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APRESENTAÇÃO 

A presente tese faz parte de um estudo maior intitulado “Modulação epigenética por 

ácidos graxos n3 e compostos bioativos (Silibum Marianum L) na doença hepática gordurosa 

não alcoólica” financiado pela FAPERJ - Fundação Carlos Chagas Filho de Amparo à Pesquisa 

do Estado do Rio de Janeiro [E-26/010100978/2018;E-26203.250/2017] e pelo Conselho 

Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico – CNPq [312399/2020-0].  

Em 2016, fui aprovada no concurso público da UFRJ e, em 2018, iniciei minha trajetória 

como nutricionista clínica no Hospital Universitário Clementino Fraga Filho (HUCFF) atuando 

no acompanhamento nutricional de pacientes com doenças hepáticas e hematológicas. A partir 

da prática clínica em um hospital universitário, onde estamos envolvidos em assistência, ensino 

e pesquisa, e somado ao contato com a minha orientadora Professora Doutora Wilza Arantes 

Ferreira Peres surgiu o interesse de cursar o doutorado com projeto de tese na área da 

hepatologia.  

O estudo contou com a parceria dos serviços de hepatologia do HUCFF, da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), e do Hospital Federal de Bonsucesso, do 

Instituto de Nutrição da Universidade do Estado do Rio de Janeiro e do Instituto de Estudos 

Avançados de Madri. As farmácias Vital Atman® e Ultrafarma® facilitaram a aquisição dos 

suplementos de óleo de peixe e óleo de oliva, respectivamente, mas não têm qualquer 

associação com o desenho, coleta e interpretação de dados do presente estudo. 

Este documento encontra-se estruturado da seguinte forma: resumo, abstract, 

introdução, referencial teórico, justificativa, hipótese, objetivos, métodos, resultados e 

discussão. O protocolo de pesquisa da presente tese foi publicado na revista Clinical Nutrition 

ESPEN sob o título “Effect of fish oil supplementation on the concentration of miRNA-122, 

FGF-21 and liver fibrosis in patients with NAFLD: Study protocol for a randomized, double-

blind and placebo-controlled clinical trial”. A seção de resultados e discussão está apresentada 

na forma de artigo científico que consiste na análise dos dados de 52 pacientes com doença 

hepática esteatótica associada a disfunção metabólica que foram acompanhados no HUCFF. Na 

presente tese, foi avaliado o efeito da suplementação de óleo de peixe rico em ácido 

eicosapentaenóico (EPA) sob o perfil de ácidos graxos em eritrócitos, marcadores de fibrose e 

estatose hepáticas, expressão do microRNA 122, parâmetros bioquímicos, antropometria, 

composição corporal e força muscular após 6 meses de intervenção. Esta versão do artigo será 

traduzida e submetida para o periódico científico Nutrition.   

 



 

RESUMO 
 

A doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA), atualmente conhecida como 

Doença Hepática Esteatótica Associada a Disfunção Metabólica (MASLD), tem sua patogênese 

relacionada à interação de fatores ambientais, epigenéticos e metabolismos lipídico e glicídico 

anormais. Os ácidos graxos poliinsaturados n-3 (AGPI n-3) podem se associar a melhora de 

parâmetros relacionados a doença. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da suplementação 

de AGPI n-3 rico em ácido eicosapentaenoico (EPA) sobre a expressão relativa do miRNA-

122, elastografia hepática transitória (EHT), biomarcadores de fibrose e esteatose hepática, 

lipemia, glicemia, composição corporal e força muscular de pacientes com MASLD. Tratou-se 

de um ensaio clínico, randomizado, duplo cego e controlado que incluiu indivíduos com 

diagnóstico de MASLD e idade igual ou superior a 20 anos. Foram avaliados os seguintes 

desfechos antes e após a suplementação com 4g por dia de AGPI n-3 rico em EPA ou óleo de 

oliva por 6 meses: expressão relativa do miRNA-122, os graus de fibrose e esteatose hepáticas 

pela EHT (Fibroscan®) e pelos NAFLD Fibrosis Score, Fibrosis-4 score, FibroScan-AST 

score, Steato-Brazilian Longitudinal Study of Adult Health e Fatty Liver Index, triglicerídeos, 

colesterol total, LDL-c e HDL-c, glicose sérica, HbA1c, HOMA-IR, alanina aminotransferase, 

aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase e PCR. Foi realizada 

avaliação da composição corporal por bioimpedância elétrica, antropometria e da força 

muscular pela força de preensão palmar.  A análise estatística foi realizada no software SPSS 

versão 26.0, sendo considerados significativos os resultados com p≤0,05. O grupo AGPI n-3 

apresentou aumento do percentual de enriquecimento de eritrócitos de ácido docosapentanoico 

(DPA, p=0,001), aumento significativamente maior do índice ômega em comparação ao 

controle (p = 0,012), sugerindo adesão à suplementação, redução do percentual de ácido 

mirístico (p=0,026) e aumento significativamente maior da força muscular (p=0,050) quando 

comparada ao controle após intervenção. Não foram encontradas modificação da expressão 

relativa do miR-122, melhora nos graus de fibrose e esteatose hepáticas ou alteração das demais 

variáveis bioquímicas após 6 meses de tratamento (p> 0,05). Em pacientes com MASLD, a 

suplementação de AGPI n-3 rico em EPA aumenta o percentual de DPA e o índice ômega em 

eritrócitos e reduz o percentual de ácido mirístico. Além disso, pode promover aumento 

significativamente maior da força muscular, mas não tem efeito significativo sobre a expressão 

relativa do miR 122 e não afeta os graus de fibrose e esteatose hepáticos. 

 
 
 



 

ABSTRACT 

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD), currently known as Steatotic Liver Disease 

Associated with Metabolic Dysfunction (MASLD), has its pathogenesis related to the 

interaction of environmental and epigenetic factors and abnormal lipid and glucose 

metabolisms, and n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) may be associated with 

improvement of disease-related parameters. The aim of this study was to evaluate the effect of 

eicosapentaenoic acid (EPA)-rich n-3 PUFA supplementation on the relative expression of 

miRNA-122, transient hepatic elastography (EHT), biomarkers of fibrosis and hepatic steatosis, 

lipemia, blood glucose, body composition and muscle strength of patients with MASLD. This 

was a randomized, double-blind, controlled clinical trial that included individuals diagnosed 

with MASLD and aged 20 years or older. The following outcomes were evaluated before and 

after supplementation with 4g per day of EPA-rich n-3 PUFA or olive oil for 6 months: relative 

expression of miRNA-122, degrees of hepatic fibrosis and steatosis by EHT (Fibroscan®) and 

NAFLD Fibrosis Score, Fibrosis-4 score, FibroScan-AST score, Steato-Brazilian Longitudinal 

Study of Adult Health and Fatty Liver Index, triglycerides, total cholesterol, LDL-c and HDL-

c, serum glucose, HbA1c, HOMA-IR, alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, 

alkaline phosphatase, gamma-glutamyl transferase, and CRP. Body composition was assessed 

by bioelectrical impedance, anthropometry, and muscle strength by handgrip strength. 

Statistical analysis was performed using SPSS version 26.0, and results with p≤0.05 were 

considered significant. No change in the relative expression of miR-122, improvement in the 

degrees of hepatic fibrosis and steatosis, or alteration of the other biochemical variables were 

found after 6 months of treatment (p> 0.05). The n-3 PUFA group showed an increase in the 

percentage of docosapentanoic acid erythrocyte enrichment (DPA, p=0.001), a significantly 

higher increase in the omega index compared to control group (p = 0.012), suggesting 

adherence to supplementation, a reduction in the percentage of myristic acid (p=0.026) and a 

significantly greater increase in muscle strength (p=0.050) when compared to the control after 

intervention. No change in the relative expression of miR-122, improvement in the degrees of 

hepatic fibrosis and steatosis, or alteration of the other biochemical variables were found after 

6 months of treatment (p> 0.05). In patients with MASLD, EPA-rich n-3 PUFA 

supplementation increases the percentage of DPA and the omega index in erythrocytes and 

reduces the percentage of myristic acid. In addition, it can promote a significantly greater 

increase in muscle strength, but has no significant effect on the relative expression of miR 122 

and does not affect the degrees of hepatic fibrosis and steatosis. 
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1.INTRODUÇÃO 
 Em 2023, a nomenclatura de doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) 

foi modificada para doença hepática esteatótica associada a disfunção metabólica (metabolic 

dysfunction associated steatotic liver disease - MASLD) e o critério diagnóstico foi definido 

pela presença de no mínimo um fator de risco cardiometabólico em conjunto com a esteatose 

hepática na ausência de outros fatores etiológicos para a esteatose (RINELLA et al., 2023a). A 

MASLD apresenta caráter evolutivo e prevalência de 32,5% em adultos (TILG; MOSCHEN, 

2010; KALLIGEROS et al., 2023).  

 A patogênese da MASLD/DHGNA é multifatorial e envolve a resistência à 

insulina, desregulação do metabolismo lipídico e alteração da microbiota intestinal (THAN; 

NEWSOME, 2015). O acúmulo de lipídeos em excesso em hepatócitos leva a lipotoxicidade e 

disfunção celular. Neste sentido, a composição plasmática de ácidos graxos (AGs), que reflete 

o metabolismo endógeno e a ingestão dietética, pode também se associar a progressão da 

doença. Como exemplo, o maior percentual de AG saturados, como o ácido palmítico, foi 

relacionado a fibrose hepática, citotoxicidade e morte celular de hepatócitos (ALLARD et al., 

2008; MARTÍNEZ et al., 2015; CANSANÇÃO et al., 2018).   

 Os AGs podem ser regulados por pequenos ácidos ribonucleicos (RNAs) não 

codificadores de proteínas conhecidos como microRNAs (miRNA) envolvidos no metabolismo 

lipídico e, dentro do contexto da MASLD/DHGNA, os miRNAs também podem desempenhar 

papel na progressão da doença (AFONSO et al., 2016; ARYAL et al., 2017). Dentre os miRNAs 

associados a doença hepática crônica, o mais expresso pelo fígado e que tem sido indicado 

como possível biomarcador não invasivo da MASLD/DHGNA, devido a sua relação com a 

patogênese e progressão da doença, é o miR-122 (BECKER et al., 2015).  O miR-122 tem como 

principal função a regulação do metabolismo hepático de lipídeos, principalmente a biossíntese 

de colesterol e, em ratos, o silenciamento do miR-122 resultou em redução significativa da 

esteatose hepática a qual foi associada a redução da síntese de colesterol e estímulo da β-

oxidação (ESAU et al., 2006; AFONSO et al., 2016).  Também em ratos já foi demonstrado 

que o óleo de peixe pode reduzir a expressão do miR-122 (BASELGA-ESCUDERO et al., 

2013).  

 Além dos fatores dietéticos, metabólicos e epigenéticos, mais recentemente a força 

muscular também tem emergido como fator associado ao prognóstico da MASLD/DHGNA 

(CHARATCHAROENWITTHAYA; KARAKETKLANG; AEKPLAKORN, 2022). A 



 

redução da força muscular e a sarcopenia estão associadas a fibrose hepática significativa e 

aumento da mortalidade (ZHAO; YIN; DENG, 2023). Estratégias terapêuticas que contribuam 

para o aumento da força muscular de indivíduos com MASLD/DHGNA podem contribuir para 

modificar o desfecho. Nesse contexto, apesar das evidências de que os ácidos graxos 

poliinsaturados n-3 (AGPI n-3) possam melhorar força muscular de adultos e idosos, não há 

informações sobre os efeitos desses AGs em indivíduos com MASLD/DHGNA (SANTO 

ANDRÉ et al., 2023).  

 Os AGPI n-3, principalmente os ácidos eicosapentaenoico (EPA) e o 

docosahexaenoico (DHA) também parecem apresentar papel positivo sobre a melhora dos 

parâmetros associados a doença hepática com redução de marcadores de fibrose e esteatose, 

redução de enzimas hepáticas e melhora do perfil lipídico, no entanto, ainda sem consenso a 

respeito da dose e composição dos suplementos e duração do tratamento devido a variação entre 

os estudos (ZHANG et al., 2017).  
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 
2.1 Definição, Aspectos Epidemiológicos e Fatores Etiológicos  

Em 1980, Jurgen Ludwig descreveu alterações hepáticas histológicas compatíveis com 

doença hepática gordurosa alcoólica em vinte pacientes que negavam consumo de álcool e, 

então, nomeou a doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) (LONARDO et al., 2020). 

A DHGNA é diagnosticada quando o indivíduo que não consome álcool excessivamente (< 

20g/dia para mulheres e < 30g/dia para homens) apresenta acúmulo ≥ 5% de esteatose 

macrovesicular em hepatócitos sem causa alternativa identificada como, por exemplo, uso 

medicamentos esteatogênicos e presença de distúrbios monogênicos (RINELLA et al., 2023b). 

Atualmente, tem se debatido acerca da nomenclatura DHGNA por considerar que o termo "não 

alcoólica" não captura com precisão a etiologia da doença e o termo "gordurosa" pode ser 

considerado estigmatizante. É ainda discutido a respeito da sobreposição de fatores etiológicos 

em pacientes, como a presença de diabetes mellitus (DM) tipo 2 e o consumo significativo de 

álcool, e a importância da utilização de uma nomenclatura adequada para o aumento da 

conscientização da doença, diagnóstico e acesso ao tratamento adequados (BIANCO et al., 

2020; RINELLA et al., 2023a). 

Desta forma, a Associação Americana para Estudos da Doença do Fígado (AASLD) e 

a Associação Europeia para Estudo do Fígado (EASL), em colaboração com a Associação 

Latinoamericana para Estudo do Fígado (ALEH), profissionais de saúde de diversas 

especialidades e organizações de defesa do paciente publicaram um consenso sobre a nova 

nomenclatura de DHGNA modificada para doença hepática esteatótica associada a disfunção 

metabólica (metabolic dysfunction associated steatotic liver disease - MASLD).  O diagnóstico, 

conforme demonstrado na Figura 1, é definido pela presença de no mínimo um fator de risco 

cardiometabólico em conjunto com a esteatose hepática na ausência de outros fatores 

etiológicos para a esteatose. Caso sejam identificados outros fatores, como por exemplo 

consumo significativo de álcool, é considerada etiologia combinada. Na ausência de critérios 

cardiometabólicos, deve se investigar outras etiologias e, caso nenhuma seja identificada, é 

considerada doença hepática esteatótica criptogênica (RINELLA et al., 2023c).  

Na presente tese, foram inicialmente adotados os critérios diagnósticos para DHGNA, 

no entanto, todos os pacientes apresentam os critérios estabelecidos para o diagnóstico de 

MASLD. Em linha, os estudos tem demonstrado que quase todos os pacientes previamente 

diagnosticados com DHGNA também preenchem os critérios para MASLD devido a alta 



24  
sensibilidade do novo critério diagnóstico por considerar a presença de pelo menos um fator de 

risco metabólico para o diagnóstico de MASLD (ARORA et al., 2023). 

Segundo o consenso, é difícil estimar a contribuição relativa de cada fator etiológico em 

pacientes com etiologia combinada, como por exemplo, naqueles com disfunção metabólica e 

consumo significativo de álcool. Somado a isso, sabe-se que a ingestão autorreferida de álcool 

pode ser imprecisa (RINELLA et al., 2023a). Também é pontuado na literatura que os 

questionários para coleta das informações de ingestão de álcool podem apresentar falhas, pois 

dependem do relato e memória do paciente (FOUAD et al., 2020). Ainda assim, para estudos 

clínicos, recomenda-se o uso de questionários validados para quantificação e documentação do 

consumo de álcool dos participantes envolvidos (SANYAL et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Critérios diagnósticos para doença hepática esteatótica associada a 

disfunção metabólica.  Fonte: Adaptado de (RINELLA et al., 2023c). Abreviações: MASLD, 

metabolic dysfunction associated steatotic liver disease; DHE, doença hepática esteatótica. 

Notas: *Critérios Cardiometabólicos -  apresentar pelo menos 1 dos 5 critérios: 1) 

Doença Hepática Esteatótica (DHE) 
Esteatose hepática identificada por exame de imagem ou biópsia 

O paciente preenche algum critério 
cardiometabólico*? 

Sim Não 

Existe outra causa para esteatose? Existe outra causa para esteatose? 

Sim Não Não Sim 

Doença Hepática 
Esteatótica Associada 

a Disfunção 
Metabólica (MASLD) 

MASLD e consumo 
aumentado de álcool** 
ou outra combinação 

etiológica 

DHE Criptogênica Outra etiologia 
específica de DHE 
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Índice de massa corporal ≥ 25 kg/m2 (23 kg/m2 – Asia) ou perímetro da cintura > 94 cm em 

homens e 80 cm em mulheres; 2) Glicose sérica de jejum ≥ 100 mg/dL ou Glicemia 2h pós 

sobrecarga de glicose ≥  140 mg/dL ou Hemoglobina glicada  ≥ 5,7% ou DM tipo 2 ou 

tratamento para DM tipo 2; 3) Pressão arterial ≥ 130/85 mmHg ou tratamento medicamentoso 

anti-hipertensivo; 4) Triglicerídeos plasmáticos ≥ 150 mg/dL ou tratamento com 

hipolipemiantes; 5) HDL-colesterol ≤ 40mg/dL para homens e ≤ 50 mg/dL para mulheres. 

**Consumo aumentado de álcool considerado 140-350g/semana para mulheres e 210 a 

420g/semana para homens.   

Quanto a epidemiologia, a DHGNA/MASLD é considerada a manifestação hepática da 

síndrome metabólica e, portanto, ambas apresentam fatores de risco comuns. Dessa forma, 

justifica-se que a prevalência de DHGNA tenha aumentado rapidamente em paralelo com a 

obesidade e outras doenças metabólicas sendo estimada em 25 a 30% no mundo podendo ser 

ainda maior devido à ausência de diagnóstico em muitos casos (BELLENTANI, 2017; 

RINELLA et al., 2023b). Um estudo de 2023 que avaliou a prevalência de MASLD no banco 

de dados NHANES 2017-2020 encontrou prevalência semelhante de 32,5% (KALLIGEROS 

et al., 2023). 

O espectro da DHGNA/MASLD compreende a esteatose hepática não alcoólica, 

caracterizada pela esteatose hepática macrovesicular que pode ser acompanhada por inflamação 

leve, esteatohepatite não alcoólica (EHNA)/esteatohepatite associada à disfunção metabólica, 

estágio em que ocorre inflamação e lesão celular com ou sem fibrose e, ainda, cirrose, quando 

há presença de septos fibrosos que levam à formação de nódulos cirróticos (BEDOSSA, 2017; 

RINELLA et al., 2023b). Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da doença são 

a obesidade, resistência à insulina (RI), DM tipo 2, síndrome metabólica, alterações da 

microbiota intestinal, alterações genéticas e epigenéticas, idade, sexo e a dieta ocidental 

(CONLON et al., 2013).  

A progressão da fibrose hepática também pode ser influenciada por diversos motivos 

como a idade avançada, presença de DM, elevação das aminotransferases, índice de massa 

corporal (IMC) superior a 28kg/m2 e consumo significativo de álcool (BELLENTANI, 2017). 

Uma metanálise publicada em 2015 demonstrou que a taxa de progressão correspondente a um 

estágio da doença hepática é de 7 anos em pacientes com EHNA e de 14 em pacientes apenas 

com esteatose (SINGH et al., 2015). Cabe ressaltar ainda que a doença hepática crônica tem 

importante impacto econômico, reduzindo a produtividade do trabalhador e aumentando os 
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gastos em saúde (YOUNOSSI, 2019).  

2.2 Fisiopatologia da DHGNA/MASLD  

Em 1998, foi proposto que a fisiopatologia da doença hepática poderia ser dividida em 

duas etapas em uma teoria nomeada “two-hit hypothesis”. Inicialmente (fisrt hit), a RI, 

presente na obesidade, especialmente intra-abdominal, favorece o acúmulo de triglicerídeos 

no hepatócito e leva ao desenvolvimento da esteatose hepática e, posteriormente (second hit), 

ocorre a continuidade do processo com peroxidação lipídica, aumento de citocinas pró-

inflamatórias, estresse oxidativo e fatores pró-fibrogênicos  (DAY; JAMES, 1998).  Essa 

teoria, no entanto, não é considerada adequada para explicar a complexidade da patogênese 

da DHGNA/MASLD que envolve fatores ambientais e genéticos. Dessa forma, em 2010, foi 

proposto novo modelo sobre o desenvolvimento e progressão da doença denominado 

“multiple parallel hits model”. Nesse caso, fatores genéticos e ambientais associam-se ao 

desenvolvimento da obesidade, RI e alteração da microbiota intestinal. O acúmulo de 

triglicerídeos no fígado induz disfunção mitocondrial, estresse do retículo endoplasmático, 

estresse oxidativo e produção de espécies reativas de oxigênio culminando na inflamação e 

fibrose hepática (Figura 2) (TILG; MOSCHEN, 2010).  

 

Figura 2. “Multiple parallel hits model” da patogênese da DHGNA/MASLD. 

A resistência à ação do hormônio insulina associa-se à redução da inibição da enzima 

lipase hormônio sensível e consequente manutenção da lipólise do tecido adiposo e maior 
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fluxo de ácidos graxos que alcançam a circulação e o fígado. Estima-se que aproximadamente 

60% dos triglicerídeos acumulados nos hepatócitos sejam provenientes da lipólise do tecido 

adiposo (GARIANI; JORNAYVAZ, 2021).  Em situações normais, o fígado incorpora os 

triglicerídeos às lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL), porém, pacientes com 

DHGNA/MASLD apresentam redução da capacidade de incorporação dos triglicerídeos à 

Apolipoproteína B, aumento da degradação intracelular da VLDL e, ainda, redução da beta-

oxidação mitocondrial dos ácidos graxos. Essas alterações favorecem o acúmulo de 

triglicerídeos no tecido hepático (CORTEZ-PINTO; DE MOURA; DAY, 2006; 

TAKAMURA et al., 2012). Além da lipólise, os ácidos graxos podem acumular-se no fígado 

por meio da lipogênese de novo e a dieta rica em lipídeos. A lipogênese de novo representa 

um percentual de 26% enquanto a dieta rica em ácidos graxos saturados (AGS) contribui com 

uma parcela de 15% para o acúmulo de gordura nos hepatócitos.  A lipogênese de novo 

consiste na via metabólica da conversão dos carboidratos simples em excesso na dieta em 

ácidos graxos e é estimulada pela hiperinsulinemia compensatória à RI 

(PARTHASARATHY; REVELO; MALHI, 2020; GARIANI; JORNAYVAZ, 2021).  

A composição plasmática de AG reflete a ingestão dietética, mas também o 

metabolismo endógeno com importante relação com a patogênese e progressão da doença 

hepática. As concentrações de AGS e AG monoinsaturados (AGMI) na membrana de 

eritrócitos parece ter correlação fraca com a dieta (ALLARD et al., 2008). Nesse sentido, 

Cansanção et al (2018) encontraram associação entre a fibrose hepática significativa e maiores 

percentuais de ácido palmítico, esteárico e oleico. O aumento do percentual de AGS palmítico 

está associado ao aumento da lipogênese de novo, uma via importante de acúmulo de lipídeo 

em hepatócitos (CANSANÇÃO et al., 2018) enquanto o aumento do ácido oleico foi 

justificado por aumento da produção endógena por ser substrato para a síntese hepática de 

triglicerídeos (ALLARD et al., 2008). É bem estabelecido que a maior concentração de AGS 

na membrana de eritrócitos está associada a citotoxicidade e morte celular de hepatócitos 

(TOMITA et al., 2011; KAWANO; COHEN, 2013; MARTÍNEZ et al., 2015) enquanto AGPI 

n-3 são relacionados com melhor perfil metabólico, redução da inflamação e da lipogênese 

(DI MINNO et al., 2012; CALDER, 2021).  

Em relação aos estudos que avaliaram a associação da dieta com a DHGNA/MASLD, 

maior consumo de AGS também foram relacionados ao aumento da esteatose hepática e 

podem prejudicar o metabolismo da glutationa, levando ao aumento do estresse oxidativo e 

maior risco de progressão da doença (BERNÁ; ROMERO-GOMEZ, 2020).  Por outro lado, 

o efeito isolado dos AGMI da dieta ainda não está totalmente esclarecido. Rezaei et al. (2019) 
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e Shidfar et al. (2018) demonstraram que o efeito positivo do óleo de oliva (dose de 20g/dia)  

sobre a esteatose hepática foi acompanhado de dieta hipocalórica (SHIDFAR et al., 2018; 

REZAEI et al., 2019), Bozzetto et al. (2012) identificou redução na esteatose hepática quando 

comparado dieta rica em AGMI (perfazendo 26g de AGMI) com dieta rica em carboidratos 

(BOZZETTO et al., 2012) e Sofi et al. (2010) relatou redução das enzimas hepáticas e dos 

triglicerídeos e aumento de adiponectina com a suplementação de óleo de oliva (na dose de 

6,5 ml/dia) enriquecido com ácidos graxos poli-insaturados (AGPI) n-3 (SOFI et al., 2010). 

Outros trabalhos também avaliaram o efeito do óleo de oliva dentro do contexto da dieta 

mediterrânea a qual compreende outras recomendações com potencial anti-inflamatório e 

antioxidante (RYAN et al., 2013; KONTOGIANNI et al., 2014). Um consenso de 

especialistas publicado em 2019 define que, embora estudos apontem benefícios do uso do 

óleo de oliva dentro do contexto da dieta mediterrânea, são necessários mais estudos clínicos 

com o objetivo de comprovar os efeitos diretos desse óleo em humanos com 

DHGNA/MASLD (ABENAVOLI et al., 2019). Por fim, sugere-se que maior ingestão de 

ácidos AGPI n-6 estejam associados à esteatohepatite não alcoólica enquanto a de AGPI n-3 

parecem ter efeito positivo sobre a DHGNA/MASLD (JEYAPAL et al., 2018; YAN et al., 

2018). 

Ademais, dietas ricas em açúcar (sacarose ou xarope de milho rico em frutose) estão 

associadas à esteatose hepática e esteatohepatite. As vias possivelmente envolvem a 

lipogênese de novo e o bloqueio da β-oxidação de ácidos graxos. Além disso, o metabolismo 

da frutose leva a geração de ácidos úrico que está relacionado à efeitos pro-inflamatórios e 

pró-oxidativos com aumento do processo lipogênico hepático e da permeabilidade intestinal 

(JENSEN et al., 2018).   

A disbiose intestinal se relaciona a maior produção de padrões moleculares associados 

à patógenos (PAMPS) como lipopolissacarídeo (LPS) derivado da parede celular de bactérias 

gram-negativas que colonizam o intestino. A permeabilidade da mucosa intestinal e 

translocação bacteriana permite que esses produtos alcancem a circulação sanguínea sendo o 

fígado um dos órgãos mais expostos devido à veia porta. A endotoxina é hepatotóxica e 

estimula os receptores Toll Like (TLR) em células de Kupffer que podem reconhecer padrões 

moleculares associados a danos (DAMPs) liberados por células danificadas e levar a ativação 

do fator nuclear kappa β (NF-κB) e liberação de citocinas como as interleucinas (IL) 1 e 6 e 

o fator de necrose tumoral (TNF)-α. Portanto, a translocação bacteriana promove o 

estabelecimento de um meio pró-inflamatório favorecendo a progressão da doença 

(MARCHISELLO et al., 2019; PARTHASARATHY; REVELO; MALHI, 2020). 
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Fatores de estilo de vida e dietéticos estão associados à adipogênese, disfunção de 

adipócitos, alteração na secreção de adipocinas, obesidade, acúmulo de gordurosa visceral, 

RI, alteração da microbiota intestinal e inflamação (BOUTARI; MANTZOROS, 2020; 

GARIANI; JORNAYVAZ, 2021). Alguns indivíduos, no entanto, podem desenvolver 

esteatose hepática mesmo na ausência de fatores etiológicos clássicos. A variante genética 

mais fortemente associada ao desenvolvimento e evolução da DHGNA/MASLD é o 

polimorfismo do gene palatin-like phospholipase domain containing 3 (PNPLA3) que se 

encontra associado à hidrólise de triglicerídeos em hepatócitos, assim, alterações associadas 

ao PNPLA3 facilitam o acúmulo de triglicerídeos nas células do fígado. Além disso, pacientes 

que apresentam variantes desse gene têm um fenótipo mais pró-inflamatório e pró-fibrogênico 

(MARCHISELLO et al., 2019).  

Enquanto a adiposidade tem papel bem estabelecido na patogênese e progressão da 

DHGNA/MASLD, a força muscular parece estar relacionada com o prognóstico da doença, 

independente do IMC (CHARATCHAROENWITTHAYA; KARAKETKLANG; 

AEKPLAKORN, 2022). Segundo Harring et al. (2023), pacientes com sarcopenia, 

caracterizada pela redução da massa e da força muscular, têm maior risco de apresentar fibrose 

significativa ou avançada (HARRING et al., 2023) e maior risco de mortalidade (KIM et al., 

2021). Ainda não está claro, portanto, se a sarcopenia seria causa ou consequência da doença 

hepática. Enquanto a inflamação presente na doença bem como a RI tem efeito desfavorável 

na massa e na qualidade muscular, onde a RI aumenta o acúmulo de triglicerídeos no músculo, 

favorecendo a mioesteatose, e o estado inflamatório estimula o catabolismo proteico 

(BHANJI et al., 2017), a baixa massa muscular esquelética pode induzir dano hepático ao 

ativar o receptor de miostatina nas células estreladas hepáticas (ZHANG et al., 2022).  

2.3 Diagnóstico e Tratamento  

Na maior parte dos casos, o diagnóstico inicial é realizado por meio de exames de 

imagem por ultrassom, tomografia computadorizada ou ressonância magnética. Porém, 

ressalta-se que estes exames não refletem a histologia hepática como a biópsia (CHALASANI 

et al., 2018). Além disso, os pacientes devem preencher os critérios expostos no Tópico 1.1 

da presente tese para diagnóstico de DHGNA/MASLD (RINELLA et al., 2023b, 2023c). Um 

posicionamento publicado em 2023 pela Sociedade Brasileira de Endocrinologia e 

Metabolismo, Sociedade de Hepatologia e Associação Brasileira de Estudos de Obesidade e 

Síndrome Metabólica recomenda o rastreamento para MASLD de todos os indivíduos com 
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IMC ≥ 25 kg/m2 por meio da ultrassonografia (USG) de abdômen total (MOREIRA et al., 

2023).  

Dentre os exames de imagem disponíveis para o diagnóstico da esteatose hepática, USG 

de abdômen total é o mais comumente utilizado devido ao seu baixo custo quando comparado 

à ressonância magnética ou à tomografia, embora estes sejam mais sensíveis e específicos. A 

USG apresenta baixa sensibilidade para detectar esteatose leve ou quantificar a esteatose. A 

identificação do acúmulo de gordura pela USG é dada pelo aumento da ecogenicidade do 

fígado, atenuação do feixe sonoro e visibilidade limitada dos vasos intra-hepáticos e do 

diafragma (ZHANG et al., 2018; ZHOU et al., 2019).  

A biópsia hepática é considerada padrão ouro para o diagnóstico, diferenciação da 

esteatohepatite de esteatose hepática e acessar o grau de fibrose. No entanto, devido à sua 

natureza invasiva, limitações relacionadas a riscos, custo e utilização de recursos, a realização 

de biópsias hepáticas para classificar e estadiar EHNA não ocorre de forma frequente na 

prática clínica e deve ser reservada para casos específicos. Nesse contexto, o uso de 

biomarcadores, principalmente o índice de fibrose (FIB) -4, são apontados como estratégia 

importante para rastrear pacientes que possam apresentar fibrose avançada e avaliar a resposta 

ao tratamento sem a necessidade de biópsia (VALLET-PICHARD et al., 2007; RINELLA et 

al., 2023b). 

Outros índices preditivos com boa acurácia e baixo custo que se baseiam em dados 

antropométricos e bioquímicos também podem ser utilizados para o monitoramento não 

invasivo da fibrose e da esteatose hepática. Para esteatose, ressalta-se o Steato-ELSA e o 

Índice de Estatose Hepática (Fatty Liver Index – FLI) (BEDOGNI et al., 2006b; PERAZZO 

et al., 2020).  Para fibrose, o DHGNA Escore de Fibrose (NAFLD Fibrosis Score – NFS) e o 

FIB-4. (ANGULO et al., 2007; VALLET-PICHARD et al., 2007).  

A elastografia hepática transitória (EHT) (Fibroscan®) também é indicada para avaliação 

não invasiva da fibrose e da esteatose hepática, com boa performance comparada ao padrão 

ouro (biópsia) (TOVO et al., 2019), e consiste em exame que utiliza uma sonda portátil 

tamanho“M”, quando a distância pele-cápsula do fígado é de até 25mm ou “XL”, quando essa 

distância é superior a 25mm ou IMC ≥32kg/m2, e se baseia no ultrassom para analisar a 

rigidez hepática, ou seja, a estimativa de deposição de colágeno associada à fibrose que 

transmite a característica de rigidez do parênquima hepático (YOUNOSSI et al., 2018; 

CARDOSO et al., 2021). A rigidez hepática é expressa em kilopascal (kPa) e a esteatose 

hepática por meio do parâmetro de atenuação controlada (controlled attenuation parameter-

CAP), uma medida de quantificação da atenuação do ultrassom expressa em decibéis por 
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metro (dB/m) (EDDOWES et al., 2019). Os valores mais elevados de CAP e da medida de 

rigidez hepática indicam esteatose/fibrose mais pronunciada (MIKOLASEVIC et al., 2016).   

Em 2010 e 2012 foram publicados estudos que propuseram pontos de corte para fibrose 

significativa (F2), avançada (F3) e cirrose (F4) utilizando as sondas M e XL (Quadro 1) 

(WONG et al., 2010, 2012). Em 2017, foi conduzida metanálise que se dispôs a reunir artigos 

que tivessem avaliado o CAP em comparação com biópsias hepáticas a fim de propor pontos 

de corte para os graus de esteatose (>S0 – leve, >S1 – moderada, >S2 - grave) (Quadro 1). 

Foi demonstrado no presente trabalho excelente correlação entre os valores de CAP e 

avaliação histológica,  porém com limitação para avaliação de pacientes com obesidade grave 

que não foram incluídos no estudo  (KARLAS et al., 2017).  Neste estudo, os pontos de corte 

foram definidos utilizando a sonda M, mas a Sociedade Brasileira de Hepatologia recomenda 

que sejam utilizados os mesmos pontos de corte para ambas as sondas (CARDOSO et al., 

2021). Outro trabalho, publicado em 2020, demonstrou que possivelmente pontos de corte de 

CAP mais altos podem ser necessários para diagnosticar esteatose moderada a severa em 

pacientes com obesidade mórbida (PARENTE et al., 2020). 

Quadro 1. Pontos de corte para esteatose e rigidez hepática pelo Fibroscan®. 

Estágios Pontos de Corte 

Esteatose hepáticaa 

>S0 248 dB/m 

>S1 268 dB/m 

>S2 280 dB/m 

Rigidez hepáticab 

 Sonda M Sonda XL 

F2 7,0 kPa 6,2 kPa 

F3 8,7 kPa 7,2 kPa 

F4  10,3 kPa 7,9 kPa 
aKARLAS et al. (2017). bWONG et al. (2010) e WONG et al. (2012). Legenda: >S0, esteatose leve; >S1 

esteatose moderada; >S2, esteatose grave; F2, fibrose significativa; F3, fibrose avançada; F4, cirrose.  

Em 2020 foi publicado estudo de desenvolvimento e validação global da ferramenta 

Fibroscan-AST escore (FAST score) com o objetivo de identificar pacientes com EHNA, 

escore de atividade da DHGNA elevado (NAFLD Activity Score - NAS≥4) e fibrose avançada 

elegíveis para ensaios clínicos e terapias emergentes sem necessidade de realização de biópsia 

hepática.  O FAST score inclui em seu cálculo a enzima hepática aspartato aminotransferase 

(AST), além do CAP e da rigidez hepática que apresentam baixa taxa de falha em pacientes 
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com EHNA e bom desempenho ao determinar os graus de esteatose hepática e fibrose 

(NEWSOME et al., 2020). Em 2022, o FAST score foi validado para a população brasileira, 

como ferramenta de triagem, inclusive em pacientes com IMC mais elevado, quando a sonda 

XL é adotada (CARDOSO et al., 2022). 

Embora o acompanhamento das enzimas hepáticas (AST; alanina aminotransferase – 

ALT, razão AST/ALT, fosfatase alcalina – FA e gama glutamil transpeptidase – GGT) seja 

realizado de forma rotineira, sabe-se que valores normais das enzimas hepáticas podem ser 

encontrados em pacientes com doença avançada e, portanto, não é recomendado para 

rastreatmento ou acompanhamento (HARRISON; NEUSCHWANDER-TETRI, 2004; 

MOREIRA et al., 2023).  

Quanto ao tratamento da DHGNA/MASLD, não foram encontrados até o presente 

momento medicamentos específicos, aprovados por agências reguladoras, recomendados para 

a DHGNA/MASLD. É importante que o paciente siga o tratamento clínico da comorbidade 

metabólica associada. Segundo a American Association for the Study of Liver Disease 

(AASLD), o padrão ouro é a mudança do estilo de vida, com intervenção dietética e prática 

de atividade física, objetivando a redução do peso corporal, melhora dos parâmetros 

histológicos e atraso na progressão da doença (CHALASANI et al., 2018). Modificações no 

padrão alimentar, com redução do consumo de AGS e alimentos ultraprocessados, redução 

do consumo de frutose adicionada a alimentos e incentivar a ingestão de 1 a 3 porções de café 

ao dia estão associados a redução do risco de progressão da doença hepática (MOREIRA et 

al., 2023). Ademais, terapias adicionais como AGPI n-3, silimarina e o ácido ursodesoxicólico 

têm sido objetos de pesquisa para o tratamento da doença (MARCHESINI et al., 2016; 

CHALASANI et al., 2018; BISCHOFF et al., 2020; KALOPITAS et al., 2021). 

2.4 MicroRNAs  

 Os microRNASs (miRNAs) constituem o grupo de RNAs não codificantes de proteína, 

apresentam fita simples, 20 a 22 nucleotídeos de comprimento e se associam à regulação de 

processos biológicos por meio da modulação da expressão de genes alvo pós 

transcricionalmente (AMBROS, 2004; YANG et al., 2011).  Os miRNAs, podem ser 

identificados no meio celular ou extracelular, como em fluidos biológicos (sangue, urina e 

saliva), onde apresentam boa estabilidade à temperatura ambiente, congelamento e 

descongelamento. Essa estabilidade se dá por serem secretados para a circulação na forma de 

exossomos e microvesículas que os protegem da degradação (CHEN et al., 2008; MITCHELL 
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et al., 2008; WEBER et al., 2010; GALLO et al., 2012). Alterações nos miRNAs circulantes 

demonstraram refletir alterações na expressão de miRNA nos tecidos (ATIC et al., 2023). 

 Os miRNAs são apontados como possíveis biomarcadores não invasivos do diagnóstico 

e prognóstico da DHGNA/MASLD uma vez que suas concentrações podem se alterar de 

acordo com o estágio da doença hepática e podem apresentam papel na sua patogênese 

(AFONSO et al., 2016; DISTEFANO; GERHARD, 2016). Em 2020 foi proposto pela 

primeira vez a utilização de miRNA como parte de teste diagnóstico não invasivo para 

identidicar pacientes em alto risco de EHNA e fibrose hepática. Foi desenvolvido painel de 

biomarcadores baseados no sangue (NIS4) o qual considera o miR-34a-5p, dentre outros 

marcadores, e é produzido escore que identifica pacientes em alto risco de NAS ≥4 e estágio 

de fibrose ≥ 2 (HARRISON et al., 2020).   

 Embora outros miRNAs sejam relacionados ao fígado, o miRNA- (miR)122 é o mais 

abundante miRNA expresso por este órgão e tem como principal função a regulação do 

metabolismo hepático de lipídeos, principalmente a biossíntese de colesterol (AFONSO et 

al., 2016; ATIC et al., 2023). Neste sentido, Esau et al. (2006) observaram que o silenciamento 

do miR-122 em ratos alimentados com dieta hiperlipídica resultou em redução significativa 

da esteatose hepática a qual foi associada a redução da síntese de colesterol e estímulo da β-

oxidação (ESAU et al., 2006). Long et al. (2019) demonstraram que o miR-122 reduziu a 

expressão de Sirtuína-1 (SIRT1), levando à regulação positiva de genes lipogênicos, aumento 

da produção de lipídeos e esteatose nos hepatócitos (LONG et al., 2019). 

 No estudo de Long et al. (2019), foi demonstrado que, em fígado de ratos com doença 

hepática, a expressão de SIRT1 está reduzida enquanto o miR-122 e outros genes lipogênicos, 

como a Proteína de ligação a elementos reguladores de esteróis 1 (sterol regulatory element 

binding protein 1 – SREBP1), estão aumentados. Em cultura de hepatócitos foi identificada, 

neste mesmo trabalho, a regulação negativa do miR-122 sobre SIRT1, reprimindo a via de 

sinalização da Proteína quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK), que acaba por 

induzir a lipogênese. Desta forma, a inibição do miR-122 levou ao aumento da expressão de 

SIRT1 e reativação da via AMPK protegendo o fígado do depósito excessivo de lipídeos 

(LONG et al., 2019). Um estudo anterior também sugeriu que o aumento da expressão de 

SIRT1 pode ser investigada como uma estratégia terapêutica para pacientes com 

DHGNA/MASLD (COLAK et al., 2014). Além disso, a inibição de miR-122 também parece 

ter efeito inibidor na expressão de marcadores pró inflamatórios como interleucinas (IL) e 

fator de necrose tumoral (TNF) – α demonstrando papel regulador de miR-122 no estado 

inflamatório da doença (HU et al., 2021). 
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 Em humanos com DHGNA/MASLD, foi identificada maior concentração sérica de 

miR-122 quando comparado a indivíduos saudáveis e, essa concentração também parece ser 

superior em pacientes com EHNA quando comparado a pacientes somente com esteatose 

hepática. Cermelli et al. (2011), Yamada et al. (2013), Becker et al. (2015) e Salvoza et al. 

(2016) avaliaram indivíduos saudáveis e com DHGNA/MASLD e identificaram maior 

concentração do miR-122 em indivíduos com DHGNA/MASLD quando comparado ao grupo 

controle e, também, concentrações mais elevadas em pacientes com estatohepatite quando 

comparado à presença apenas da esteatose hepática. Akuta et al. (2016) e Liu et al. (2016) 

também verificaram associação positiva entre o miR-122 e as alterações histológicas 

caracterizadas por inflamação lobular, balonização de hepatócitos e fibrose hepática (Quadro 

2). Neste contexto, em seu estudo, Pirola et al. (2015) identificaram uma concentração 7,2 

vezes maior do miR-122 em pacientes com EHNA comparado ao grupo controle sem doença 

hepática e 3,1 vezes maior quando comparado ao grupo com apenas esteatose (PIROLA et 

al., 2015). Uma coorte de 871 adultos jovens identificou concentração do miR-122 aumentada 

em indivíduos com esteatose hepática  (RAITOHARJU et al., 2016). 

 Foi encontrado por Akuta et al. (2016), em um estudo que comparou biópsias hepáticas 

seriadas de pacientes com DHGNA/MASLD, que os indivíduos que apresentaram melhora 

do escore histopatológico (esteatose, balonização e inflamação) na segunda biópsia também 

obtiveram níveis de miR-122 significativamente menores. Também houve associação entre o 

miR-122 e as enzimas hepáticas ALT e AST (AKUTA et al., 2016a).  Esses dados corroboram 

com a forte associação entre a concentração sérica de miR-122 e os achados histopatológicos 

da DHGNA/MASLD.  

 No entanto, enquanto a concentração sérica do miR-122 parece estar aumentada em 

pacientes com DHGNA/MASLD e positivamente associada à progressão da doença, a 

expressão desse miRNA está reduzida no parênquima hepático desses pacientes em 

comparação a indivíduos saudáveis. Para justificar esse paradoxo uma das explicações 

propostas é que, enquanto em indivíduos saudáveis a produção é predominantemente 

hepática, em pacientes com doença hepática, o aumento da concentração sérica do miR-122 

seria justificada por produção de tecidos extrahepáticos, como o tecido adiposo 

(BARANOVA; MALTSEVA; TONEVITSKY, 2019). Com a progressão da doença hepática 

e as alterações metabólicas, a capacidade do tecido adiposo em secretar miR-122 também 

tende a reduzir resultando em concentrações menores encontradas em pacientes com 

carcinoma hepatocelular (CHC) (AKUTA et al., 2016b). As modificações dinâmicas do miR-
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122 também fortalecem seu uso como biomarcador de risco para doença hepática avançada 

(fibrose avançada, cirrose, CHC) (SUN et al., 2023). 

 Quadro 2. Resumo de estudos que avaliaram miR-122 em humanos.  

Referência País População do 

estudo (N) 

Método de 

diagnóstico  

Principais resultados 

(CERMELLI 

et al., 2011) 

Estados 

Unidos 

18 indivíduos 

saudáveis, 35 com 

diagnóstico de 

hepatite viral C e 

34 com 

DHGNA/MASLD 

Biópsia 

hepática 

 Associação positiva de miR-122 com 

ALT e AST. 

 Grupo com DHGNA/MASLD 

apresentou maior concentração do 

miR-122 quando comparado ao grupo 

de indivíduos saudáveis. A 

concentração dos miRNAs também foi 

maior em indivíduos com 

estatohepatite quando comparada à 

esteatose. 

 Correlação positiva do miRNA com o 

grau de fibrose, atividade inflamatória 

e gravidade da doença. 

(YAMADA 

et al., 2013) 

Japão 311 indivíduos 

saudáveis e 92 

com diagnóstico 

de 

DHGNA/MASLD 

USG 

abdominal 

 Concentração do miR-122 foi maior 

nos indivíduos com 

DHGNA/MASLD. 

 miR-122 se correlacionou com a 

severidade da esteatose hepática 

(maior concentração na esteatose 

moderada comparada ao grupo 

controle e na esteatose grave 

comparada à moderada). 

(BECKER et 

al., 2015) 

Alemanha 61 indivíduos 

saudáveis e 137 

com diagnóstico 

de 

DHGNA/MASLD 

FibroScan® e 

biópsia 

hepática 

 A concentração do miR-122 foi 

significativamente maior no grupo 

com esteatose hepática comparado aos 

indivíduos saudáveis e, também, 
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maior no grupo com esteatohepatite 

comparado à esteatose hepática. 

(AKUTA et 

al., 2016a) 

Japão 305 pacientes 

com 

DHGNA/MASLD 

Biópsia 

hepática 

 A concentração do miR-122 aumenta 

de acordo com aumento da esteatose, 

inflamação lobular, balonização de 

hepatócitos e fibrose hepática. 

 Correlação significativa entre miR-

122 e AST, ALT e GGT. 

(LIU; CAO; 

FAN, 2016) 

China 37 indivíduos 

saudáveis, 

26 indivíduos 

com hepatite viral 

B e 48 indivíduos 

com 

DHGNA/MASLD 

Biópsia 

hepática 

 Concentração de miR-122 foi 

associada à esteatose hepática e 

atividade inflamatória.  

 

(SALVOZA 

et al., 2016) 

Filipinas 36 indivíduos 

saudáveis e 28 

com 

DHGNA/MASLD 

Biópsia 

hepática 

 Concentração de miR-122 foi 

significativamente maior em 

indivíduos com DHGNA/MASLD 

comparado aos saudáveis.  

Abreviações: DHGNA, doença hepática gordurosa não alcoólica; MASLD; metabolic dysfunction associated steatotic liver 
disease;ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; miRNA, microRNA; USG, ultrassonografia; GGT, gama 
glutamiltransferase.  

2.5 Ácidos Graxos Poli-insaturados n-3 e seus Efeitos Moduladores  

Os AGPI n-3 apresentam uma dupla ligação entre os carbonos 3 e 4 da cadeia de 

hidrocarbonetos contando a partir da extremidade metílica. Podem haver variações quanto ao 

comprimento da cadeia de carbonos e a quantidade de duplas ligações (CALDER, 2014). Por 

definição, AGPI n-3 são denominados ácidos graxos essenciais, pois não são sintetizados 

endogenamente, sendo necessário consumo de alimentos fonte. Essa família de ácidos graxos 

inclui principalmente os ácidos α-linolênico (C18:3n-3 - ALA), docosaexaenoico (C22:6n-3 

- DHA) e eicosapentaenoico (C20:5n-3 - EPA).  O ALA é encontrado principalmente a partir 

dos óleos de linhaça, canola, soja e perila e pode sofrer ação de enzimas dessaturases e 

alongases gerando EPA e DHA. No entanto, a eficiência dessa conversão parece ser limitada, 

principalmente quando há consumo de dieta rica em ácido linoleico (C18:2n-6 – AL), 
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pertencente à família dos AGPI n-6, pois há competição pelas mesmas enzimas. O EPA e o 

DHA também podem ter origem marinha, sendo obtidos diretamente de determinados peixes 

como atum, arenque, cavala e sardinha (BARCELÓ-COBLIJN; MURPHY, 2009; CALDER, 

2015; BRENNA, 2002). 

AGPI n-3 são precursores de moléculas bioativas denominadas eicosanoides que 

participam como mediadores do processo inflamatório. EPA e DHA são metabolizados pelas 

enzimas lipooxigenase e ciclooxigenase gerando prostaglandinas, leucotrienos e resolvinas 

com potencial predominantemente anti-inflamatório e, por isso, são compostos bastante 

estudados na DHGNA/MASLD (DE ROOS; MAVROMMATIS; BROUWER, 2009; 

CALDER, 2011). Estudos que se propuseram a avaliar o efeito dos AGPI n-3 em humanos 

com DHGNA/MASLD encontraram associação entre a suplementação de EPA e DHA e a 

melhora das enzimas hepáticas, perfil lipídico, RI, esteatose e fibrose hepática (CAPANNI et 

al., 2006; SPADARO et al., 2008; TANAKA et al., 2008; ARGO et al., 2015; NOGUEIRA 

et al., 2016). Revisões sistemáticas e metanálises também concluíram que a suplementação 

de AGPI n-3 pode melhorar a esteatose hepática, IMC e perfil lipídico (Quadro 3) (PARKER 

et al., 2012; LEE et al., 2020). 

Em 2010, um importante estudo denominado WELCOME (Avaliação de wessex de 

fígado gorduroso e marcadores cardiovasculares em DHGNA com ômega-3 Omarcor) foi 

delineado para testar a hipótese dos benefícios do tratamento com a suplementação de ômega 

3 e identificou que o enriquecimento da membrana de eritrócitos com EPA e DHA foi 

linearmente associado à redução do percentual de gordura no fígado (Quadro 3) 

(SCORLETTI et al., 2014b). Cabe ressaltar que no estudo de Scorletti et al. (2014) foi 

utilizado suplemento de EPA e DHA purificados, bem como Tanaka et al (2008) que 

trabalhou com suplemento de EPA purificado. A purificação auxilia a evitar contaminação 

com partículas poluentes e reduz a toxicidade devido a outros compostos que podem estar 

presente na preparação de óleo de peixe (TANAKA et al., 2008; SCORLETTI et al., 2014a). 

Alguns mecanismos vêm sendo descritos a fim de elucidar as vias de ação para os 

efeitos dos AGPI n-3 na DHGNA/MASLD. Um dos mecanismos seria a capacidade dos 

AGPI n-3 em ativar receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR)-α, o qual 

está envolvido na β-oxidação, aumentando, portanto, a oxidação hepática de lipídeos. Além 

disso, os AGPI n-3 também podem suprimir a expressão do gene SREBP-1c reduzindo a 

lipogênese. Adicionalmente, os AGPI n-3 aumentam a expressão de genes associados a 

sensibilidade à insulina, melhoram a fluidez da membrana celular com efeito positivo no 

transporte de glicose para o citoplasma e sinalização da insulina e regulam negativamente 
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citocinas pró inflamatórias como TNF-α e IL-6 (SALEM et al., 2001; BUGIANESI; 

MCCULLOUGH; MARCHESINI, 2005; TAKEUCHI et al., 2010; DI MINNO et al., 2012; 

SCORLETTI; BYRNE, 2013; DENG et al., 2015; DU PLESSIS et al., 2015; CHEN et al., 

2020). 

Outra possível via de ação dos AGPI n-3 é a melhora da sensibilidade ao fator de 

crescimento de fibroblastos 21 (FGF 21). O FGF 21 é predominantemente expresso e 

secretado pelo fígado e associa-se à sensibilidade à insulina e ao metabolismo lipídico. 

Estudos demonstraram associação positiva entre esse marcador e a progressão da 

DHGNA/MASLD e, ainda, que pacientes com DHGNA/MASLD possivelmente apresentam 

resistência à ação de FGF 21 (TUCKER et al., 2019). Um estudo de intervenção publicado 

anteriormente demonstrou que a suplementação com AGPI n-3 (dose: 4g) reduziu a 

concentração de FGF 21 e aumentou a concentração de adiponectina sendo essas alterações 

relacionadas com a melhora do perfil lipídico, glicemia e enzimas hepáticas (QIN et al., 2015).  

Em animais, a melhora da sensibilidade ao FGF 21 promovida pela suplementação de óleo de 

peixe se associou a maior expressão de adiponectina e melhora da esteatose hepática (GUO 

et al., 2022). 

Algumas diferenças encontradas entre os trabalhos de intervenção dificultam a 

definição de dose e tempo de tratamento específicos. Os estudos revisados apresentaram 

diferentes tempos de tratamento (como 4, 6, 12 e 18 meses). Uma revisão sistemática 

publicada em 2020 (Quadro 3) encontrou 6 meses como a duração mediana da 

suplementação de AGPI n-3 em pacientes com DHGNA/MASLD. Aos 6 meses, houve 

melhora na estatose hepática, enzimas hepáticas, perfil lipídico e IMC (LEE et al., 2020). 

Além disso, há bastante variação quanto à dosagem utilizada nos suplementos de AGPI 

dificultando a definição de uma dose ótima. Neste sentido, a dose de 4g/dia foi eleita por 

estudos anteriores que comprovaram a eficácia da dose em pacientes com hipertrigliceridemia 

e promoção do enriquecimento de eritrócitos (SCORLETTI et al., 2014b; BISCHOFF et al., 

2020).  

Ademais, é possível que a composição do suplemento, ou seja, a proporção de EPA 

e DHA influencie a resposta ao tratamento (CALDER, 2006). A heterogeneidade de métodos 

utilizados para avaliar a doença hepática, os diferentes placebos (óleo de soja, óleo mineral, 

azeite, óleo de milho dentre outros) utilizados e a associação com outras estratégias 

terapêuticas também podem afetar os resultados encontrados dificultando determinar 

diretrizes acerca da suplementação isolada de AGPI n-3 na DHGNA/MASLD.   
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Quadro 3. Resumo dos estudos de suplementação com AGPI n-3 em adultos com 

DHGNA/MASLD. 
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Autor, 

ano 

Amostra Desenho do 

estudo 

Intervenção (dose n-3 e 

placebo) 

Duração Principais resultados 

Parker et 

al., 

20129 

355 pacientes com 

DHGNA/MASLD 

Revisão 

sistemática e 

metanálise 

Tratamento: diferentes doses 

variando de 830mg a 9g/dia 

Placebo: não notificado 

2 meses a 1 

ano 

Redução da esteatose 

hepática. 

Li et al., 

201510 

78 pacientes com 

EHNA 

Ensaio clínico 

randomizado 

 

Tratamento: 50 mL/dia 

Placebo: Salina 

6 meses Redução de ALT, AST, 

PCR. 

Melhora do grau de 

esteatose, fibrose e 

balonização. 

Nogueira 

et al., 

201611 

50 pacientes com 

EHNA 

confirmada por 

biópsia 

Estudo duplo-

cego, 

randomizado, 

placebo-

controlado 

Tratamento: 0,945g/ dia 

Placebo: óleo mineral 

6 meses Melhora histológica. 

Redução de triglicerídeos. 

Lee et 

al., 

202012 

1366 pacientes 

com 

DHGNA/MASLD 

Revisão 

sistemática e 

metanálise 

Tratamentos: diferentes doses 

variando de 250mg a 5g/dia 

Placebo: azeite ou óleo de 

milho ou óleo mineral ou salina 

ou óleo de girassol ou óleo de 

soja 

6 meses (3 

a 18 meses) 

Redução da esteatose 

hepática. 

Melhora do IMC e das 

concentrações de TG, HDL, 

COL 

Capanni 

et al., 

200613 

56 pacientes com 

DHGNA/MASLD 

confirmada por 

US 

Estudo piloto Tratamento: 1g/dia 

 

1 ano Redução de AST, ALT, 

GGT; TG e glicemia de 

jejum. 

Melhora da ecogenicidade e 

do índice de perfusão 

Doppler pela US. 

Spadaro 

et al., 

200814 

40 pacientes com 

DHGNA/MASLD 

confirmada por 

US 

 

Estudo 

randomizado 

aberto 

 

Tratamento: Plano alimentar + 

3g/dia 

Placebo: Plano alimentar 

6 meses Redução de ALT, TG, 

TNFα, HOMA-IR. 

Aumento do colesterol 

HDL. 

Regressão completa da 

esteatose hepática em 33,4% 

dos pacientes e redução 

global de 50% no grau de 

esteatose hepática. No grupo 
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Fonte: Traduzido de figura suplementar do artigo de protocolo da metodologia do estudo 

publicado pelo nosso grupo. (BARROSO et al., 2023)  

  
2.6 Ácidos Graxos Poli-insaturados N-3 e MicroRNAs  

A modulação dietética de miRNAs como potencial alvo terapêutico tem sido objetivo 

de pesquisas envolvendo curcumina, resveratrol, AGPI n-3 e silimarina (BASELGA-

ESCUDERO et al., 2013; FIORINO et al., 2014; CIONE et al., 2019; YANG et al., 2021). 

Baselga-Escudero et al. (2013) avaliaram os efeitos do DHA na expressão do miR-33a e do 

controle, não houve 

regressão completa e apenas 

27,7% apresentaram alguma 

redução da esteatose. 

 

Tanaka 

et al., 

200815 

23 pacientes com 

EHNA 

confirmada por 

biópsia 

Estudo piloto Tratamento: 2.7g/dia 

 

12 meses Melhora da esteatose, 

fibrose, balonização de 

hepatócitos e inflamação 

lobular em 6 dos 7 pacientes 

biopsiados ao final do 

estudo. 

Argo et 

al., 

201516 

51 pacientes com 

EHNA 

confirmada por 

biópsia 

Duplo-cego, 

randomizado, 

placebo-

controlado 

Tratamento: 3g/dia 

Placebo: Óleo de soja  

Todos receberam orientação 

nutricional e para atividade 

física 

1 ano Redução da esteatose 

hepática avaliada por 

ressonância magnética, 

independente da perda de 

peso. 

Não houve diferença 

significativa entre os grupos 

quanto às alterações 

histológicas. 

Scorletti 

et al., 

201417 

103 pacientes com 

DHGNA/MASLD 

confirmada 

histologicamente  

 

Estudo duplo-

cego, 

randomizado, 

placebo-

controlado 

Tratamento: 4g/dia  

Placebo: 4g/dia de azeite 

 

15 a 18 

meses 

Tendência para melhorar a 

porcentagem de gordura nos 

hepatócitos. 

Não houve melhora no grau 

de fibrose hepática. 

Abreviações: EHNA, esteatohepatite não alcoólica; DHGNA, Doença hepática gordurosa não alcoólica; MASLD, metabolic dysfunction 
associated steatotic liver disease; AST, Aspartato aminotransferase; ALT, Alanina aminotransferase; GGT; Gama-glutamiltransferase; TG, 
Triglicerídeos; HDL, lipoproteína de alta densidade; IMC, Índice de massa corporal; PCR, proteína C reativa; COL, Colesterol; US; 
Ultrassom; TNFα, fator de necrose tumoral- α; HOMA-IR, HOMA- Resistência à insulina. 
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miR-122 em animais com dislipidemia. Nesse estudo, os ratos foram acompanhados por três 

semanas após serem separados em grupo controle (dieta de cafeteria) e grupo intervenção 

(dieta de cafeteria + DHA). Apenas no grupo controle foi verificado aumento dos miRNAs 

33a e 122 e do gene SREBP2, relacionado à síntese de colesterol, demonstrando efeito 

protetor do DHA (BASELGA-ESCUDERO et al., 2013). Wang et al. (2017) trabalharam com 

animais com DHGNA/MASLD induzida pela dieta ocidental e determinaram três grupos que 

foram acompanhados por 16 semanas: grupo controle (10% de gordura), dieta ocidental (45% 

de gordura e 2% de colesterol) e dieta ocidental com óleo de peixe (45% de gordura, 2% de 

colesterol e 10% de óleo de peixe). Foi identificado que o óleo de peixe reduziu a expressão 

dos miR -33-5p e miR-34a-5p, envolvidos no metabolismo do colesterol e triglicerídeo 

hepáticos, e contribuiu para a melhora da DHGNA/MASLD em ratos (WANG et al., 2017).  

Corroborando com os estudos anteriores, Albracht-Schulte, et al. (2019), verificaram 

regulação negativa dos miR-19b-3p, miR-21a-5p em tecido hepático, melhora do 

metabolismo lipídico hepático e atenuação de vias inflamatórias de camundongos 

alimentados com dieta hiperlipídica (45% de gordura) suplementada com EPA comparados 

aos animais que receberam apenas dieta hiperlipídica reforçando assim os benefícios do EPA 

na DHGNA/MASLD (ALBRACHT-SCHULTE et al., 2019). 

Apenas um estudo foi conduzido em humanos com objetivo de avaliar o efeito 

modulador da suplementação de AGPI n-3 sobre a expressão de miRNA em pacientes com 

DHGNA/MASLD. Cansanção et al. (2020) publicaram estudo piloto em que avaliaram 

pacientes com DHGNA/MASLD randomizados em grupo intervenção (3 cápsulas ao dia de 

óleo de peixe perfazendo 1.509 mg de DHA e 306 mg de EPA) e controle (3 cápsulas ao dia 

de óleo de oliva perfazendo 2.250 mg de ácido oleico) durante 6 meses. Foi verificado o 

enriquecimento da membrana dos eritrócitos com DHA no grupo intervenção, com redução 

significativa da fibrose hepática avaliada pela elastografia hepática transitória, sem alteração 

do miR-122 em ambos os grupos. Um dos motivos propostos pelos autores para não ter sido 

encontrada modulação do miRNA é a alta variação desse biomarcador de acordo com a etnia 

e o fato do Brasil ser um país de grande miscigenação racial (CANSANÇÃO et al., 2020). 

Ressalta-se que esse estudo utilizou suplementos com maior proporção de DHA.  Hong et al. 

(2019) ressaltam que DHA parece mais efetivo em reduzir os níveis de ácidos graxos no 

fígado, embora ambos (EPA e DHA) possam regular a síntese hepática de lipídeos e, portanto, 

evitar seu acúmulo em hepatócitos. Além disso, pontua que o EPA, mas não outros AGPI n-

3, está associado à redução da expressão de FoxO1 (Forkhead box protein O1 – FoxO1) 
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hepático afetando a gliconeogênese (HONG et al., 2019). Dessa forma, diferentes 

composições dos suplementos de AGPI n-3 podem também possivelmente justificar 

resultados variados.  
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3 JUSTIFICATIVA 

 
Tendo em vista a crescente prevalência da DHGNA/MASLD, bem como seu potencial 

evolutivo para cirrose, principal causa de transplante hepático, e, ainda, sabendo a respeito da 

ausência de terapêuticas específicas voltadas para o seu tratamento, o qual baseia-se na 

modificação de estilo de vida que apresenta baixa adesão no longo prazo, são importantes 

estudos que avaliem o efeito de terapias que potencialmente contribuam para a melhora dos 

parâmetros da doença. Neste sentido, a suplementação de AGPI n-3 tem sido estudada e tem 

sido mostrado efeito sob parâmetros clínicos e bioquímicos, porém sem diretrizes claras 

devido a variabilidade de dados a cerca da dose, composição de suplementos e tempo de 

tratamento. A literatura é escassa a respeito do efeito modulador dos AGPI n-3 sobre miRNAs 

envolvidos na progressão da doença hepática crônica e outros marcadores relacionados ao 

prognóstico de pacientes com MASLD, como a força muscular. Portanto, o presente estudo 

pretende gerar resultados inéditos acerca do efeito da suplementação de AGPI n-3 rico em 

EPA sobre a modulação do miRNA-122, parâmetros clínicos, bioquímicos, composição 

corporal, força muscular e composição de ácidos graxos em eritrócitos em pacientes com 

MASLD, brasileiros, acompanhados em um hospital universitário no Rio de Janeiro.  
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4 HIPÓTESE 

 
O presente estudo trabalha com a hipótese que a suplementação com AGPI n-3 rico 

em EPA pode modificar favoravelmente a composição de ácidos graxos em eritrócitos, 

melhorar os desfechos clínicos, bioquímicos e nutricionais e modular a expressão relativa do 

miR-122 de pacientes com MASLD. 
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5 OBJETIVOS 
 

5.1 OBJETIVO GERAL  

Avaliar o efeito da suplementação de ácidos graxos poli-insaturados n-3 (AGPI n-3) 

rico em ácido eicosapentaenoico (EPA) sobre a composição de ácidos graxos em eritrócitos, 

expressão relativa do miR-122, biomarcadores de lipemia e glicemia, graus de fibrose e 

esteatose hepáticas e sobre a composição corporal e força muscular em pacientes com doença 

hepática esteatótica associada a disfunção metabólica. 

 
5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Comparar, entre os grupos controle e intervenção, após 6 meses de tratamento com 

AGPI n-e rico em EPA, em pacientes com MASLD: 

 

 A expressão relativa do miR-122; 

 A concentração dos ácidos graxos em eritrócitos;  

 Os marcadores de metabolismo lipídico (colesterol total, HDL, LDL e TG), glicídico 

(glicemia e insulina de jejum, hemoglobina glicada e HOMA-IR) e a concentração das 

enzimas hepáticas (AST, ALT, GGT e FA); 

 O grau de acúmulo de gordura e fibrose no fígado, pela elastografia hepática transitória 

(Fibroscan®) e pelos índices Steato-ELSA, FLI, NFS, FIB-4 e FAST score; 

 A composição corporal pela antropometria e bioimpedância; 

 A força muscular pela força de preensão palmar; 
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6 MÉTODOS 

A publicação do protocolo de metodologia do presente estudo (BARROSO et al., 

2023) encontra-se no ANEXO 6.  

6.1 Delineamento e local de estudo 

O presente estudo trata-se de um ensaio clínico randomizado duplo cego e controlado 

incluindo pacientes adultos de ambos os sexos, com diagnóstico de MASLD acompanhados 

nos ambulatórios de hepatologia do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho (HUCFF) 

e do Hospital Federal de Bonsucesso (HFB). O estudo encontra-se registrado na plataforma 

ReBEC sob o número RBR-8dp876.  

6.2 População do estudo 

A amostra foi composta por 52 indivíduos, de ambos os sexos, selecionados por meio 

de consulta ao prontuário clínico, atendendo aos critérios de inclusão e exclusão, e que 

aceitaram participar da pesquisa. 

 
6.2.1 Critérios de inclusão 

 Ter 20 anos de idade ou mais; 

 Diagnóstico de MASLD: presença de esteatose hepática, identificada por 

ultrassonografia (US) abdominal ou biópsia hepática, mais pelo menos 1 critério cardio-

metabólico dentre os 5: (1) Índice de massa corporal ≥ 25 kg/m2 ou perímetro da cintura 

> 94 cm em homens e 80 cm em mulheres; 2) Glicose sérica de jejum ≥ 100 mg/dL ou 

Glicemia 2h pós sobrecarga de glicose ≥  140 mg/dL ou Hemoglobina glicada  ≥ 5,7% 

ou DM tipo 2 ou tratamento para DM tipo 2; 3) Pressão arterial ≥ 130/85 mmHg ou 

tratamento medicamentoso anti-hipertensivo; 4) Triglicerídeos plasmáticos ≥ 150 

mg/dL ou tratamento com hipolipemiantes; 5) HDL-colesterol ≤ 40mg/dL para homens 

e ≤ 50 mg/dL para mulheres. 

6.2.2 Não elegíveis 
 
 Cirrose hepática classificada como grau de rigidez hepática F4 pela sonda M ou XL; 

 Hepatites virais; 

 Febre ou focos infecciosos; 

 Câncer com ou sem quimioterapia e radioterapia; 
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 Doenças autoimunes e/ou que apresentem maior potencial inflamatório como doenças 

inflamatórias intestinais, doença renal crônica nos estágios IV e V, lúpus etitematoso 

sistêmico, dentre outras; 

 Transplante, trauma, cirurgia ou internação hospitalar nos últimos 30 dias; 

 Uso de esteroides ou anti-inflamatórios não esteroides ou agentes imunomoduladores; 

 Uso de suplemento de AGPI n-3 ou outro que influencie os resultados, como a 

silimarina, nos últimos 3 meses anteriores ao estudo; 

 Gravidez e lactação; 

 Teste de identificação de distúrbio de uso de álcool (Alcohol Use Disorders 

Identification Test – AUDIT) com pontuação maior ou igual a 8 pontos.  

 

6.3 Determinação da amostra 

O tamanho da amostra foi calculado com base no estudo conduzido por Capanni et al. 

(2006) que avaliou o efeito dos AGPI n-3 em pacientes com DHGNA/MASLD (CAPANNI 

et al., 2006).  O cálculo do tamanho amostral foi realizado no software GPower 3.1.9.2 e os 

seguintes parâmetros foram considerados: nível de significância de 5% (bilateral), poder do 

teste 1-β = 80% e diferença esperada no delta absoluto dos parâmetros bioquímicos entre os 

grupos relativamente "grande" (tamanho do efeito > 1,0).  Para opção teste Wilcoxon-Mann-

Whitney dois grupos independentes, o número mínimo foi de 18 casos por grupo. Assumindo 

um percentual de perda (drop out) de até 25%, chegou-se a 52 pacientes para o estudo. 

6.4 Desenho do estudo 
 

A captação dos pacientes foi realizada por meio da análise de prontuários selecionados 

para acompanhamento pelo ambulatório do fígado do HUCFF e do HFB. Os pacientes 

identificados como elegíveis foram abordados na sala de espera para consulta médica, 

informados a respeito da pesquisa, realizado convite para participação e, então, aqueles que 

concordam, foi coletado contato telefônico para agendar dia específico para prosseguimento 

da pesquisa. Com 7 dias de antecedência da data determinada para retorno do paciente para 

coleta de dados foi realizado novo contato telefônico e fornecimento de informações a 

respeito das condições para realização dos exames.  

No dia determinado para coleta de dados, foi realizada assinatura do termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) e,  então, prosseguiu para a coleta de sangue, 

realização da elastografia hepática transitória (Fibroscan®) e aplicação protocolo de coleta 
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de dados da pesquisa (ANEXO 1) que contém dados sociodemográficos, medicamentos em 

uso pelo paciente, realização da antropometria, bioimpedância e coleta dos resultados dos 

exames bioquímicos recentes, solicitados pelo médico assistente como parte da rotina, por 

meio de consulta ao prontuário. Também foi realizada aplicação do recordatório de 24h para 

avaliação dietética (ANEXO 2) e avaliação do nível de atividade física (ANEXO 3). Neste 

dia foram fornecidos 2 potes contendo cápsulas de AGPI n-3 rico em EPA ou óleo de oliva 

com orientações para o uso e armazenamento. Além disso, os pacientes foram orientados a 

buscar outros 2 frascos dois meses após o início da intervenção, e novamente no quarto mês 

para retirar os 2 últimos frascos (Figura 3), sendo orientados a entregar os frascos anteriores 

para controle das sobras.  

Após 6 meses de acompanhamento, os pacientes repetiram todas as análises realizadas 

inicialmente. Cabe ressaltar que, todos os indivíduos foram orientados a manter seu estilo de 

vida habitual. 

 
 
Figura 3. Fluxograma dos participantes do estudo traduzido (BARROSO et al., 2023).   
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6.5 Avaliação do consumo de bebida alcoólica pelo questionário AUDIT 

Para avaliação da frequência e quantidade de ingestão de bebidas alcoólicas foi 

utilizado o questionário AUDIT (ANEXO 4) proposto pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) para rastreamento do consumo excessivo de álcool. O questionário foi aplicado e não 

foram incluídos na pesquisa os pacientes com pontuação igual ou superior a 8 pontos 

identificada como consumo de álcool clinicamente relevante com boa sensibilidade. O 

questionário AUDIT foi aplicado novamente ao final do estudo a fim de avaliar se houve 

modificação na ingestão de bebida alcoólica durante o tempo de intervenção (BABOR; 

HIGGINS-BIDDLE, J.C., SAUNDERS; MONTEIRO, 2001).   

6.6 Randomização  

A randomização foi realizada pela coordenadora da pesquisa utilizando um sistema 

disponível no site http://www.random.org e enviada para a farmacêutica responsável pelo 

cegamento dos suplementos. Todos os demais, entre pacientes e pesquisadores foram cegos 

para o tratamento fornecido. A lista de randomização só foi acessada ao final da intervenção 

de todos os participantes que foram divididos em dois grupos: 

Grupo I - Suplementação com AGPI n-3 rico em EPA (INTERVENÇÃO): 26 

pacientes, receberam 4 cápsulas ao dia contendo 1 grama de óleo de peixe totalizando 

aproximadamente 2.100 mg de EPA e 924 mg de DHA por dia durante o período de 06 meses.  

Grupo II- óleo de oliva (CONTROLE): 26 pacientes, receberam 4 cápsulas 

contendo 1 grama de óleo de oliva refinado totalizando cerca de 2.800 mg de ácido oleico por 

dia durante o período de 06 meses. 

6.7 Características das cápsulas e adesão à suplementação  

Os suplementos de AGPI n-3 continham óleo de peixe, além de vitamina E em 

pequena quantidade para evitar a oxidação das duplas ligações dos AGPI n-3. Cada cápsula 

continha 525 mg de EPA e 231 mg de DHA.  Quanto ao controle, foi utilizado óleo de oliva 

refinado (Olea europaea), contendo 750 mg de ácido oleico cada, além de quantidade 

menores de ácido palmítico e ácido linoleico. Cabe ressaltar que, ambas as cápsulas, eram 

macias e de coloração amarelada, sem nenhuma codificação, mantendo o cegamento duplo.  

Cada frasco continha 120 cápsulas e a adesão da ingestão das cápsulas foi avaliada 

quinzenalmente, por contato telefônico, e também pelo controle entre a quantidade de 
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cápsulas fornecidas e as sobras. Os pacientes foram orientados a guardar as cápsulas sob 

refrigeração e fazer a ingestão em horários pré determinados a fim de minimizar o risco de 

efeitos colaterais e sabor residual. Ademais, os pacientes não receberam aconselhamento 

nutricional. 

6.8 Viabilidade e Segurança 

A viabilidade da intervenção foi avaliada pela capacidade da suplementação com 

AGPI n-3 rico em EPA, comparado com óleo de oliva, de produzir efeitos sobre a expressão 

relativa do miR-122, a esteatose e fibrose hepáticas, antropometria, composição corporal e 

avaliação bioquímica do perfil lipídico e do metabolismo de carboidratos. O uso destes 

resultados clínicos permite a avaliação da eficácia potencial da intervenção e fornece 

informações para pesquisas futuras e evidências para o tratamento da MASLD.  

A segurança foi monitorada por meio de contato telefônico e questionamento sobre 

sintomas de intolerância ao tratamento. Esclarecemos que ambos suplementos são 

regulamentados e comercializados em farmácias. A dose do óleo de peixe utilizada nesta 

pesquisa já foi testada e aprovada em outros estudos (SCORLETTI et al., 2014b; BISCHOFF 

et al., 2020) e foi fornecida para nossa pesquisa diretamente do fabricante farmacêutico, 

colaborador da pesquisa. 

6.9 Coleta de sangue  

Os participantes foram submetidos a coleta de sangue periférico por profissional 

devidamente treinado, utilizando 2 tubos distintos, 1 contendo ácido etilenodiamino tetra-

acético (EDTA) e outro sem anticoagulante, após jejum noturno de 12 horas em tubo 

vacutainer®.  Esses tubos foram colocados em centrifuga por 15 minutos a 3000 rotações por 

minuto (rpm) para separação do plasma, eritrócitos e do soro, ambos foram armazenados em 

freezer -80ºC para as posteriores análises. Aos eritrócitos, foram adicionados 100μL da 

solução de ditionito de sódio 9,57% (p/v) para evitar a oxidação das duplas ligações dos AGPI 

(BROEKHUYSE, 1974).  

6.10 Quantificação da expressão relativa do miRNA-122 

As análises da quantificação da expressão relativa do miR-122 foram realizadas no 

Laboratório de Bioquímica Nutricional da Universidade do Federal do Rio de Janeiro. 

Inicialmente, a extração do RNA total foi realizada com o kit miRNeasy soro/plasma 

(Quiagen, Hilden, Alemanha), conforme as instruções do fabricante, utilizando 200 µL de 
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plasma de cada paciente. Foram adicionados às amostras 1000 µL de Trizol, levado ao vórtex 

e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, foi adicionado 3,5 µL do 

Spike-in miRNA-39 (miRNA-39 sintético, Caenorhabditis Elegans -cel-miR-39; Qiagen, 

Alemanha), 200 µL de clorofórmio, levado ao vórtex e incubado por 3 minutos a temperatura 

ambiente. Após, os eppendorfs foram centrifugados a 12.000g a 4 graus Celsius por 15 

minutos para separação da fase aquosa (que contém o RNA total). A fase aquosa foi 

transferida para novo eppendorf e adicionado mesmo volume de etanol 70% (Merk, 

Alemanha). Após homogeneização, a mistura foi transferida para as colunas RNeasy 

MinElute (Qiagen, Alemanha) que foram centrifugadas por 15 segundos a ≥ 8000g 

descartando o fluxo. 

Posteriormente, foram iniciadas as lavagens, primeiramente com 700 µL do tampão 

RW1 e, depois, com 500 µL do tampão RPE, realizando centrifugação por 15 segundos a ≥ 

8000g descartando o fluxo após cada lavagem. Seguiu-se com adição de 30-50 µL de água 

livre de DNA-ase/RNA-ase, incubando a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugando 

por ≥ 8000g por 1 minuto, 2 vezes, descartando o fluxo em todas as vezes.  

Após a extração, foi realizada obtenção do DNA complementar (cDNA) utilizando o 

kit TaqMan® Advanced miRNA Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e 

seguindo as instruções do fabricante. Esta etapa compreendeu as fases: 1) Síntese da cauda 

Poli(A), utilizando o Poly(A) Reaction Mix, onde a partir de uma amostra de RNA total, a 

enzima polimerase poli (A) adicionou adenosina à extremidade da cauda 3' do miRNA; 2) 

Ligação do adaptador, utilizando Ligation Reaction Mix, onde o miRNA com cauda poli (A) 

sofreu ligação do adaptador na extremidade 5' que atua como o local de ligação do iniciador 

direto para a reação miR-Amp e; 3) Reação de transcrição reversa, urtilizando RT Reaction 

Mix, em que um iniciador de transcrição reversa universal se ligou à cauda 3' poli (A) e o 

miRNA foi transcrito reversamente. Por fim, as amostras de RT foram pré-amplificadas com 

o kit TaqMan® Advanced miRNA Assays (Applied Biosystems, Foster City, California, 

USA) utilizando 5μl da RT e 45μl do miR-Amp Reaction Mix. 

Para quantificação em tempo real, foram utilizados o TaqMan® Fast Master Mix [2x] 

e o primer específico para hsa-miR-122 (Thermo Fisher Scientific), além do gene U6 (Thermo 

Fisher Scientific), utilizado como normalizador, em triplicata. A análise foi realizada pelo 

sistema StepOnePlus (Applied Biosystems, marca Thermo Fisher, Foster City, CA, EUA) foi 

realiada leitura do RT-qPCR. O cálculo da expressão relativa do miR-122 foi realizado com 

base em uma amostra de controle de calibração após normalização dos valores do limiar do 
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ciclo (CT) pelo controle interno miR-39 e os resultados foram analisados pelo método ∆∆CT 

(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 

6.11 Determinação do perfil de ácidos graxos em eritrócitos 

O percentual do enriquecimento de EPA e DHA em eritrócitos foi avaliado por meio 

por cromatografia gasosa (CG) no Laboratório de Bioquímica Nutricional do Instituto de 

Nutrição da Universidade Federal do Rio de Janeiro-UFRJ. As amostras de hemácias são 

submetidas à extração lipídica, saponificação e metilação alcalina direta utilizando a 

adaptação do método proposto pela American Oil Chemist’s Society AOCS 2b-11 (AOCS, 

2017).  São adicionados ao tubo 4 mg do padrão interno C13: 0 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, 

MO, EUA), 100 mg de eritrócitos e, depois, 5 ml de hidróxido de sódio (NaOH) em 0,5M 

metanol. Os tubos são vertidos manualmente e colocados em banho-maria por 15 min a 100 

◦C sob agitação (4 rpm). Após o resfriamento, 5 ml de BF3-CH3OH (Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, MO, EUA) é adicionado e colocado em banho-maria a 100 ◦C agitando por dois 

minutos. Posteriormente, os tubos são novamente resfriados e adiciona-se 5 mL de hexano e 

3 mL de NaCl saturado. As amostras são mantidas em repouso em temperatura ambiente por 

aproximadamente duas horas para transesterificação.  

Seguindo as condições cromatográficas descritas anteriormente por  (ASSUMPÇÃO 

et al., 2017), os ácidos graxos foram quantificados no cromatógrafo GC 7890A, equipado 

com um detector de ionização de chama de hidrogênio e EZChrom Elite Software CDS 

(Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, EUA) usando a coluna capilar SP 2560 

(bisulopropilpolissiloxano, 100 m × 0,25 mm DI, espessura de 0,20 µm; Supelco, Bellefonte, 

PA, EUA). Os ésteres metílicos de AGs são identificados comparando o tempo de retenção 

em relação aos padrões (Padrão de referência GLC 463, Nu-Chek Prep, Inc., Elysian, MN, 

EUA), que são expressos no presente estudo como porcentagem. O índice ômega 3 é 

calculado somando o % EPA e % DHA em eritrócitos. 

6.12 Avaliação de indicadores bioquímicos  

A obtenção dos dados dos exames bioquímicos alanina aminotransferase (ALT), 

aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FAL), gama-glutamil transferase 

(GGT), glicemia de jejum, hemoglobina glicada (HbA1C), triglicerídeos (TG), colesterol 

total, lipoproteína de baixa densidade (LDL), lipoproteína de densidade elevada (HDL) e 

proteína C reativa (PCR) foi realizada por meio de consulta aos prontuários físicos e 

eletrônicos. São exames solicitados habitualmente na rotina do acompanhamento pelo 
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ambulatório da hepatologia e realizados pelo laboratório de análises clínicas do HUCFF e do 

HFB. Foram coletados os dados presentes em prontuário nos últimos 3 meses anteriormentes 

ao início da pesquisa e, ao final, os exames foram repetidos. A insulina de jejum não é 

habitualmente realizada no hospital e, portanto, foi analisada pelo método de 

eletroquimioluminescência no Laboratório de Análises Clínicas da Faculdade de Farmácia da 

UFRJ a partir da amostra de soro do paciente. O modelo de avaliação da homeostase da 

resistência à insulina (HOMA-IR) foi calculado por meio da fórmula: (glicose (mg/dl) x 

0,0555) x insulina (µUI/mL) / 22,4. 

6.13 Avaliação da esteatose e fibrose hepática pela elastografia hepática transitória 

A esteatose e a fibrose hepáticas foram avaliadas por meio da elastografia transitória 

hepática pelo equipamento de FibroScan® modelo 502 (Echosens, Paris), operado por 

profissional experiente (> 2000 avaliações), com uso das sondas modelos M e XL 

(profundidade das medidas variando entre 25 e 65 mm e 35 e 75 mm, respectivamente), após 

jejum noturno dos pacientes agendados. O grau de acúmulo de gordura hepática foi realizado 

pelo CAP, expresso em dB/m e variação de 100 a 400 dB/m, e a rigidez hepática foi expressa 

em kilopascals (kPa), variando de 1,5 a 75 Kpa, com precisão de 0,5 Kpa. O exame foi 

realizado com o paciente em decúbito dorsal, com o braço direito em abdução máxima e a 

medida da rigidez hepática foi obtida entre o sexto e sétimo espaço intercostal na linha axilar 

média. Os resultados da avaliação foram expressos como a mediana de 10 medidas válidas de 

CAP para estatose e rigidez hepática para fibrose, considerando percentual de sucesso 

superior a 60% e intervalo interquartil (IIQ) inferior a 30% da mediana dos valores de CAP e 

rigidez hepática (GOMEZ-DOMINGUEZ et al., 2006; DE LÉDINGHEN; VERGNIOL, 

2008; ZHANG; WONG; WONG, 2020).  

6.14 Avaliação da esteatose e fibrose hepática pelos biomarcadores Steato-ELSA, FLI, 
FIB-4, NFS e FAST score  
 

A esteatose e fibrose hepática também foram avaliadas pelos biomarcadores Steato-

ELSA, FLI, FIB-4, NFS e FAST score (BEDOGNI et al., 2006a; ANGULO et al., 2007; 

VALLET-PICHARD et al., 2007; NEWSOME et al., 2020; PERAZZO et al., 2020), 

respectivamente, por meio das seguintes fórmulas apresentadas no Quadro 4. 

Quadro 4.  Apresentação das fórmulas de biomarcadores utilizados para estimativa 

da esteatose e fibrose hepáticas. 
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6.15 Avaliação antropométrica  

 O peso atual foi obtido por meio de balança mecânica (Fillizola®) e a estatura aferida 

por meio do estadiômetro tipo plataforma com o paciente posicionado verticalmente com 

braços estendidos ao longo do corpo, ombros relaxados, calcanhares juntos e a cabeça 

posicionada no plano de Frankfurt. O cálculo do IMC foi realizado por meio da fórmula 

Quetlet: IMC (kg/m2) = Peso atual (kg)/Estatura2 (WHO, 1995). Foi aferido o perímetro da 

cintura (PC) utilizando uma fita métrica flexível e inelástica no ponto médio entre a última 

costela e a crista ilíaca (LOHMAN; ROCHE; MARTORELL, 1988,WHO, 2000).  

6.16 Avaliação da composição corporal 

A avaliação da composição corporal foi realizada pelo aparelho tetrapolar 

Biodnamics®, modelo 450, por meio da disposição de dois conjuntos de dois eletrodos de 

folha de alumínio, que se subdividem em quatro terminais. Devido à presença de corrente 

elétrica, foram excluídos da avaliação os pacientes com marca-passo e prótese metálica. Os 

eletrodos foram posicionados no pé e na mão direita do paciente deitado em decúbito dorsal, 

sem calçados, relógios e outros metais, com os braços relaxados ao longo do corpo e pernas 

esticadas e separadas. No pé, o eletrodo distal foi localizado na base do dedo médio e o 

Steato-ELSA [2.71828 ((0.0823 x IMC) + (0.0337 x PC) + (0.0596 x HOMA−IR) + 

(0.0036 x TG) + (0.0173 x ALT) − (0.0124 x AST) − 6.6434) / 1 + 2.71828 

((0.0823 x IMC) + (0.0337 x PC) + (0.0596 x HOMA−IR) + (0.0036 x TG) 

+ (0.0173 x ALT) − (0.0124 x AST) − 6.6434)] 

FLI [e (0,953 x log (TG) + 0,137 x IMC + 0,718 x log (GGT) + 0,053 x PC – 15,745)] / [1 + (e 0,953 x log (TG) 

+ 0,137 x IMC + 0,718 x log (GGT) + 0,053 x log (PC) – 15,745)] 

NFS [1.675 + 0.037 x idade (anos) + 0.094 x IMC + 1.13 x diabetes (sim = 1/ não 

= 0) + 0.99 x AST/ALT – 0.013 x plaquetas (x109/L) – 0.66 x albumina 

FIB-4 (idade (anos) x AST)/(plaquetas/1000) x raiz quadrada de ALT 

FAST score e (– 1·65 + 1·07 × In(kPa) + 2·66 x 10–8 × CAP3 – 63.3 × AST¹)/ 1 + e (– 1·65 + 1·07 × In(kPa) + 2·66 x 

10–8 × CAP3 – 63.3 × AST¹) 

Abreviações: FLI, Fatty liver index; NFS, NAFLD Fibrosis score; FIB-4, Fibrosis index -4; FAST 
score, Fibroscan-AST score; IMC, índice de massa corporal; PC, perímetro da cintura; ALT, alanina 
aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; TG, triglicerídeos; HOMA-IR, modelo de avaliação 
da homeostase da resistência à insulina; GGT, gama glutamiltransferase; kPa, kilopascals; CAP, parâmetro 
de atenuação controlada. 
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proximal um pouco acima do tornozelo, entre os maléolos medial e lateral. Na mão direita, o 

eletrodo distal encontrou-se na base do dedo médio e o distal um pouco acima da linha da 

articulação do punho, coincidindo com o processo estiloide  (LUKASKI et al., 1986; 

BIODYNAMICS®, 1994; KYLE et al., 2004).  

Os pacientes foram orientados quanto ao jejum, evitar a ingestão de álcool e cafeína 

(café, chá, chocolate) e não realizar atividade física nas últimas 8 horas anteriores ao teste 

(KYLE et al., 2004). Para avaliação, foram calculados os índices propostos por (KYLE et al., 

2003): índice de massa magra (IMM), índice de massa de gordura corporal  (IMG) (obtidos a 

partir da massa magra (Kg) e da gordura corporal (Kg), respectivamente, e divididos pela 

altura (m) ao quadrado (Kg/m2)) e percentual de gordura corporal.  

6.17 Avaliação da força muscular 
 

A força muscular foi avaliada pela força de preensão palmar com uso do dinamômetro 

(Jamar®). O paciente foi mantido sentado, com a coluna ereta, pés apoiados no chão e os 

cotovelos flexionados a 90 graus sob o apoio para os braços. Foi adotado o protocolo 

Southampton que recomenda que as medidas das duas mãos sejam realizadas alternadamente, 

três vezes, começando pela mão direita e com comando verbal a fim de garantir o máximo de 

esforço durante a avaliação. Foi registrado o maior valor das seis medidas (ROBERTS et al., 

2011). 

 
6.18 Avaliação da atividade física  

 
Para avaliação do nível de atividade física antes e após a intervenção foi utilizado o 

questionário internacional de atividade física (IPAQ), versão curta (ANEXO 3), validado para 

a população brasileira (CRAIG et al., 2003).  

 
6.19 Avaliação dietética  

          A ingestão alimentar foi analisada por meio da aplicação do recordatório de 24h (R24h) 

(ANEXO 2), antes e após a intervenção, em 2 dias típicos e 1 dia considerado atípico. Para 

maior qualidade na coleta desses dados, a aplicação do R24H foi baseada no método de 

múltiplas passagens do Departamento de Agricultura dos EUA. (MOSHFEGH et al., 2008) 

As medidas caseiras foram convertidas em unidades de massa e volume usando a Tabela para 

a Avaliação do Consumo de Alimentos em Medidas Caseiras e a ingestão média de energia e 

os macronutrientes foram analisados com base na Tabela Brasileira de Composição Alimentar 
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(TBCA) (PINHEIRO, 2009 USP, 2020). 

6.20 Análise estatística 

A análise descritiva apresentou na forma de tabelas os dados observados, expressos 

pelas medidas de tendência central e de dispersão adequadas para dados numéricos e pela 

frequência e porcentagem para dados categóricos. A análise inferencial foi composta pelos 

seguintes métodos: 

 - a comparação das variáveis basais entre os grupos (casos e controles) foi 

analisada pelo teste t de Student para amostras independentes ou de Mann-Whitney para 

variáveis numéricas e pelo teste do qui-quadrado ou exato de Fisher para variáveis 

categóricas;  

   - a variação do momento inicial para o final nas variáveis numéricas no interior 

de cada grupo foi avaliada pelo teste dos postos sinalizados de Wilcoxon; 

- a comparação da evolução (deltas) entre os grupos foi analisada pelo teste de 

Mann-Whitney; e  

 Foi realizada uma análise prévia para verificar a normalidade das variáveis. Para 

tal, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk juntamente com a análise gráfica do histograma. 

Uma vez que as variáveis apresentaram distribuição não-Gaussiana foram utilizados testes 

não paramétricos. O critério de determinação de significância adotado foi p valor ≤ 0,05. A 

análise estatística foi processada pelo software estatístico SPSS versão 26.0. 

6.21 Aspectos éticos  

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do HUCFF, 

nº 2.193.438. A inclusão de cada indivíduo foi feita mediante autorização formal, por meio 

da assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 5) após esclarecimentos 

sobre os objetivos e procedimentos do projeto por parte do pesquisador, de acordo com a 

Resolução nº 466 de 12/12/2012 do Conselho Nacional de Saúde. Adicionalmente, o 

protocolo do estudo foi registrado e aprovado ReBEC número RBR-8dp876. 

7 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

          A seção de resultados e discussão encontra-se no artigo elaborado para esta tese de 

doutorado a ser submetido para a revista Nutrition. 
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Efeito da suplementação com AGPI n-3 rico em EPA sobre o perfil de 

ácidos graxos em eritrócitos, força muscular, fibrose e esteatose hepáticas e 
expressão relativa de miR-122 em indivíduos com doença hepática 

esteatótica associada a disfunção metabólica (MASLD): Ensaio clínico 
randomizado, duplo cego e controlado.  
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Introdução: Doença hepática esteatótica associada a disfunção metabólica (MASLD) 

apresenta como fatores de risco a resistência à insulina e aumento da adiposidade e tem 

prevalência estimada de 32% em adultos. Os ácidos graxos poliinsaturados n-3 (AGPI n-3) 

parecem ter efeito positivo na melhora dos parâmetros da doença.  

Métodos: Ensaio clínico randomizado, duplo cego e controlado, que avaliou o efeito da 

suplementação de 4g/dia de AGPI n-3 rico em ácido eicosapentaenoico (EPA) em pacientes 

com MASLD. Os 52 pacientes foram randomizados entre os grupos e receberam 

suplementação de AGPI n-3 rico EPA ou óleo de oliva durante o período de 6 meses. Foram 

avaliados no início e no final da intervenção a expressão relativa do miR-122, os graus de 

fibrose e esteatose hepáticas pela elastografia hepática transitória (Fibroscan®) e pelos 

biomarcadores NAFLD Fibrosis Score, Fibrosis-4 score, FibroScan-AST score, Steato-

Brazilian Longitudinal Study of Adult Health e Fatty Liver Index, a incorporação de ácidos 

graxos (AGs) na membrana de eritrócitos, perfis lipídico e glicídico, proteína C reativa, 

antropometria, composição corporal pela bioimpedância elétrica e força muscular pela força 

de preensão palmar.   

Resultados: Não houveram diferenças significativas entre os grupos no baseline dentre 

todas as variáveis analisadas (P>0,05). Após a suplementação com AGPI n-3 rico em EPA, 

foi encontrado aumento do percentual de incorporação do ácido docosapentanoico (DPA, 

p=0,001) e aumento significativamente maior do índice ômega em comparação com grupo 

controle (p = 0,012), sugerindo adesão à suplementação. O grupo AGPI n-3 apresentou 

redução do percentual de AG mirístico (p = 0,026) e aumento significativamente maior da 

força muscular quando comparada ao controle após intervenção (p=0,050). Não foram 

encontradas modificação da expressão relativa do miR-122, melhora nos graus de fibrose e 

esteatose hepáticas ou alteração das demais variáveis bioquímicas após 6 meses de 

tratamento com AGPI n-3 rico em EPA (p> 0,05).  

Conclusão: Em pacientes com MASLD, a suplementação de AGPI n-3 rico em EPA 

promove aumento de DPA e do índice ômega e redução do AGS mirístico melhorando a 

composição de AGs na membrana de eritrócitos. Além disso, o grupo AGPI n-3 apresentou 

aumento significativamente maior da força muscular em comparação com grupo controle. 

Não foi detectado efeito significativo sobre a expressão relativa do miR 122 e os graus de 

fibrose e esteatose hepáticos. Registro: ReBEC número RBR-8dp876. 
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1. Introdução 

A doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA), atualmente conhecida 

como Doença hepática esteatótica associada a disfunção metabólica (MASLD) (1), 

apresenta como fatores de risco a resistência à insulina e aumento da adiposidade, 

justificando que a sua prevalência tenha aumentado rapidamente em paralelo com a 

obesidade e outras doenças metabólicas sendo atualmente estimada em 25 a 30% da 

população mundial (2,3). Em um estudo recente com o banco de dados NHANES 2017-

2020 a prevalência de MASLD foi semelhante, estimada em 32,45% nos Estados 

Unidos (4). Por considerar a presença de pelo menos um fator de risco metabólico para 

o diagnóstico de MASLD, outros estudos também tem demonstrado que quase todos os 

pacientes previamente diagnosticados com DHGNA também preenchem os critérios 

para MASLD(5). 

Embora o presente estudo tenha inicialmente incluído pacientes com diagnóstico 

definido de DHGNA, observou-se que todos os pacientes apresentam os critérios de 

MASLD que é definido pela presença de no mínimo um fator de risco cardiometabólico, 

em conjunto com a esteatose hepática, na ausência de outros fatores etiológicos para a 

esteatose (6).  

Os ácidos graxos (AGs) são mediadores da doença hepática e podem ser 

regulados por microRNAs (miRNAs) envolvidos no metabolismo lipídico (7). O 

acúmulo excessivo de lipídeos e a lipotoxicidade estão relacionados a patogênese e 

progressão da MASLD e, a composição plasmática de AGs, que reflete a ingestão 

dietética, mas principalmente o metabolismo endógeno, é considerado um biomarcador 

da disfunção do metabolismo hepático associado a esteatose (8). Neste contexto, ácidos 

graxos saturados (AGS), como mirístico (C14:0), palmítico (C16:0) e esteárico (C18:0) 

são mais deletérios para fígado que os demais, estando associados a fibrose hepática 

avançada,  estresse do retículo endoplasmático e apoptose de hepatócitos (9,10).   

Por outro lado, os ácidos graxos poliinsaturados n-3 (AGPI n-3) podem regular 

a via de sinalização antioxidante e modular processos inflamatórios, além de influenciar 

o metabolismo lipídico hepático (11). Os AGPI n-3 mais estudados são os ácidos 

eicosapentanoico (EPA, C20:5) e docosahexanoico (DHA, C22:6) e, mais 

recentemente, o docosapentanoico (DPA, C22:5). Estudos prévios vem demonstrando 

que a suplementação de AGPI n-3 está associada ao aumento da concentração desses 

AGs eritrócitos e parece estar relacionada a melhora de parâmetros metabólicos e 
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laboratoriais relacionados as enzimas hepática, assim como ao grau de  esteatose 

hepática, embora haja grande variação nos desfechos dependendo da doses e 

composição de suplementos e tempos de tratamento nos estudos (12,13). No fígado, os 

AGPI n-3 podem ativar os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma 

(PPAR)-α o qual está envolvido na β-oxidação, aumentando, portanto, a oxidação 

hepática de lipídeos. Além disso, os AGPI n-3 também podem suprimir a expressão do 

gene sterol regulatory element binding protein (SREBP)-1c reduzindo a lipogênese 

(14).   

Os miRNAs se associam à regulação de processos biológicos por meio da 

modulação da expressão de genes alvo pós transcricionalmente e são considerados 

reguladores do metabolismo lipídico, um fator importante que pode influenciar o risco 

de MASLD. O miRNA- (miR)122 é o mais abundante miRNA expresso pelo fígado e 

tem como principal função a regulação do metabolismo hepático de lipídeos (15,16).  

Além disso, é apontado como possível biomarcador não invasivo do diagnóstico e 

prognóstico da doença hepática, pois sua concentração se altera de acordo com o estágio 

da doença  (15,17). 

Ademais, a disfunção metabólica relacionada a doença hepática parece ter 

associação com a redução do volume muscular e presença de mioesteatose (18). Neste 

sentido, foi previamente encontrada associação positiva da baixa massa e força muscular 

com DHGNA/MASLD(19). A sarcopenia, caracterizada pela redução da força e da 

massa muscular, tem relação direta com o prognóstico e é preditora de mortalidade na 

doença hepática(20). No entanto, embora o efeito do AGPI n-3 na massa e força 

muscular já tenha sido avaliado anteriormente(21), não foram encontrados estudos em 

pacientes com MASLD. 

Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade 

da suplementação de AGPI n-3, em comparação com controle, em modificar a expressão 

relativa do miR-122 e os graus de fibrose e esteatose hepáticas, modular favoravelmente 

a composição de AG da membrana celular de eritrócitos, melhorar o metabolismo 

glicídico, perfil lipídico, a composição corporal e a força muscular de indivíduos com 

MASLD.  

2. Materiais e Métodos 
 

2.1 Desenho do estudo e participantes 

O presente estudo consiste em um ensaio clínico randomizado duplo cego e 
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controlado conduzido entre Agosto de 2021 a Junho de 2023 que incluiu de pacientes 

com idade ≥ 20 anos, de ambos os sexos, com diagnóstico de MASLD, acompanhados 

no Hospital Universitário Clementino Fraga Filho (HUCFF) e no Hospital Federal de 

Bonsucesso (HFB), Rio de Janeiro, Brasil.  Detalhes completos do desenho e da 

população do estudo foram publicados anteriormente (22). 

O diagnóstico de MASLD é definido pela presença de esteatose hepática 

associada a  pelo menos 1 fator de risco cárdio metabólico (1) Índice de massa corporal 

≥ 25 kg/m2 ou perímetro da cintura > 94 cm em homens e 80 cm em mulheres; 2) Glicose 

sérica de jejum ≥ 100 mg/dL ou Glicemia 2h pós sobrecarga de glicose ≥  140 mg/dL 

ou Hemoglobina glicada  ≥ 5,7% ou DM tipo 2 ou tratamento para DM tipo 2; 3) Pressão 

arterial ≥ 130/85 mmHg ou tratamento medicamentoso anti-hipertensivo; 4) 

Triglicerídeos plasmáticos ≥ 150 mg/dL ou tratamento com hipolipemiantes; 5) HDL-

colesterol ≤ 40mg/dL para homens e ≤ 50 mg/dL para mulheres) em pacientes que não 

apresentem outras causas etiológicas para esteatose, como consumo aumentado de 

álcool. Foram não elegíveis os pacientes que apresentassem cirrose, hepatites virais; 

febre ou focos infecciosos; câncer com ou sem quimioterapia e radioterapia; doenças 

autoimunes e/ou com que apresentem maior potencial inflamatório como doenças 

inflamatórias intestinais, doença renal crônica nos estágios IV e V, lúpus eritematoso 

sistêmico, dentre outras; transplante, trauma, cirurgia ou internação hospitalar nos 

últimos 30 dias; uso de esteroides ou anti-inflamatórios não esteroides ou agentes 

imunomoduladores; uso de suplemento de AGPI n-3 ou outros que possam influenciar 

os resultados, como silimarina, nos últimos 3 meses anteriores ao estudo; gravidez e 

lactação e pontuação maior ou igual a 8 no teste de identificação de distúrbio de uso de 

álcool (Alcohol Use Disorders Identification Test – AUDIT). 

A randomização foi realizada pela coordenadora da pesquisa pelo sistema 

http://www.random.org e enviada para a farmacêutica responsável pelo cegamento dos 

suplementos. Todos os demais, entre pacientes, colaboradores e pesquisadores foram 

cegos para o tratamento fornecido. O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa do HUCFF, nº 2.193.438 e o estudo foi registrado na plataforma 

ReBEC número RBR-8dp876.   

Os indivíduos foram randomizados em proporções iguais (1:1) em dois grupos: 

Grupo I – Intervenção (AGPI n-3 rico em EPA): 26 pacientes que receberam 4 cápsulas 

ao dia contendo 1 grama de óleo de peixe cada totalizando aproximadamente 2.100 mg 

de EPA e 924 mg de DHA por dia e Grupo II – Controle (óleo de oliva): 26 pacientes 
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que receberam 4 cápsulas contendo 1 grama de óleo de oliva refinado cada totalizando 

cerca de 2.800 mg de ácido oleico por dia. Os grupos foram suplementados durante o 

período de 06 meses. 

A captação foi realizada por meio da análise de prontuários dos ambulatórios. 

Os indivíduos identificados como elegíveis foram abordados na sala de espera para 

consulta médica e convidados para participação. No dia determinado para coleta de 

dados, foi realizada coleta de sangue; elastografia hepática transitória (Fibroscan®); 

antropometria; bioimpedância elétrica, dinamometria, coleta dos resultados dos exames 

bioquímicos recentes, por meio de consulta ao prontuário, aplicação do recordatório de 

24h (R24h) e avaliação do nível de atividade física pelo questionário internacional de 

atividade física (IPAQ). 

2.2 Desfechos 

Os desfechos foram avaliados pela capacidade do AGPI n-3 rico em EPA em 1) 

modular a expressão relativa do miR-122; 2) melhorar os graus de fibrose e esteatose 

hepáticos estimados por meio da elastografia transitória hepática (ETH) (rigidez 

hepática e parâmetro de atenuação controlada (CAP), respectivamente) e dos 

biomarcadores NAFLD Fibrosis Score (NFS), Fibrosis-4 score (FIB4), FibroScan-AST 

score (FAST score), Steato-Brazilian Longitudinal Study of Adult Health (Steato-

ELSA) e Fatty Liver Index (FLI); 3) modificar favoravelmente a composição de AGs 

em eritrócitos; 4) afetar variáveis antropométricas como índice de massa corporal (IMC) 

e perímetro da cintura (PC); 5) melhorar a composição corporal (índices de massa magra 

e de gordura e percentual de gordura corporal); 6) aumentar a força muscular e; 7) 

melhorar  indicadores bioquímicos de perfil lipídico (colesterol total - TC, lipoproteína 

de baixa densidade - LDL, lipoproteína de densidade elevada - HDL e triglicerídeos - 

TG), glicídico (glicemia e insulina de jejum, hemoglobina glicada - HbA1C e o modelo 

de avaliação da homeostase da resistência à insulina - HOMA-IR), enzimas hepáticas 

(alanina aminotransferase - ALT, aspartato aminotransferase - AST, fosfatase alcalina 

- ALP e gama-glutamil transferase - GGT) e proteína C reativa (PCR) em indivíduos 

com MASLD após 6 meses.  

2.3 Intervenção 

Os suplementos de AGPI n-3 continham óleo de peixe, além de vitamina E em 

pequena, quantidade para evitar a oxidação das duplas ligações dos AGPI n-3. Cada 

cápsula continha 525 mg de EPA e 231 mg de DHA.  Quanto ao controle, foi utilizado 



64  
óleo de oliva refinado, contendo 750 mg de ácido oleico cada. A intervenção foi 

composta apenas pela suplementação de AGPI n-3 e, portanto, todos os participantes 

não receberam aconselhamento nutricional e foram orientados a manter seu estilo de 

vida habitual. Após 6 meses de acompanhamento, os pacientes repetiram todas as 

análises realizadas no início da pesquisa.  

Ambos suplementos são regulamentados, comercializados em farmácias e não 

oferecem risco à saúde dos participantes. A dose do suplemento de AGPI n-3 utilizada 

nesta pesquisa já foi testada em outro estudo (23). Os suplementos de AGPI n-3 e óleo 

de oliva foram fornecidos para nossa pesquisa diretamente dos fabricantes 

farmacêuticos, colaboradores da pesquisa, que não têm qualquer associação com o 

desenho, coleta e interpretação de dados do presente estudo. 

2.4 Coleta de sangue 

Os participantes foram submetidos a coleta de sangue periférico, antes e após a 

intervenção, utilizando 2 tubos Vacutainer® distintos, 1 contendo ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA) e outro sem anticoagulante, após jejum noturno. Posteriormente 

foi realizada separação do plasma, eritrócitos e do soro e armazenamento em freezer -

80ºC para as posteriores análises (24).  

2.5 Determinação do perfil de AG em eritrócitos 

As amostras de hemácias, antes e após a intervenção, foram submetidas à 

extração lipídica, saponificação e metilação alcalina direta utilizando a adaptação do 

método proposto pela American Oil Chemist’s Society AOCS 2b-11 (2017) (25). Foram 

adicionados ao tubo 4 mg do padrão interno C13: 0 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, 

EUA), 100 mg de eritrócitos e, depois, 5 ml de hidróxido de sódio (NaOH) em 0,5M 

metanol. Os tubos foram vertidos manualmente e colocados em banho-maria por 15 min 

a 100 ◦C sob agitação (4 rpm). Após o resfriamento, 5 ml de BF3-CH3OH (Sigma-

Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) foi adicionado e colocado em banho-maria a 100 ◦C 

agitando por dois minutos. Posteriormente, os tubos foram novamente resfriados e 

adicionou-se 5 mL de hexano e 3 mL de NaCl saturado. As amostras foram mantidas em 

repouso em temperatura ambiente por aproximadamente duas horas para 

transesterificação.  

Seguindo as condições cromatográficas descritas anteriormente (26), os AGs 

foram quantificados no Cromatógrafo GC 7890A, equipado com um detector de 

ionização de chama de hidrogênio e EZChrom Elite Software CDS (Agilent 

Technologies, Inc., Santa Clara, CA, EUA) usando a coluna capilar SP 2560 
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(bisulopropilpolissiloxano, 100 m × 0,25 mm DI, espessura de 0,20 µm; Supelco, 

Bellefonte, PA, EUA). Os ésteres metílicos de AGs foram identificados comparando o 

tempo de retenção em relação aos padrões (Padrão de referência GLC 463, Nu-Chek 

Prep, Inc., Elysian, MN, EUA), que foram expressos no presente estudo como 

porcentagem. O índice ômega 3 foi calculado somando o % EPA e % DHA.  

2.6  Extração de RNA, PCR em Tempo Real e Expressão Relativa do miR-122  

A extração do RNA total foi realizada com o kit miRNeasy soro/plasma 

(Quiagen, Hilden, Alemanha), conforme as instruções do fabricante, utilizando 200 µL 

de plasma de cada paciente, e adicionado o Spike-in miR-39 (miRNA-39 sintético, 

Caenorhabditis Elegans -cel-miR-39; Qiagen, Alemanha). Após a extração, foi 

realizada obtenção do cDNA por meio da transcrição reversa utilizando o kit TaqMan® 

Advanced miRNA Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Por fim, foram 

utilizados o TaqMan® Fast Master Mix [2x] e o primer específico para hsa-miR-122 

(Thermo Fisher Scientific), além do gene U6 (Thermo Fisher Scientific), utilizado como 

normalizador, em triplicata, para quantificação em tempo real e, pelo sistema 

StepOnePlus (Applied Biosystems, marca Thermo Fisher, Foster City, CA, EUA) foi 

realizada leitura do RT-qPCR. O cálculo da expressão relativa do miR-122 foi realizado 

com base em uma amostra de controle após normalização dos valores do limiar do ciclo 

(CT) pelo controle interno miR-39 e os resultados foram analisados pelo método 

∆∆CT(27).    

2.7 Avaliação da esteatose e fibrose hepáticas 

A esteatose e a fibrose hepáticas foram avaliadas, antes e após a intervenção, por 

meio da ETH, pelo equipamento de FibroScan® modelo 502 (Echosens, Paris), e por 

meio dos biomarcadores hepáticos apresentados nos Quadros 1 e 2. A EHT foi 

realizada por profissional experiente (> 2000 avaliações), com uso das sondas modelos 

M e XL, após jejum. O exame foi realizado com o paciente em decúbito dorsal, com o 

braço direito em abdução máxima e a medida da rigidez hepática foi obtida entre o sexto 

e sétimo espaço intercostal na linha axilar média. Os resultados da avaliação foram 

expressos como a mediana de 10 medidas válidas de CAP para esteatose e rigidez 

hepática para fibrose, considerando percentual de sucesso superior a 60% e intervalo 

interquartil (IIQ) inferior a 30% da mediana dos valores de CAP e rigidez hepática (28–

30).  
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Quadro 1. Apresentação de fórmulas de biomarcadores utilizados para estimar a esteatose 

hepática. 
 

Abreviations: IMC, índice de massa corporal; PC, ; IR, resistência à insulina; TG, triglicerídeos; ALT, 

alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; e, exponencial, log, logaritmo; GGT, gamma 

glutamiltransferase; Steato-ELSA, Steato-Estudo Brasileiro Longitudinal da Saúde do Adulto; FLI, fatty liver 

index. 

Quadro 2. Apresentação de fórmulas de biomarcadores utilizados para estimar a fibrose 

hepática. 
 

Abreviations: IMC, índice de massa corporal; ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartate 

aminotransferase; e, exponencial, log, logaritmo; GGT, gamma glutamiltransferase; CAP, parâmetro de 

atenuação controlada; kPa, kilopascals; NFS, NAFLD Fibrosis Score; FIB, Fibrosis-4 score; FAST score, 

FibroScan-AST score.  

2.8 Avaliação bioquímica 

ALT, AST, ALP, GGT, glicemia de jejum, HbA1C, TG, CT, LDL, HDL e PCR 

foram avaliados antes e após a intervenção por meio de consulta aos prontuários. Foram 

considerados os exames realizados até 3 meses antes da inclusão dos pacientes na 

pesquisa e, ao final do tratamento, todos os exames foram repetidos. A insulina de jejum 

foi analisada pelo método de eletroquimioluminescência no Laboratório de Análises 

Clínicas da Faculdade de Farmácia da UFRJ a partir da amostra de soro do paciente. O 

HOMA-IR foi calculado por meio da fórmula: (glicose (mg/dl) x 0,0555) x insulina 

(µUI/mL) / 22,4. 

Steato-ELSA [2.71828 ((0.0823 x IMC) + (0.0337 x PC) + (0.0596 x HOMA−IR) + 

(0.0036 x TG) + (0.0173 x ALT) − (0.0124 x AST) − 6.6434) / 1 + 

2.71828 ((0.0823 x IMC) + (0.0337 x PC) + (0.0596 x HOMA−IR) + 

(0.0036 x TG) + (0.0173 x ALT) − (0.0124 x AST) − 6.6434)] 

FLI [e (0,953 x log (TG) + 0,137 x BMI + 0,718 x log (GGT) + 0,053 x WC – 15,745)] / [1 + (e 0,953 x 

log (TG) + 0,137 x BMI + 0,718 x log (GGT) + 0,053 x log (WC) – 15,745)] 

NFS [1.675 + 0.037 x idade (anos) + 0.094 x IMC + 1.13 x diabetes (sim = 1/ 

não= 0) + 0.99 x AST/ALT razão – 0.013 x plaquetas (x109/L) – 0.66 x 

albumina  

FIB-4 (idade (anos) x AST)/(plaquetas/1000) x raiz quadrada de ALT 

FAST score e (– 1·65 + 1·07 × In(kPa) + 2·66 x 10–8 × CAP3 – 63.3 × AST¹)/ 1 + e (– 1·65 + 1·07 × In(kPa) + 2·66 

x 10–8 × CAP3 – 63.3 × AST¹) 
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2.9 Composição corporal, antropometria e força muscular  

Foram aferidos, antes e após a intervenção, peso e estatura, para cálculo do IMC 

(peso (kg)/ altura (m2), e PC utilizando fita métrica flexível e inelástica (31–33). A 

avaliação da composição corporal foi realizada pelo aparelho portátil tetrapolar 

Biodynamics®, modelo 450 (TBW, São Paulo, Brasil). Os eletrodos foram 

posicionados no pé e na mão direita do paciente deitado em decúbito dorsal, sem 

calçados, relógios e outros metais, com os braços relaxados ao longo do corpo e pernas 

esticadas e separadas (34–36). Os pacientes foram orientados quanto ao jejum, evitar a 

ingestão de álcool e cafeína (café, chá, chocolate) e não realizar atividade física nas 

últimas 8 horas anteriores ao teste (34–36). Devido à presença de corrente elétrica, 

foram excluídos da avaliação os pacientes com marca-passo e prótese metálica. Para 

avaliação, foram calculados os índice de massa magra (IMM), índice de massa de 

gordura corporal  (IMG) (obtidos a partir da massa livre de gordura (Kg) e da gordura 

corporal (Kg), respectivamente, e divididos pela altura (m) ao quadrado (Kg/m2)) e 

percentual de gordura corporal (37).  

A força muscular foi avaliada pela força de preensão palmar com uso do 

dinamômetro (Jamar®). O paciente foi mantido sentado, com a coluna ereta, pés 

apoiados no chão e os cotovelos flexionados a 90 graus sob o apoio para os braços. Foi 

adotado o protocolo Southampton que recomenda que as medidas das duas mãos sejam 

realizadas alternadamente, três vezes, começando pela mão direita e com comando 

verbal a fim de garantir o máximo de esforço durante a avaliação. Foi registrado o maior 

valor das seis medidas (38).  

2.10 Avaliação dietética 

A ingestão alimentar foi avaliada por meio da aplicação, baseado no método de 

múltiplas passagens, do recordatório de 24h (R24h), antes e após a intervenção, em 2 

dias típicos e 1 dia considerado atípico (39). A ingestão média de energia e os 

macronutrientes foram analisados com base na Tabela Brasileira de Composição 

Alimentar (TBCA) (40). 

2.11 Avaliação de atividade física 

Para avaliação do nível de atividade física, antes e após a intervenção, foi 

utilizado o IPAQ, versão curta, validado para a população brasileira (41).  

2.12 Cálculo da amostra 

O cálculo do tamanho amostral foi realizado com base no estudo de CAPANNI 

et al., 2006 (42). Foram considerados os seguintes parâmetros: nível de significância α 
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= 5% (bilateral), poder do teste 1-β = 80% e diferença esperada no delta absoluto dos 

parâmetros bioquímicos entre os grupos relativamente "grande" (tamanho do efeito > 

1,0). De acordo com GPower 3.1.9.2 para opção teste Wilcoxon-Mann-Whitney dois 

grupos independentes, o número mínimo foi de 18 casos por grupo. Assumindo um 

percentual de perda (drop out) de até 25%, chegou-se a 52 pacientes para o estudo.  

2.13 Análise estatística 

A hipótese de normalidade foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. As variáveis 

numéricas no baseline foram apresentadas em média ± desvio padrão ou mediana e 

intervalo interquartílico, de acordo com a distribuição da amostra, e frequência para as 

variáveis categóricas. Os dados numéricos entre o grupo controle e AGPI n-3 no 

baseline foram comparados pelos testes de Mann-Whitney ou teste-t, de acordo com a 

normalidade dos dados, e o teste do qui-quadrado (X2) foi utilizado para variáveis 

categóricas. As modificações dentro dos grupos foram avaliadas usando os testes de 

postos sinalizados de Wilcoxon. Os deltas das variáveis entre o início e o final do 

tratamento foram apresentados em mediana e intervalo interquartílico e comparados 

entre os grupos pelos testes de Mann-Whitney. Um p-valor ≤ 0,05 foi considerado 

significativo. A análise estatística foi processada pelo software estatístico SPSS versão 

26.0. 

3. Resultados 

 Dos 52 pacientes randomizados, 44 completaram o estudo (20 no grupo controle e 24 

no grupo intervenção) e foram analisados.  Os principais motivos para perda de 

segmento dos pacientes foram ingestão irregular das cápsulas, desistência do paciente e 

descoberta de gestação durante o estudo (Figura 1). A presença de sintomas 

gastrointestinais como náuseas (N=4, sendo 1 do grupo controle e 3 do grupo n-3), 

desconforto abdominal (N=1 do grupo controle), diarreia (N=1 do grupo n-3) e sabor 

residual de peixe (N=3 do grupo n-3) foram relatados por 8 pacientes (2 do grupo 

controle e 6 do grupo n-3).  

A população do presente ensaio clínico randomizado, duplo cego e controlado 

(N=44) foi composta predominantemente por mulheres (N=34) com médias de idade de 

62,10 (9,57) e 61,54 (9,07) para os grupos controle e n-3, respectivamente. As 

comparações entre as demais variáveis clínicas, bioquímicas, antropométricas e de 

ingestão alimentar não demonstraram diferenças significativas entre os grupos controle 

e n-3 no baseline (Tabela 1).  
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Figura. 1 Fluxograma CONSORT dos participantes. 

 

Table 1. Comparação entre variáveis demográficas, clínicas e bioquímicas dos grupos controle 

e AGPI n-3 de pacientes com MASLD incluídos no estudo. 

Variáveis Grupo Controle (n=20) Grupo AGPI n-3 (n=24) P 
valor 

Sexo, M/F$ 5/15 5/19 0,789 
Idade, anos#  62,10(9,57)  61,54 (9,07) 0,844 
Atividade física, 
ativo/inativo$ 

 12/12  7/13 0,372 

Força muscular (kgf)  24,0 (16,5;47,5)  29,0 (20,0;40,0) 0,660 
IMC (kg/m²)*  33,83 (30,52;36,79)  32,55 (29,69;34,70) 0,370 
PC (cm)*  107,15 (100,75;118,95)  106,0 (101,51;111,50) 0,258 
IMG (kg/m²)*  13,36 (10,95;16,61)  13,38 (11,43;14,97) 0,654 
IMM (kg/m²)*  19,37 (18,37;21,12)  19,22 (17,66;21,0) 0,525 
GC (%)*  41,30 (36,80;45,71)  41,95 (37,98;43,98) 0,832 
Ingestão energética 
(kcal, R24h)* 

 1333,02 (973,52;1541,77)  1249,79 (992,21;1499,91) 0,654 

Ingestão proteica (g, 
R24h)* 

 62,26 (42,48;85,16)  64,10 (32,59;85,30) 0,961 

Ingestão carboidratos 
(g, R24h)* 

 170,61 (133,98;211,66)  158,40 (134,57;191,23) 0,608 

Ingestão lipídica (g, 
R24h)* 

 43,66 (28,59;57,51)  40,20 (24,54;61,56) 0,961 

Ácidos graxos 
saturados (%, ET)* 

 44,41 (38,47;47,29)  44,23 (38,41;46,49) 1,000 
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Ácidos graxos 
monoinsaturados 
(%,ET)* 

 42,07 (34,90;44,85)  42,01 (37,70;46,25) 0,869 

Ácidos graxos 
poliinsaturados 
(%,ET)* 

 12,75 (8,53;23,36)  11,63 (9,32;16,41) 0,540 

ALT (U/L)*  24,50 (15,75;33,50)  23,0 (16,25;38,0) 0,887 
AST (U/L)*  21,0 (17,0;25,75)  25,0 (16,0;32,0) 0,379 
GGT (U/L)*  32,0 (24,25;41,0)  33,0 (21,0;41,0) 0,865 
FAL (U/L)*  73,0 (61,25;83,0)  58,50 (52,0;77,0) 0,273 
Glicemia de jejum 
(mg/dL)* 

 102,0 (95,0;142,0)  108,0 (94,0;139,75) 0,941 

HbA1c %*  6,0 (5,7;7,97)  6,40 (5,70;7,90) 0,850 
Insulina de jejum 
(µUI/mL)* 

 16,90 (10,20;24,37)  12,55 (9,52;19,92) 0,346 

HOMA-IR*  4,61 (2,66;7,40)  3,87 (2,19;7,18) 0,366 
COL (mg/dL)*  171,0 (155,25;222,75)  187 (142,0;223,25) 0,869 
LDL (mg/dL)*  84,0 (66,75;133,75)  103,0 (60,0;138,0) 0,865 
HDL (mg/dL)*  47,50 (41,25;54,50)  52,0 (45,0;55,0) 0,428 
TG (mg/dL)*  182,0 (132,0;244,0)  140,50 (115,75;170,75) 0,099 
PCR (mg/dL)*  3,40 (1,75;4,70)  3,80 (1,52;6,77) 0,809 
CAP (dB/m)*  319,50(305,0;345,50)  297,50 (259,0;322,75) 0,069 
Fibrose hepática 
(kPa)* 

 6,95 (5,12;8,72)  5,90 (4,40;6,75) 0,175 

Os dados são descritos em média ± DP ou medianas e IIQ. O teste de Mann Whitney* ou o teste t# foram 

utilizados para as variáveis numéricas de acordo com a normalidade dos dados e o teste do qui-quadrado 

(X2) foi utilizado para as variáveis categóricas$. A diferença entre os grupos controle e n-3: p ≤ 0,05. 

Abreviações: IIQ, intervalo interquartil; IMC, índice de massa corporal; PC, perímetro da cintura; IMG, 

índice de massa de gordura; IMM, índice de massa magra; GC, gordura corporal; R24h, 24h-recall; TE, 

eritrócitos; ALT, alanina transaminase; AST, aspartato transaminase; GGT, gama-glutamil transferase; 

FAL, fosfatase alcalina; HbA1c, Hemoglobina glicada; HOMA-IR, modelo de avaliação da homeostase 

da resistência à insulina; LDL, lipoproteína de baixa densidade; HDL, lipoproteína de alta densidade; 

COL, colesterol total; TG, triglicerídeos; PCR, proteína C reativa; CAP, parâmetro de atenuação 

controlada; kPa, kilopascals. 

Análises do enriquecimento de ácidos graxos em eritrócitos dentro dos grupos 

  A Tabela 2 mostra o percentual de enriquecimento de ácidos graxos em 

eritrócitos entre o baseline e após 6 meses de intervenção dos pacientes randomizados 

entre os grupos controle (n=19) ou n-3 (n=23). Dois pacientes (1 grupo controle e 1 

grupo controle) não puderam ser analisados na cromatografia e, portanto, foram 

excluídos desta análise. O percentual de enriquecimento de DPA aumentou entre o 

início e o final do tratamento no grupo n-3 [1,66 (1,20;2,09) vs 2,90 (2,53;3,31); p = 

0,001]. O percentual de EPA [0,41 (0,26;1,01) vs 1,26 (0,60;1,86); p = 0,064] aumentou 

no grupo n-3 após 6 meses, porém sem diferença significativa, enquanto o percentual 

de DHA reduziu significativamente no grupo controle [2,60 (2,13; 2,99) vs 2,14 
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(1,36;2,57); p = 0,050].  

O percentual de enriquecimento em eritrócitos do AGS (ácido graxo saturado) 

mirístico reduziu no grupo n-3 [0,82 (0,21;1,77) vs 0,30 (0,14;0,66); p = 0,026] e dos 

AGS palmítico, esteárico, bem como o percentual total de AGS reduziram tanto no 

grupo controle [21,35 (18,40;23,25) vs 16,04 (8,69;18,37); p = 0,001, 18,88 

(16,52;20,28) vs 14,89 (9,19;15,45), p = 0,004 e 44,41 (38,47;47,28) vs 34,05 (30,60; 

39,88); p = 0,007] quanto no grupo n-3 [21,75 (19,02;22,92) vs 17,01 (14,78;20,03); p 

= 0,002, 19,12 (17,60;20,19) vs 14,20 (12,82;16,61); p = 0,000 e 44,24 (38,41;46,49) 

vs 37,13 (34,20; 43,21); p=0,023]. O percentual de AGPI em eritrócitos foi 

significativamente maior ao final de 6 meses nos grupos n3 [11,63 (9,32; 16,41) vs 20,46 

(12,85; 28,88); p=0,000] e controle [12,75 (8,53; 23,36) vs 16,86 (13,74;22,75); p = 

0,000].  

Tabela 2. Avaliação do enriquecimento de ácidos graxos em eritrócitos de pacientes 

com MASLD após 6 meses da ingestão de AGPI n-3 ou óleo de oliva. 

Variáveis Grupos Basal (n=19) Pós tratamento (n=23) p-
valor 

 Mediana IIQ Mediana       IIQ  

AG mirístico (%) Controle 0,06 0,0;0,43 0,14 0,06;0,26 0,744 

n-3 0,82 0,21;1,77 0,30 0,14;0,66 0,026 

AG palmítico (%) Controle 21,35 18,40;23,25 16,04 8,69;18,37 0,001 

n-3 21,75 19,02;22,92 17,01 14,78;20,03 0,002 

AG esteárico (%) Controle 18,88 16,52;20,28 14,89 9,19;15,45 0,004 

n-3 19,12 17,60;20,19 14,20 12,82;16,61 0,000 

AGS total (%) Controle 44,41 38,47;47,28 34,05 30,60;39,88 0,007 

n-3 44,24 38,41;46,49 37,13 34,20;43,21 0,023 

AGMI total (%) Controle 42,07 34,90;44,85 44,48 30,51;51,13 0,629 

n-3 42,01 38,25;43,13 38,25 31,06;43,13 0,346 

EPA (%) Controle 0,31 0,23;1,06 0,34 0,25;1,55 0,355 

n-3 0,41 0,26;1,01 1,26 0,60;1,86 0,064 

AG araquidônico (%) Controle 0,22 0,12;0,68 0,40 0,06;0,95 0,500 

n-3 0,26 0,16;0,64 0,33 0,14;0,86 0,855 

DPA (%) Controle 1,67 1,03;2,13 1,62 1,07;2,09 0,888 

n-3 1,66 1,20;2,09 2,90 2,53;3,31 0,001 

DHA (%) Controle 2,60 2,13;2,99 2,14 1,36;2,57 0,050 
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n-3 2,49 1,72;3,51 3,15 2,70;4,09 0,101 

AGPI total (%) Controle 12,75 8,53;23,36 16,86 13,74;22,75 0,000 

n-3 11,63 9,32;16,41 20,46 12,85;28,88 0,000 

AGPI n-3 total (%) Controle 5,66 4,89;8,46 8,82 4,60;18,51 0,171 

n-3 6,26 4,82;7,96 9,41 6,52;13,83 0,144 

Omega indice (%) Controle    3,10 2,61;3,88 2,54 1,21;3,41 0,212 

n-3 3,39 2,44;4,06 4,41 3,15;5,80 0,136 

n-6/n-3 razão Controle 0,61 0,29;1,67 0,56 0,23;2,27 0,936 

n-3 0,71 0,46;1,59 0,43 0,19;1,60 0,709 

Os valores são medianas, intervalos interquartis (IIQ). *Diferença entre o valor basal e após 6 meses de 

intervenção no grupo controle e AGPI n-3: p ≤ 0,05. O teste de Wilcoxon foi aplicado às variáveis 

numéricas. Abreviaturas: AG, ácidos graxos; AGS, ácidos graxos saturados; AGMI ácidos graxos 

monoinsaturados; EPA, eicosapentaenoico; DPA, docosapentaenóico; DHA, docosahexaenoico; AGPI, 

ácidos graxos poli-insaturados. 

Análises de variáveis clínicas, bioquímicas e antropométricas dentro dos grupos 

 A comparação das medianas das variáveis clínicas, bioquímicas e antropométricas não 

apresentou diferença significativa entre o baseline e 6 meses após em ambos os grupos, 

controle e n3. A análise de Wilcoxon revelou que não houve modificação significativa 

do CAP, rigidez hepática e dos biomarcadores FIB4, NFS, FAST score e Steato-ELSA 

nos grupos controle e n-3 ao final de 6 meses. O desfecho primário do estudo, miR-122, 

também não se alterou entre o início e o final do tratamento com AGPI n-3 rico em EPA 

(Tabela3).  

Tabela 3. Avaliação antropométrica, bioquímica e clínica de pacientes com MASLD após 6 

meses da ingestão de AGPI n-3 ou óleo de oliva. 

Variáveis Grupo Basal (n=20) Pós tratamento (n=24) p-
valor 

 Mediana IIQ Mediana IIQ  

IMC (kg/m²) Controle 33,83 30,52;36,79 33,52 31,25;37,24 0,390 

n-3 32,55 29,69;34,70 32,30 30,17;34,12 0,915 

PC (cm) Controle 107,15 100,75;118,95 109,0 100,62;116,10 0,514 

n-3 106,0 101,57;111,50 105,0 97,75;111,25 0,383 

Força muscular (kgf) Controle 24,0 16,5;47,5 23,0 18,0;33,0 0,135 

n-3 29,0 20,0;40,0 30,0 20,0;44,0 0,237 

IMG (kg/m²) Controle 13,36 10,95;16,61 14,15 10,16;16,85 0,494 

n-3 13,37 11,43;14,97 13,66 11,92;15,19 0,209 
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IMM (kg/m²) Controle 19,37 18,37;21,12 19,20 18,33;20,73 0,334 

n-3 19,22 17,66;21,01 18,75 17,30;20,87 0,607 

GC  (%) Controle 41,30 36,80;45,71 41,74 37,79;46,64 0,227 

n-3 41,95 37,99;43,98 43,18 37,50;45,28 0,440 

Fibrose hepática (kPa) Controle 6,95 5,12;8,75 6,90 5,67;8,35 0,313 

n-3 5,90 4,40;6,75 5,75 4,60;6,67 0,558 

CAP (dB/m) Controle 319,50 305,0;345,50 326,50 280,75;349,25 0,926 

n-3 297,50 259,0;322,75 293,0 268,0;331,50 0,466 

COL (mg/dL) Controle 171,0 155,25;222,75 167,50 149,50;198,25 0,433 

n-3 187,0 142,0;223,25 190,0 143,0;231,0 0,274 

TG (mg/dL) Controle 182,0 132,0;244,0 155,5 101,0;225,25 0,232 

n-3 140,50 115,75;170,75 124,0 102,0;167,0 0,181 

LDL (mg/dL) Controle 84,0 66,75;133,75 87,0 69,0;120,25 0,943 

n-3 103,0 60,0;138,0 106,0 72,50;142,5 0,232 

HDL (mg/dL) Controle 47,50 41,25;54,50 48,0 41,75;54,25 0,494 

n-3 52,0 45,0;55,0 54,0 45,0;55,5 0,468 

Glicemia de jejum 
(mg/dL) 

Controle 102,0 95,0;142,0 99,0 73,0;111,0 0,102 

n-3 108,0 94,0;139,75 98,0 85,0;113,0 0,117 

Insulina de jejum 
(µUI/mL) 

Controle 16,90 10,20;24,37 16,40 11,17;29,15 0,161 

n-3 12,55 9,52;19,92 14,50 11,42;20,75 0,679 

HOMA-IR Controle 4,61 2,66;7,40 5,32 1,95;8,57 0,744 

n-3 3,87 2,19;7,18 3,37 2,43;6,18 0,289 

HbA1C (%) Controle 6,0 5,70;7,97 6,0 5,75;7,07 0,602 

n-3 6,40 5,70;7,90 6,0 5,70;7,25 0,983 

AST (U/L) Controle 21,0 17,0;25,75 19,0 17,0;26,0 0,231 

n-3 25,0 16,0;32,0 22,0 18,0;30,0 0,265 

ALT (U/L) Controle 24,50 15,75;33,50 21,0 18,0;30,0 0,856 

n-3 23,0 16,25;38,0 23,0 18,0;36,0 0,180 

FAL (U/L) Controle 73,0 61,25;83,0 74,50 56,25;89,0 0,455 

n-3 58,5 52,0;77,0 63,0 50,5;80,25 0,454 

GGT (U/L) Controle 32,0 24,25;41,0 30,50 22,25;44,25 0,751 

n-3 33,0 21,0;41,0 28,0 21,0;41,0 0,793 

PCR (mg/dL) Controle 3,40 1,75;4,70 2,40 1,70;3,82 0,510 

n-3 3,80 1,52;6,77 3,60 1,50;6,60 1,000 

FIB4 Controle 0,95 0,80;1,55 0,95 0,73;1,71 0,794 

n-3 1,02 0,74;1,44 1,18 0,78;1,42 0,677 
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FLI Controle 89,0 76,50;96,75 87,0 76,50;66,50 0,672 

n-3 82,0 66,0;92,0 83,0 70,0;89,25 0,616 

NFS Controle -0,95 -1,52; -0,18 -0,79 -1,92; -0,57 0,149 

n-3 -1,17 -2,85; -0,67 -1,01 -2,28; -0,47 0,570 

FAST score Controle 0,19 0,05;0,27 0,11 0,07;0,26 0,519 

n-3 0,11 0,05;0,24 0,13 0,07;0,30 0,313 

Steato-ELSA Controle 0,71 0,55;0,86 0,72 0,53;0,85 0,837 

n-3 0,66 0,48;0,75 0,66 0,48;0,74 0,295 

miR-122 Controle 0,05 0,00;1128,26 0,15 0,03;14938,59 0,645 

n-3 0,14 0,01;8584,57 0,09 0,01;0,64 0,140 

Os valores são medianas, intervalos interquartis (IIQ). *Diferença entre o valor basal e após 6 meses de 
intervenção no grupo controle e AGPI n-3: p ≤ 0,05. O teste de Wilcoxon foi aplicado às variáveis 
numéricas. Abreviações: IMC, índice de massa corporal; PC, perímetro da cintura; IMG, índice de massa 
de gordura; IMM, índice de massa magra; GC, gordura corporal; CAP, parâmetro de atenuação 
controlada; kPa, quilopascal; COL, colesterol total; TG, triglicerídeos; LDL, lipoproteína de baixa 
densidade; HDL, lipoproteína de alta densidade; HOMA-IR, modelo de avaliação da homeostase da 
resistência à insulina; HbA1c, Hemoglobina glicada; AST, aspartato transaminase; ALT, alanina 
transaminase; FAL, fosfatase alcalina, GGT, gama-glutamil transferase; PCR, proteína C reativa; FIB4, 
Fibrosis-4 score; FLI, Fatty Liver Index; NFS, NAFLD Fibrosis Score; ; FAST score, FibroScan-AST 
score; Steato-ELSA, Steato-Estudo Longitudinal Brasileiro de Saúde do Adulto; miR-122; microRNA 
122. 

 
Análise dos deltas absolutos de enriquecimento de eritrócitos e de variáveis 

clínicas, bioquímicas e antropométricas entre os grupos 

Observou-se, segundo o delta absoluto (Tabela 4), que o grupo n-3 apresentou 

redução significativamente maior do percentual de AG mirístico (p = 0,028) e aumento 

significativamente maior do DPA (p = 0,005) e do índice ômega (p = 0,012) após 6 

meses de intervenção comparado ao controle. O grupo controle apresentou redução 

significativamente maior do enriquecimento de DHA em eritrócitos (p = 0,017) 

comparado ao grupo n-3. Por fim, o grupo n-3 apresentou aumento significativamente 

maior da força muscular (p=0,050) quando comparado ao grupo controle e não foi 

observada diferença significativa quanto às demais variáveis de composição corporal, 

bioquímica e de avaliação da fibrose e esteatose hepáticas.  

Tabela 4. Análise dos deltas absolutos do enriquecimento de ácidos graxos em eritrócitos, 
desfechos antropométricos, bioquímicos e clínicos de pacientes com MASLD de acordo com 
grupos controle e AGPI n-3. 

Variáveis Grupo controle (n= 20) Grupo AGPI n-3 (n=24) p-
valor 

AG mirístico (%) 0,06 -0,38;0,50 -0,34 -1,40;0,04 0,028 

AG palmítico (%) -6,27 -15,07;-2,34 -4,57 -8,01;0,00 0,172 

AG esteárico (%) -4,37 -11,65;-0,96 -5,07 -7,11;-1,21 0,850 
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AGS total (%) -10,68 -16,45;0,44 -7,49 -15,76;0,38 0,465 

AGMI total (%) -0,24 -15,46;15,91 -6,26 -16,59;10,56 0,400 

EPA (%) 0,05 -0,18;0,79 0,77 -0,51;1,43 0,340 

AG araquidônico (%) 0,08 -0,61;0,55 -0,01 -0,21;0,33 0,697 

DPA (%) 0,00 -1,16;0,73 1,17 0,14;1,69 0,005 

DHA (%) -0,46 -1,29;-0,12 0,49 -0,71;1,30 0,017 

AGPI total (%) 2,10 -10,40;10,22 8,42 -3,16;17,56 0,300 

AGPI n-3 total (%) 1,88 -2,98;7,28 1,39 -2,05;8,05 0,953 

Omega indice (%) -0,58 -1,58;-0,07 0,86 -0,63;2,17 0,012 

n-6/n-3 razão (%) -0,19 -1,24;1,75 -0,14 -0,75;0,56 0,930 

IMC (kg/m²) 0,51 -1,32;1,02 -0,20 -0,89;0,91 0,500 

PC (cm)* 0,76 -3,10;4,50 0,75 -2,92;4,95 0,860 

Força muscular (kgf) -4,0 -15,75;2,0 5,0 -6,50;10,0 0,050 

IMG (kg/m²) 0,24 -0,81;1,25 0,39 -0,67;1,12 0,951 

IMM (kg/m²) -0,30 -0,54;0,39 -0,01 -0,66;0,43 0,845 

GC (%) 0,55 -1,18;2,42 1,01 -1,63;1,89 0,608 

Fibrose hepática (kPa) 0,45 1,02;1,72 0,10 -1,12;0,52 0,160 

CAP (dB/m) -3,0 -29,5;38,75 3,0 -16,0;22,75 0,786 

COL (mg/dL) -9,50 -23,50;17,50 12,0 -10,0;28,0 0,252 

TG (mg/dL) -7,0 -62,0;17,0 -8,0 -42,0;14,0 0,893 

LDL (mg/dL) -2,0 -15,0;29,25 14,0 -11,0;25,95 0,443 

HDL (mg/dL) -0,5 -3,0;1,0 -0,50 -4,75;9,0 0,806 

Glicemia de jejum 
(mg/dL) 

-10,50 -43,25;12,25 -5,0 -10,0;5,0 0,568 

Insulina de jejum 
(µUI/mL) 

3,50 -3,70;11,65 1,20 -4,07;4,37 0,409 

HOMA-IR -0,22 -1,92;1,52 -0,18 -1,92;1,00 0,686 

HbA1C (%) 0,00 -0,62;0,30 0,00 -0,40;0,30 0,667 

AST (U/L)  -1,0 -4,0;1,0 0,00 -2,0;6,50 0,152 

ALT (U/L) -2,0 -6,0;5,0 2,0 -2,0;11,0 0,215 

FAL (U/L) 4,50 -9,25;10,0 -1,50 -6,0;4,50 0,241 

GGT (U/L)  2,0 -9,0;10,75 0,00 -10,0;5,75 0,641 

PCR (mg/dL) -0,20 -1,5;0,90 0,25 -1,50;1,02 0,715 

FIB4 -0,02 -0,08;0,15 -0,005 -1,70;0,21 0,676 

FLI -2,0 -5,75;8,75 0,00 -6,0;5,0 0,917 

NFS -0,15 -0,68;0,14 -0,03 -0,27;0,90 0,146 

FAST score -0,02 -0,08;0,07 0,00 -0,03;0,10 0,318 

Steato-ELSA 0,02 -0,08;0,07 -0,02 -0,07;0,02 0,424 
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miR-122 -0,001 -1126;0,132 -0,02 -8584;0,03 0,435 

Os dados são medianas e IIQ. O teste de Mann Whitney foi utilizado para variáveis numéricas. 
Diferença entre o grupo controle e AGPI n-3: p ≤ 0,05. Abreviaturas: AG, ácidos graxos; AGS, 
ácidos graxos saturados; AGMI, ácidos graxos monoinsaturados; EPA, eicosapentaenoico; DPA, 
docosapentaenóico; DHA, docosahexaenoico; AGPI, ácidos graxos poli-insaturados. IMC, 
índice de massa corporal; PC, perímetro da cintura; IMG, índice de massa de gordura; IMM, 
índice de massa magra; GC, gordura corporal; CAP, parâmetro de atenuação controlada; kPa, 
quilopascal; COL, colesterol total; TG, triglicerídeos; LDL, lipoproteína de baixa densidade; 
HDL, lipoproteína de alta densidade; HOMA-IR, modelo de avaliação da homeostase da 
resistência à insulina; HbA1c, Hemoglobina glicada; AST, aspartato transaminase; ALT, alanina 
transaminase; FAL, fosfatase alcalina, GGT, gama-glutamil transferase; PCR, proteína C reativa; 
FIB4, Fibrosis-4 score; FLI, Fatty Liver Index; NFS, NAFLD Fibrosis Score; ; FAST score, 
FibroScan-AST score; Steato-ELSA, Steato-Estudo Longitudinal Brasileiro de Saúde do Adulto; 
miR-122; microRNA 122. 
 

4. Discussão 

No presente estudo, observou-se que nos pacientes que receberam a 

suplementação com AGPI n-3 em EPA houve maior enriquecimento percentual de 

DPA, ácido graxo ômega-3 de cadeia longa intermediário entre o EPA e o DHA na via 

metabólica, e aumento do índice ômega, além de redução significativa do percentual do 

AGS mirístico nos glóbulos vermelhos. Além disso, observou-se aumento da força 

muscular comparado ao grupo controle após 6 meses de tratamento. No entanto, a 

suplementação com AGPI n-3 rico em EPA não foi capaz de modificar a expressão 

relativa do miR-122 e melhorar os graus de fibrose e esteatose hepáticas em pacientes 

com MASLD.  

O aumento no percentual de enriquecimento do AGPI n-3 DPA no grupo n-3 

após 6 meses de tratamento sugere adesão ao protocolo de suplementação. O DPA é 

sintetizado a partir do EPA em uma reação que envolve as enzimas elongase e delta 6- 

desaturase e, então, convertido a DHA (43). Em linha com nosso estudo, Murali et al 

demonstraram que enquanto a suplementação com DHA resulta em enriquecimento 

predominante de DHA, o uso do EPA leva ao enriquecimento em DPA e EPA (44). 

Também foi previamente demonstrado que a interconversão de EPA e DPA ocorre 

rapidamente e a concentração desses dois AGs está associada enquanto a síntese de 

DHA a partir do DPA é limitada (45). O DPA é percussor de resolvinas e protectinas e, 

portanto, pode apresentar importante atividade biológica na resolução da inflamação 

(11) levando a efeitos favoráveis do DPA em desordens metabólicas, inclusive na 

MASLD. Nesse sentido, o aumento da concentração de DPA esteve associada à redução 

da esteatose hepática (46), associação inversa com a concentração plasmática de 

triglicerídeos e PCR (11) e, ainda, melhora de marcadores cardiometabólicos (47) e 

redução de mortes por doenças cardíacas coronarianas(48). 
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O aumento significativamente maior do índice ômega no grupo n-3 em 

comparação ao controle encontrado em nosso estudo reflete efeito da suplementação 

com AGPI n-3 rico em EPA. O índice ômega é a porcentagem de EPA + DHA na 

membrana de eritrócitos e é considerado um marcador da ingestão de AGPI n-3 de longo 

prazo e um biomarcador preditor por morte em indivíduos com doença cardíaca 

coronariana (49).  O índice ômega foi avaliado em outros estudos de suplementação de 

AGPI n-3 em pacientes com DHGNA como marcador da adesão da suplementação e 

dos efeitos positivos desses AGPI n-3 na doença hepática como melhora do perfil 

lipídico, resistência à insulina, esteatose e fibrose hepáticas (23,50–52).  

A redução significativa do percentual de enriquecimento em eritrócitos do AGS 

mirístico ao final de 6 meses de tratamento no grupo n-3, redução que foi 

significativamente maior no grupo intervenção comparado ao controle, demonstra efeito 

protetor da suplementação com AGPI n-3 rico em EPA uma vez que o AG mirístico é 

um AGS associado a progressão da doença hepática (53). Os AGPI n-3 presentes no 

óleo de peixe podem modificar a expressão hepática de genes de enzimas relacionadas 

ao metabolismo lipídico (elongases e dessaturases), alterando a síntese endógena e 

refletindo em alterações na concentração plasmática de AG (54). O AGS mirístico é um 

preditor da esteatohepatite não alcoólica e potencializa os efeitos lipotóxicos do ácido 

palmítico que  participa da lipogênese de novo, uma das vias de acúmulo de 

triglicerídeos em hepatócitos, e é o ácido graxo mais citotóxico para o fígado, associado 

a lesão e morte celular (53,55–57).  

A redução dos AGS palmítico e esteárico nos grupos n-3 e controle encontrada 

em nosso estudo é protetora para a progressão da doença, uma vez que maiores 

concentrações desses AGs foram associadas ao maior grau de fibrose hepática (9). 

Diferente dos nossos achados, Parker et al. não encontraram diferença significativa da 

concentração de AGS em eritrócitos entre o início e o final do tratamento de 12 semanas 

com óleo de peixe ou óleo de oliva (controle) em homens com sobrepeso, porém a dose 

do óleo de peixe ou placebo neste estudo (1,7g/dia, sendo 588 mg  de EPA e 412 mg de 

DHA) foi inferior a utilizada em nosso trabalho (4g) (58). Uma vez que apenas 15% dos 

AG circulantes são derivados da dieta(59), nossa hipótese é que a redução dos AGS nos 

grupos controle e n-3 pode indicar alteração do metabolismo endógeno promovido por 

ambos os suplementos, com efeito favorável adicional do AGPI n-3 que também reduziu 

o percentual do ácido mirístico. 

Em nosso estudo, a suplementação com AGPI n-3 rico em EPA aumentou 
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significativamente a força muscular de pacientes com MASLD comparado ao controle. 

Embora não tenham sido encontrado estudos que tenham avaliado o efeito do óleo de 

peixe sobre a força muscular em pacientes com MASLD ou DHGNA, a associação da 

redução da força muscular e sarcopenia com pior prognóstico, fibrose hepática 

significativa e aumento da mortalidade nesses pacientes já foi previamente 

descrito(60,61). A avaliação da força muscular em pacientes com MASLD é um dado 

relevante e estratégias terapêuticas que possam melhorar esse parâmetro, como 

demonstrado com a suplementação com AGPI n-3, podem ter efeito positivo no 

desfecho clínico desses indivíduos. Em linha com nosso estudo, Santo Andre et al. 

encontraram em metanálise publicada em 2023 que a suplementação de n-3 foi 

associada ao aumento da força muscular, sem alteração da massa, em indivíduos adultos 

e idosos (62). Alkhedhairi et al. suplementaram 4g/dia de AGPI n-3 do óleo de krill por 

6 meses e encontraram aumento da força muscular pela avaliação força de preensão em 

indivíduos idosos(63). É possível que o efeito do n-3 se deva à sua propriedade anti-

inflamatória (63,64) uma vez que o estado inflamatório de baixo grau presente em 

determinadas doenças e no processo de envelhecimento está associado à redução da 

força e da massa muscular(65). Além disso, os AGPI n-3 podem estimular a biogênese 

mitocondrial muscular e reduzir o conteúdo total de triglicerídeos musculares e 

intramiocelulares, modificando a fibra e melhorando a função muscular(66).  

Nosso estudo não encontrou efeito do AGPI n-3 rico em EPA na fibrose e 

esteatose hepáticas, em contraste com outros trabalhos (23,50,51,67). O EPA e o DHA 

tem diferentes mecanismos de ação e o DHA parece ser mais efetivo em melhorar a 

resistência à insulina e reduzir a síntese hepática de lipídeos, por meio da supressão da 

enzima ácido graxo sintetase, prevenindo assim acúmulo de lipídeos nos hepatócitos e 

a progressão da doença hepática em ratos (68).  Corroborando com esse achado, Depner 

et al. também concluíram, em animais, que o DHA foi mais efetivo que o EPA em 

reduzir a inflamação, estresse oxidativo, fibrose e dano hepático(69). Em humanos com 

DHGNA, o estudo WELCOME demonstrou associação entre a redução da esteatose 

hepática, avaliada por ressonância magnética, e o percentual de enriquecimento de DHA 

em eritrócitos, mas não de EPA (23). Em linha, Hodson et al. encontraram modificações 

favoráveis na sensibilidade à insulina e no metabolismo hepático de lipídeos, com 

aumento da oxidação hepática de lipídeos e redução da lipogênese de novo, em 

indivíduos com DHGNA e aumento do enriquecimento de DHA em eritrócitos ≥ 

2%(70).  
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Assim, nossa hipótese é que não foram encontrados resultados favoráveis na 

fibrose ou esteatose hepáticas de paciente com MASLD devido a composição da 

suplementação (rico em EPA). Estudos anteriores demonstraram que a suplementação 

de EPA e DHA em proporção mais equilibrada ou com maior proporção de DHA pode 

ser mais efetivo na melhora da doença hepática. Nesse contexto, Argo et al. 

suplementaram pacientes com DHGNA com 3g/dia de óleo de peixe (sendo 35% EPA 

e 25% DHA) por 12 meses e encontraram melhora da esteatose hepática pela 

ressonância magnética, sem melhora histológica (52). Capanni et al. utilizaram 1g/ dia, 

sendo EPA/DHA na razão 0,9/1,5, por 12 meses e Nogueira et al  suplementaram 

0,945mg/dia (sendo 16% EPA e 21% DHA) por 6 meses e encontraram melhora 

histológica, de triglicerídeos, enzimas hepáticas, glicemia de jejum e da ecogenicidade 

e índice de perfusão doppler pelo ultrassom em pacientes com DHGNA (51,67). 

Corroborando com esses dados, Cansanção et al suplementaram 3g/dia de óleo de peixe 

com 80% DHA e 20% EPA por 6 meses e encontraram melhora na fibrose hepática de 

pacientes com DHGNA (50).  

Este foi o primeiro ensaio clínico com AGPI n-3 rico em EPA que avaliou a 

modificação na expressão relativa do miR-122 e o segundo estudo em humanos com 

DHGNA que avaliou o efeito da suplementação de AGPI n-3 sob o miR-122. Nós não 

encontramos efeito do AGPI n-3 rico em EPA na modulação do miR-122 após 6 meses 

de suplementação. Em linha, Cansanção et al. não encontraram modificação do miR-

122 após suplementação com óleo de peixe rico em DHA em pacientes com DHGNA. 

Por outro lado, Baselga-Escudero encontraram redução da expressão do miR-122 após 

suplementação com óleo de peixe rico em DHA em ratos com obesidade e dislipidemia, 

no entanto, o miR-122 foi avaliado em tecido hepático (71) e, em nosso trabalho e no 

Cansanção et al., a avaliação da expressão relativa do miR-122 foi realizada em plasma, 

o que pode contribuir para justificar as divergências encontradas. Em humanos, 

enquanto a concentração sérica do miR-122 parece estar aumentada em pacientes com 

DHGNA e positivamente associada à progressão da doença , a expressão desse miRNA 

parece estar reduzida no parênquima hepático desses pacientes em comparação a 

indivíduos saudáveis(15,72,73). 

Nosso estudo tem pontos fortes e limitações. Como limitação, apontamos o uso 

da EHT (Fibroscan®) para avaliação da fibrose e esteatose hepáticas. Embora a 

avaliação pelo Fibroscan® seja indicada para pacientes com MASLD (74), o mesmo não 

é considerado padrão ouro, como biópsia (3) e a maior parte dos estudos publicados que 
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avaliaram melhora dos graus de esteatose e fibrose em pacientes suplementados com n-

3 utilizaram biópsia ou ressonância magnética. Como ponto forte, ressalta-se que o 

presente estudo é o primeiro ensaio clínico brasileiro randomizado duplo cego e 

controlado que avaliou os efeitos do n-3 rico em EPA em indivíduos com MASLD. Até 

o momento, não existem medicamentos aprovados para tratar a MASLD e é importante 

que o paciente siga o tratamento clínico para as comorbidades metabólicas associadas. 

O padrão-ouro é a mudança de estilo de vida com intervenção dietética e atividade 

física(3). Assim, o presente estudo pode contribuir com evidências sobre opções de 

tratamento para MASLD, norteando acerca da composição ideal (EPA e DHA) do óleo 

de peixe para um efeito positivo sobre fibrose e esteatose. Além disso, apenas um estudo 

piloto havia avaliado até o momento a modulação do miR-122 por n-3 rico em DHA 

nesses pacientes com DHGNA (50) e não foram encontrados estudos que avaliaram o 

efeito do suplemento rico em EPA sobre a força muscular de pacientes com MASLD. 

Como conclusão, nosso estudo evidenciou que a suplementação com AGPI n-3 

rico EPA pode aumentar o percentual de enriquecimento de eritrócitos de DPA e o 

índice ômega em comparação ao controle após 6 meses de tratamento sugerindo adesão 

ao uso da suplementação. Além disso, o grupo n-3 apresentou redução do percentual de 

AGS mirístico e aumento da força muscular. No entanto, não foi observada melhora dos 

graus de fibrose e esteatose hepáticos e modificação da expressão relativa de miR-122 

em indivíduos com MASLD.  
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Houve adesão ao protocolo de intervenção e isso foi identificado devido ao 

aumento do percentual de DPA e do índice ômega no grupo que recebeu o suplemento de 

AGPI n-3 enquanto as concentrações desses marcadores não se modificaram no grupo 

controle.  A suplementação com AGPI n-3 em EPA promove a melhora do perfil lipídico em 

eritrócitos e aumenta a força muscular de pacientes com MASLD podendo contribuir como 

estratégia terapêutica adjuvante para o tratamento da sarcopenia, condição que se associa a 

piores desfechos clínicos em pacientes com doença hepática crônica. 

 A suplementação com AGPI n-3 não modificou a expressão do miR-122 

avaliada no plasma e não melhorou a esteatose e a fibrose hepáticas em pacientes com 

MASLD e, portanto, sugerimos mais estudos, com outras composições de suplemento 

(proporções de EPA e DHA), dose e tempo de tratamento que avaliem o efeito AGPI n-3 nos 

desfechos clínicos de pacientes com MASLD e, ainda, outros miRNAs como alvos 

terapêuticos.   
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      ANEXO 1 

FICHA DE COLETA DE DADOS 
 

IDENTIFICAÇÃO 

Nº prontuário Data da entrevista (        /       /          ) 

VARIÁVEIS DO PACIENTE 
SÓCIO DEMOGRÁFICAS 
Nome do paciente: 

Idade: Data de Nascimento (      /       /         ) 

Sexo       1. (   )  F              2. (   )  M Numeração na pesquisa: 

Ocupação: 
(   ) 1. Empregado 

(   ) 2. Autônomo 

(   ) 3. Desempregado 

(   ) 4. Aposentado 

(   ) 5. Pensionista 

(   ) 6. Do lar 

(   ) 7. Dependente 

Escolaridade (anos de 
estudo concluídos): 
(   ) 1.  nenhum 

(   ) 2.  1 a 3 

(   ) 3.  4 a 7 

(   ) 4.  8 a 11 

(   ) 5.  12 e + 

(   ) 9.  Ignorado 

Renda familiar  

(salários mínimos): 
(   ) 1.  < 1 

(   ) 2.  1 a 3 

(   ) 3.  4 a 6 

(   ) 4.  7 e + 

DADOS ANTROPOMÉTRICOS E COMPOSIÇÃO CORPORAL 

Avaliação Nutricional  Tempo 0 Avaliação Nutricional Tempo 1 

1.   Peso (Kg):   1.   Peso (Kg):  

2.   Altura (cm):   2.   Altura (cm):  

3.   IMC (Kg/m²):   3.   IMC (Kg/m²):  

4. Perímetro de cintura (cm):  4. Perímetro de cintura (cm):  

5. Perímetro do quadril (cm):  5. Perímetro do quadril (cm):  

6. Perímetro do pescoço (cm):  6. Perímetro do pescoço (cm):  

7. Perímetro da panturrilha (cm):  7. Perímetro da panturrilha (cm):  

8. Relação cintura/estatura:  8. Relação cintura/estatura:  

9. Relação cintura/quadril:  9. Relação cintura/quadril:  

10. Índice de adiposidade corporal:  10. Índice de adiposidade corporal:  

11. Dinamometria:  11. Dinamometria:  

12. Calorimetria (GER):  12. Calorimetria (GER):  



110  

13. % Pred Harris-Benedict:  13. % Pred Harris-Benedict:  

14. Bioimpedância (TMB):  14. Bioimpedância (TMB):  

15. Massa gorda total:  15. Massa gorda total:  

16. Resistência:  16. Resistência:  

17. Reactância:  17. Reactância:  

18.Massa magra total:  18.Massa magra total:  

19. Ângulo de fase:  19. Ângulo de fase:  

20. Nível de atividade física:  20. Nível de atividade física:  

EXAMES LABORATORIAIS 

Exame bioquímicos Tempo 0 Exame bioquímicos Tempo 1 

Triglicerídeos   Triglicerídeos  
Colesterol total  Colesterol total  
LDL-colesterol  LDL-colesterol  

HDL-colesterol  HDL-colesterol  
Aspartato aminotransferase 
(AST/TGO) 

 Aspartato aminotransferase 
(AST/TGO) 

 

Alanina aminotransferase 
(ALT/TGP) 

 Alanina aminotransferase 
(ALT/TGP) 

 

Relação AST/ALT  Relação AST/ALT  
Fosfatase alcalina  Fosfatase alcalina  

Gama glutamiltransferase (GGT)  Gama glutamiltransferase (GGT)  
Glicose  Glicose  
Insulina de jejum  Insulina de jejum  
HOMA-IR  HOMA-IR  

Albumina  Albumina  
Proteínas totais  Proteínas totais  
Plaquetas  Plaquetas  

RESULTADO ULTRASSONOGRAFIA 
Esteatose leve (   )   Esteatose moderada (   )  Esteatose grave (   ) 

RESULTADO FIBROSCAN™ E CAP 
Fibroscan™ Tempo 0 
Sonda M (  )  XL (  ) 
Resultado (kPa): 
Taxa de sucesso: 
IQR: 
 
CAP 
Resultado (dB/m): 
IQR: 

Fibroscan™ Tempo 1 
Sonda M (  ) XL (  ) 
Resultado (kPa): 
Taxa de sucesso: 
IQR: 
 
CAP 
Resultado (dB/m): 
IQR: 
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USO DE MEDICAÇÕES 

(INCLUIR MEDICAMENTOS SOB PRESCRIÇÃO, SEM PRESCRIÇÃO E FITOTERÁPICOS) 

Medicação Dose Frequência 

   

   

   

   

   

   
 

DOENÇAS PREEXISTENTES: 
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ANEXO 2  

 
RECORDATÓRIO DE 24H: 

 Alimentação / Preparação Medidas Caseiras Quantidade (g) 
Desjejum    
 
Hora : 
 
Local :  
 

   

Colação    
 
Hora : 
 
Local: 
 

   

Almoço    
 
Hora : 
 
Local : 
 
 
 

   

Lanche :    
 
Hora : 
Local : 
 
 
 

   

Jantar :    
 
Hora : 
 
Local : 
 

   

Ceia :    
 
Hora : 
 
Local : 
 

   
 
 
 

 

Observações: 
 
 

 
 

 



113  
ANEXO 3 

 

AVALIAÇÃO DO NÍVEL DE ATIVIDADE FÍSICA (IPAQ VERSÃO CURTA) 
Para responder as questões lembre que: atividades físicas VIGOROSAS são aquelas que precisam de um grande 
esforço físico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal e atividades físicas MODERADAS são aquelas 
que precisam de algum esforço físico e que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal. 
Para responder as perguntas pense somente nas atividades que você realiza por pelo menos 10 minutos contínuos 
de cada vez. 

1a. Em quantos dias da última semana você CAMINHOU por pelo menos 10 minutos contínuos em casa ou no 
trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de 
exercício?  

Dias _____ por SEMANA (  ) Nenhum 
1b. Nos dias em que você caminhou por pelo menos 10 minutos contínuos quanto tempo no total você gastou 

caminhando por dia?  
Horas: ______ Minutos: _____ 

2a. Em quantos dias da última semana, você realizou atividades MODERADAS por pelo menos 10 minutos 

contínuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta, nadar, dançar, fazer ginástica aeróbica leve, jogar vôlei 
recreativo, carregar pesos leves, fazer serviços domésticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer, aspirar, 
cuidar do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar moderadamente sua respiração ou batimentos do coração 
(POR FAVOR NÃO INCLUA CAMINHADA) 

Dias _____ por SEMANA (  ) Nenhum 

2b. Nos dias em que você fez essas atividades moderadas por pelo menos 10 minutos contínuos, quanto tempo 
no total você gastou fazendo essas atividades por dia? 

Horas: ______ Minutos: _____ 

3a. Em quantos dias da última semana, você realizou atividades VIGOROSAS por pelo menos 10 minutos 

contínuos, como por exemplo correr, fazer ginástica aeróbica, jogar futebol, pedalar rápido na bicicleta, jogar 
basquete, fazer serviços domésticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar no jardim, carregar pesos elevados 
ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO sua respiração ou batimentos do coração. 

Dias _____ por SEMANA (  ) Nenhum 
3b. Nos dias em que você fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos contínuos quanto tempo no 

total você gastou fazendo essas atividades por dia? 
Horas: ______ Minutos: _____ 

Estas últimas questões são sobre o tempo que você permanece sentado todo dia, no trabalho, na escola ou 
faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui o tempo sentado estudando, sentado enquanto descansa, 
fazendo lição de casa visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo TV. Não inclua o tempo gasto 
sentando-se durante o transporte em ônibus, trem, metrô ou carro. 

4a. Quanto tempo no total você gasta sentado durante um dia de semana? 
Horas:______Minutos:_____ 

4b. Quanto tempo no total você gasta sentado durante em um dia de final de semana? 
Horas:______Minutos:_____ 
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ANEXO 4 
 
Questionário AUDIT 
1. Com que frequência consome bebidas que contêm álcool? [Escreva o número 
que melhor corresponde à sua situação.] 
0 = nunca 
1 = uma vez por mês ou menos 
2 = duas a quatro vezes por mês 
3 = duas a três vezes por semanas 
4 = quatro ou mais vezes por semana 
2. Quando bebe, quantas bebidas contendo álcool 
consome num dia normal? 
0 = uma ou duas 
1 = três ou quatro 
2 = cinco ou seis 
3 = de sete a nove 
4 = dez ou mais 
3. Com que frequência consome seis bebidas ou mais numa única ocasião? 
0 = nunca 
1 = menos de um vez por mês 
2 = pelo menos uma vez por mês 
3 = pelo menos uma vez por semana 
4 = diariamente ou quase diariamente 
4. Nos últimos 12 meses, com que frequência se apercebeu de que não 
conseguia parar de beber depois de começar? 
0 = nunca 
1 = menos de um vez por mês 
2 = pelo menos uma vez por mês 
3 = pelo menos uma vez por semana 
4 = diariamente ou quase diariamente 
5. Nos últimos 12 meses, com que frequência não conseguiu cumprir as 
tarefas que habitualmente lhe exigem por ter bebido? 
0 = nunca 
1 = menos de um vez por mês 
2 = pelo menos uma vez por mês 
3 = pelo menos uma vez por semana 
4 = diariamente ou quase diariamente 
6. Nos últimos 12 meses, com que frequência precisou de beber logo de manhã 
para "curar" uma ressaca? 
0 = nunca 
1 = menos de um vez por mês 
2 = pelo menos uma vez por mês 
3 = pelo menos uma vez por semana 
4 = diariamente ou quase diariamente 
7. Nos últimos 12 meses, com que frequência teve sentimentos de culpa ou de 
remorsos por ter bebido? 
0 = nunca 
1 = menos de um vez por mês 
2 = pelo menos uma vez por mês 
3 = pelo menos uma vez por semana 
4 = diariamente ou quase diariamente 
8. Nos últimos 12 meses, com que frequência não se lembrou do que 
aconteceu na noite anterior por causa de ter bebido? 
0 = nunca 
1 = menos de um vez por mês 
2 = pelo menos uma vez por mês 
3 = pelo menos uma vez por semana 
4 = diariamente ou quase diariamente 
9. Já alguma vez ficou ferido ou ficou alguém ferido por você ter bebido? 
0 = não 
1 = sim, mas não nos últimos 12 meses 
2 = sim, aconteceu nos últimos 12 meses 
10. Já alguma vez um familiar, amigo, médico ou profissional de saúde 
manifestou preocupação pelo seu consumo de álcool ou sugeriu que deixasse 
de beber? 
0 = não 
1 = sim, mas não nos últimos 12 meses 
2 = sim, aconteceu nos últimos 12 meses 
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ANEXO 5 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
 

 
Modulação epigenética por ácidos graxos poli-insaturados n-3 na doença hepática gordurosa 

não alcoólica. 
2021 / 2022 

 
 
 
 
Termo de esclarecimento: 
- Os participantes serão abordados no ambulatório de fígado do Hospital Universitário 
Clementino Fraga Filho e, após consulta com os médicos, serão informados sobre o que 
acontecerá no estudo, os benefícios, riscos e procedimentos que serão realizados no estudo. 
- Você está sendo convidado a participar voluntariamente do projeto de pesquisa: “Efeito da 
suplementação com ácidos graxos N-3 em miRNAs circulantes, biomarcadores hepáticos e 
desfechos clínicos empacientes com doença hepática gordurosa não alcoólica, come sem 
polimorfismo PNPLA3: ensaio clínico randomizado”.  O estudo tem como objetivo saber se a 
ingestão do óleo de peixe rico em gorduras poli-insaturadas, ou seja, o ômega 3, ajuda na 
melhora do colesterol, dos triglicerídeos; da glicose; e de exames que avaliam a inflamação no 
seu corpo; a quantidade de outras gorduras como a quantidade de ômega 3 no seu sangue;  e 
outros exames que vão avaliar se o suplemento que você consumiu vai causar melhora na 
gordura do fígado. Também será avaliado o consumo alimentar, ou seja, o que você costuma 
comer e serão feitas medidas de peso, altura, quadril, cintura, pescoço, composição corporal e 
gasto de energia. Estas informações podem ser muito importantes para seu acompanhamento.  
 
Procedimentos: 
 
-Após sua assinatura ao TCLE o pesquisador responsável e pesquisador colaborador do estudo 
irão consultar seu prontuário para completar uma ficha com os resultados dos seus exames que 
você realizar a pedido do seu médico no Hospital Universitário Clementino Fraga Filho como 
a ultrassonografia e o FibroScan™; 
-Você receberá um papel com a marcação para coletar sangue, fazer o exame FibroScan™ e 
ser atendido pela equipe de nutrição da pesquisa. Tudo será realizado, se possível, no mesmo 
dia, em dois momentos diferentes, um inicial e outro após 6 meses. 
-Nos dias marcados você deve ir Hospital Universitário Clementino Fraga Filho na parte da 
manhã e precisa ficar 12 horas sem comer nenhum alimento antes de tirar o sangue, mantendo-
se em jejum para demais avaliações. Será coletado 15 ml do seu sangue que é mais ou menos 
2 colheres de sopa. Nesse mesmo dia serão feitas as medidas de peso, altura, cintura, quadril, 
panturrilha e do pescoço e avaliação por meio da bioimpedância, da calorimetria indireta e do 
dinamômetro, para isso você precisa estar com roupas leves como blusa e calça ou bermuda. 
-O seu sangue será armazenado em freezer à -80ºC somente durante o período da pesquisa para 
as avaliações discutidas com você e para repetir algum exame caso seja necessário, depois 
desse período ele será descartado, ou seja, vai para o lixo; 
-Você responderá perguntas sobre sua alimentação, consumo de álcool, se realiza exercícios 
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físicos e se é fumante; 
-Depois dessas avaliações ainda no mesmo dia você será sorteado para entrar em um dos grupos 
que receberão os suplementos, ou seja, cápsulas. Serão dois grupos: o grupo 1 receberá óleo 
de peixe (cápsulas de ômega 3 contendo mais óleo de peixe), os componentes do óleo de peixe 
ajudam a melhorar a inflamação e a diminuir a gordura no seu fígado; e o grupo 2 receberá o 
placebo com óleo de oliva, para avaliar se o componente do óleo de peixe ajuda no tratamento 
da doença. Todos os grupos deverão tomar 4 cápsulas todos os dias nos horários que for 
orientado pelo pesquisador durante 6 meses. As cápsulas serão entregues a cada 2 meses, 
aproximadamente, pela equipe da pesquisa. Durante este período, serão feitos contatos 
semanais para acompanhar a ingestão das cápsulas e possíveis efeitos indesejáveis. A escolha 
do grupo não será feita por você nem pelo pesquisador, você não saberá em que grupo está 
somente quando a pesquisa acabar é que você terá essa informação; 
-As cápsulas dos suplementos alimentares deverão ser mantidas longe da luz e no frasco que 
foi entregue. Esclarecemos que os dois suplementos não possuem em sua composição nenhuma 
substância tóxica e será feito segundo as normas de higiene e segurança alimentar, sendo 
fornecido por uma empresa responsável e não oferece nenhum risco a sua saúde; 
-Para o estudo você terá que disponibilizar 2 dias no Ambulatório de Hepatologia do Hospital 
Universitário Clementino Fraga Filho; 
 
Riscos/Desconfortos: 
 
-A cápsula de óleo de peixe é um suplemento alimentar regulamentado e vendido em farmácias 
e drogarias e não apresenta efeitos colaterais. A dose do óleo de peixe utilizada nesta pesquisa 
já foi testada e aprovada em outros estudos e será fornecida para nossa pesquisa direto do 
fabricante farmacêutico, colaborador da pesquisa, sem custo nenhum para o participante da 
pesquisa. As medidas de peso, altura, medida da cintura, da panturrilha, do pescoço e do quadril, 
bioimpedância, calorimetria indireta, dinamometria e a avaliação dos alimentos que você 
consume não oferecem riscos. Os equipamentos de bioimpedância, calorimetria indireta e 
dinamometria são simples, não invasivos, ou seja, não apresentam risco, não causam dor ou 
agressão. Os participantes da pesquisa serão submetidos à coleta de sangue para realizar exames 
laboratoriais incluídos no estudo, com riscos de dor e hematoma no local da coleta. O 
FibroScan™ exame realizado para avaliar a quantidade de gordura no seu fígado é indolor, 
rápida e não oferece exposição à radiação.  
 
Despesas, compensações e benefícios:  
 
-Você não terá que pagar nada para participar do estudo e não terá gastos com a sua 
participação. Você não terá que pagar nada para o laboratório responsável pelos exames. Você 
tem direito, em qualquer momento, de pedir ao pesquisador responsável uma cópia do resultado 
de seus exames.  
 
-Ocorrer ressarcimento, ou seja, cobertura em compensação exclusiva de despesas 
decorrentes da participação do participante da pesquisa no projeto. Se existir qualquer despesa 
adicional, ela será absorvida pelo orçamento da pesquisa; 
-Em caso de qualquer complicação clínica decorrente dos procedimentos realizados durante a 
pesquisa você tem direito a tratamento que será fornecido pelo pesquisador principal e pelo 
Instituto de Nutrição Josué de Castro-UFRJ, bem como, às indenizações legalmente 
estabelecidas. Isso quer dizer que, caso você tenha algum problema, direto ou indireto, você 
deverá avisar ao pesquisador ou a alguém da equipe para que possa receber assistência integral 
de saúde pelo tempo que for necessário sem nenhum custo a você; 
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-Você receberá os resultados dos exames que realizar durante o estudo e poderá tirar todas as 
dúvidas com os pesquisadores do estudo; Além disso, todos os participantes independente do 
grupo ao final do estudo, terão acesso gratuito e por tempo indeterminado por parte do 
patrocinador, aos melhores métodos terapêuticos que se demonstraram eficazes nesse estudo, 
caso seja necessário de acordo com os resultados e a pedido do médico do estudo ou do seu 
médico pessoal (assistente);  
 
Alternativas e informações: 
 
-É garantida a liberdade de querer não participar do projeto de pesquisa ou de retirar o 
consentimento a qualquer momento, no caso da aceitação, sem qualquer prejuízo à 
continuidade de seu tratamento na Instituição; Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso 
ao profissional responsável: Wilza Arantes Ferreira Peres e demais pesquisadores: Lygia 
Nestal Barroso e Jéssica Silva Salarini que poderão ser encontrados através do(s) telefone(s): 
(21) 98899-1472 e (21) 99719-8323. Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética 
da pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do Hospital 
Universitário Clementino Fraga Filho/HUCFF/UFRJ. O Comitê de Ética em Pesquisa é um 
órgão que controla as questões éticas das pesquisas na instituição (UFRJ) e tem como uma das 
principais funções proteger os participantes da pesquisa de qualquer problema. Seu endereço é 
na Rua Prof. Rodolpho Paulo Rocco, n.° 255 – Cidade Universitária/Ilha do Fundão - Sala 
01D-46/1° andar - pelo telefone 3938-2480, de segunda a sexta-feira, das 8 às 16 horas, ou 
através do e-mail:cep@hucff.ufrj.br. 
 
Privacidade e a confidencialidade:  
 
-A privacidade deriva da autonomia e engloba a intimidade da vida privada, a honra das 
pessoas, significando que a pessoa tem direito de limitar a exposição de seu corpo, sua imagem, 
dados de prontuário, julgamentos expressos em questionários, etc. A confidencialidade se refere 
à responsabilidade sobre as informações recebidas ou obtidas em exames e observações pelo 
pesquisador em relação a dados pessoais do participante da pesquisa. Ambas devem estar 
asseguradas explicitamente no protocolo de pesquisa e no TCLE (Res. CNS 466/12) e deve ser 
assegurado ao participante da pesquisa que os dados pessoais oriundos da participação na 
pesquisa serão utilizados apenas para os fins propostos no protocolo (Res. CNS 466/12). 
- Os procedimentos serão adotados pelos responsáveis por este estudo no intuito de proteger a 
confidencialidade das informações que você forneça. As informações serão codificadas e 
mantidas num local reservado o tempo todo. Somente os pesquisadores principais envolvidos 
neste estudo terão acesso às informações e aos questionários. Após o término deste estudo, as 
informações serão transcritas dos questionários para arquivos no computador e serão mantidos 
em local reservado. Porém, o acesso permanecerá restrito aos mesmos pesquisadores. Os dados 
deste estudo poderão ser discutidos com pesquisadores de outras instituições, mas nenhuma 
identificação será fornecida, portanto serão confidenciais como a lei determina, caso você 
conceda permissão para isso. Os resultados serão discutidos com você e enviados para o seu 
médico. 
 
 
CONSENTIMENTO 
 
Eu acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações sobre o estudo acima 
citado que li ou que foram lidas para mim. 
Eu discuti com a pesquisadora LygiaNestal Barroso e/ou Jéssica Silva Salarini sobre a minha 
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decisão em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, 
os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de 
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha 
participação é isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar quando 
necessário. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu 
consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuízos e sem a perda de 
atendimento nesta Instituição ou de qualquer benefício que eu possa ter adquirido. Eu receberei 
uma via desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a outra ficará com o 
pesquisador responsável por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que eu (ou meu 
representante legal) e o pesquisador responsável deveremos rubricar todas as folhas desse 
TCLE e assinar na última folha.   
 
 
 
 
______________________________________________________________________ 
  Nome do Participante da Pesquisa                     Assinatura do Participante da Pesquisa 
                                                          Data: ____/____/____ 
 
__________________________________      _________________________________ 
    Nome do Pesquisador Responsável                 Assinatura do Pesquisador Responsável 

Data: ____/____/_ 
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ANEXO 6 

 
PUBLICAÇÃO DO PROTOCOLO DO ESTUDO  
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