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RESUMO

Duarte SMB. Avaliacédo da microbiota intestinal na doenca hepatica gordurosa
nao alcodlica (DHGNA) |[tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo; 2019.

A Doenga hepatica gordurosa nédo alcodlica (DHGNA) é uma das formas mais
comuns de doenca hepatica, relacionada primordialmente ao aumento
progressivo da obesidade no mundo. Cerca de 10-25% dos pacientes com
DHGNA desenvolvem Esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA) e os fatores
responsaveis pela progressdo de esteatose para EHNA ainda ndo estédo
totalmente elucidados. Antecedentes genéticos, microbiota intestinal (Ml),
fatores ambientais, tais como, sedentarismo e dieta inadequada, devem ser
considerados fatores criticos para o0 desenvolvimento de distlrbios
metabolicos, como obesidade, sindrome metabdlica, diabetes e DHGNA. O
objetivo do presente estudo foi comparar a Ml de individuos com sobrepeso,
obesos e magros com e sem EHNA a fim de delinear diferencas fenotipicas
entre os grupos. Foi realizado um estudo transversal que incluiu 13 pacientes
com EHNA comprovada por biopsia (4 magros com EHNA, 5 com sobrepeso
e com EHNA e 4 obesos com EHNA) e 10 individuos (magros e obesos) sem
DHGNA utilizados como controle (5 magros e 5 obesos) estratificados de
acordo com o indice de massa corporea (IMC). O DNA da Ml foi extraido de
amostras de fezes. A amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

foi realizada utilizando primers para a regidao V4 do gene 16S rRNA. A



amplificacdo de sequéncias alvo foi realizada utilizando oligonucleotideos
modificados e o sequenciamento foi executado na plataforma lon PGM
Torrent. Os dados foram analisados pelo software QIIME. O consumo de
macronutrientes foi analisado por um recordatorio alimentar de 7 dias. Os
pacientes com EHNA mostraram diferencas significativas na quantidade de
Faecalibacterium, Ruminococcus, Lactobacillus e Bifidobacterium em
comparacao aos individuos (magros e obesos) sem DHGNA utilizados como
controle. Em patrticular, os pacientes com EHNA magros apresentaram uma
quantidade 3 vezes menor de Faecalibacterium e Ruminococcus (p=0,004),
enquanto os pacientes com EHNA obesos apresentaram quantidades
abundantes de Lactobacillus (p= 0,048) e pacientes com EHNA com
sobrepeso apresentaram quantidades reduzidas de Bifidobacterium (p=
0,041). Além disso, os pacientes com EHNA magros mostraram reducéo na
quantidade de Ruminococcus e Lactobacillus em comparagéo aos pacientes
com EHNA com sobrepeso e obesidade. No entanto, a andlise da alfa
diversidade da MI ndo demonstrou diferenca estatistica entre os pacientes
com EHNA magros quando comparados aos individuos sem DHGNA
utilizados como controle (p= 0,265). indices de fibrose maior ou igual a 2 foram
associados ao aumento de Lactobacillus (p= 0,015). Nao houve diferencas na
ingestao calorica e lipidica entre os grupos. Nossos dados sugerem que 0s
pacientes com EHNA magros tém composicdo diferente da Ml em
comparacdo aos pacientes com sobrepeso e, ou também, obesos e aos
individuos sem DHGNA. Escores de fibrose maior ou igual a 2 também foram

associados a composicdo da MI; mas a ingestdo de macronutrientes e calorias



ndo foi associada as diferencas especificas na composicdo dos

microrganismos intestinais fecais.

Descritores: Hepatopatia gordurosa ndo alcodlica; Esteato-hepatite n&o

alcoolica; Microbioma gastrointestinal; Obesidade; Sobrepeso.
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SUMMARY

Duarte SMB. Evaluation of intestinal microbiota in nonalcoholic fatty liver
disease (NAFLD) [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade

de Sao Paulo”; 2019.

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is one of the most common types of
liver disease, primarily related to the progressive increase of obesity
throughout the world. Despite the knowledge of NAFLD pathogenesis, the
reason why some patients developed NASH with fibrosis and the progression
of liver disease still remain unclear. It has been reported that intestinal
dysbiosis plays an important role in metabolic disorders such as obesity,
metabolic syndrome, diabetes and cardiovascular disease. About 10-25% of
patients with NAFLD develop nonalcoholic steatohepatitis (NASH) and the
factors responsible for the progression from steatosis to NASH are not clear
yet. Genetic background, gut microbiota, environmental factors, such as
sedentary lifestyle and inadequate diet, should be considered critical factors
for the development of metabolic disorders such as obesity, metabolic,
diabetes and also NAFLD. The goal of the present study was to compare the
gut microbiome of lean, overweight and obese patients with or without NASH,
in order to outline phenotypic differences. We performed a cross sectional
study comprising 13 NASH patients with liver biopsy (4 lean, 5 overweight and
4 obese) and 10 individuals (5 lean and 5 obese) without NAFLD which were

used as stratified controls according to their BMI. The Microbiome DNA was
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extracted from stool samples and PCR amplification was performed using
primers for the V4 region of the 16S rRNA gene. The enlargement of
sequenced targets was accomplished using modified oligonucleotides, the
sequencing was executed on the lon PGM Torrent platform and data analyzed
using QIIME software. The macronutrients consumption was analyzed by a 7-
day food intake record. Patients with NASH showed significant differences in
the quantity of Faecalibacterium, Ruminococcus, Lactobacillus and
Bifidobacterium compared to the individuals (lean and obese) without NAFLD
used as controls. In particular, when compared to controls, lean NASH
patients possessed a quantity 3 times fewer of Faecalibacterium and
Ruminococcus (p=0.004), obese NASH patients showed an abundant
microbiome in Lactobacillus (p=0.048). Overweight NASH patients had fewer
quantities of Bifidobacterium (p=0.041). Moreover, lean patients with NASH
showed a reduction in the quantity of Ruminococcus and Lactobacillus
compared to overweight and obese NASH patients. However, the analysis of
microbiome alpha diversitydid not show statistic difference between lean
NASH patients and controls without NAFLD (p=0.265). A fibrosis score greater
than or equal to 2 was associated with the increase of Lactobacillus (p=0.015).
There were no differences in caloric and lipid intake among groups. Our data
suggests that lean NASH patients have different microbiome composition
compared to their overweight/obese counter part’s. Hepatic fibrosis score
greater or equal to 2 in NASH patients had association with their microbiome
composition. On the other hand, macronutrients intake and calories were not

linked to specific differences in composition of the gut stool microorganisms.
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Descriptors: Non-alcoholic fatty liver disease; Non-alcoholic steatohepatitis;

Gastrointestinal microbiome; Obesity; Overweight.



INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1 Microbiota intestinal (MI)

O epitélio intestinal humano apresenta uma superficie de absorcao
comparavel a 300-400 m?2, com aproximadamente 1.014 bactérias residentes.
A colonizacao bacteriana ocorre antes do nascimento e permanece por toda
vida. A maioria das bactérias que colonizam o intestino é do tipo anaerdbia e
compreende cerca de 36.000 espécies diferentes (1, 2), constituindo uma
variedade de espécies de microrganismos que, quantitativa e

qualitativamente, difere entre individuos (3).

A Microbiota intestina (MI) é predominantemente composta por
bactérias e sua maior quantidade é encontrada no intestino grosso (célon) (4).
Pesquisas demonstram que 0s microrganismos comensais do intestino estao
longe de serem apenas habitantes passivos do trato gastrointestinal (GI), mas
também, interagem com seu hospedeiro de forma bastante ativa. Eles sdo
capazes de modular os efeitos de bactérias potencialmente nocivas, causar
impacto no trato GI, na digestdao, no metabolismo e exercem um papel
importante na resposta imunoldgica do hospedeiro, sendo essencial para o
desenvolvimento e expansao dos tecidos linfoides e para a manutencao da

imunidade intestinal (5, 6).

Os microrganismos intestinais contribuem de forma direta na
metabolizacao de nutrientes e vitaminas essenciais para a viabilidade do

hospedeiro, colaborando na obtencao de energia a partir dos alimentos. Esta



energia é adquirida especialmente por meio de fermentacao de carboidratos
nao absorviveis em uma reacdao que induz a producdo de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), acido acético, propibnico, butirico e lactico (que é
convertido em acido acético e acido propionico pelos microrganismos
intestinais). Os AGCC sao absorvidos e melhoram a captacdo de agua e sais e
sao utilizados como fonte de energia pelo hospedeiro. O acido butirico é
também a principal fonte de energia das células epiteliais que revestem o célon
e pode influenciar no crescimento e na diferenciacao celular (7). O
metabolismo anaerdbio das bactérias inclui também a fermentagao proteolitica
no célon distal, originando derivados nitrogenados como aminas e amonia,
alguns dos quais com efeitos carcinogénicos. Além disso, a MI participa da
digestao dos polissacarideos, aumentando a quantidade de glicose no figado
e, portanto, estimulando a lipogénese (8). A MI também possui participacao
direta no metabolismo dos acidos biliares provenientes do colesterol da dieta.
No intestino, estes acidos biliares primarios ligam-se aos receptores celulares,
como o Receptor de acido biliar acoplado a proteina G-5 (TGR-5) (9), que quando

ativados estimulam as células-B do pancreas e induzem secregdo de insulina

e, nas células-a, estimulam a secrecdo de Glucagon-like peptide 1 (GLP1) que,
fisiologicamente, resulta em melhora da Sensibilidade a insulina (SI) e

tolerancia a glicose juntamente com a perda de peso (10).

A andlise de sequenciamento bacteriano intestinal mostrou que
aproximadamente 98% de todas as espécies bacterianas que compdem a MI

pertencem aos seguintes filos: o Firmicutes (64%) e o Bacteroidetes (23%),



gue representam a maior parte desta MI, e também o Proteobactéria (8%) e

0 Actinobactéria (3%) (11).

O filo Firmicutes conttm mais de 250 géneros, incluindo os
Lactobacillus, que sao anaerobios facultativos ou microaerofilicas e tém forma
de bastonetes, os Bacillus que sao na sua maioria bactérias aerdbias e tém a
forma de esporos, os Clostridiuns, que sao obrigatoriamente anaerobios, e os
Mycoplasmas ou Molicutes que sao bactérias gram-positivas, aerdbias
facultativas (12). O filo Bacteroidetes, assim como o Firmicutes é encontrado
no intestino delgado e grosso, especialmente no cdlon e engloba alguns
géneros como Bacteroides, Flavobactérias e Sphingobacterias, sendo o
Bacteroidete Thetaiotamicron um dos mais abundantes. Estas bactérias sdo

gram-negativas e obrigatoriamente anaerdbias (13).

Embora as fungdes das bactérias pertencentes ao filo Firmicutes ainda
ndo estejam totalmente elucidadas, ha evidéncias que indicam que alguns
membros desse filo, como as bactérias da espécie Clostridium butyricum estao
entre as bactérias produtoras de acido butirico produzido a partir do acido
latico ou lactose, numa reacao quimica denominada fermentagdo butirica e
esse tipo de fermentacao aumenta a extracao de energia da dieta (14-16). Por
outro lado, membros do filo Bacteroidetes participam do metabolismo de
carboidratos e realizam este metabolismo expressando enzimas semelhantes
as (licosiltransferases, que promovem a glicosilacdo, ou seja, unem
carboidratos a proteina formada nos ribossomos. Também expressam

glicosideos hidrolases que degradam a biomassa, como celulose e
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hemicelulose, em estratégias de defesa antibacteriana. E por ultimo,
expressam a enzima polissacarideo-lipase que catalisa a quebra de uma
ligacdo carbono-oxigénio nos polissacarideos, levando a um produto

insaturado e a eliminacao de alcool (17).

1.2 Microbiota intestinal (MI) e obesidade

Os microrganismos intestinais influenciam na obtengao de energia, na
homeostase energética e, potencialmente, no desenvolvimento da obesidade
e dos distirbios metabdlicos (12). Cada vez mais evidéncias comprovam a
importancia da composicao da MI para o desenvolvimento da obesidade e,
demonstram que o tipo e a quantidade da populagao bacteriana podem
determinar algumas caracteristicas importantes de vias metabdlicas que
desempenham um papel importante na obesidade (18, 19). Estudo recente
mostrou que a MI promove absorcdo intestinal e transferéncia de
monossacarideos para a circulacdo portal pelo aumento da expressao do
transportador de glicose-1 (GLUT-1) no intestino delgado. Este aumento do

fluxo de carboidratos estimula a lipogénese no figado e no tecido adiposo (18).

A obesidade e a composicao da dieta podem causar danos na barreira
intestinal e favorecer o mau funcionamento do eixo intestino-figado,
permitindo a passagem indiscriminada de componentes bacterianos na

circulagdo. A barreira intestinal € uma unidade funcional complexa composta



de elementos luminal e mucoso como a camada de células epiteliais, barreira
mucosa, componentes imunes inatos e adquiridos. Essa barreira desempenha
um papel fundamental na protecdo contra organismos entéricos, toxinas
potencialmente nocivas e bioprodutos bacterianos intimamente associados a
saude e susceptibilidade as doencas (20). O eixo intestino-figado refere-se a
relacdo anatomica e funcional entre o trato GI e o figado. A interacao entre os
dois orgaos, seja saudavel ou doente, inclui a transferéncia da MI e seus
potenciais produtos hepatotdxicos até o figado (21). AlteragOes neste eixo
(constituido por barreira intestinal, MI e figado) podem levar a mudancas na
permeabilidade intestinal favorecendo o crescimento excessivo de bactérias
(disbiose), em particular, bactérias Gram-negativas que aumentam a produgao
de produtos hepatotdxicos, tais como lipopolissacarideos (LPS) que, por sua
vez, estimulam T7oll-like receptor-4 (TLR4) e sinalizam em Ultima instancia o
fator de transcricdo kappa B (NF-kB) e citocinas pro-inflamatdrias como a

Interleucina 6 (IL-6), Fator de transformagao do crescimento beta (TGF-) e

Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (22, 23).

Outro mecanismo proposto para explicar a relagdo da MI com o
aumento de gordura corporal é a supressao intestinal de Fasting induced
adipose factor (FIAF). Esta proteina é produzida pelos enterdcitos e sua fungao
é inibir a lipase lipoprotéica (LPL) (24), que quando ativada aumenta a
absorcao de acidos graxos (AG) livres e triglicérides (TG), ou seja, o FIAF
exerce o equilibrio entre estas acdes. Desta maneira, ao suprimir o FIAF, a LPL

se torna mais ativa desencadeando maior absorcao de AGCC e TG podendo



contribuir para o desenvolvimento da Sindrome metabdlica (SM) e para o
acumulo de AG nos hepatocitos (12, 18, 25), levando a varias condicoes
clinicamente relevantes tais como, estresse oxidativo, inflamacao, e apoptose,
incluindo também, esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA) fibrose e cirrose (26)
(Figura 1). Os AGCC, além de representarem uma fonte de energia, atuam
como moléculas sinalizadoras de diferentes fungdes organicas como, inibir o
processo inflamatdrio, reduzir atividade de NF-kB e aumentar a migracao de
leucdcitos. Atuam também, como ligantes de pelo menos dois receptores
acoplados a proteina G (GPCRs): Gpr4l e Gpr43 expressos no intestino
delgado, célon e adipdcitos (18). Tais receptores sao expressos pelas células
do epitélio intestinal, em células enteroenddcrinas L, produtoras do peptideo
YY (PYY), hormOnio que age inibindo a secregao gastrica, esvaziamento
gastrico, contracao da vesicula biliar e reducdo do tempo de transito
gastrointestinal. Dessa forma, ao serem ativados, estes receptores aumentam
a producao de PYY, favorecendo a reducao da motilidade intestinal e
promovendo maior absorcdo de nutrientes no Iimen intestinal, em especial
dos AG de cadeia curta, que sdo substratos para a lipogénese hepatica. Da
mesma forma, o PYY realiza suas fungdes hormonais no sistema nervoso

central, inibindo neur6nios orexigenos, induzindo saciedade (27, 28).
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Mecanismos propostos para explicar a relagdo da microbiota intestinal (MI) com o aumento de gordura corporal. A MI pode levar a
supressao intestinal de Fasting induced adipose factor (FIAF), que intensifica a atividade da lipase lipoproteica (LPL) desencadeando
maior absorcdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e triglicérides (TG). Este mecanismo contribui para o desenvolvimento da
Sindrome metabdlica (SM) e acimulo de acidos graxos (AG) hepaticos. A MI também pode regular a deposicdao de gordura no figado e
no musculo pela alteragdo dos niveis de Proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina (AMPK), que monitora os niveis de
energia celular e estimula a oxidagao de AG em tecidos periféricos.



A composicao da MI também pode estar relacionada aos habitos
alimentares. Estudo realizado com roedores alimentados com dieta rica em
gorduras demonstrou reducao significativa nas quantidades de Eubacterium
rectale, Clostridium coccoides, pertencentes ao filo Firmicutes, e de
Bifidobacterium spp, pertencentes ao filo Actinobactéria (30). Estes
microorganismos reduzem os niveis de endotoxinas intestinais em roedores e,
em humanos, demonstrou-se que a Bifidobacterium spp melhora a fungao de
barreira da mucosa, aumenta expressdao de proteinas envolvidas na via de

sinalizacdo da insulina regulando as concentracdes de glicose sérica (31).

Alguns estudos tém demonstrado que modificagdes na dieta, tanto na
qualidade quanto na quantidade, refletem em mudangas na composicao da MI
(32-34). Liu e colaboradores (2014) demonstraram que individuos obesos
submetidos a intervencgdes dietéticas baseadas na reducao da ingestdo de
carboidratos e no aumento de proteinas, apresentaram aumento na populacao
do género de Bifidobactérias, pertencente ao filo Actinobactéria, o qual atua
como probidtico, aumentando as fungdes imunes, dentre elas, ativacdo de
linfocitos e macrdfagos e producdo de anticorpos (32). Dados de outro estudo
corroboram estes achados e confirmam que modificacdes na composicao da
MI de individuos obesos submetidos a dieta hiperproteica. Os autores
demonstraram que esta intervengao dietética levou a um aumento percentual
de Bacteroidetes e reducgao de Firmicutes, proporcional a perda de peso, ou
seja, quanto maior a perda de peso, maior o percentual de Bacteroidetes (33).

Por outro lado, estudo recente realizado por Moreno-Pérez e colaboradores


https://pt.wikipedia.org/wiki/Probi%C3%B3tico

(2018) demonstrou que suplementacdo com proteina animal (proteina da
carne e proteina do soro de leite), diminuiu a presenca de bactérias benéficas,
como a espécie Bifidobacterium longum, o género Roseburia € a ordem

Lactobacillales (35).

A ingestdo de carboidratos complexos (principalmente fibras) é a que
mais influencia positivamente na MI. As fibras, tanto as sollveis quanto as
insolUveis, promovem o aumento da quantidade de bactérias benéficas no
intestino, como os géneros Bifidobacterium e Roseburia, e as espécies
Faecalibacterium prautznij, e diminuem a quantidade de bactérias
patogénicas, como Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria spp (36). Além
disto, o consumo de fibras aumenta a producao de AGCC, que tém inlimeros

efeitos benéficos a saude (37).

O consumo de gorduras também afeta a composicao da MI. Os efeitos
dependem da quantidade e do tipo de gordura ingerida (saturada,
monoinsaturada ou poliinsaturada). Dietas ricas em gordura diminuem a
diversidade microbiana, diminuindo assim a presenga de bactérias benéficas
(Bifidobacterium, Lactobacillus e Akkermansia muciniphila), levando ao
aumento da permeabilidade intestinal e dos niveis de LPS, o que favorece o

desencadeamento da inflamagdo sistémica (38-40).

Com estas evidéncias, compreender as funcdes associadas aos

diferentes filos bacterianos é importante porque as alteragdes na MI tem sido
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associadas as doencas do hospedeiro, incluindo obesidade, diabetes mellitus

tipo 2 (DM2) e esteatose hepatica (41, 42).

1.3 Microbiota intestinal (MI) e Doenca hepatica gordurosa nao

alcoodlica (DHGNA)

A Doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) é uma das formas
mais comuns de doenca hepatica, relacionada primordialmente ao aumento
progressivo da obesidade no mundo. Inicialmente, foi considerada como uma
hepatopatia de curso benigno, contudo, atualmente, sabe-se que é uma
doenca complexa que envolve fatores ambientais e predisposicao genética

(43).

A DHGNA abrange um espectro de alteragdes hepaticas que variam
desde um simples depdsito de gordura no interior do hepatdcito, sem
inflamacdao ou fibrose (esteatose simples), até casos de EHNA, cirrose e

carcinoma hepatocelular (CHC), em pacientes sem histéria de etilismo (44).

A DHGNA esta associada a componentes da SM: DM2, resisténcia a
insulina (RI), hipertensdo arterial sistémica e principalmente a obesidade
abdominal (visceral), dislipidemia [hipertrigliceridemia, niveis baixos de
lipoproteina de alta densidade (HDL) e niveis elevados de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL). Pode também estar associada a procedimentos

cirdrgicos como bypass jejuno-ileal, desnutricdo caldrico-proteica, nutrigdo
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parenteral prolongada, uso de drogas, endocrinopatias, uso de medicamentos
e exposicao a toxinas (45, 46). O estilo de vida sedentario, a ingestao
inadequada de alimentos com alto consumo de gordura e frutose, bem como,
obesidade, disturbios metabdlicos, estado hormonal e antecedentes genéticos
também foram descritos como responsaveis pelo desenvolvimento da DHGNA

(47).

Devido as crescentes taxas de obesidade, a DHGNA tem se tornado
cada vez mais frequente em todas as populagdes, principalmente no mundo
ocidental e tem sido definida pelos especialistas como uma doenga do mundo
moderno (45). Estudo recente de Younossi e colaboradores (2019)
demonstrou que a prevaléncia da DHGNA nos Estados Unidos, nos ultimos 30
anos, tem aumentado paralelamente a epidemia da obesidade e do DM2 (48).
Este aumento tem sido observado nao s6 nos Estados Unidos, mas também
em todo o mundo. No entanto, esta prevaléncia difere significativamente de
acordo com o método diagndstico utilizado e a populagdo estudada. A medida
que as taxas de obesidade, diabetes e SM continuam a aumentar, a DHGNA e
EHNA podem afetar significativamente os cuidados de saiude e o
desenvolvimento de complicagdes a longo prazo, como cirrose e CHC nos

préximos anos (49).

Existem poucos estudos epidemioldgicos sobre prevaléncia da DHGNA
na América do Sul. No Brasil, Karnikowski e colaboradores (2007) relataram

que a prevaléncia da DHGNA ¢é de 35,2% entre a populacao de meia-idade
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(50). Outro estudo realizado pela Sociedade Brasileira de Hepatologia avaliou
as caracteristicas clinico-epidemioldgicas da DHGNA em 16 centros médicos
distribuidos pelas cinco regides do Brasil. Os dados deste estudo mostraram
que 53,3% dos individuos era do sexo masculino, 85% eram assintomaticos e
a maioria (58%) ja apresentava EHNA e, desses, 27% apresentavam algum

grau de fibrose, incluindo 15,4% de casos de cirrose (51).

A fisiopatologia da DHGNA ainda ndo esta totalmente elucidada. Cerca
de 10-25% dos pacientes com DHGNA desenvolvem EHNA (52) e os fatores
responsaveis pela progressao de esteatose para EHNA ainda permanecem
desconhecidos e sao temas de extensa investigagao. Atualmente, a maioria
dos autores acredita na teoria dos multiplos Aits. O primeiro Ait esta
intimamente associado as multiplas anormalidades metabodlicas, destacando a
RI como condigdo inicial para o acimulo de AG nos hepatdcitos, uma vez que
favorecem a lipogénese e inibem a lipdlise, o que provoca o aumento excessivo
do aporte de AG no figado, seguido de uma sequéncia de eventos (multiplos
hits) como, o aumento do estresse oxidativo, estresse do reticulo
endoplasmatico, disfuncao mitocondrial e endotoxemia cronica (53). Estes
eventos promovem o aumento da peroxidacao lipidica que eventualmente leva
ao aumento do acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e fatores
derivados do intestino. A acao coordenada e concomitante desses eventos

hepaticos promovem o desenvolvimento da EHNA (54).
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Fatores enddgenos como a MI também podem contribuir para o
desenvolvimento da DHGNA. O aumento da permeabilidade intestinal, o
supercrescimento bacteriano do intestinal delgado (SCBID), que é uma
condicdo na qual niveis elevados do nimero de bactérias do intestino delgado
levam a distensdao abdominal e outros sintomas comuns relacionados com
sindrome do intestino irritavel (SII), sdo frequentes em pacientes obesos e
induzem a lesao hepatica por aumentar a producdo de LPS derivados das
bactérias Gram-negativas do intestino que ativam o NF-kB e a producdo de
TNF-o. e sugerem que a MI aumenta a exposicao do figado a endotoxinas
desempenhando um papel importante na progressao da esteatose para EHNA
(55-57). Além disso, o aumento da permeabilidade intestinal leva a
translocacdo bacteriana e as endotoxinas produzidas por estas bactérias
penetram na veia porta e ativam células inflamatdrias do tipo T7oll-like
receptors (TLRs) nos hepatdcitos (22) e diminui a secrecao do FIAF

aumentando a atividade da LPL e o acumulo hepatico de TG (29, 58).

Varias células hepaticas expressam niveis significativos de TLRs sendo
assim um determinante critico na patogénese de doencgas hepaticas cronicas.
Especificamente, TLR2, TLR3 e TLR4 sdo altamente expressos nas células de
Kupffer e respondem a estimulo das endotoxinas intestinais levando a
producdo rapida de TNF-a e IL-6. Além disso, a expressao de TLRs pode ser
encontrada em células epiteliais biliares, células estreladas, hepatdcitos e

células endoteliais sinusoidais hepaticas (59) sendo fundamental para os
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processos fisiopatoldgicos que geram doencas hepaticas multiplas, como

hepatite viral, CHC, DHGNA, cirrose e fibrose (60).

Estudos recentes em modelos humanos e animais demonstraram que a
MI é um fator importante para o armazenamento de energia e contribui para
o aumento da adiposidade e desenvolvimento da DHGNA (41, 61, 62).
Proporcoes menores de Bacteroidetes e altas proporcdoes de Prevotella e
Porphyromas foram encontradas em pacientes com DHGNA favorecendo uma
maior extracdo de energia dietética e acimulo de gordura, em comparagao
com individuos sem DHGNA (63, 64). Estudo recente de Machado e
colaboradores (2016) também demonstrou um aumento na quantidade de
Lactobacillus, Escherichia e Streptococcus, bem como, diminuicao de
Ruminococcaceae e de Faecalibacterium prausnitzii em pacientes com DHGNA
(65). Outro estudo recente realizado por Boursier e colaboradores (2016)
demonstrou que a quantidade reduzida de Bacteroides foi associada de forma
independente a EHNA e a prevaléncia de Ruminococcus foi associada com o
estadiamento de fibrose >F2 (66). Ja estda bem documentado que em
individuos obesos ha um aumento significativo dos niveis de SCBDI,
intensificando a permeabilidade intestinal em comparacdo com individuos
magros sem DHGNA (67), mas o papel destes microrganismos na progressao
da DHGNA para EHNA em pacientes magros com EHNA tem que ser ainda
mais explorado. No entanto, a maioria dos estudos em humanos, incluindo
pacientes com DHGNA, apresenta varias limitagcbes, tais como: a bidpsia

hepatica ndo é realizada em todos os pacientes, populacdoes heterogéneas
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(adultos vs criancas) e caracterizacao de MI realizada por diferentes métodos
[reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (PCR) e pirosequenciamento]

(68, 69).

Por outro lado, um dos mecanismos pelo qual a MI contribui para o
desenvolvimento de DHGNA pode ser pelo aumento do nimero de bactérias
produtoras de etanol (por exemplo, Escherichia coli) (63). O etanol produzido
por estas bactérias contribui para alteracdes fisioldgicas e morfoldgicas na
barreira intestinal associada com a SCBID, diminuindo a permeabilidade
intestinal e, portanto, aumentando a passagem de endotoxinas a partir do
limen do intestino para o sangue portal o que leva a um aumento na producao
de EROs que, consequentemente, estimula a inflamacao hepatica (70). O
etanol é constantemente produzido pela MI mesmo na auséncia de ingestao
de alcool. Verificou-se que uma dieta rica em agucar refinado pode levar a
niveis aumentados de alcool no sangue e que o etanol endogenamente
sintetizado é eliminado pela via da enzima alcool desidrogenase (ADH) no
figado. Esta enzima converte o alcool em acetaldeido que, mesmo em

peqguenas concentracgoes, € toxico para o organismo (71).

Zhu e colaboradores (2016) examinaram a composi¢ao da MI e os niveis
de etanol no sangue de pacientes obesos e eutréficos com EHNA (72). Apenas
algumas diferencas foram evidentes na composicao MI de pacientes com
EHNA em comparacao com obesos sem doenca hepdtica, e incluiram

diferencas entre filos, familas e géneros em Proteobacteria,
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Enterobacteriaceae e Escherichia coli, respectivamente. Algumas dessas
mudancas na MI incluiram mais bactérias produtoras de alcool, associadas a
um aumento significativo nos niveis de etanol nos pacientes com DHGNA em
comparacao com pacientes obesos sem DHGNA. Além disso, os niveis
aumentados de etanol foram especificamente detectados em correlacao com
a EHNA. Em suma, esses resultados sugerem que a producao de etanol pela
MI pode contribuir para o desenvolvimento da DHGNA e sua progressao para

EHNA (72).

Outro produto da metabolizacdao de nutrientes pelas bactérias que pode ser
tdxico para o figado € o composto N-Oxido de trimetilamina (TMAQ). A MI pode
promover a conversao de colina em trimetilamina (TMA) que, em seguida, vai
chegar ao figado pela circulagdo porta e sera convertida em TMAO (65). O
aumento na produgao deste composto leva a uma diminuicao da exportacao
de VLDL hepatico, modulacdo da sintese do acido biliar, com efeitos
prejudiciais ao figado, como aumento de deposicao de gordura hepatica,
lesdes inflamatorias e oxidativas e diminuicao do metabolismo da glicose (73).
Embora estudos que avaliam os metabdlitos relacionados a MI sejam
desafiadores e demonstrarem a importancia destes na progressao da DHGNA,
os resultados ainda sao inconsistentes ou mesmo conflitantes no que diz
respeito a caracterizagdo dos perfis metabdlicos destes pacientes (74). Na
figura 2 apresentamos de forma esquematica as possiveis vias, elucidando

como a MI pode levar a progressao da DHGNA.
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Esquema das possiveis vias elucidando como a microbiota intestinal (MI) pode levar a progressao da doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica (DHGNA). A MI, quando em disbiose, favorece o ganho de gordura corporal e desempenha um papel fundamental na progressao
da DHGNA por meio de diferentes vias incluindo: o aumento da extracdo de energia a partir de dieta, a mudanca na expressao de genes
envolvidos na lipogénese de novo, a regulacdao do metabolismo da colina, 0 aumento da producao de etanol enddgeno e o desequilibrio

no sistema imunoldgico.
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A relacao entre a disbiose intestinal e a gravidade da DHGNA, bem como, o
papel da MI na progressao da EHNA ainda nao estao bem documentados. Com
base na escassez de dados da literatura e visto a necessidade de melhor
caracterizar a MI de pacientes magros, com sobrepeso e obesos com EHNA,

propusemos o presente estudo.

1.4. Justificativa

Considerando que a DHGNA é uma doenca multifatorial e, por este
motivo, escolher uma terapia adequada torna-se algo complexo e, o fato de
que o papel da MI no desenvolvimento e progressao da DHGNA e da EHNA
ainda ndo estd totalmente elucidado, fazem-se necessarias novas
investigacdes para avaliar e caracterizar melhor a MI destes pacientes, na
tentativa de se propor estratégicas terapéuticas auxiliares para o tratamento

da DHGNA.



OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a composicao da MI de pacientes magros, com sobrepeso e

obesos com EHNA e de individuos sem DHGNA.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

Comparar a composicao da MI de pacientes com EHNA (magros, com
sobrepeso e obesos) com a MI de individuos (magros e obesos) sem

DHGNA utilizados como controle;

Comparar a composicao da MI de pacientes com EHNA (magros, com
sobrepeso e obesos) e de individuos (magros e obesos) sem DHGNA a

ingestdo caldrica e de macronutrientes;

Comparar a composicao da MI de pacientes com EHNA (magros, com

sobrepeso e obesos) com a gravidade da lesao histoldgica hepatica.



METODOS
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3. METODOS

3.1. Casuistica

Foi realizado um estudo transversal que incluiu 23 individuos, sendo 13
pacientes com EHNA comprovada por bidpsia hepatica matriculados no
Ambulatorio de Doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (A2MG700) da
Disciplina de Gastroenterologia Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HC-FMUSP) e 10 individuos
(magros e obesos) sem DHGNA ao método de imagem, utilizados como
controle. Esses individuos foram divididos em 5 grupos: pacientes magros com
EHNA (n=4), pacientes com sobrepeso e com EHNA (n=5), pacientes obesos
com EHNA (n=4), individuos magros sem DHGNA utilizados como controles
magros (n=5) e individuos obesos sem DHGNA utilizados como controles

obesos (n=5).

3.2. Consideracoes Eticas

Todos os individuos que concordaram em participar do estudo
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e o estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo em 3 de julho de 2013, sob o protocolo de pesquisa 335.530.



3.3.

3.4.
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Critérios de Inclusao

Adultos de ambos os sexos e de qualquer raca,

Idade entre 18-75 anos,

Presenca de EHNA confirmada por histologia hepatica,

Auséncia de: consumo diario de alcool> 20 g para mulheres e > 30 g
para homens (76), toxicodependéncia, esquistossomose, infeccdo por
hepatite B ou C, Hepatite autoimnune, Doenca de Wilson,

Hemocromatose ou Deficiéncia de o 1 Antitripsina;

Voluntarios magros sem DHGNA recrutados por meio de divulgacao
interna no HCFMUSP com IMC entre 18,5 e 24,9 e sem a presenca de
DM2 ou sintomas gastrointestinais cronicos e com exame de
ultrassonografia abdominal realizado para confirmar a auséncia de
esteatose e com enzimas hepaticas normais;

Voluntarios obesos (IMC >30) sem DHGNA recrutados por meio de
divulgacao interna no HCFMUSP sem esteatose e EHNA, avaliados por
exame de ultrassonografia e com enzimas hepaticas normais e sem a

presenca de DM2.

Critérios de Exclusao

Gravidez e lactacao,

Recusa em participar do estudo,
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e Uso de antibidticos, probioticos, prebidticos e laxantes no Gltimo més

anterior a coleta de material fecal.

3.5. Avaliacao Nutricional

Os pacientes foram avaliados por um Nutricionista e receberam
instrugdes para registrar sua ingestdo dietética diaria durante 7 dias. Os
macronutrientes (proteinas, carboidratos e lipidios), além de calorias e
quantidade de fibras alimentares, foram calculados com o software

Avanutri 4.0 (Avanutri, Rio de Janeiro, Brasil).

3.6. Avaliacao Antropomeétrica e da Composicao Corporal

3.6.1. Parametros Antropométricos

Peso: O peso corporal (kg) foi aferido por balanca digital acoplada ao
estadiometro (Biospace, modelo BSM370®, Gangnam-gu, Seoul, Coreia),

estando os participantes da pesquisa descalgos e com roupas leves.

Altura: A altura (m) foi determinada por estadiometro (Biospace,
modelo BSM370®, Gangnam-gu, Seoul, Coreia), graduado em centimetro com

esquadro movel, para posicionamento sobre a cabeca, estando os
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participantes descalcos, com os pés unidos, em posicao ereta, olhando para

frente.

Indice de Massa Corpérea (IMC): A obesidade foi avaliada pelo
IMC, que é definido como o peso do individuo (kg) dividido pela sua altura (m)
elevada ao quadrado segundo a OMS, 1997 (77) (Tabela 1). Os pacientes
idosos (acima de 65 anos) foram classificados de acordo com os padroes de

IMC estabelecidos por Lipschitz (1994) (78) (Tabela 2).
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Tabela 1. Classificacdo do Indice de massa corpérea (IMC)

IMC (Kg/ m?) Classificacdo
< 18,5 Baixo peso
18,5-24,9 Eutrofia
25,0-29,9 Pré- obesidade
30,0-34,9 Obesidade grau I
35,0-39,9 Obesidade grau II
> 40,0 Obesidade grau III

FONTE: Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 1997 (77)

Tabela 2. Classificacdo do Indice de massa corpdrea (IMC) para individuos

idosos (acima de 65 anos)

IMC (Kg/ m?) Classificacdo
<22 Baixo- peso
22- 27 Eutrofia
>27 Obesidade

Lipschitz (1994) (78)
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3.7. Avaliagao Clinica

3.7.1.Métodos de dosagens laboratoriais

A coleta de sangue venoso periférico foi realizada apds 12 horas de jejum

para a determinacao de todas as dosagens laboratoriais descritas a seguir.

- Glicemia: A concentracdo plasmatica de glicose foi determinada em
analisador automatico, modelo Cobas Integra da Roche, pelo método
enzimatico colorimétrico utilizando a hexoquinase. O intervalo de referéncia

considerado para os valores normais de glicemia € de 70 a 100 mg/ dL.

- Lipides plasmaticos: as dosagens de colesterol total (CT), HDL-C e TG
foram realizadas em sistema automatizado COBAS MIRA, utilizando kits
enzimaticos comerciais (Roche, Mannhein, Alemanha). A concentragdo de
colesterol nas fragdes LDL-C e VLDL-C foram determinadas pela equagao de

Friedewald (1972) (79), onde VLDL-C= TG/5 e LDL-C= CT - (HDL-C+VLDL-C).

- Enzimas hepaticas: aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e gama glutamiltransferase (GGT): as concentragoes
séricas de AST, ALT e GGT foram determinadas por método cinético

automatizado.



26

3.8. Avaliagao Histologica

A decisdo de se propor a bidpsia hepatica foi discutida de forma
individualizada com cada paciente, considerando os achados clinicos e
laboratoriais possivelmente associados a EHNA e/ou a fibrose avancada que
poderiam auxiliar na sua indicacao, especialmente: idade acima de 45 anos,
presenca de obesidade, de DM2 ou SM, relacao AST/ALT > 1 e aumento

persistente de aminotransferases por mais de 6 meses.

Todos os pacientes que participaram do estudo, exceto os individuos
dos grupos controle, realizaram uma bidpsia hepatica dentro do periodo de 6
meses anteriores ao estudo. A bidpsia hepatica foi indicada de acordo com a
rotina de cuidados do protocolo ambulatorial de DHGNA (A2MG700) do
Departamento de Gastroenterologia Clinica do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP).

Fragmentos de tecido hepatico previamente fixados em solugdo de
formol a 4% foram processados e submetidos as coloragdes de hematoxilina-
eosina. As amostras de figado foram avaliadas de maneira cega por um
patologista hepatico experiente utilizando um sistema modificado da
classificacao padronizada por Kleiner e colaboradores em 2005 (80), conforme

apresentados na tabela 3.



27

Tabela 3. Classificacao de Kleiner e colaboradores (2005) (80) para o
estadiamento da fibrose hepatica secundaria a Esteato-hepatite
nao alcodlica (EHNA) e calculo do escore de atividade

necroinflamatéria [ NVALFD Activity Score (NAS)].

Classicacao de Kleiner para EHNA

ESTEATOSE
0 <5%
1 5% - 33%
2 >33% - 66%
3 >66%

FIBROSE

0 Ausente
1 Perissinusoidal ou periportal
1A Leve, zona 3, perissinusoidal
1B Moderada, zona 3, perissinusoidal
1C Portal / periportal
2 Perissinusoidal e portal / periportal
3 Pontes de fibrose
4 Cirrose

INFILTRADO LOBULAR

0 Sem foco

1 <2 focos por campo de 200X

2 2-4 focos por campo de 200X

3 >4 focos por campo de 200X
BALONIZACAO

0 Ausente

1 Poucas células de balonizagao

2 Muitas células / balonizacdo proeminente
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As variaveis histoldgicas estudadas foram: esteatose macrovesicular e
microvesicular (0-3), inflamacao lobular (0-3), balonizacao hepatocelular (0-2)
e fibrose (0-4). Apds a graduagao de cada variavel, foi realizada a soma dos
resultados para se obter o escore de atividade da DHGNA (NAS, do inglés

NALFD Activity Score) (80).

3.9 Analise da Microbiota Intestinal (MI)

A analise da MI dos participantes do estudo foi realizada no Laboratdrio
de Parasitologia do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sao

Paulo (LIM-46).

3.9.1 Extracao

A extracdo do DNA fecal foi realizada utilizando-se o kit PowerSoil® DNA
Isolation Kit (MoBio, Carlsbad, CA, EUA) seguindo instrugdes do fabricante com
modificagdes, que incluem o aquecimento da amostra a 65 °C, 10 min e

95 OC, 10 min para aumentar o poder de lise dos microrganismos

(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC3574278/).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3574278/
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3.9.2 Sequenciamento de Nova Geragao

A caracterizacdo da microbiota foi realizada pela amplificacdo do dominio
V4 do segmento 16S ribossémico bacteriano, utilizando os oligonucleotideos
iniciadores F515 (CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

CTAAGGTAACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA) e R806 (CCTCTCTATGGGCAGT

CGGTGATGGACTACHVGGGTWTCTAAT). Esses  oligonucleotideos  sdo
modificados para conter uma regido de adaptadores, permitindo o
sequenciamento no Ion PGM Torrent (Carlsbad, CA, EUA), pela técnica
denominada Primer Fusion. Além disso, um dos iniciadores (primer forward)
possui uma sequéncia (barcode) que permite a multiplexacdo de até 16

amostras em um mesmo CHIP, de acordo com a cobertura desejada.

3.9.3 Metodologia de Primer Fusion

A amplificagdo de sequéncias alvo foi realizada utilizando
oligonucleotideos modificados, permitindo o sequenciamento na plataforma
Ion PGM Torrent (Carlsbad, CA, EUA) de varias amostras, identificadas por
uma sequéncia de nucleotideos (barcodes). Apds esta amplificacdo foi

realizada a purificacao da biblioteca.

O processo de purificacdo da biblioteca foi realizado por meio da técnica
de beads magnéticas, utilizando o reagente Agencourt® AMPure® XP Reagent

(Beckman Coulter, Beverly, Massachussets, EUA).
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3.9.4 Preparo do poo/ equimolar das bibliotecas amplificadas

O agrupamento das amostras em quantidades equimolares permitiu
a total cobertura das regides alvo. Para tanto, cada amostra foi quantificada
por fluorometria, utilizando o 4/t Qubit DNA BR (Eugene, Oregon, EUA), no
equipamento Qubit 2.0 (Life Technologies, Eugene, Oregon, EUA), e diluidas
para que se tornem equimolares, utilizando a maior concentracao, num volume

total de 25 pL.

3.9.5 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) em emulsao

A PCR em emulsdo permitiu que cada sequéncia de nucleotideos fosse
amplificada individualmente em microesferas suspensas em uma emulsao
oleosa, utilizando o reagente IonPGM™ Template OT2 400 lon Sphere™
(Carlsbad, CA, EUA), no equipamento fon One Touch2 (Life Technologies,

South San Francisco, CA, EUA).

3.9.6 Enriquecimento

Apos a amplificagdo por PCR em emulsdo, as amostras que ndo tiveram
as sequéncias amplificadas ao redor das microesferas foram eliminadas por
meio de um procedimento de enriquecimento, utilizando o equipamento

Enrichment System (Life Technologies, South San Francisco, CA, EUA).
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3.9.7 Reacao de Sequenciamento

Inicialmente foi feito o anelamento dos primers, utilizando o reagente
Sequencing Primer (Carlsbad, CA, EUA). Apos o anelamento foi adicionado fon
PGM™ Sequencing 400vZ2 Polymerase (Carlsbad, CA, EUA) para ligacao da

enzima polimerase.

3.9.8 Carregamento do CHIP

A amostra ligada a polimerase foi entdo depositada ao fon CHIP 318 v2
(Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), que ap0ds carregamento, foi inserido
na plataforma de sequenciamento Jon PGM Torrent (Life Technologies,

Carlsbad, CA, EUA) para realizacao do sequenciamento.

3.9.9 Analise dos resultados

Apds o sequenciamento, as sequéncias geradas pelo fon PGM Torrent
(Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) foram filtradas utilizando o software
Torrent Browser (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), para a remogao de

sequéncias policlonais e de baixa qualidade.

Os arquivos.sff gerados pelo 7orrent Browser foram analisados utilizando
a ferramenta QIIME. Leituras menores de 50pb foram descartadas. As

sequéncias remanescentes foram agrupadas em Unidades taxonOmicas
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operacionais (OTUs), baseando-se em similaridade de 97%, utilizando o
algoritmo UCLUST. OTUs foram classificadas taxonomicamente com o
software QIIME (http://qgiime.sourceforge.net), utilizando como referéncia o

banco de dados Ribosomal Database Project (https://rdp.cme.msu.edu/).

Esse processo resultou na formacao de arvores filogenéticas com formato

padrao Newick, obtidas utilizando o pacote contido no software QIIME.

Foi realizada andlise de coordenadas principais (PCoA), baseada na
matriz de distancia UniFrac, para demonstrar similaridades ou dissimilaridades

entre as amostras analisadas.

3.10 Analises Estatisticas

Para a andlise de dados ndao metagendmicos, foram adotadas

estatisticas ndo-paramétricas.

A variavel idade foi expressa como mediana (valor minimo e maximo),
enguanto as outras variaveis continuas foram expressas como média e desvio
padrao. As varidveis categdricas foram expressas como frequéncia e

porcentagem.

O teste de Mann-Withney, o teste de Kruskal-Wallis e o teste do qui-
quadrado foram utilizados para destacar a diferenca de sexo, idade, score NAS,

fibrose, prevaléncia de hipertensao, diabetes, dislipidemia e ingestdo de
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macronutrientes entre pacientes com EHNA e controles. Para qualquer
significancia estatistica no teste de Kruskal-Wallis, o teste de Dunn com ajuste
de Bonferroni foi aplicado para verificar diferencas relevantes entre niveis

variaveis.

Na analise bioestatistica de dados metagendmicos, os resultados brutos
obtidos pelo sequenciamento de DNA bacteriano foram pré-processados e
apenas as taxas que atingiram uma contagem “nao-zero” em pelo menos 20%
das amostras foram mantidas para analises adicionais. A palavra "ndo-zero"
se refere ao método incorporado que testa a veracidade de uma amostra. Por
exemplo, qualquer numero é considerado verdadeiro se nao for zero. Os dados
apurados foram entdo normalizados de acordo com o método cumulative sum
scaling normalization (CSS) (81). Este método € uma extensdo adaptativa da
abordagem de qguantis que é mais adequada para levantamento de dados de
genes marcadores pelas contagens brutas e sao divididas pela soma
cumulativa de contagens até um percentil determinado usando uma

abordagem orientada por dados (81).

A andlise de ordenagao [Analise de coordenadas principais (PCoA)]
baseou-se na distancia UniFrac ponderada (82). As amostras foram
classificadas de acordo com o IMC e os pacientes com EHNA foram
comparados com os individuos (magros e obesos) sem DHGNA utilizados como
controle. As diferencas de composicdo foram testadas por uma andlise de

variancia permutativa multivariada (PERMANOVA) na matriz de distancia (83).
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Finalmente, a analise de abundancia diferencial foi realizada utilizando
um modelo de mistura Gaussiana, que calculou o IMC dos grupos de pacientes
com EHNA e dos individuos (magros e obesos) sem DHGNA (controle), como
variaveis de interesse. A mesma analise também foi repetida considerando
como variaveis alvo a ingestao de macronutrientes (carboidratos, proteinas,
lipidios e fibras) e a ingestao caldrica total, sendo utilizado como corte de
referéncia o valor médio de ingestdo de cada grupo. O método Benjamini-
Hochberg foi aplicado como ajuste para comparagdes multiplas (84). Os
resultados foram considerados significativos com p-value ajustado <0,05 e um
log2 fold change > = 1. Uma mudanga positiva de /log2 fold change foi
indicativa para aumento da quantidade bacteriana e uma mudancga negativa
de /log2 fold change sugere uma redugao da quantidade bacteriana. Em ambos
0s casos, as modificacbes foram proporcionais ao valor absoluto de /og2 fold
change. A significancia estatistica (eixo y) e a mudanga de /og2 fold change

(eixo x) foram apresentadas em volcano plots.

Para calcular a alfa diversidade da MI de pacientes com EHNA e dos
individuos (magros e obesos) sem DHGNA de acordo com o IMC, foi utilizado
o indice de Shannon. Este € um dos diversos indices usados para medir a
diversidade em dados categdricos. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para
avaliar a diversidade microbiana intraindividual entre pacientes com EHNA e

individuos (magros e obesos) sem DHGNA utilizados como controle.
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A andlise da metagenémica foi realizada utilizando o programa de
estatisticas 7he R Project for Statistical Computing versao 3.1.2. [(R

Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria) http://www.r-

project.org]. Foram considerados como valores de significancia um p-value

<0,05.


http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/

RESULTADOS
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4. RESULTADOS

O presente estudo foi composto por 13 pacientes com EHNA e 10
individuos sem DHGNA. O género feminino foi o mais prevalente entre os
individuos obesos com EHNA e obeso controle, enquanto o género masculino

foi mais frequente entre os individuos com sobrepeso e EHNA.

As complicagdes metabdlicas representam 61,5% dos pacientes com
EHNA, sendo o DM2 a complicagao mais comum. Observou-se uma prevaléncia
discretamente maior de hipertensdo entre individuos obesos com EHNA, mas
nao houve diferenca estatisticamente significativa destas comorbidades
metabdlicas entre os grupos de pacientes com EHNA. Enzimas hepaticas ALT,
AST e GGT foram significantemente maiores nos pacientes obesos com EHNA
(p= 0,035, p= 0,037, p= 0,022 respectivamente). Niveis séricos de glicose,
colesterol total e LDL também foram maiores em obesos com EHNA, enquanto
os niveis de triglicérides e HDL foram maiores nos pacientes com sobrepeso e

EHNA, mas sem diferenga estatistica (Tabela 4).
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Tabela 4. Caracteristicas demograficas, comorbidades e variaveis
bioquimicas dos individuos do estudo.
M p-value p-value
L. Magro EHNA Sobrepeso Obeso EHNA agro Obeso
Variaveis ) EHNA ) Contole Controle  (Pacientes  (Todos)
(5) (5) (5) EHNA)
44 53 43 28,5 48
Idade 0,715 0,595
(24-53) (27-65) (43-55) (26-50) (34-53)
Sexo (Mulheres) 2 (50%) 2 (40%) 5 (100%) 3 (60%) 5 (100%) 0,006 0,018*
Diabetes mellitus 3 (75%) 2 (50%) 3 (75%) - - - 0,336
Hipertensdao 1(25%) 1(20%) 3 (75%) - - - 0,084
Dislipidemia 3 (75%) 1(20%) 2 (50%) - - - 0,322
ALT (U/L) 66,5+37,5 65,8+56,6  154,8+177  13,5+0,7 18,3+4,3 0,75 0,035*
AST (U/L) - 42,4+30,3 76154,4 14+2,6 15+1,7 0,2 0,037*
GGT (U/L) 1814223 120+73,2 402+320 15+4 22+14,4 0,32 0,022*
Glicose (mg/dL) 118,5¢20,5 140,489 145+60,5 77,3+6,5 89,3+13 0,07 0,06
Colesterol (mg/dL) 146,5+43 162+105 175#30,3 154+5,7 207,2+21 0,56 0,3
Triglicérides (mg/dL) 119445,3 130+80,3 93,5+39 8017 123,3+58 0,73 0,85
LDL (mg/dL) 83,5+60,1 87,4+76 130+10,5 90+15,5  129,7+10,5 0,83 0,32
HDL (mg/dL) - 76+21,2 65,8+11,4 48+12,7 52,7+5,3 0,2 0,33

ALT= Alanina Aminotransferase; AST= Aspartato Aminotransferase; GGT= Gama Glutamil Transferase;

HDL-C= Lipoproteina de alta densidade; LDL-L= Lipoproteina de baixa densidade. *Significancia

estatistica (p< 0,05).
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A composicdo da MI de pacientes e controles foi heterogénea, sem
agrupamento relevante no grafico de ordenacao de acordo com IMC, mesmo

estratificando grupos com a presenca de EHNA [PERMANOVA p= 0,691, PCoA,

(Figura 3)].
*
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Figura 3. Analise de coordenadas principais (PCoA), baseada na matriz de
distancia UniFrac ponderada para Unidades taxonOmicas
operacionais (OTUs) (Qiime). Estratificacdo dos individuos de
acordo com o indice de massa corpdrea (IMC) e presenca ou

auséncia de Esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA).

Comparando as bactérias fecais dos individuos com EHNA (obesos, sobrepeso
e magros) com os controles obesos e magros, nao foi encontrada diferenga

significativa no nivel de filo (Tabela 5).



Tabela 5. Anadlise da quantidade diferencial de filos bacterianos entre os grupos de pacientes magros, com sobrepeso e

obesos e com Esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA) e de individuos (magros e obesos) sem Doenga hepatica gordurosa nao

alcodlica (DHGNA) utilizados como controle.

Magros Magros Magros
Magros
EHNA vs EHNA vs EHNA vs
. EHNA vs p-value p-value p-value p-value
Filos p-value . Controles  p-value . Controles  p-value . Obesos p-value .
Controles ajustado Ajustado Ajustado Ajustado
Magros Obesos EHNA
(logFC)
(logFC) (logFC) (logFC)
Bacteroidetes 0,9 0,392 0,908 -0,171 0,88 0,893 -0,074 0,948 0,965 1.942 0,109 0,436
Actinobacteria -0,291 0,791 0,908 -544 0,666 0,893 -0,055 0,965 0,965 0,043 0,972 0,972
Firmicutes -0,132 0,865 0,908 0,417 0,648 0,893 -0,291 0,753 0,965 -0,408 0,644 0,972
Proteobacteria -0,075 0,908 0,908 0,104 0,893 0,893 -0,124 0,874 0,965 -0,136 0,854 0,972
Sobrepeso Sobrepeso Sobrepeso
Sobrepeso
EHNA vs EHNA vs EHNA vs
. EHNA vs p-value p-value p-value p-value
Filos p-value . Controles ~ p-value A Controles  p-value A Magros p-value .
Controles ajustado ajustado ajustado ajustado
(logFC) Magros Obesos EHNA
g (logFC) (logFC) (logFC)
Firmicutes 1.226 0,089 0,359 1.362 0,106 0,427 1.062 0,225 0,581 1.353 0,131 0,524
Actinobacteria 0,388 0,692 0,908 0,186 0,868 0,875 0,631 0,596 0,795 0,687 0,57 0,76
Bacteroidetes -0,142 0,878 0,908 0,691 0,5 0,875 -1.148 0,29 0,581 -1.073 0,328 0,657
Proteobacteria 0,068 0,908 0,908 0,11 0,875 0,875 0,017 0,981 0,981 0,142 0,849 0,849

Continua
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Obesos Obesos Obesos
Obesos
EHNA vs EHNA vs EHNA vs
. EHNA vs p-value p-value p-value p-value
Filos p-value . Controles  p-value . Controles  p-value . Sobrepeso  p-value .
Controles ajustado ajustado ajustado ajustado
Magros Obesos EHNA
(logFC)
(logFC) (logFC) (logFC)
Bacteroidetes -1,04 0,329 0,927 -0,171 0,88 0,893 -2,01 0,093 0,373 -0,899 0,434 0,731
Firmicutes 0,275 0,728 0,927 0,417 0,648 0,893 0,117 0,899 0,988 -0,95 0,273 0,731
Actinobacteria -0,334 0,764 0,927 -0,544 0,666 0,893 -0,099 0,938 0,988 -0,722 0,548 0,731
Proteobacteria 0,06 0,927 0,927 0,104 0,893 0,893 0,011 0,988 0,988 -0,007 0,991 0,991

As mudancas na quantidade de filos bacterianos s3o relatadas como alteracoes de /log2 fold change (logFC). O aumento ou a diminuicdo da quantidade bacteriana é

expressa por um logFC positivo ou negativo e é proporcional ao valor absoluto /ogFC. O significado estatistico é expresso como valor p e valor p ajustado para

comparagdes mdltiplas.

** resultados com /fogFC >2+1 e p-value ajustado <0,05

*resultados com /ogFC 2%1 e p-value <0,05
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No entanto, analisando a composicdo dos géneros bacterianos, os
pacientes com EHNA apresentaram diferencas na quantidade de
Faecalibacterium, Ruminococcus, Lactobacillus e Bifidobacterium em
comparacao com os individuos (magros e obesos) sem DHGNA (Tabela 6 e
Figura 4). Em particular, o grupo de pacientes magros com EHNA apresentou
uma quantidade 3 vezes menor de Faecalibacterium e Ruminococcus quando
comparados a todos os individuos (magros e obesos) sem DHGNA (/ogFC -
3,625, p= 0,004, p-value ajustado p= 0,047 e logFC-3,782, p= 0,004, p-value
ajustado p= 0,048, respectivamente). Comparando os pacientes com EHNA
magros com individuos saudaveis (magros e obesos) individualmente, essa

diferenca foi confirmada.

A MI dos pacientes obesos com EHNA foi abundante em Lactobacillus
(logFC 5,459, p= 0,002, p-value ajustado p= 0,048), enquanto
Bifidobacterium apresentou-se reduzido em pacientes com sobrepeso com
EHNA comparados aos individuos (magros e obesos) sem DHGNA (/ogFC -
4,494, p= 0,018, p-value ajustado p= 0,041). Diferencas menores também
foram observadas na quantidade de Roseburia e Lachnospira nos pacientes

obesos com EHNA (Tabela 6 e Figura 5).

A quantidade de Ruminococcus foi menor em pacientes magros com
EHNA quando comparados aos pacientes com sobrepeso e obesos com EHNA
(pacientes magros com EHNA vs pacientes obesos com EHNA: /ogFC -3,340,

p= 0,034, p-value ajustado p= 0,415; pacientes magros com EHNA vs
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pacientes com sobrepeso com EHNA: /ogFC-3,643, p= 0,015, p-value ajustado
p= 0,337, Tabela 6 e Figura 6). Os pacientes magros com EHNA também
foram deficientes em Lactobacillus quando comparados com o0s pacientes
obesos com EHNA (magros com EHNA vs obesos com EHNA /ogFC-4,031, p=

0,0037, p-value ajustado p= 0,415).



Tabela 6.

Analise da quantidade diferencial de géneros bacterianos entre os grupos de pacientes magros, com

sobrepeso e obesos e com Esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA) e de individuos (magros e obesos) sem

Doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) utilizados como controle.

Magros Magros Magros
Magro
EHNA vs p-value EHNA vs p-value EHNA vs p-value EHNA vs p-value
Filo/Classe/Ordem/Familia/Género p-value . Controles p-value . Controles p-value . Obesos p-value .
Controles ajustado ajustado ajustado ajustado
(logFQ) Magros Obesos EHNA
€ (logFC) (logFC) (logFC)
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;R occaceae;
) | -3,625 0,004* 0,047** -4,278 0,006* 0,107 -3,72 0,015* 0,17 -1,814 0,211 0,743
Faecalibacterium
Firmicutes;Clostridia;Cl diales;R occaceae;
. -3,782 0,004* 0,048** -4,625 0,009* 0,107 -4,7 0,003* 0,07 -3,34 0,034* 0,415
Ruminococcus
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;
) 41,391 0,183 0,993 -1,875 0,166 0,734 2,045 0,109 0,602 1,636 0,198 0,743
Roseburia
Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrich
irmicutes;ErysipelotrichiErysipelotrichates;Erysipelotricha 1,85 0,346 0,993 1,808 0,514 0,844 1,445 0,573 0,849 0,389 0,863 0,959
ceae;Eubacterium
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfovibrionales;Des
. ) ) 1,303 0,411 0,993 0,457 0,838 0,97 1,528 0,458 0,849 1,872 0,306 0,743
ulfovibrionaceae,Bilophila
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lach i ;
frmicutes;tostrigia;tlostriclales;cachnospiraceae 1,032 0,314 0,993 1,17 0,362 0,844 2,229 0,07 0,517 -0,988 0,426 0,743
Coprococcus
Firmicutes,;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae; Blautia -1,038 0,315 0,993 -1,368 0,308 0,844 -1,492 0,237 0,849 -1,556 0,217 0,743
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonell ;
irmicutes,tlostriala,lostridlales;vellioneliaceae; -1,047 0,426 0,993 2,187 0,229 0,841 1,371 0,413 0,849 1,278 0,399 0,743
Phascolarctobacterium
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacillaceae;
frmicutes;Saciil ' ' 1,427 0,356 0,993 2,917 0,146 0,734 1,06 0,575 0,849 -4031  0037* 0415
Lactobacillus
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;
-0,589 0,606 0,993 -0,576 0,717 0,876 -1,095 0,459 0,849 -0,029 0,982 0,982

Ruminococcaceae;Oscillospira

Continua
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M M M
Magro lagros lagros lagros
EHNA vs EHNAvs EHNA vs
. e gn EHNA vs p-value p-value p-value p-value
Filo/Classe/Ordem/Familia/Género p-value 3 Controles p-value 3 Controles p-value 3 Obesos p-value 3
Controles ajustado ajustado ajustado ajustado
(logFC) Magros Obesos EHNA
(logFC) (logFC) (logFC)
F{rmlcutes;Closmdla,'Clostr/d/ules;Lachnosp/raceae;Luchnos 0,514 0,614 0,993 0,137 0,921 0,97 1,14 0,382 0,849 1,413 0,236 0,743
pira
B i B idia:B i . i
acter(‘:tu‘ietes, acteroidia;Bacteroidales;[Odoribacteraceae 0,241 0,85 0,993 1,308 0,43 0,844 1,037 0,498 0,849 1188 0,439 0,743
J;Butyricimonas
B ] B idia;B idales; ]
acteroidetes;Bacteroidio;Bacteroidales;{Odoribacteraceae 0,993 0,993 -2,095 0,272 0,844 1,684 0,332 0,849 -0,525 0,757 0,926
J;0doribacter
Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrich
Irmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotricha ;g 0,935 0,993 0,694 0,685 0,876 0,54 0,733 0,878 0,504 0,725 0,926
ceae;Holdemania
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;
1,152 0,584 0,993 1,129 0,575 0,844 0,285 0,911 0,966 0,406 0,872 0,959
Prevotellaceae;Prevotella
Actinobacteria;Actinobacteria;Bifidobacteriales;
» . e N -0,487 0,677 0,993 -1,315 0,442 0,844 -0,797 0,618 0,849 -2,217 0,126 0,743
Bifidobacteriaceae;Bifidobacterium
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;
i -0,392 0,737 0,993 -0,056 0,97 0,97 0,623 0,665 0,861 -0,669 0,637 0,877
Porphyromonadaceae;Parabacteroides
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae; Dorea -0,24 0,792 0,993 -0,089 0,939 0,97 -0,869 0,431 0,849 -0,559 0,615 0,877
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;
) 0,087 0,929 0,993 0,8 0,536 0,844 0,117 0,922 0,966 -0,102 0,932 0,977
Ruminococcus
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Streptococcaceae;
frmicutes;Bactil ' P © 0,059 0,966 0,993 2,959 0,091 0,668 0,067 0,966 0,966 -1,574 0,363 0,743
Streptococcus
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales; 0,037 0,978 0,993 1,023 0,575 0,844 0,942 0,581 0,849 1,092 0,524 0,824
Bacteroidaceae;Bacteroides
Proteobacteria;Betaproteobacteric;Burkholderiales; 0,022 0,985 0,993 0,869 0,575 0,844 0,444 0,758 0,878 1,295 0,377 0,743

Alcaligenaceae;Sutterella

Continua
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Sobrepeso Sobrepeso Sobrepeso
Sobrepeso
EHNA vs EHNAvs EHNA vs
. e a EHNA vs p-value p-value p-value p-value
Filo/Classe/Ordem/Familia/Género p-value 3 Controles p-value 3 Controles  p-value 3 Magros p-value 3
Controles ajustado ajustado ajustado ajustado
(IogFC) Magros Obesos EHNA
(logFC) (logFC) (logFC)
Actinobacteria;Actinobacteria;Bifidobacteriales;
> } . f -4,494 0,001* 0,041** -3,284 0,048* 0,697 -2,765 0,074 0,814 -1,973 0,21 0,763
Bifidobacteriaceae;Bifidobacterium
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;
rolgetes; aia; raaies; 2,516 0,148 0,915 -1,067 0,484 0,918 2,713 0,06 0,814 0,706 0,708 0,764
[Odoribacteraceae];Odoribacter
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;
) -1,432 0,16 0,915 -0,308 0,778 0,918 -1,586 0,134 0,987 -0,31 0,808 0,808
Lachnospira
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Odoribact
acteroidetes;Bacteroidio;Bacteroidales; Odoribacteraceae - - ¢ 0,207 0,915 2,493 0,063 0,697 0,147 0,903 0,991 1.356 0,401 0,763
J;Butyricimonas
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Eubacteriaceae;
2,494 0,202 0,915 2,618 0,235 0,918 2,254 0,279 0,991 0,839 0,729 0,764
Pseudoramibacter_Eubacterium
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lach i )
irmicutes;lostriala;Clostriclales;=achnospiraceae, 1,292 0,27 0,991 0,77 0,539 0,918 -0,94 0,424 0,991 1,106 0,366 0,763
Roseburia
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;
-1,151 0,387 0,993 -1,882 0,203 0,918 -1,324 0,335 0,991 2,391 0,099 0,763
Faecalibacterium
B i B idia;B idales;
acteroidetes;Bacteroidio;Bacteroidales; 1,818 0,442 0,993 2,589 0,332 0,918 1,746 0,47 0,991 1,467 0,556 0,764
Prevotellaceae;Prevotella
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lach i ;
irmicutes,Hostricla;Clostridlales;fachnospiraceae; -0,829 0,47 0,993 0,295 0,805 0,918 -0,763 0,498 0,991 1,475 0,219 0,763
Coprococcus
Firmicutes: Clostridia:  Clostridiales: Rumi .
irmicutes;  Clostridia; - Clostridiales;  Ruminococcaceae; o 0,503 0,993 -0,982 0,504 0,918 -1,057 0,443 0,991 3,603 0,015* 0,337
Ruminococcus
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae; Blautia -0,753 0,514 0,993 -0,448 0,72 0,918 -0,572 0,625 0,991 0,921 0,451 0,763
Continua
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Sobrepeso Sobrepeso Sobrepeso
Sobrepeso
EHNA vs p-value EHNA vs p-value EHNA vs p-value EHNA vs p-value
Filo/Classe/Ordem/Familia/Género p-value . Controles p-value . Controles  p-value . Magros p-value .
Controles ajustado ajustado ajustado ajustado
Magros Obesos EHNA
(logFC)
(logFC) (logFC) (logFC)
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacill 5
irmicutes;BacifliLactobaciiiales;factobaciiaceae 0,798 0,644 0,993 15 0,42 0,918 -0,357 0,841 0,991 -1,402 0,444 0,763
Lactobacillus
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;
roteobacteria;Betaproteobacteria;Burknolaeriales, -0,619 0,646 0,993 0,673 0,644 0,918 -1,098 0,422 0,991 -1,538 0,28 0,763
Alcaligenaceae;Sutterella
Firmi Clostridia-Clostridiales-Rumi .
irmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae; 0,34 0,761 0,993 0,505 0,685 0,918 -0,012 0,991 0,991 1,135 0,424 0,763
Oscillospira
P ia;Del ia;
roteobacteria;Deltaproteobacteria; 0,013 0,993 0,993 0,273 0,877 0,918 0,798 0,623 0,991 0,797 0,689 0,764
Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae;Bilophila
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;
0,544 0,679 0,993 -0,661 0,648 0,918 0,019 0,988 0,991 -0,61 0,665 0,764
Porphyromonadaceae;Parabacteroides
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae;
-0,207 0,872 0,993 -0,695 0,63 0,918 0,12 0,929 0,991 1,418 0,374 0,763
Phascolarctobacterium
Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;
frmicutes;Erysipelotrichl=rysipelotrichates; -0,162 0,893 0,993 0,092 0,945 0,918 0,246 0,847 0,991 0,767 0,613 0,764
Erysipelotrichaceae;Holdemania
Firmicutes;BacillLactobacillales; 0,308 0,846 0,993 0,914 0,568 0,918 1,977 0,193 0,991 2,019 0,227 0,763
Streptococcaceae,Streptococcus
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;
acterolaetes;Bacterolala;sacterolaaies 0,104 0,947 0,993 -0,678 0,692 0,918 -0,759 0,636 0,991 1,7 0,309 0,763
Bacteroidaceae;Bacteroides
Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lach i )
frmicutes; - Clostridia; tlostridlales;  Lacinospiraceae;—, neq 0,954 0,993 0,208 0,863 0,918 0,474 0,676 0,991 -0,585 0,622 0,764
Ruminococcus
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae; Dorea 0,057 0,955 0,993 0,648 0,558 0,918 -0,131 0,898 0,991 0,744 0,494 0,764

Continua
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Obesos Obesos Obesos
Obesos
EHNA vs p-value EHNA vs p-value EHNA vs p-value EHNA vs p-value
Filo/Classe/Ordem/Familia/Género p-value . Controles p-value . Controles p-value R Sobrepeso  p-value .
Controles ajustado ajustado ajustado ajustado
(IogFC) Magros Obesos EHNA
€ (logFC) (logFC) (logFC)
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacill ;
frmicutes;Bacliltactobactliates;Lactobaciliaceae; 5,459 0,002*  0,048** 6,293 0,002 0,044 4,436 0,027+ 0,199 4,66 0,027+ 0,306
Lactobacillus
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;
. -3,028 0,009* 0,101 -2,943 0,025* 0,277 -3,112 0,018* 0,199 -1,735 0,208 0,923
Roseburia
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;
frmicute: e el Pl -1,927 0,044* 0,325 41,285 0,231 0,702 2,564  0,024* 0,199 0,495 0,67 0,923
Lachnospira
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonell ;
frmicutes,tostricla;tostrialales; Vellioneliaceae; 2,325 0,061 0,34 2,739 0,06 03 1,922 0,19 0,804 2,117 0,164 0,923
Phascolarctobacterium
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;
i i -1,811 0,153 0,621 -2,092 0,157 0,579 -1,535 0,295 0,834 0,659 0,671 0,923
Faecalibacterium
Actinobacteria;Actinobacteria;Bifidobacteriales;
ctinobacteria;Actinobacteria;Bifidobacteriales. 1,73 0,169 0,621 1,473 0,36 0,794 1,991 0,219 0,804 6,225 0,0003*  0,008**
Bifidobacteriaceae;Bifidobacterium
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Eubacteri ;Pseud
irmicutes,tlostricla;tlostriglales;Eubacteriaceae;Fseudora 5 rag 0,212 0,669 2,429 0,255 0,702 2,066 0,341 0,834 0,246 0,912 0,923
mibacter_Eubacterium
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;
acterolgetes,Bacteroiaia,Bacteroldaies 1,429 0,246 0,677 2,483 0,068 03 0,137 0,916 0,958 0,187 0,901 0,923
[Odoribacteraceae];Butyricimonas
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Strept ,Strept
irmicutes,Bacilll,Lactobaciiiales, reptococcacedestreptoc ) e33 0,279 0,684 3,083 0,062 03 0,191 0,904 0,958 1,324 0,479 0,923
occus
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;
-1,272 0,319 0,703 -1,059 0,467 0,826 -1,484 0,31 0,834 -0,653 0,679 0,923
Alcaligenaceae;Sutterella
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;
ac erO{ letes;Bacteroi {a acteroidales, 1,13 0,45 0,858 -1,09 0,526 0,826 41,17 0,495 0,958 -1,234 0,508 0,923
Bacteroidaceae;Bacteroides
Continua
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Obesos Obesos Obesos
Obesos
EHNA vs EHNA vs EHNA vs
. e n EHNA vs p-value p-value p-value p-value
Filo/Classe/Ordem/Familia/Género p-value . Controles p-value R Controles p-value R Sobrepeso  p-value .
Controles ajustado ajustado ajustado ajustado
(IogFQ) Magros Obesos EHNA
e (logFQ) (logFQ) (logFQ)
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;
-0,559 0,589 0,858 -0,301 0,803 0,841 -0,819 0,507 0,958 0,9 0,491 0,923
Oscillospira
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;
roteoacteria;Ceftaproteobactend; -0,568 0,696 0,858 1,16 0,503 0,826 -0,09 0,958 0,958 -0,582 0,748 0,923
Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae;Bilophila
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;
o are ! 0,538 0,692 0,858 1,531 0,307 0,752 2,249 0,13 0,716 1,617 0,342 0,923
[Odoribacteraceae];Odoribacter
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales; Lachnospiraceae;Blautia 0,518 0,633 0,858 0,58 0,642 0,827 0,456 0,715 0,958 1,272 0,35 0,923
Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;
i i i -0,404 0,719 0,858 -0,482 0,714 0,827 -0,328 0,806 0,958 -0,241 0,864 0,923
Erysipelotrichaceae;Holdemania
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;
0,745 0,738 0,858 1,219 0,647 0,827 0,376 0,883 0,958 -1,072 0,696 0,923
Prevotellaceae;Prevotella
Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Rumi i
irmicutes; - Clostridia; - Clostridlales, Ruminococcaceae; 145 0,736 0,858 -0,406 0,781 0,841 -0,482 0,741 0,958 0,498 0,761 0,923
Ruminococcus
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales; Lachnospiraceae;Dorea 0,318 0,741 0,858 0,709 0,521 0,826 -0,07 0,949 0,958 0,261 0,862 0,923
B T B idia;B idales;
acteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales; 0,277 0,822 0,897 -0,064 0,964 0,964 0,615 0,669 0,958 -0,267 0,862 0,923
Porphyromonadaceae;Parabacteroides
Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae;
i 0,19 0,856 0,897 0,532 0,66 0,827 -0,15 0,901 0,958 0,125 0,923 0,923
Ruminococcus
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;
i -0,043 0,967 0,967 0,486 0,684 0,827 -0,571 0,633 0,958 0,785 0,559 0,923
Lachnospiraceae;Coprococcus
Continua
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As mudancas na quantidade sdo relatadas como alteracoes de /log2 fold change (logFC). O aumento ou a diminuicao da quantidade bacteriana é expressa por
um /ogFC positivo ou negativo e é proporcional ao valor absoluto /ogFC. O significado estatistico é expresso como valor p e valor p ajustado para comparagGes

multiplas. As variaveis significativas sao destacadas em negrito.
** resultados com /ogFC >+1 e p-value ajustado <0,05

* resultados com /ogFC 2+1 e p-value <0,05
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Os resultados considerados significativos (logFC = + 1 e valor p ajustado <0,05) sao coloridos em vermelho, os resultados de interesse (/ogFC = + 1 e valor p <0,05)

sao coloridos em azul. O aumento ou a diminuicdo da quantidade bacteriana é expressa por um valor positivo ou negativo e é proporcional ao valor absoluto /ogFC.

Figura 4.

Volcano plot de log fold change (logFC) e p-value —logl0 que comparam a quantidade bacteriana em pacientes magros

com Esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA) e em individuos (magros e obesos) sem Doenca hepatica gordurosa nao

alcodlica (DHGNA) utilizados como controle.
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Figura 5.

Volcano plot de log fold change (logFC) e p-value —logl0 que comparam a quantidade bacteriana em pacientes obesos e

com sobrepeso com Esteato-hepatite nao alcodlica (EHNA) e em individuos (magros e obesos) sem Doenca hepatica

gordurosa nao alcodlica (DHGNA) utilizados como controle.
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A analise da alfa diversidade da MI ndo mostrou diferencas substanciais
entre os grupos (Figura 7). O grupo de pacientes magros com EHNA
apresentou resultados semelhantes aos individuos controles (magros e
obesos) (p= 0,265), que por sua vez foram menores do que nos pacientes
com sobrepeso e obesos com EHNA, porém sem significancia estatistica (p=
0,05). Pacientes obesos e sobrepeso com EHNA apresentaram valores maiores
de alfa diversidade quando comparados aos individuos controle (magros e

obesos), mas nao apresentaram significancia estatistica (p= 0,05).
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Figura 7. Alfa diversidade bacteriana (indice de Shannon) de pacientes magros,
com sobrepeso e obesos e com Esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA)
e individuos (magros e obesos) sem Doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica (DHGNA) utilizados como controle de acordo com o indice de

massa corpdrea (IMC).

De acordo com o recordatorio alimentar de 7 dias, observou-se
diferencas qualitativas entre os grupos. No grupo de pacientes magros com
EHNA, o consumo de carboidratos simples (alimentos produzidos a partir de
farinha branca, agUcar refinado) foi maior do que carboidratos complexos

(alimentos integrais, frutas frescas e vegetais). Além disso, observou-se que o
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consumo de proteinas de origem animal como carnes, leite e derivados foi
maior do que proteina vegetal. Os medicamentos utilizados pelos pacientes
deste grupo foram suplementacdo de N-acetilcisteina e metformina. A
quantidade de exercicio por semana desses pacientes ndo excedeu 90 minutos
por semana. Por outro lado, os individuos do grupo magro sem DHGNA
utilizados como controle apresentou baixo consumo de carboidratos simples e
o consumo de carboidratos complexos apareceu em pelo menos duas refeicdes
por dia. O consumo de proteina neste grupo foi bem variado, proteina de
origem animal vs proteina vegetal, como feijao, lentilhas e sementes (chia,
quinoa e gergelim). Nenhum dos individuos deste grupo estava em uso de
medicacao continua. A quantidade de exercicios por semana também nado
excedeu 90 minutos semanais. Ja nos grupos de pacientes com sobrepeso e,
ou também, obesos com EHNA, observamos maior consumo de alimentos
processados e superprocessados, como refrigerantes, lanches, fast-food e
bebidas acucaradas (café, sucos) e baixo consumo de carboidratos complexos
(alimentos integrais, frutas frescas e vegetais), levando a um baixo consumo
de fibras, ndo atingindo 10 g por dia. O consumo de proteinas foi muito baixo,
cerca de 10% do valor caldrico total didrio e maior consumo de proteina animal
do que vegetal. As drogas utilizadas pelos pacientes deste grupo foram N-
acetilcisteina, losartana, atenolol e fluoxetina. A maior parte desses pacientes
ndo praticava nenhum tipo de exercicio fisico. No grupo de individuos obesos
utilizados como controle, o recordatdrio alimentar de 7 dias demonstrou que

0 consumo de carboidratos simples predominou durante a semana observada,
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principalmente alimentos de cafeteria e aglcar refinado. Em contraste, os
carboidratos complexos foram consumidos na forma de frutas, em média uma
unidade por dia. O consumo de proteinas animais, como carnes, leite integral
e manteiga, foi maior do que de proteinas vegetais. Esses pacientes nao
relataram uso de medicacao continua, apenas um paciente relatou o uso de

Fluoxetina. Nenhum deles praticava exercicios fisicos.

Embora houvesse algumas diferencas qualitativas, tais como, os
pacientes magros com EHNA apresentarem maior ingestao de lipidios na dieta
do que os pacientes com sobrepeso e obesos com EHNA, essas diferencas nao
foram estatisticamente significativas (28,35% vs 23,05% e 24%,
respectivamente, p= 0,618; (Tabela 7), estes dados foram semelhantes aos
dos individuos (magros e obesos) sem DHGNA utilizados como controles
(28,8% e 25,3% para individuos magros e obesos, p= 0,604). Da mesma
forma, os pacientes obesos com EHNA apresentarem ingestdao reduzida de
fibra (6,8% vs 9,65% e 12,3% para os pacientes magros e com sobrepeso
com EHNA, p= 0,242; estes valores foram de 12% e 9,2% para os individuos
obesos e magros utilizados como controle respectivamente, p= 0,381). A
ingestdo caldrica dos pacientes magros com EHNA foi maior do que a dos
pacientes com sobrepeso e obesos com EHNA, porém ndo houve diferenca
estatistica (1541 kcal vs 1160 kcal e 1200 kcal, respectivamente, p= 0,781).
A ingestdo caldrica foi semelhante entre os individuos (magros e obesos) sem
DHGNA utilizados como controle (1802 kcal e 1894 kcal, respectivamente, p=

0,552). No entanto, nem a ingestdo de macronutrientes nem a ingestao
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caldrica foram associadas a diferengas especificas na composicao da MI

intestinal.

Tabela 7. Ingestdo caldrica, de macronutrientes e de fibras dos individuos

do estudo.

Magro Obeso p-value
L Magro EHNA  Sobrepeso  Obeso EHNA X p-value
Variaveis @ EHNA (5) @) Contole Controle (Pacientes (Todos)
(5) (5) EHNA)
Ingestdo de Carboidratos (%) 52,85 52,95 6,3 51,2 56 0,84 0,74
& ol (38-58,1) (50-61) (44,7-61,8)  (32,2-54) (43,2-62) ’ ’
4,46 5,77 2,89 6,22 7,22
Ingestdo de proteinas (% ! ! ! ! ! 0,385 0,788
ne proteinas (%) (13,6-24)  (132-258)  (14-19,7) (17-32,8) (13-27,3)
28,35 23,05 24 28,8 25,3
| tdo de Lipid % ! ! ! ! 0,618 0,604
nestéo de Lipideos (%) (21,7-403)  (14-368)  (20,5-41,3)  (27-35) (25-29,9)
Ingestdo de Fibras (%) 9,65 12,3 68 12 9.2 0,242 0,381
B ? (7,1-16,5) (8,7-21) (3,3-11,6) (9,9-15,4) (1,7-17,5) ’ ’
. L. 1541,5 1160 1200 1802 1894
Ingestdo Caldrica (kcal) 0,781 0,552

(970-2196)  (961-3014)  (1152-1803) (1527-2018) (1120-2010)
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O escore médio para NAS foi maior em pacientes obesos com EHNA (6
pontos, intervalo 6-7) em comparacao com os magros (5 pontos, intervalo 5-
6) e sobrepeso com EHNA (5 pontos, intervalo 5-7) (p= 0,084). Trés dos 4
pacientes magros com EHNA (75%), 3dos 5 pacientes com sobrepeso e EHNA
(60%) e todos os pacientes obesos com EHNA apresentaram escores de
fibrose maiores ou iguais a 2 de acordo com o escore de Kleiner e
colaboradores (2005) (80) (Tabela 8). A pontuagao NAS nao foi associada a
uma alteracao especifica da MI, enquanto um indice de fibrose maior ou igual
a 2 foi associado ao aumento da quantidade de Lactobacillus (logFC 6,11, p=

0,0007, p-value ajustado p= 0,015).

Tabela 8. Distribuicdo dos escores de atividade necroinflamatdria (NAS) e
estadiamento da fibrose hepatica secundaria a EHNA dos
pacientes do estudo segundo a classificacao de Kleiner e

colaboradores (2005) (80).

Magro Obeso p-value
L. Magro EHNA  Sobrepeso  Obeso EHNA ) p-value
Varidveis @ EHNA (5) @) Contole Controle (Pacientes (Todos)
(5) (5) EHNA)
NAS score 5 (5-6) 5(5-7) 6 (6-7) 0,084
Estagio de Fibrose (Kleiner) 3(1-4) 2 (0-4) 3(3-4) 0,412

Fibrose 22 3(75%) 3 (60%) 4 (100%)
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5. DISCUSSAO

Embora a DHGNA esteja comumente associada ao excesso de peso e a
obesidade, uma pequena porcentagem de pacientes ndo apresenta sobrepeso
ou obesidade e, os estudos sobre alteracoes da MI neste grupo de pacientes
sdo escassos. Nosso estudo é o primeiro da América Latina a caracterizar a MI
de pacientes magros com EHNA e compara-la com a MI de pacientes com
sobrepeso e obesos com EHNA comprovada por bidpsia e, com a de individuos
saudaveis (magros e obesos) sem DHGNA.

Fatores genéticos e ambientais como sedentarismo e dieta inadequada
podem ser um gatilho importante para o desenvolvimento da DHGNA tanto
em pacientes magros quanto em obesos (43). O consumo excessivo de
carboidratos simples e gorduras saturadas leva a disbiose que, por sua vez,
aumenta a permeabilidade do epitélio intestinal favorecendo o crescimento de
bactérias patogénicas no intestino, que, por sua vez, influenciam na obtencao
de energia dos alimentos, aumentam producao de LPS, estimulam receptores
pro-inflamatoérios e, potencialmente, estimulam o desenvolvimento da
obesidade e da DHGNA (18, 22).

No presente estudo a analise da composicao da MI da populacao
estudada foi heterogénea, mesmo quando estratificamos estes pacientes de
acordo com o IMC e comparamos pacientes magros, com sobrepeso e obesos

com EHNA e individuos magros e obesos sem EHNA.
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Em nosso estudo, a andlise dos filos bacterianos nao demonstrou
diferenca significativa na composicao da MI de pacientes magros, com
sobrepeso e obesos com EHNA nem em individuos sem DHGNA. No entanto,
dados da literatura mostram resultados discordantes em relacao aos filos
bacterianos de pacientes com DHGNA. Betrapally e colaboradores (2016)
descreveram quantidades menores de Bacteroidetes em pacientes com
DHGNA quando comparados a individuos saudaveis. Adicionalmente,
demonstraram proporgGes maiores de Firmicutes em relacdo as quantidades
de Bacteroidetes quando avaliaram a MI de camundongos magros e obesos
(64). Outro estudo em pacientes com DHGNA mostrou associacao entre
esteatose e proporcao aumentada de Clostridium coccoides, bactérias
pertencentes ao filo Firmicutes, e reducao na quantidade de Bacteroidetes
(85). Estas discrepancias provavelmente refletem ndo sé as diferencas nas
técnicas utilizadas para quantificagdo e andlise dos dados gerados, mas
também, caracteristicas nao homogéneas dos pacientes envolvidos nos
estudos, incluindo a ndo classificacdo histoldgica destes pacientes pela
auséncia de bidpsia hepatica. Na tentativa de encontar a melhor forma de
avaliar a MI humana, Sharpton e colaboradores (2019) utilizaram diferentes
métodos de sequenciamento microbiano e elucidaram como estas técnicas
podem ser utilizadas para aprofundar a compreensao da composicao da MI e
sua fungdo no espectro clinico da DHGNA (86).

Analisando a composicao da MI da populacao de nosso estudo,

encontramos uma reducdo significativa de bactérias do género
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Faecalibacterium em pacientes magros com EHNA. Faecalibacterium
prausnitzi € uma das bactérias produtoras de butirato que apresenta
propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatorias (87). O butirato, o
propionato e o acetato sao AGCC que derivam da degradacao das bactérias de
polissacarideos indigestiveis da dieta e representam 10% da energia extraida
da dieta (7, 88). A reducao de Faecalibacterium observada na MI de nossos
pacientes pode ter favorecido um ambiente pro-inflamatério, fator importante
no desencadeamento da EHNA. Encontramos também uma redugdo
significantiva de bactérias do género Ruminococcus nos pacientes magros com
EHNA. Corroborando esses achados, Machado e colaboradores (2016)
descreveram uma diminuicdo na familia de Ruminococcaceae em pacientes
com DHGNA (65), bem como, Da Silva e colaboradores (2018) demonstraram
que pacientes com DHGNA apresentam quantidades menores de
Ruminococcus independente do IMC (89), enquanto que, Boursier e
colaboradores (2016) observaram que o aumento da quantidade de bactérias
do género Ruminococcus foi preditor independente de fibrose hepatica (=F2)
em pacientes com DHGNA (66). O género Ruminococcus € bastante
heterogéneo e inclui espécies de bactérias benéficas e outras que apresentam
papel pré-inflamatorio. Por exemplo, as Ruminococcus bromii apresentam
efeitos terapéuticos para doencas intestinais, pois sao capazes de fermentar
carboidratos complexos, como celulose, pectina e amido resistente (90). Ja as
Ruminococcus gnavus apresentaram efeitos pro-inflamatorios (91) e as

Ruminococcus albus 7 sao capazes de produzir acetato e etanol e, com isto,
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podem aumentar a permeabilidade intestinal, SCBDI e a inflamacdo hepatica
(92).

Na analise da MI dos pacientes obesos e com sobrepeso com EHNA,
encontramos maior prevaléncia de bactérias do género Lactobacillus e uma
quantidade reduzida de bactérias do género Bifidobacteriaem comparacao aos
individuos sem DHGNA utilizados como controle. Quantidades aumentadas de
Bifidobacteria foram relatadas como protetoras da barreira da mucosa
intestinal e, também, como reguladoras dos niveis séricos de glicose por meio
da via de sinalizagdo da insulina e diminuicdo da citocina inflamatéria IL-6 em
camundongos diabéticos (31), enquanto que uma quantidade reduzida destas
bactérias foi associada a maior permeabilidade intestinal e a maior absorgdo
de gordura hepatica em pacientes com EHNA (64, 93). O género Lactobacillus
compreende mais de 180 espécies com importantes fungdes imunoldgicas e
atividades metabdlicas (94). Algumas destas bactérias produzem acido lactico
a partir da fermentacao de carboidratos da dieta e podem produzir acetato e
também etanol (95), podendo desenvolver danos hepaticos, como a
inflamacdo, levando a progressao da EHNA (96). Por outro lado, algumas
bactérias deste género como o Lactobacillus rhamnosus mostram efeitos
protetores para saude do hospedeiro podendo melhorar a permeabilidade da
barreira intestinal, modular a sintese de triglicérides e transporte de colesterol
hepatico e reduzir inflamagdo hepatica (97, 98). Curiosamente, os pacientes
magros com EHNA apresentaram uma quantidade significantemente menor de

Lactobaciflus quando comparados com pacientes com sobrepeso com EHNA e
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uma quantidade significantemente maior de Lactobacillus quando comparados
com pacientes obesos com EHNA.

Na presente investigacao o grupo de pacientes obesos com EHNA foi
100% feminino, o que pode ser um fator importante para explicar as
diferencgas expressivas da MI, como a quantidade aumentada de Lactobacillus
e menor quantidade de Ruminococcus nos pacientes deste grupo em relacao
aos demais. Sheng e colaboradores (2017) (94) demonstraram que ha
diferencas entre homens e mulheres na sinalizagdo do Farnesoid X receptor
(FXR) e no processo de desenvolvimento de doengas metabdlicas, bem como,
da MI. As interagdes entre FXR e hormonios sexuais ja foram descritas na
literatura. Trottier e colaboradores (2011) demonstraram uma reducao
significativa na sinalizacao e concentragao total de acidos biliares relacionada
ao sexo masculino enquanto que em mulheres com DHGNA, a sinalizagao e
concentracdo total de acidos biliares permaneceu praticamente inalterada
(95). Recentemente, Org e colaboradores (2016) demonstraram em estudo
experimental que alteragdes hormonais aumentam diretamente a sintese de
acidos biliares em camundongos fémeas quando comparados aos machos,
bem como, diferencas na composicao da MI. Neste estudo camundongos
machos apresentaram quantidades maiores de bactérias protetoras do epitélio
intestinal, enquanto as fémeas apresentaram quantidades maiores de
Bacteroidetes e bactérias produtoras de butirato (99).

A diversidade bacteriana é importante para o equilibrio simbidtico e

manutencdo da homeostase intestinal e a baixa diversidade da MI é uma



64

caracteristica da disbiose intestinal e pode afetar a saude do hospedeiro (17).
Embora Del Chierico e colaboradores (2017) tenham descrito uma diversidade
bacteriana reduzida em pacientes com DHGNA (100), em nosso estudo nao
observamos alteracgoes significativas da diversidade microbiana em pacientes
com EHNA de acordo com IMC. A diversidade bacteriana intestinal de
pacientes magros com EHNA foi semelhante a de individuos (magros e obesos)
sem DHGNA utilizados como controle e, menor quando comparada aos
pacientes com sobrepeso e obesos com EHNA.

Considerando o fato de que em nosso estudo nao estabelecemos uma
dieta com padronizagdo de consumo energético e de macronutrientes, nao
pudemos esclarecer com precisao o papel da dieta nos achados da MI. Para
avaliar se a ingestao caldrica total ou a ingestao especifica de macronutrientes
poderia ter impacto na composicao da MI da populacao estudada, realizamos
uma avaliagdo da ingestdo alimentar didria durante 7 dias em todos os
pacientes. A andlise da ingestdo alimentar total de calorias e macronutrientes
de nossos pacientes nao evidenciou diferencas significativas quando
comparamos pacientes magros, com sobrepeso e obesos com EHNA, nem
entre pacientes com EHNA e individuos (magros e obesos) sem DHGNA. A
ingestdo dietética dos pacientes magros com EHNA foi semelhante a dos
individuos sem DHGNA, mas foi caracterizada por maior ingestao de
carboidratos simples, de proteina animal e de lipideos. Segundo Pistelli e
colaboradores (2010), o desenvolvimento de doencas metabdlicas pode ser

influenciado pelas proporgdes relativas dos dois maiores filos bacterianos
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humanos, Firmicutes e Bacteroidetes, favorecendo a a extragao e a estocagem
de calorias ingeridas na dieta (101). O maior consumo de lipideos observado
em nosso estudo pode ter levado a um aumento, mas sem significancia
estatistica, das quantidades de Bacteroidetes o que poderia ter favorecido o
desenvolvimento e progressao da DHGNA. De acordo com estudos anteriores,
a gordura e o colesterol da dieta parecem interagir sinergicamente para induzir
as caracteristicas metabdlicas e hepaticas da EHNA (102). Estudos tém
demonstrado o papel da dieta na composicao da MI, uma vez que, tanto a
quantidade quanto a qualidade da dieta podem modular a MI num periodo de
3 a 4 dias (65, 103). Um estudo experimental avaliou animais submetidos a
uma dieta com alto teor de gordura e demonstrou aumento da relacao de
Firmicutes e Bacteroidetes e diminuicao da diversidade microbiana (104).
Outro estudo demonstrou que camundongos alimentados com dieta rica em
gordura apresentam aumento da relacao de Firmicutes e Bacteroidetes, e este
estd associado ao aumento da permeabilidade intestinal que precede o
desenvolvimento de endotoxemia metabdlica, inflamacdao e disturbios
associados que podem modificar a concentracdo de LPS plasmatico nestes
animais (105). Aranha e colaboradores (2008) observaram que quantidades
aumentadas de Bacteroidetes estavam associadas a um aumento de acido
biliar desoxicdlico, que é conhecido por induzir apoptose nos hepatdcitos
favorecendo a progressao da EHNA (106). As bactérias do filo Bacteroidetes
tem sido associadas a um aumento na producdo de acidos graxos de cadeia

ramificada derivados da fermentagdo de aminoacidos, que, quando produzidos
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em excesso podem promover RI através da fosforilacao do receptor de insulina
(107).

Estudos anteriores comprovam que as bactérias intestinais extraem
energia extra de residuos indigestiveis, como amido resistente e fibra dietética,
gue nao sao completamente hidrolisados por enzimas no intestino delgado
(14, 63). Os principais produtos da fermentacao de fibras produzidos por
bactérias intestinais sdo os AGCC, que sao absorvidos pela mucosa col6nica e
podem ser utilizados para a sintese de novo de lipidios ou glicose (108).
Curiosamente, embora a ingestdao média de fibras relatada pelos pacientes
magros com EHNA tenha sido semelhante a ingestdo dos individuos magros e
obesos sem DHGNA conforme citado anteriormente, a quantidade de bactérias
Faecalibacterium, produtoras de AGCC, foi menor nas fezes dos pacientes
magros com EHNA. Apesar de nossos resultados nao demonstrarem
associacao entre a ingestao dietética, de macronutrientes e a ingestdo caldrica
total, nao podemos desconsiderar que fatores dietéticos poderiam influenciar
na composicao da MI de pacientes magros com EHNA.

Estudos recentes ja associaram a composicdo da MI a gravidade da
EHNA (61, 66). Embora os escores NAS ndo tenham sido associados as
alteracOes especificas da MI, uma maior quantidade de Lactobacillus foi
encontrada em individuos com um escores de fibrose maior ou igual a 2. Isso
pode depender da maior prevaléncia de Lactobacillus entre pacientes obesos
com EHNA, que também apresentaram maiores pontuagdes de fibrose. No

entanto, um possivel papel ativo de determinadas bactérias na progressao da



67

EHNA em relacdo a fibrose significativa ndao deve ser desconsiderado.
Recentemente, Lomba e colaboradoes (2018) demonstraram evidéncias
preliminares de uma nova assinatura metagenémica derivada da MI para
detectar fibrose moderada e avancada na DHGNA. Os autores observaram que
os pacientes com fibrose leve/moderada apresentaram quantidades maiores
de bactérias do filo Firmicutes e espécies de bactérias Eubacterium rectale e
Bacteroides vulgatus enquanto que os pacientes com fibrose avancada
apresentaram quantidades aumentadas de bactérias do filo Proteobacteria e
espécies de bactérias Bifidobactéria vulgatus e Escherichia coli (109).
Embora nosso estudo seja o primeiro a demonstrar que pacientes
magros com EHNA possuem composicao diferente da MI em comparagao a de
pacientes com sobrepeso e obesos com EHNA e a de individuos (magros e
obesos) sem DHGNA, uma de nossas limitagdes esta relacionada ao fato de
ndo conseguimos incluir um nimero maior de pacientes magros com EHNA
comprovados por bidpsia hepatica, o que caracterizaria melhor esta populagao.
Apesar de nossos resultados mostrarem que fatores dietéticos podem
influenciar a composicao da MI, nao podemos desconsiderar o fato de nao
termos estabelecido uma dieta com padronizagdo de consumo energético e de
macronutrientes para elucidarmos com precisao o papel da dieta nos achados
da MI destes pacientes. Outra limitacao deste estudo que deve ser valorizada
é o fato do grupo de pacientes magros controles apresentar mediana de idade
menor do que a dos demais grupos, visto que estudos demonstram que a MI

varia de acordo com a faixa etaria (110, 111). Adicionalmente, a
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heterogeneidade na distribuicao dos géneros entre os grupos presente em
nosso estudo também deve ser considerada, uma vez que estudos tém
demonstrado que alteracoes hormonais modulam a MI, influenciando nos
processos metabodlicos da DHGNA (94, 112). Independente dos resultados
relevantes apresentados em nosso estudo, novas investigagdes sao
necessarias para confirmar o real significado das diferencas encontradas na
MI de pacientes magros com EHNA em relacao a de pacientes com sobrepeso

e obesos com EHNA e a de individuos (magros e obesos) sem DHGNA.



CONCLUSOES
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6. CONCLUSOES

1. Nao houve diferenca significativa na alfa diversidade, bem como, entre

os filos bacterianos nos grupos estudados;

2. Pacientes magros com EHNA apresentaram menor quantidade de
bactérias do género Ruminococcus do que pacientes com sobrepeso
com EHNA e menor quantidade de Lactobacillus do que pacientes

obesos com EHNA;

3. Pacientes magros, com sobrepeso e obesos com EHNA apresentam
géneros bacterianos diferentes em relacdo aos individuos sem DHGNA
utilizados como controle. Pacientes obesos com EHNA apresentaram
maior quantidade de bactérias do género Lactobacillus e menor
quantidade de bactérias do género Bifidobacterium quando comparados
com pacientes com sobrepeso com EHNA e individuos sem DHGNA

utilizados como controle;

4. A ingestao de macronutrientes isolados ou a ingestdao de calorias nao
foi associada as diferencas especificas na composicdo da MI dos

pacientes com ENHA e individuos sem DHGNA utilizados como controle.
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5. Um indice de fibrose maior ou igual a 2 foi associado a uma quantidade

maior de bactérias do género Lactobacillus em pacientes com EHNA.



ANEXOS
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7. ANEXOS
ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dos Individuos

Controles.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
LINOME et e e e ettt e e e e e e e e e e ae e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO°: ..o SEXO: Mo Fao
DATA NASCIMENTO: ........ [ l......
ENDEREQCO ...ooitiiiiiiiiii e NO s APTO: ...
BAIRRO: ... CIDADE: ...,
CEP: ., TELEFONE: DDD (............ ) s
2. RESPONSAVEL LEGAL......cuiiiiiiiieieieieieeciceeeeeeseseseses st
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.) ......cccccvvveveeeviiiieieieeiieeeeeeeeen,
DOCUMENTO DE IDENTIDADE: .....ccoovviiiiieeieeieeeeeiiennn. SEXO: Mo Fao
DATA NASCIMENTO.: ...... [ l......
ENDERECO: .ot NO. s APTO: (oo
BAIRRO: .. CIDADE: ...,

CEP: s TELEFONE: DDD (............ ) e
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DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Avaliacdo da Microbiota na Doenca
Hepética Gordurosa Nao Alcodlica (DHGNA)

2. PESQUISADOR: PROF. DRA. Claudia Pinto Marques Souza de Oliveira

CARGO/FUNGAO: PROF. LIVRE DOCENTE DO DEPARTAMENTO DE
GASTROENTEROLOGIA

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° CRM 75499.
UNIDADE DO HCFMUSP: DEPARTAMENTO DE GASTROENTEROLOGIA.
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO
4. DURAGCAO DA PESQUISA: 24 MESES

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

A Doenca Hepética Gordurosa Nao Alcéolica (DHGNA) é a doenca mais comum do figado,
gue pode se tornar crbnica em alguns casos. Uma das manifesta¢bes importantes € o
deposito de gordura (esteatose) no figado, que esta relacionado com obesidade, diabetes,
pressao alta e aumento das gorduras do sangue. O objetivo deste estudo é avaliar se algumas
bactérias que estdo no intestino podem apresentar associacdo com a esteatose (gordura)
hepatica. Este estudo sera desenvolvido em pacientes que tenham a esteatose e em
individuos saudéaveis (controles) que ndo apresentam a doenca, que é seu caso.

Logo, venho por meio deste termo convida-lo(a) a participar, de forma voluntaria, deste
estudo. A seguir sera feita uma explicacao de todos os procedimentos que serdo feitos nesta
pesquisa.

Sua ficha médica sera analisada para conhecer a sua doenga, os remédios que vocé toma,
seus exames clinicos, verificar se vocé tem alguma outra doenca além da doenca hepética
gordurosa ndo alcodlica e avaliar outras informac¢des médicas que possam ser Uteis.

PROCEDIMENTOS
Vocé passara por avaliages que incluirdo:

- consulta com o nutricionista, na qual vocé respondera a questionarios de avaliacdo do
consumo alimentar, tera seu peso, altura e cincunferéncia da cintura medidos, assim como
célculo de seu indice de massa corpérea e descri¢cdo de sua composi¢ao corporal de gordura
por meio do teste de Bioimpedancia.

- andlise de suas fezes, por meio da coleta de material (fezes) para saber quais as
bactérias que existem no seu intestino e coleta de sangue para testes sanguineos.

DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOQOS:

- Bioimpedancia: o exame de Bioimpedancia ndo ocasiona dor nem mal-estar. Ndo ha
desconforto esperado na realizacdo deste exame.

- Exames de sangue: os desconfortos da coleta de sangue serdo os mesmos de qualquer
outro exame laboratorial, incluindo desconforto no local da pung&o.

-Coleta de fezes: desconforto de coleta de fezes semelhante a qualquer coleta de fezes.
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BENEFICIOS

Nao se esperam beneficios diretos para vocé neste estudo, jA que vocé ndo tem a
esteatose, nem apresenta obesidade. Sera somente analisada a composicdo de suas
bactérias intestinais e exames bioquimicos que avaliam colesterol, glicose no sangue e
enzimas do seu figado.

ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

Vocé terd total liberdade de perguntar sobre todos os procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa a fim de que quaisquer davidas sejam
esclarecidas.

A qualguer momento, vocé podera optar por deixar de participar do estudo. Caso ocorra
algum dano a saude decorrente da pesquisa, serd assegurado o seu direito de receber
assisténcia médica no Hospital das Clinicas (HC-FMUSP).

As suas informacgbes pessoais serdo mantidas em segredo. Os dados coletados seréo
usados apenas para fins de publicacéo cientifica.

Despesas e compensacgdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer
fase do estudo, em relacdo aos exames e consultas. As despesas com rela¢do a condugéo
serdo de responsabilidade do paciente. Também n&do h4 compensacéo financeira relacionada
a sua participagéo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgcamento
da pesquisa, a qual seré financiada com recursos préprios da Disciplina de Gastroenterologia.

Se vocé tiver alguma consideracao ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar —
tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 — e-mail: cappesq@hcnet.usp.br.

CONFIDENCIALIDADE

As informagBes médicas geradas por esta pesquisa fardo parte do seu prontuério hospitalar.
Aquelas informacdes que ndo constarem no seu prontuario serdo mantidas no arquivo dos
pesquisadores e identificadas apenas por um nimero. Os resultados desse estudo poderéo
ser publicados em uma revista ou livro texto da area médica com a finalidade de ensinamento.
Os autores se comprometem a usar os dados apenas com os propdsitos desta pesquisa.
SOLICITACAO DE INFORMACOES ADICIONAIS

O(a) senhor(a) podera solicitar mais informacdes a respeito do estudo a qualquer
momento. Em qualquer etapa do estudo, o senhor (a) tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa. O principal investigador é a Prof. Dra. Claudia Pinto
Marques Souza de Oliveira, que pode ser encontrada no endere¢o no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da USP, telefone (s) 2661-7830. Se o senhor(a)
tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contado
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5°
andar, telefone 3069-6442, ramais 16,17,18 ou 20, fax 3069-6442, ramal 26, ou pelo
email: cappesg@hcnet.usp.br.

O(a) senhor(a) sera informado sobre novas descobertas que possam influenciar a

continuidade da sua participacéo na pesquisa.

RECUSA OU ABANDONO DO ESTUDO
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O(a) senhor(a) esta livre a recusar-se a participar, retirar o seu consentimento informado ou
abandonar o referido projeto, a qualquer momento, sem prejuizo a continuidade de seu

tratamento na instituicdo.

Eu, , fui
informado(a) dos objetivos e da justificativa do estudo” Avaliagdo da Microbiota na
Doenca Hepética Gordurosa Nao Alcodlica (DHGNA)

., de forma clara e detalhada, conforme especificados no termo de consentimento
livre e esclarecido. Recebi informacfes especificas sobre os procedimentos aos
quais serei submetido(a), seus desconfortos e riscos, bem como da utilizacdo de
material biolégico para estudo.

Todas as minhas duvidas foram respondidas com clareza e sei que poderei solicitar
novos esclarecimentos a qualquer momento. Além disso, terei liberdade de retirar

meu consentimento de participacdo na pesquisa durante o andamento da mesma.

Eu discuti com o Dr. sobre

minha decisdo em participar deste estudo. Acredito ter sido suficientemente

informado a respeito das informacdes que li ou foram lidas para mim.

Ficou claro que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia de
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Fui informado/(a) que todos os
custos relacionados a exames diagndsticos e tratamento médico serdo cobertos por

verbas préprias do Projeto de Pesquisa.

Declaro ser de livre vontade minha participa¢éo nesta pesquisa, e que poderei retirar
0 meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou perda de qualquer

beneficio que eu possa ter adquirido.

Data / /

legal

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos
ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.
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(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste
estudo.

Assinatura do responsavel pelo
estudo

Data / /
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dos pacientes com

Doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DGHNA).

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

LUNOME . e ettt e e et e e te e aaas
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO°: .....ccccoeeiieeene. SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ o l......
ENDEREQCO ....cooiiiiiiiiiiii e NO APTO: L,
BAIRRO: ...t CIDADE: ...
CEP.. e, TELEFONE: DDD (............ ) e
2. RESPONSAVEL LEGAL ....oocveiveeeeeeeee ettt e et en e
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador €tC.) ......coeeeeeieieiiiii e,
DOCUMENTO DE IDENTIDADE: ......ccttiiiiieeeeeieeeeiics e SEXO: Mo Fao
DATA NASCIMENTO.: ...... l...... [......
ENDEREQCO: ...t NO L APTO: .........
BAIRRO: ..o CIDADE: ..ottt
CEP: TELEFONE: DDD (............ ) e

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Avaliacéo da Microbiota na Doenca
Hepatica Gordurosa Nao Alcoolica
(DHGNA)

2. PESQUISADOR: PROF. DRA. Claudia Pinto Marques Souza de Oliveira
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CARGO/FUNGAO: PROF. LIVRE DOCENTE DO DEPARTAMENTO DE
GASTROENTEROLOGIA

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N°._.CRM 75499.
UNIDADE DO HCFMUSP: DEPARTAMENTO DE GASTROENTEROLOGIA.
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO
4. DURAGAO DA PESQUISA: 24 MESES

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

A Doencga Hepatica Gordurosa N&o Alcdolica (DHGNA) € a doenga mais comum do figado,
que pode se tornar crdnica em alguns casos. Uma das manifestacbes importantes é o
deposito de gordura (esteatose) no figado, que esta relacionado com obesidade, diabetes,
pressao alta e aumento das gorduras do sangue. O objetivo deste estudo € avaliar se algumas
bactérias que estdo no seu intestino apresentam associagdo com a esteatose (gordura)
hepética. Este estudo sera desenvolvido somente em pacientes que ja tenham efetuado a
biépsia de figado até 1 ano, que é seu caso.

Logo, venho por meio deste termo convida-lo(a) a participar, de forma voluntaria, deste
estudo. A seguir sera feita uma explicacao de todos os procedimentos que seréo feitos nesta
pesquisa.

Sua ficha médica sera analisada para conhecer a sua doenca, os remédios que vocé toma,
seus exames clinicos, verificar se vocé tem alguma outra doenca além da doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica e avaliar outras informacdes médicas que possam ser Uteis.

PROCEDIMENTOS
Vocé passaréa por avaliagdes que incluirdo:

- consulta com o nutricionista, na qual vocé respondera a questionarios de avaliagdo do
consumo alimentar, terd seu peso, altura e cincunferéncia da cintura medidos, assim como
célculo de seu indice de massa corporea e descri¢cdo de sua composi¢éo corporal de gordura
por meio do teste de Bioimpedancia.

- andlise de suas fezes, por meio da coleta de material (fezes) para saber quais as
bactérias que existem no seu intestino e coleta de sangue para testes sanguineos.

DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOQOS:

- Bioimpedancia: o exame de Bioimpedancia ndo ocasiona dor nem mal-estar. Ndo ha
desconforto esperado na realizacdo deste exame.

- Exames de sangue: os desconfortos da coleta de sangue serdo os mesmos de qualquer
outro exame laboratorial, incluindo desconforto no local da puncéo.

-Coleta de fezes: desconforto de coleta de fezes semelhante a qualquer coleta de fezes.
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BENEFICIOS

Vocé sera avaliado e iremos desenvolver condutas dietéticas adequadas a sua condicao
clinica e fisica. Se vocé participar deste estudo podera melhorar a sua alimentagéo, reduzir o
seu peso corporal e consequentemente o depésito de gordura no seu figado, o que trara
beneficios para sua saude e proporcionara maior qualidade de vida.

ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

O paciente (ou o seu responsavel) tera total liberdade de perguntar sobre todos os
procedimentos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa a fim de que quaisquer
duvidas sejam esclarecidas.

A qualquer momento, vocé podera optar por deixar de participar do estudo sem que isso
prejudique a continuidade da assisténcia médica prestada. Caso ocorra algum dano a saude
decorrente da pesquisa, serd assegurado o seu direito de receber assisténcia médica no
Hospital das Clinicas (HC-FMUSP).

As suas informacgbes pessoais serdo mantidas em segredo. Os dados coletados seréo
usados apenas para fins de publicacéo cientifica.

Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer
fase do estudo, em relagdo aos exames e consultas. As despesas com relagdo a conducdo
serdo de responsabilidade do paciente. Também n&o had compensacéo financeira relacionada
a sua participagéo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento
da pesquisa, a qual sera financiada com recursos préprios da Disciplina de Gastroenterologia.

Se vocé tiver alguma consideracao ou davida sobre a ética da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar —
tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 — e-mail: cappesq@hcnet.usp.br.

CONFIDENCIALIDADE

As informagBes médicas geradas por esta pesquisa fardo parte do seu prontuario hospitalar.
Aquelas informagdes que ndo constarem no seu prontuério serdo mantidas no arquivo dos
pesquisadores e identificadas apenas por um nimero. Os resultados desse estudo poderédo
ser publicados em uma revista ou livro texto da area médica com a finalidade de ensinamento.
Os autores se comprometem a usar os dados apenas com 0s propositos desta pesquisa.
SOLICITAGAO DE INFORMAGOES ADICIONAIS

O(a) senhor(a) podera solicitar mais informacdes a respeito do estudo a qualquer
momento. Em qualquer etapa do estudo, o senhor (a) tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa. O principal investigador é a Prof. Dra. Claudia Pinto
Marques Souza de Oliveira, que pode ser encontrada no endereco no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da USP, telefone (s) 2661-7830. Se o senhor(a)
tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contado
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5°
andar, telefone 3069-6442, ramais 16,17,18 ou 20, fax 3069-6442, ramal 26, ou pelo

email: cappesg@hcnet.usp.br.
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O(a) senhor(a) sera informado sobre novas descobertas que possam influenciar a

continuidade da sua participac@o na pesquisa.

RECUSA OU ABANDONO DO ESTUDO

O(a) senhor(a) esta livre a recusar-se a participar, retirar o seu consentimento informado ou
abandonar o referido projeto, a qualguer momento, sem prejuizo a continuidade de seu
tratamento na instituicdo.

Eu, , fui
informado(a) dos objetivos e da justificativa do estudo” Avaliacdo da Microbiota na
Doenca Hepética Gordurosa Nao Alcodlica (DHGNA)

., de forma clara e detalhada, conforme especificados no termo de consentimento
livre e esclarecido. Recebi informagfes especificas sobre os procedimentos aos
quais serei submetido(a), seus desconfortos e riscos, bem como da utilizacdo de

material biolégico para estudo.

Todas as minhas davidas foram respondidas com clareza e sei que poderei solicitar
novos esclarecimentos a qualquer momento. Além disso, terei liberdade de retirar

meu consentimento de participacdo na pesquisa durante o andamento da mesma.

Eu discuti com o Dr. sobre

minha decisdo em participar deste estudo. Acredito ter sido suficientemente

informado a respeito das informagdes que li ou foram lidas para mim.

Ficou claro que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia de
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Fui informado/(a) que todos os
custos relacionados a exames diagndsticos e tratamento médico serdo cobertos por

verbas préprias do Projeto de Pesquisa.

Declaro ser de livre vontade minha participagéo nesta pesquisa, e que poderei retirar
0 meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou perda de qualquer

beneficio que eu possa ter adquirido.

Assinatura do paciente/representante
legal

Data / /
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Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos
ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste

estudo.

Assinatura do responsavel pelo Data [
estudo
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ANEXO C — Parecer Substanciado da Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo — HCFMUSP.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DA '%FMM i
USP - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagio da Microbiota na Doenga Hepatica Gordurosa Mo Alcodlica (DHGMA)
Pesquizador: CLAUDIA PINTO MARQUES SOUZA DE OLIVEIRA

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 14513113.2.0000.0065

Instituigdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mamero do Parecer: 335530
Data da Relatoria: 03072013

Apresentagdo do Projeto:

Estudo com 30 pacientes diagnosticados por bidpsia hepatica com Doenga Hepatica Gordurosa ndo
Alcodlica (DHGNA) (15 pacientes com esteatose; 15 pacientes com esteat-hepatite), matriculados no
Ambulatorio de Doenga Hepatica Gordurosa ndo Alcodlica (A2MGT00) da Disciplina de Gastroenterologia
Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HC-FMUSP), que
tenham realizado biopsia hepatica, indicada de acordo com o protocolo de rotina assistencial de
atendimento do servigo. O grupo confrole sera feito com 10 individuos saudaveis, com IMC nomal, sem
diabetes ou sintomas gasfrointestinais cronicos. Todos os pacientes realizario avaliagbes antropométricas e
da composigdo corporal, bem como andlise de varidveis clinicas, coleta do DNA fecal, exames laboratoriais
e de imagem (ultrassonografia de abdome) no inicio do estudo. o propdsito do estudo & compresnder

Enderego:  Rua Owidio Fires de Campos, 225 5 andar

Bairro: Cergueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: 5P Municipio: SAD PAULOD
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: marcia canvalhog@he. fm.usp.br
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FACULDADE DE MEDICINA DA %@ﬂ

USP - HCFMUSP

Confinuag3o do Panecsr 335,530

melhor o papel da microbiota intestingl na progressdo da DHGMNA, dentre o muitos fatores que causam esta

doenca. Com isso, espera-s2 que o estudo contribua para a compraenso e explicaco da fisiopatogéness e
terapéutica na DHGMA. Os sujeitos de estudo serfo adultos de ambos os sexos e de qualquer raga, com
idade entre 18 a 75 anos, Presenca de DHGNA, confirmada pela histologia hepética e que deem seu
consentimento livre e esclarecido para participar da pesguisa. A coleta de dados inclui: ajconsulta com o

nutricionista para preenchimento de guestiondrios de avaliagio do consume alimentar, pesagem,

mensurag@o da altura e circunferéncia da cintura, célculo de indicede massa corporea, teste de

Bicimpedancia para descrigdo da composi¢oe corporal de geordura; bjandlize
das fezes; clandlise de sangue
Trata-gze de pesquisa de mestrado

Objetivo da Pesquiza:

Avaliar a composicio da microbiota fecal em pacientes portadores de DHGMNA e comalacionar com a

gravidade da lesdo histologica hepatica neste pacientes.

End point do estudo: Identificar a diferenga entre a microbiota de pacientes com DHGMA em relagio ao

grupo controle.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Coleta de sangue, desconforto da coleta de fezes, deslocamentos para a consulta com nutricicnista, coleta e

realizagdo de exames, desconforto do ultrassom abdominal.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:
Foram completados pontos incompletos do projeto

Enderego:  Rua Owidio Fires de Campos, 225 5 andar

Bairro:  Cergueira Cesar CEP: 05403010
UF: 5P Municipio: SAQ PALLD
Telefone:  (11)2661-7585 Fax: (11)2861-7585 E-mail: mancia canalhoghe.fm.usp.br
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FACULDADE DE MEDICINA DA %"MM e
USP - HCFMUSP

Continuagso do Parecer 335,530

Consideragoes sobre os Termos de apresentacgio obrigatoria:

Fuoi feito TCLE para grupo controle. Linguagem do TCLE de ambos grupos foi modificada para se tormar
mais simples.

Recomendagbes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

(O TCLE para o paciente fol refeito usando linguagem mais simples e excluindo as

informagdes do primeire paragrafo que falavam da gravidade da doenga, uma vez gue ja sdo orientados
sobre iS50 na consulta & nos acompanhamentos de rotina. O grupo confrole, com 10 participantes, sera
recrutado por divulgagdo interna na FMUSP, estando claro gue ndo ha beneficios diretos para o grupo. Foi
elaborado TCLE para os sujeitos do grupo controle

PENDENCIAS ATENDIDAS

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com o item X2 da Resolugdo CNS n® 196/96 ; cabe ao pesquisador: a) desenvolver o
projeto conforme delineado; b) elaborar & apresentar relatorios parciais e final; c)apresentar dados
solicitados pelo CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da peaquisa,
contendo fichas individuais e todos os demais documentos recomendadoes pelo CEP; e) encaminhar os
resultados para publicagdo, com os devidos créditos aos pesguisadores associados e ao pesscal técnico

participante do projeto; f) justificar perante ao CEP interrupg@o do projeto ou a ndo publicago dos
resultados.

Enderego:  Rua Owidio Pires de Campos, 225 5° andar

Baimro: Cergueira Cesar CEF: 05.403-010
UF: 5P Municipio: SAQ PALULD
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ANEXO D - Artigo cientifico publicado na Nutrition, Metabolism &

Cardiovascular Diseases 2018; 28(4):369-384.

Mutrition, Metabolism & Cardiovascular Diseases (2018) 28, 3680384

Awmilable online at www sdencedirect com

Nutrition, Metabolism & Cardiovascular Diseases

journal page: www.elsevier.com/ocate/nmed

Gut microbiome composition in lean patients with NASH is
associated with liver damage independent of caloric intake:
A prospective pilot study™

S.MB. Duarte®, |.T. Stefano *, L Miele ®**, FR. Ponziani ", M. Souza-Basgueira®,
LSR.R. Okada * F.G. de Barros Costa ®, K. Toda *, D.FC. Mazo ° E.C. Sabino ©,
FJ. Carrilho ?, A, Gasbarrini ¥ C.P. Oliveira **
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San Pasde, R, Bzl
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Eeceived 13 March 2007 recebved in revied jam 9 Ocinber 2007, accepaed 13 omder 007
Hopdlingatine A S

Available online 26 Octaker 2007
KEYWORDS Abstract Background and Aim: The aim of the study was to compare the gut microblomes from
Gut microbiome; obese and lean patients with or without NASH to outline phenotypic differences.
MASH; Methads and Resuls: We performed a cross-sectional pilot study comprising biopsy-proven
Lean: MNASH patients grouped accoending to EML Microbiome DMA was extracted from stool samples,
Obese; and PCR amplification was performed using primers for the Vi region of the 165 NA gene.
Overweight The amplicons were sequenced using the len FGM Toment platform, and data were analyzed ws-

ing QUME sofrware. Macrometrient consumption was analyzed by a 7-day food record. Liver
fibrosis » F2was associated with increased abundance of Lactebacilli (p = 0LOMO0T). MASH pa-
tients showed differences in Foe calibacterivm, Ruminococos, Lactobadllus and Bifidobacrerium
abundance compared with the control group. Lean NASH patients had a 3-fold lower abundance
of Faecalibacterium and Ruminomcocus (p = (U004 ), obese NASH patient s were enriched in Lacto-
bacilli{p = 0.2, and overweight NASH patients had reduced Bifidobacterium (p = 0UNE)
Moreover, lean MASH patients showed a deficiency in Lactobacilles compared with overweight
and obese NASH patients. This group alsoe appeared similar to the control group with regard
to gut micrabiome alpha diversity. Althowgh there were qualitative differences between lean
MNASH and overwei ght fobese MASH, they were not statistically significant (p = 0618). The stwudy
limitations inchsded a small sample size, a food questionnaire that collected only qualitative and

Abbreviagons: ALT, dlanine aminotransferase ; AST, aspartate aminotranderase; BML body mass index; O35, comulative sum scaling; DNA
deayribonuclelc acid; GET, gamma glutamylransferase; HC. healthy controls; HCC, hepatocel lular carcinoma; HE hemainxylin-e osin;
HFLL, high-fat diet; LPS, lipopolysacchandes;, NAS, NASH Clinical Research Network Scoring System; NAFLD, Nonalooholic famy liver
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RNAs; SCFAs, short chain Rty aclds
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ANEXO E — Ficha de avaliacao nutricional.

FICHA DE AVALIAGAO NUTRICIONAL

Identificacdo (inicio do protocolo: ___ /[ )
Nome:
Data de nascimento: idade:
Sexo: Profissdo: Estado Civil:
Fone: RG: Datada Bidpsia: ___/ /
Endereco:

HISTORICO CLiNICO

HMF

Obesidade familiar

Pai

Mae

Diabetes mellitus

HAS

Cardiopatias

Dislipidemias

Cancer

Gastrointestinal

N gastrointestinal

Outros:

Historico de peso OBSERVACOES:
Inicio de Obesidade Nunca obeso
Sempre obeso P ao nascer:
0-13 anos .
Apds 13 anos P max:
Apc,>s gestacao P Min:
Apds evento
P hab:
Utilizou varios tratamentos: Sim
Nao

ObservacgGes sobre tratamentos realizados:

Medicagdo:

Efeitos colaterais:

Resposta:




Historico de Doengas Associadas

Cardiopatia

Anormalidade respiratdria

Doenca coronaria

Esteatose hepatica

Diabetes mellitus

Anormalidade endécrina

Dislipidemias

HAS

87

Depressao Pro. Musc. Esquelético
Infertilidade Outros
Habitos de vida: Tabagismo
Atividade fisica: nenhuma lazer programada
(frequéncia ) qual?
Recordatério de 24 horas (R24h)
D — Horario: Local:
C — Horario: Local:
A —Hordrio: Local:
L — Horario: Local:
J—Hordrio: Local:
C — Hordrio: Local:
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Comportamento alimentar: ( ) Hiperfagia ( ) Comp. Alimentar ( ) Trans. Do comer noturno

Liquidos ao dia (especificar o que):

Kg de aglcar ao més:

ALIMENTO Frequéncia

Hortalica

Fruta

Carne

Frango

Peixe
Integrais

Leguminosas

Leite

Queijo

logurte

Fritura

Doce

Acucar

Adocgante

Refrigerante

Bebida alcodlica

Latas de 6leo ao més:

N2 de pessoas na casa:

Exame Fisico e queixas referente ao TGl

Sintomas

Frequéncia

Nausea

Vomito

Refluxo

Dor Epigastrica

Azia/ queimacdo

Dor abdominal

Flatuléncia

Outros:

Habito intestinal:




ANEXO F — Registro alimentar de 7 dias.

89

REGISTRO ALIMENTAR (7 DIAS)

Nome:
Data:

Dia da semana: () seg. () ter. () quar. () quin. () sexta () sabado ( ) domingo

Refeicao

Alimento

Quantidade

Café da Manha

Lanche

Almoco

Lanche

Jantar

Ceia

Observacoes:
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