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APRESENTACAO

A presente tese faz parte de um estudo maior intitulado “Modulacdo epigenética por
acidos graxos n3 e compostos bioativos (Silibum Marianum L) na doenga hepatica gordurosa
ndo alcoolica” financiado pela FAPERJ - Fundagédo Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa
do Estado do Rio de Janeiro [E-26/010100978/2018;E-26203.250/2017] e pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico — CNPq [312399/2020-0].

Em 2016, fui aprovada no concurso publico da UFRJ e, em 2018, iniciei minha trajetoria
como nutricionista clinica no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) atuando
no acompanhamento nutricional de pacientes com doencas hepaticas e hematologicas. A partir
da pratica clinica em um hospital universitario, onde estamos envolvidos em assisténcia, 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 area da
hepatologia.

O estudo contou com a parceria dos servicos de hepatologia do HUCFF, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), ¢ do Hospital Federal de Bonsucesso, do
Instituto de Nutricdo da Universidade do Estado do Rio de Janeiro e do Instituto de Estudos
Avangados de Madri. As farmacias Vital Atman® e Ultrafarma® facilitaram a aquisi¢cdo dos
suplementos de oleo de peixe e oOleo de oliva, respectivamente, mas ndo tém qualquer
associagdo com o desenho, coleta e interpretagcdo de dados do presente estudo.

Este documento encontra-se estruturado da seguinte forma: resumo, abstract,
introducdo, referencial teodrico, justificativa, hipdtese, objetivos, métodos, resultados e
discussdo. O protocolo de pesquisa da presente tese foi publicado na revista Clinical Nutrition
ESPEN sob o titulo “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 secdo de resultados e discussdo esta apresentada
na forma de artigo cientifico que consiste na analise dos dados de 52 pacientes com doenga
hepatica esteatdtica associada a disfuncao metabdlica que foram acompanhados no HUCFF. Na
presente tese, foi avaliado o efeito da suplementacdo de o6leo de peixe rico em acido
eicosapentaendico (EPA) sob o perfil de acidos graxos em eritrdcitos, marcadores de fibrose e
estatose hepaticas, expressdo do microRNA 122, pardmetros bioquimicos, antropometria,
composi¢do corporal e forca muscular apos 6 meses de intervencdo. Esta versdo do artigo sera

traduzida e submetida para o periddico cientifico Nutrition.



RESUMO

A doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA), atualmente conhecida como
Doenca Hepatica Esteatotica Associada a Disfungdo Metabdlica (MASLD), tem sua patogénese
relacionada a interacdo de fatores ambientais, epigenéticos ¢ metabolismos lipidico e glicidico
anormais. Os acidos graxos poliinsaturados n-3 (AGPI n-3) podem se associar a melhora de
parametros relacionados a doenga. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da suplementacao
de AGPI n-3 rico em acido eicosapentaenoico (EPA) sobre a expressao relativa do miRNA-
122, elastografia hepatica transitoria (EHT), biomarcadores de fibrose e esteatose hepdtica,
lipemia, glicemia, composi¢ao corporal e for¢a muscular de pacientes com MASLD. Tratou-se
de um ensaio clinico, randomizado, duplo cego ¢ controlado que incluiu individuos com
diagnostico de MASLD e idade igual ou superior a 20 anos. Foram avaliados os seguintes
desfechos antes e apds a suplementacao com 4g por dia de AGPI n-3 rico em EPA ou 6leo de
oliva por 6 meses: expressao relativa do miRNA-122, os graus de fibrose e esteatose hepaticas
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, triglicerideos,
colesterol total, LDL-c e HDL-c, glicose sérica, HbAlc, HOMA-IR, alanina aminotransferase,
aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase e PCR. Foi realizada
avaliacdo da composicdo corporal por bioimpedancia elétrica, antropometria ¢ da forca
muscular pela for¢a de preensdo palmar. A analise estatistica foi realizada no software SPSS
versdo 26.0, sendo considerados significativos os resultados com p<0,05. O grupo AGPI n-3
apresentou aumento do percentual de enriquecimento de eritrocitos de acido docosapentanoico
(DPA, p=0,001), aumento significativamente maior do indice 6mega em compara¢do ao
controle (p = 0,012), sugerindo adesdo a suplementacdo, redu¢do do percentual de acido
miristico (p=0,026) e aumento significativamente maior da for¢ca muscular (p=0,050) quando
comparada ao controle apds intervencdo. Nao foram encontradas modificagdo da expressao
relativa do miR-122, melhora nos graus de fibrose e esteatose hepaticas ou alteracao das demais
variaveis bioquimicas apdés 6 meses de tratamento (p> 0,05). Em pacientes com MASLD, a
suplementagdo de AGPI n-3 rico em EPA aumenta o percentual de DPA e o indice 6mega em
eritrocitos e reduz o percentual de acido miristico. Além disso, pode promover aumento
significativamente maior da for¢ga muscular, mas ndo tem efeito significativo sobre a expressido

relativa do miR 122 e ndo afeta os graus de fibrose e esteatose hepaticos.



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, HbAlc, 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.INTRODUCAO
Em 2023, a nomenclatura de doenca hepatica gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA)

foi modificada para doenca hepatica esteatotica associada a disfungdo metabolica (metabolic
dysfunction associated steatotic liver disease - MASLD) e o critério diagndstico foi definido
pela presenca de no minimo um fator de risco cardiometabolico em conjunto com a esteatose
hepatica na auséncia de outros fatores etiologicos para a esteatose (RINELLA et al., 2023a). A
MASLD apresenta carater evolutivo e prevaléncia de 32,5% em adultos (TILG; MOSCHEN,
2010; KALLIGEROS et al., 2023).

A patogénese da MASLD/DHGNA ¢ multifatorial e envolve a resisténcia a
insulina, desregulagdo do metabolismo lipidico e alteragdo da microbiota intestinal (THAN;
NEWSOME, 2015). O acamulo de lipideos em excesso em hepatocitos leva a lipotoxicidade e
disfun¢do celular. Neste sentido, a composig@o plasmatica de acidos graxos (AGs), que reflete
o metabolismo endégeno e a ingestdo dietética, pode também se associar a progressdo da
doenca. Como exemplo, o maior percentual de AG saturados, como o acido palmitico, foi
relacionado a fibrose hepatica, citotoxicidade e morte celular de hepatocitos (ALLARD et al.,

2008; MARTINEZ et al., 2015; CANSANCAO et al., 2018).

Os AGs podem ser regulados por pequenos acidos ribonucleicos (RNAs) ndo
codificadores de proteinas conhecidos como microRNAs (miRNA) envolvidos no metabolismo
lipidico e, dentro do contexto da MASLD/DHGNA, os miRNAs também podem desempenhar
papel na progressao da doenga (AFONSO etal., 2016; ARYAL etal., 2017). Dentre os miRNAs
associados a doenca hepatica cronica, o mais expresso pelo figado e que tem sido indicado
como possivel biomarcador ndo invasivo da MASLD/DHGNA, devido a sua relagdo com a
patogénese e progressao da doenga, ¢ o miR-122 (BECKER etal., 2015). O miR-122 tem como
principal funcdo a regulacdo do metabolismo hepatico de lipideos, principalmente a biossintese
de colesterol e, em ratos, o silenciamento do miR-122 resultou em reducao significativa da
esteatose hepatica a qual foi associada a reducdo da sintese de colesterol e estimulo da [3-
oxidacao (ESAU et al., 2006; AFONSO et al., 2016). Também em ratos ja foi demonstrado
que o 6leo de peixe pode reduzir a expressdo do miR-122 (BASELGA-ESCUDERO et al.,
2013).

Além dos fatores dietéticos, metabdlicos e epigenéticos, mais recentemente a forga
muscular também tem emergido como fator associado ao prognostico da MASLD/DHGNA

(CHARATCHAROENWITTHAYA; KARAKETKLANG; AEKPLAKORN, 2022). A



reducdo da forga muscular e a sarcopenia estdo associadas a fibrose hepatica significativa e
aumento da mortalidade (ZHAO; YIN; DENG, 2023). Estratégias terapéuticas que contribuam
para o aumento da forca muscular de individuos com MASLD/DHGNA podem contribuir para
modificar o desfecho. Nesse contexto, apesar das evidéncias de que os acidos graxos
poliinsaturados n-3 (AGPI n-3) possam melhorar forga muscular de adultos ¢ idosos, ndo ha
informacgoes sobre os efeitos desses AGs em individuos com MASLD/DHGNA (SANTO
ANDRE et al., 2023).

Os AGPI n-3, principalmente os acidos eicosapentaenoico (EPA) e o
docosahexaenoico (DHA) também parecem apresentar papel positivo sobre a melhora dos
parametros associados a doenca hepatica com reducdo de marcadores de fibrose e esteatose,
reducdo de enzimas hepaticas e melhora do perfil lipidico, no entanto, ainda sem consenso a
respeito da dose e composicdo dos suplementos e duragdo do tratamento devido a variagdo entre

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

2.1 Definicdo, Aspectos Epidemiologicos e Fatores Etiologicos

Em 1980, Jurgen Ludwig descreveu alteragdes hepaticas histologicas compativeis com
doenca hepatica gordurosa alcodlica em vinte pacientes que negavam consumo de alcool e,
entdo, nomeou a doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) (LONARDO et al., 2020).
A DHGNA ¢ diagnosticada quando o individuo que ndo consome alcool excessivamente (<
20g/dia para mulheres e < 30g/dia para homens) apresenta aciimulo > 5% de esteatose
macrovesicular em hepatdcitos sem causa alternativa identificada como, por exemplo, uso
medicamentos esteatogé€nicos e presenca de distirbios monogénicos (RINELLA et al., 2023b).
Atualmente, tem se debatido acerca da nomenclatura DHGNA por considerar que o termo "ndo
alcodlica" ndo captura com precisdo a etiologia da doenca e o termo "gordurosa" pode ser
considerado estigmatizante. E ainda discutido a respeito da sobreposigdo de fatores etiologicos
em pacientes, como a presenga de diabetes mellitus (DM) tipo 2 e o consumo significativo de
alcool, ¢ a importancia da utilizagdo de uma nomenclatura adequada para o aumento da
conscientizacdo da doenga, diagndstico e acesso ao tratamento adequados (BIANCO et al.,

2020; RINELLA et al., 2023a).

Desta forma, a Associacdo Americana para Estudos da Doenga do Figado (AASLD) ¢
a Associagdo Europeia para Estudo do Figado (EASL), em colaboracdo com a Associagdo
Latinoamericana para Estudo do Figado (ALEH), profissionais de saude de diversas
especialidades e organizagdes de defesa do paciente publicaram um consenso sobre a nova
nomenclatura de DHGNA modificada para doenca hepatica esteatotica associada a disfungdo
metabolica (metabolic dysfunction associated steatotic liver disease - MASLD). O diagnéstico,
conforme demonstrado na Figura 1, ¢ definido pela presenca de no minimo um fator de risco
cardiometabdlico em conjunto com a esteatose hepatica na auséncia de outros fatores
etiologicos para a esteatose. Caso sejam identificados outros fatores, como por exemplo
consumo significativo de alcool, ¢ considerada etiologia combinada. Na auséncia de critérios
cardiometabdlicos, deve se investigar outras etiologias e, caso nenhuma seja identificada, é

considerada doenga hepética esteatodtica criptogénica (RINELLA et al., 2023c).

Na presente tese, foram inicialmente adotados os critérios diagnosticos para DHGNA,
no entanto, todos os pacientes apresentam os critérios estabelecidos para o diagnostico 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
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sensibilidade do novo critério diagnostico por considerar a presenga de pelo menos um fator de

risco metabolico para o diagnostico de MASLD (ARORA et al., 2023).

Segundo o consenso, ¢ dificil estimar a contribuicdo relativa de cada fator etiologico em
pacientes com etiologia combinada, como por exemplo, naqueles com disfun¢do metabdlica e
consumo significativo de alcool. Somado a isso, sabe-se que a ingestdo autorreferida de alcool
pode ser imprecisa (RINELLA et al., 2023a). Também ¢ pontuado na literatura que os
questionarios para coleta das informagoes de ingestdo de alcool podem apresentar falhas, pois
dependem do relato e memoria do paciente (FOUAD et al., 2020). Ainda assim, para estudos
clinicos, recomenda-se o uso de questionarios validados para quantificacdo e documentacao do

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

} Doenca Hepatica Esteatética (DHE)
. Esteatose hepatica identificada por exame de imagem ou biopsia
\

l

O paciente preenche algum critério

cardiometabdlico*?
l
' .
Sim Nio
v v
Existe outra causa para esteatose? Existe outra causa para esteatose?

l A A 4 A 4

Nao Sim Nao Sim
Doenga Hepatica MASLD e COI}S“mO** DHE Criptogénica Outra etiologia
Esteatotica Associada aumentado de alcool especifica de DHE

a Disfuncio ou outra combinacio
Metabolica (MASLD) etiologica

Figura 1. Critérios diagndsticos para doenca hepatica esteatética associada a
disfuncio metabdlica. Fonte: Adaptado de (RINELLA et al., 2023c). Abreviagdes: MASLD,

metabolic dysfunction associated steatotic liver disease; DHE, doenga hepatica esteatdtica.

Notas: *Critérios Cardiometabdlicos - apresentar pelo menos 1 dos 5 critérios: 1)
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indice de massa corporal > 25 kg/m? (23 kg/m? — Asia) ou perimetro da cintura > 94 cm em

homens e 80 cm em mulheres; 2) Glicose sérica de jejum > 100 mg/dL ou Glicemia 2h pos
sobrecarga de glicose > 140 mg/dL ou Hemoglobina glicada > 5,7% ou DM tipo 2_ou
tratamento para DM tipo 2; 3) Pressdo arterial > 130/85 mmHg ou tratamento medicamentoso
anti-hipertensivo; 4) Triglicerideos plasmaticos > 150 mg/dL ou tratamento com
hipolipemiantes; 5) HDL-colesterol < 40mg/dL para homens e < 50 mg/dL para mulheres.
**Consumo aumentado de alcool considerado 140-350g/semana para mulheres e 210 a

420g/semana para homens.

Quanto a epidemiologia, a DHGNA/MASLD ¢ considerada a manifesta¢do hepatica da
sindrome metabdlica e, portanto, ambas apresentam fatores de risco comuns. Dessa forma,
justifica-se que a prevaléncia de DHGNA tenha aumentado rapidamente em paralelo com a
obesidade e outras doengas metabodlicas sendo estimada em 25 a 30% no mundo podendo ser
ainda maior devido a auséncia de diagnodstico em muitos casos (BELLENTANI, 2017;
RINELLA et al., 2023b). Um estudo de 2023 que avaliou a prevaléncia de MASLD no banco
de dados NHANES 2017-2020 encontrou prevaléncia semelhante de 32,5% (KALLIGEROS
et al., 2023).

O espectro da DHGNA/MASLD compreende a esteatose hepatica ndo alcoodlica,
caracterizada pela esteatose hepatica macrovesicular que pode ser acompanhada por inflamagao
leve, esteatohepatite ndo alcoodlica (EHNA )/esteatohepatite associada a disfun¢do metabolica,
estagio em que ocorre inflamagao e lesdo celular com ou sem fibrose e, ainda, cirrose, quando
ha presenga de septos fibrosos que levam a formagéo de nodulos cirréticos (BEDOSSA, 2017,
RINELLA et al., 2023b). Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da doenga sdo
a obesidade, resisténcia a insulina (RI), DM tipo 2, sindrome metabolica, alteragdes da
microbiota intestinal, alteracdes genéticas e epigenéticas, idade, sexo e a dieta ocidental

(CONLON et al., 2013).

A progressdo da fibrose hepatica também pode ser influenciada por diversos motivos
como a idade avancada, presenca de DM, elevagdo das aminotransferases, indice de massa
corporal (IMC) superior a 28kg/m? e consumo significativo de alcool (BELLENTANI, 2017).
Uma metanalise publicada em 2015 demonstrou que a taxa de progressao correspondente a um
estagio da doenga hepatica ¢ de 7 anos em pacientes com EHNA e de 14 em pacientes apenas
com esteatose (SINGH et al., 2015). Cabe ressaltar ainda que a doenga hepética cronica tem

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

2.2 Fisiopatologia da DHGNA/MASLD

Em 1998, foi proposto que a fisiopatologia da doencga hepatica poderia ser dividida em
duas etapas em uma teoria nomeada “two-hit hypothesis”. Inicialmente (fisrt hif), a Rl,
presente na obesidade, especialmente intra-abdominal, favorece o acimulo de triglicerideos
no hepatocito e leva ao desenvolvimento da esteatose hepatica e, posteriormente (second hit),
ocorre a continuidade do processo com peroxidacdo lipidica, aumento de citocinas pro-
inflamatorias, estresse oxidativo e fatores pro-fibrogénicos (DAY; JAMES, 1998). Essa
teoria, no entanto, ndo ¢ considerada adequada para explicar a complexidade da patogénese
da DHGNA/MASLD que envolve fatores ambientais e genéticos. Dessa forma, em 2010, foi
proposto novo modelo sobre o desenvolvimento e progressdo da doenga denominado
“multiple parallel hits model”. Nesse caso, fatores genéticos ¢ ambientais associam-se ao
desenvolvimento da obesidade, RI e alteragdo da microbiota intestinal. O acimulo de
triglicerideos no figado induz disfuncdo mitocondrial, estresse do reticulo endoplasmatico,
estresse oxidativo e producdo de espécies reativas de oxigénio culminando na inflamagao e

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

ADIPOGENESE, DISFUNCAO DO
TECIDO ADIPOSO, ALTERACAD DE
ADIPOCINAS
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Figura 2. “Multiple parallel hits model” da patogénese da DHGNA/MASLD.
A resisténcia a acdo do hormoénio insulina associa-se a redugdo da inibigdo da enzima

lipase horménio sensivel e consequente manutengdo da lipolise do tecido adiposo e maior
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fluxo de 4cidos graxos que alcancam a circulagdo e o figado. Estima-se que aproximadamente

60% dos triglicerideos acumulados nos hepatocitos sejam provenientes da lipolise do tecido
adiposo (GARIANI; JORNAYVAZ, 2021). Em situagdes normais, o figado incorpora os
triglicerideos as lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), porém, pacientes com
DHGNA/MASLD apresentam redugdo da capacidade de incorporacdo dos triglicerideos a
Apolipoproteina B, aumento da degradacdo intracelular da VLDL e, ainda, reducdo da beta-
oxidacdo mitocondrial dos acidos graxos. Essas alteragdes favorecem o acumulo de
triglicerideos no tecido hepatico (CORTEZ-PINTO; DE MOURA; DAY, 2006;
TAKAMURA et al., 2012). Além da lipdlise, os acidos graxos podem acumular-se no figado
por meio da lipogénese de novo ¢ a dieta rica em lipideos. A lipogénese de novo representa
um percentual de 26% enquanto a dieta rica em acidos graxos saturados (AGS) contribui com
uma parcela de 15% para o acimulo de gordura nos hepatocitos. A lipogénese de novo
consiste na via metabolica da conversdo dos carboidratos simples em excesso na dieta em
acidos graxos e ¢ estimulada pela hiperinsulinemia compensatoria a RI
(PARTHASARATHY; REVELO; MALHI, 2020; GARIANI; JORNAYVAZ, 2021).

A composicdo plasmatica de AG reflete a ingestdo dietética, mas também o
metabolismo endégeno com importante relacdo com a patogénese e progressao da doenca
hepatica. As concentragdes de AGS e AG monoinsaturados (AGMI) na membrana de
eritrocitos parece ter correlagdo fraca com a dieta (ALLARD et al., 2008). Nesse sentido,
Cansangao et al (2018) encontraram associagdo entre a fibrose hepatica significativa e maiores
percentuais de acido palmitico, estedrico e oleico. O aumento do percentual de AGS palmitico
esta associado ao aumento da lipogé€nese de novo, uma via importante de acamulo de lipideo
em hepatocitos (CANSANCAO et al., 2018) enquanto o aumento do acido oleico foi
justificado por aumento da produgdo endogena por ser substrato para a sintese hepatica de
triglicerideos (ALLARD et al., 2008). E bem estabelecido que a maior concentragdo de AGS
na membrana de eritrocitos esta associada a citotoxicidade e morte celular de hepatocitos
(TOMITA et al., 2011; KAWANO; COHEN, 2013; MARTINEZ et al., 2015) enquanto AGPI
n-3 sdo relacionados com melhor perfil metabolico, reducdo da inflamacao e da lipogénese
(DI MINNO et al., 2012; CALDER, 2021).

Em relag@o aos estudos que avaliaram a associacdo da dieta com a DHGNA/MASLD,
maior consumo de AGS também foram relacionados ao aumento da esteatose hepatica e
podem prejudicar o metabolismo da glutationa, levando ao aumento do estresse oxidativo e
maior risco de progressdo da doenca (BERNA; ROMERO-GOMEZ, 2020). Por outro lado,

o efeito isolado dos AGMI da dieta ainda ndo esté totalmente esclarecido. Rezaei et al. (2019)
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e Shidfar et al. (2018) demonstraram que o efeito positivo do 6leo de oliva (dose de 20g/dia)

sobre a esteatose hepatica foi acompanhado de dieta hipocaldorica (SHIDFAR et al., 2018;
REZAEI et al., 2019), Bozzetto et al. (2012) identificou redugao na esteatose hepatica 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 redugdo das enzimas hepaticas e dos
triglicerideos e aumento de adiponectina com a suplementacdo de 6leo de oliva (na dose de
6,5 ml/dia) enriquecido com acidos graxos poli-insaturados (AGPI) n-3 (SOFI et al., 2010).
Outros trabalhos também avaliaram o efeito do 6leo de oliva dentro do contexto da dieta
mediterranea a qual compreende outras recomendagdes com potencial anti-inflamatoério e
antioxidante (RYAN et al.,, 2013; KONTOGIANNI et al., 2014). Um consenso de
especialistas publicado em 2019 define que, embora estudos apontem beneficios do uso do
6leo de oliva dentro do contexto da dieta mediterranea, sdo necessarios mais estudos clinicos
com o0 objetivo de comprovar os efeitos diretos desse 6leo em humanos com
DHGNA/MASLD (ABENAVOLI et al., 2019). Por fim, sugere-se que maior ingestdo de
acidos AGPI n-6 estejam associados a esteatohepatite ndo alcodlica 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 agtlicar (sacarose ou xarope de milho rico em frutose) estdo
associadas a esteatose hepdtica e esteatohepatite. As vias possivelmente envolvem a
lipogénese de novo e o bloqueio da B-oxidacao de acidos graxos. Além disso, o metabolismo
da frutose leva a geracdo de acidos urico que esta relacionado a efeitos pro-inflamatorios e
pré-oxidativos com aumento do processo lipogénico hepatico e da permeabilidade intestinal
(JENSEN et al., 2018).

A disbiose intestinal se relaciona a maior producgdo de padrdes moleculares associados
a patogenos (PAMPS) como lipopolissacarideo (LPS) derivado da parede celular de bactérias
gram-negativas que colonizam o intestino. A permeabilidade da mucosa intestinal e
translocacdo bacteriana permite que esses produtos alcancem a circulagdo sanguinea sendo o
figado um dos o6rgdos mais expostos devido a veia porta. A endotoxina ¢ hepatotoxica e
estimula os receptores Toll Like (TLR) em células de Kupffer que podem reconhecer padroes
moleculares associados a danos (DAMPs) liberados por células danificadas e levar a ativagdo
do fator nuclear kappa p (NF-«xB) e liberagdo de citocinas como as interleucinas (IL) 1 e 6 e
o fator de necrose tumoral (TNF)-a. Portanto, a translocagdo bacteriana promove o
estabelecimento de um meio pro-inflamatério favorecendo a progressdo da doenga

(MARCHISELLO et al., 2019; PARTHASARATHY; REVELO; MALHI, 2020).
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Fatores de estilo de vida e dietéticos estdo associados a adipogénese, disfuncdo de

adipocitos, alteragdo na secre¢do de adipocinas, obesidade, acimulo de gordurosa visceral,
RI, alteragdo da microbiota intestinal e inflamacdo (BOUTARI; MANTZOROS, 2020;
GARIANI; JORNAYVAZ, 2021). Alguns individuos, no entanto, podem desenvolver
esteatose hepatica mesmo na auséncia de fatores etioldgicos classicos. A variante genética
mais fortemente associada ao desenvolvimento e evolucdo da DHGNA/MASLD ¢é o
polimorfismo do gene palatin-like phospholipase domain containing 3 (PNPLA3) que se
encontra associado a hidrolise de triglicerideos em hepatdcitos, assim, alteragdes associadas
ao PNPLA3 facilitam o acimulo de triglicerideos nas células do figado. Além disso, pacientes
que apresentam variantes desse gene t€ém um fenotipo mais pro-inflamatorio e pro-fibrogénico
(MARCHISELLO et al., 2019).

Enquanto a adiposidade tem papel bem estabelecido na patogénese e progressao da
DHGNA/MASLD, a for¢a muscular parece estar relacionada com o prognostico da doenga,
independente do IMC (CHARATCHAROENWITTHAYA; KARAKETKLANG;
AEKPLAKORN, 2022). Segundo Harring et al. (2023), pacientes com sarcopenia,
caracterizada pela reducdo da massa e da forga muscular, t€m maior risco de apresentar fibrose
significativa ou avangada (HARRING et al., 2023) e maior risco de mortalidade (KIM et al.,
2021). Ainda nio esta claro, portanto, se a sarcopenia seria causa ou consequéncia da doenga
hepatica. Enquanto a inflamagao presente na doenga bem como a RI tem efeito desfavoravel
na massa e na qualidade muscular, onde a RI aumenta o actimulo de triglicerideos no musculo,
favorecendo a mioesteatose, ¢ o estado inflamatorio estimula o catabolismo proteico
(BHANII et al., 2017), a baixa massa muscular esquelética pode induzir dano hepatico ao
ativar o receptor de miostatina nas células estreladas hepaticas (ZHANG et al., 2022).

2.3 Diagnostico e Tratamento

Na maior parte dos casos, o diagnostico inicial ¢ realizado por meio de exames de
imagem por ultrassom, tomografia computadorizada ou ressonancia magnética. Porém,
ressalta-se que estes exames ndo refletem a histologia hepatica como a biépsia (CHALASANI
et al., 2018). Além disso, os pacientes devem preencher os critérios expostos no Tépico 1.1
da presente tese para diagnéstico de DHGNA/MASLD (RINELLA et al., 2023b, 2023c). Um
posicionamento publicado em 2023 pela Sociedade Brasileira de Endocrinologia e
Metabolismo, Sociedade de Hepatologia e Associacdo Brasileira de Estudos de Obesidade e

Sindrome Metabdlica recomenda o rastreamento para MASLD de todos os individuos com
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IMC > 25 kg/m? por meio da ultrassonografia (USG) de abdomen total (MOREIRA et al.,

2023).

Dentre os exames de imagem disponiveis para o diagnostico da esteatose hepatica, USG
de abdomen total € 0 mais comumente utilizado devido ao seu baixo custo quando comparado
a ressondncia magnética ou a tomografia, embora estes sejam mais sensiveis e especificos. A
USG apresenta baixa sensibilidade para detectar esteatose leve ou quantificar a esteatose. A
identificacdo do actimulo de gordura pela USG ¢é dada pelo aumento da ecogenicidade do
figado, atenuacdo do feixe sonoro e visibilidade limitada dos vasos intra-hepaticos e do
diafragma (ZHANG et al., 2018; ZHOU et al., 2019).

A bidpsia hepatica ¢ considerada padrdo ouro para o diagndstico, diferenciacdo da
esteatohepatite de esteatose hepatica e acessar o grau de fibrose. No entanto, devido a sua
natureza invasiva, limitagdes relacionadas a riscos, custo ¢ utilizag¢do de recursos, a realizac¢do
de bidpsias hepaticas para classificar e estadiar EHNA ndo ocorre de forma frequente na
pratica clinica e deve ser reservada para casos especificos. Nesse contexto, o uso de
biomarcadores, principalmente o indice de fibrose (FIB) -4, sdo apontados como estratégia
importante para rastrear pacientes que possam apresentar fibrose avancada e avaliar a resposta
ao tratamento sem a necessidade de biopsia (VALLET-PICHARD et al., 2007; RINELLA et
al., 2023b).

Outros indices preditivos com boa acuracia e baixo custo que se baseiam em dados
antropométricos e bioquimicos também podem ser utilizados para o monitoramento ndo
invasivo da fibrose e da esteatose hepatica. Para esteatose, ressalta-se o Steato-ELSA e o
indice de Estatose Hepética (Fatty Liver Index — FLI) (BEDOGNI et al., 2006b; PERAZZO
etal., 2020). Para fibrose, o DHGNA Escore de Fibrose (NAFLD Fibrosis Score — NFS) ¢ o
FIB-4. (ANGULO et al., 2007; VALLET-PICHARD et al., 2007).

A elastografia hepatica transitoria (EHT) (Fibroscan®) também ¢ indicada para avaliagdo
ndo invasiva da fibrose ¢ da esteatose hepatica, com boa performance comparada ao padrio
ouro (biopsia) (TOVO et al., 2019), ¢ consiste em exame que utiliza uma sonda portatil
tamanho“M”, quando a distancia pele-capsula do figado ¢ de até 25mm ou “XL”, quando essa
distancia é superior a 25mm ou IMC >32kg/m?, e se baseia no ultrassom para analisar a
rigidez hepatica, ou seja, a estimativa de deposicdo de colageno associada a fibrose que
transmite a caracteristica de rigidez do parénquima hepatico (YOUNOSSI et al., 2018;
CARDOSO et al., 2021). A rigidez hepatica é expressa em kilopascal (kPa) e a esteatose
hepatica por meio do pardmetro de atenuacgdo controlada (controlled attenuation parameter-

CAP), uma medida de quantificacdo da atenuagdo 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 hepatica 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), avancada (F3) e cirrose (F4) utilizando as sondas M e¢ XL (Quadro 1)
(WONG et al., 2010, 2012). Em 2017, foi conduzida metanalise que se dispds a reunir artigos
que tivessem avaliado o CAP em comparacdo com biopsias hepaticas 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 correlacdo entre os valores de CAP e
avaliacdo histologica, porém com limitacdo para avaliagdo de pacientes com obesidade grave
que ndo foram incluidos 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 necessarios para diagnosticar esteatose moderada a severa em
pacientes com obesidade morbida (PARENTE et al., 2020).

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

Estagios Pontos de Corte

Esteatose hepatica®

>S0 248 dB/m
>S1 268 dB/m
>S2 280 dB/m
Rigidez hepatica®
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

3KARLAS et al. (2017). "WONG et al. (2010) e WONG et al. (2012). Legenda: >S0, esteatose leve; >S1

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

Em 2020 foi publicado estudo de desenvolvimento ¢ validagdo 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 avancgada
elegiveis para ensaios clinicos e terapias emergentes sem necessidade de realizacdo de bidpsia
hepatica. O FAST score inclui em seu calculo a enzima hepatica aspartato aminotransferase

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

(NEWSOME et al., 2020). Em 2022, o FAST score foi validado para a populacdo brasileira,
como ferramenta de triagem, inclusive em pacientes com IMC mais elevado, quando a sonda
XL ¢ adotada (CARDOSO et al., 2022).

Embora o acompanhamento das enzimas hepaticas (AST; alanina aminotransferase —
ALT, razdo AST/ALT, fosfatase alcalina — FA e gama glutamil transpeptidase — GGT) seja
realizado de forma rotineira, sabe-se que valores normais das enzimas hepaticas podem ser
encontrados em pacientes com doenca avangada e, portanto, ndo é recomendado para
rastreatmento ou acompanhamento (HARRISON; NEUSCHWANDER-TETRI, 2004;
MOREIRA et al., 2023).

Quanto ao tratamento da DHGNA/MASLD, ndo foram encontrados até o presente
momento medicamentos especificos, aprovados por agéncias reguladoras, recomendados para
a DHGNA/MASLD. E importante que o paciente siga o tratamento clinico da comorbidade
metabdlica associada. Segundo a American Association for the Study of Liver Disease
(AASLD), o padrao ouro ¢ a mudanca do estilo de vida, com intervencado dietética e pratica
de atividade fisica, objetivando a redug¢do do peso corporal, melhora dos parametros
histologicos e atraso na progressdo da doenga (CHALASANI et al., 2018). Modificagdes no
padrdo alimentar, com reducdo do consumo de AGS e alimentos ultraprocessados, redugdo
do consumo de frutose adicionada a alimentos e incentivar a ingestao de 1 a 3 porgdes de café
ao dia estdo associados a reducdo do risco de progressdo da doenca hepatica (MOREIRA et
al., 2023). Ademais, terapias adicionais como AGPI n-3, silimarina e o acido ursodesoxicolico
tém sido objetos de pesquisa para o tratamento da doenca (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 néo codificantes de proteina,
apresentam fita simples, 20 a 22 nucleotideos de comprimento e se associam a regulagdo de
processos biologicos por meio da modulacdo da expressio de genes alvo pos
transcricionalmente (AMBROS, 2004; YANG et al., 2011). Os miRNAs, podem ser
identificados no meio celular ou extracelular, como em fluidos biologicos (sangue, urina e
saliva), onde apresentam boa estabilidade a temperatura ambiente, congelamento e
descongelamento. Essa estabilidade se da por serem secretados para a circulagdo na forma de

exossomos e microvesiculas que os protegem da degradagdo (CHEN et al., 2008; MITCHELL
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et al., 2008; WEBER et al., 2010; GALLO et al., 2012). Alteragdes nos miRNAs circulantes

demonstraram refletir alteragdes na express@o de miRNA nos tecidos (ATIC et al., 2023).

Os miRNAs sdo apontados como possiveis biomarcadores ndo invasivos do diagnostico
e prognostico da DHGNA/MASLD uma vez que suas concentragdes podem se alterar de
acordo com o estagio da doenca hepatica ¢ podem apresentam papel na sua patogénese
(AFONSO et al., 2016; DISTEFANO; GERHARD, 2016). Em 2020 foi proposto pela
primeira vez a utilizagdo de miRNA como parte de teste diagnostico ndo invasivo para
identidicar pacientes em alto risco de EHNA e fibrose hepatica. Foi desenvolvido painel de
biomarcadores baseados no sangue (NIS4) o qual considera o miR-34a-5p, dentre outros
marcadores, e ¢ produzido escore que identifica pacientes em alto risco de NAS >4 e estagio
de fibrose > 2 (HARRISON et al., 2020).

Embora outros miRNAs sejam relacionados ao figado, o miRNA- (miR)122 é o mais
abundante miRNA expresso por este 6rgdo e tem como principal funcdo a regulacdo do
metabolismo hepatico de lipideos, principalmente a biossintese de colesterol (AFONSO et
al.,2016; ATIC etal., 2023). Neste sentido, Esau et al. (2006) observaram que o silenciamento
do miR-122 em ratos alimentados com dieta hiperlipidica resultou em redu¢ao significativa
da esteatose hepatica a qual foi associada a reducdo da sintese de colesterol e estimulo da f3-
oxidacao (ESAU et al., 2006). Long et al. (2019) demonstraram que o miR-122 reduziu a
expressao de Sirtuina-1 (SIRT1), levando a regulacdo positiva de genes lipogénicos, aumento
da producdo de lipideos e esteatose nos hepatdcitos (LONG et al., 2019).

No estudo de Long et al. (2019), foi demonstrado que, em figado de ratos com doenca
hepatica, a expressdo de SIRT1 esta reduzida enquanto o miR-122 e outros genes lipogénicos,
como a Proteina de ligacdo a elementos reguladores de esterois 1 (sterol regulatory element
binding protein 1 — SREBP1), estdo aumentados. Em cultura de hepatdcitos foi identificada,
neste mesmo trabalho, a regulacdo negativa do miR-122 sobre SIRT1, reprimindo a via de
sinalizacdo da Proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK), que acaba por
induzir a lipogénese. Desta forma, a inibicdo do miR-122 levou ao aumento da expressao de
SIRT1 e reativacdo da via AMPK protegendo o figado do depdsito excessivo de lipideos
(LONG et al., 2019). Um estudo anterior também sugeriu que o aumento da expressdo de
SIRT1 pode ser investigada como uma estratégia terapéutica para pacientes com
DHGNA/MASLD (COLAK et al., 2014). Além disso, a inibi¢do de miR-122 também parece
ter efeito inibidor na expressdo de marcadores pr6 inflamatorios como interleucinas (IL) e
fator de necrose tumoral (TNF) — a demonstrando papel regulador de miR-122 no estado

inflamatorio da doenga (HU et al., 2021).
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Em humanos com DHGNA/MASLD, foi identificada maior concentragdo sérica de

miR-122 quando comparado a individuos saudaveis e, essa concentragdo também parece ser
superior em pacientes com EHNA quando comparado a pacientes somente com esteatose
hepatica. Cermelli et al. (2011), Yamada et al. (2013), Becker et al. (2015) e Salvoza et al.
(2016) avaliaram individuos saudaveis ¢ com DHGNA/MASLD e identificaram maior
concentracdo do miR-122 em individuos com DHGNA/MASLD quando comparado ao grupo
controle e, também, concentragdes mais elevadas em pacientes com estatohepatite quando
comparado a presenga apenas da esteatose hepatica. Akuta et al. (2016) e Liu et al. (2016)
também verificaram associagdo positiva entre o miR-122 e as alteragdes histologicas
caracterizadas por inflamagao lobular, balonizagdo de hepatdcitos e fibrose hepatica (Quadro
2). Neste contexto, em seu estudo, Pirola et al. (2015) identificaram uma concentragdao 7,2
vezes maior do miR-122 em pacientes com EHNA comparado ao grupo controle sem doenga
hepatica e 3,1 vezes maior quando comparado ao grupo com apenas esteatose (PIROLA et
al., 2015). Uma coorte de 871 adultos jovens identificou concentragdo do miR-122 aumentada
em individuos com esteatose hepatica (RAITOHARIJU et al., 2016).

Foi encontrado por Akuta et al. (2016), em um estudo que comparou bidpsias hepaticas
seriadas de pacientes com DHGNA/MASLD, que os individuos que apresentaram melhora
do escore histopatologico (esteatose, balonizacdo e inflamagdo) na segunda bidpsia também
obtiveram niveis de miR-122 significativamente menores. Também houve associag@o entre o
miR-122 e as enzimas hepaticas ALT e AST (AKUTA etal., 2016a). Esses dados corroboram
com a forte associacdo entre a concentracao sérica de miR-122 e os achados histopatoldgicos
da DHGNA/MASLD.

No entanto, enquanto a concentra¢do sérica do miR-122 parece estar aumentada em
pacientes com DHGNA/MASLD e positivamente associada a progressdo da doenga, a
expressdo desse miRNA estd reduzida no parénquima hepatico desses pacientes em
comparagdo a individuos saudaveis. Para justificar esse paradoxo uma das explicagdes
propostas € que, enquanto em individuos saudaveis a producdo é predominantemente
hepatica, em pacientes com doenga hepatica, o aumento da concentragdo sérica do miR-122
seria justificada por producdo de tecidos extrahepaticos, como o tecido adiposo
(BARANOVA; MALTSEVA; TONEVITSKY, 2019). Com a progressdo da doenca hepatica
e as alteracdes metabolicas, a capacidade do tecido adiposo em secretar miR-122 também
tende a reduzir resultando em concentracdes menores encontradas em pacientes com

carcinoma hepatocelular (CHC) (AKUTA et al., 2016b). As modificagdes dindmicas do miR-
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122 também fortalecem seu uso como biomarcador de risco para doenga hepatica avangada

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

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

Referéncia Pais Populacio do Método de Principais resultados
estudo (N) diagnéstico
(CERMELLI | Estados 18 individuos Biopsia » Associagdo positiva de miR-122 com
etal., 2011) Unidos | saudaveis, 35 com hepatica ALT e AST.
diagnostico de Grupo com DHGNA/MASLD
hepatite viral C e apresentou maior concentragdo do
34 com miR-122 quando comparado ao grupo
DHGNA/MASLD de  individuos  saudaveis. A
concentracdo dos miRNAs também foi
maior em individuos com
estatohepatite quando comparada a
esteatose.
Correlagdo positiva do miRNA com o
grau de fibrose, atividade inflamatoria
e gravidade da doenca.
(YAMADA Japao 311 individuos USG Concentragdo do miR-122 foi maior
etal., 2013) saudaveis e 92 abdominal nos individuos com
com diagnostico DHGNA/MASLD.
de miR-122 se correlacionou com a
DHGNA/MASLD severidade da esteatose hepatica
(maior concentragdo na esteatose
moderada comparada ao  grupo
controle e na esteatose grave
comparada a moderada).
(BECKER et | Alemanha 61 individuos FibroScan® e A concentragdo do miR-122 foi
al., 2015) saudaveis e 137 biopsia significativamente maior no grupo
com diagnostico hepatica com esteatose hepatica comparado aos

de
DHGNA/MASLD

individuos saudaveis e, também,
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maior no grupo com esteatohepatite
comparado a esteatose hepatica.
(AKUTA et Japao 305 pacientes Biopsia A concentracdo do miR-122 aumenta
al., 2016a) com hepatica de acordo com aumento da esteatose,
DHGNA/MASLD inflamacdo lobular, balonizacdo de
hepatdcitos e fibrose hepatica.
Correlagdo significativa entre miR-
122 e AST, ALT e GGT.
(LIU; CAO; China 37 individuos Biopsia Concentragdo de miR-122  foi
FAN, 2016) saudaveis, hepatica associada a esteatose hepatica e
26 individuos atividade inflamatoria.
com hepatite viral
B e 48 individuos
com
DHGNA/MASLD
(SALVOZA | Filipinas 36 individuos Biopsia Concentragdo de miR-122  foi
et al., 2016) saudaveis e 28 hepatica significativamente maior em
com individuos com DHGNA/MASLD
DHGNA/MASLD comparado aos saudaveis.

Abreviagdes: DHGNA, doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica; MASLD; metabolic dysfunction associated steatotic liver
disease;ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; miRNA, microRNA; USG, ultrassonografia;, GGT, gama

glutamiltransferase.

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

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

hidrocarbonetos contando a partir da extremidade metilica. Podem haver variagdes quanto ao

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

definicdo, AGPI n-3 sdo denominados acidos graxos essenciais, pois ndo sdo sintetizados

endogenamente, sendo necessario consumo de alimentos fonte. Essa familia de acidos graxos

inclui principalmente os acidos a-linolénico (C18:3n-3 - ALA), docosaexaenoico (C22:6n-3

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

dos o6leos de linhaga, canola, soja e perila e pode sofrer acdo de enzimas dessaturases e

alongases gerando EPA e DHA. No entanto, a eficiéncia dessa conversao parece ser limitada,

principalmente quando hd consumo de dieta rica em acido linoleico (C18:2n-6 — AL),
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pertencente a familia dos AGPI n-6, pois hd competiciao 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 (BARCEL()-COBLIJN ; MURPHY, 2009; CALDER,
2015; BRENNA, 2002).

AGPI n-3 sdo precursores de moléculas bioativas denominadas eicosanoides que
participam como mediadores do processo inflamatério. EPA e DHA sdo metabolizados pelas
enzimas lipooxigenase e ciclooxigenase gerando prostaglandinas, leucotrienos e resolvinas
com potencial predominantemente anti-inflamatério e, por isso, sdo 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 associa¢do entre a suplementacdo de EPA e DHA e a
melhora das enzimas hepaticas, perfil lipidico, RI, esteatose e fibrose hepatica (CAPANNI et
al., 2006; SPADARO et al., 2008; TANAKA et al., 2008; ARGO et al., 2015; NOGUEIRA
et al., 2016). Revisdes sistematicas e metanalises também concluiram que a suplementacgio
de AGPI n-3 pode melhorar a esteatose hepatica, IMC e perfil lipidico (Quadro 3) (PARKER
etal., 2012; LEE et al., 2020).

Em 2010, um importante estudo denominado WELCOME (Avaliagdo de wessex de
figado gorduroso e marcadores cardiovasculares em DHGNA com 6mega-3 Omarcor) foi
delineado para testar a hipdtese dos beneficios do tratamento com a suplementagdo de 6mega
3 e identificou que o enriquecimento da membrana de eritrocitos com EPA e DHA foi
linearmente associado a reducdo do percentual de gordura no figado (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 purificacdo auxilia a evitar contaminacao
com particulas poluentes e reduz a toxicidade devido a outros compostos que podem estar
presente na preparagdo de 6leo de peixe (TANAKA et al., 2008; SCORLETTI et al., 2014a).

Alguns mecanismos vém sendo descritos a fim de elucidar as vias de ac¢do 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)-a, o qual
esta envolvido na B-oxidag@o, aumentando, portanto, a oxidagdo hepatica de lipideos. Além
disso, os AGPI n-3 também podem suprimir a expressdo do gene SREBP-1c¢ reduzindo a
lipogénese. Adicionalmente, os AGPI n-3 aumentam a expressdo de genes associados a
sensibilidade a insulina, melhoram a fluidez da membrana celular com efeito positivo no

transporte de glicose para o citoplasma e sinalizagdo da insulina e regulam negativamente
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citocinas pr6 inflamatorias como TNF-a 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 possivel via de acdo dos AGPI n-3 ¢ a melhora da sensibilidade ao fator de
crescimento de fibroblastos 21 (FGF 21). O FGF 21 ¢ predominantemente expresso e
secretado pelo figado e associa-se a sensibilidade a insulina ¢ ao metabolismo lipidico.
Estudos demonstraram associagdo positiva entre esse marcador e a progressio da
DHGNA/MASLD e, ainda, que pacientes com DHGNA/MASLD possivelmente apresentam
resisténcia a agdo de FGF 21 (TUCKER et al., 2019). Um estudo de intervencdo publicado
anteriormente demonstrou que a suplementagdo com AGPI n-3 (dose: 4g) reduziu a
concentragdo de FGF 21 e aumentou a concentra¢do de adiponectina sendo essas alteragdes
relacionadas com a melhora do perfil lipidico, glicemia e enzimas hepaticas (QIN et al., 2015).
Em animais, a melhora da sensibilidade ao FGF 21 promovida pela suplementagio de 6leo de
peixe se associou a maior expressdo de adiponectina e melhora da esteatose hepatica (GUO
etal., 2022).

Algumas diferencas encontradas entre os trabalhos de intervengdo dificultam a
definicdo de dose e tempo de tratamento especificos. Os estudos revisados apresentaram
diferentes tempos de tratamento (como 4, 6, 12 e 18 meses). Uma revisdo sistematica
publicada em 2020 (Quadro 3) encontrou 6 meses como a duracdo mediana da
suplementacdo de AGPI n-3 em pacientes com DHGNA/MASLD. Aos 6 meses, houve
melhora na estatose hepatica, enzimas hepaticas, perfil lipidico e IMC (LEE et al., 2020).
Além disso, ha bastante variagdo quanto a dosagem utilizada nos suplementos de AGPI
dificultando a definicdo de uma dose 6tima. Neste sentido, a dose de 4g/dia foi eleita por
estudos anteriores que comprovaram a eficacia da dose em pacientes com hipertrigliceridemia
e promoc¢do do enriquecimento de eritrocitos (SCORLETTI et al., 2014b; BISCHOFF et al.,
2020).

Ademais, ¢ possivel que a composi¢cdo do suplemento, ou seja, a propor¢do de EPA
¢ DHA influencie a resposta ao tratamento (CALDER, 2006). A heterogeneidade de métodos
utilizados para avaliar a doenga hepatica, os diferentes placebos (6leo de soja, 6leo mineral,
azeite, 6leo de milho dentre outros) utilizados e a associacdo com outras estratégias
terapéuticas também podem afetar os resultados encontrados dificultando determinar

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

DHGNA/MASLD.



40

Autor, Amostra Desenho do Intervencio (dose n-3 e Duracao Principais resultados
ano estudo placebo)

Parker et | 355 pacientes com | Revisdo Tratamento: diferentes doses | 2 mesesa l | Redu¢do da  esteatose

al., DHGNA/MASLD | sistematica e | variando de 830mg a 9g/dia ano hepatica.

2012° metanalise Placebo: ndo notificado

Li et al., | 78 pacientes com | Ensaio clinico | Tratamento: 50 mL/dia 6 meses Redugdo de ALT, AST,

2015" EHNA randomizado | Placebo: Salina PCR.

Melhora do grau de
esteatose, fibrose e
balonizagao.

Nogueira | 50 pacientes com | Estudo duplo- | Tratamento: 0,945g/ dia 6 meses Melhora histologica.

et al., | EHNA cego, Placebo: 6leo mineral Reducdo de triglicerideos.

2016" confirmada  por | randomizado,

biopsia placebo-
controlado

Lee et | 1366  pacientes | Revisdao Tratamentos: diferentes doses | 6 meses (3 | Redu¢do da  esteatose

al., com sistematica e | variando de 250mg a Sg/dia a 18 meses) | hepatica.

2020" DHGNA/MASLD | metanalise Placebo: azeite ou oleo de Melhora do IMC e das
milho ou 6leo mineral ou salina concentrac¢des de TG, HDL,
ou 6leo de girassol ou 6leo de COL
soja

Capanni | 56 pacientes com | Estudo piloto | Tratamento: 1g/dia 1 ano Redug¢do de AST, ALT,

et al., | DHGNA/MASLD GGT; TG e glicemia de

2006" confirmada  por jejum.

Us Melhora da ecogenicidade e
do indice de perfusio
Doppler pela US.

Spadaro | 40 pacientes com | Estudo Tratamento: Plano alimentar + | 6 meses Redug¢do de ALT, TG,

et al., | DHGNA/MASLD | randomizado 3g/dia TNFa, HOMA-IR.

2008 confirmada  por | aberto Placebo: Plano alimentar Aumento do colesterol

us HDL.
Regressdo completa da

esteatose hepatica em 33,4%
dos pacientes e redugdo
global de 50% no grau de
esteatose hepatica. No grupo
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controle, nao houve
regressdo completa e apenas
27,7% apresentaram alguma

reducdo da esteatose.

Tanaka | 23 pacientes com | Estudo piloto | Tratamento: 2.7g/dia 12 meses Melhora da  esteatose,
et al., | EHNA fibrose, balonizacdo de
2008" confirmada  por hepatdcitos e inflamagdo
bidpsia lobular em 6 dos 7 pacientes
biopsiados ao final do
estudo.
Argo et | 51 pacientes com | Duplo-cego, Tratamento: 3g/dia 1 ano Reducdo da  esteatose
al., EHNA randomizado, | Placebo: Oleo de soja hepatica  avaliada  por
2015' confirmada  por | placebo- Todos receberam orientacao ressonancia magnética,
bidpsia controlado nutricional e para atividade independente da perda de
fisica peso.
Nao  houve  diferenga
significativa entre os grupos
quanto as alteracoes
histologicas.
Scorletti | 103 pacientes com | Estudo duplo- | Tratamento: 4g/dia 15 a 18 | Tendéncia para melhorar a
et al., | DHGNA/MASLD | cego, Placebo: 4g/dia de azeite meses porcentagem de gordura nos
2014" confirmada randomizado, hepatdcitos.
histologicamente | placebo- Nao houve melhora no grau
controlado de fibrose hepatica.

Abreviagdes: EHNA, esteatohepatite ndo alcodlica; DHGNA, Doenga hepatica gordurosa nao alcodlica; MASLD, metabolic dysfunction
associated steatotic liver disease; AST, Aspartato aminotransferase; ALT, Alanina aminotransferase; GGT; Gama-glutamiltransferase; TG,
Triglicerideos; HDL, lipoproteina de alta densidade; IMC, [ndice de massa corporal; PCR, proteina C reativa; COL, Colesterol; US;

Ultrassom; TNFa, fator de necrose tumoral- o; HOMA-IR, HOMA- Resisténcia a insulina.

Fonte: Traduzido de figura suplementar do artigo de protocolo da metodologia do estudo

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

2.6 Acidos Graxos Poli-insaturados N-3 e MicroRNAs

A modulagdo dietética de miRNAs como potencial alvo terap€utico 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 expressao do miR-33a e do
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miR-122 em animais com dislipidemia. Nesse estudo, os ratos foram acompanhados por trés

semanas ap6s serem separados em grupo controle (dieta de cafeteria) e grupo intervengdo
(dieta de cafeteria + DHA). Apenas no grupo controle foi verificado aumento dos miRNAs
33a e 122 e do gene SREBP2, relacionado a sintese de colesterol, demonstrando efeito
protetor do DHA (BASELGA-ESCUDERO etal., 2013). Wang et al. (2017) trabalharam com
animais com DHGNA/MASLD induzida pela dieta ocidental e determinaram trés 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 6leo de peixe (45% de gordura, 2% de
colesterol e 10% de 6leo de peixe). Foi identificado que o 6leo de peixe reduziu a expressao
dos miR -33-5p e miR-34a-5p, envolvidos no metabolismo do colesterol e triglicerideo
hepaticos, 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
regulacdo negativa dos miR-19b-3p, miR-21a-5p em tecido hepatico, melhora do
metabolismo lipidico hepatico e atenuacdo de vias inflamatoérias de camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica (45% de gordura) suplementada com EPA comparados
aos animais que receberam apenas dieta hiperlipidica reforcando assim os beneficios 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 suplementagdo de AGPI n-3 sobre a expressdo de miRNA em pacientes com
DHGNA/MASLD. Cansangdo et al. (2020) publicaram estudo piloto em que avaliaram
pacientes com DHGNA/MASLD randomizados em grupo intervengao (3 capsulas ao dia de
6leo de peixe perfazendo 1.509 mg de DHA e 306 mg de EPA) e controle (3 capsulas ao dia
de 6leo de oliva perfazendo 2.250 mg de acido oleico) durante 6 meses. Foi verificado o
enriquecimento da membrana dos eritrocitos com DHA no grupo intervenc¢do, com redugdo
significativa da fibrose hepatica avaliada pela elastografia hepatica transitoria, sem alteragdo
do miR-122 em ambos os grupos. Um dos motivos propostos pelos autores para ndo ter sido
encontrada modulacdo do miRNA ¢ a alta variacdo desse biomarcador de acordo com a etnia
e o fato do Brasil ser um pais de grande miscigenacio racial (CANSANCAO et al., 2020).
Ressalta-se que esse estudo utilizou suplementos com maior propor¢do de DHA. Hong et al.
(2019) ressaltam que DHA parece mais efetivo em reduzir os niveis de acidos graxos no
figado, embora ambos (EPA e DHA) possam regular a sintese hepatica de lipideos e, portanto,
evitar seu acimulo em hepatocitos. Além disso, pontua que o EPA, mas nio outros AGPI n-

3, estd associado a redugdo da expressdo de FoxO1 (Forkhead box protein Ol — FoxOl)
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hepatico afetando a gliconeogénese (HONG et al., 2019). Dessa forma, diferentes

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

resultados variados.
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3 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a crescente prevaléncia da DHGNA/MASLD, bem como seu potencial
evolutivo para cirrose, principal causa de transplante hepatico, e, ainda, sabendo a respeito da
auséncia de terapéuticas especificas voltadas para o seu tratamento, o qual baseia-se na
modificacdo de estilo de vida que apresenta baixa adesdo no longo prazo, sdo importantes
estudos que avaliem o efeito de terapias que potencialmente contribuam para a melhora dos
parametros da doenca. Neste sentido, a suplementacdo de AGPI n-3 tem sido estudada e tem
sido mostrado efeito sob parametros clinicos e bioquimicos, porém sem diretrizes claras
devido a variabilidade de dados a cerca da dose, composicdo de suplementos e tempo de
tratamento. A literatura ¢ escassa a respeito do efeito modulador dos AGPI n-3 sobre miRNAs
envolvidos na progressdo da doenca hepatica cronica e outros marcadores relacionados ao
prognostico de pacientes com MASLD, como a forga muscular. Portanto, o presente estudo
pretende gerar resultados inéditos acerca do efeito da suplementacdo de AGPI n-3 rico em
EPA sobre a modulagdo do miRNA-122, pardmetros clinicos, bioquimicos, composi¢cdo
corporal, for¢a muscular e composi¢do de acidos graxos em eritrocitos em pacientes com

MASLD, brasileiros, acompanhados em um hospital universitario no Rio de Janeiro.
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HIPOTESE

O presente estudo trabalha com a hipotese que a suplementacdo com AGPI n-3 rico
em EPA pode modificar favoravelmente a composi¢do de acidos graxos em eritrdcitos,
melhorar os desfechos clinicos, bioquimicos e nutricionais ¢ modular a expressao relativa do

miR-122 de pacientes com MASLD.
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OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementagdo de acidos graxos poli-insaturados n-3 (AGPI n-3)
rico em acido eicosapentaenoico (EPA) sobre a composicao de 4cidos graxos em eritrocitos,
expressao relativa do miR-122, biomarcadores de lipemia e glicemia, graus de fibrose e
esteatose hepaticas e sobre a composicao corporal ¢ forga muscular em pacientes com doenca

hepatica esteatotica associada a disfuncdo metabolica.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar, entre os grupos controle e intervencdo, apds 6 meses de tratamento com

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

A expressao relativa do miR-122;

A concentragdo dos acidos graxos em eritrocitos;

Os marcadores de metabolismo lipidico (colesterol total, HDL, LDL e TG), glicidico
(glicemia e insulina de jejum, hemoglobina glicada e HOMA-IR) e a concentragdo das
enzimas hepaticas (AST, ALT, GGT e FA);

O grau de acumulo de gordura e fibrose no figado, pela elastografia hepatica transitdria
(Fibroscan®) e pelos indices Steato-ELSA, FLI, NFS, FIB-4 e FAST score;

A composicao corporal pela antropometria e bioimpedancia;

A forga muscular pela forga de preensdo palmar;
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6 METODOS

A publicacdo 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 clinico randomizado duplo cego e controlado

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

nos ambulatérios de hepatologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF)

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

ReBEC sob o nimero RBR-8dp876.

6.2 Populacao do estudo

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

de consulta ao prontuario clinico, atendendo aos critérios de inclusdo e exclusdo, e que

aceitaram participar da pesquisa.

6.2.1 Critérios de inclusao

Ter 20 anos de idade ou mais;

Diagnostico de MASLD: presenca de esteatose hepatica, identificada por
ultrassonografia (US) abdominal ou bidpsia hepatica, mais pelo menos 1 critério cardio-
metabolico dentre os 5: (1) indice de massa corporal > 25 kg/m? ou perimetro da cintura
> 94 ¢cm em homens e 80 cm em mulheres; 2) Glicose sérica de jejum > 100 mg/dL ou
Glicemia 2h pds sobrecarga de glicose > 140 mg/dL ou Hemoglobina glicada >5,7%
ou DM tipo 2_ou tratamento para DM tipo 2; 3) Pressdo arterial > 130/85 mmHg ou
tratamento medicamentoso anti-hipertensivo; 4) Triglicerideos plasmaticos > 150
mg/dL ou tratamento com hipolipemiantes; 5) HDL-colesterol <40mg/dL para homens

e < 50 mg/dL para mulheres.

6.2.2 Nao elegiveis

Cirrose hepatica classificada como grau de rigidez hepatica F4 pela sonda M ou XL;
Hepatites virais;
Febre ou focos infecciosos;

Cancer com ou sem quimioterapia e radioterapia;
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= Doengas autoimunes e/ou que apresentem maior potencial inflamatério como doengas

inflamatorias intestinais, doenga renal cronica nos estagios IV e V, lupus etitematoso
sistémico, dentre outras;

= Transplante, trauma, cirurgia ou internagao hospitalar nos tltimos 30 dias;

= Uso de esteroides ou anti-inflamatdrios ndo esteroides ou agentes imunomoduladores;

= Uso de suplemento de AGPI n-3 ou outro que influencie os resultados, como a
silimarina, nos ultimos 3 meses anteriores ao estudo;

= Gravidez e lactacdo;

= Teste de identificagdo de distarbio de uso de alcool (Alcohol Use Disorders

Identification Test — AUDIT) com pontuagdo maior ou igual a 8 pontos.

6.3 Determinaciao 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 calculo do tamanho amostral foi realizado no software GPower 3.1.9.2 e os
seguintes parametros foram considerados: nivel de significancia de 5% (bilateral), poder do
teste 1-p = 80% e diferenga esperada no delta absoluto dos parametros bioquimicos entre os
grupos relativamente "grande" (tamanho do efeito > 1,0). Para opgao teste Wilcoxon-Mann-
Whitney dois grupos independentes, o nimero minimo 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 captacdo dos pacientes foi realizada por meio da analise de prontudrios selecionados
para acompanhamento pelo ambulatorio do figado do HUCFF e do HFB. Os pacientes
identificados como elegiveis foram abordados na sala de espera para consulta médica,
informados a respeito da pesquisa, realizado convite para participacdo e, entdo, aqueles que
concordam, foi coletado contato telefonico para agendar dia especifico para prosseguimento
da pesquisa. Com 7 dias de antecedéncia da data determinada para retorno do paciente para
coleta de dados foi realizado novo contato telefonico e fornecimento de informacdes a

respeito das condigdes para realizacdo dos exames.

No dia determinado para coleta de dados, foi realizada assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) e, entdo, prosseguiu para a coleta de sangue,

realizacdo da elastografia hepatica transitoria (Fibroscan®) e aplicacdo protocolo de coleta
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de dados da pesquisa (ANEXO 1) que contém dados sociodemograficos, medicamentos em

uso pelo paciente, realizacdo da antropometria, bioimpedancia e coleta dos resultados dos
exames bioquimicos recentes, solicitados pelo médico assistente como parte da rotina, por
meio de consulta ao prontudrio. Também foi realizada aplica¢do do recordatério de 24h para
avaliacdo dietética (ANEXO 2) e avaliacdo do nivel de atividade fisica (ANEXO 3). Neste
dia foram fornecidos 2 potes contendo capsulas de AGPI n-3 rico em EPA ou 6leo de oliva
com orientagdes para o uso ¢ armazenamento. Além disso, os pacientes foram orientados a
buscar outros 2 frascos dois meses apos o inicio da intervengédo, € novamente no quarto més
para retirar os 2 ultimos frascos (Figura 3), sendo orientados a entregar os frascos anteriores

para controle das sobras.

Apb6s 6 meses de acompanhamento, os pacientes repetiram todas as analises realizadas

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

vida habitual.
Consulta aos prontuarios e identificagdo dos pacientes elegiveis ExclusBes
Inelegiveis [ )
¥ Recusa | )
Recrutamento Cutros{ )
Consentimento 7 dias antes da coleta inicial:
i
Coleta inicial _— Contato tElEfDﬁI.I:D parf
agendamento e orientaghes
Randomizacio e entrega das capsulas (DO)
4 0g de dleo de oliva (n=26) 4 (g de dleode peixe rico em EPA (n=26)
De0/D120 5
Controle da adesace
Entrega de mais capsulas — tolerancia por contato
) telefdnico
Coleta de potes entregues previamente e controle de sobras

l

D180

Final da suplementacdo e coleta de dados pos tratamento

Figura 3. Fluxograma dos participantes do estudo traduzido (BARROSO et al., 2023).
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6.5 Avaliacido do consumo de bebida alcodlica pelo questionario AUDIT

Para avaliagdo da frequéncia e quantidade de ingestdo de bebidas alcoodlicas foi

utilizado o questionario AUDIT (ANEXO 4) proposto pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) para rastreamento do consumo excessivo de alcool. O questionario foi aplicado e ndo
foram incluidos na pesquisa os pacientes com pontuagdo igual ou superior a 8§ pontos
identificada como consumo de alcool clinicamente relevante com boa sensibilidade. O
questionario AUDIT foi aplicado novamente ao final do estudo a fim de avaliar se houve
modificacdo na ingestdo de bebida alcoolica durante o tempo de intervencdo (BABOR;

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

6.6 Randomizacao

A randomizacao foi realizada pela coordenadora da pesquisa utilizando um sistema
disponivel no site http://www.random.org e enviada para a farmacé€utica responsavel pelo
cegamento dos suplementos. Todos os demais, entre pacientes ¢ pesquisadores foram cegos
para o tratamento fornecido. A lista de randomizagdo s6 foi acessada ao final da intervencao

de todos os participantes que foram divididos em dois grupos:

Grupo I - Suplementacio com AGPI n-3 rico em EPA (INTERVENCAO): 26
pacientes, receberam 4 capsulas ao dia contendo 1 grama de 6leo de peixe totalizando

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

Grupo II- o6leo de oliva (CONTROLE): 26 pacientes, receberam 4 capsulas
contendo 1 grama de 6leo de oliva refinado totalizando cerca de 2.800 mg de acido oleico por

dia durante o periodo de 06 meses.

6.7 Caracteristicas das capsulas e adesao a suplementacio

Os suplementos de AGPI n-3 continham 6leo de peixe, além de vitamina E em
pequena quantidade para evitar a oxidacdo das duplas ligacoes dos AGPI n-3. Cada capsula
continha 525 mg de EPA e 231 mg de DHA. Quanto ao controle, foi utilizado 6leo de oliva
refinado (Olea europaea), contendo 750 mg de acido oleico cada, além de quantidade
menores de acido palmitico e acido linoleico. Cabe ressaltar que, ambas as capsulas, eram

macias e de coloragdo amarelada, sem nenhuma codificagdo, mantendo o cegamento duplo.

Cada frasco continha 120 cépsulas e a adesdo da ingestdo das capsulas foi avaliada

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

refrigerac@o e fazer a ingestdo em horarios pré determinados a fim de minimizar o risco de
efeitos colaterais e sabor residual. Ademais, os pacientes ndo receberam aconselhamento

nutricional.
6.8 Viabilidade e Seguranca

A viabilidade da intervengdo foi avaliada pela capacidade da suplementagdo com
AGPI n-3 rico em EPA, comparado com 6leo de oliva, de produzir efeitos sobre a expressao
relativa do miR-122, a esteatose e fibrose hepaticas, antropometria, composi¢ao corporal e
avaliacdo bioquimica do perfil lipidico e do metabolismo de carboidratos. O uso destes
resultados clinicos permite a avaliagdo da eficacia potencial da intervencdo e fornece

informagdes para pesquisas futuras e evidéncias para o tratamento da MASLD.

A seguranga foi monitorada por meio de contato telefonico e questionamento sobre
sintomas de intolerancia ao tratamento. Esclarecemos que ambos suplementos sdo
regulamentados e comercializados em farmécias. A dose do dleo de peixe utilizada nesta
pesquisa ja foi testada e aprovada em outros estudos (SCORLETTI et al., 2014b; BISCHOFF
et al., 2020) e foi fornecida para nossa pesquisa diretamente do fabricante farmacéutico,

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 acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) e outro sem anticoagulante, apds jejum noturno de 12 horas em tubo
vacutainer®. Esses tubos foram colocados em centrifuga por 15 minutos a 3000 rotagdes por
minuto (rpm) para separa¢@o do plasma, eritrocitos e do soro, ambos foram armazenados em
freezer -80°C para as posteriores andlises. Aos eritrocitos, foram adicionados 100uL da
solugdo de ditionito de s6dio 9,57% (p/v) para evitar a oxidagdo das duplas ligagoes dos AGPI
(BROEKHUYSE, 1974).

6.10 Quantificacio da expressao relativa do miRNA-122

As analises da quantificagdo da expressdo relativa do miR-122 foram realizadas no
Laboratorio de Bioquimica Nutricional da Universidade do Federal do Rio de Janeiro.
Inicialmente, a extragdo do RNA total foi realizada com o kit miRNeasy soro/plasma

(Quiagen, Hilden, Alemanha), conforme as instru¢des do fabricante, utilizando 200 pL de
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plasma de cada paciente. Foram adicionados as amostras 1000 pL de Trizol, levado ao vortex

e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, foi adicionado 3,5 pL do
Spike-in miRNA-39 (miRNA-39 sintético, Caenorhabditis Elegans -cel-miR-39; Qiagen,
Alemanha), 200 pL de cloroférmio, levado ao vortex e incubado por 3 minutos a temperatura
ambiente. Apds, os eppendorfs foram centrifugados a 12.000g a 4 graus Celsius por 15
minutos para separacdo 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). Apds homogeneizagdo, 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 pL do tampao
RWI e, depois, com 500 pL. do tampao RPE, realizando centrifugagdo por 15 segundos a >
8000g descartando o fluxo apos cada lavagem. Seguiu-se com adi¢do de 30-50 puL de agua
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.

Ap6s a extragdo, foi realizada obtengdo do DNA complementar (cDNA) utilizando o
kit TagMan® Advanced miRNA Assay (A4pplied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e
seguindo as instrugdes do fabricante. Esta etapa compreendeu as fases: 1) Sintese da cauda
Poli(A), utilizando o Poly(A4) Reaction Mix, onde a partir de uma amostra de RNA total, a
enzima polimerase poli (A) adicionou adenosina a extremidade da cauda 3' do miRNA; 2)
Ligagdo do adaptador, utilizando Ligation Reaction Mix, onde o miRNA com cauda poli (A)
sofreu ligacdo do adaptador na extremidade 5' que atua como o local de ligagdo do iniciador
direto para a reagdo miR-Amp e; 3) Reacdo de transcri¢do reversa, urtilizando RT Reaction
Mix, em que um iniciador de transcri¢do reversa universal se ligou a cauda 3' poli (A) e o
miRNA foi transcrito reversamente. Por fim, as amostras de RT foram pré-amplificadas com
o kit TagMan® Advanced miRNA Assays (Applied Biosystems, Foster City, California,
USA) utilizando 5pl da RT e 45ul do miR-Amp Reaction Mix.

Para quantificacdo em tempo real, foram utilizados 0 TagMan® Fast Master Mix [2x]
e o primer especifico para hsa-miR-122 (Thermo Fisher Scientific), além do gene U6 (Thermo
Fisher Scientific), utilizado como normalizador, em triplicata. A analise foi realizada pelo
sistema StepOnePlus (4dpplied Biosystems, marca Thermo Fisher, Foster City, CA, EUA) foi
realiada leitura do RT-qPCR. O célculo da expressdo relativa do miR-122 foi realizado com

base em uma amostra de controle de calibracdo apds normalizagdo dos valores do limiar do
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ciclo (CT) pelo controle interno miR-39 e os resultados foram analisados pelo método AACT

(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
6.11 Determinacio do perfil de 4cidos graxos em eritrdcitos

O percentual do enriquecimento de EPA ¢ DHA em eritrocitos foi avaliado por meio
por cromatografia gasosa (CG) no Laboratorio de Bioquimica Nutricional do Instituto de
Nutricdo da Universidade Federal do Rio de Janeiro-UFRJ. As amostras de hemacias sdo
submetidas a extra¢do lipidica, saponificagdo e metilagdo alcalina direta utilizando a
adaptacdo do método proposto pela American Oil Chemist’s Society AOCS 2b-11 (AOCS,
2017). Sao adicionados ao tubo 4 mg do padrao interno C13: 0 (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, EUA), 100 mg de eritrécitos e, depois, 5 ml de hidroxido de s6dio (NaOH) em 0,5M
metanol. Os tubos s@o vertidos manualmente e colocados em banho-maria por 15 min a 100
°C sob agitacdo (4 rpm). Apo6s o resfriamento, 5 ml de BF3-CH30H (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, EUA) ¢ adicionado e colocado em banho-maria a 100 C agitando por dois
minutos. Posteriormente, os tubos sdo novamente resfriados e adiciona-se 5 mL de hexano e
3 mL de NaCl saturado. As amostras s3o mantidas em repouso em temperatura ambiente por
aproximadamente duas horas para transesterificagao.

Seguindo as condi¢des cromatograficas descritas anteriormente por (ASSUMPCAO
et al., 2017), os acidos graxos foram quantificados no cromatografo GC 7890A, equipado
com um detector de ionizacdo de chama de hidrogénio e EZChrom Elite Software CDS
(Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, EUA) usando a coluna capilar SP 2560
(bisulopropilpolissiloxano, 100 m x 0,25 mm DI, espessura de 0,20 um; Supelco, Bellefonte,
PA, EUA). Os ésteres metilicos de AGs sdo identificados comparando o tempo de retengdo
em relacdo aos padrdes (Padrdo de referéncia GLC 463, Nu-Chek Prep, Inc., Elysian, MN,
EUA), que sdo expressos no presente estudo como porcentagem. O indice dmega 3 ¢

calculado somando o % EPA e % DHA em eritrocitos.

6.12 Avaliacio de indicadores bioquimicos

A obtencdo dos dados dos exames bioquimicos alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FAL), gama-glutamil transferase
(GGT), glicemia de jejum, hemoglobina glicada (HbA1C), triglicerideos (TG), colesterol
total, lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de densidade elevada (HDL) e
proteina C reativa (PCR) foi realizada por meio de consulta aos prontudrios fisicos e

eletronicos. Sdo exames solicitados habitualmente na rotina do acompanhamento pelo
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ambulatorio da hepatologia e realizados pelo laboratorio de analises clinicas do HUCFF e do

HFB. Foram coletados os dados presentes em prontuario nos ultimos 3 meses anteriormentes
ao inicio da pesquisa e, ao final, os exames foram repetidos. A insulina de jejum nao ¢é
habitualmente realizada no hospital e, portanto, foi analisada pelo método de
eletroquimioluminescéncia no Laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
UFRJ a partir da amostra de soro do paciente. O modelo de avaliagdo da homeostase da
resisténcia a insulina (HOMA-IR) foi calculado por meio da féormula: (glicose (mg/dl) x

0,0555) x insulina (uWUI/mL) / 22 4.

6.13 Avaliacio da esteatose e fibrose hepatica pela elastografia hepatica transitoria

A esteatose e a fibrose hepaticas foram avaliadas por meio da elastografia transitoria
hepatica pelo equipamento de FibroScan® modelo 502 (Echosens, Paris), operado por
profissional experiente (> 2000 avalia¢des), com uso das sondas modelos M e XL
(profundidade das medidas variando entre 25 ¢ 65 mm e 35 e 75 mm, respectivamente), apos
jejum noturno dos pacientes agendados. O grau de acumulo de gordura hepatica foi realizado
pelo CAP, expresso em dB/m e variagao de 100 a 400 dB/m, e a rigidez hepatica foi expressa
em kilopascals (kPa), variando de 1,5 a 75 Kpa, com precisdao de 0,5 Kpa. O exame foi
realizado com o paciente em dectbito dorsal, com o brago direito em abdu¢do maxima ¢ a
medida da rigidez hepatica foi obtida entre o sexto e sétimo espago intercostal na linha axilar
média. Os resultados da avaliagdo foram expressos como a mediana de 10 medidas validas de
CAP para estatose e rigidez hepatica para fibrose, considerando percentual de sucesso
superior a 60% e intervalo interquartil (IIQ) inferior a 30% da mediana dos valores de CAP e
rigidez hepatica (GOMEZ-DOMINGUEZ et al., 2006; DE LEDINGHEN; VERGNIOL,
2008; ZHANG; WONG; WONG, 2020).

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

A esteatose e fibrose hepatica 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 formulas apresentadas no Quadro 4.

Quadro 4. Apresentagdo das formulas de biomarcadores utilizados para estimativa

da esteatose e fibrose hepaticas.
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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 [ (0:953 xTog (TG) + 0,137 x IMC + 0,718 x Tog (GGT) 0,053 x PC - 15,743)] / [ - (¢ 0953 x Tog (TG)
+0,137x 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/ ndo
=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 o 165+ 1:07 < In(kPa) + 2:66 x 10-8 x CAP3 — 633 x AST')/ | 4 o (- 165 + 107  In(kPa) + 266 x

10-8 x CAP3 —63.3 x AST")

Abreviagdes: FLI, Fatty liver index; NFS, NAFLD Fibrosis score; FIB-4, Fibrosis index -4; FAST
score, Fibroscan-AST score; IMC, indice de massa corporal; PC, perimetro da cintura; ALT, alanina
aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; TG, triglicerideos; HOMA-IR, modelo de avaliacdo
da homeostase da resisténcia a insulina; GGT, gama glutamiltransferase; kPa, kilopascals; CAP, pardmetro
de atenuagdo controlada.

6.15 Avaliacdo antropométrica

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

por meio do estadidmetro tipo plataforma com o paciente posicionado verticalmente com
bragos estendidos ao longo do corpo, ombros relaxados, calcanhares juntos e a cabega
posicionada no plano de Frankfurt. O célculo do IMC foi realizado por meio da férmula
Quetlet: IMC (kg/m?) = Peso atual (kg)/Estatura? (WHO, 1995). Foi aferido o perimetro da
cintura (PC) utilizando uma fita métrica flexivel e inelastica no ponto médio entre a ultima

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

6.16 Avaliacdo da composicao corporal

A avaliagdo da composicdo corporal foi realizada pelo aparelho tetrapolar
Biodnamics®, modelo 450, por meio da disposi¢do de dois conjuntos de dois eletrodos de
folha de aluminio, que se subdividem em quatro terminais. Devido & presenca de corrente
elétrica, foram excluidos da avaliacdo os pacientes com marca-passo e protese metalica. Os
eletrodos foram posicionados no pé e na mao direita do paciente deitado em decubito dorsal,
sem calcados, relogios e outros metais, com os bragos relaxados ao longo do corpo e pernas

esticadas e separadas. No pé, o eletrodo distal foi localizado na base do dedo médio e o
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proximal um pouco acima do tornozelo, entre os maléolos medial e lateral. Na mao direita, o

eletrodo distal encontrou-se na base do dedo médio e o distal um pouco acima da linha da
articulagdo 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 ingestao de alcool e cafeina
(café, cha, chocolate) e ndo realizar atividade fisica nas ultimas 8 horas anteriores ao teste
(KYLE et al., 2004). Para avaliagdo, foram calculados os indices propostos por (KYLE et al.,
2003): indice de massa magra (IMM), indice 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/m?)) e percentual de gordura corporal.
6.17 Avaliacao da forca muscular

A forca muscular foi avaliada pela forga de preensao palmar com uso do dinamdmetro
(Jamar®). O paciente foi mantido sentado, com a coluna ereta, pés apoiados no chio e os
cotovelos flexionados a 90 graus sob o apoio para os bragos. Foi adotado o protocolo
Southampton que recomenda que as medidas das duas maos sejam realizadas alternadamente,
trés vezes, comecando pela mao direita e com comando verbal a fim de garantir o maximo de
esfor¢o durante a avaliagdo. Foi registrado o maior valor das seis medidas (ROBERTS et al.,

2011).

6.18 Avaliacio da atividade fisica

Para avaliagdo do nivel de atividade fisica antes e apos a intervengdo foi utilizado o
questionario internacional de atividade fisica (IPAQ), versdo curta (ANEXO 3), validado para

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

6.19 Avaliacio dietética

A ingestao alimentar foi analisada por meio da aplicacdo do recordatorio de 24h (R24h)
(ANEXO 2), antes e apos a intervencao, em 2 dias tipicos e 1 dia considerado atipico. Para
maior qualidade na coleta desses dados, a aplicacdo do R24H foi baseada no método de
multiplas 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 Avaliagdo do Consumo de Alimentos em Medidas Caseiras ¢ a ingestdo média de energia ¢

os macronutrientes foram analisados com base na Tabela Brasileira de Composi¢ao Alimentar
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(TBCA) (PINHEIRO, 2009 USP, 2020).

6.20 Analise estatistica

A analise descritiva apresentou na forma de tabelas os dados observados, expressos
pelas medidas de tendéncia central e de dispersdo adequadas para dados numéricos e pela
frequéncia e porcentagem para dados categoricos. A andlise inferencial foi composta pelos

seguintes métodos:

- a comparagdo das variaveis basais entre os grupos (casos e controles) foi
analisada pelo teste t de Student para amostras independentes ou de Mann-Whitney para
variaveis numéricas e pelo teste do qui-quadrado ou exato de Fisher para varidveis

categoricas;

- a variagdo do momento inicial para o final nas varidveis numéricas no interior

de cada grupo foi avaliada pelo teste dos postos sinalizados de Wilcoxon;

- a comparagdo da evolucdo (deltas) entre os grupos foi analisada pelo teste de

Mann-Whitney; e

Foi realizada uma analise prévia para verificar a normalidade das variaveis. Para
tal, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk juntamente com a analise grafica do histograma.
Uma vez que as variaveis apresentaram distribui¢do ndo-Gaussiana foram utilizados testes
ndo paramétricos. O critério de determinacdo de significancia adotado foi p valor < 0,05. A

analise estatistica foi processada pelo software estatistico SPSS versao 26.0.

6.21 Aspectos éticos

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUCFF,
n° 2.193.438. A inclusdo de cada individuo foi feita mediante autorizagdo formal, por meio
da assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 5) apos esclarecimentos
sobre os objetivos e procedimentos do projeto por parte do pesquisador, de acordo com a
Resolugdo n® 466 de 12/12/2012 do Conselho Nacional de Saude. Adicionalmente, o
protocolo do estudo foi registrado e aprovado ReBEC niumero RBR-8dp876.

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

A se¢do de resultados e discussdo encontra-se no artigo elaborado para esta tese de

doutorado a ser submetido para a revista Nutrition.
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Efeito da suplementa¢ido com AGPI n-3 rico em EPA sobre o perfil de
acidos graxos em eritrocitos, forca muscular, fibrose e esteatose hepaticas e
expressao relativa de miR-122 em individuos com doenca hepatica
esteatotica associada a disfuncao metabolica (MASLD): Ensaio clinico
randomizado, duplo cego e controlado.

Palavras-chave: Doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica, Doenga hepatica esteatdtica
associada a disfun¢do metabdlica, 6leo de peixe, acidos graxos poliinsaturados n-3, esteatose
hepatica, fibrose hepatica, miRNAs, miR-122, forca muscular.

Numero de palavras: 7181 palavras

Autor correspondente: Professora Wilza Arantes Ferreira Peres, Departamento de Nutrigdo e
Dietética, Instituto de Nutricdo Josué de Castro, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 367,
CCS, Bloco J2, Cidade Universitaria, Ilha do Funddo, Rio de Janeiro, RJ 21941-590, Brasil. e-
mail: wilza@nutricao.uftj.br.
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Introdugdo: Doenga hepatica esteatotica associada a disfungdo metabolica (MASLD)
apresenta como fatores de risco a resisténcia a insulina e aumento da adiposidade e tem
prevaléncia estimada de 32% em adultos. Os acidos graxos poliinsaturados n-3 (AGPI n-3)
parecem ter efeito positivo na melhora dos parametros da doenga.

Meétodos: Ensaio clinico randomizado, duplo cego e controlado, que avaliou o efeito da
suplementacgao de 4g/dia de AGPI n-3 rico em acido eicosapentaenoico (EPA) em pacientes
com MASLD. Os 52 pacientes foram randomizados entre os grupos e receberam
suplementa¢do de AGPI n-3 rico EPA ou 6leo de oliva durante o periodo de 6 meses. Foram
avaliados no inicio e no final da intervengdo a expressao relativa do miR-122, os graus de
fibrose € esteatose hepaticas pela elastografia hepatica transitoria (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 incorporacao de acidos
graxos (AGs) na membrana de eritrdcitos, perfis lipidico e glicidico, proteina C reativa,
antropometria, composi¢ao corporal pela bioimpedancia elétrica e forca muscular pela forca
de preensdo palmar.

Resultados: Nao houveram diferencas significativas entre os grupos no baseline dentre
todas as variaveis analisadas (P>0,05). Apos a suplementacdo com AGPI n-3 rico em EPA,
foi encontrado aumento do percentual de incorpora¢do do acido docosapentanoico (DPA,
p=0,001) e aumento significativamente maior do indice 6mega em compara¢do com grupo
controle (p = 0,012), sugerindo adesdo a suplementagdo. O grupo AGPI n-3 apresentou
reducdo do percentual de AG miristico (p = 0,026) e aumento significativamente maior da
forca muscular quando comparada ao controle apos intervengdo (p=0,050). Nao foram
encontradas modificacdo da expressdo relativa do miR-122, melhora nos graus de fibrose e
esteatose hepaticas ou alteracdo das demais varidveis bioquimicas apos 6 meses de
tratamento com AGPI n-3 rico em EPA (p> 0,05).

Conclusao: Em pacientes com MASLD, a suplementagdo de AGPI n-3 rico em EPA
promove aumento de DPA e do indice d6mega e redu¢do do AGS miristico melhorando a
composicao de AGs na membrana de eritrocitos. Além disso, o grupo AGPI n-3 apresentou
aumento significativamente maior da forga muscular em comparacdo com grupo controle.
Nao foi detectado efeito significativo sobre a expressao relativa do miR 122 e os graus de

fibrose e esteatose hepaticos. Registro: ReBEC niimero RBR-8dp876.
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1. Introducao

A doenga hepatica gordurosa ndo alcoolica (DHGNA), atualmente conhecida
como Doenga hepatica esteatdtica associada a disfuncdo metabdlica (MASLD) (1),
apresenta como fatores de risco a resisténcia a insulina e aumento da adiposidade,
justificando que a sua prevaléncia tenha aumentado rapidamente em paralelo com a
obesidade e outras doengas metabdlicas sendo atualmente estimada em 25 a 30% da
populagdo mundial (2,3). Em um estudo recente com o banco de dados NHANES 2017-
2020 a prevaléncia de MASLD foi semelhante, estimada em 32,45% nos Estados
Unidos (4). Por considerar a presenca de pelo menos um fator de risco metabolico para
o diagnodstico 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 incluido pacientes com diagndstico
definido de DHGNA, observou-se que todos os pacientes apresentam os critérios de
MASLD que ¢ definido pela presenca de no minimo um fator de risco cardiometabolico,
em conjunto com a esteatose hepatica, na auséncia de outros fatores etioldgicos para a
esteatose (6).

Os acidos graxos (AGs) sao mediadores da doenga hepatica e podem ser
regulados por microRNAs (miRNAs) envolvidos no metabolismo lipidico (7). O
acumulo excessivo de lipideos e a lipotoxicidade estdo relacionados a patogé€nese e
progressdo da MASLD e, a composi¢do plasmatica de AGs, que reflete a ingestdo
dietética, mas principalmente o metabolismo endogeno, ¢ considerado um biomarcador
da disfuncao do metabolismo hepatico associado a esteatose (8). Neste contexto, acidos
graxos saturados (AGS), como miristico (C14:0), palmitico (C16:0) e estearico (C18:0)
sdo mais deletérios para figado que os demais, estando associados a fibrose hepatica
avancada, estresse do reticulo endoplasmatico e apoptose de hepatdcitos (9,10).

Por outro lado, os acidos graxos poliinsaturados n-3 (AGPI n-3) podem regular
a via de sinalizac¢do antioxidante e modular processos inflamatorios, além de influenciar
o metabolismo lipidico hepatico (11). Os AGPI n-3 mais estudados sdo os acidos
eicosapentanoico (EPA, C20:5) e docosahexanoico (DHA, C22:6) e, mais
recentemente, o docosapentanoico (DPA, C22:5). Estudos prévios vem demonstrando
que a suplementagdo de AGPI n-3 esta associada ao aumento da concentracdo desses

AGs eritrocitos e parece estar relacionada a melhora de pardmetros metabolicos e
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laboratoriais relacionados as enzimas hepatica, assim como ao grau de esteatose

hepatica, embora haja grande variagdo nos desfechos dependendo da doses e
composi¢do de suplementos e tempos de tratamento nos estudos (12,13). No figado, os
AGPI n-3 podem ativar os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma
(PPAR)-a o qual estd envolvido na B-oxidacdo, aumentando, portanto, a oxidagdo
hepatica de lipideos. Além disso, os AGPI n-3 também podem suprimir a expressao do
gene sterol regulatory element binding protein (SREBP)-1¢ reduzindo a lipogénese
(14).

Os miRNAs se associam a regulagdo de processos biologicos por meio da
modulacdo da expressdo de genes alvo pds transcricionalmente e sdo considerados
reguladores do metabolismo lipidico, um fator importante que pode influenciar o risco
de MASLD. O miRNA- (miR)122 ¢ o mais abundante miRNA expresso pelo figado ¢
tem como principal fungdo a regulacdo do metabolismo hepatico de lipideos (15,16).
Além disso, ¢ apontado como possivel biomarcador ndo invasivo do diagnoéstico e
prognostico da doencga hepatica, pois sua concentracao se altera de acordo com o estagio
da doenga (15,17).

Ademais, a disfungdo metabodlica relacionada a doenga hepatica parece ter
associacdo com a reducdo do volume muscular e presenca de mioesteatose (18). Neste
sentido, foi previamente encontrada associa¢@o positiva da baixa massa e for¢ga muscular
com DHGNA/MASLD(19). A sarcopenia, caracterizada pela reducdo da forca e da
massa muscular, tem relagdo direta com o prognostico e € preditora de mortalidade na
doenga hepatica(20). No entanto, embora o efeito do AGPI n-3 na massa e forca
muscular ja tenha sido avaliado anteriormente(21), ndo foram encontrados estudos em
pacientes com MASLD.

Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade
da suplementag@o de AGPI n-3, em comparacio com controle, em modificar a expressao
relativa do miR-122 e os graus de fibrose e esteatose hepaticas, modular favoravelmente
a composicdo de AG da membrana celular de eritrécitos, melhorar o metabolismo
glicidico, perfil lipidico, a composi¢@o corporal e a forca muscular de individuos com

MASLD.
2. Materiais e Métodos

2.1Desenho do estudo e participantes

O presente estudo consiste em um ensaio clinico 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 diagnostico de MASLD, acompanhados
no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) e no Hospital Federal de
Bonsucesso (HFB), Rio de Janeiro, Brasil. Detalhes completos do desenho e da
populagdo do estudo foram publicados anteriormente (22).

O diagnostico de MASLD ¢ definido pela presenca de esteatose hepatica
associada a pelo menos 1 fator de risco cardio metabélico (1) indice de massa corporal
> 25 kg/m? ou perimetro da cintura > 94 cm em homens e 80 cm em mulheres; 2) Glicose
sérica de jejum > 100 mg/dL ou Glicemia 2h pds sobrecarga de glicose > 140 mg/dL
ou Hemoglobina glicada > 5,7% ou DM tipo 2 _ou tratamento para DM tipo 2; 3) Pressao
arterial > 130/85 mmHg ou tratamento medicamentoso anti-hipertensivo; 4)
Triglicerideos plasmaticos > 150 mg/dL ou tratamento com hipolipemiantes; 5) HDL-
colesterol <40mg/dL para homens e < 50 mg/dL para mulheres) em pacientes que ndo
apresentem outras causas etiologicas para esteatose, como consumo aumentado de
alcool. Foram ndo elegiveis os pacientes que apresentassem cirrose, hepatites virais;
febre ou focos infecciosos; cancer com ou sem quimioterapia e radioterapia; doengas
autoimunes e/ou com que apresentem maior potencial inflamatério como doencgas
inflamatorias intestinais, doenga renal cronica nos estagios IV e V, lupus eritematoso
sistémico, dentre outras; transplante, trauma, cirurgia ou interna¢do hospitalar nos
ultimos 30 dias; uso de esteroides ou anti-inflamatorios ndo esteroides ou agentes
imunomoduladores; uso de suplemento de AGPI n-3 ou outros que possam influenciar
os resultados, como silimarina, nos ultimos 3 meses anteriores ao estudo; gravidez e
lactagdo e pontuacao maior ou igual a 8 no teste de identificag@o de distirbio de uso de
alcool (4lcohol Use Disorders Identification Test — AUDIT).

A randomizagdo foi realizada pela coordenadora da pesquisa pelo sistema
http://www.random.org e enviada para a farmacéutica responsavel 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 Comité
de Etica em Pesquisa do HUCFF, n° 2.193.438 ¢ o estudo foi registrado na plataforma
ReBEC numero RBR-8dp876.

Os individuos foram randomizados em proporg¢des iguais (1:1) em dois grupos:
Grupo [ — Intervencdo (AGPI n-3 rico em EPA): 26 pacientes que receberam 4 capsulas
ao dia contendo 1 grama de dleo de peixe cada totalizando aproximadamente 2.100 mg

de EPA e 924 mg de DHA por dia e Grupo II — Controle (6leo de oliva): 26 pacientes
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que receberam 4 capsulas contendo 1 grama de 6leo de oliva refinado cada totalizando

cerca de 2.800 mg de acido oleico por dia. Os grupos foram suplementados durante o
periodo de 06 meses.

A captacdo foi realizada por meio da andlise de prontuarios dos ambulatorios.
Os individuos identificados como elegiveis foram abordados na sala de espera para
consulta médica e convidados para participagcdo. No dia determinado para coleta de
dados, foi realizada coleta de sangue; elastografia hepatica transitoria (Fibroscan®);
antropometria; bioimpedancia elétrica, dinamometria, coleta dos resultados dos exames
bioquimicos recentes, por meio de consulta ao prontudrio, aplica¢do do recordatorio de
24h (R24h) e avaliacdo do nivel de atividade fisica pelo questiondrio internacional de
atividade fisica (IPAQ).

2.2 Desfechos

Os desfechos foram avaliados pela capacidade do AGPI n-3 rico em EPA em 1)
modular a expressdo relativa do miR-122; 2) melhorar os graus de fibrose e esteatose
hepaticos estimados por meio da elastografia transitoria hepatica (ETH) (rigidez
hepatica e parametro de atenuacdo 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 composi¢do de AGs
em eritrocitos; 4) afetar variaveis antropométricas como indice de massa corporal (IMC)
e perimetro da cintura (PC); 5) melhorar a composigdo corporal (indices de massa magra
¢ de gordura e percentual de gordura corporal); 6) aumentar a forca muscular e; 7)
melhorar indicadores bioquimicos de perfil lipidico (colesterol total - TC, lipoproteina
de baixa densidade - LDL, lipoproteina de densidade elevada - HDL e triglicerideos -
TG), glicidico (glicemia e insulina de jejum, hemoglobina glicada - HbA1C e o modelo
de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina - HOMA-IR), enzimas hepaticas
(alanina aminotransferase - ALT, aspartato aminotransferase - AST, fosfatase alcalina
- ALP e gama-glutamil transferase - GGT) e proteina C reativa (PCR) em individuos
com MASLD apos 6 meses.

2.3 Intervencao
Os suplementos de AGPI n-3 continham 6leo de peixe, além de vitamina E em
pequena, quantidade para evitar a oxidacdo das duplas ligacdes dos AGPI n-3. Cada

capsula continha 525 mg de EPA e 231 mg de DHA. Quanto ao controle, foi utilizado
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6leo de oliva refinado, contendo 750 mg de 4cido oleico cada. A intervencdo foi

composta apenas pela suplementacdo de AGPI n-3 e, portanto, todos os participantes
nao receberam aconselhamento nutricional e foram orientados a manter seu estilo de
vida habitual. Ap6s 6 meses de acompanhamento, os pacientes repetiram todas as
analises realizadas no inicio da pesquisa.

Ambos suplementos sdo regulamentados, comercializados em farmacias e nao
oferecem risco a saude dos participantes. A dose do suplemento de AGPI n-3 utilizada
nesta pesquisa ja foi testada em outro estudo (23). Os suplementos de AGPI n-3 e 6leo
de oliva foram fornecidos para nossa pesquisa diretamente dos fabricantes
farmacéuticos, colaboradores da pesquisa, que ndo tém qualquer associagdo com o
desenho, coleta e interpretacdo de dados do presente estudo.

2.4 Coleta de sangue

Os participantes foram submetidos a coleta de sangue periférico, antes e apds a
intervencao, utilizando 2 tubos Vacutainer® distintos, 1 contendo acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) e outro sem anticoagulante, apds jejum noturno. Posteriormente
foi realizada separacdo do plasma, eritrocitos e do soro e armazenamento em freezer -
80°C para as posteriores analises (24).

2.5 Determinacio do perfil de AG em eritrdcitos

As amostras de hemadcias, antes ¢ apds a intervengdo, foram submetidas a
extragdo lipidica, saponificagdo e metilagdo alcalina direta utilizando a adaptacdo do
método proposto pela American Oil Chemist’s Society AOCS 2b-11 (2017) (25). Foram
adicionados ao tubo 4 mg do padrdo interno C13: 0 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
EUA), 100 mg de eritrécitos e, depois, 5 ml de hidréxido de sédio (NaOH) em 0,5M
metanol. Os tubos foram vertidos manualmente e colocados em banho-maria por 15 min
a 100 °C sob agitagdo (4 rpm). Apos 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
transesterificacdo.

Seguindo as condicdes cromatograficas descritas anteriormente (26), os AGs
foram quantificados no Cromatografo GC 7890A, equipado com um detector de
ionizagdo de chama de hidrogénio 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 x 0,25 mm DI, espessura de 0,20 um; Supelco,

Bellefonte, PA, EUA). Os ésteres metilicos de AGs foram identificados comparando o
tempo de retencdo em relagdo aos padroes (Padrao de referéncia GLC 463, Nu-Chek
Prep, Inc., Elysian, MN, EUA), que foram expressos no presente estudo como

porcentagem. O indice dmega 3 foi calculado somando o % EPA ¢ % DHA.

Extracdo de RNA, PCR em Tempo Real e Expressio Relativa do miR-122

A extragdo do RNA total foi realizada com o kit miRNeasy soro/plasma
(Quiagen, Hilden, Alemanha), conforme as instrugdes do fabricante, utilizando 200 uL
de plasma de cada paciente, e adicionado o Spike-in miR-39 (miRNA-39 sintético,
Caenorhabditis Elegans -cel-miR-39; Qiagen, Alemanha). Apds a extracdo, foi
realizada obtengdo do cDNA por meio da transcri¢do reversa utilizando o kit TagMan®
Advanced miRNA Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Por fim, foram
utilizados o TagMan® Fast Master Mix [2x] e o primer especifico para hsa-miR-122
(Thermo Fisher Scientific), além do gene U6 (Thermo Fisher Scientific), utilizado como
normalizador, em triplicata, para quantificacdo em tempo real e, pelo sistema
StepOnePlus (Applied Biosystems, marca Thermo Fisher, Foster City, CA, EUA) foi
realizada leitura do RT-qPCR. O calculo da expressao relativa do miR-122 foi realizado
com base em uma amostra de controle apds normalizagdo dos valores do limiar do ciclo
(CT) pelo controle interno miR-39 e os resultados foram analisados pelo método

AACT(27).

2.7 Avaliacao da esteatose e fibrose hepaticas

A esteatose e a fibrose hepaticas foram avaliadas, antes e apds a intervengao, por
meio da ETH, pelo equipamento de FibroScan® modelo 502 (Echosens, Paris), e por
meio dos biomarcadores hepaticos apresentados nos Quadros 1 e 2. A EHT foi
realizada por profissional experiente (> 2000 avalia¢des), com uso das sondas modelos
M e XL, apo6s jejum. O exame foi realizado com o paciente em dectbito dorsal, com o
brago direito em abdu¢do maxima e a medida da rigidez hepatica foi obtida entre o sexto
e sétimo espaco intercostal na linha axilar média. Os resultados da avaliacdo foram
expressos como a mediana de 10 medidas validas de CAP para esteatose ¢ rigidez
hepatica para fibrose, considerando percentual de sucesso superior a 60% e intervalo
interquartil (IIQ) inferior a 30% da mediana dos valores de CAP e rigidez hepatica (28—
30).
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Quadro 1. Apresentacdo de formulas de biomarcadores utilizados para estimar a esteatose

hepatica.

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 xTog (TG) + 0,137 x BMI 7 0,718 x Tog (GGT) 0,053 x WC— I5,745)] / [ + (¢ 0953
log (TG) + 0,137 x BMI + 0,718 x log (GGT) +0,053 x log (WC) - 15,745)]

Abreviations: IMC, indice de massa corporal; PC, ; IR, resisténcia a insulina; TG, triglicerideos; ALT,
alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; e, exponencial, log, logaritmo; GGT, gamma
glutamiltransferase; Steato-ELSA, Steato-Estudo Brasileiro Longitudinal da Satude do Adulto; FLI, fatty liver

index.

Quadro 2. Apresentagdo de formulas de biomarcadores utilizados para estimar a fibrose

hepatica.

NFS [1.675+ 0.037 x idade (anos) + 0.094 x IMC + 1.13 x diabetes (sim = 1/
nao= 0) + 0.99 x AST/ALT razdo — 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 o 165+ 1:07 < In(kPa) + 2:66 X 10-8 x CAP3 —63.3 x AST)/ | 4 @ (- 1:65+ 1-07 x In(kPa) +2-66
x 10-8 x CAP3 - 63.3 x AST")

Abreviations: IMC, indice de massa corporal; ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartate
aminotransferase; e, exponencial, log, logaritmo; GGT, gamma glutamiltransferase; CAP, parametro de
atenuacdo controlada; kPa, kilopascals; NFS, NAFLD Fibrosis Score; FIB, Fibrosis-4 score; FAST score,
FibroScan-AST score.

2.8 Avaliacio bioquimica

ALT, AST, ALP, GGT, glicemia de jejum, HbA1C, TG, CT, LDL, HDL ¢ PCR
foram avaliados antes e apds a intervengao por meio de consulta aos prontuarios. Foram
considerados os exames realizados até 3 meses antes da inclusdo dos pacientes na
pesquisa e, ao final do tratamento, todos os exames foram repetidos. A insulina de jejum
foi analisada pelo método de eletroquimioluminescéncia no Laboratorio de Andlises
Clinicas da Faculdade de Farmacia da UFRJ a partir da amostra de soro do paciente. O
HOMA-IR foi calculado por meio da formula: (glicose (mg/dl) x 0,0555) x insulina
(LUI/mL) / 22,4.
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2.9 Composicao corporal, antropometria e for¢ca muscular

Foram aferidos, antes e ap0s a interveng@o, peso e estatura, para calculo do IMC
(peso (kg)/ altura (m?), e PC utilizando fita métrica flexivel e inelastica (31-33). A
avaliagdo da composicdo corporal foi realizada pelo aparelho portatil tetrapolar
Biodynamics®, modelo 450 (TBW, Sao Paulo, Brasil). Os eletrodos foram
posicionados no pé e na mao direita do paciente deitado em decubito dorsal, sem
calcados, relogios e outros metais, com os bracos relaxados ao longo do corpo e pernas
esticadas e separadas (34—-36). Os pacientes foram orientados quanto ao jejum, evitar a
ingestdo de alcool e cafeina (café, cha, chocolate) e ndo realizar atividade fisica nas
ultimas 8 horas anteriores ao teste (34-36). Devido a presenca de corrente elétrica,
foram excluidos da avaliagdo os pacientes com marca-passo e protese metalica. Para
avaliagdo, foram calculados os indice de massa magra (IMM), indice 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/m?)) e
percentual de gordura corporal (37).

A forca muscular foi avaliada pela for¢a de preensdo palmar com uso do
dinamémetro (Jamar®). O paciente foi mantido sentado, com a coluna ereta, pés
apoiados no chao e os cotovelos flexionados a 90 graus sob o apoio para os bracos. Foi
adotado o protocolo Southampton que recomenda que as medidas das duas maos sejam
realizadas alternadamente, trés vezes, comegando pela mdo direita e com comando
verbal a fim de garantir o maximo de esforco durante a avaliacdo. Foi registrado o maior
valor das seis medidas (38).

2.10Avaliacao dietética

A ingestdo alimentar foi avaliada por meio da aplicagdo, baseado no método de
multiplas passagens, do recordatoério de 24h (R24h), antes e apods a intervencdo, em 2
dias tipicos e 1 dia considerado atipico (39). A ingestdo média de energia e os
macronutrientes foram analisados com base na Tabela Brasileira de Composi¢ao
Alimentar (TBCA) (40).

2.11Avaliacao de atividade fisica

Para avaliagdo do nivel de atividade fisica, antes ¢ apds a intervengdo, foi

utilizado o IPAQ, versdo curta, validado para a populagdo brasileira (41).
2.12Calculo da amostra
O calculo do tamanho amostral foi realizado com base no estudo de CAPANNI

et al., 2006 (42). Foram considerados os seguintes parametros: nivel de significancia a
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= 5% (bilateral), poder do teste 1-f = 80% e diferenca esperada no delta absoluto dos

parametros bioquimicos entre os grupos relativamente "grande" (tamanho do efeito >
1,0). De acordo com GPower 3.1.9.2 para opcao teste Wilcoxon-Mann-Whitney dois
grupos independentes, o nimero minimo 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 Analise estatistica

A hipotese de normalidade foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. As varidveis
numéricas no baseline foram apresentadas em média + desvio padrdo ou mediana e
intervalo interquartilico, de acordo com a distribui¢do da amostra, e frequéncia para as
variaveis categoricas. Os dados numéricos entre o grupo controle ¢ 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 variaveis
categoricas. As modificagcdes dentro dos grupos foram avaliadas usando os testes de
postos sinalizados de Wilcoxon. Os deltas das variaveis entre o inicio e o final do
tratamento foram apresentados em mediana e intervalo interquartilico e comparados
entre os grupos pelos testes de Mann-Whitney. Um p-valor < 0,05 foi considerado
significativo. A analise estatistica foi processada pelo software estatistico SPSS versao
26.0.

Resultados

Dos 52 pacientes randomizados, 44 completaram o estudo (20 no grupo controle e 24
no grupo intervengdo) e foram analisados. Os principais motivos para perda de
segmento dos pacientes foram ingestdo irregular das capsulas, desisténcia do paciente e
descoberta de gestagdo durante o estudo (Figura 1). A presenga de sintomas
gastrointestinais como nauseas (N=4, sendo 1 do grupo controle ¢ 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 ¢ 6 do grupo n-3).

A populagdo do presente ensaio clinico 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
comparagdes entre as demais variaveis clinicas, bioquimicas, antropométricas e¢ de
ingestao alimentar ndo demonstraram diferencas significativas entre os grupos controle

e n-3 no baseline (Tabela 1).



Figura. 1 Fluxograma CONSORT dos participantes.
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Table 1. Comparagdo entre variaveis demograficas, clinicas e bioquimicas dos grupos controle

e AGPI n-3 de pacientes com MASLD incluidos no estudo.

Variaveis 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 fisica, 12/12 7/13 0,372
ativo/inativo®
For¢a muscular (kgf) 24,0 (16,5;47,5) 29,0 (20,0;40,0) 0,660
IMC (kg/m?)" 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/m?)” 13,36 (10,95;16,61) 13,38 (11,43;14,97) 0,654
IMM (kg/m?)" 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
Ingestdo energética 1333,02 (973,52;1541,77) 1249,79 (992,21;1499,91) 0,654
(kcal, R24h)’
Ingestéo proteica (g, 62,26 (42,48;85,16) 64,10 (32,59;85,30) 0,961
R24h)"
Ingestéo carboidratos 170,61 (133,98;211,66) 158,40 (134,57;191,23) 0,608
(g, R24h)’
Ingestdo lipidica (g, 43,66 (28,59;57,51) 40,20 (24,54;61,56) 0,961
R24h)"
Acidos graxos 44,41 (38,47;47,29) 44,23 (38,41;46,49) 1,000

saturados (%, ET)"
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Acidos graxos 42,07 (34,90;44,85) 42,01 (37,70;46,25) 0,869
monoinsaturados

(%,ET)"

Acidos graxos 12,75 (8,53;23,36) 11,63 (9,32;16,41) 0,540
poliinsaturados

(%,ET)"

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 102,0 (95,0;142,0) 108,0 (94,0;139,75) 0,941
(mg/dL)"

HbAlc %" 6,0 (5,7;7,97) 6,40 (5,70;7,90) 0,850
Insulina de jejum 16,90 (10,20;24,37) 12,55 (9,52;19,92) 0,346
(uU/mL)"

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 hepatica 6,95 (5,12:8,72) 5,90 (4,40;6,75) 0,175

(kPa)”

Os dados sao descritos em média + DP ou medianas e I1Q. O teste de Mann Whitney* ou o teste t# foram
utilizados para as variaveis numéricas de acordo com a normalidade dos dados e o teste do qui-quadrado
(X2) foi utilizado para as varidveis categéricas$. A diferenga entre os grupos controle e n-3: p < 0,05.
Abreviagoes: I1Q, intervalo interquartil; IMC, indice de massa corporal; PC, perimetro da cintura; IMG,
indice de massa de gordura; IMM, indice de massa magra; GC, gordura corporal; R24h, 24h-recall; TE,
eritrocitos; ALT, alanina transaminase; AST, aspartato transaminase; GGT, gama-glutamil transferase;
FAL, fosfatase alcalina; HbA 1c, Hemoglobina glicada; HOMA-IR, modelo de avaliagdo da homeostase
da resisténcia a insulina; LDL, lipoproteina de baixa densidade; HDL, lipoproteina de alta densidade;
COL, colesterol total; TG, triglicerideos; PCR, proteina C reativa; CAP, parametro de atenuagao

controlada; kPa, kilopascals.
Analises do enriquecimento de acidos graxos em eritrocitos dentro dos grupos

A Tabela 2 mostra o percentual de enriquecimento de acidos graxos em
eritrocitos entre o baseline e ap6s 6 meses de intervengdo dos pacientes randomizados
entre os grupos controle (n=19) ou n-3 (n=23). Dois pacientes (1 grupo controle ¢ 1
grupo controle) ndo puderam ser analisados na cromatografia e, portanto, foram
excluidos desta analise. O percentual de enriquecimento de DPA aumentou entre o
inicio 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 apds 6 meses, porém sem diferenca significativa, enquanto o percentual

de DHA reduziu significativamente no grupo controle [2,60 (2,13; 2,99) vs 2,14



(1,36;2,57); p = 0,050]. "

O percentual de enriquecimento em eritrocitos do AGS (4cido graxo saturado)
miristico reduziu no grupo n-3 [0,82 (0,21;1,77) vs 0,30 (0,14;0,66); p = 0,026] e dos
AGS palmitico, estearico, 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 ¢ 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 eritrocitos 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. Avaliagdo do enriquecimento de acidos graxos em eritrocitos de pacientes

com MASLD ap6s 6 meses da ingestdo de AGPI n-3 ou 6leo de oliva.

Variaveis Grupos Basal (n=19) Pos tratamento (n=23) p-

valor
Mediana nQ Mediana nQ

AG miristico (%) 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 palmitico (%) 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 estearico (%) 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 4424 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 araquidénico (%)  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 razio 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 sdo medianas, intervalos interquartis (IIQ). *Diferenca entre o valor basal e apds 6 meses de
intervencao no grupo controle e AGPI n-3: p < 0,05. O teste de Wilcoxon foi aplicado as variaveis
numéricas. Abreviaturas: AG, acidos graxos; AGS, acidos graxos saturados; AGMI acidos graxos
monoinsaturados; EPA, eicosapentaenoico; DPA, docosapentaendico; DHA, docosahexaenoico; AGPI,

acidos graxos poli-insaturados.
Analises de variaveis clinicas, bioquimicas e antropométricas dentro dos grupos

A comparagdo das medianas das variaveis clinicas, bioquimicas e antropométricas nao
apresentou diferenca significativa entre o baseline e 6 meses apds em ambos os grupos,
controle e n3. A analise de Wilcoxon revelou que ndo houve modificagdo significativa
do CAP, rigidez hepatica e dos biomarcadores FIB4, NFS, FAST score e Steato-ELSA
nos grupos controle e n-3 ao final de 6 meses. O desfecho primario do estudo, miR-122,
também nao se alterou entre o inicio e o final do tratamento com AGPI n-3 rico em EPA

(Tabela3).

Tabela 3. Avaliacdo antropométrica, bioquimica e clinica de pacientes com MASLD apods 6

meses da ingestdo de AGPI n-3 ou 6leo de oliva.

Variaveis Grupo Basal (n=20) Pos tratamento (n=24) p-

valor
Mediana 11Q Mediana 11Q

IMC (kg/m?) 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
For¢a 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/m?) 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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LDL (mg/dL)

HDL (mg/dL)

Glicemia de jejum

(mg/dL)

Insulina de jejum

(pUI/mL)

HOMA-IR

HbAIC (%)

AST (U/L)

ALT (U/L)

FAL (U/L)

GGT (U/L)

PCR (mg/dL)

FIB4

Controle
n-3
Controle
n-3
Controle
n-3
Controle
n-3
Controle
n-3
Controle
n-3
Controle
n-3
Controle
n-3
Controle
n-3
Controle
n-3
Controle
n-3
Controle
n-3
Controle
n-3
Controle
n-3
Controle
n-3
Controle
n-3
Controle
n-3
Controle

n-3

19,37
19,22
41,30
41,95
6,95
5,90
319,50
297,50
171,0
187,0
182,0
140,50
84,0
103,0
47,50
52,0
102,0
108,0
16,90
12,55
4,61
3,87
6,0
6,40
21,0
25,0
24,50
23,0
73,0
58,5
32,0
33,0
3,40
3,80
0,95
1,02

18,37;21,12
17,66;21,01
36,80;45,71
37,99;43,98
5,12;8,75
4,40;6,75
305,0;345,50
259,0;322,75

155,25;222,75

142,0;223,25
132,0;244,0

115,75;170,75

66,75;133,75
60,0;138,0
41,25;54,50
45,0;55,0
95,0;142,0
94,0;139,75
10,20;24,37
9,52;19,92
2,66;7,40
2,19;7,18
5,70,7,97
5,70;7,90
17,0;25,75
16,0;32,0
15,75;33,50
16,25;38,0
61,25;83,0
52,0;77,0
24,25:41,0
21,0;41,0
1,75:4,70
1,52;6,77
0,801,55
0,74;1,44

19,20
18,75
41,74
43,18
6,90
5,75

326,50

293,0

167,50

190,0
155,5
124,0
87,0
106,0
48,0
54,0
99,0
98,0
16,40
14,50
5,32
3,37
6,0
6,0
19,0
22,0
21,0
23,0
74,50
63,0
30,50
28,0
2,40
3,60
0,95
1,18

18,33;20,73
17,30;20,87
37,79;46,64
37,50;45,28
5,67;8,35
4,60;6,67

280,75;349,25
268,0;331,50
149,50;198,25

143,0;231,0
101,0;225,25
102,0;167,0
69,0;120,25
72,50;142,5
41,75;54,25
45,0;55,5
73,0;111,0
85,0;113,0
11,17;29,15
11,42;20,75
1,95;8,57
2,43:6,18
5,75;7,07
5,70,7,25
17,0;26,0
18,0;30,0
18,0;30,0
18,0;36,0
56,25:89,0
50,5;80,25
22,25:44,25
21,0;41,0
1,70;3,82
1,50;6,60
0,73;1,71
0,78;1,42

73
0,334

0,607
0,227
0,440
0,313
0,558
0,926
0,466
0,433
0,274
0,232
0,181
0,943
0,232
0,494
0,468
0,102
0,117
0,161
0,679
0,744
0,289
0,602
0,983
0,231
0,265
0,856
0,180
0,455
0,454
0,751
0,793
0,510
1,000
0,794
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 sdo medianas, intervalos interquartis (IIQ). *Diferenga entre o valor basal e apos 6 meses de
interven¢ao no grupo controle ¢ AGPI n-3: p < 0,05. O teste de Wilcoxon foi aplicado as variaveis
numéricas. Abreviagdes: IMC, indice de massa corporal; PC, perimetro da cintura; IMG, indice de massa
de gordura; IMM, indice de massa magra; GC, gordura corporal; CAP, pardmetro de atenuagdo
controlada; kPa, quilopascal; COL, colesterol total; TG, triglicerideos; LDL, lipoproteina de baixa
densidade; HDL, lipoproteina de alta densidade; HOMA-IR, modelo de avaliagdo da homeostase da
resisténcia a insulina; HbAlc, Hemoglobina glicada; AST, aspartato transaminase; ALT, alanina
transaminase; FAL, fosfatase alcalina, GGT, gama-glutamil transferase; PCR, proteina 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 Saide do Adulto; miR-122; microRNA
122.

Analise dos deltas absolutos de enriquecimento de eritrécitos e de variaveis
clinicas, bioquimicas e antropométricas entre os grupos
Observou-se, segundo o delta absoluto (Tabela 4), que o grupo n-3 apresentou
reducdo significativamente maior do percentual de AG miristico (p = 0,028) e aumento
significativamente maior do DPA (p = 0,005) ¢ do indice 6mega (p = 0,012) apds 6
meses de intervencdo comparado ao controle. O grupo controle apresentou redugdo
significativamente maior do enriquecimento de DHA em eritrocitos (p = 0,017)
comparado ao grupo n-3. Por fim, o grupo n-3 apresentou aumento significativamente
maior da forca muscular (p=0,050) quando comparado ao grupo controle e ndo foi
observada diferenca significativa quanto as demais variaveis de composi¢do corporal,
bioquimica e de avaliag@o da fibrose e esteatose hepaticas.
Tabela 4. Analise dos deltas absolutos do enriquecimento de acidos graxos em eritrocitos,

desfechos antropométricos, bioquimicos e clinicos de pacientes com MASLD de acordo com
grupos controle ¢ AGPI n-3.

Variaveis Grupo controle (n= 20) Grupo AGPI n-3 (n=24) p-
valor
AG miristico (%) 0,06 -0,38;0,50 -0,34 -1,40;0,04 0,028
AG palmitico (%) -6,27 -15,07;-2,34 -4,57 -8,01;0,00 0,172

AG estedrico (%) -4,37 -11,65;-0,96 -5,07 -7,11;-1,21 0,850



AGS total (%)
AGMI total (%)
EPA (%)

AG araquidonico (%)
DPA (%)
DHA (%)
AGPI total (%)
AGPI n-3 total (%)
Omega indice (%)
n-6/n-3 razio (%)
IMC (kg/m?)

PC (cm)’
Forga muscular (kgf)
IMG (kg/m?)
IMM (kg/m?)
GC (%)
Fibrose hepatica (kPa)
CAP (dB/m)
COL (mg/dL)
TG (mg/dL)
LDL (mg/dL)
HDL (mg/dL)

Glicemia de jejum
(mg/dL)
Insulina de jejum
(pUI/mL)
HOMA-IR

HbA1C (%)
AST (U/L)
ALT (U/L)
FAL (U/L)
GGT (U/L)
PCR (mg/dL)
FIB4
FLI
NFS
FAST score
Steato-ELSA

-10,68
-0,24
0,05
0,08
0,00
-0,46
2,10
1,88
-0,58
-0,19
0,51
0,76
-4,0
0,24
-0,30
0,55
0,45
-3,0
-9,50
-7,0
-2,0
-0,5

-10,50

3,50

-0,22
0,00
-1,0
-2,0
4,50
2,0
-0,20
-0,02
-2,0
-0,15
-0,02
0,02

-16,45;0,44
-15,46;15,91
-0,18;0,79
-0,61;0,55
-1,16;0,73
-1,29;-0,12
10,40;10,22
-2,98;7,28
-1,58;-0,07
-1,24;1,75
-1,32;1,02
-3,104,50
-15,75;2,0
-0,81;1,25
-0,54;0,39
-1,18;2,42
1,02;1,72
-29,5;38,75
-23,50;17,50
-62,0;17,0
-15,0;29,25
-3,0;1,0
-43,25;12,25

-3,70;11,65

-1,92;1,52
-0,62;0,30
-4,0;1,0
-6,0;5,0
-9,25;10,0
-9,0;10,75
-1,5;0,90
-0,08;0,15
-5,75;8,75
-0,68;0,14
-0,08;0,07
-0,08;0,07

7,49
6,26
0,77
-0,01
1,17
0,49
8,42
1,39
0,86
0,14
-0,20
0,75
5,0
0,39
-0,01
1,01
0,10
3,0
12,0
-8,0
14,0
-0,50
5,0

1,20

-0,18
0,00
0,00
2,0
-1,50
0,00
0,25
-0,005
0,00
-0,03
0,00
-0,02

-15,76;0,38
-16,59;10,56
-0,51;1,43
-0,21;0,33
0,14;1,69
-0,71;1,30
-3,16;17,56
-2,05;8,05
-0,63;2,17
-0,75;0,56
-0,89;0,91
2,92:4,95
-6,50;10,0
-0,67;1,12
-0,66;0,43
-1,63;1,89
-1,12:0,52
-16,0;22,75
-10,0;28,0
-42,0;14.0
-11,0;25,95
-4,75:9,0
-10,0;5,0

-4,07;4,37

-1,92;1,00
-0,40;0,30
-2,0;6,50
-2,0;11,0
-6,0;4,50
-10,0;5,75
-1,50;1,02
-1,70;0,21
-6,0;5,0
-0,27;0,90
-0,03;0,10
-0,07;0,02

0,465
0,400
0,340
0,697
0,005
0,017
0,300
0,953
0,012
0,930
0,500
0,860
0,050
0,951
0,845
0,608
0,160
0,786
0,252
0,893
0,443
0,806
0,568

0,409

0,686
0,667
0,152
0215
0,241
0,641
0,715
0,676
0,917
0,146
0,318
0,424

75
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miR-122 -0,001 -1126;0,132 -0,02 -8584;0,03 0,435

Os dados sao medianas e 11Q. O teste de Mann Whitney foi utilizado para variaveis numéricas.
Diferenca entre o grupo controle e AGPI n-3: p < 0,05. Abreviaturas: AG, acidos graxos; AGS,
acidos graxos saturados; AGMI, acidos graxos monoinsaturados; EPA, eicosapentaecnoico; DPA,
docosapentaendico; DHA, docosahexaenoico, AGPI, acidos graxos poli-insaturados. IMC,
indice de massa corporal; PC, perimetro da cintura; IMG, indice de massa de gordura; IMM,
indice de massa magra; GC, gordura corporal; CAP, parametro de atenuagdo controlada; kPa,
quilopascal; COL, colesterol total; TG, triglicerideos; LDL, lipoproteina de baixa densidade;
HDL, lipoproteina de alta densidade; HOMA-IR, modelo de avaliagdio da homeostase da
resisténcia a insulina; HbA 1c, Hemoglobina glicada; AST, aspartato transaminase; ALT, alanina
transaminase; FAL, fosfatase alcalina, GGT, gama-glutamil transferase; PCR, proteina 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 Satde do Adulto;
miR-122; microRNA 122.

Discussio

No presente estudo, observou-se que nos pacientes que receberam a
suplementagdo com AGPI n-3 em EPA houve maior enriquecimento percentual de
DPA, acido graxo 6mega-3 de cadeia longa intermediario entre o0 EPA e o DHA na via
metabolica, e aumento do indice 6mega, além de redugao significativa do percentual do
AGS miristico nos gloébulos vermelhos. Além disso, observou-se aumento da forca
muscular comparado ao grupo controle ap6s 6 meses de tratamento. No entanto, a
suplementagdo com AGPI n-3 rico em EPA ndo foi capaz de modificar a expressdo
relativa do miR-122 e melhorar os graus de fibrose e esteatose hepaticas em pacientes
com MASLD.

O aumento no percentual de enriquecimento do AGPI n-3 DPA no grupo n-3
apos 6 meses de tratamento sugere adesdo ao protocolo de suplementagdo. O DPA ¢
sintetizado a partir do EPA em uma rea¢do que envolve as enzimas elongase e delta 6-
desaturase e, entao, convertido a DHA (43). Em linha com nosso estudo, Murali et al
demonstraram que enquanto a suplementacdo 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 interconversdo de EPA e DPA ocorre
rapidamente e a concentracdo desses dois AGs esta associada enquanto a sintese de
DHA a partir do DPA ¢ limitada (45). O DPA ¢ percussor de resolvinas e protectinas e,
portanto, pode apresentar importante atividade bioldgica na resolugdo da inflamagéo
(11) levando a efeitos favoraveis do DPA em desordens metabdlicas, inclusive na
MASLD. Nesse sentido, o aumento da concentracdo de DPA esteve associada a reducido
da esteatose hepatica (46), associacdo inversa com a concentracdo plasmatica de
triglicerideos e PCR (11) e, ainda, melhora de marcadores cardiometabdlicos (47) e

reducdo de mortes por doengas cardiacas coronarianas(48).
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O aumento significativamente maior do indice 6mega no grupo n-3 em

comparagdo ao controle encontrado em nosso estudo reflete efeito da suplementacao
com AGPI n-3 rico em EPA. O indice 6mega ¢ a porcentagem de EPA + DHA na
membrana de eritrocitos e ¢ considerado um marcador da ingestdo de AGPI n-3 de longo
prazo e um biomarcador preditor por morte em individuos com doenca cardiaca
coronariana (49). O indice 6mega foi avaliado em outros estudos de suplementacao de
AGPI n-3 em pacientes com DHGNA como marcador da adesdo da suplementacdo e
dos efeitos positivos desses AGPI n-3 na doenga hepatica como melhora do perfil
lipidico, resisténcia a insulina, esteatose e fibrose hepaticas (23,50-52).

A redugao significativa do percentual de enriquecimento em eritrocitos do AGS
miristico ao final de 6 meses de tratamento no grupo n-3, redugdo que foi
significativamente maior no grupo interven¢ao comparado ao controle, demonstra efeito
protetor da suplementagdo com AGPI n-3 rico em EPA uma vez que o AG miristico €
um AGS associado a progressao da doenga hepatica (53). Os AGPI n-3 presentes no
o6leo de peixe podem modificar a expressao hepatica de genes de enzimas relacionadas
ao metabolismo lipidico (elongases e dessaturases), alterando a sintese endogena e
refletindo em alteragdes na concentracdo plasmatica de AG (54). O AGS miristico ¢ um
preditor da esteatohepatite ndo alcodlica e potencializa os efeitos lipotdxicos do acido
palmitico que participa da lipogénese de novo, uma das vias de actmulo de
triglicerideos em hepatocitos, e € o acido graxo mais citotoxico para o figado, associado
a lesdao e morte celular (53,55-57).

A redugdo dos AGS palmitico e estedrico nos grupos n-3 e controle encontrada
em nosso estudo ¢ protetora para a progressdo da doenca, uma vez que maiores
concentragdes desses AGs foram associadas ao maior grau de fibrose hepatica (9).
Diferente dos nossos achados, Parker et al. ndo encontraram diferenca significativa da
concentracdo de AGS em eritrocitos entre o inicio e o final do tratamento de 12 semanas
com 6leo de peixe ou 6leo de oliva (controle) em homens com sobrepeso, porém a dose
do 6leo 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 sao derivados da dieta(59), nossa hipotese ¢ que a redugdo dos AGS nos
grupos controle e n-3 pode indicar alteragdo do metabolismo endégeno promovido por
ambos os suplementos, com efeito favoravel adicional do AGPI n-3 que também reduziu
o percentual do acido miristico.

Em nosso estudo, a suplementacdo com AGPI n-3 rico em EPA aumentou
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significativamente a for¢ca muscular de pacientes com MASLD comparado ao controle.

Embora ndo tenham sido encontrado estudos que tenham avaliado o efeito do 6leo de
peixe sobre a forca muscular em pacientes com MASLD ou DHGNA, a associacdo da
reducdo da for¢a muscular e sarcopenia com pior prognostico, fibrose hepatica
significativa e aumento da mortalidade nesses pacientes ja foi previamente
descrito(60,61). A avaliacdo da forca muscular em pacientes com MASLD ¢ um dado
relevante e estratégias terapéuticas que possam melhorar esse parametro, como
demonstrado com a suplementagdo com AGPI n-3, podem ter efeito positivo no
desfecho clinico desses individuos. Em linha com nosso estudo, Santo Andre et al.
encontraram em metanalise publicada em 2023 que a suplementa¢do de n-3 foi
associada ao aumento da for¢a muscular, sem alteracdo da massa, em individuos adultos
¢ idosos (62). Alkhedhairi et al. suplementaram 4g/dia de AGPI n-3 do 6leo de krill por
6 meses e encontraram aumento da forca muscular pela avaliacdo for¢a de preensdo em
individuos idosos(63). E possivel que o efeito do n-3 se deva a sua propriedade anti-
inflamatoria (63,64) uma vez que o estado inflamatério de baixo grau presente em
determinadas doencgas e no processo de envelhecimento esta associado a reducdo da
forca e da massa muscular(65). Além disso, os AGPI n-3 podem estimular a biogénese
mitocondrial muscular e reduzir o conteiido total de triglicerideos musculares e
intramiocelulares, modificando a fibra ¢ melhorando a fungdo muscular(66).

Nosso estudo ndo encontrou efeito do AGPI n-3 rico em EPA na fibrose e
esteatose hepaticas, em contraste com outros trabalhos (23,50,51,67). O EPA e o DHA
tem diferentes mecanismos de acdo e o DHA parece ser mais efetivo em melhorar a
resisténcia a insulina e reduzir a sintese hepatica de lipideos, por meio da supressdo da
enzima acido graxo sintetase, prevenindo assim acumulo de lipideos nos hepatocitos e
a progressao da doenca hepatica em ratos (68). Corroborando com esse achado, Depner
et al. também concluiram, em animais, que o DHA foi mais efetivo que o EPA em
reduzir a inflamagao, estresse oxidativo, fibrose e dano hepatico(69). Em humanos com
DHGNA, o estudo WELCOME demonstrou associacdo entre a reducdo da esteatose
hepatica, avaliada por ressonancia magnética, e o percentual de enriquecimento de DHA
em eritrocitos, mas ndo de EPA (23). Em linha, Hodson et al. encontraram modificagdes
favoraveis na sensibilidade a insulina e no metabolismo hepatico de lipideos, com
aumento da oxidagdo hepatica de lipideos e reducdo da lipogénese de novo, em
individuos com DHGNA e aumento do enriquecimento de DHA em eritrocitos >

2%(70).
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Assim, nossa hipdtese ¢ que ndo foram encontrados resultados favoraveis na

fibrose ou esteatose hepaticas de paciente com MASLD devido a composi¢do da
suplementagdo (rico em EPA). Estudos anteriores demonstraram que a suplementacao
de EPA e DHA em proporg¢ao mais equilibrada ou com maior propor¢ao de DHA pode
ser mais efetivo na melhora da doenca hepatica. Nesse contexto, Argo et al
suplementaram pacientes com DHGNA com 3g/dia de 6leo de peixe (sendo 35% EPA
e 25% DHA) por 12 meses e encontraram melhora da esteatose hepatica pela
ressonancia magnética, sem melhora histologica (52). Capanni et al. utilizaram 1g/ dia,
sendo EPA/DHA na razdo 0,9/1,5, por 12 meses ¢ Nogueira et al suplementaram
0,945mg/dia (sendo 16% EPA e 21% DHA) por 6 meses e encontraram melhora
histologica, de triglicerideos, enzimas hepaticas, glicemia de jejum e da ecogenicidade
e indice de perfusdo doppler pelo ultrassom em pacientes com DHGNA (51,67).
Corroborando com esses dados, Cansancgao et al suplementaram 3g/dia de 6leo de peixe
com 80% DHA e 20% EPA por 6 meses e encontraram melhora na fibrose hepatica de
pacientes com DHGNA (50).

Este foi o primeiro ensaio clinico com AGPI n-3 rico em EPA que avaliou a
modifica¢do na expressdo relativa do miR-122 e o segundo estudo em humanos com
DHGNA que avaliou o efeito da suplementacdo de AGPI n-3 sob o miR-122. No6s ndo
encontramos efeito do AGPI n-3 rico em EPA na modulagdo do miR-122 apds 6 meses
de suplementagdo. Em linha, Cansancdo et al. ndo encontraram modificagdo do miR-
122 apos suplementacdo com oleo de peixe rico em DHA em pacientes com DHGNA.
Por outro lado, Baselga-Escudero encontraram reducdo da expressdo do miR-122 apds
suplementag@o com 6leo de peixe rico em DHA em ratos com obesidade e dislipidemia,
no entanto, o miR-122 foi avaliado em tecido hepatico (71) e, em nosso trabalho e no
Cansancdo et al., a avaliacao da expressao relativa do miR-122 foi realizada em plasma,
0o que pode contribuir para justificar as divergéncias encontradas. Em humanos,
enquanto a concentragdo sérica do miR-122 parece estar aumentada em pacientes com
DHGNA e positivamente associada a progressao da doenca , a expressdo desse miRNA
parece estar reduzida no parénquima hepatico desses pacientes em comparagdo a
individuos saudaveis(15,72,73).

Nosso estudo tem pontos fortes e limitagdes. Como limitagdo, apontamos o uso
da EHT (Fibroscan®) para avaliagdo da fibrose e esteatose hepaticas. Embora a
avaliagdo pelo Fibroscan® seja indicada para pacientes com MASLD (74), o mesmo ndo

¢ considerado padrdo ouro, como bidpsia (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 bidpsia ou ressondncia magnética. Como ponto forte, ressalta-se que o
presente estudo ¢ o primeiro ensaio clinico brasileiro randomizado duplo cego e
controlado que avaliou os efeitos do n-3 rico em EPA em individuos com MASLD. Até
0 momento, ndo existem medicamentos aprovados para tratar a MASLD e ¢ importante
que o paciente siga o tratamento clinico para as comorbidades metabolicas associadas.
O padrio-ouro ¢ a mudanga de estilo de vida com intervengdo dietética e atividade
fisica(3). Assim, o presente estudo pode contribuir com evidéncias sobre opg¢des de
tratamento para MASLD, norteando acerca da composi¢do ideal (EPA ¢ DHA) do 6leo
de peixe para um efeito positivo sobre fibrose e esteatose. Além disso, apenas um estudo
piloto havia avaliado até o momento a modulagdo do miR-122 por n-3 rico em DHA
nesses pacientes com DHGNA (50) e ndo foram encontrados estudos que avaliaram o
efeito do suplemento rico em EPA sobre a for¢a muscular de pacientes com MASLD.
Como conclusdo, nosso estudo evidenciou que a suplementacdo com AGPI n-3
rico EPA pode aumentar o percentual de enriquecimento de eritrocitos de DPA e o
indice 6mega em comparacao ao controle apds 6 meses de tratamento sugerindo adesao
ao uso da suplementag@o. Além disso, o grupo n-3 apresentou reducdo do percentual de
AGS miristico e aumento da for¢a muscular. No entanto, ndo foi observada melhora dos
graus de fibrose e esteatose hepaticos e modificacdo da expressdo relativa de miR-122

em individuos com MASLD.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Houve adesdo ao protocolo de intervengdo e isso foi identificado devido ao
aumento do percentual de DPA e do indice 6mega no grupo que recebeu o suplemento de
AGPI n-3 enquanto as concentragcdes desses marcadores ndao se modificaram no grupo
controle. A suplementagdo com AGPI n-3 em EPA promove a melhora do perfil lipidico em
eritrocitos e aumenta a forga muscular de pacientes com MASLD podendo contribuir como
estratégia terapéutica adjuvante para o tratamento da sarcopenia, condi¢do que se associa a

piores desfechos clinicos em pacientes com doenga hepatica cronica.

A suplementagdo com AGPI n-3 ndo modificou a expressao do miR-122
avaliada no plasma e ndo melhorou a esteatose e¢ a fibrose hepaticas em pacientes com
MASLD e, portanto, sugerimos mais estudos, com outras composi¢des de suplemento
(propor¢des de EPA e DHA), dose e tempo de tratamento que avaliem o efeito AGPI n-3 nos
desfechos clinicos de pacientes com MASLD e, ainda, outros miRNAs como alvos

terapéuticos.
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ANEXO 1

FICHA DE COLETA DE DADOS

IDENTIFICACAO
N° prontuério Data da entrevista ( /o )
VARIAVEIS DO PACIENTE
SOCIO DEMOGRAFICAS
Nome do paciente:
Idade: Data de Nascimento (  / / )
Sexo 1.( ) F 2.( )M Numeracio na pesquisa:
Ocupacgao: Escolaridade (anos de | Renda familiar
( ) 1. Empregado estudo concluidos): (salarios minimos):
( ) 2. Autdnomo ( ) 1. nenhum ()1 <1
( ) 3. Desempregado ()2 1la3 ()2 1a3
( ) 4. Aposentado ()3.4a7 ( )3.4a6
() 5. Pensionista ()4 8all ()4 Te+
( ) 6. Do lar ()5 12e+
() 7. Dependente ( ) 9. Ignorado
DADOS ANTROPOMETRICOS E COMPOSICAO CORPORAL
Avaliacido Nutricional Tempo 0 | Avaliacdo Nutricional Tempo 1
1. Peso (Kg): 1. Peso (Kg):
2. Altura (cm): 2. Altura (cm):
3. IMC (Kg/m?): 3. IMC (Kg/m?):

4. Perimetro de cintura (cm):

4. Perimetro de cintura (cm):

5. Perimetro do quadril (cm):

5. Perimetro do quadril (cm):

6. Perimetro do pescogo (cm):

6. Perimetro do pescogo (cm):

7. Perimetro da panturrilha (cm):

7. Perimetro da panturrilha (cm):

8. Relacdo cintura/estatura:

o)

. Relagdo cintura/estatura:

9. Relagdo cintura/quadril:

Ne)

. Relacdo cintura/quadril:

10. Indice de adiposidade corporal:

10. indice de adiposidade corporal:

11. Dinamometria:

11. Dinamometria:

12. Calorimetria (GER):

12. Calorimetria (GER):
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13. % Pred Harris-Benedict:

13. % Pred Harris-Benedict:

14. Bioimpedancia (TMB):

14. Bioimpedancia (TMB):

15. Massa gorda total:

15. Massa gorda total:

16. Resisténcia:

16. Resisténcia:

17. Reactancia:

17. Reactancia:

18.Massa magra total:

18.Massa magra total:

19. Angulo de fase:

19. Angulo de fase:

20. Nivel de atividade fisica:

20. Nivel de atividade fisica:

EXAMES LABORATORIAIS

Exame bioquimicos

Tempo 0

Exame bioquimicos

Tempo 1

Triglicerideos

Triglicerideos

Colesterol total

Colesterol total

LDL-colesterol

LDL-colesterol

HDL-colesterol

HDL-colesterol

Aspartato aminotransferase

Aspartato aminotransferase

(AST/TGO) (AST/TGO)

Alanina aminotransferase Alanina aminotransferase
(ALT/TGP) (ALT/TGP)

Relagdo AST/ALT Relagdo 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

Proteinas totais

Proteinas totais

Plaquetas

Plaquetas

RESULTADO ULTRASSONOGRAFIA

Esteatose leve () Esteatose moderada () Esteatose grave ()

RESULTADQO 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 MEDICACOES

(INCLUIR MEDICAMENTOS SOB PRESCRICAO, SEM PRESCRICAO E FITOTERAPICOS)

Medicacao

Dose

Frequéncia

DOENCAS PREEXISTENTES:




ANEXO 2

RECORDATORIO DE 24H:

112

Alimentagdo / Preparagio

Medidas Caseiras

Quantidade (g)

Desjejum

Hora :

Local :

Colagao

Hora :

Local:

Almogo

Hora :

Local :

Lanche :

Hora :
Local :

Jantar :

Hora :

Local :

Ceia :

Hora :

Local :

Observagoes:
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ANEXO 3

AVALIACAO DO NiVEL DE ATIVIDADE FiSICA (IPAQ VERSAO CURTA)
Para responder as questdes lembre que: atividades fisicas VIGOROSAS sdo aquelas que precisam de um grande
esforgo fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal e atividades fisicas MODERADAS sao aquelas
que precisam de algum esforgo fisico e que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal.

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por pelo menos 10 minutos continuos
de cada vez.

1a. Em quantos dias da altima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10 minutos continuos em casa ou no
trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de
exercicio?

Dias _ por SEMANA ( ) Nenhum
1b. Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no total vocé gastou
caminhando por dia?

Horas: Minutos:

2a. Em quantos dias da Gltima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por pelo menos 10 minutos
continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta, nadar, dangar, fazer ginastica aerdbica leve, jogar volei
recreativo, carregar pesos leves, fazer servigos domésticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer, aspirar,
cuidar do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar moderadamente sua respiragdo ou batimentos do coragio
(POR FAVOR NAO INCLUA CAMINHADA)

Dias _ por SEMANA ( ) Nenhum

2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10 minutos continuos, quanto tempo
no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?
Horas: Minutos:

3a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades VIGOROSAS por pelo menos 10 minutos
continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica aerdbica, jogar futebol, pedalar rapido na bicicleta, jogar
basquete, fazer servigos domésticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar no jardim, carregar pesos elevados
ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO sua respiragdo ou batimentos do coragao.

Dias  por SEMANA ( ) Nenhum
3b. Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no
total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

Horas: Minutos:
Estas ultimas questdes sdo sobre o tempo que vocé 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 li¢do de casa visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo TV. Nao inclua o tempo gasto
sentando-se durante o transporte em Onibus, trem, metrd ou carro.

4a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?
Horas: Minutos:

4b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de semana?
Horas: Minutos:



ANEXO 4

Questionario AUDIT
1. Com que frequéncia consome bebidas que contém alcool? [Escreva o numero
gue melhor corresponde a sua situacao. ]

menos de um vez por més

pelo menos uma vez por més

pelo menos uma vez por semana

diariamente ou quase diariamente

4. Nos Gltimos 12 meses, com que frequéncia se apercebeu de que ndo

conseguia parar de beber depois de comecgar?
0 = nunca

1 = menos de um vez por més

2 = pelo menos uma vez por més

3 = pelo menos uma vez por semana

4 = diariamente ou quase diariamente

5. Nos ultimos 12 meses, com que frequéncia nao conseguiu cumprir as

tarefas que habitualmente lhe exigem por ter bebido?

0 = nunca

1 = menos de um vez por més

2 = pelo menos uma vez por més

3 = pelo menos uma vez por semana

4 = diariamente ou quase diariamente

6. Nos ultimos 12 meses, com que frequéncia precisou de beber logo de manha

para "curar" uma ressaca?

0 = nunca

1 = menos de um vez por més

2 = pelo menos uma vez por més

3 = pelo menos uma vez por semana

4 = diariamente ou quase diariamente

7. Nos ultimos 12 meses, com que frequéncia teve sentimentos de culpa ou de

remorsos por ter bebido?

nunca

menos de um vez por més

pelo menos uma vez por més

3 = pelo menos uma vez por semana

4 = diariamente ou quase diariamente

8. Nos ultimos 12 meses, com que frequéncia ndo se lembrou do que

aconteceu na noite anterior por causa de ter bebido?

0 = nunca

1 = menos de um vez por més

2 = pelo menos uma vez por més

3 = pelo menos uma vez por semana

4 = diariamente ou quase diariamente

9. Ja alguma vez ficou ferido ou ficou alguém ferido por vocé ter bebido?
0 = ndo

1 = sim, mas ndo nos ultimos 12 meses

2 = sim, aconteceu nos ultimos 12 meses

10. Ja alguma vez um familiar, amigo, médico ou profissional de salde
manifestou preocupacao pelo seu consumo de alcool ou sugeriu que deixasse
de beber?

0 = nao

1 = sim, mas ndo nos ultimos 12 meses

2 = sim, aconteceu nos ultimos 12 meses

0 = nunca

1 = uma vez por més ou menos

2 = duas a quatro vezes por més

3 = duas a trés vezes por semanas

4 = quatro ou mais vezes por semana

2. Quando bebe, quantas bebidas contendo alcool
consome num dia normal?

0 = uma ou duas

1 = trés ou quatro

2 = cinco ou seis

3 = de sete a nove

4 = dez ou mais

3. Com que frequéncia consome seis bebidas ou mais nhuma @nica ocasido?
0 = nunca

1

2

3

4

N = O
o
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ANEXO 5

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Modulacao epigenética por acidos graxos poli-insaturados n-3 na doenga hepatica gordurosa
ndo alcoolica.
2021/2022

Termo de esclarecimento:

- Os participantes serdo abordados no ambulatorio de figado do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho e, apds consulta com os médicos, serdo informados sobre o que
acontecera no estudo, os beneficios, riscos e procedimentos que serdo realizados no estudo.

- Vocé esta sendo convidado a participar voluntariamente do projeto de pesquisa: “Efeito da
suplementagdo com acidos graxos N-3 em miRNAs circulantes, biomarcadores hepaticos e
desfechos clinicos empacientes com doenga hepatica gordurosa nao alcodlica, come sem
polimorfismo PNPLAS3: ensaio clinico randomizado”. O estudo tem como objetivo saber se a
ingestdo do 6leo de peixe rico em gorduras poli-insaturadas, ou seja, o 0mega 3, ajuda na
melhora do colesterol, dos triglicerideos; da glicose; ¢ de exames que avaliam a inflamag&o no
seu corpo; a quantidade de outras gorduras como a quantidade de 6mega 3 no seu sangue; e
outros exames que vao avaliar se o suplemento que vocé consumiu vai causar melhora na
gordura do figado. Também serd avaliado o consumo alimentar, ou seja, 0 que vocé costuma
comer ¢ serdo feitas medidas de peso, altura, quadril, cintura, pesco¢o, composi¢do corporal ¢
gasto de energia. Estas informag¢des podem ser muito importantes para seu acompanhamento.

Procedimentos:

-Apos sua assinatura ao TCLE o pesquisador responsavel e pesquisador colaborador do estudo
irdo consultar seu prontuario para completar uma ficha com os resultados dos seus exames que
vocé realizar a pedido do seu médico no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho como
a ultrassonografia e o FibroScan™;

-Vocé recebera um papel com a marcagdo para coletar sangue, fazer o exame FibroScan™ e
ser atendido pela equipe de nutri¢do da pesquisa. Tudo sera realizado, se possivel, no mesmo
dia, em dois momentos diferentes, um inicial e outro apos 6 meses.

-Nos dias marcados vocé deve ir Hospital Universitario Clementino Fraga Filho na parte da
manha e precisa ficar 12 horas sem comer nenhum alimento antes de tirar o sangue, mantendo-
se em jejum para demais avaliagdes. Sera coletado 15 ml do seu sangue que ¢ mais ou menos
2 colheres de sopa. Nesse mesmo dia serdo feitas as medidas de peso, altura, cintura, quadril,
panturrilha e do pescogo e avaliacdo por meio da bioimpedancia, da calorimetria indireta e do
dinamometro, para isso vocé precisa estar com roupas leves como blusa e calga ou bermuda.
-O seu sangue sera armazenado em freezer a -80°C somente durante o periodo da pesquisa para
as avalia¢des discutidas com vocé e para repetir algum exame caso seja necessario, depois
desse periodo ele sera descartado, ou seja, vai para o lixo;

-Vocé respondera perguntas sobre sua alimentac¢do, consumo de alcool, se realiza exercicios
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fisicos e se é fumante;
-Depois dessas avaliagdes ainda no mesmo dia vocé sera sorteado para entrar em um dos grupos
que receberdo os suplementos, ou seja, capsulas. Serdo dois grupos: o grupo 1 recebera 6leo
de peixe (capsulas de 6mega 3 contendo mais 6leo de peixe), os componentes do 6leo de peixe
ajudam a melhorar a inflamagdo e a diminuir a gordura no seu figado; e o grupo 2 recebera o
placebo com oleo de oliva, para avaliar se o componente do 6leo de peixe ajuda no tratamento
da doencga. Todos os grupos deverdo tomar 4 capsulas todos os dias nos horarios que for
orientado pelo pesquisador durante 6 meses. As capsulas serdo entregues a cada 2 meses,
aproximadamente, pela equipe da pesquisa. Durante este periodo, serdo feitos contatos
semanais para acompanhar a ingestao das capsulas e possiveis efeitos indesejaveis. A escolha
do grupo ndo sera feita por vocé nem pelo pesquisador, vocé ndo saberd em que grupo esta
somente quando a pesquisa acabar ¢ que vocé tera essa informagao;
-As capsulas dos suplementos alimentares deverdo ser mantidas longe da luz e no frasco que
foi entregue. Esclarecemos que os dois suplementos nao possuem em sua composi¢cao nenhuma
substancia toxica e serd feito segundo as normas de higiene e seguranga alimentar, sendo
fornecido por uma empresa responsavel e ndo oferece nenhum risco a sua satde;
-Para o estudo vocé tera que disponibilizar 2 dias no Ambulatério de Hepatologia do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho;

Riscos/Desconfortos:

-A capsula de 6leo de peixe é um suplemento alimentar regulamentado e vendido em farmacias
e drogarias e ndo apresenta efeitos colaterais. A dose do 6leo de peixe utilizada nesta pesquisa
ja foi testada e aprovada em outros estudos e sera fornecida para nossa pesquisa direto do
fabricante farmacéutico, colaborador da pesquisa, sem custo nenhum para o participante da
pesquisa. As medidas de peso, altura, medida da cintura, da panturrilha, do pescogo e do quadril,
bioimpedancia, calorimetria indireta, dinamometria ¢ a avaliacdo dos alimentos que vocé
consume ndo oferecem riscos. Os equipamentos de bioimpedancia, calorimetria indireta ¢
dinamometria sdo simples, ndo invasivos, ou seja, ndo apresentam risco, ndo causam dor ou
agressdo. Os participantes da pesquisa serdo submetidos a coleta de sangue para realizar exames
laboratoriais incluidos no estudo, com riscos de dor e hematoma no local da coleta. O
FibroScan™ exame realizado para avaliar a quantidade de gordura no seu figado ¢ indolor,
rapida e ndo oferece exposi¢do a radiacao.

Despesas, compensacdes e beneficios:

-Vocé ndo terd que pagar nada para participar do estudo e ndo terd gastos com a sua
participacdo. Vocé ndo terd que pagar nada para o laboratorio responsavel pelos exames. Vocé
tem direito, em qualquer momento, de pedir ao pesquisador responsavel uma copia do resultado
de seus exames.

-Ocorrer ressarcimento, ou seja, cobertura em compensagdo exclusiva de despesas
decorrentes da participacao do participante da pesquisa no projeto. Se existir qualquer despesa
adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa;

-Em caso de qualquer complicagdo clinica decorrente dos procedimentos realizados durante a
pesquisa vocé tem direito a tratamento que sera fornecido pelo pesquisador principal e pelo
Instituto de Nutricdo Josué de Castro-UFRJ, bem como, as indenizagdes legalmente
estabelecidas. Isso quer dizer que, caso vocé tenha algum problema, direto ou indireto, vocé
devera avisar ao pesquisador ou a alguém da equipe para que possa receber assisténcia integral
de saude pelo tempo que for necessario sem nenhum custo a voce;
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-Vocé recebera os resultados dos exames que realizar durante o estudo e podera tirar todas as
davidas com os pesquisadores do estudo; Além disso, todos os participantes independente do
grupo ao final do estudo, terdo acesso gratuito e por tempo indeterminado por parte do
patrocinador, aos melhores métodos terapéuticos que se demonstraram eficazes nesse estudo,
caso seja necessario de acordo com os resultados e a pedido do médico do estudo ou do seu
médico pessoal (assistente);

Alternativas e informacoes:

-E garantida a liberdade de querer ndo participar do projeto de pesquisa ou de retirar o
consentimento a qualquer momento, no caso da aceitagdo, sem qualquer prejuizo a
continuidade de seu tratamento na Institui¢do; Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso
ao profissional responsavel: Wilza Arantes Ferreira Peres e demais pesquisadores: Lygia
Nestal Barroso e Jéssica Silva Salarini que poderao ser encontrados através do(s) telefone(s):
(21)98899-1472 e (21) 99719-8323. Se voce tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética
da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho/HUCFF/UFRJ. O Comité de Etica em Pesquisa é um
orgdo que controla as questdes éticas das pesquisas na institui¢do (UFRJ) e tem como uma das
principais fungdes proteger os participantes da pesquisa de qualquer problema. Seu endereco ¢
na Rua Prof. Rodolpho Paulo Rocco, n.° 255 — Cidade Universitaria/llha do Fundao - Sala
01D-46/1° andar - pelo telefone 3938-2480, de segunda a sexta-feira, das 8 as 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 exposi¢do de seu corpo, sua imagem,
dados de prontuario, julgamentos expressos em questionarios, etc. A confidencialidade se refere
a responsabilidade sobre as informagdes recebidas ou obtidas em exames e observagdes pelo
pesquisador em relacdo 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 participagdo na
pesquisa serdo utilizados apenas para os fins propostos no protocolo (Res. CNS 466/12).

- Os procedimentos serdo adotados pelos responsaveis por este estudo no intuito de proteger a
confidencialidade das informagdes que vocé forneca. As informagdes serdo codificadas e
mantidas num local reservado o tempo todo. Somente os pesquisadores principais envolvidos
neste estudo terdo acesso as informagdes e aos questionarios. Apos o término deste estudo, as
informagdes serdo transcritas dos questionarios para arquivos no computador e serdo mantidos
em local reservado. Porém, o acesso permanecera restrito aos mesmos pesquisadores. Os dados
deste estudo poderdo ser discutidos com pesquisadores de outras instituicdes, mas nenhuma
identificacdo sera fornecida, portanto serdo confidenciais como a lei determina, caso vocé
conceda permissdo para isso. Os resultados serdo discutidos com vocé e enviados para o seu
médico.

CONSENTIMENTO
Eu acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes 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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decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo,
os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participagdo ¢ isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e sem a perda de
atendimento nesta Instituicao ou de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido. Eu receberei
uma via desse Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido (TCLE) e a outra ficara com o
pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que eu (ou meu
representante legal) e o pesquisador responsavel deveremos rubricar todas as folhas desse
TCLE e assinar na tltima folha.

Nome do Participante da Pesquisa Assinatura do Participante da Pesquisa
Data: / /

Nome do Pesquisador Responsavel Assinatura do Pesquisador Responsavel
Data: / /_
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ANEXO 6

PUBLICACAO DO PROTOCOLO DO ESTUDO
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Protocol

Effect of fish oil supplementation on the concentration of miRNA-122, M
FGF-21 and liver fibrosis in patients with NAFLD: Study protocol for a @&
randomized, double-blind and placebo-controlled clinical trial

Lygia N. Barroso *”, Jessica Salarini *°, Nathalie Carvalho Leite °,
Cristiane A. Villela-Nogueira ®, Alberto Davalos ©, Maria das Gragas Tavares Carmo *,
Wilza Arantes Ferreira Peres

2 Josué de Castro Nutrition Institute, Federal University of Rio de janeiro, Carlos Chagas Filho Avenue, 367/CCS - Block J2, University Gty—Ilha Do Fundao,
Rio de janero, RJ, Brazl

® School of Medicine, Clementino Fraga Filho University Hospital, Federal University of Rio de Janeiro, Prof. Rodolpho Paulo Rocco Street, 255 - University
City—Iha Do Fundao, Rio de Janeiro, R, Brazil

 lab y of Epi ics of Lipid Metabolism, Madrid Institute for Advanced Studies (IMDEA), Madrid, Spain

ARTICLE INFO SUMMARY

Artide history: Background & aims: To date, no specific drugs are available for non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD),

Received 17 February 2023 though the effect of fish oil supplementation on improving fibrosis in patients with NAFLD has been

Accepted 25 june 2023 evaluated. N-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) may modulate the concentration of microRNAs
(miRNAs) and fibroblast growth factor (FGF)-21, which have been identified as non-invasive markers of

Kk'yWOv"dS-' ) liver fibrosis. The present study aims to evaluate whether n-3 PUFA supplementation can modulate

T« Sawos miRNA-122 and FGF-21 and improve liver fibrosis and steatosis, measured by transient hepatic elas-

Non-alcholic fatty liver disease K {iavinn oy 5
Omega 3 tography (THE), in individuals with NAFLD.

N-3 polyunsaturated fatty acids Methods: A randomized, double-blind, placebo-controlled clinical trial will be conducted to evaluate the
Transient hepatic elastography effect of 4 g/day supplementation of fish o0il (2100 mg EPA and 924 mg DHA) in patients with NAFLD over
miRNAs a 6-month period. Fifty-two patients aged > 19 years will be randomly assigned to either a placebo (olive
oil) or treatment (fish oil) group. Anthropometric data, food intake, physical activity, body composition,
resting energy expenditure (evaluated using indirect calorimetry), liver enzymes, platelets, lipids and
glucose profile, inflammatory markers (such as C-reactive protein, neutrophil/lymphocyte, platelet/
lymphocyte, and monocyte/lymphocyte ratios), miRNA-122 and FGF-21 concentration, and incorporation
of fatty acids into the erythrocyte membrane (analyzed using gas chromatography) as well as the degree
of liver fibrosis and steatosis assessed using THE (Fibroscan® Touch 502, Paris, France) and liver bio-

o §mrriteadinad Corecdie of Adiile Liaslel Datee. §i
Nl LOnNgituGing: XUdy O AGul nidantn, rally Livi

fodaw AIALI N Cibencic Comen

rscloars Comsbo Do 2
MGER, VALY rioiosis SToiE,

markers Steato-Bra
Fibrosis-4 score, and FibroScan-AST score will be evaluated at the beginning and end of the treatment.
Continuous variables with normal distribution will be compared between placebo and intervention
groups using Student's T test for independent samples; continuous non-parametric variables will be
compared using Dunn or Mann—Whitney test. Associations between categorical variables will be
analyzed using the chi-square test, and within-group differences will be evaluated using the Wilcoxon
signed-ranks test. The criterion for determining significance will be set at 5%,
Conclusion: The present study protocol will investigate the supplementation of EPA-rich fish oil as an
alternative treatment for NAFLD and its feasibility in affecting the concentration of miRNA-122 and FGF-
21 markers. Its findings will offer valuable contributions to the literature.
Registration: ReBEC number RBR-8dp876.

© 2023 European Society for Qinical Nutrition and Metabolism. Published by Elsevier Ltd. All rights

reserved.

* Corresponding author. Nutrition and Dietetic Department, Josué de Castro Nutrition Institute, Federal University of Rio de Janeiro, 367, CCS, Block J2, University City, Ilha
do Fundao, Rio de Janeiro, R| 21941-590, Brazil.
E-mail address: wikza@nutricao.ufrj.br (WA. Ferreira Peres)

https://doi.org/10.1016/j.clnesp.2023.06.027
2405-4577|© 2023 European Society for Clinical Nutrition and Metabolism. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is defined by the
presence of 5% hepatic steatosis in individuals lacking secondary
causes of fat accumulation in hepatocytes. It has an evolutionary
character and may progress to steatohepatitis with fat accumu-
lation accompanied by inflammation with or without liver
fibrosis followed by cirrhosis and hepatocellular carcinoma [1].
NAFLD has increased rapidly in prevalence, impacting approxi-
mately 25% worldwide and 30.45% in South America. It is
considered the hepatic manifestation of metabolic syndrome and
presents common risk factors such as visceral obesity, dyslipi-
demia, and insulin resistance [2]. Diagnosis may be performed
using non-invasive tests, which do not reflect liver histology.
Liver biopsy remains the gold standard but has limited applica-
tion owing to its invasive nature. No specific drugs are approved
to treat NAFLD; therefore, the main recommendation is lifestyle
modification [1,3-5].

N-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFAs) include eicosa-
pentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) acids, which seem to
have positive effects in patients with NAFLD, although no recom-
mendations exist regarding dose, treatment duration, and
EPA—DHA ratio. However, these lipids have anti-inflammatory ef-
fects, improve insulin signaling, appear to increase resting energy
expenditure (REE), and reduce visceral fat accumulation [6—8]. In
patients with NAFLD, studies with supplementation have shown an
association with reduced liver enzymes, triglycerides, and choles-
terol; increased high-density lipoprotein; improved hepatic stea-
tosis and fibrosis; and body mass index (BMI) (Supplementary
material 1) [9-17].

MicroRNAs (miRNAs) and fibroblast growth factor 21 (FGF-21)
are noninvasive biomarkers of liver disease. MiR-122 corresponds
to 70% of the total miRNAs expressed in the liver, and its main
function is to regulate hepatic lipid metabolism [ 18—20]. FGF-21 is
mainly secreted by the liver and has metabolic actions associated
with insulin sensitivity and lipid and carbohydrate metabolism
[21]. In humans, the concentrations of miR-122 and FGF-21 are
positively correlated with histological changes characterized by
fat accumulation in hepatocytes, lobular inflammation, and he-
patic fibrosis [21—-26). The dietary modulation of miRNAs and FGF-
21 as potential therapeutic targets has been a research goal
[27-30].

Although research has identified the possibility of modulating
miRNAs and FGF-21 through EPA and DHA supplementation
[30,31], few studies have explored this topic in association with
hepatic steatosis and fibrosis, and none have evaluated the effect of
EPA-rich fish oil on miR-122 from humans with NAFLD. Greater
clarity is needed regarding n-3 PUFA composition, dose, and
treatment time for improving NAFLD. In the present study, the ef-
fect of 4 g/day supplementation of fish oil (2100 mg EPA and
924 mg DHA) in patients with NAFLD over a 6-month period will be
evaluated.

1.1. Study objectives

This study protocol aims to evaluate whether EPA-rich fish oil
can reduce miR-122 concentration in patients with NAFLD and to
identify the effect of EPA-rich fish oil supplementation in improving
the degree of hepatic fibrosis and steatosis and reducing FGF-21
concentration. The exploratory objectives are to evaluate the ef-
fects on hepatic enzyme reduction, lipid and glucose profile
improvement, inflammatory parameters, body composition,
anthropometry, and REE.

ns
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2. Materials and methods
2.1. Design

The present article is a double-blind, placebo-controlled,
randomized clinical trial protocol that involves selecting patients
aged 20 years or older, of both sexes, diagnosed with NAFLD. This
research takes place at the Clementino Fraga Filho University
Hospital and Bonsucesso Federal Hospital in Rio de Janeiro,
Brazil. The patients will be recruited from the hepatology
outpatient clinics of both hospitals. A total of 52 patients will be
recruited; 26 will be allocated to each group during a 6-month
period, an intervention time supported by previous studies for
incorporating n-3 PUFA into the erythrocyte membrane and ef-
fect. Outcomes will be evaluated at the end of this period, as
shown in Fig 1, according to the Standard Protocol Items: Rec-
ommendations for Intervention Trials [ 12,32,33). Fig. 2 presents a
flowchart of the study participants. Registration: ReBEC number
RBR-8dp876.

2.2. Eligibility criteria

Eligible participants will be men and women aged 20 years or
older with a previous NAFLD diagnosis established by abdominal
ultrasound and/or liver biopsy after exduding other causes of liver
steatosis. Patients who present conditions that could influence the
outcomes or interpretation of results, such as: 1) liver cirrhosis; 2)
viral hepatitis; 3) fever or present infection; 4) cancer with or
without chemotherapy and radiotherapy; 5) autoimmune diseases
and /or those with greater inflammatory potential, such as inflam-
matory bowel diseases, stage IV and V chronic kidney disease, and
systemic lupus erythematosus; 6) transplantation, trauma, surgery,
or hospitalization in the last 30 days; 7) current use of steroids,
non-steroidal anti-inflammatory drugs, or immunomodulatory
agents; 8) use of n-3 PUFA supplement or other medications that
influence liver enzymes, like silymarin, in the last 3 months prior to
the study; 9) pregnancy and lactation; and 10) Alcohol Use Disor-
ders Identification Test score [ 34] greater than or equal to 8 will not
be eligible.

2.3. Recruitment

Patients are selected for recruitment by consulting the ultra-
sound and|or liver biopsy abdominal exams, used to establish the
diagnosis, as well as the other eligibility criteria in the patient’s
medical record in the outpatient clinic. Patients identified as
eligible will be approached in the waiting room for medical
consultation, informed about the research, and invited to
participate. Telephone contact information will be recorded to
schedule a return on a specific day to continue the research.
Seven days before the date set for data collection, telephone
contact will be made to provide information about the conditions
for carrying out the exams. All participants will provide written
informed consent, and the local Ethics Committee has approved
the study protocol.

2.4. Randomization and blinding

Randomization will be performed by the research coordinator
using a system available at http://www.random.org and sent to the
pharmacist responsible for blinding the supplements. All others,
including patients, collaborators (nursing and medical technicians),
and researchers, will be blinded to the treatment provided.
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STUDY PERIOD

Enrolment | Allocation

Post-allocation

TIMEPOINT Baseline

Month
2

Month
3

Eligibility screen

Informed consent

AUDIT application

Allocation

INTERVENTION:

4.0g/day of fish oil

4.0g/day of olive oil

ASSESSMENTS:

Primary outcome:

miR-122

Secundary outcome:
Liver stiffness

Liver steatosis
FGF-21

Hepatic Biomarkers (Steato-
ELSA, FLI, NFS, FIB-4, FAST
score)

Exploratory Outcomes:

Laboratory tests (glycidic and
lipid metabolism, hepatic and
inflammatory markers)

Anthropomelry

Body composition

Resting energy expenditure
Physical activity

Food intake

Adherence assessment

Fig. 1. Recommendations for intervention studies (SPIRIT): schematic diagram on the participants’ timeline. Abreviations. AUDIT, Alcohol Use Disorders Identification Test; miR-122,
MicroRNA122; FGF-21, Fibroblast growth factor 2; Steato-ELSA, Steato-Brazilian Longitudinal Study of Adult Health ALL Fatty Liver Index; NFS, NAFLD Fibrosis Score; FIB-4, Fibrosis-4

score; FAST score, FibroScan-AST.

In the present parallel-type randomized clinical trial protocol,
patients will be randomized in equal proportions into two groups
(1:1). Group | — Intervention (fish oil) will contain 26 patients
who will receive four capsules per day containing 1 g of fish oil,
totaling approximately 2100 mg of EPA and 924 mg of DHA per
day. Group Il — Placebo (olive oil) will contain 26 patients who
will receive four capsules containing 1 g of refined olive oil each,
totaling approximately 2800 mg of oleic acid per day. The groups
will receive these supplements for a 6-month period. Both cap-
sules are soft and yellowish in color without any coding, and the

ne

fish oil capsules are deodorized, thus maintaining double
blinding.

2.5. Intervention

In the first visit for data collection, partidpants will receive and
sign a free and informed consent form before engaging in the
following procedures: anthropometry, electrical bioimpedance,
indirect calorimetry, blood collection by a trained professional,
performance of transient hepatic elastography (THE; Fibroscan),
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Exclusions
Consultation of medical records and identification of eligible patients
Ineligible { )
> Refusal ( )
v

Others ( )

Recruitment
Consent 7 days before: telephone

Initial collection

v

contact for scheduling and
guidance

Randomization and delivery of capsules (DO)

s 4

v

4,0g/day of olive oil (N = 26)

4,0g/day EPA-rich fish oil (N=26)

D60/D120

Delivery of more capsules

Collection of previously delivered boxes and control of leftovers

Adherence control and
tolerance by telephone
contact

l

D180

End of supplementation and post treatment data collection

Fig. 2 Flowchart of study partidpants.

and collection of the results of recent biochemical tests (last 3
months) by consulting the medical records. The first 24-h recall
(R24h) will be applied for dietary assessment, and physical activity
level will be performed using the International Physical Activity
Questionnaire.

After these procedures, two boxes containing the capsules will
be provided with guidelines for use and storage. N-3 PUFA sup-
plements contain small amounts of vitamin E to prevent oxidation
of n-3 PUFA double bonds. Each capsule contains 525 mg of EPA
and 231 mg of DHA. Refined olive oil containing 750 mg of oleic
acid is used as the placebo. Each bottle contains 120 capsules.
Tolerance and adherence to supplementation will be monitored
through telephone contact by message and, when necessary, by
call every fortnight to assess supplementation intake and count
the capsules supplied and leftovers. In addition, patients will be
instructed to return 2 months later to fetch another 2 bottles and
deliver the previous bottles for leftover control and adherence
monitoring.

Patients will be instructed to store the capsules under refriger-
ation and take them at specific times so they do not forget and
consume them separately from bulky meals to minimize the risk of
side effects and aftertaste. Participants will not receive nutritional
counseling, will be instructed to maintain their usual lifestyle, and
will be encouraged to contact the study staff with any questions
throughout the intervention. After 6 months of follow-up, patients
will repeat all analyses performed at the beginning of the study.

120

2.6. Outcomes

2.6.1. Primary outcome

The primary outcome will be the ability of EPA-rich fish oil,
compared to placebo, to reduce miR-122 concentration in NAFLD
patients after 6 months. We will evaluate the miRNA in patient
plasma samples before and after supplementation.

2.6.2. Secondary outcome

The secondary outcome will be the ability of EPA-rich fish oil,
compared with placebo, to reduce the concentration of FGF-21 and
improve the degrees of hepatic fibrosis and steatosis estimated
using THE (Fibroscan®) and liver biomarkers. The following
markers will be used to estimate liver fibrosis: NAFLD Fibrosis
Score, Fibrosis-4 score, and FibroScan-AST score. The Steato-
Brazilian Longitudinal Study of Adult Health and Fatty Liver Index
will be used for steatosis. All these markers will be evaluated at the
beginning and end of treatment (baseline and at the end of the 6th
month).

2.6.3. Exploratory variables

The ability of EPA-rich fish oil supplementation, compared with
placebo, to produce effects on anthropometry (BMI and visceral
adiposity markers such as waist [WC], hip [HC], and neck [NC]
circumferences and body adiposity index [BAI]), body composition
(total body fat content and muscle mass), REE, inflammatory
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markers (C-reactive protein and neutrophil/lymphocyte, platelet/
lymphocyte, and monocyte/lymphocyte ratios), and biochemical
assessment (lipemia, metabolism of carbohydrates, liver enzymes,
albumin, and platelets) will be evaluated in the initial collection
and at the end of the 6th month of intervention. For control pur-
poses, the level of physical activity and food intake (calories and
macronutrients) as well as alcohol intake will also be monitored. All
the aforementioned variables will be evaluated as described in the
following section.

2.7. Data collection and management

2.7.1. Blood collection

The participants will undergo peripheral blood collection by a
properly trained professional, using two separate Vacutainer®
tubes, one containing ethylenediaminetetraacetic acid and the
other without anticoagulant, after an overnight fast for 12 h. These
tubes will be placed in a centrifuge for 15 min at 3000 revolutions
per minute (rpm) to separate plasma, erythrocytes, and serum and
stored at —80 °C for further analysis [35].

2.7.2. Quantification of miRNA expression

Total RNA will be extracted from plasma samples using the
miRNeasy kit (Qiagen, Hilden, Germany), following the manufac-
turer's instructions. The TagMan® Advanced miRNA Assay Kit
(Applied Biosystems, Foster City, California, USA) will be used to
obtain cDNA. Real-time quantitative will be performed using the
TagMan® Fast Master Mix [2x] and the specific primer for the
analyzed miRNA, in addition to the miRNA used as a normalizer, in
triplicate. Quantitative reverse transcription PCR will be performed
using the StepOnePlus system [36]. The relative expression of miR-
122 will be calculated using a calibration control sample. The re-
sults will be analyzed using the delta Cycle Threshold (AACT)
method as previously described by Livak et al. [37].

2.7.3. Quantification of FGF-21 concentration

The serum concentration of FGF-21 will be evaluated using an
enzyme-linked immunosorbent assay kit (ELABSCIENCE, USA). All
measurements will be performed in a private laboratory (LEAC LAC,
Sao Paulo, Brazil) according to the manufacturer's recommendations.

2.7.4. Determination of fatty acid profile in erythrocytes

Red blood cell samples will be subjected to lipid extraction,
saponification, and direct alkaline methylation using an adaptation
of the method proposed by the American Oil Chemists’ Society
AOCS 2b-11 [38). Four milligrams of the internal standard C13:0
(Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA), 100 mg of erythrocytes, and

Table 1
Presentation of biomarker formulas used to estimate liver steatosis.
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5 mLofsodium hydroxide in 0.5 M of methanol will be added to the
tube. The tubes will be manually poured and placed in a water bath
for 15 min at 100 °C with agitation (4 rpm). After cooling, 5 mL of
BF3—CH30H (Sigma—Aldrich, Saint Louis, MO, USA) will be added,
and the mixture will be placed in a water bath at 100 °C and stirred
for 2 min.

Subsequently, the tubes will be cooled again, and 5 mL of hexane
and 3 mL of saturated sodium chloride will be added. The samples
will be maintained at room temperature for approximately 2 h for
transesterification. Following the chromatographic conditions
described above [39], fatty acids will be quantified on a GC 7890 A
Chromatograph equipped with a hydrogen flame ionization de-
tector and EZChrom Elite Software CDS (Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, CA, USA) using an SP 2560 capillary column (bisulo-
propyl polysiloxane, 100 m x 0.25 mm ID, 0.20 um thickness;
Supelco, Bellefonte, PA, USA). The methyl esters of fatty acids will be
identified by retention time relative to standards (Reference Stan-
dard GLC 463, Nu-Chek Prep, Inc., Elysian, MN, USA), which are
expressed as percentages in this study. The omega 3 index will be
calculated by adding the % EPA and % DHA in erythrocytes; it
considered good patient adherence to supplementation when the
index is greater than 80%

2.7.5. Assessment of laboratory markers

Data will be obtained by consulting the medical records and
considering 1) liver parameters: alanine aminotransferase (ALT),
aspartate aminotransferase (AST), AST/ALT ratio, alkaline phos-
phatase, gamma-glutamyl transferase, platelets, total protein, al-
bumin, international normalized ratio, and activity time of
prothrombin; 2) metabolic parameters: fasting blood glucose,
fasting insulin, glycated hemoglobin, triglycerides, total cholesterol,
low-density lipoprotein, and high-density lipoprotein; and 3) in-
flammatory/hematological parameters: C-reactive protein and
neutrophil/lymphocyte, platelet/lymphocyte, and monocyte/
lymphocyte ratios over the past 3 months [40].

2.7.6. Assessment of hepatic steatosis and fibrosis

Steatosis and fibrosis will be evaluated using the biomarkers
described in Tables 1 and 2. Biomarkers will be calculated using the
Hepatic-app and HepCalc available for download for Apple and
Android systems [41-47].

Hepatic steatosis and fibrosis will also be evaluated using THE
with FibroScan® Touch 502 (Echosens, Paris), operated by an
experienced professional, using model M or XL probes, after over-
night fasting. The degree of hepatic fat accumulation will be
measured by controlled attenuation parameter (CAP), expressed in
dB/m and ranging from 100 to 400 dB/m. Liver stiffness will be

Steato-ELSA [2.71828 ((0.0823 x BMI) + (0.0337 x WC) + (0.0596 x HOMA—IR) + (0.0036 x TG)+ (0.0173 x ALT) — (0.0124 x AST) — 6.6434)/
1+ 271828 ((0.0823 x BMI) + (0.0337 x WC) + (0.0596 x HOMA—IR) + (0.0036 x TG)+ (0.0173 x ALT) — (0.0124 x AST) 6.6434)]
U [e (0953 log (TG) +0,137x BMI <0718 log (GGT) <0.053x WC — ls.us)m‘ (eQ953x log (TG) +0,137x BMI +0.718x log (GGT) +0.053x log (W) — )l

Abreviations: BMI, body mass index; WC, waist circum f ; IR, insulin r

e; TG, triglycerides; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase;

e, exponential, log, logarithm; GGT, gamma glutamyltransferase; Steato-ELSA, Steato-Brazlian Longitudinal Study of Adult Health; FLI, Fatty Liver Index

Table 2

Presentation of biomarker formulas used to estimate liver fibrosis.
NFS [1.675 + 0.037 x age (years) + 0.094 x BMI + 1.13 x diabetes (yes = 1/no = 0) + 099 x AST/ALT ratio — 0.013 x platelets (x109/L) — 0.66 x albumin
FIB-4 (age (years) x AST)/(platelets/1000) x square root of ALT
FAST score e(—1 65 <107 x In(kPa) <2 66x10-8 = CAP3 -633 x AY‘)Il e c(—! 65 +1.07 x In(kPa) <2 66x10-8 = CAF3 -633 x AST')

Abreviations: BMI, body mass index; ALT, alanine aminotransfer ase; AST, aspartate aminot e e, exp

ial log, logarithm; GGT, gamma glutamyltransferase; CAP,

controlled attenuation parameter; kPa, kilopascals; NFS, NAFLD Fibrosis Score; FIB, Fibrosis-4 score; FAST score, FibroScan-AST score.
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expressed in kilopascals (kPa), ranging from 1.5 to 75 kPa, with a
precision of 0.5 kPa. The examination will be performed with the
patient in the supine position with the right arm in maximum
abduction, and hepatic stiffness will be measured between the
sixth and seventh intercostal spaces in the midaxillary line. The
evaluation results will be expressed as the median of 10 valid CAP
measurements for steatosis and liver stiffness for fibrosis, consid-
ering a success percentage greater than 60% and an interquartile
range (IQR) below 30% of the median CAP and liver stiffness values
[48—50). The cut-off points for the stages of fibrosis and steatosis
are presented in Table 3 [51-53].

2.7.7. Anthropometry and body composition

The participants will be instructed to wear light clothing that
allows for adequate collection of anthropometric measurements.
All variables will be measured twice. The current weight will be
obtained using a calibrated mechanical scale (Fillizola®), and
height will be measured using a platform-type stadiometer with
the patient positioned vertically with arms extended along the
body, shoulders relaxed, heels together, and head positioned in the
Frankfurt plane.

With regard to adiposity markers, WC, HC, and NC will be
measured using a flexible and inelastic tape. WC will be measured
at the midpoint between the last rib and iliac crest [54]. HC will be
measured with the patient standing at the most prominent point
between the waist and thigh, at the level of maximum glute
extension. NC will be measured at the height of the cricothyroid
cartilage and below the laryngeal prominence in men. Addition-
ally, BAI will be calculated using the formula BAI = [Hip/
(height x \/height)] — 18 [55].

Body composition will be assessed using a portable tetrapolar
Biodynamics® device, model 450 (TBW, Sao Paulo, Brazil), con-
sisting of two sets of two aluminum foil electrodes, which will be
subdivided into four terminals. The electrodes will be positioned on
the foot and right hand of the patient lying in the supine position,
without shoes, watches, or other metals, with the arms relaxed
along the body and legs stretched and apart. In the foot, the distal
electrode is located at the base of the middle toe and the proximal
electrode just above the ankle between the medial and lateral
malleolus. In the right hand, the distal electrode is located at the
base of the middle finger, and the distal electrode is just above the
wrist joint line, coinciding with the styloid process [56—58). Using
this device, it is possible to obtain the fat mass (% and kg) and fat-
free mass (% and kg). Patients will be instructed to fast, avoid
alcohol and caffeine intake ( coffee, tea, chocolate), and not perform
physical activity in the last 8 h prior to the test. Owing to the
presence of electrical current, patients with a pacemaker and
metallic prosthesis will be excluded from the bioimpedance
assessment [56].

Table 3
Cut-off points for steatosis and liver stiffness by Fibroscan®.
Stages Cut-off Points
Hepatic steatosis [51]
>S0 248 dB/m
>S1 268 dB/m
>82 280 dB/m
Liver stiffnes [52,53)
M probe XL probe
F2 7.0 kPa 6.2 kPa
F3 87 kPa 7.2 kPa
F4 103 kPa 7.9 kPa
Legend: >S0, mild ste : >S1 dl >S2, severe steatosis; F2,

significant fibrosis; F3, advanced fibrosis; F4, cirrhosis,
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2.7.8. Physical activity level

To assess the level of physical activity before and after the
intervention, the short version of the International Physical Activity
Questionnaire validated for the Brazilian population will be used
[59].

2.7.9. Resting energy expenditure

The REE will be assessed using the Fitmate® portable calorim-
eter (Cosmed, Italy) previously validated in other studies [60,61].
For evaluation, the patient must rest for 10—20 min prior to and
throughout the measurement period. A minimum of 5 h of fasting;
abstinence from alcohol; no physical activity; and abstinence from
nicotine, caffeine, and other stimulants are recommended [62,63].

According to the manufacturer's instructions in previous
training, the mask will be attached to the patient's face, covering
the mouth and nose, and adjusted by means of elastic straps until it
is firm, comfortable, and hermetically closed, eliminating possible
air inlets or leaks. The reading will last 15 min, and the first five
tests will be discarded. Finally, the result will be printed, and the
REE of the evaluated patient will be provided [64].

2.7.10. Dietary assessment

Dietary intake will be analyzed by applying a 24-h recall (R24h)
before and after the intervention on two typical days in person and
on one day considered atypical by telephone. For greater quality in
the collection of these data, the application of the R24h is based on
the Multiple Pass Method of the US. Department of Agriculture
[65]. Household measures will be converted into units of mass and
volume using the Table for the Evaluation of Food Consumption in
Household Measures, and average energy intake and macronutri-
ents will be analyzed based on the Brazilian Table of Food
Composition [66,67).

2.7.11. Feasibility and safety

The feasibility of the intervention will be evaluated based on the
ability of EPA-rich fish oil supplementation, compared to placebo,
to produce effects on miR-122 and FGF-21 concentrations, hepatic
steatosis and fibrosis, anthropometry, body composition, energy
expenditure of rest, hepatic biomarkers, biochemical evaluation of
the lipid profile, carbohydrate metabolism, and inflammatory
markers. The use of these clinical results allows the assessment of
the potential effectiveness of the intervention and provides infor-
mation for future research and evidence for the treatment of
NAFLD.

Safety will be monitored through telephone contact (call andfor
message) and questions about symptoms of treatment intolerance.
The use of capsules should be discontinued if it is impossible to use
the gastrointestinal tract and in case of diarrhea (three or more
liquid bowel movements per day) or any other sign of intolerance
and reintroduced after improvement of the dinical picture within 7
days. If the patient continues to have symptoms that make it
impossible to return to treatment, the patient must be excluded
from the research.

We have ensured that both supplements are provided by
responsible companies and do not pose any risk to the health of the
participants. They are regulated and sold in pharmacies. The dose of
fish oil used in this research has already been tested in other studies
[12,68] and is provided for our research directly from the phar-
maceutical manufacturer and research contributor.

2.8. Data management
All data will be collected in standardized forms developed

specifically for the present study. They will then be entered elec-
tronically into spreadsheets and stored securely and will only be
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accessible by authorized members of the team, guaranteeing the
confidentiality of the participants’ information. The original study
forms will be kept on a file and stored for a period of three years
after completion of the study.

2.9. Data quality

To guarantee the quality of the data collected, the following
measures will be adopted: training of researchers for a total dura-
tion of 48 h and elaboration of a standard operating procedure with
instructions for the collection and preparation of biological samples
inaddition to the collection instruments used in the research. After
data collection, the forms will be reviewed immediately by the
person who applied them and later by a second reviewer to mini-
mize possible completion errors. In addition, the research co-
ordinators will actively participate in data collection work,
supervising the progress of the processes on several occasions.

2.10. Sample size

The sample size will be calculated based on the study by
Capanni et al. which assessed the effect of n-3 PUFAs in patients
with NAFLD [13]. That study found no benefits in individuals from
the control group and biochemical and ultrasonographic im-
provements in 64% of patients from the treatment group. There-
fore, the following parameters were considered: significance level
o = 5% (bilateral), power of the 1-p test = 80%, and expected
difference in the absolute delta of biochemical parameters be-
tween the relatively “large” groups (effect size >1.0). According to
GPower 3.1.9.2 for Wilcoxon-Mann-Whitney two independent
groups testoption, the minimum number was 18 cases per group.
Assuming a dropout rate of up to 25%, 52 patients will be included
in the study [13].

2.11. Statistical methods

Statistical analyses will be performed using the SPSS statistical
package for Windows version 22.0. The Kolmogorov—Smirnov test
will be performed to assess adherence to the normal curve to assess
the symmetry of the distribution curve of the variables. Categorical
variables will be expressed as absolute or relative frequencies;
continuous variables with normal distribution by mean and stan-
dard deviation; and non-parametric variables as median, mini-
mum, and maximum or IQR, as appropriate.

For the evaluation of the dependent variables between the
placebo and intervention groups, the means between two groups of
continuous variables will be compared using the Student's T test for
independent samples, and the medians will be compared using the
Dunn or Mann—W hitney test if they follow normal or non-normal
distribution, respectively. Associations between categorical vari-
ables will be analyzed using a chi-square or Fisher's exact test. The
contingency coefficient (C) will be used to measure the degree of
association between the variables. Parametric correlations will be
tested using Pearson's correlation coefficient, and non-parametric
correlations will be tested using Spearman's coefficient. Differ-
ences in changes according to the allocation group will be
compared using the Wilcoxon signed-rank test. The significance
determination criterion will be set at 5%.

3. Discussion

The present study is the first Brazilian randomized placebo-
controlled clinical trial to evaluate the effects of EPA-rich n-3
PUFA supplementation in individuals with NAFLD, evaluating
several parameters associated with the disease. A systematic
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review with meta-analysis published in 2020 highlighted the need
for further studies to assess the dose—response of PUFA n-3 in
NAFLD [12]. Thus, as a strength, it is intended to contribute evi-
dence about the dose and time of treatment necessary for an effect
on fibrosis and steatosis and to elucidate whether there is a
reduction in miR-122 and FGF-21 concentrations with fish oil
supplementation. Only one pilot study evaluated the modulation of
miR-122 by DHA-rich n-3 PUFA in these patients [36], and only two
studies evaluated FGF-21 in humans with NAFLD [30,69]. Neither of
the studies that evaluated the effect of fish oil supplementation on
the concentration of FGF-21 related the findings with imaging tests
or biomarkers for the evaluation of liver fibrosis and steatosis.

To date, there are no approved drugs to treat NAFLD. It is
important that the patient follows clinical treatment for the asso-
ciated metabolic comorbidities. According to the American Asso-
ciation for the Study of Liver Disease (AASLD), the gold standard is
lifestyle change with dietary intervention and physical activity
aiming to reduce body weight and improve histological parameters
[1). Thus, additional therapies, such as AGPI n-3, have been
researched for the treatment of this disease [1,70,71).

Owing to its recognized effect in the treatment of hyper-
triglyceridemia, the AASLD recommends the use of fish oil specif-
ically in NAFLD patients with hypertriglyceridemia [1]. The
European Society for Clinical Nutrition and Metabolism consensus
recognizes that, although there is a trend towards improvement in
hepatic steatosis with fish oil at a dose of 4 g/day, further studies
are still needed to recommend its use [70]. Considering their
metabolic effects, n-3 PUFAs show potentially promising results in
NAFLD by improving fibrosis, hepatic steatosis, and risk factors for
disease progression [9,72—75] MiR-122 and FGF-21 modulation are
also possible pathways by which n-3 PUFAs can exert their actions
inliverdisease [27,30,76] although the necessary dose and duration
of treatment are not clearly established.

Finally, considering the growing prevalence of NAFLD as well as
its evolutionary potential for cirrhosis, the main cause of liver
transplantation [77], as well asthe absence of specific therapies
aimed at its treatment, which is based on whether lifestyle modi-
fication has low long-term adherence, the present work can help
guide guidelines on treatment options for NAFLD.

Progress of the research

Data collection is in progress until the calculated sample size is
reached.
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Abbreviations

AASLD  American Association for the Study of Liver Disease
ALT Alanine aminotransferase

AST Aspartate aminotransferase

BAI Body adiposity index

BMI Body mass index

CAP Controlled attenuation parameter
DHA Docosahexaenoic acid

e Exponential

EPA Eicosapentaenoic acid

FGF-21  Fibroblast growth factor 21

HC Hip circumference

IQR Interquartile range

Kpa Kilopascals

miRNAs  MiaoRNAs
n-3 PUFA n-3 Polyunsaturated fatty acids

NAFLD  Non-alcoholic fatty liver disease
NC Neck circumference

R24H 24-h recall

REE Resting energy expenditure
RPM Rotations per minute

THE Transient hepatic elastography
WC Waist circumference
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