em humanos, vários estudos observacionais descrevem maior abundância do filo Firmicutes e 

menor abundância de Bacteroidetes em obesos, quando comparados com suas contrapartes 

magras (71-72).  

 

De fato, apesar das diferenças anatômicas e de composição da microbiota entre humanos e 

camundongos, alguns estudos que utilizaram sequenciamento genético, descrevem menor ou 

maior abundância do filo Bacteroidetes, maior abundância do filo Firmicutes e maiores 

concentrações de lactobacilos na microbiota intestinal de adultos obesos e com sobrepeso, em 

comparação com indivíduos magros(64,75). 

 

 A obesidade também tem sido associada à menor diversidade da microbiota, que por sua vez, 

está diretamente associada às diferenças na capacidade metabólica, fatores importantes na 

patogênese da doença (72,74). Dados de literatura demonstram que crianças com sobrepeso 

tendem a ter um quantitativo menor de lactobacilos na sua microbiota e um número mais 

elevado de B. fragilis aos seis meses de idade(76). Uma vez que os dados trazem evidências 

acerca do papel da microbiota na etiologia da obesidade, torna-se importante compreender por 

quais mecanismos esse efeito pode ser explicado. Existem vários mecanismos descritos, 

relacionando a ação da microbiota intestinal na obesidade, sendo os principais, os que seguem: 

 

1) Aumento da absorção de nutrientes, maior disponibilidade de calorias e aumento da 

lipogênese: em estudos experimentais com camundongos, observou-se aumento da 

captação de monossacarídeos, dissacarídeos e polissacarídeos não absorvidos da dieta pelo 

colón, associado ao aumento na quantidade de capilares no endotélio epitelial. Essa 

condição aumenta a disponibilidade hepática desses carboidratos, que são fermentados, em 

parte, pelos componentes da microbiota colônica, que produzirá os ácidos graxos de cadeia 

curta (AGCC), especialmente acetato, propionato e butirato, dióxido de carbono (CO2) e 

hidrogênio (H2). Dentre estes AGCC, o butirato é utilizado como substrato energético 

principal para os enterócitos. Adicionalmente, o acetato e o propionato são absorvidos e 

utilizados pelo fígado como substratos para a lipogênese e a gliconeogênese, 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 ingestão calórica diária, dependendo do conteúdo da dieta. Estudos de metagenômica já 

identificaram que os genes responsáveis pela síntese de AGCC são comumente expressos 

pela microbiota colônica (65,66,71,72). Além dessa atuação já descrita, os AGCC são 

capazes de atuar nas células endócrinas intestinais, regulando a liberação de glucagon like 

peptídeo (GLP-1), interferindo na homeostase do apetite, e no metabolismo lipídico e 

glicídico(72). Especificamente em relação às alterações hormonais promovidas pelos 

AGCC, é descrito que o acetato aumenta a liberação de leptina pelas células de gordura; o 

butirato e o propionato aumentam a secreção de PYY (peptídeo YY) e GLP-1 no intestino 

e as taxas de lipólise e lipogênese nas células de gordura. Ressalta-se que a regulação do 

apetite via hipotálamo ocorre, diretamente, através da secreção de GLP-1 e do PYY(71). 

 

2) Redução da atividade do fator adiposo induzido pelo jejum (Fiaf): o Fiaf é um 

supressor da lipoproteína lipase (LPL) do tecido adiposo e a redução da sua atividade leva 

ao aumento da captação celular de ácidos graxos e consequente armazenamento de 

triglicerídeos nos adipócitos(64,66,70,72,74). Alguns componentes da microbiota 

gastrointestinal são capazes de suprimir a expressão de genes do hospedeiro para algumas 

proteínas, como o Fiaf, sendo esse mecanismo um promotor de lipogênese. Outro achado 

já descrito na literatura corresponde ao fato de que a microbiota oriunda de uma dieta rica 

em gordura, reduz a expressão dos genes do hospedeiro que codificam proteínas 

responsáveis pelas ligações intercelulares do epitélio intestinal. Como será descrito adiante, 

essa redução aumenta a permeabilidade da mucosa a alguns fatores que promovem 

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

 

3) Promoção da Inflamação: A obesidade é descrita como uma doença associada à 

inflamação crônica, e a microbiota intestinal tem importante contribuição nesse aspecto. 

Descrita como contendo mais bactérias gram-negativas, a microbiota do obeso estimula a 

inflamação através dos seus lipossacarídeos (LPS), que são componentes da parede celular 

dessas bactérias. Esse componente exerce um papel importante na gênese da inflamação e 

resistência à insulina. Através da sinalização com os Toll Like Receptor (TLR), os 

macrófagos são estimulados a produzirem citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-1 

e IL-6, contribuindo assim para a resistência à insulina e aumentando o estoque de lipídios 
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no tecido adiposo(66,71,72). A consequente inflamação sistêmica de baixo grau tem sido 

implicada no desenvolvimento de aterosclerose e DM2I(72). Assim, esses mecanismos não 

apenas contribuem para o ganho de peso, mas também para o desenvolvimento de 

processos patogênicos crônicos e progressivos. 

  

Neste processo fisiopatogênico, o estresse oxidativo e a peroxidação lipídica desempenham um 

papel importante na patogênese da DHGNA, pois seus produtos finais podem induzir lesão 

hepatocelular e fibrogênese. O fígado é o principal órgão que desintoxica o excesso de 

moléculas de heme- pela ação da heme-oxigenase. A heme oxigenase-1 (HO-1) é uma proteína 

responsiva ao estresse, que desempenha um papel fundamental contra o estresse oxidativo, pois 

ao clivar o radical heme- (pró-oxidante) promove a liberação de monóxido de carbono, 

biliverdina, bilirrubina e ferro livre. Esses produtos atuam com atividades antioxidantes, anti-

inflamatórias e antiapoptóticas. A superprodução de biliverdina e bilirrubina serve como um 

mecanismo de defesa antioxidante, ou seja, inibindo a oxidação do LDL (78,79). 

 

O TGF-ß é membro de uma família de citocinas com atividade multifuncional. Durante a 

fibrogênese hepática, as células estreladas no fígado produzem TGF-β, e os seus níveis séricos 

se elevam em pacientes com DHGNA, e em maiores proporções naqueles que evoluem para 

NASH.  O TGF-β controla a deposição da matriz extracelular das proteínas de cicatrização, 

como colágeno, fibronectina, proteoglicanos e ácido hialurônico. Embora os estudos sobre essa 

citocina e DHGNA, ainda sejam escassos, têm sido descritos níveis 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 bioquímico, não invasivo, de 

evolução para fibrose hepática (80,81). 

 

Diversos avanços tecnológicos foram desenvolvidos na última década para caracterização da 

microbiota intestinal, especialmente a tecnologia de sequenciamento de alto rendimento que 

possibilitou o conhecimento da composição do microbioma e suas funções, suas relações com 

patologias diversas, especialmente as doenças metabólicas, sendo as mais prevalentes a DM2 e 

obesidade(82). 

 

A DHGNA, especialmente a NASH em estágio mais avançado, representa uma das 

comorbidades comuns da obesidade e DM2 na adolescência. Essas três condições clínicas 
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compartilham mecanismos comuns no processo fisiopatológico(82,83). De fato, a resistência à 

insulina é considerada como fator de maior importância na patogênese da DHGNA, como já 

descrito anteriormente, na teoria de múltiplos insultos (multiple hits). Neste caso, o acúmulo 

hepático de gordura é o primeiro insulto, sendo a resistência à insulina, responsável por essa 

ocorrência, seguida de multiplos. fatores que perpetuam a patogênese da  doença (84,85,86). 

Ilustrado na Figura 1. 

 

Figura 1 - Eixo intestino -fígado na DHGNA (Hipótese de múltiplos insultos) 

 

Do lado esquerdo, os componentes do eixo intestino-fígado na sua função normal; do lado direito, o status 

DHGNA. O microbioma disbiótico, associado ao aumento da permeabilidade de barreira intestinal   com a 

translocação de alguns produtos bacterianos para a veia porta, especialmente o LPS. Esses produtos 

bacterianos interagem com os receptores Toll-like (TLRs) na superfície das células hepáticas, desencadeando 

respostas inflamatórias, contribuindo para o desenvolvimento da DHGNA. Abreveaturas:  AB= Ácidos 

biliares; AGCC= Ácidos graxos de cadeia curta; LPS=Lipopolissacarídeo ; TMA = Trimetilamina ; TLRs = 

Receptor Tool-like  . Adaptada de Safari, et al. ,2020(86) 

 

No estado de resistência à insulina ocorre um estímulo para a lipogênese hepática de novo, e 

também uma função potente em suprimir a lipólise a nível de tecido adiposo, aumento com isso 

o efluxo de AGL para o fígado (84,86). Esse processo resulta no acúmulo de gordura nos 

hepatócitos e, posteriormente, na evolução para um processo inflamatório, a esteatohepatite, 



30 

 

 

 

 

que culmina na ocorrência de fibrose e cirrose hepáticas. Destaca-se que todo esse processo tem 

no estado de resistência à insulina uma condição fundamental para seu desenvolvimento. 

Fatores genéticos ou alterações epigenéticas podem interferir no conteúdo de gordura hepático, 

contribuindo para a progressão para inflamação (NASH) e fibrose. A cascata de sinalização da 

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

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

doença, como também para a sua progressão(84-87). 

 

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

DHGNA estão descritos a seguir: 

A) Produção de LPS por bactérias gram-negativas: como já descrito previamente, a 

microbiota do obeso tem composição diferente, possuindo mais bactérias do filo 

bacteoidestes e mais bactérias gram negativas produtoras de LPS. Essas bactérias atuam 

diretamente nos receptores PAMPs (padrão de moléculas associada a patógenos) e os 

principais são os receptores Toll like (especialmente os TL4 e TLR5), induzindo uma 

resposta inflamatória marcada, especialmente, pela maior produção de IL6 e TNF-alfa, 

que aumentam a permeabilidade da mucosa intestinal. Esse processo resulta na elevação 

dos níveis plasmáticos de LPS, com piora da resposta à insulina e, por conseguinte, 

interferindo também na patogênese da DHGNA (82,85,87). 

 

B) Produção de Ácidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC): os AGCC produzidos pela 

microbiota intestinal exercem um papel importante na função de barreira intestinal, tem 

efeito anti-inflamatório e promovem maior oxidação de AGL, além de aumentar o gasto 

energético (85). Logo, esse processo desfavorece o surgimento e a progressão da 

obesidade. Contudo, uma redução na população de bactérias que produzem 

determinados tipos de AGCC podem contribuir com a resistência à insulina. Os AGCC 

são importantes em diversas funções no epitelial intestinal. O butirato, por exemplo, 

aumenta a produção de muco e afeta a expressão de proteínas responsáveis pelas 

junções firmes intercelulares dos enterócitos. Assim como o butirato, o acetato também 

exerce função de proteção da barreira intestinal. Ambos podem aumentar a oxidação de 

ácidos graxos e o gasto energético, reduzindo o peso corporal. Dentre os efeitos anti-

inflamatórios recentemente conhecidos do butirato, está a indução de geração 
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extratímica de células Treg anti-inflamatórias que, no tecido adiposo, reduzem a 

infiltração macrofágica, um fator que melhora a resistência à insulina(85). 

 

C) Metabolismo de ácidos biliares e produção de aminoácidos de cadeia ramificada: 

Os ácidos biliares são reconhecidos como importantes reguladores do metabolismo 

lipídico. As bactérias intestinais atuam sobre os ácidos biliares primários, gerando os 

ácidos biliares secundários. Estes ativam os receptores TLR5, que ativam a secreção de 

GLP1 nas células intestinais, resultando no efeito protetor para a resistência à 

insulina(85). Os ácidos biliares também se ligam ao receptor Farsenóide X (FXR) que 

é um fator de transcrição para controle de funções metabólicas. O papel da microbiota 

intestinal na regulação da diversidade na produção de ácidos biliares secundários via 

receptor FXR é bem reconhecido, pois em pacientes com DHGNA têm menor 

diversidaden o Pool de ácidos biliares(85,86,89). Outro mecanismo interligado ao 

processo de RI e DM2 corresponde ao aumento dos níveis de aminoácidos de cadeia 

ramificada (branched-chain amino acids - BCAA)circulantes. Os mecanismos que 

correlacionam a resistência à insulina e os níveis de BCAA circulantes ainda são 

controversos, mas a microbiota intestinal parece ser uma fonte importante de leucina, 

isoleucina e valina(85).  

De fato, os ácidos biliares produzidos em resposta a uma dieta rica em gordura também 

promovem crescimento de Clostridium, agente envolvido no aumento da produção de 

BCAAs por proteólise(85). Adicionalmente, comparando a microbiota intestinal de 

pacientes portadores de DHGNA, com indivíduos sem a doença, observou-se que havia 

maior quantidade intestinal de bactérias gram-negativas no grupo com doença hepática. 

Os autores informam uma elevação de até 20% para bactérias do filo Bacterioidetes, em 

pacientes com DHGNA e, redução de até 24% de Firmicutis, especialmente os gêneros 

produtores de AGCC. Associado, ocorreu também elevação nos gêneros de bactérias 

produtoras de LPS(86).  

D) Aumento da permeabilidade da mucosa intestinal e inflamação: o aumento da 

permeabilidade intestinal está relacionado à função das junções intercelulares do 

epitélio intestinal. Em estudos experimentais foi observado que camundongos 

deficientes na molécula de adesão juncional A (JAM-A) apresentam um aumento da 

permeabilidade intestinal(90). Esse aumento da permeabilidade permite que produtos 



32 

 

 

 

 

derivados das bactérias intestinais, especialmente o LPS, o peptidoglicano e o DNA 

(ácido desoxirribonucleico) bacteriano possam atingir a veia porta e assim ativar os 

TLRs nas células de Kupffer, levando a uma cascata inflamatória e com isso piorando 

a resposta à insulina responsável pela patogênese da DHGNA e potencializando a 

evolução para esteatohepatite e fibrose (90). 

 

E) Consumo de energia e fermentação anaeróbica: a microbiota intestinal atua no 

metabolismo energético do hospedeiro, contribuindo para o desenvolvimento ou piora 

da obesidade e resistência à insulina, condições que se associam, fortemente, à 

DHGNA. Essas bactérias que compõem a microbiota, fermentam polissacarídeos não 

digeríveis, gerando monossacarídeos e AGCC, aumentando a extração de energia por 

parte do hospedeiro. Descreve-se a atuação dos AGCC na termogênese e gasto 

energético, no controle da saciedade, na ativação de gliconeogênese, modulação da 

inflamação intestinal e na regulação de hormônios intestinais, especialmente o GLP1 e 

o PYY. Existe ainda a descrição do aumento da atividade de lipase liproproteica (LPL), 

aumentando o acúmulo de gordura hepática, além da alteração da motilidade intestinal 

contribuindo com maior absorção(70,86,90). 

O butirato exerce uma função de proteção 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 abundância de Bacterioides 

correlacionou-se com redução de produção de AGCC(92). Similarmente descrito na 

população pediátrica com Bacteroidetes mais abundantes e Firmicutes menos 

abundantes, bem como proporções mais elevadas dos gêneros Prevotella e 

Escherichia(93). 

 

F) Regulação do metabolismo da colina: a colina é essencial para a produção de VLDL 

(Very Low Desity Lipoprotein) colesterol e para a transferência hepática de gordura. 

Dietas isentas de colina são utilizadas em estudos experimentais para induzir a DHGNA 

em animais. A redução da colina, além de reduzir o VLDL, reduz a beta oxidação, 

causando depósito de AG e colesterol, aumentando o estresse oxidativo, o que resulta 

em alterações em citocinas e adipocinas com leve infamação hepática. A microbiota 

intestinal tem um papel fundamental na conversão da colina em dimetilamina e 
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trimetilamina, reduzindo assim os níveis de colina, contribuindo para o dano hepático 

(70,83,86). 

 

G) Produção endógena de etanol: o etanol é um metabólito microbiano derivado da 

fermentação sacarolítica e alimentação 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 concentrações aumentadas de etanol na 

circulação sistêmica e respiração(91,94). O etanol derivado das bactérias intestinais (ou 

o metabólito oxidado acetaldeído) está possivelmente envolvido na progressão da 

DHGNA por meio de ação hepatotóxica direta, além de interferir na função de barreira 

intestinal, resultando em aumento da endotoxemia, contribuindo ainda mais para a 

progressão da DHGNA e evolução para NASH (91,94). 

  

 

3.4 Avaliação diagnóstica na DHGNA 

 

A DHGNA é frequentemente assintomática. Assim, a triagem para a doença tem indicação para 

que se inicie o tratamento precoce e busque evitar a progressão para doença hepática irreversível, 

que é a fibrose e, posteriormente, a cirrose. A identificação precoce da doença permite 

implementar medidas de mudanças de estilo de vida, que se mostraram eficazes na reversão da 

DHGNA e até mesmo da NASH (18). 

 

A NASPGHAN (North American Society For Pediatric Gastroenterology, Hepatology & 

Nutrition) recomenda a utilização de dosagem da Aminotransferase de alanina (ALT) como 

exame de triagem. A dosagem desse marcador bioquímico está universalmente disponível, tem 

baixo custo e é minimamente invasivo. Apesar de ser descrito como possuidor de boa 

sensibilidade, existe grande divergência na literatura a respeito de quais medidas de referência 

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 níveis de alerta para a presença 

de DHGNA(13). Embora, em 2010, Schwimmer et al. propuseram usar um valor de referência 

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 já 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 crianças com diagnóstico de obesidade e para as que apresentavam sobrepeso com 

fatores de risco associados. Adicionalmente, se os níveis de ALT e AST ultrapassassem duas 

vezes o limite superior da normalidade, havia recomendação de encaminhamento ao 

especialista(96). Em recente publicação de algoritmo de diagnóstico e tratamento da obesidade, 

Cuda & Censani (2019) já recomendam a triagem com dosagens das enzimas hepáticas em 

crianças obesas ou com sobrepeso possuindo 2 ou mais fatores de risco associados, já a partir 

dos 2 anos de idade(97). 

 

Apesar do uso dos valores de ALT em pontos de corte mais baixos para identificar possíveis 

crianças e adolescentes com acúmulo de gordura hepática(95), há descrição de anormalidades 

histológicas, incluindo fibrose significativa, em crianças que apresentavam níveis normais ou 

apenas levemente elevados de ALT. Isso indica que a dosagem de ALT isolada não é uma 

ferramenta de rastreamento ideal para a presença de DHGNA(15,98). A ALT, quando elevada 

pode representar a evolução para esteatohepatite e subseqeuntemente para fibrose. Os sinais 

clínicos potenciais de maior risco para fibrose em crianças com esteatohepatite são: ALT 

elevada (geralmente >80 U/L), esplenomegalia e a relação AST/ALT < 0,8 (18,99). 

Adicionalmente, a presença de panhipopituitarismo e DM2 são fatores de risco clínicos 

conhecidos para esteatohepatite e fibrose avançada (15,56,99). 

 

De forma a complementar o processo de investigação inicial para a presença de esteatose hepática, 

os exames de imagem também são descritos como métodos de triagem diagnóstica da DHGNA. 

A ultrassonografia de abdome, apesar de ser um método fácil e disponível, apresenta baixa 

especificidade e sensibilidade para o diagnóstico da doença, especialmente em crianças cujo 

percentual de hepatócitos acometidos é inferior a 33% (100). Adicionalmente, o método 

ultrassonográfico é impreciso na quantificação da esteatose em crianças com DHGNA(18). 

Assim, exames radiológicos mais acurados, tais como a tomografia computadorizada (TC) e a 

ressonância nuclear magnética (RNM), têm sido propostos, apesar de terem acesso mais restrito, 

especialmente para crianças de menor idade. Apesar de ambos serem métodos de custo elevado, 

alguns centros pediátricos já o utilizam para o diagnóstico da DHGNA(15,18). 

 

Dados de estudos em adultos e crianças mostram que a TC de abdome apresenta sensibilidade de 

46% a 72% e especificidade de 88% a 95% no diagnóstico da DHGNA. Seu uso porém, como 

teste de triagem para DHGNA, é inadequado devido à elevada exposição radiológica, acentuada 
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pelo acesso mais restrito e à necessidade de sedação em crianças menores(101). A RNM foi 

validada e demonstra ser um método preciso para a detecção e quantificação da esteatose hepática 

em adultos e crianças(102). Através da RNM ocorre a quantificação da esteatose hepática através 

da fração de gordura de densidade de prótons (PDFF - Proton Density Fat Fraction), com elevada 

acurácia(103-105). Adicionalmente, a elastografia, método aplicado durante a realização da 

ressonância, identifica o grau de fibrose e é importante para estabelecer o diagnóstico de NASH 

e cirrose (15,103-105).  

 

Definida como o padrão ouro para o diagnóstico acurado do estágio da DHGNA, a biópsia 

hepática é pouco realizada em pacientes pediátricos, devido à invasibilidade e riscos de 

complicações. Está indicada para a avaliação da DHGNA em crianças com risco aumentado de 

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

 

3.5 O uso dos probióticos como opção terapêutica para a DHGNA    

 

As modificações no estilo de vida (dieta e atividade física) são o principal tratamento para 

DHGNA. Vários estudos, mesmo com metodologia heterogênea e tempo de tratamento variado, 

demonstraram eficácia dessas mudanças na obesidade e, consequentemente, na DHGNA. 

Embora saibamos que em adultos a redução de 10% do peso corporal impacta em até 90% de 

regressão da esteatohepatite, não existem evidências suficientes que determinem qual o grau de 

redução do IMC/idade ou qual percentual de perda ponderal é necessário para a melhora da 

DHGNA em crianças e adolescentes(18, 56). 

 

Em relação a medidas farmacológicas, embora existam ensaios clínicos para o tratamento da 

DHGNA na população pediátrica, esses são escassos. Ademais, apresentam algumas limitações 

importantes, como a ausência de padronização dos critérios diagnósticos, a ausência de 

randomização e a ausência de grupo controle, com abordagens de intervenção variadas. Soma-

se a isso, o fato de que a realização de estudos que envolvem o tratamento da DHGNA 

pediátrica é de difícil execução, uma vez que não existem ainda padronizados biomarcadores 

não invasivos validados para a faixa etária, e o conhecimento preciso da história natural de 

evolução da doença ainda não é ser uma realidade totalmente elucidada(30,56,99).  
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A despeito das dificuldades observadas, alguns fármacos têm sido avaliados no tratamento da 

DHGNA. A metformina e a vitamina E são os medicamentos mais testados em ensaios clínicos 

ou estudos de coorte(18). O estudo TONIC foi um importante ensaio clínico multicêntrico, que 

envolveu 173 crianças e adolescentes de 8 a 17 anos. Esse  estudo  realizado em três braços 

(uso de metformina, vitamina E o aconselhamento sobre mudança de estilo de vida), e cujo 

desfecho primário foi a redução sustentada de ALT e secundário, a alteração histológica, 

realizada em um subgrupo, porém  não foi observada diferença quanto ao uso da metformina 

em relação ao grupo placebo, mas observou melhora histológica no grupo que utilizou a 

vitamina E (106).  

 

Outros estudos posteriores não demonstraram superioridade da Vitamina E em relação às 

mudanças de estilo de vida (107,108). De modo similar, estudos envolvendo o uso do ácido 

ursodesoxicólico também não demonstraram a sua eficácia no tratamento da DHGNA 

pediátrica (18,56). Entretanto, campo dos nutracêuticos, há referência ao uso de probióticos 

para tratar as doenças hepáticas, inclusive a DHGNA como uma intervenção promissora(30). 

 

Probióticos são definidos pela OMS como microrganismos vivos que, quando administrados 

em quantidades adequadas, conferem benefício à saúde do hospedeiro(109). Para ser 

classificado como probiótico, o produto deve ser definido taxonomicamente (gênero, espécie e 

nível de cepa), e os benefícios de segurança e saúde devem ser apoiados por dados de estudos 

reproduzíveis em humanos (109). 

 

Em estudos variados em modelos animais, são descritos efeitos benéficos do uso de probióticos 

na perda ponderal, na resistência à insulina e gerenciamento de hiperlipidemia. Conforme 

descrevemos anteriormente, essa atuação da microbiota intestinal tem habilidade potencial para 

hidrolisar sais biliares, reduzir o acúmulo de gordura e a inflamação sistêmica, diminuir a 

leptina plasmática, além de atuar melhorando a evolução da DHGNA(56,110). Existem amplas 

variedades de espécies de bactérias e os estudos são bastante heterogêneos no que diz respeito 

aos gêneros utilizados, às doses e ao tempo de intervenção (114,115). As bactérias pertencentes 

aos gêneros Lactobacillus, Streptococcus e Bifidobacterium, são os probióticos mais 

frequentemente utilizados, por integrarem o microambiente normal do intestino humano e pelos 

achados de literatura que apoiam a utilização mais frequente desses gêneros (113,114). 
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Kobyliak, N et al., (2018) (115) em um ensaio clínico randomizado, duplo cego e placebo 

controlado, no qual avaliou 58 adultos obesos com DHGNA, e cuja intervenção durou 8 

semanas, com um mix multicepas com 14 espécies (Gêneros: Lactobacillus + Lactoccocus, 

Bifidobacterium, Propionobacterium e Acetobacter), demonstrou resultados estaticamente 

significativos entre os grupos favoráveis ao uso de probióticos, avaliando a rigidez hepática por 

elastografia, níveis de AST e GGT, TNF alfa e IL-6(115). Outro estudo de intervenção em 

adultos obesos com DHGNA, realizado por Ahn, SB et al. (2019) no qual o desfecho principal 

foi a redução do PDFF à RNM de fígado, utilizou uma mistura com 6 espécies de probióticos 

por 12 semanas, demonstrou uma redução estatisticamente significativa de gordura hepática no 

grupo que utilizou  probióticos no grupo placebo, além da redução do peso corporal e a gordura 

corporal, que só ocorreram no grupo que utilizou probióticos(116). 

 

Com base em resultados descritos em estudo de revisão sistemática com metanálise e, em 

virtude de não existir nenhum tratamento descrito como efetivo para o tratamento da DHGNA, 

a utilização de probióticos tem sido uma estratégia promissora para tratar a obesidade e 

DHGNA(93).  

 

Revisão da colaboração Cochrane e outra revisão sistemática com meta-análise, com estudos 

na faixa etária pediátrica, relatam que o tratamento com probióticos em pacientes com DHGNA 

e NASH, não poderia ser recomendado devido à falta de ensaios clínicos randomizados 

(30,117), associados à grande heterogeneidade metodológica observada no que diz respeito aos 

probióticos utilizados, tempo de uso, dose utilizada e perfil dos indivíduos avaliados (118). 

Revisões de literatura realizadas mais recentemente, descrevem um efeito promissor do uso de 

probióticos para tratar DHGNA (119,120). 

 

A maioria dos estudos de revisão sobre obesidade, resistência à insulina e DHGNA na faixa 

etária pediátrica, descreve, baseado em dados prévios de estudos em animais e adultos, a terapia 

com probióticos como uma alternativa promissora, uma vez que as mudanças de estilo de vida, 

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

 

Em um estudo de revisão de ensaios clínicos envolvendo probióticos, simbióticos e prebióticos 

no tratamento da obesidade e pré-diabetes, Barengolts et al. (2016) ao descreverem as 

características principais deles, concluíram que a maioria dos ensaios clínicos eram pequenos 
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(<100 participantes), com curto período de intervenção (≤12 semanas) e usavam iogurte ou 

cápsulas contendo probiótico. Os resultados mostraram alterações de pequena monta e sem 

significância estatística no peso corporal, pressão arterial, hemoglobina glicada e outros 

biomarcadores, incluindo desfechos antropométricos e metabólicos, tais como, circunferência 

da cintura, gordura visceral, taxa metabólica basal, perfil lipídico, HOMA-IR, índice de 

sensibilidade à insulina e marcadores inflamatórios (proteína C reativa,, IL-6, TNF-alfa)(110). 

 

Sharpton et al., em estudo de revisão sistemática, com meta-análise e metarregressão, em que 

foram avaliados 21 estudos (apenas 3 envolviam crianças e adolescentes), concluíram que o 

uso de probióticos/simbióticos foi associado à melhora nos marcadores específicos de 

inflamação hepática, nos níveis de rigidez hepática à elastografia e da esteatose em indivíduos 

com DHGNA. Esses mesmos autores descrevem os resultados como promissores, mas 

ressaltam a necessidade de ensaios clínicos bem desenhados a fim de definir a eficácia do 

tratamento por conta da heterogeneidade nas análises agrupadas(112).  

 

Por fim, em revisão sistemática sobre tratamento da DHGNA na faixa etária pediátrica, escrita 

por Mann et al. (2019)., foram descritos apenas os três ensaios clínicos existentes com uso de 

probióticos, com 128 participantes, nos quais as formulações de probióticos eram diferentes, 

com intervenções variando entre 2 e 4 meses. Observou-se melhora dos níveis de ALT quando 

comparado ao placebo em todos os três estudos e, em dois deles, melhora ultrassonográfica da 

DHGNA, além da melhora da resistência à insulina e dos lipídios séricos(121). Os mesmos 

resultados foram descritos por Chaves et al. (2021) em revisão sistemática recente, avaliando 

apenas o uso de probióticos na faixa etária pediátrica, encontrando os únicos três estudos já 

citados nas demais revisões que o antecederam(122).  

 

Embora ainda existam poucos ensaios clínicos que avaliem o tratamento da DHGNA na 

população pediátrica, esses apresentam algumas limitações metodológicas importantes. Pode-

se citar a ausência de padronização dos critérios diagnósticos, ausência de randomização, 

ausência de grupo controle, diversidade de cepas utilizadas e tempos de intervenção variados. 

Sabe-se, ainda, que a realização de estudos que envolvem o tratamento da DHGNA na faixa 

etária pediátrica ainda é escassa e de difícil execução, uma vez que não existem ainda 

padronizados biomarcadores não invasivos validados para o diagnóstico da doença para essa 

faixa etária, e a biópsia hepática, descrita como padrão-ouro para o diagnóstico, é um método 
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invasivo e com potenciais complicações, limitando assim, uma avaliação mais acurada das 

intervenções.  

 

Numa busca bibliográfica realizada em bases de pesquisa nos últimos 20 anos, envolvendo as 

palavras chaves "probiotics", "NAFLD", "Insulin resistence" e "Obesity", obtivemos um 

resultado de apenas cinco ensaios clínicos envolvendo crianças e adolescentes e destes, apenas 

três que utilizaram probióticos como a intervenção terapêutica estudada para tratamento da 

DHGNA (27,123,124). Vajro et al., em artigo de revisão de literatura sobre as opções 

terapêuticas para tratar DHGNA na faixa etária pediátrica, evidenciaram que existe um 

crescente corpo de evidências sobre o papel da microbiota intestinal na DHGNA, e sobre dados 

conflitantes de literatura devido à escassez de ensaios clínicos randomizados, e relacionado às 

suas limitações metodológicas(120). 

 

Os três ensaios clínicos randomizados, duplo cego e placebo controlados realizados na 

população pediátrica (27,123,124), usaram tempos de intervenção variando entre 2 e 4 meses, 

com desfechos avaliados com critérios ultrassonográficos 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 evolução 

e melhora  dos estágios ultrassonográficos de esteatose hepática, e obteve redução desses 

achados radiológicos,   até evolução para a normalidade no grupo que utilizou probióticos. 

 Alisi et al., (27),encontrou resultados semelhantes, no seu estudo, o desfecho primário foi dado 

como melhora na taxa de progressão de estágios mais graves de esteatose hepática para estágios 

menos definitivos. Vajro et al., utilizaram como desfecho primário a melhora/normalização dos 

níveis de ALT (<40UI/L), obtendo diferenças estatisticamente significantes entre os grupos 

probiótico e placebo(123). 

 

Apesar de possuir algumas limitações, como a elevada heterogeneidade de marcadores nos 

estudos, associado ao reduzido número amostral, além da ausência de métodos radiológicos 

mais acurados para o diagnóstico da DHGNA, os resultados se mostram promissores para o uso 

de probióticos como intervenção terapêutica no tratamento da DHGNA. A recomendação da 
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literatura é de que sejam realizados estudos de intervenção com metodologias mais robustas, 

métodos diagnósticos mais acurados e com alguma padronização de tempo de intervenção e 

dos probióticos utilizados (18,122) 

 

Diante dos dados de literatura, na população pediátrica, além do fato de que nenhum 

medicamento ou suplemento disponível até o momento é recomendado de forma sistemática 

para tratar a DHGNA, porque não ficou comprovado que algum deles beneficie a maioria dos 

pacientes com DHGNA(18), faz-se necessário a condução de mais ensaios clínicos na faixa 

etária pediátrica. , com objetivo de reforçar os poucos dados publicados . 
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4  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Desenho e população do estudo 

 

O estudo desenvolvido em duas etapas: 1) etapa de triagem dos adolescentes para identificação 

daqueles com DHGNA, resultando na comparação entre os adolescentes com e sem DHGNA, 

definidos segundo o método diagnóstico ultrassonográfico; 2) etapa de realização do estudo de 

intervenção, com os resultados comparativos entre os momentos pré- e pós-intervenção dos 

adolescentes que tiveram o quadro de DHGNA confirmado com o método mais acurado, a 

ressonância nuclear magnética. Os pacientes incluídos na etapa 1 do estudo foram submetidos 

a todos os procedimentos padronizados na consulta da semana 1 (pré-intervenção) do ensaio 

clínico, execeto pela realização da ressonância nuclear magnética. 

Trata-se de um estudo de intervenção, tipo ensaio clínico randomizado (ECR), paralelo, duplo 

cego, com grupo comparativo (placebo). O ECR foi registrado no ReBEC - Registro Brasileiro 

de Ensaios Clínicos (https://ensaiosclinicos.gov.br), código UTN U1111-1249-3983.  

 

Foram estudados adolescentes de 10 a 19 anos de idade, residentes do município de Salvador e 

região metropolitana que foram acompanhados no Ambulatório de Pediatria do Ambulatório 

Docente Assistencial de Brotas (ADAB), vinculado ao curso de graduação em Medicina da 

Escola Bahiana de Medicina e Saúde Pública (EBMSP).  

 

Os participantes foram provenientes do ambulatório de Obesidade Infanto-Juvenil, localizado 

no Complexo Hospitalar Universitário Professor Edgard Santos (Complexo HUPES) da 

Universidade Federal da Bahia (UFBA), e adicionalmente recrutados através de divulgação da 

realização da pesquisa em redes sociais e grupos assistenciais da rede pública.  

 

4.1.1 Cálculo e tamanho amostral 

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

 

Para o cálculo amostral da segunda etapa (o ensaio clínico randomizado) foram definidos nível 

de confiança de 95% e poder de 80%. Com base em níveis médios (DP) de percentual de PDFF 

à ressonância nuclear magnética esperados de 18,3%(±7,6) (125), previamente descritos em 

adultos  com DHGNA, e estimando um efeito de mudança (diferença) de média em 15%, 

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

https://ensaiosclinicos.gov.br/
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4.2 Aplicação dos critérios de elegibilidade e triagem ultrassonográfica 

 

Os interessados que compareceram ao ADAB provenientes do ambulatório de Obesidade 

Infanto-Juvenil, localizado no Complexo Hospitalar Universitário Professor Edgard Santos 

(Complexo HUPES) da Universidade Federal da Bahia (UFBA), após conhecimento do 

protocolo e assinatura do TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido), eram 

encaminhados diretamente para realização da USG (ultrassonografia) e consulta médico-

nutricional, dado que eram comprovadamente obesos. Para aqueles recrutados em redes sociais 

e outros grupos assistenciais da rede pública, um formulário on-line foi encaminhado via 

WhatsApp, para preenchimento de dados de identificação, incluindo peso e altura, para 

confirmação do diagnóstico antropométrico de excesso de peso. Nesta primeira etapa  foram 

avaliados 92 potenciais participantes, pacientes obesos na faixa etária entre 10 e 19 anos de 

idade. Nesta triagem foi orientado preparo para a realização da ultrassonografia de abdome 

superior, com jejum prévio de 4 horas. Do total de interessados, compareceram para consulta 

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

 

Todos foram classificados como tendo excesso de peso e, atendendo ao chamamento da 

pesquisa, após conhecimento do protocolo e assinatura do TCLE, os pacientes realizaram uma 

triagem ultrassonográfica para pesquisa de DHGNA, consulta médica, nutricional, avaliação 

antropométrica clínica, avaliação da composição corporal e através de Bioimpedância, além de 

coleta de exames laboratoriais. 

 

Posteriormente, todos os adolescentes avaliados foram divididos em dois grupos: 1) com 

diagnóstico ultrassonográfico de DHGNA; e, 2) sem diagnóstico ultrassonográfico de DHGNA. 

Aqueles pertencentes ao primeiro grupo, foram convidados a continuar no estudo, sendo 

encaminhados para continuação do protocolo, com a aplicação dos critérios de inclusão, 

conforme descrito adiante. Os demais permaneceram ou foram encaminhados para 

acompanhamento clínico no ambulatório de Obesidade Infanto-Juvenil, localizado no 

Complexo Hospitalar Universitário Professor Edgard Santos (Complexo HUPES).  

 

4.3 Critérios de inclusão e exclusão e seleção da amostra final do ECR 

 

Foram critérios de inclusão para o estudo de ECR: 
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1) apresentar achado ultrassonográfico compatível com presença de esteatose hepática de 

qualquer grau;  

2) ter confirmação de qualquer grau de obesidade, baseado no indicador IMC/idade acima 

de +2 escores z da curva da OMS. Para esses cálculos utilizou-se do software anthro(126) 

da Organização Mundial da Saúde (OMS) (45); 

3) Ser residentes da região metropolitana e de Salvador, para minimizar o risco de ausência 

às consultas de avaliação; 

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

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

 

Aqueles que consentiram em participar do estudo, mediante assinatura do TCLE e TA 

(Apêndices A e B), foram submetidos à avaliação laboratorial, descrita detalhadamente no 

tópico 4.5.8 Avaliações Laboratoriais. Todos foram encaminhados para a realização de 

avaliação da presença de esteatose hepática, fibrose hepática e sobrecarga de ferro através da 

Ressonância Nuclear Magnética (RNM), conforme será detalhada posteriormente. 

 

Após os resultados laboratoriais e a realização da RNM, foram aplicados, em consulta de 

avaliação médico-nutricional os critérios de exclusão, conforme descritos: 

 

1) Apresentarem diabetes mellitus, definida como glicemia de jejum acima de 100 

mg/dl)(127); 

2) Apresentarem obesidade de etiologia endógena, comorbidade psiquiátrica ou doença que 

interferia diretamente na evolução ponderal, conforme avaliação da médica 

pesquisadora (JB); 

3) Estar em uso de medicações como metformina, estatinas, laxantes, antibióticos, 

antidepressivos, corticoides, ansiolíticos e/ou qualquer outra medicação que pudessem 

interferir na microbiota intestinal ou causar dano hepático como reação adversa; 

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

5) Não apresentassem diagnóstico de DHGNA após a avaliação realizada pela RNM, 

conforme critérios diagnósticos detalhados no tópico 4.5.7 B, Ressonância nuclear 

magnética de fígado. 
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Os pacientes portadores de DHGNA confirmados pela RNM foram convidados a participar do 

ensaio clínico e estes foram alocados, aleatoriamente, no grupo intervenção ou grupo 

comparativo.  

 

4.4 Procedimentos de Randomização e Alocação 

 

A randomização foi feita em “blocos” aleatórios de 4 ou 6 participantes, na proporção 1:1, 

aleatoriamente distribuídos em cada bloco, sendo realizados 2 blocos de seis e 4 blocos de 4 

participantes. O processo de randomização foi realizado utilizando o sítio eletrônico 

https://www.random.org (128). Os códigos atribuídos a cada participante foram utilizados no 

processo de randomização , 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 alocação foi mantido mediante a codificação dos sachês contendo o produto de 

intervenção 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 aferições dos desfechos não tiveram 

acesso ao processo de alocação.  

 

O sigilo de alocação foi garantido com a utilização de envelopes opacos azuis, selados com 

identificação externa com o nome do participante, cujo código numérico gerado que 

identificava o participante e o grupo em que foi randomizado, só estaria disponível no momento 

da entrega da caixa do suplemento durante a consulta, a qual estava marcada com os mesmos 

números presentes na lista de randomização. Diante do número presente no envelope, a equipe 

de campo, acessava a caixa lacrada com o mesmo número retirado do envelope, contendo os 

sachês com o probiótico ou com o placebo. Apenas o coordenador da pesquisa teve acesso a 

essas informações. 

 

 

4.5 Protocolo de intervenção, instrumentos e procedimentos de coleta 

 

4.5.1 Caracterização da Intervenção e do Placebo 

 

https://www.random.org/
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A intervenção consistiu na administração da combinação dos probióticos Lactobacillus 

acidophilus LA-5® e Bifidobacterium lactis BB-12®, contendo 1 x 109 Unidades Formadoras 

de Colônias (UFC) de cada um dos probióticos, na forma de pó liofilizado conforme laudo de 

especificações do fabricante (Anexo A), administrado por via oral, uma vez ao dia, 

acondicionados em sachês a serem consumidos diluídos em água em temperatura ambiente. 

Como o produto utilizado está disponível comercialmente, todos os sachês foram embalados 

em etiquetas adesivas de alto poder de colagem, opacas, de modo a não ser possível o 

reconhecimento da embalagem pelos participantes e pela equipe de condução dos 

procedimentos do ECR. O acondicionamento dos sachês nas caixas codificadas foi realizado 

pelo coordenador do estudo, que não participou de nenhuma das etapas de coleta de dados 

conforme ilustrados na Figura 2. 

 

O grupo placebo recebeu sachês 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 orientações, conforme laudo e especificações do fabricante (Anexo B).  

 

Figura 2 - Apresentação dos sachês de probióticos e placebos entregue aos pacientes 

 

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

dos sachês placebo e Probiótico, respectivamente.  

4.5.2 Descrição do protocolo para uso dos sachês 
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Os participantes foram notificados diariamente em horário padrão, via mensagens telefônicas 

para lembrar de fazer uso do produto. Durante a consulta inicial foi demonstrado como utilizar 

o produto, como acondicioná-los e foi fornecido um folheto com orientações (Apêndice C), 

com ilustrações para orientação sobre o uso. Além de ter sido enviado via mensagem telefônica, 

um vídeo explicativo, demonstrando a utilização do produto, foi confeccionado para evitar erros 

durante o processo de uso dos sachês.  

 

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

avaliação  

 

Todos os agendamentos das visitas para avaliação médica, nutricional, laboratorial e/ou 

radiológica foram realizados via contato telefônico com antecedência e, envio de, no mínimo, 

quatro mensagens telefônicas lembrando a data da consulta e/ou da coleta de exames, com as 

orientações 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 avaliação. A exceção 

dos exames de RNM, todas as outras avaliações foram realizadas no Centro de Pesquisa, no 

ADAB.  

 

Os participantes que não puderam comparecer na data prevista tinham suas consultas 

reagendadas com proximidade de pelo menos 48h da data prevista, com o objetivo de manter o 

número de dias de observação próximo ao padrão previamente definido. 

 

Cada participante recebeu, na primeira consulta, um manual explicativo (Apêndice D) sobre a 

doença, sobre o uso do produto em teste, com uma tabela de controle de peso, reações 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 período de intervenção, sempre no mesmo horário, diariamente, os adolescentes 

e/ou responsáveis recebiam uma mensagem com um cartão digital (card) lembrando da 

utilização 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 admissão 

nas 3 primeiras, recebiam as caixas com sachês de  probióticos ou placebo, nas semanas 1,6,12 

e 16, eram submetidos à avaliação da composição corporal através da Bioimpedância, avaliação 
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antropométrica e consulta nutricional e médica, além da aplicação do IPAQ-C (International 

Physical Activity Questionnaire - questionário internacional de atividade física para crianças) 

ou IPAQ-A (International Physical Activity Questionnaire -questionário internacional de 

atividade física para adultos) e realização do recordatório alimentar  de 24 h. Nas  semanas 1 e 

4  a  aferição de  dobras  cutâneas  foram realizadas, quando anatomicamente possível . Nas 

semanas 6, 12 e 16 eram realizadas as contagens de sachês utilizados e pesquisa de reações 

adversas. A coleta de exames laboratoriais foi realizada nas semanas 1 e 16. Os avaliadores 

(médica e nutricionista) não tinham conhecimento sobre em qual grupo o paciente estava 

alocado. As avaliações foram realizadas em grupos de 8 a 10 participantes a cada semana, para 

operacionalizar a realização de todo o protocolo dentro dos prazos estabelecidos. 

 

Os pacientes foram orientados a utilizar o contato telefônico recebido e de uso restrito e 

dedicado ao protocolo para registrar qualquer sintomatologia relacionada ao uso do produto, 

bem como relatar sobre adoecimento, internações ou uso de medicamentos de qualquer 

natureza. 

 

Em todas as visitas foram realizadas anamnese direcionada, exame clínico e avaliação 

nutricional. Durante a entrevista, em cada visita, o paciente ou responsável era interrogado 

sobre esquecimento de uso, número de dias sem utilização e qual o motivo.  Todos os dados 

foram registrados nos respectivos CRFs(Case Report Forms)(Apêndice 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 orientações médicas e nutricionais 

de rotina, durante o atendimento, devolveram os sachês utilizados para contagem e recebiam 

novas caixas codificadas contendo os sachês envelopados, a serem utilizados no domicílio.  

 

4.5.4 Avaliação Médica  

 

Durante a consulta clínica era aplicado questionário padrão sobre sinais e sintomas relacionados 

à obesidade e gerais de todos os sistemas corporais, bem como uso de medicamentos no 

intervalo das visitas, mediante o preenchimento do CRF, mostrado no Apêndice E, preenchido 

pelo mesmo examinador em todas as visitas (JB). Dados sobre o adoecimento no período, uso 

de medicações sobretudo corticoides e antibióticos foram interrogados. Alterações relacionadas 

ao ritmo intestinal foram questionadas e registradas. O exame físico geral e dos órgãos 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 Avaliação Nutricional 

 

A consulta com nutricionista (CF) consistiu na realização da avaliação antropométrica e com 

bioimpedância, aplicação do recordatório alimentar de 24h e orientações dietéticas 

padronizadas para todos os participantes, de acordo com a faixa etária (pré-púbere e pós-púbere) 

através da disponibilização de um cardápio de reeducação alimentar (Apêndices F e G). 

 

A) Avaliação antropométrica e de composição corporal 

 

Os dados antropométricos avaliados em todas as consultas foram realizados pelo mesmo 

examinador (CF). Foram obtidos peso, estatura, circunferência abdominal e pregas cutâneas. 

Com jejum mínimo de 2 horas, todos os participantes, em todas as visitas do protocolo, tiveram 

o peso aferido utilizando a balança de bioimpedância tetrapolar  modelo Inbody 520® 

(Biospace Co., Ltd.USA) devidamente calibrada por empresa especializada, segundo critérios 

do Instituto Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade Industrial (INMETRO). Para 

determinação do peso corporal, o participante em trajes de banho, previamente orientado pela 

equipe do estudo, foi posicionado em pé, no centro da plataforma da balança, com os pés 

localizados nos eletrodos distais (piso da balança). Posteriormente, com os braços abertos e 

segurando as hastes contendo os eletrodos próximos ao corpo, foram orientados a evitar 

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

 

Concomitantemente à obtenção do peso, realizou-se a avaliação da composição corporal, por 

meio da bioimpedância, segundo procedimento já citado. Após o comando emitido pelo 

equipamento, uma corrente de baixo estímulo de intensidade e indolor foi induzida passando 

do eletrodo fonte para o eletrodo de captação. A queda de voltagem percebida por este último 

eletrodo é registrada e através de equações previamente validadas, o próprio analisador 

disponibiliza os valores e os respectivos referenciais de acordo com a faixa etária, sexo e peso 

corporal, fornecendo os seguintes dados mensurados: peso (em Kg) , IMC (em Kg/m2), água 

corporal total (litros), proteína (em Kg), massa mineral (em kg), massa muscular esquelética 

(em Kg), massa gorda (em Kg), percentual de gordura corporal (em %), relação cintura quadril 

(RCQ), taxa metabólica basal (em Kcal) e o balanço 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  

impedância para cada segmento avaliado nas frequências de 5kHz, 50 kHz e  500 kHz. O 

relatório emitido pelo equipamento com todos esses dados está mostrado no anexo C. 

 

Para a aferição da estatura, foi utilizado estadiômetro modelo portátil SECA 206® (SECA 

Medical Measuring Systems and Scales, Deutschland) com precisão de 0,1 cm e capacidade de 

200 cm. O participante foi avaliado descalço, em posição ereta, com os pés unidos, calcanhares, 

nádegas, costas e parte posterior da cabeça em contato com a escala. Através do cursor, foi 

registrada a medida da estatura, compreendida entre a distância da planta dos pés e ponto mais 

alto da cabeça, estando o adolescente em estado de expiração máxima. O índice de massa 

corporal (IMC) foi calculado através da razão entre o peso (em kg) e o quadrado da altura (em 

metros). A circunferência da cintura (CC) foi medida utilizando uma fita métrica não elástica 

milimetrada, sendo o referencial o ponto médio entre a crista ilíaca e a última costela.  

 

As dobras cutâneas tricipital (DCT), subescapular (DCS) e a circunferência do braço (CB) 

foram aferidas, quando anatomicamente possível, nas semanas 1 e 16. A circunferência do 

braço (CB) foi aferida no braço direito, em posição relaxada e flexionada em direção ao tórax, 

formando um ângulo de 90 graus, para identificação do ponto médio entre o acrômio e o 

olécrano. Após, a CB foi medida no ponto marcado, no contorno do braço, estando este, 

relaxado ao longo do corpo e com a palma da mão voltada para a coxa, com auxílio de uma fita 

métrica inelástica milimetrada. Para aferir a dobra cutânea tricipital (DCT) foi utilizado como 

referencial o mesmo ponto médio da aferição da circunferência do braço, estando o braço 

relaxado e solto ao lado do corpo, formando um ângulo reto, separando levemente a dobra 

cutânea (pele mais gordura subcutânea), desprendendo-a do tecido muscular. Foi utilizado o 

adipômetro Científico Tradicional, marca Cescorf® (Cescorf, Equipamentos Antropométricos, 

Porto Alegre, RS), aplicado a uma pressão constante de 10g/mm2, com sensibilidade de aferição 

de 0,1 mm. Para aferir a dobra cutânea subescapular (DCS) foi marcado um ponto 

imediatamente abaixo do ângulo inferior da escápula, levantou-se a pele cerca de 1,0 cm abaixo 

de seu ângulo inferior, de tal forma que se pudesse observar um ângulo de 45° entre esta e a 

coluna vertebral. O adipômetro foi aplicado estando o paciente com braços e ombros relaxados.  

 

http://www.produtoshospitalaresonline.com.br/resultadopesquisa?pag=1&departamento=&buscarpor=cescorf&smart=0
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A aferição sequencial das variáveis descritas nos itens 4.5.5, 4.5.6 e 4.5.7,  teve como objetivo 

principal controlar  a influencia das suas variações  na mudança do desfecho principal, causando 

confundimento. 

 

B) Avaliação do consumo alimentar 

 

O consumo alimentar foi avaliado através de quatro recordatórios de 24 horas realizados nas 

semanas 1, 6, 12 e 16. Nestas visitas, obteve-se informações verbais sobre a ingestão alimentar 

das últimas 24 horas, com dados sobre os alimentos consumidos e informações sobre 

peso/tamanho das porções que foram consumidas. Um manual fotográfico de quantificação 

alimentar(129), com modelos de porções foi utilizado para quantificar as porções de todas as 

refeições realizadas pelo adolescente nas últimas 24h que precederam a visita ao centro. Foi 

utilizado formulário padrão para preenchimento (Apêndice H) e os dados para cálculos do 

consumo alimentar estimado de macro e micronutrientes foram realizados utilizando o software 

Dietbox, versão 2020 (https://dietbox.me/pt-BR)(130). 

 

Em relação ao consumo alimentar, os parâmetros avaliados foram: consumo energético total 

(kcal/dia), percentual de adequação do consumo energético (%), consumo de proteína (g/dia), 

consumo de proteína por quilo de peso (g/kg/dia), percentual de proteína na dieta (%), consumo 

de carboidrato (g/dia), percentual de carboidrato na dieta (%), consumo de lipídio (g/dia), 

percentual de lipídio 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 Avaliação da prática de atividade física   

 

Em todas as visitas ao centro, para avaliação padronizada da prática de atividade física, foram 

aplicados, ao participante, o Questionário Internacional de Atividade Física (International 

Physical Activity Questionnaire - IPAQ), na versão curta, de acordo com a faixa etária. Usou-

se o 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 Avaliações Radiológicas 

 

As avaliações radiológicas foram realizadas com a ultrassonografia (USG) de abdome superior, 

para investigação da elegibilidade para o ECR, enquanto a Ressonância Nuclear Magnética 

(RNM), foi utilizada para confirmar a presença de esteatose hepática, mediante a quantificação 

de gordura, e avaliação do efeito da intervenção nos desfechos primários. 

 

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-Japão) com o transdutor convexo de 2 a 5 MHz. Foi pesquisada a 

presença de esteatose hepática e, quando presente, a classificação desta em graus I, II e III, 

baseando-se na alteração da ecogenicidade hepática, na identificação dos vasos intra-hepáticos 

e do diafragma, segundo critérios descritos por Hamaguchi et al.(132). Todos os exames 

ultrassonográficos foram realizados na instituição de pesquisa. 

 

B) Ressonância nuclear magnética de fígado 

 

Na semana 1 (pré-intervenção) e semana 16 (pós-intervenção), foram realizadas as ressonâncias 

nucleares magnéticas (RNM) hepáticas. O estudo foi empregado para avaliação da rigidez 

hepática através da sequência de elastografia guiada por RM com uso do aparelho GE Optima 

360W, de 1,5T, sem a injeção do meio de contraste. Foram realizadas ainda, sequências 

adicionais para quantificação de gordura hepática, através da medida da fração média de 

gordura pela técnica de densidade de prótons (PDFF) utilizando como valores de referência 

para classificação do grau de esteatose conforme descrição no quadro1 (133, 134). 

 

4.5.8 Avaliações Laboratoriais   

 

Nas semanas 1 (pré-intervenção) e 16 (pós-intervenção), após jejum mínimo de 8 horas, foram 

coletadas, por venopunctura, em tubos de coleta a vácuo, amostras de 20 ml de sangue de cada 

participante, distribuídas em duas alíquotas. As amostras foram centrifugadas usando centrífuga 

de mesa padrão, para a separação de soro, usando técnicas laboratoriais padronizadas. A 

primeira alíquota foi encaminhada para dosagens de estimativas bioquímicas de glicemia, 
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insulinemia, aminotransferases, creatinina, ureia, T4 livre e TSH, ferritina, gama-glutamil 

transferase, fosfatase alcalina, bilirrubina, proteína C reativa ultrassensível, vitamina D (25-

OH) e perfil lipídico. O perfil bioquímico foi analisado com analisador bioquímico 

automatizado (Konelab 20®, Thermo-Fischer, Espoo, Finlândia). Método padrão de glicose-

oxidase-peroxidase (GOD-POD) foi usado para avaliar a glicose em jejum (catálogo # 981379 

da Thermo-Fischer). Kit comercial da Multiplex (Luminexcorp®, Austin, TX, EUA) foi usado 

para avaliar os níveis de insulina em jejum. A dosagem de 25-OH-vitamina D foi realizada no 

soro, através do método de quimioluminescência. 

 

A segunda alíquota, coletada em tubos contendo EDTA foi submetida a processo de 

centrifugação sob resfriamento a -4o C, para obter o plasma. Neste material foram dosados os 

níveis plasmáticos de fator de transformação de crescimento β (TGF-β) e heme oxigenase-1 

(HO-1), utilizando ensaio imunoenzimático único (ELISA Systems, Minneapolis, Minnesota), 

conforme as instruções 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 clínico randomizado 
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4.6 Definição dos desfechos e variáveis do protocolo do ECR 

 

4.6.1 Desfechos Clínicos 

 

Para aferição da pressão arterial utilizou-se tensiômetro digital OMRON modelo HEM-7122® 

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

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

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

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

quando PAS e PAD maior ou igual ao percentil 90 e menor que o percentil 95 em crianças 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 estádio 1 e 2 conforme o Quadro 1. 

 

                 Quadro 1 - Categorias de pressão arterial 

                     Crianças entre 1 e 13 anos Crianças com 13 

anos ou mais  

Normal < percentil 90 < 120/80 mmHg 

Elevada ≥ percentil 90 e < percentil 95 ou  

120/80 mmHg e < 95 percentis (o 

que for mais baixo) 

120/<80 mmHg até 

129/<80 mmHg 

Estágio 1 ≥ 95 percentil e < 95 percentil + 12 

mmHg 

ou 130/80 mmHg até 139/89 

mmHg (o que for mais baixo)  

130/80 mmHg até 

139/89 mmHg 

Estágio 2 ≥ percentil 95 + 12 mmHg ou ≥ 

140/90 mmHg (o que for mais 

baixo)  

≥ 140/90 mmHg  

                      Fonte: Adaptado  de   Flynn JT, et al., 2017 (135) 
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Considerou-se reação adversa, qualquer sinal ou sintoma relatado durante as consultas médicas 

de avaliação, sendo analisado pelos pesquisadores médicos do estudo (JB e NBS) se estas se 

relacionavam ao uso do probiótico. Sintomas gastrointestinais, especialmente alterações no 

padrão de dejeções, flatulência, distensão e dor abdominal foram rigorosamente questionados. 

Entre as visitas ao centro do estudo, o ADAB, os familiares e adolescentes poderiam relatar 

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

 

Especificamente em relação ao ritmo intestinal, o diagnóstico de constipação intestinal foi 

realizado através da utilização dos critérios de ROMA IV (136) e a descrição da consistência 

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

 

4.6.2 Desfechos Antropométricos e Nutricionais 

 

Sobrepeso, obesidade e obesidade grave foram considerados como presentes, entre os 

indivíduos de 5 a 19 anos, quando o indicador IMC/I foi > +1, > +2 e > +3 escores z, 

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

 

A classificação da circunferência da cintura (CC), para jovens de 5 a 17 anos, seguiu os 

critérios propostos por Freedman et al. (138), considerando-se aumentada quando a medida 

situava-se acima do percentil 90 em relação ao gênero e idade. Para aqueles com 18 anos 

de idade em diante, seguiu-se a classificação utilizada pela OMS para adultos, que 

considera, para as mulheres, CC aumentada quando os valores são acima de 80,0 cm e, para 

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

 

Os referenciais para medidas das dobras cutâneas tricipital (DCT), subescapular (DCS) e da 

circunferência do braço (CB) utilizados foram descritos por Frisancho, 1990 (139), nos quais 

os valores acima do percentil 95 representam risco de doenças 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 Física 

 

Para classificar o padrão de atividade física, de acordo com a padronização do IPAQ, foram 

utilizados os seguintes critérios:  

1) Sedentário, para aquele adolescente que não realiza nenhuma atividade física por pelo menos 

10 minutos contínuos durante a semana;  

2) Insuficientemente Ativo A, para aquele adolescente que realiza 10 minutos contínuos de 

atividade física, seguindo pelo menos um dos critérios citados: frequência de cinco 

dias/semana ou duração 150 minutos/semana;  

3) Insuficientemente Ativo B, para aquele que não atinge nenhum dos critérios da recomendação 

citada nos indivíduos insuficientemente ativos A;  

4) Ativo, para aquele adolescente que cumpre as seguintes recomendações: a) atividade 

física vigorosa ≥ 3 dias/semana e ≥ 20 minutos/sessão; b) moderada ou caminhada ≥ 5 

dias/semana e ≥ 30 minutos/sessão; c) qualquer atividade somada: ≥ 5 dias/semana e ≥ 

150 min/semana;  

5) Muito Ativo, para aquele adolescente que cumpre as seguintes recomendações: a) 

vigorosa ≥ 5 dias/semana e ≥ 30 min/sessão; b) vigorosa ≥ 3 dias/ semana e ≥ 20 

min/sessão + moderada e ou caminhada ≥ 5 dias/ semana e ≥ 30 min/sessão. 

 

4.6.4 Desfechos Radiológicos 

 

A presença de DHGNA foi baseada na quantificação de gordura hepática, através do método 

de redução da fração média estimada de gordura pela técnica de densidade de prótons (PDFF - 

Proton Density Fat Fraction), utilizando como valores de referência para classificação de 

esteatose, o descrito no quadro 2. 
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    Quadro 2 - Classificação de esteatose hepática baseada nos valores de PDFF 

Classificação Valores de PDFF 

0 (Normal) ≤ 5,1 % 

1 (Leve) 5,1-14% 

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

3 (Acentuada) > 28% 

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

 

A elastografia foi utilizada para avaliar a presença de rigidez hepática e, consequentemente, 

graus de fibrose, sendo descrita por valores em quilopascal (kPa), estimados no exame. Os 

valores de referência utilizados para classificar a presença de fibrose e a gravidade do 

comprometimento foram os descritos no quadro 3. 

 

Quadro 3 - valores de referência, em kPa, da elastografia por RNM para identificação de 

classificação de fibrose 

Valores de kPa  Classificação  

< 2,5 kPa Normal  

2,5-2,9 kPa Normal ou Inflamação 

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 quantificação de ferro no parênquima hepático através de software Ideal/IQ 

R, classificando-se como presença de sobrecarga de ferro se T2* <16ms e R2* > 60. 

 A avaliação multiparamétrica do fígado possibilitou então, através do método de PDFF - 

Proton Density Fat Fraction, da medida do R2 e T2* e da elastografia hepática, avaliarmos a 

presença de gordura, ferro e de fibrose no parênquima hepático, num exame de curta duração e 

sem utilização de contraste ou radiação ionizante. O exame foi realizado na clínica de imagem 

Delfin Medicina Diagnóstica, (localizada na Avenida Antônio Carlos Magalhães, 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-intervenção) e 16 (pós-intervenção), após jejum mínimo de 8 horas, foram 

coletadas, amostras de sangue de cada participante, para dosagens de estimativas bioquímicas 

de glicemia, insulinemia, aminotransferases, creatinina, ureia, T4 livre e TSH, ferritina, gama-

glutamil transferase, fosfatase alcalina, bilirrubina, proteína C reativa ultrassensível, vitamina 

D (25-OH)  perfil lipídico  e níveis plasmáticos de fator de transformação de crescimento β 

(TGF-β) e heme oxigenase-1 (HO-1), excetuando-se os dois últimos parâmetros apenas dosados 

no grupo comparativo na triagem inicial. 

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

semanas 1 e 4 foram calculadas e comparadas entre os 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 etária e sexo, acrescidos de dois desvios 

padrão, descritos por Almeida et al. 2008, Quadros 4 e 5  (141).  
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Quadro 4 - Média e desvio padrão dos valores de insulinemia de jejum medidos em meninos 

e meninas de acordo com a faixa etária 

 

Média e desvio padrão dos valores de insulinemia de jejum medidos em meninos e meninas 

de acordo com a faixa etária 

                          

    Insulinemia (μUI/mL)       

                          

    Meninos  Meninas            

  Idade   n Média (DP)   n Média (DP)   p*       

                          

  7 a 8,9 anos   30 3,08 (2,42)   39 3,14 (1,78)   0,51       

  9 a 10,9 anos   32 4,21 (2,24)   50 5,49 (3,25)   0,081       

  11 a 12,9 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       

  15 a 17,9 anos   26 4,67 (2,80)   47 6,75 (3,19)   0,0015       

  p†     0,0001     0,0001           

DP = desvio padrão.                     

* Teste de Mann 

Whitney.                     

† Teste de Kruskal-Wallis para comparação simultânea de mais de dois 

grupos.           
      Fonte: Almeida et al., 2008(141) 

 

Quadro 5 - Média e desvio padrão dos valores de HOMA IR de jejum medidos em meninos e 

meninas de acordo com a faixa etária 

 

                          

    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       

  9 a 10,9 anos   32 0,93 (0,52)   50 1,20 (0,71)   0,086       

  11 a 12,9 anos   37 1,03 (0,81)   62 1,44 (0,79)   0,0032       

  13 a 14,9 anos   58 1,57 (0,82)   66 1,72 (0,87)   0,29       

  15 a 17,9 anos   26 1,05 (0,67)   47 1,49 (0,70)   0,0035       

  p†     0,0001     0,0001           

DP = desvio padrão; HOMA = homeostasis model 

assessment.             

* Teste de Mann-

Whitney.                     

† Teste de Kruskal-Wallis para comparação simultânea de mais de dois 

grupos.           
        Fonte: Almeida et al., 2008(141) 
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Para os referenciais de valores do perfil lipídico seguiu-se as diretrizes da Atualização da 

Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevenção da Aterosclerose – 2017 conforme o Quadro 

6 (142). 

Quadro 6 - Referência de valores para colesterol total e frações e triglicérides na faixa etária 

pediátrica. 

Lipídios  Em jejum  Sem jejum  

Nível aceitável (mg/dL)  Nível aceitável (mg/dL)  

Colesterol total  < 170  < 170  

LDL colesterol  < 110  < 110  

HDL colesterol  > 45  > 45  

Triglicérides  

–0-9 anos  

– 10-19 anos  

 

< 75  

< 90 

 

< 85  

< 100 

Não-HDL-C  < 120  —  

Apoliproteína B  < 90  —  

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

 

Níveis de AST e ALT descritos como elevados foram considerados superiores a 22 U / L para 

meninas e 26 U / L para meninos, segundo as recomendações da NASPGHAN Clinical Practice 

Guideline for the Diagnosis and Treatment of Nonalcoholic Fatty Liver Disease in 

Children(18).  

 

Para 25OH vitamina D, considerou-se como referencial os valores recomendados pela Global 

Consensus Recommendations on Prevention and Management of Nutritional Rickets, que 

considera suficiência valores acima de 20ng/m, insuficiência de 2-20ng/mL e deficiência 

abaixo de 12 ng/mL (143). 

 

Os valores de normalidade descritos pela técnica bioquímica empregada nas dosagens para 

Ferritina (feminino: 10-291 e masculino: 22-322ng/mL) e para PCR ultrassensível: 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 Análise dos dados 

 

4.7.1 Triagem e comparação entre os grupos com e sem DHGNA(Etapa1) 

 

As variáveis contínuas foram testadas para distribuição Gaussiana usando o teste D’Agostino-

Pearson. Nenhuma variável exibiu distribuição normal. Os valores medianos com intervalos 

interquartílicos foram usados como medidas de tendência central e dispersão, respectivamente. 

O teste U de Mann-Whitney (comparando 2 grupos) ou o teste de Kruskal-Wallis com os testes 

ad hoc de comparação múltipla ou de tendência linear não paramétrica de Dunn (para mais de 

2 grupos) foram usados para comparar variáveis contínuas, enquanto o qui-quadrado de Pearson 

teste foi usado para comparar as variáveis apresentadas como porcentagens. Análises de 

agrupamento hierárquico (método de Ward) de log10 transformado e dados normalizados de 

pontuação z foram empregados para representar o perfil de expressão geral dos marcadores 

bioquímicos indicados nos subgrupos de estudo. Todas as comparações foram pré-especificadas 

e bicaudais. As diferenças com valores de p abaixo de 0,05 após o ajuste de Holm-Bonferroni 

para comparações múltiplas foram consideradas estatisticamente significativas. Os perfis de 

correlação entre os parâmetros bioquímicos foram examinados usando a análise de rede das 

matrizes de correlação de Spearman. Correlações com valor de p <0,05 foram incluídas na 

visualização da rede. Os valores de classificação de Spearman (rho) foram usados para 

descrever a força das correlações entre o grau / gravidade da esteatose hepática e as 

concentrações circulantes dos parâmetros bioquímicos. 

 

Um modelo discriminante usando análise de correlação canônica esparsa (CCA) foi empregado 

para avaliar se uma combinação de biomarcadores circulantes poderia discriminar indivíduos 

com esteatose hepática daqueles sem esta condição. Foram empregadas, basicamente, dois tipos 

de análises: uma baseada em valores de concentração individuais e outra explorando o perfil de 

correlações entre vários marcadores em cada grupo clínico. O modelo discriminante utilizado 

na exploração dos dados foi baseado no CCA. Nesta análise, a forma como cada biomarcador 

se correlaciona entre si, ao invés de seus valores de concentração, é usada para inferir diferenças 

entre os grupos de estudo(144,145). Este modelo não é baseado no número de correlações, mas 

a qualidade (se a correlação é positiva ou negativa) e a força (valor de rho) são calculadas para 

testar as diferenças entre os grupos. 
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O grau de perturbação molecular (MDP) foi calculado usando valores dos parâmetros 

bioquímicos para inferir o grau de perturbação bioquímica (DBP) associado à esteatose 

hepática. Este método foi usado e detalhado anteriormente (144-146). No presente estudo, “Sem 

esteatose” foi definida como o grupo “referência”, e o nível médio e o desvio padrão desse 

grupo de referência foram calculados para as concentrações plasmáticas de cada marcador 

inflamatório. O escore PAD de um marcador individual em uma determinada amostra “s” foi 

definido pela diferença no nível de concentração na amostra “s” da média do marcador no grupo 

de referência dividido pelo desvio padrão correspondente. Assim, a pontuação do PAD 

representa o número de desvios padrão da referência. Indivíduos que apresentaram valores de 

PAD acima de dois desvios-padrão do valor médio dos controles foram considerados 

bioquimicamente perturbados. 

 

Um modelo de regressão multivariável utilizando variáveis com p-valor univariado <0,2 foi 

realizado para avaliar as razões de chance (OR) e intervalos de confiança de 95% (ICs) das 

associações entre os valores dos parâmetros indicados e a ocorrência de esteatose hepática. A 

análise da curva Receiver Operator Characteristics (ROC) foi empregada para testar o 

desempenho dos níveis plasmáticos de TGF-β para distinguir pacientes com ou sem esteatose 

hepática. 

 

As análises estatísticas 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 estatístico R. 

 

4.7.2 Ensaio clínico randomizado 

 

As variáveis quantitativas foram descritas com mediana (intervalos interquartis) e medidas de 

frequência simples e relativas foram utilizadas para descrever as variáveis categóricas. Para 

comparar os exames laboratoriais e os parâmetros antropométricos entre as visitas 4 e 1 será 

utilizado o teste t para amostras pareadas ou o teste não paramétrico de Wilcoxon, se indicado. 

A avaliação da variação do peso, IMC e CA e composição corporal através da bioimpedância 

entre as visitas 1,2,3 e 4 foi calculada pela análise de variância de medidas repetidas 

(MANOVA). O programa Stata 11.0 foi utilizado para realizar as análises. Valores de p < 0,05 

foram considerados significantes. 
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As análises estatísticas 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 estatístico R. 

 

4.8 Questões éticas  

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Escola Bahiana de Medicina e 

Saúde Pública, sob o número de parecer (Anexo H). Todos os participantes da pesquisa foram 

esclarecidos quanto aos seus objetivos e só foram avaliados após a assinatura do Termo de 

Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) por um dos genitores ou responsável legal, e pelo 

Termo de Assentimento (TA) assinado pelo próprio adolescente, dentro dos termos exigidos 

pela resolução no 466/12 do Conselho Nacional de Saúde. 

 

O projeto foi realizado no Ambulatório Docente Assistencial de Brotas, Escola Bahiana de 

Medicina e Saúde Pública (EBMSP), no ambulatório de obesidade. Foram descritas as etapas 

do projeto e da intervenção, o caráter cego e o uso de placebo com a possibilidade do 

participante ser alocado, de maneira randômica, no braço probiótico ou placebo, bem como os 

possíveis benefícios e riscos da intervenção. A participação foi voluntária. Os dados foram 

mantidos sob sigilo, tendo acesso às informações apenas o grupo de trabalho, que manteve 

sigilo absoluto, conforme termo de sigilo assinado previamente por todos os pesquisadores 

(Apêndice G), não sendo fornecidos os dados individuais para outros profissionais ou 

instituições. 

 

Os adolescentes e um dos genitores ou responsável legal, após o término do protocolo, foram 

reavaliados e tiveram os resultados do estudo informados. Para aqueles com indicação de 

introdução de farmacoterapia, foram prescritos conforme indicação clínica pelos dois 

pesquisadores médicos do protocolo (JB e NBS), respectivamente, no Ambulatório de Pediatria 

do Ambulatório Docente Assistencial de Brotas (ADAB), vinculado ao curso de graduação em 

Medicina da Escola Bahiana de Medicina e Saúde Pública (EBMSP) e no Ambulatório de 

Obesidade Infanto-Juvenil, localizado no Complexo Hospitalar Universitário 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 identificação daqueles com DHGNA, resultando na comparação entre os 

adolescentes com e sem DHGNA, definidos segundo o método diagnóstico utilizado na triagem 

– a ultrassonografia; 2) etapa de realização do estudo de intervenção, com os resultados 

comparativos entre os momentos pré- e pós-intervenção dos adolescentes que tiveram o quadro 

de DHGNA confirmado com o método mais acurado, a ressonância nuclear magnética. 

 

5.1 Comparação dos grupos com e sem DHGNA (Etapa 1) 

 

5.1.1 Características dos participantes  

 

Noventa e dois adolescentes com sobrepeso e obesidade foram triados utilizando a 

ultrassonografia de abdome, dos quais 72 participantes foram incluídos na 1a etapa, sendo 36 

sem esteatose hepática e 36 com esteatose hepática. 

 

A mediana (p25-p75) de idade foi menor (p=0,010) em indivíduos 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 

índice 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 circunferência da cintura (87,8 (82,3 – 97,5 vs. 101,0 92,5 – 110.1; p=0,0003) em 

adolescentes com esteatose, mas não a frequência de obesidade abdominal (p=0,245). Esses 

adolescentes com esteatose também tinham hipertensão e síndrome metabólica com mais 

frequência do que aqueles do grupo comparativo (Tabela 1). 
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Tabela 1 - Características dos 72 adolescentes participantes da triagem inicial do estudo, 

atendidos no ambulatório Docente Assistencial da Escola Bahiana de Medicina, cidade de 

Salvador, Bahia 

Características 

Sem DHGNA 

(N=36) 

 com DHGNA 

(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 

Síndrome metabólica 2 (5.6) 
 

8 (22.2) 0,085 

Obesidade grave  12 (33.3) 
 

19 (52.8) 0,153 

IMC/Idade (Z- escore)* 2.59 (2.17 – 3.14) 
 

3.01 (2.57 – 3.44) 0,012 

Circunferência cintura > p90 26 (72.2) 
 

31 (86.1) 0,245 

Circunferência cintura (CC)* 87.8 (82.3 – 97.5) 
 

101.0 (92.5 – 110.1) 0,0003 

Hipertensão arterial 2 (5,6) 
 

10 (27,8) 0,024 

PAS (mmHg)* 115.5 (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: Índice de Massa Corporal; PAS: Pressão Arterial Sistólica; PAD: Pressão Arterial Diastólica.  

* Os dados representam mediana e intervalo interquartil. Os demais estão expressos em frequência absoluta (%). 

O teste U de Mann-Whitney foi usado para comparar a idade, os dados antropométricos e a distribuição da pressão 

arterial entre os grupos e o teste exato de Fisher foi usado para comparar a frequência de indivíduos do sexo 

masculino e a frequência de comorbidades entre os grupos. Os valores p em negrito são estatisticamente 

significativos. 

 

 

5.1.2 Comparação dos parâmetros bioquímicos do sangue periférico entre participantes com e 

sem esteatose hepática 

 

Foram examinadas a expressão de 25 parâmetros no sangue periférico para comparar os perfis 

bioquímicos e inflamatórios dos adolescentes com ou sem esteatose hepática.  

 

A Tabela 2 mostra as comparações destes parâmetros entre os grupos com e sem esteatose 

hepática diagnosticada pela ultrassonografia. 
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Tabela 2 - Comparação dos marcadores bioquímicos e inflamatórios entre os 72 participantes 

da triagem inicial, identificados com e sem DHGNA, por via ultrassonográfica, atendidos no 

ambulatório Docente Assistencial da Escola Bahiana de Medicina, na cidade de Salvador, Bahia 

Marcadores 

bioquímicos 
Unidade Sem DHGNA Com DHGNA P 

Hematócrito  % 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 UI/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 – 4,5) 0,6769 

Colesterol total  mg/dL 159,0 (140,5-180,0) 157,5 (123,5-181,5) 0,2414 

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 µUL/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 Vitamina D ng/mL 21,7 (19,1-24,8) 20,5 (18,1-24,3) 0,4850 

PCR ultrassensível mg/dL 0,25 (0,10-0,62) 0,25 (0,09-0,50) 0,9148 

TGF-β 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 variáveis contínuas entre os grupos. Os valores de p em 

negrito foram estatisticamente significativos. 
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Os indivíduos com DHGNA exibiram uma tendência de diminuição dos níveis de HO-1 e 

fosfatase alcalina e aumento dos níveis de triglicerídeos, AST, ALT, GGT e TGF-β (Figura 4A, 

painel esquerdo e Tabela 2). A análise de diferenças de vezes das concentrações circulantes de 

cada marcador bioquímico está resumida na Figura 3A, painel direito. Entre todos os 

marcadores, apenas os valores medianos de ALT, GGT e TGF-β 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 análise de correlação canônica esparsa (CCA), 

observou-se que os pacientes com DHGNA podem ser distinguidos daqueles sem esteatose com 

alto grau de precisão (área sob a curva (AUC) da curva de características 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 avaliação dos valores dos coeficientes 

canônicos do modelo CCA revelou que os marcadores mais significativos responsáveis pela 

discriminação entre indivíduos com ou sem DHGNA foram LDL-c, triglicerídeos, TGF-β, 

ALT, HDL-c e hematócrito (Figura 4B, direita painel). 
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Figura 4 - Alterações nas proteínas bioquímicas do sangue periférico de pacientes com e sem 

esteatose hepática 

 

(A) Painel superior: Na análise de agrupamento hierárquico (método de Ward com bootstrap 100X) foi empregado 

para representar a expressão geral das proteínas plasmáticas na população do estudo. Painel direito: Valores médios 

de diferença nos níveis de proteínas plasmáticas para pacientes com esteatose hepática e grupo sem esteatose. As 

diferenças que alcançaram significância estatística com o teste U de Mann-Whitney ajustado para comparações 

múltiplas usando o método de Holm-Bonferroni (p ajustado <0,05) são representadas em barras coloridas. (B) 

Painel inferior: em uma abordagem exploratória, uma análise de correlação canônica esparsa (sCCA) foi 

empregada para testar se os grupos experimentais poderiam ser distinguidos com base nos perfis de correlação dos 

marcadores circulantes combinados. A análise vetorial foi usada para traçar a direção de influência dos parâmetros 

mais significativos no espaço canônico. Painel direito: os escores dos coeficientes canônicos foram calculados 

para identificar os biomarcadores responsáveis pela diferença entre os grupos no modelo sCCA. Abreviaturas 

(ordem alfabética): ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; PCR: proteína C reativa; 

fT4: tiroxina livre; GGT: gama-glutamil transferase; HDL-c: colesterol de alta densidade; HO-1: heme oxigenase-

1; TGF-β: fator transformador de crescimento β; TSH: hormônio estimulador da tireoide. 

 

5.1.3 Perfil de correlações entre os parâmetros bioquímicos do sangue e a presença de DHGNA 
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Empregando uma abordagem com análise de rede, em que as correlações de Spearman são 

visualizadas como conexões entre os parâmetros, para identificar a dinamicidade, força e 

qualidade das relações entre os valores dos marcadores bioquímicos e proteínas inflamatórias 

no plasma dos diferentes grupos de indivíduos, foi identificado que as redes dos grupos clínicos 

distintos exibiram diferenças na complexidade e na qualidade das interações estatísticas entre 

os marcadores bioquímicos (Figura 4).  
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Figura 5 - Mudanças nas correlações entre as concentrações de proteínas plasmáticas nos 

pacientes com DHGNA 

 

 
A análise de rede das matrizes de correlação de biomarcadores foi realizada com bootstrap (100 ×). Correlações 

significativas (p <0,05) são mostradas. Cada círculo representa um parâmetro diferente. O tamanho do círculo 

infere o número de correlações envolvendo cada parâmetro. As linhas representam os valores rho. A cor vermelha 

infere correlação positiva, enquanto a cor azul denota correlações negativas. O mapa de calor de análise de nó 

mostra o número de correlações estatisticamente significativas envolvendo cada marcador por grupo clínico. 

Abreviaturas (ordem alfabética): ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; IMC: índice 

de massa corporal; PCR: proteína C reativa; fT4: tiroxina livre; GGT: gama-glutamil transferase; HDL-c: 

colesterol de alta densidade; HO-1: heme oxigenase-1; Homa-IR: avaliação do modelo homeostático; TGF-β: fator 

transformador de crescimento β; TSH: hormônio estimulador da tireoide. 
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Independentemente do grupo clínico, a maioria das correlações relevantes foi positiva, o que 

significa que os aumentos nos valores de um determinado marcador foram seguidos por 

concentrações elevadas de outros parâmetros bioquímicos. É importante ressaltar que a 

densidade das redes (relacionada ao número de correlações estatisticamente significativas) foi 

maior no grupo de pacientes com DHGNA. 

 

No grupo de participantes sem DHGNA, foram detectadas oito correlações significativas 

negativas enquanto no grupo com DHGNA foram observadas seis correlações negativas, 

destacando-se o T4 livre, que exibiu apenas interações negativas com os valores de Homa-IR, 

triglicérides, LDL-c e GGT. Digno de nota, os marcadores que exibiram o maior número de 

relações significativas no grupo de indivíduos sem DHGNA foram fosfatase alcalina, ALT e 

triglicerídeos (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 análises também revelaram que o TGF-β não foi o marcador com maior número 

de correlações nas distintas matrizes. No entanto, tal marcador estava relacionado com 

diferentes parâmetros nas redes e com perfis de correlação distintos (correlações positivas vs. 

negativas) (Figura 5), o que explica em parte porque o TGF-β foi relevante para explicar as 

diferenças entre os grupos de estudo descritos em o modelo discriminante com base nas 

correlações descritas na Figura 5B.  

 

5.1.4 Associações entre o grau de DHGNA e os valores dos parâmetros bioquímicos no sangue 

periférico 

 

Testou-se se aumentos graduais na gravidade da esteatose hepática seriam proporcionais às 

mudanças nos valores dos parâmetros bioquímicos no sangue. Foram calculados os valores 

medianos de cada parâmetro bioquímico por grupo de indivíduos estratificados de acordo com 

o grau de esteatose hepática (Tabela 3). Esses valores foram transformados em log10 e o escore 

z normalizado para construir um mapa de calor para ilustrar as tendências na variação dos dados 

(Figura 6A, painel esquerdo). Esta análise revelou que os indivíduos estratificados com base no 

grau de esteatose apresentam um perfil de expressão distinto dos parâmetros bioquímicos. O 

agrupamento hierárquico dos parâmetros bioquímicos pôde identificar três agrupamentos 

principais. O primeiro cluster exibiu valores relativamente mais altos de hematócrito, PCR, 

LDL-c, bilirrubina direta, glicose, creatinina e AST naqueles com diagnóstico ultrassonográfico 
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de esteatose moderada ou grave (Figura 6A, painel esquerdo). O segundo cluster exibiu 

marcadores que apresentaram níveis semelhantes entre os grupos com esteatose leve ou 

moderada / grave, com níveis aumentados de hemoglobina, GGT e albumina. Além disso, os 

níveis de TGF-β foram relativamente maiores no grupo de doença leve, enquanto os valores de 

triglicerídeos e ALT foram maiores na esteatose moderada / grave (Figura 6A, painel esquerdo). 

O último cluster apresentou níveis aumentados de colesterol total, fosfatase alcalina, HDL-c, 

fT4, ureia, HO-1 e vitamina D no grupo de indivíduos sem esteatose hepática (Figura 6A, painel 

esquerdo). 
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Figura 6 - Correlação de Spearman dos parâmetros bioquímicos no sangue dos pacientes de 

acordo com o grau de DHGNA 

 

 

 

(A) Painel esquerdo: os dados de cada parâmetro foram transformados em Log10. Os valores médios para cada 

grupo clínico indicado foram normalizados com escore z e uma análise de agrupamento hierárquica foi realizada 

para ilustrar os perfis bioquímicos gerais de acordo com o grau das doenças. Painel direito: correlação entre o grau 

de DHGNA e os parâmetros bioquímicos. A análise de correlação de Spearman foi usada e os valores de rho são 

mostrados. As linhas azuis representam correlações com relevância estatística. (B) Gráficos de dispersão das 



73 

 

 

 

 

concentrações do parâmetro indicado cujos valores apresentaram diferenças estatisticamente significativas entre 

os grupos de estudo usando o teste de Kruskal-Wallis com teste ad hoc de comparações múltiplas de Dunn (* p 

<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, ns: não significativo) # representa a significância estatística (p <0,05) do teste ad 

hoc de tendência linear não paramétrica. As barras representam os valores medianos, enquanto os bigodes 

representam os intervalos interquartis. Abreviaturas (ordem alfabética): ALT: alanina aminotransferase; AST: 

aspartato aminotransferase; IMC: índice de massa corporal; PCR: proteína C reativa; fT4: tiroxina livre; GGT: 

gama-glutamil transferase; HDL-c: colesterol de alta densidade; HO-1: heme oxigenase-1; TGF-β: fator 

transformador de crescimento β; TSH: hormônio estimulador da tireoide. 

 

Tabela 3 - Concentração de marcadores bioquímicos de acordo com o grau de DHGNA, 36 

adolescentes participantes da triagem inicial do estudo, atendidos no ambulatório Docente 

Assistencial da Escola Bahiana de Medicina, na cidade de Salvador, Bahia)  

       

Marcador 

bioquímico 

Unidade                               DHGNA Valor  de 

p 

Resulta

do pós 

teste 

Ausente Leve Moderada/Grave    

IMC Kg/m2 28.6 

 (26.2-33.2) 

31.4 

(28.6-34.9) 

38.1 

(35.1-40.1) 

0.0005 b 

IMC/Idade escore Z  2.6 

(2.2 – 3.1) 

2.9 

(2.6 – 3.3) 

3.4 

(3.1 – 3.7) 

0.0080 b 

Hematócrito  % 38.9 

 (36.5-40.4) 

38.4 

(37.4-41.9) 

39.4 

(37.8-40.9) 

0.6665 ns 

Hemoglobina g/dL 13.1  

(12.3-13.8) 

13.2 

(12.6-14.4) 

13.2 

(12.8-14.2) 

0.3985 ns 

Glicose  mg/dL 87.3 

(84.1-91.8) 

85.9 

(83.8-90.5) 

89.7 

(86.5-91.8) 

0.2948 ns 

Insulina UI/mL 15.2 

(9.4-24.0) 

16.8 

(9.34-22.7) 

15.4 

(9.5-21.4) 

0.8844 ns 

Homa-IR - 3.4 

(2.2 – 4.9) 

3.7 

(2.1 – 4.8) 

3.3 

(2.6 – 4.5) 

0.8574 ns 

Colesterol total  mg/dL 159.0 

(140.5-180.0) 

157.5 

(119.3-

181.5) 

154 

(135.8-180.5) 

0.4939 ns 

HDL mg/dL 41.0 

(37.2-47.0) 

40.5 

(34.7-46.8) 

37.5 

(30.5-40.0) 

0.0736 ns 

LDL mg/dL 89.6 

(79.8-113.5) 

86.5 

(68.0-

108.3) 

95.5 

(83.3-116.0) 

0.4842 ns 
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Tabela 3 - Concentração de marcadores bioquímicos de acordo com o grau de DHGNA, 36 

adolescentes participantes da triagem inicial do estudo, atendidos no ambulatório Docente 

Assistencial da Escola Bahiana de Medicina, na cidade de Salvador, Bahia) (Continuação)  

Marcador 

bioquímico 

Unidade                                 DHGNA Valor  de 

p 

Resulta

do pós 

teste 

Ausente Leve Moderada/Grave    

Triglicérides  mg/dL 82.5 

(71.0-124.3) 

97.5 

(74.5-

195.8) 

107.5 

(81.0-134.3) 

0.4278 ns 

Ureia mg/dL 22.0 

(19.0-26.7) 

21.0 

(17.0-27.7) 

21.5 

(19.0-25.5) 

0.6584 ns 

Creatinina  mg/dL 0.63 

(0.60-0.70) 

0.63 

(0.57-0.78) 

0.69 

(0.55-0.80) 

0.8367 ns 

AST U/L 19.1 

(17.0-23.9) 

19.5 

(17.0-27.7) 

22.5 

(20.2-24.7) 

0.2614 ns 

ALT U/L 16.0 

(12.2-21.8) 

22.0 

(15.0-33.6) 

25.0 

(21.0-37.5) 

0.0016 a; b 

GGT U/L 18.0 

(16.0-23.0) 

25.0 

(17.0-35.0) 

25.0 

(20.5-37.7) 

0.0576 ns 

Fosfatase 

alcalina  

U/L 256.2 

(134.3-327.5) 

206.4 

(104.0-

310.8) 

138.0 

(81.0-248.5) 

0.0662 ns 

Albumina g/dL 4.4 

(4.2-4.6) 

4.45 

(4.30-4.70) 

4.45 

(4.15-4.60) 

0.6382 ns 

Bilirrubina 

direta  

g/dL 0.16 

(0.13-0.22) 

0.15 

(0.11-0.19) 

0.17 

(0.12-0.21) 

0.7231 ns 

Bilirrubina 

indireta  

g/dL 0.17 

(0.10-0.24) 

0.17 

(0.05-0.25) 

0.17 

(0.10-0.42) 

0.8829 ns 

TSH µUL/mL 2.2 

(1.6-3.0) 

2.3 

(1.8-3.35) 

1.48 

(1.35-1.71) 

0.0730 ns 

T4 livre ng/dL 1.2 

(1.0-1.3) 

1.2 

(1.05-1.28) 

1.13 

(1.07-1.21) 

0.7506 ns 

Ferritina  ng/mL 68.1 

(43.7-81.9) 

73.7 

(44.9-

120.0) 

72.2 

(41.2-101.8) 

0.4829 ns 
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Tabela 3 - Concentração de marcadores bioquímicos de acordo com o grau de DHGNA, 36 

adolescentes participantes da triagem inicial do estudo, atendidos no ambulatório Docente 

Assistencial da Escola Bahiana de Medicina, na cidade de Salvador, Bahia) (Continuação)  

Marcador 

bioquímico 

Unidade DHGNA Valor  de 

p 

Resulta

do pós 

teste 

Ausente Leve Moderada/Grave    

25OHvitamina 

D 

ng/mL 21.7 

(19.1-24.8) 

20.5 

(18.2-24.2) 

20.6 

(14.9-24.4) 

0.7230 ns 

PCR 

ultrassensível 

mg/dL 0.25 

(0.10-0.62) 

0.20 

(0.08-0.41) 

0.46 

(0.10-0.76) 

0.5051 ns 

TGF-β pg/mL 4.58 

(0.11-15.3) 

579.6 

(20.67-

796.2) 

521.8 

(73.52-637.3) 

0.0001 a; b 

HO-1 pg/mL 47.9 

(12.9-98.4) 

22.0 

(11.0-65.5) 

30.32 

(10.0-110.6) 

0.5385 ns 

Os dados representam medianas e intervalos interquartis. Os dados foram analisados usando o teste de Kruskal-

Wallis com comparações múltiplas de Dunn. Os valores de p em negrito foram estatisticamente significativos. 

Comparações ad hoc com valor de p <0,05: a Sem esteatose vs. esteatose leve, b Sem DHGNA vs. DHGNA 

moderada / grave. ns: não significativo. 

 

Os valores de concentração de cada biomarcador foram examinados para correlação direta com 

o grau de esteatose hepática usando o teste de correlação de Spearman (Figura 6A, painel 

direito). Os valores de GGT, TGF-β, ALT e IMC / idade apresentaram correlação positiva, 

enquanto os da fosfatase alcalina e HDL-c foram negativamente correlacionados, com o grau 

de esteatose hepática (Figura 6A, painel direito). A Figura 6B mostra gráficos de dispersão com 

distribuição dos seis parâmetros que foram estatisticamente associados à gravidade da esteatose 

hepática na análise de correlação. Observamos que os valores medianos de IMC, ALT e TGF-

β aumentaram nos indivíduos com esteatose pelo teste de Kruskal-Wallis. Os valores medianos 

de GGT, fosfatase alcalina e HDL-c não exibiram uma variação clara após o DHGNA. Digno 

de nota, embora as concentrações de TGF-β fossem maiores em indivíduos com esteatose, os 

valores eram indistinguíveis entre pacientes com doença leve e aqueles com apresentação 

moderada / grave (Figura 6B). A figura 6 representa com mais detalhes as correlações entre os 

valores de IMC, ALT e TGF-β quando todos os participantes do estudo foram investigados 

como um único grupo, independentemente da esteatose. É importante ressaltar que a 

concentração de TGF-β 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 análise semelhante 

também foi observada uma correlação positiva entre os níveis de TGF-β e ALT (r = 0,31; p = 

0,0006). 

 

5.1.5 DHGNA e grau de perturbação bioquímica no sangue periférico 

 

A representação do Grau de Perturbação Bioquímica (PAD, conforme descrito em Métodos) 

está demonstrada na Figura 7A. Os pacientes com esteatose hepática exibiram aumento 

substancial nos valores de pontuação da PAD em comparação com aqueles sem esteatose (p 

<0,0001). Na análise de agrupamento hierárquico usando os valores PAD calculados para cada 

biomarcador (Figura 7B).  Observou-se que embora os valores gerais de PAD fossem, em 

média, maiores em indivíduos com DHGNA, os valores de PAD individuais calculados para 

cada biomarcador não puderam distinguir claramente os subgrupos de participantes 

estratificados por ocorrência de esteatose (Figura 7B), grau de esteatose (Figura 6) ou grau de 

obesidade (Figura 4), bem como por sexo (Figura 7B). Apenas as perturbações de ALT, GGT, 

creatinina e TGF-β foram estatisticamente maiores nos pacientes com esteatose (Figura 7B, 

painel direito).  
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Figura 7 - Grau de perturbação bioquímica entre os grupos com e sem DHGNA 

 

(A) Painel esquerdo: os histogramas mostram os valores de pontuação de grau de perturbação bioquímica (DBP) 

de amostra única em relação a cada grupo de estudo, conforme indicado. Painel direito: os gráficos em caixa 

representam a distribuição 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 análise de agrupamento hierárquico 

(método de Ward) foi empregada para mostrar o grau molecular de perturbação de cada marcador bioquímico. 

Painel direito: Valores médios de diferença na PAD para pacientes com esteatose hepática e grupo sem esteatose. 

Abreviaturas (ordem alfabética): ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; PCR: proteína 

C reativa; fT4: tiroxina livre; GGT: gama-glutamil transferase; HDL-c: colesterol de alta densidade; HO-1: heme 

oxigenase-1; TGF-β: fator transformador de crescimento β; TSH: hormônio estimulador da tireoide. 

 

 

5.1.6 Associação entre DHGNA e níveis de TGF-β e Hemeoxigenase 

 

Empregou-se uma análise multivariada para identificar os parâmetros bioquímicos que 

poderiam estar independentemente associados à DHGNA. Os marcadores que apresentaram 

valor de p ≤ 0,2 em comparações univariadas entre os grupos de participantes com ou sem 

DHGNA foram incluídos no modelo multivariado (Tabelas 1 e 2 e Figura 8A). Após o ajuste 

para sexo, idade, IMC / escore z de idade e circunferência da cintura, aumentos em 1-log nas 

concentrações plasmáticas de TGF-β foram associados a 3,63 maiores chances de DHGNA. Foi 

utilizada uma análise da curva ROC para calcular a precisão desse biomarcador potencial de 
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esteatose hepática. Descobriu-se que as concentrações plasmáticas de TGF-β (valor de corte> 

31,6 pg / mL) tiveram uma precisão total de 83% (área 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 hepática. 

 

Figura 8 - Parâmetros bioquímicos associados à DHGNA

 

(A) Modelo de regressão multivariável de variáveis que foram estatisticamente significativas (p <0,05) em 

comparações univariadas (ver comparações univariadas nas Tabelas S1 e S2). (B) Curvas Receiver Operator 

Characteristic (ROC) foram empregadas para testar o desempenho do TGF-β para distinguir pacientes com ou sem 

esteatose hepática. Abreviaturas (ordem alfabética): ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato 

aminotransferase; AUC: área sob a curva; IMC: índice de massa corporal; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; 

GGT: gama-glutamil transferase; TGF-β: fator transformador de crescimento β. 

 

5.2 Ensaio Clínico Randomizado, Duplo-cego, Placebo controlado 

 

Foram considerados elegíveis 36 pacientes com diagnóstico de DHGNA na ultrassonografia de 

triagem, os quais foram encaminhados para realizar a RNM. Neste grupo, foram excluídos dois 
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pacientes por possuírem transtornos psiquiátricos diagnosticados na consulta inicial e seis que 

não confirmaram a presença de DHGNA na RNM de abdome (Figura 9).  

 

Figura 9 - Fluxograma CONSORT  do desenho do estudo 

 

 

Para o estudo de intervenção foram arrolados 28 adolescentes entre 10 e 19 anos, com 

obesidade, segundo critérios antropométricos preconizados pela OMS e o Ministério da Saúde 

do Brasil (40). Todos apresentaram critério diagnóstico de DHGNA baseado nos dados do valor 

do PDFF > 5,1%. Dois participantes não completaram o protocolo para a avaliação radiológica 
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do efeito da intervenção na DHGNA, dado que não 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 Probiótico e 12 no grupo Placebo). Para os demais desfechos, a 

amostra final avaliada foi de 28 adolescentes. 

 

5.2.1 Caracterização dos grupos intervenção e placebo na linha de base  

 

As características demográficas, antropométricas e clínicas dos adolescentes com DHGNA no 

baseline estão descritas na Tabela 4. 

 

Tabela 4 - Comparação das características sociodemográficas, clínicas e antropométricas entre 

os grupos Probiótico (N=14) e Placebo (N=14), atendidos no ambulatório Docente Assistencial 

da Escola Bahiana de Medicina, na cidade de Salvador, Bahia) 

 Variáveis 
Probiótico 

N (%) 

Placebo 

N (%) 
P 

Idade (anos)a 14,0 (12,0 - 16,2) 15,5 (12,0 - 16,2) >0,999 

Sexo   0,705 

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

   Feminino  06 (42,9) 07 (50,0)  

Estrato sócio-econômico   0,127 

   Estrato A e B  04 (33,3) 08 (66,7)  

   Estrato C, D e E 10 (62,5) 06 (37,5)  

Diagnóstico Antropométrico   >0,999 

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

   Obeso grave 9 (64,3) 9 (64,3)  

Peso (kg)a 100,2(81,6-118,7) 102,7(76,9-110,3) 0,629 

Altura (cm)a 167,5(162,5-173,2) 166,5(163,2-173,2) 0,764 

IMC (Kg/m2)a 34,6(30,7-40,6) 34,7(29,1-37,6) 0,448 

IMC/idade (escore z)a 3,23(2,7-3,6) 3,11(2,4-3,4)  

Circunferência da cintura  105(95,4-114,5) 101,5(94-110,5) 0,462 
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Tabela 4 - Comparação das características sociodemográficas, clínicas e antropométricas 

entre os grupos Probiótico (N=14) e Placebo (N=14), atendidos no ambulatório Docente 

Assistencial da Escola Bahiana de Medicina, na cidade de Salvador, Bahia)(Continuação) 

 Variáveis 
Probiótico 

N (%) 

Placebo 

N (%) 
P 

Composição corporal 

Percentual de gordura ( % ) 

Massa Gorda ( Kg ) 

Massa muscular esquelética( Kg)  

RCQ 

Taxa metabólica basal ( Kcal) 

 

 

46,1(41,3-51,8) 

46,2(35,9-57,8) 

29,3(25,9-31,9) 

 

0,94(0,89-0,97) 

1515,5(1390,7-

1598,5) 

45,2(38,8-49,7) 

40,8(32,9-49,6) 

28,8(23,5-35,3) 

 

0,92(0,87-0,95) 

1499(1297-1726,7) 

 

0,338 

0,206 

0,783 

 

0,289 

0,679 

 

DHGNA (Diagnóstico RNM) 

Leve 

Moderado 

 

9 (64,3) 

5 (35,7) 

 

9 (64,3) 

5 (35,7) 

 

>0,999 

 

Hipertensão 1(7,1) 2(14,3) 0,538 

Síndrome Metabólica 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 (variáveis contínuas) ou frequência (variáveis categóricas). 

O teste U de Mann-Whitney foi usado para comparar a idade, os dados antropométricos e a distribuição da pressão 

arterial entre os grupos e o teste exato de Fisher foi usado para comparar a frequência de indivíduos do sexo 

masculino e a frequência de comorbidades e sedentarismo entre os grupos.  

 

 

Os grupos Probiótico e Placebo não apresentaram diferenças estatisticamente significantes 

quando comparadas todas as características clínicas, antropométricas e quanto a presença de 

comorbidades, conforme mostrado na Tabela 4. 

 

A Tabela 5 compara os grupos intervenção e placebo em relação às características laboratoriais 

na linha de base. Não foram observadas diferenças estatisticamente significantes, exceto nos 

valores de colesterol total (p=0,041). Os níveis médios de colesterol-LDL foram mais elevados 

na linha de base entre os adolescentes que receberam a intervenção com probióticos, de modo 

limítrofe (p=0,056). 
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Tabela 5 - Valores medianos (p25 – p75) dos parâmetros radiológicos e bioquímicos estudados 

entre os grupos probiótico (N= 14) e placebo (N=14) no baseline (pré-intervenção). ADAB, 

EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020. 

Variáveis 
Probiótico Placebo 

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 Hepática (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 

Relação 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 

Triglicerídeos 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 (variáveis contínuas). O teste U de Mann-Whitney foi 

usado para comparar os parâmetros bioquímicos entre os grupos. Os valores p em negrito são estatisticamente 

significativos. 

 

5.2.2 Efeito do uso do probiótico nos valores de PDFF e Rigidez hepática obtidos na RNM  

 

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

12® nos valores de PDFF obtidos na RNM estão descritos nos gráficos 1A e 1B. 
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Gráfico 1 - 1A– Variação percentual dos valores do PDFF entre o baseline e a semana 16 (Sem 

16) para os grupos Probiótico e Placebo; 1B – Variação dos valores absolutos de PDFF entre o 

baseline e a semana 16 (Sem 16). ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020 

 

 
 

 

Observou-se uma diferença percentual média (DP) positiva entre a semana 16 e a linha de base, 

em ambos os grupos, respectivamente, 1,97 (30,20) vs. 8,59(29,21), para os grupos Probiótico 

e Placebo, não significante (p=0,607). Em termos de variação absoluta, a redução média (DP) 

do percentual de gordura hepática estimado pelo PDFF foi, respectivamente para os grupos 

Probiótico e Placebo, de -0,44(3,79) e +1,52(4,01) (p=0,504). Conforme observado nos gráficos 
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1A e 1B, houve muita diversidade nas respostas ao uso do probiótico e do placebo. Destaca-se 

que as três maiores reduções do percentual de esteatose hepática ocorreram no grupo Placebo. 

 

Os achados para a variação dos valores de rigidez hepática estão mostrados no gráfico 2A e 2B. 

 

Gráfico 2 - 2A– Variação percentual dos valores de rigidez hepática entre o baseline e a 

semana 16 para os grupos Probiótico e Placebo. ˆ2B – Variação dos valores absolutos de 

rigidez hepática entre o baseline e a semana 16. ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro 

  

Para os valores de rigidez hepática, observou-se uma redução média da diferença percentual 

entre a semana 16 e a linha de base, para o grupo Probiótico, 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 variação absoluta, a 

redução média (DP) da rigidez hepática foi de -0,15(0,39), para o grupo Probiótico, 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 probiótico na gravidade da DHGNA 

 

Observou-se que, dentre os 12 adolescentes que foram alocados aleatoriamente no grupo 

placebo, três indivíduos (25,0%) apresentaram piora na classificação da gravidade da esteatose 

hepática. No grupo que recebeu a intervenção, dentre os 14 participantes, apenas um 

adolescente (7,1%) apresentou piora na classificação da esteatose hepática baseado na 

classificação de gravidade, segundo as faixas de valores do PDFF obtidos antes e depois, através 

da ressonância magnética (Gráfico 3). 

 

Gráfico 3 - Efeito do uso de Probiótico na gravidade da DHGNA (piora da classificação) entre 

os grupos probiótico (N=14) e placebo (N=12) após a intervenção. ADAB, EBMSP, outubro 

de 2019 a fevereiro de 2020. 

 

 

 

 Piorou

Probiótico

(N=14)

7.14% 

Placebo

(N =12)

25.0%

26 Adolescentes

p = 0,306*

* Teste exato de Fisher
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5.2.4 Efeito do uso do probiótico nos parâmetros bioquímicos hepáticos  

 

As diferenças absolutas e percentuais dos valores de AST, ALT, GGT, fosfatase alcalina e da 

relação AST/ALT entre a semana 16 (pós-intervenção) e o baseline (pré-intervenção) estão 

descritos na tabela 6 e no gráfico 4. 

 

Tabela 6 - Comparação das diferenças absolutas e percentuais (antes e após a intervenção) dos 

parâmetros bioquímicos hepáticos entre os grupos Probiótico (N=14) e Placebo (N=14). 

ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020 

Parâmetros 
Probiótico Placebo 

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 

Relação 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 

 

Não foram observadas diferenças significativas na variação dos parâmetros bioquímicos 

hepáticos analisados entre o baseline (pré-intervenção) e a semana 16 (pós-intervenção). 

Adicionalmente, observa-se a amplitude das respostas obtidas entre os adolescentes estudados, 

caracterizada pelos elevados valores de desvio-padrão observados (gráfico 4). 
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Gráfico 4 - A, B e C – Evolução 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 (Probiótico e 

Placebo). ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020. 

 
As linhas dos gráficos de variação relativa indicam o desvio-padrão da média das diferenças relativas. 
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5.2.5 Efeito do uso do probiótico nos parâmetros bioquímicos do metabolismo glicídico 

 

A Tabela 7 e o Gráfico 5 mostram, respectivamente, a variação absoluta e percentual dos 

valores de glicemia, insulina e HOMA-IR antes e após a intervenção e os valores obtidos no 

baseline e na semana 16.  

 

Tabela 7 - Comparação das diferenças dos valores absolutos e percentuais de Glicemia, insulina 

e Homa-IR entre os grupos Probiótico (N=14) e Placebo (N=14), antes e após a intervenção. 

ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020. 

Parâmetros 
Probiótico Placebo 

P* 

Média (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 (UI/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 não-paramétrico de Mann-Whitney. 

 

Após 16 semanas de intervenção, 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 intervenção, 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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Gráfico 5 - Valores de glicemia (mg/dL), insulinemia (UI/L) e HOMA-IR antes e após a 

intervenção e valores das diferenças absolutas entre a semana 16 e o baseline dos níveis de 

glicemia (mg/dL), insulinemia (UI/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 probiótico nos níveis séricos de colesterol e triglicerídeos 

 

Observou-se uma tendência de redução mais acentuada dos níveis de colesterol total no grupo 

Probiótico, tanto para os valores absolutos (p=0,085) quanto para a variação percentual 

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

 

Tabela 8 - Comparação das diferenças dos valores absolutos e percentuais de colesterol total e 

frações entre os grupos Probiótico (N=14) e Placebo (N=14), antes e após a intervenção. 

ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020 

Parâmetros 
Probiótico Placebo 

P* 

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 

Triglicerídeos (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 não-paramétrico de Mann-Whitney. 

 

Após 16 semanas de intervenção, os valores finais medianos (p25-p75) do colesterol total foram 

significativamente menores entre os adolescentes que receberam a intervenção (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 redução observada foi acentuada, porém limítrofe (102,5 [83,0 – 123,7] vs. 86,0 [77,0 – 

101,5]; p=0,055). Esses achados não foram observados para o HDL-colesterol (p=0,975) e os 

triglicerídeos (p=0,706), conforme mostrado no gráfico 10. No grupo placebo não foram 

observadas diferenças estatisticamente significantes nos valores de Colesterol total (p>0,999), 

LDL (p=0,340), HDL (p=0,909) e triglicerídeos (0,802) antes e após intervenção.  
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Gráfico 6 - A, B, C e D – Evolução dos valores de Colesterol Total (mg/dl), LDL-c (mg/dl), 

HDL-c (mg/dl) e triglicerídeos (mg/dl) e diferença média percentual entre o baseline e semana 

16, estratificado de acordo com o tipo de grupo de estudo (Probiótico e Placebo). ADAB, 

EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020. 

 

As linhas dos gráficos de variação relativa indicam o erro-padrão da média. 
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5.2.7 Efeito do uso do probiótico nos valores de ferritina, PCR e vitamina D 

 

Os valores médios (DP) das diferenças absolutas e percentuais dos valores de ferritina, PCR e 

vitamina D, entre a semana 16 e o baseline para grupo, estão descritos na Tabela 9. Não foram 

observadas diferenças estatisticamente significantes entre os dois grupos do estudo. 

 

Tabela 9 - Comparação das diferenças dos valores absolutos e percentuais de ferritina, vitamina 

D e PCR-US entre os grupos Probiótico (N=14) e Placebo (N=14), antes e após a intervenção. 

ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020 

Parâmetros 
Probiótico Placebo 

P* 

Média (DP) Média (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 (UI/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 não-paramétrico de Mann-Whitney. 

 

Observou-se, mesmo sem significância estatística, uma redução média dos valores da PCR-US 

mais relevante entre os adolescentes que estavam no grupo Placebo. 

 

5.2.8 Efeito do uso do probiótico nos parâmetros antropométricos e de bioimpedância. 

 

A Tabela 10 descreve os valores medianos (p25 – p75) do peso, IMC, escore z do indicador 

IMC/idade, circunferência da cintura (CC) e o percentual de gordura corporal (PGC), obtido 

pela bioimpedância, no baseline e na semana 16. 

 

Embora não significante, observou-se aumento mediano do peso no grupo Probiótico, mas com 

redução 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 redução do indicador IMC/idade, 

mas ambos não significantes. 
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Tabela 10 - Valores medianos (p25 – p75) do peso, IMC, escore z do indicador IMC/idade, 

Circunferência da cintura, percentual de gordura corporal e relação cintura/quadril, no baseline 

(pré-) e na semana 16 (pós-intervenção). ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020 

Parâmetros 

Grupo Probiótico 

P* 

 Grupo Placebo 

P* baseline semana 16  baseline semana 16 

Mediana (p25 – p75)  Mediana (p25 – p75) 

Peso (Kg) 
100,2 

(81,6-118,7) 

101,5 

(82,4-122,4) 
0,132  102,7 

(76,9-110,3) 

99,7 

(81,5-113,5) 
0,158 

IMC (Kg/m2) 
34,7 

(31,0-40,6) 

34,0 

(29,3-40,9) 
0,802  

34,8 

(29,3-37,3) 

35,3 

(29,8-37,5) 
0,414 

IMC/idade 

(escore Z) 

3,23 

(2,81-3,66) 

3,05 

(2,68-3,87) 
0,900  3,11 

(2,46-3,36) 

3,03 

(2,44-3,29) 
0,730 

Circunferência 

da cintura (cm) 

105,0 

(97,5-114,0) 

106,0 

(96,0-115,0) 
0,875  101,5 

(94,5-110,0) 

104,5 

(94,0-112,0) 
0,345 

Gordura 

corporal (%) 

46,1 

(41,3-51,8) 

46,5 

(42,8-51,3) 
0,807  45,2 

(38,8-49,7) 

43,8 

(40-50,3) 
0,769 

Relação 

cintura/quadril 

0,93 

(0,89-0,97) 

0,96 

(0,90-0,98) 
0,673  0,92 

(0,88-0,95) 

0,93 

(0,91-0,97) 
0,632 

*
teste não paramétrico de Wilcoxon (dados pareados). 

 

Em termos de diferença 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, não foram observadas diferenças entre os grupos Probiótico e Placebo, na variação do 

IMC, escore z do indicador IMC/idade, Circunferência da Cintura (CC) e Relação 

Cintura/Quadril (RCQ), conforme detalhado na Tabela 11. 
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Tabela 11 - Comparação das diferenças absolutas e percentuais, entre o baseline e após a 

intervenção, dos valores de peso, IMC, escore z do indicador IMC/idade, CC, RCQ e percentual 

de gordura corporal entre os grupos Probiótico (N=14) e Placebo (N=14), antes e após a 

intervenção. ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020. 

 

Parâmetros 
Probiótico Placebo 

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/m2)    

   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 não paramétrico de Mann-Whitney 

 

A variação do IMC entre as quatro visitas realizadas está mostrada no gráfico 7A. Não foi 

observado aumento e/ou redução significante entre os quatro períodos de avaliação (p=0,816), 

indicando estabilidade nestes parâmetros entre os grupos de intervenção e as visitas realizadas. 

Achado similar foi observado para a variação da massa gorda, em Kg (gráfico 7B), e para os 

valores de circunferência abdominal, em centímetros (Gráfico 7C).  
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*comparação entre a semana 16 e o baseline; ** comparação entre o baseline dos grupos Probiótico e Placebo; 

*** comparação entre os grupos Probiótico e Placebo. As barras representam a amplitude dos valores. Cada ponto 

representa o dado de um participante. 

 

Gráfico 7 - Valores de IMC (kg/m2) (11A), massa gorda (Kg) (11B) e circunferência da 

cintura (cm) (11C) no baseline, semanas 6, 12 e 16, para os grupos Probiótico (N=14) e 

Placebo (N=14). ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020  
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5.3 Adesão à intervenção 

 

Em relação à adesão terapêutica (Gráfico 12), mensurada em percentual de referência ao uso 

de sachês, e considerando o total de adolescentes estudados, foi observado uma redução 

significativa (p=0,008) entre o período inicial (0 a 6 semanas) e o segundo intervalo de 

intervenção (6 a 12 semanas), conforme descrito no Gráfico 12. Essa diferença não foi 

observada entre o intervalo compreendido entre as semanas 6 a 12 e as semanas12 a 16 

(p=0,748) e na comparação entre o primeiro (0-6 semanas) e último período de intervenção (12-

16 semanas) (p=0,157). Exceto no período 12-16 semanas, todos os adolescentes alocados no 

estudo tiveram adesão superior a 80% (Gráfico 8). 

 

Gráfico 8 - Descrição do percentual individual e médio, com o respectivo IC95%, da adesão 

terapêutica, 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 

 

 

A adesão média (DP) do grupo Probiótico, 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 não 

houve diferença na adesão entre os grupos considerando os três intervalos de tempo em 

conjunto (p=0,737). Detalhadamente, não foi observado diferenças significantes, entre os 
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grupos Probiótico e Placebo, nas semanas 0-6 (p=0,150), semanas 6-12 (p=0,086) e semanas 

12-16 (p=0,814). 

 

5.4 Avaliação da segurança do uso de dos probióticos Lactobacillus Acidophilus LA-5® e 

Bifidobacterium LactisBB-12® em adolescentes obesos com DHGNA 

 

Os efeitos adversos relatados pelos pacientes estão descritos na tabela 12. Nessa mesma tabela 

descreve-se o uso de antibióticos e cirurgias recentes em cada consulta. Não houve a 

necessidade de retirada de nenhum paciente do protocolo devido aos eventos adversos 

relatados. 

 

Tabela 12 - Frequência 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 

Evento 

Probiótico  Placebo 

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 

Constipação 0/14 1/14 0/14  0/14 1/14 1/14 

Náuseas 2/14 2/14 1/14  0/14 0/14 0/14 

Vômitos 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 

Uso de 

antibióticos 
1/14 0/14 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 

alterações no ritmo intestinal (Tabela 12). Relato de diarreia ocorreram mais comumente nas 

primeiras seis semanas de intervenção, respectivamente em 28,6% (4/14) e 7,14% (1/14), dos 

adolescentes no grupo Probiótico e Placebo (p=0,326). O uso de antibiótico foi relatado por um 

adolescente do grupo Probiótico, que utilizou amoxicilina por 5 dias após cirurgia para extração 

de 3º molar. Não foram relatados internamentos. 
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Após 16 semanas, seis adolescentes apresentaram mudanças na consistência das fezes, segundo 

a Escala Bristol. Destes, cinco mudaram o padrão das fezes em um nível. Um deles mudou do 

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

 

Tabela 13 - Descrição dos pacientes que modificaram o padrão de consistência das fezes, 

segundo grupo de intervenção. ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020 

Participante Antes Depois Grupo 

Número 4 3 2         Probiótico 

Número 27 4 3         Probiótico 

Número 12 5 4 Placebo 

Número 14 4 3 Placebo 

Número 21 4 1 Placebo 

Número 26 5 4 Placebo 

Em média (DP), o grupo que usou o probiótico apresentou redução de 0,14 (0,36) no escore da 

Escala Bristol, comparado à redução de 0,43 (0,35) no grupo placebo, sem significância 

estatística para a interação entre a intervenção e o tempo (p=0,334) e similar entre os dois 

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

 

Gráfico 9 - Comparação dos valores individuais dos escores obtidos na Escala Bristol para cada 

visita realizada, entre os 28 adolescentes estudados, estratificados por grupo de intervenção. 

ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020. 
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5.5 Avaliação dos aspectos do consumo alimentar e atividade física relacionados ao uso 

dos probióticos Lactobacillus Acidophilus LA-5® e Bifidobacterium Lactis BB-12® em 

adolescentes obesos com DHGNA. 

 

Entre as variáveis potencialmente confundidoras, a variabilidade da ingestão do valor total de 

energia (VET) entre as semanas de avaliação se mostraram estáveis entre o momento de início 

e de término da intervenção (p=0,998), conforme demonstrado no Gráfico 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 não teve influência do grupo de alocação do estudo (p=0,572). 

 

Gráfico 10 - Descrição da média com o respectivo IC95% do VET consumido referido no 

momento pré-intervenção, 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 

 

 

As barras representam os valores médios do VET e as linhas o desvio-padrão. Cada ponto no gráfico 

corresponde ao dado de um adolescente. 
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Para o consumo de fibras, observou-se uma estabilidade durante o estudo, sem diferenças 

significantes entre o padrão referido para a semana pré-intervenção e as semanas seguintes de 

aferição: semana 6 (p=0,958), semana 12 (p=0,885) e semana 16 (p=0,593). Também não foi 

observada influência do grupo de intervenção no decorrer do tempo de intervenção (p=0,991), 

conforme mostrado no Gráfico 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 etárias. 

 

Gráfico 11 - Descrição do consumo individual e médio (DP) do consumo de fibras alimentares 

(g/dia), nas semanas pré-intervenção (baseline), 6, 12 e 16, entre os 28 adolescentes estudados, 

estratificado por grupo de estudo. ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020 

 

As barras representam os valores médios do VET e as linhas o desvio-padrão. Cada ponto no gráfico corresponde 

ao dado de um adolescente. 

 

 

Em média, o consumo percentual de gordura nos quatro recordatórios alimentares de 24h 

aferidos foi similar entre os grupos Probiótico e Placebo (24,10 [5,82] vs. 27,52 [5,64]%; 

p=0,148). Adicionalmente, observou-se uma variação estável e não significante do consumo 

percentual de lipídeos entre as quatro visitas (p=0,598), conforme demonstra o Gráfico 12. 
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Gráfico 12 - Descrição do consumo individual e médio (DP) do percentual de gordura na dieta 

(%), nas semanas pré-intervenção (baseline), 6, 12 e 16, entre os 28 adolescentes estudados, 

estratificado por grupo de estudo. ADAB, EBMSP, outubro de 2019 a fevereiro de 2020 

 

As barras representam os valores médios do percentual de lipídeos no VET e as linhas o desvio-padrão. Cada 

ponto no gráfico corresponde ao dado de um adolescente. 

 

 

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

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

 

O percentual de sedentarismo no grupo Probiótico 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 os 

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). Não houve diferença na proporção de 

adolescentes inativos entre os grupos do estudo no decorrer do tempo de observação 

(ptendência=0,972). Para o grupo que recebeu a intervenção, a proporção de sedentarismo 

diminuiu entre o baseline e a semana 16, mas sem significância (ptendência=0,516). De maneira 

similar, o grupo placebo apresentou as mesmas características (ptendência=0,375). 
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6 DISCUSSÃO  

 

6.1 Triagem pré intervenção: Comparação entre grupos com e sem DHGNA (Etapa1) 

 

A DHGNA é uma patologia prevalente em crianças e adolescentes obesos, segundo dados de 

literatura, e espera-se que esteja presente em frequências que oscilam entre 12 a 80% deles 

(12,14,19). Nesse estudo, entendendo a gravidade da obesidade na infância e as possíveis falhas 

diagnosticadas, em casos iniciais de DHGNA triados por ultrassonografia de abdome, optou-se 

por realizar Screening laboratorial, avaliação clínica e nutricional de todos os pacientes obesos 

que participaram da seleção inicial do estudo com objetivo de acompanhá-los ambulatoriamente 

e traçar um perfil metabólico detalhado para seguimento e intervenções precoces diante das 

alterações encontradas.  

 

Comparando as características demográficas, antropométricas e clínicas entre ambos os grupos, 

encontrou-se uma diferença de idade entre os grupos com e sem DHGNA, dado que os pacientes 

com diagnóstico ultrassonográfico de DHGNA apresentavam mediana de idade maior que os 

que não possuíam o diagnóstico, assim como para IMC/idade e circunferência da cintura. Esses 

adolescentes com DHGNA também apresentaram maior frequência de hipertensão e síndrome 

metabólica.  Esses achados são compatíveis com os encontrados em literatura que descrevem 

ser a DHGNA mais prevalente em obesos adolescentes de que em crianças; sendo ainda mais 

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

 

A relação entre RI e DHGNA é indiscutível, adolescentes com maior gravidade da obesidade e 

portadores de síndrome metabólica são mais susceptíveis a desenvolver a DHGNA. 

Considerada como a repercussão hepática da síndrome metabólica, a prevalência da DHGNA 

aumenta em consonância com o aumento da prevalência da obesidade e é proporcional à 

gravidade da síndrome metabólica(58). 

 

Durante a fase de triagem, foram examinadas a expressão de 25 parâmetros no sangue periférico 

com objetivo de comparar os perfis bioquímicos e inflamatórios dos adolescentes com ou sem 

DHGNA. Os pacientes com DHGNA exibiram uma tendência de diminuição dos níveis de HO-

1 e fosfatase alcalina e aumento dos níveis de triglicerídeos, AST, ALT, GGT e TGF-β. Entre 

todos os marcadores estudados, apenas os valores medianos de ALT, GGT e TGF-β 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 diagnóstico da DHGNA o teste de triagem atualmente recomendado, ALT, é um exame 

universalmente disponível, barato e tem uma sensibilidade aceitável (18, 56).Os pontos de corte 

para definir alterações na faixa etária pediátrica ainda são 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). Já em um estudo canadense, o limite superior de 

normalidade para ALT foi definido como até 30mg/dL em crianças de 1-12 anos e 24mg/dL 

para adolescentes de 13-19 anos (148). Outros autores descrevem valores de ALT para 

diagnóstico 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 recomendação da NASPGHAN, realizada em 2017, sobre o uso da ALT como 

marcador para triagem de DHGNA, em crianças obesas, definido como anormalidade os valores 

persistentemente elevados mais que 2x o valor de referência (52 mg/dL para meninos e 44mg/dl 

para meninos), não 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 não excluem a presença de DHGNA e outros 

marcadores, como GGT, Homa-IR, insulina, glicemia, GGT e razão AST/ALT ainda não 

aparecem em estudos que recomendem a sua utilização, de forma isolada como triagem 

diagnóstica para a doença(56, 149).  

 

O NASH é uma progressão da esteatose hepática, e é descrito como mais prevalente em crianças 

com ALT > 80 U / L em comparação com aquelas com ALT <80 U / L (41% em comparação 

a 21%, respectivamente)(91). Embora o aspartato aminotransferase (AST) e gama-glutamil 

transferase (GGT) não foram testados independentemente como marcadores de triagem para 

DHGNA em crianças, entretanto, a descrição de literatura é que no contexto de elevação da 

ALT, níveis elevados de AST e GGT associam-se aos piores achados histológicos(149).  
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Em nosso estudo, houve uma tendência de diminuição da HO-1 em pacientes com DHGNA 

mas sem diferenças estatisticamente significantes. A HO-1 tem sido descrita  como uma enzima 

que atua no mecanismo de citoproteção hepática, agindo no estresse oxidativo e na peroxidação 

lipídica, fatores que desempenham um papel importante na patogênese da DHGNA (78,79). 

Poucos estudos a descrevem como marcador de DHGNA e não encontramos estudos na faixa 

etária pediátrica.  

 

Na análise de dados com uso de correlações observou-se que o perfil geral das mesmas era 

distinto entre os grupos de estudo, empregando uma abordagem com análise de rede (em que 

as correlações de Spearman são visualizadas como conexões entre os parâmetros), na qual 

procurou-se então visualizar as inúmeras correlações detectadas(146,150-152). Com essa 

abordagem identificou-se a dinamicidade, força e qualidade das relações entre os valores dos 

marcadores bioquímicos e proteínas inflamatórias plasmáticas dos diferentes grupos de 

indivíduos. As redes dos grupos clínicos distintos exibiram diferenças na complexidade e na 

qualidade das interações estatísticas entre os marcadores bioquímicos.  

 

Através da análise de correlação canônica esparsa (ACC) descobriu-se que os pacientes com 

DHGNA podem ser distinguidos daqueles sem a doença com alto grau de precisão (área 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 avaliação dos valores dos coeficientes canônicos do modelo 

CCA revelou que os marcadores mais significativos responsáveis pela discriminação entre 

indivíduos com ou sem DHGNA foram LDL-c, triglicerídeos, TGF-β, ALT, HDL-c e 

hematócrito.  

 

Esses achados reforçam os dados apresentados no presente estudo, no qual observou-se que os 

adolescentes com esteatose hepática exibem um perfil bioquímico distinto no sangue periférico. 

As análises revelam que essas mudanças no perfil de expressão desses parâmetros bioquímicos 

eram capazes de distinguir pacientes com esteatose daqueles sem esta condição. Além disso, 

até onde sabemos, este estudo representa a primeira tentativa de estabelecer uma associação 

entre níveis elevados de TGF-β e esteatose hepática em adolescentes obesos. Além disso, os 

resultados indicam um importante desequilíbrio bioquímico em pacientes com esteatose, o que 

pode nortear novos estudos de novas ferramentas diagnósticas e alvos terapêuticos a fim de 

otimizar o manejo clínico. 
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A inflamação é um processo coordenado que ocorre com mudanças sincronizadas na produção 

de vários marcadores imunológicos e não imunológicos (6,40). Embora estudos tenham 

mostrado que a ativação da resposta inflamatória em hepatócitos é o principal estímulo para 

progressão para a NASH, existe também a potencial influência de outros marcadores 

bioquímicos impactarem nos desfechos clínicos (13,56,63). Na DHGNA, a ativação das vias 

inflamatórias é observada no estágio inicial da doença com liberação de marcadores conhecidos 

devido à sua associação com lesão no tecido hepático (84,85). Como esperado, os nossos 

resultados revelaram aumentos substanciais nos níveis de ALT, GGT e TGF-β em pacientes 

com esteatose em comparação com aqueles sem esteatose, e todos esses marcadores são 

associados à progressão para NASH(56,80).  

 

As mudanças consistentes na expressão dos parâmetros bioquímicos observadas no grupo de 

esteatose são capazes de distinguir os diferentes grupos clínicos comparados no presente estudo, 

detectados por uma análise discriminante baseada em correlações canônicas. Digno de nota, a 

análise de coeficiente canônico identificou biomarcadores candidatos provavelmente 

responsáveis pela distinção entre grupos sem esteatose e esteatose, como TGF-β, ALT, 

hemoglobina e hematócrito. 

 

As análises também revelaram que o TGF-β não foi o marcador com maior número de 

correlações nas distintas matrizes. No entanto, tal marcador estava relacionado com diferentes 

parâmetros nas redes e com perfis de correlação distintos (correlações positivas vs. negativas) 

o que explica em parte porque o TGF-β foi relevante para explicar as diferenças entre os grupos 

de estudo descritos.  

 

É importante ressaltar que em descrição prévia em literatura, com pacientes adultos 

apresentando esteatose hepática causada por obesidade ou álcool, o TGF-β foi fortemente 

associado a esse desfecho clínico (153). Nossos resultados sugerem que o perfil bioquímico 

alterado detectado em pacientes com esteatose foi tão substancialmente diferente que pôde 

distinguir com segurança os diferentes grupos de estudo. É possível que os principais 

marcadores descritos acima, principalmente TGF-β, desempenhem um papel significativo na 

patogênese da lesão hepática induzida durante a evolução da DHGNA para NASH. O TGF-β é 

secretado em resposta ao dano celular e desempenha papel dominante na mediação da fibrose, 
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mediante sua contribuição para a ativação das células estreladas e sua produção de proteínas da 

matriz extracelular. Conforme detalhado, o TGF-β atua por meio do receptor de quinase 5, 

semelhante ao receptor de ativina (ALK5) (TGF-β RI) e do receptor de TGF-β tipo II (TGF-β 

RII) (82). O nível sérico de TGF-β e o nível tecidual de mRNA do receptor de TGF-β podem 

ser medidos e usados como marcadores diagnósticos e prognósticos para doenças hepáticas 

(81,154). Este fator de crescimento tem muitas ações no fígado, incluindo: (i) fibrogênese (ii) 

inibição do crescimento (de hepatócitos normais e células estreladas) (iii) mitogênese (iv) pró-

apoptose e (v) quimioatração. Descrito como um marcador bioquímico de progressão para 

NASH, não há descrição de estudos envolvendo o marcador na faixa etária pediátrica(154, 155) 

Em um estudo conduzido por  Khalid M, et al., 2014, foi observado que os níveis séricos de 

TGF-β em pacientes com DHGNA eram mais elevados  que no grupo controle, sendo que nos 

casos de NASH e cirrose, os níveis 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 níveis séricos de TGF-β e a progressão para gravidade; encontraram 

concentrações elevadas desta citocina em pacientes com DHGNA, entretanto, não obtiveram 

diferenças estatisticamente significantes entre os subgrupos de pacientes com fibrose e NASH 

(p=0,200)(156).  

 

Considerando o papel crucial no desenvolvimento e progressão da fibrose hepática (81), 

poderíamos hipotetizar que a maioria dos adolescentes obesos aqui estudados apresenta ou irá 

evoluir para NASH. 

 

Aqui, duas hipóteses devem ser consideradas para explicar o significado do aumento do TGF-

β e se ele está realmente associado à DHGNA por si só ou de fato é um preditor de fibrose e 

NASH. A elevação extremamente significativa dos níveis de TGF-β entre nossos participantes 

com esteatose pode representar um espectro de pacientes que já apresentam esteatohepatite e 

não poderiam ser diagnosticados pela impossibilidade de realização de biópsia hepática. Na 

verdade, observamos que um terço dos participantes com esteatose hepática (n = 12/36) tinha 

ALT ≥ 30 U / L). Além disso, observamos uma correlação significativa entre os níveis de ALT 

e TGF-β. Esta hipótese tem alguma evidência na literatura entre adultos (81). No entanto, não 

pudemos encontrar dados relatados anteriormente em pacientes pediátricos que pudessem 

refletir os achados apresentados aqui. Uma investigação mais aprofundada com monitoramento 

sequencial dos níveis de ALT e outros parâmetros bioquímicos e marcadores de imagem e / ou 
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uma biópsia hepática poderá ajudar a esclarecer essa possibilidade futuramente. Por outro lado, 

níveis elevados de TGF-β também podem representar pacientes apenas com esteatose hepática 

sem NASH. Na verdade, 20 de 36 pacientes exibiram níveis de ALT ≤ 25 U / L (18). Embora 

ALT não seja um marcador bioquímico definitivo para NASH, é comumente usado como 

indicador de dano hepático na medicina clínica e especialmente na DHGNA, como já 

anteriormente relatado(18). Assim, níveis mais baixos podem ser um indicador de ausência / 

dano mínimo ao tecido hepático. Além disso, uma evolução / progressão mais rápida e grave 

da doença é observada em pacientes pediátricos com DHGNA em comparação com adultos, 

por se tratar de doença de início precoce(60,107,157) e hipotetizamos que os níveis elevados 

de TGF-β poderiam ser um marcador desta condição na população pediátrica, embora não 

tenhamos conseguido demonstrar formalmente que os níveis deste biomarcador se associem 

diretamente a progressão da esteatose hepática. O acompanhamento dessas crianças e 

adolescentes está em andamento para esclarecer essa questão. 

 

Uma importante contribuição desse estudo foi a avaliação da qualidade e magnitude das 

interações estatísticas entre os parâmetros bioquímicos. As matrizes de correlação de Spearman 

têm sido utilizadas em várias doenças marcadas por inflamação aguda e crônica (147, 151, 158, 

159) e sugerem que mudanças no perfil da rede de correlação indicam alteração do estado de 

inflamação sistêmica. De fato, nossas análises de correlação revelaram perfis diferentes entre 

os grupos clínicos com intensas interações sendo detectadas no grupo de esteatose hepática. 

Curiosamente, esse grupo foi marcado pela presença de duas correlações positivas envolvendo 

importantes marcadores associados às doenças hepáticas.  

 

Nossa hipótese é que a esteatose hepática é caracterizada por um meio inflamatório hepático 

que leva a mudanças consistentes nas concentrações sistêmicas de parâmetros bioquímicos. Ao 

avaliar-se a correlação entre o grau de esteatose hepática e as concentrações / valores dos 

parâmetros bioquímicos e também do IMC, descobriu-se que ocorreram aumentos lineares no 

IMC e ALT de acordo com a gravidade da esteatose. Embora os níveis de TGF-β tenham 

apresentado maiores valores de expressão em crianças e adolescentes com esteatose, essas 

concentrações não foram diferentes entre pacientes com doença leve e moderada / grave. Essa 

observação reforça a ideia de que o TGF-β pode ser mais útil para identificar a presença de 

esteatose do que para inferir prognóstico / progressão da doença. Além disso, identificamos que 

as diminuições nos valores de fosfatase alcalina e HDL-c foram proporcionais ao aumento 
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gradual da gravidade da esteatose. Mais estudos são necessários para delinear os mecanismos 

moleculares subjacentes a essas associações. 

 

Outra contribuição importante desses resultados é a avaliação do grau de perturbação 

bioquímica. Após levantamento de literatura, não foi identificado nenhum estudo anterior que 

tivesse estimado o distúrbio bioquímico global em pacientes com esteatose hepática.  Nas 

análises que realizamos, foi demonstrada que a esteatose hepática está de fato ligada ao maior 

desequilíbrio bioquímico geral, que se mostrou ainda mais significativo nos indivíduos com 

obesidade, independente da sua classificação de gravidade. Nosso resultado reforça o papel da 

obesidade, associada ao consequente grau de resistência à insulina como um fator potencial que 

leva à inflamação crônica e está implicada no distúrbio homeostático subjacente à esteatose (20, 

54, 56, 57,84,85). 

 

Finalmente, usando análise multivariável, foram avaliados os parâmetros bioquímicos mais 

associados à esteatose hepática. Dentre esses parâmetros, o TGF-β foi o mais robusto no modelo 

preditivo empregado. É importante ressaltar que para minimizar os possíveis efeitos da 

produção extra-hepática de TGF-β, como tecido adiposo (160) e como os níveis dessa citocina 

foram positivamente correlacionados com os valores de IMC na população em estudo, nosso 

modelo foi ajustado para o escore Z de IMC / idade e para a  circunferência da cintura. Após o 

ajuste, aumentos de 1 Log dos níveis de TGF-β permaneceram independentemente associados 

a 3,63 vezes para o aumento do risco de desenvolvimento de esteatose. Dentro dos parâmetros 

bioquímicos usados nesta análise multivariável encontra-se a ALT. A análise de correlação de 

Spearman revelou uma associação positiva entre as concentrações de ALT e de TGF-β em toda 

a população do estudo, reforçando nossa hipótese de que os níveis mais elevados de TGF-β 

encontrados aqui são consequência de lesão hepática, e não pela produção de outros tecidos. 

Digno de nota, foi demonstrada a importância do TGF-β como um fator crítico na determinação 

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

 

Em conjunto, esses dados sugerem que, em pacientes com esteatose hepática, há uma regulação 

positiva dos marcadores envolvidos na inflamação persistente, o que pode contribuir para a 

fisiopatologia da esteatose hepática. Estudos adicionais são necessários para investigar o perfil 

de ativação imune desses pacientes, a fim de sugerir novos alvos terapêuticos. Nesse sentido, 

esse achado sobre o uso potencial dos níveis plasmáticos de TGF-β como um biomarcador 
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preciso de esteatose hepática parece promissor. Além disso, esse achado é especialmente 

importante, visto que os adolescentes estudados aqui eram em sua maioria gravemente obesos 

e os marcadores bioquímicos tradicionais, como triglicerídeos, HDL-c, insulinemia e HOMA-

IR, não foram capazes de identificar adequadamente a presença de esteatose hepática. 

Normalmente, a avaliação da gravidade da doença é baseada no exame radiológico não 

invasivo, especificamente na ultrassonografia(100). No entanto, este método está sujeito a erros 

dependendo do operador. Além de não existirem escores não invasivos para diagnóstico de 

DHGNA ou de evolução para fibrose com validação externa para vasta utilização na faixa etária 

pediátrica (56). Nesse contexto, o TGF-β poderia surgir como uma ferramenta potencial no 

diagnóstico da esteatose, talvez associada à ultrassonografia, mas sem um claro impacto 

relevante na avaliação do grau de esteatose hepática. Estudos futuros são necessários para testar 

e validar a acurácia do TGF-β, isoladamente ou em associação com outros métodos não 

invasivos, em um número maior de pacientes. 

 

Essa análise inicial apresentou algumas limitações. O tamanho limitado da amostra, a ausência 

de dosagens de outras citocinas inflamatórias para estabelecer um perfil mais detalhado do 

distúrbio metabólico e a ausência de um método histológico para o diagnóstico de NASH para 

comparação com os resultados da avaliação não invasiva realizada. Além disso, nosso desenho 

de estudo foi transversal. Assim, mais estudos longitudinais são necessários para avaliar a 

relação cronológica entre os níveis de TGF-β e a ocorrência de DHGNA para esclarecer o 

provável impacto da causalidade reversa. Independentemente da direção dessa associação, mais 

atenção deve ser dada à boa acurácia observada entre níveis elevados de TGF-β e a presença de 

esteatose hepática em crianças e adolescentes. 

 

6.2 Ensaio clínico randomizado  (Etapa 2) 

 

O presente estudo é, para nosso conhecimento, o primeiro ensaio clínico duplo-cego, 

randomizado e controlado com placebo que avaliou a eficácia do uso de probióticos no 

tratamento em DHGNA, realizado no Brasil, e o quarto ensaio clínico randomizado, duplo-cego 

e placebo controlado, publicado nesse formato na literatura mundial. Dentre os três estudos 

anteriores na faixa etária pediátrica (27,123,124), nenhum deles avaliou a esteatose hepática 

através de método de imagem descrito como mais sensível, como realizado no presente estudo, 

através da RNM com quantificação de gordura intra-hepática por PDFF.  
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As características demográficas, antropométricas e clínicas dos adolescentes com e sem 

DHGNA no baseline não apresentavam diferenças estatisticamente significativas. Os perfis 

foram muito semelhantes entre os grupos, com discreta diferença para síndrome metabólica, 

ligeiramente mais prevalente no grupo de pacientes que utilizou probióticos.  

 

Em relação aos parâmetros radiológicos não houveram diferenças estatisticamente significante 

em relação aos achados descritos na RNM inicial, nos parâmetros de percentual de gordura 

(PDFF) e rigidez hepática (Kpa) entre os grupos, que apresentaram medianas desses valores 

muito similares. Em relação aos parâmetros bioquímicos, os parâmetros relacionados ao perfil 

hepático (AST, ALT, GGT, Fosfatase alcalina) não diferiram entre os grupos, assim como 

também não foram encontradas diferenças relacionadas ao perfil glicídico. Encontrou-se apenas 

diferenças com relativa significância estatística entre os grupos em relação ao colesterol total 

(p=0,041) e LDL-c (p=0,056) com valores de mediana mais elevados no grupo de pacientes 

que usou probióticos.    

 

Essas características antropométricas, bioquímicas e radiológicas entre os grupos na baseline, 

nos permite descrever uma homogeneidade entre os grupos de intervenção e placebo, 

favorecendo assim a validade interna do estudo.  

 

Em relação ao efeito do uso do probiótico Lactobacillus Acidophilus LA-5® e Bifidobacterium 

Lactis BB-12® nos valores de PDFF obtidos na RNM não encontramos diferenças 

estatisticamente significante em relação a diferença percentual média (DP) entre a semana 16 e 

a linha de base, em ambos os grupos.  Observou-se muita diversidade nas respostas ao uso do 

probiótico e do placebo. Apesar disso, as três maiores reduções do percentual de esteatose 

hepática ocorreram no grupo Probióticos e os três adolescentes com maior ganho de PDFF 

foram do grupo Placebo.    

 

Vários autores descrevem o papel da microbiota intestinal na patogênese da 

DHGNA(15,18,23,24), inclusive sugerindo o seu papel, tanto na indução quanto na progressão 

da doença(19,20). Em pacientes com DHGNA, a permeabilidade intestinal e a prevalência de 

supercrescimento bacteriano intestinal estão presentes (21). Estudos em adultos demonstraram 

que os probióticos são uma opção terapêutica promissora (106,93,121). 
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A grande maioria dos estudos randomizados e controlados que avaliaram a eficácia dos 

probióticos encontrados na literatura, foram realizados em adultos com DHGNA(162-168). 

Ainda assim, associando à intervenão, o uso de prebióticos(169,170), sendo em sua grande 

maioria, estudos abertos (163,164,167). Dois estudos duplo-cegos, randomizados e controlados 

que utilizaram apenas probióticos na intervenção (162, 166), usaram ALT e AST como 

desfechos primários para avaliar a melhora da DHGNA e não avaliaram a gordura intra-

hepática ou o grau de fibrose hepática.   Encontramos um único ensaio clínico duplo cego e 

placebo controlado, e cujo desfecho primário foi a quantificação de gordura intra hepatica por 

RNM após intervenção (116).  Nesse estudo, Ahn et al., 2019 avaliou 68 pacientes adultos, com 

intervenção durante 12 semanas, utilizando seis espécies de probióticos (Lactobacillus 

acidophilus, L. rhamnosus, L. paracasei, Pediococcus pentosaceus, Bifidobacterium lactis e B. 

breve), e obteve redução significativa  no grupo que usou probióticos do  percentual de gordura 

intra-hepatica e IMC (p= 0,032 e p=0,047, respectivamente) quando comparados ao grupo 

placebo(116).  

 

Em ensaio clínico recentemente publicado, Scorletti, et al., 2020 utilizou simbióticos e não 

probióticos isolados, e evidenciou melhora do microbioma fecal, mas não obteve redução 

significativa da gordura intra-hepatica à RNM(171).  

 

Como descrito anteriormente na população pediátrica não existem estudos de intervenção com 

probióticos cujo desfecho primário tenha sido a quantificação de gordura intra-hepática por 

RNM. Este exame, quantifica a esteatose hepática através da fração de gordura de densidade de 

prótons (PDFF – Proton Density Fat Fraction), com elevada acurácia tanto para diagnóstico 

quanto para a classificação do grau de esteatose em crianças com DHGNA(102-105). 

 

No nosso estudo, não observamos diferenças estatisticamente significativas em relação à 

diferença de percentual de gordura intra-hepática (antes e após intervenção). Não possuímos 

dados de literatura para confrontar com os nossos dados nessa faixa etária estudada. Ao avaliar 

os resultados através da variável de piora do PDFF após a intervenção, observou-se que, no 

grupo placebo o percentual de pacientes que apresentou piora na classificação da gravidade da 

esteatose hepática foi maior (25%) quando comparado com o grupo que recebeu a intervenção 

(7,1%), mas sem significância estatística, dado o poder reduzido em função do tamanho 

amostral estudado. 
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Para os valores de rigidez hepática, observou-se uma redução média da diferença percentual 

entre a semana 16 e a linha de base, para o grupo Probiótico, enquanto houve aumento médio 

no grupo placebo (-4,77[13,28] vs. 3,03[12,01]; p=0,045).  Também se observou, em termos de 

variação absoluta, a redução média (DP) da rigidez hepática para o grupo Probiótico, 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 hepática  como desfecho de intervenção com uso de probióticos, o estudo de Ahn et. al., 

2019 (116) que apesar de usar a RNM e o PDFF para quantificação de gordura intra-hepática, 

usou a elastografia transitória através da ultrassonografia (Fibroscan®) e não encontrou 

diferença estatisticamente significante estre os grupos intervenção e controle (116).  

 

Wong et. al., 2013(170) realizou um ensaio clínico controlado randomizado e aberto, cuja 

intervenção com probióticos durou 6 meses e cujo desfecho primário foi redução de PDFF, 

tendo encontrado diferenças estaticamente significante entre os grupos para  os valores de PDFF 

(p=0,034). Adicionalmente,  encontrou tendência de redução da rigidez hepática, medida por 

elastografia via RNM, no grupo que usou probióticos, sem diferença significativa 

estatisticamente (p=0,17).  

 

A elastografia é um método não invasivo, realizado através da ultrassonografia ou RNM, de 

elevado nível de precisão e quem tem sido utilizado para medir a rigidez hepática (predição de 

fibrose) em adultos e crianças, sendo importante para o diagnóstico de NASH e cirrose (99, 

1023-105). A elastografia por RNM, muito embora tenha sido referenciada como método não 

invasivo de diagnóstico de fibrose, na faixa etária pediátrica, devido aos estudos com 

amostragem reduzida, necessita de refinamento e validação adicionais a fim de ser integrada a 

protocolos clínicos para diagnóstico da DHGNA pediátrico(99). 

 

O mecanismo de ação dos probióticos no tratamento da DHGNA e NASH não é completamente 

compreendido. Em modelos experimentais há descrição de  redução de citocinas pró-

inflamatórias e modulação de atividade das células T natural killer no hepáticas (170). Na 

fisiopatologia da DHGNA há descrição de envolvimento de LPS e aumento de permeabilidade 

intestinal, com níveis plasmáticos mais elevados dessa toxina promovendo necroinflamação 
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hepática e fibrose. Além disso, os pacientes com NASH apresentam supercrescimento 

bacteriano no intestino delgado e o nível mais elevado de LPS no sangue(82, 85,87). Essa 

progressão para NASH causada também pela disbiose intestinal e mediada pelo  inflamossoma 

pode  ser modulada pelo uso de probióticos(170). 

 

No presente estudo evidenciamos alguns resultados positivos em relação ao grupo que recebeu a 

intervenção, o que nos faz hipotetizar que o uso de probióticos modulou de alguma forma a   

resposta inflamatória hepática. 

 

Não foram observadas diferenças significativas na variação dos parâmetros bioquímicos 

hepáticos analisados entre o baseline (pré-intervenção) e a semana 16 (pós-intervenção). Os 

adolescentes estudados não apresentavam ao diagnóstico alterações significativas de 

aminotransferases ou GGT. Embora a NASPGHAN recomende a utilização de dosagem da 

aminotransferase de alanina (ALT) como exame de triagem e a dosagem desse marcador 

bioquímico esteja universalmente disponível, tenha baixo custo, seja minimamente invasivo e 

tenha boa sensibilidade, existe grande divergência na literatura acerca de quais pontos de corte 

devem ser utilizados para a triagem da DHGNA conforme já 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 referências da NASPGHAN, em média não são considerados como alterados. Se 

utilizarmos as referências 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 não atingiam 2x o valor de normalidade. 

 

Dos três artigos publicados até o momento, cujo desenho do estudo eram de ensaios clínicos 

randomizados, duplo-cegos controlados por placebo, na faixa etária pediátrica (27, 123, 124), 

apenas Vajro et. al., 2011(123) avaliaram como desfecho primário a melhora/normalização dos 

níveis de ALT (<40UI/L). Nesse estudo, os autores observaram alterações mais pronunciadas 

no grupo tratado com Lactobacillus GG. Oito dos 10 pacientes tratados e 3 dos 10 pacientes no 

grupo placebo alcançaram valores de ALT <40 U / L, mas a diferença não atingiu significância 

estatística (p=0,069), e outros parâmetros bioquímicos e ultrassonográficos permaneceram 

estáveis após intervenção. Esse foi o primeiro estudo a investigar os efeitos do tratamento com 

probióticos na DHGNA na infância; e, segundo os autores, o estudo foi desenhado como um 

ensaio piloto de curto prazo (8 semanas) para contornar os efeitos imprevisíveis frequentemente 

relatados de mudanças no estilo de vida que geralmente podem confundir os resultados de um 
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estudo de longo prazo. Vajro et. al., 2011, concluiu que num curto período de tratamento com 

probióticos houve melhora significativa nos valores de ALT, que na maioria dos casos se 

tornaram normais, e que esse efeito foi independente das alterações de peso na amostra 

estudada(123). 

 

O segundo ensaio clínico com 48 crianças e adolescentes, conduzido por Alisi et. al., 2014(27), 

o qual avaliou e interviu através da suplementação de um blend de probióticos 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 níveis de ALT como desfecho secundário, não obteve diferença 

estatisticamente significante entre os grupos placebo e intervenção  (p=0,170), importante 

ressaltar, que semelhante aos nossos resultados, na análise pré-intervenção os níveis de ALT 

não estavam elevados acima de 2 vezes o limite para normalidade, considerado pelos autores 

como aqueles <40 U/L(27). 

 

O terceiro ensaio clínico  publicado na faixa etária pediátrica (Famouri et. al., 2017(124)) 

utilizando o Prokid® como probiótico de intervenção, em 64 pacientes com idades entre 10 e 

18 anos, por 12 semanas, no qual os níveis de ALT era desfecho secundário. Os autores 

encontraram diferenças estatisticamente significantes entre baseline e após intervenção, nos 

níveis 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 análise pré-intervenção 66,9% dos 

pacientes apresentavam níveis de ALT <40 U / L corroborando com os nossos achados de 

normalidade nos níveis dessa enzima hepática, mesmo em pacientes com diagnóstico de 

DHGNA, o que nos leva a concordar com a informação de que a DHGNA na faixa etária 

pediátrica tem peculiaridades metabólicas, bioquímicas e histológicas, diferindo então dos 

achados da doença no adulto (60). 

 

Apesar da tendência atual de utilização de valores de ALT em pontos de corte mais baixos para 

identificar possíveis crianças e adolescentes com acúmulo de gordura hepática (95), a literatura 

descreve anormalidades histológicas, incluindo fibrose significativa, em crianças que 

apresentavam níveis normais ou apenas levemente elevados de ALT. Isso indica que a dosagem 

de ALT isolada não é um marcador de rastreamento ideal para detectar a presença de DHGNA 

e pode não se mostrar alterada mesmo em estágios avançados da doença (15,98).  
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No presente estudo, após 16 semanas de intervenção, 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 não diferiram entre os grupos. Descrevendo assim uma evolução 

desfavorável no contexto metabólico da obesidade. Na avaliação pre-intervenção dos pacientes 

87,5% dos pacientes do grupo de probióticos e 92,9% do grupo placebo apresentavam 

diagnóstico de RI o que caracterizava a gravidade da obesidade dos pacientes estudados. Apesar 

da piora do estado de resistência a insulina e da gravidade da obesidade dos adolescentes 

estudados, a redução significativa dos valores de rigidez hepática observadas entre os 

adolescentes que receberam Probióticos reforça o possível papel de resposta clínica destes 

agentes. 

 

Dos três estudos em crianças(27,123,124), já anteriormente citados apenas Alisi et al. 2014, 

avaliou perfil glicídico através dos valores de índice de HOMA e não encontrou diferenças 

estatisticamente significantes entre os grupos placebo e intervenção 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 após a intervenção. O achado relevante foi a diferença de valores 

dessas variáveis, como já citado anteriormente, com elevação da RI, independente do grupo 

estudado, fato esse que poderia justificar, em parte, a modesta redução do PDFF encontrado no 

grupo que recebeu a intervenção com probióticos, uma vez que a piora da resistência à insulina 

mantém em atividade a doença hepática, já que a RI está fortemente relacionada à patogênese 

da DHGNA. Fisiologicamente, a insulina controla a produção hepática de glicose regulando a 

lipólise dos adipócitos, levando à diminuição do fluxo de ácidos graxos para o fígado (56). 

 

Na ausência de ensaios clínicos randomizados em crianças e adolescentes que possam 

corroborar com os nossos achados, os estudos em adultos também são escassos e variam quanto 

aos achados, a saber: Chong et al., 2021 em um ensaio clínico usando VSL#3 por 10 semanas 

no qual avaliou os marcadores de risco para doença cardiovascular em adultos com DHGNA, 

não obteve diferença nos valores de HOMA-IR para o grupo que recebeu a intervenção com 

probióticos (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 inflamatórios no estudo denominado PROSIR, não observou 

diferenças após intervenção nos níveis de insulina e HOMA IR(173). 

 

Em relação ao perfil lipídico, observou-se uma tendência de redução mais acentuada dos níveis 

de colesterol total no grupo probiótico, tanto para os valores absolutos (p=0,085) quanto para a 

variação percentual (p=0,081). Após 16 semanas de intervenção, os valores finais medianos do 

colesterol total foram significativamente menores entre os adolescentes que receberam a 

intervenção, e o mesmo ocorreu em uma intensidade maior para os níveis do LDL-colesterol, 

com significância estatística limítrofe (p=0,055). Esses achados não foram observados para o 

HDL-colesterol e triglicerídeos, no grupo placebo e não foram observadas diferenças 

estatisticamente significantes nos valores das referidas variáveis antes e após intervenção. 

Comparando os resultados do presente estudo com os dos três ensaios clínicos pediátricos (27, 

123,124) previamente publicados, observa-se que Famouri et al., 2017, que avaliaram como 

desfecho secundário o perfil lipídico, com avaliação pós-intervenção em grupos distintos, 

observaram redução de colesterol total e triglicérides no grupo que usou probióticos (p<0,001), 

embora tenha obtido resultado semelhante para redução de LDL e triglicérides no grupo 

placebo, atribuídas pelos autores às mudanças de estilo de vida(124). Já o estudo conduzido por 

Alisi et al., 2014, apenas avaliou níveis de triglicérides e não encontrou diferenças 

estatisticamente significantes (p=0,575) entre os grupos(27). Em estudo comparando as 

diferenças clínicas, histológicas e metabólicas da DHGNA entre adultos e crianças não foram 

encontradas diferenças entre as variáveis relacionadas ao perfil lipidio(60). Portanto, ao 

avaliarmos os resultados encontrados em adultos, por Wang, et al., 2018(174) de redução de 

CT, LDL e triglicérides, sem mudanças nos níveis de HDL, observamos assemelhar-se aos 

nossos dados.  

 

O probiótico usado no presente estudo demonstrou uma tendência favorável na redução das 

concentrações de colesterol total, e LDL, fato não observado nos níveis de Triglicérides e HDL-

c. Atribuímos a esse resultado, possivelmente ao curto tempo de intervenção. Nosso achado 

sobre o HDL está de acordo com a descrição de literatura em estudo, no qual, não foi 

documentado efeito benéfico dos probióticos no aumento dessa lipoproteína (167), muito 

embora Ahn, et al., 2018(116) tenham observado redução significativa para triglicérides 

(p=0,02), colesterol total (p<0,001) e HDL (p=0,007) (123). Em nossa percepção, com base nas 

diferenças de resultados encontrados na literatura, sugere-se que o nível de HDL pode aumentar 
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após o tratamento de longo prazo com probióticos, em associação com as mudanças de estilo 

de vida.   

 

Não foram encontradas diferenças absolutas e percentuais dos valores de ferritina, PCR e 

vitamina D, entre a semana 16 e o baseline para os grupos s valores médios (DP). Não foram 

observadas diferenças estatisticamente significantes entre os dois grupos do estudo. Não 

encontramos em literatura, estudos em que utilizassem como desfecho secundário níveis de 

vitamina D e ferritina. Nos estudos de intervenção com probióticos na faixa etária pediátrica, 

essas variáveis não foram estudadas.  

 

Observou-se, mesmo sem significância estatística, uma redução 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 (probióticos e placebo) e manteve-se ao final da intervenção. A maioria dos estudos 

de intervenção com probióticos, não utilizou PCR-US e ferritina, como desfechos secundários. 

Em estudo duplo-cego randomizado em adultos no qual se administrou probióticos após 

cirurgia de gastrectomia vertical, não foram observadas diferenças 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 perturbação metabólica entre pacientes obesos, com e sem 

DHGNA, não foram observadas, diferenças significativas entre os grupos com e sem DHGNA 

para Ferritina e PCR-US, também não foram marcadores com maior número de correlações em 

grupo de pacientes com DHGNA(176). A maioria dos pacientes estudados eram obesos graves, 

e a obesidade per si é definida como uma doença metabólica e inflamatória (48). A PCR-US é 

um marcador de inflamação e risco cardiovascular e pode manter-se elevada em diversas 

condições inflamatórias, não sendo específica para diagnóstico ou evolução da DHGNA(135). 

 

No presente estudo, em relação aos dados antropométricos e de composição corporal, não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significantes entre os grupos após intervenção, para 

Peso, IMC/ Idade, CC e percentual de Gordura corporal. Não houve variação significativa 

dessas mesmas variáveis ao longo das 4 visitas realizadas. 

 

Embora não significante, observou-se aumento mediano do peso no grupo Probiótico, mas com 

redução dos escores z do indicador IMC/idade. No grupo Placebo, a mediana do peso no final 
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do estudo foi menor, comparado com o baseline, bem como a redução do indicador IMC/idade, 

mas ambos não significantes. 

 

Na literatura encontramos resultados divergentes, limitados na grande maioria das vezes à 

avaliação de IMC ou CC (27,124,116,170). Em estudos de intervenção com probióticos 

envolvendo a população pediátrica, o conduzido por Famouri, et al., 2017, não encontrou 

diferenças estatisticamente significantes nos valores de IMC, escore Z de IMC/Idade, CC e 

peso, após intervenção(124). Vajro, et al., 2011, também não encontrou diferenças significantes 

para IMC de crianças e adolescentes obesos após intervenção com probióticos (123). Em 

contrapartida, Allisi, et al., 2014 obteve uma redução significativa de IMC no grupo que 

recebeu a intervenção com probióticos, tanto em valores absolutos de IMC (p<0,001) quanto 

para o escore Z de IMC/Idade (p<0,001)(27). É importante destacar que a redução de peso 

corresponde ao melhor tratamento para a obesidade. Assim, é importante avaliar o efeito dos 

Probiótico de modo isolado a redução da gordura corporal. 

 

Mesmo nos ensaios clínicos envolvendo obesos adultos com DHGNA ou NASH os resultados 

relacionados a dados antropométricos são variados. Em três estudos cujo desfecho primário foi 

semelhante ao presente trabalho (avaliação de gordura intra-hepática por RNM com PDFF), um 

deles apenas avaliou IMC e CC e não obteve diferença estatisticamente significante após 

intervenção (115); um segundo avaliou também os mesmos parâmetros antropométricos e 

obteve resultados semelhantes(170), e o terceiro mais completo metodologicamente, e que 

avaliou composição corporal por bioimpedância obteve diferença estatisticamente significante 

na diferença de peso entre a baseline e após intervenção no grupo que usou probióticos (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). 

 

Vários estudos descrevem o papel da microbiota intestinal no desenvolvimento e manutenção 

da obesidade (67,89,74,75). Os mecanismos fisiopatológicos foram detalhados no item 3.0 da 

revisão de literatura Muitos autores atribuem a perda ponderal ou ajustes de composição 

corporal às correções da disbiose intestinal, pois mudanças de espécies estão relacionadas a um 

perfil metabólico diverso, seja no aproveitamento maior de energia, ou na piora a RI, ou até 

mesmo em modulações relacionadas ao eixo intestino cérebro e a questões comportamentais 

relacionadas à fome, saciedade e regulação da ingesta. calórica(48-51,56,63).  Apesar de não 
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observarmos diferenças ao longo das quatro visitas na prática da atividade física e da ingestão 

calórica (fatores que poderiam influenciar nos resultados e nos parâmetros antropométricos) 

atribuímos os nossos resultados pouco expressivos ao curto período de intervenção, ao discreto 

tamanho amostral, além da ausência de acesso a programas motivacionais ou seguimento 

psicoterápico que auxiliariam nas mudanças de hábitos de vida. É possível que mudanças de 

hábitos de vida potencializem o efeito do uso de probióticos e possa ser uma ferramenta de 

manutenção do peso. Contudo, essas respostas devem ser buscadas em futuros estudos de 

intervenção mais prolongada. 

 

Em relação à adesão terapêutica, ambos os grupos obtiveram adesão semelhante ao longo das 

semanas de avaliação, sem diferenças significantes entre os grupos. Exceto no período entre as 

semanas 12 e 16, todos os adolescentes alocados no estudo tiveram adesão superior a 80%.  

Para tratamentos a nível ambulatorial, a literatura descreve taxas de não adesão que oscilam de 

20 a 82%. Mais recentemente descrevem-se cifras mais baixas (50-65%)(177). Atribuímos as 

nossas boas taxas de adesão terapêutica às estratégias utilizadas, já descritas na metodologia 

desse estudo – diariamente eram enviadas mensagens, com um cartão informativo via 

WhatsApp, no mesmo horário, lembrando o paciente ou familiar de administrar o probiótico ou 

placebo. Os pacientes tinham contato direto com os membros da pesquisa a fim de esclarecer 

dúvidas, relatar reações adversas ou quaisquer problemas referentes ao tratamento.   

 

Probióticos são definidos pela OMS como microrganismos vivos que, quando administrados 

em quantidades adequadas, conferem benefício à saúde do hospedeiro(109). Geralmente não 

estão associados a reações adversas típicas de medicações, mas a alteração na consistência e 

frequência das fezes, flatulência ou cólicas abdominais. ou alterações do paladar, podem ser 

descritas com o uso (109,178). 

 

No presente estudo, a presença de reações adversas não foi tão frequente e não foi necessária a 

retirada de nenhum paciente do protocolo devido aos eventos adversos relatados. Os eventos 

adversos relacionados ao sistema digestivo foram os mais relatados, especialmente alterações 

no ritmo intestinal, dados compatíveis com a descrição de literatura. Nesse estudo, apenas nas 

primeiras 6 semanas de uso, observou-se diarreia e náuseas, que ocorreram de forma fugaz e 

pontual. Após 16 semanas, seis adolescentes apresentaram mudanças na consistência das fezes, 
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segundo a Escala Bristol. Destes, apenas 2 evoluíram para padrão de consistência Bistrol 1 e 2, 

compatíveis com possível constipação intestinal e estavam alocados no grupo Placebo.  

 

Em comparação com a linha de base, não houve diferença na quantidade de ingestão alimentar 

e exercício físico antes e após o tratamento por 16 semanas no grupo probiótico ou placebo. A 

variabilidade da ingestão total de energia (VET) entre as semanas de avaliação se mostraram 

estáveis entre o momento de início e de término da intervenção. Observou-se um aumento 

significante do consumo médio de energia entre a semana 12 e a semana 16 (p=0,011) e este 

achado não teve influência do grupo de alocação do estudo (p=0,572). Atribuímos a esse 

aumento da ingesta calórica ao período final da intervenção, que coincidiu com as férias 

escolares e feriados de datas comemorativas. Para o consumo de fibras, observou-se uma 

estabilidade durante o estudo, sem diferenças significantes entre o padrão referido para a 

semana pré-intervenção e as semanas seguintes de aferição, fator que possivelmente não 

interferiu na consistência das fezes e nem nas reações adversas decorrentes de possíveis 

fermentações excessivas por conta da mudança no perfil da microbiota intestinal.  

 

Em média, o consumo percentual de gordura nos quatro recordatórios alimentares de 24h 

aferidos foi similar entre os grupos Probiótico e Placebo. Adicionalmente, observou-se uma 

variação estável e não significante do consumo percentual de lipídios entre as quatro visitas que 

possivelmente não influenciaram nos resultados.  

 

Não houve diferença na proporção de adolescentes inativos entre os grupos do estudo no 

decorrer do tempo de observação (ptendência=0,972). Para o grupo que recebeu a intervenção, a 

proporção de sedentarismo diminuiu entre o baseline e a semana 16, mas sem significância 

(ptendência=0,516). De maneira similar, o grupo placebo apresentou as mesmas características 

(ptendência=0,375). Portanto, as mudanças de estilo de vida que incluíam atividade física e 

orientação padronizada para alimentação equilibrada através da reeducação alimentar, não 

foram variáveis confundidoras para os resultados encontrados. 

 

Essa ausência de variações significativas ao longo do período de intervenção para variáveis 

potencialmente confundidoras, como: a prática de atividade física, ingestão calórica ou de 

fibras, uso de antibióticos ou variações antropométricas, nos permite interpretar os resultados 

positivos encontrados, como efeito da intervenção.  
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7 CONCLUSÕES  

 

Diante dos dados anteriormente descritos, o estudo conclui que:  

 

− Os padrões de perturbação metabólica observados nos adolescentes obesos estudados 

com e sem DHGNA, diagnosticados pela ultrassonografia, são diferentes, e alguns 

marcadores não invasivos podem ser utilizados na contribuição da suspeição do 

diagnóstico de DHGNA; 

− Mediante a avaliação dos valores dos coeficientes canônicos do modelo de Análise de 

Correspondência Canônica (CCA - Canonical correlation analysis) observou-se que os 

marcadores mais significativos responsáveis pela discriminação entre os adolescentes 

com ou sem DHGNA, baseado no diagnóstico ultrassonográfico, foram LDL-c, 

triglicerídeos, TGF-β, ALT, HDL-c e hematócrito;  

− Os marcadores ALT e TGF- β se mostraram como fatores independentes associados à 

presença de esteatose hepática entre os adolescentes estudados; 

− O marcador plasmático TGF-β apresentou uma acurácia de 83% (IC95%: 74,0 – 

93,0%), baseado na área sob a curva ROC, com sensibilidade de 75,0% e especificidade 

de 88,9% para diagnosticar a presença ultrassonográfica de esteatose hepática; 

− A suplementação com Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium, não reduziu, de 

forma significativa, o valor de PDFF obtidos à 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 suplementação com Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium reduziu, 

significativamente, os valores de rigidez hepática (Kpa), ao final de 16 semanas de 

intervenção, quando comparado ao grupo Placebo; 

− Não foram observadas diferenças significantes na glicemia, insulinemia e escores 

HOMA-IR entre os adolescentes que receberam suplementação com Lactobacillus 

Acidophilus e Bifidobacterium e os que receberam Placebo. Em ambos os grupos, os 

valores de insulinemia e HOMA-IR aumentaram, significativamente, ao final de 16 

semanas; 

− Observaram-se maiores reduções de Colesterol Total, embora limítrofes em termos de 

significância estatística, entre os adolescentes que receberam suplementação com 
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Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium, mas não houve diferenças entre os grupos 

estudados para o LDL-c, HDL-c e os triglicerídeos, ao final de 16 semanas; 

− Ao final de 16 semanas, a suplementação com Lactobacillus Acidophilus e 

Bifidobacterium não impactou em mudanças significativas de parâmetros 

antropométricos (peso, IMC, indicador IMC/idade, CC) e no percentual de gordura 

corporal, quando comparados ao grupo Placebo; 

− A tolerância e segurança do uso de suplementação com Lactobacillus Acidophilus e 

Bifidobacterium foram confirmadas, sem diferenças significantes na ocorrência de 

eventos adversos entre os grupos de estudo, durante as 16 semanas de seguimento; 
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8 LIMITAÇÕES E PERSPECTIVAS  

 

Apesar de concluir que a suplementação com Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium, não 

reduziu, de forma significativa, o valor de PDFF obtido à RNM, esse estudo é o primeiro ensaio 

clínico realizado em crianças e adolescentes, usando a RNM como método diagnóstico. O 

estudo apresentou algumas limitações importantes, em que vale destacar o pequeno número 

amostral, o tempo relativamente curto de intervenção, a ausência de uma análise de da 

microbiota fecal antes e após a intervenção. 

 

O pioneirismo deste estudo no Brasil, nos faz concluir que para obter resultados mais precisos, 

seria interessante desenvolver estudos adicionais, multicêntricos, a fim de obter uma amostra 

mais representativa. Além disso, seria importante a análise da microbiota fecal antes e após a 

intervenção, e talvez conduzir um ensaio clínico cruzado (incluindo um período de washout), 

com maior período de intervenção, para melhor avaliar os efeitos de probióticos no tratamento 

da DHGNA. Outra estratégia para melhorar a qualidade da intervenção, seria utilizar mais 

espécies de probióticos compondo uma mistura de cepas  mais diversificada. 
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