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Resumo 
D’AMICO T. P. Potencial Quimiopreventivo de Lipídios Estruturados obtidos da 
Tributirina e Tricaprilina na fase de promoção da hepatocarcinogênese experimental. 
2022. p.92, Tese (defesa doutorado direto) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2022. 

 
A quimioprevenção do câncer refere-se ao uso de compostos naturais ou sintéticos para prevenir 

o desenvolvimento das neoplasias antes do estabelecimento da malignidade. O ácido butirico 

(AB) atua como um potente quimiopreventivo na hepatocarcinogênese, reduzindo o número e o 

tamanho de lesões pré neoplásicas persistentes (pLPN), induzindo a apoptose e modulando 

mecanismos epigenéticos. Já o ácido caprílico (AC), além da sua atuação como potencializador 

de absorção, vem sendo investigado na área da prevenção do câncer. Neste cenário, o objetivo 

do trabalho visa avaliar a atividade quimiopreventiva de lipídios estruturados (EST) obtidos por 

interesterificação enzimática da tributirina com a tricaprilina, na fase de promoção da 

hepatocarcinogênese experimental. Após o processo de interesterificação, o produto final 

apresentou novos triacilgliceróis com composição de duas moléculas de ácido butírico para uma 

de ácido caprilíco. Ratos machos isogênicos da linhagem Fischer 344 foram submetidos ao 

modelo do hepatócito resistente, sendo distribuídos em dois grupos e tratados diariamente por 

via intragástrica com lipídios estruturados (EST) ou com o seu controle isocalórico, a 

maltodextrina (MD), durante a fase de promoção. Como esperado, não houve diferença 

estatística (p>0,05) em relação ao peso inicial e final dos animais dos grupos MD e EST, o que 

indica ausência de toxicidade dos compostos administrados. Na análise macroscópica do fígado, 

foi observada uma redução de 33,3% no grupo EST em relação ao número médio de nódulos 

macroscópicos em comparação ao grupo MD, porém essa redução não atingiu diferença 

estatística (p>0,05). Para a avaliação das lesões pré neoplásicas (LPN) foi utilizada a marcação 

imunoistoquímica para glutationa-S-transferase (GST-P). O grupo EST apresentou uma redução 

no número de lesões em remodelação e total GSTP-P+, quando comparado com o grupo MD 

(p<0,05). Quando avaliada a % de corpúsculos apoptóticos e índice de proliferação celular, não 

houve diferença estatística entre os grupos (p>0,05). Animais tratados com lipídios estruturados 

apresentaram maiores (p<0,05) concentrações de AC e AB por grama de tecido hepático em 

relação ao tratamento com maltodextrina. Em relação aos danos no DNA, o grupo EST resultou 

em cometas de comprimentos menores (p<0,05), menores níveis de ƴ-H2AX (p<0,05) e maiores 

concentrações de p53 nuclear, quando comparados aos animais que receberam maltodextrina, 

sugerindo uma proteção contra danos no DNA no grupo tratado com EST. Os resultados 

mostraram que o tratamento com EST resultou em ações efetivas na fase de promoção da 

hepatocarcinogênese experimental. 

Palavras-chaves: Carcinoma hepatocelular, quimioprevenção, neoplasia, biotecnologia, lipídios 

estruturados, tributirina, tricaprilina. 



ABSTRACT 
 
 
D'AMICO T. P. Chemopreventive Potential of Structured Lipids Obtained from Tributyrin 
and Tricaprylin in the Promotion Phase of Experimental Hepatocarcinogenesis. 2022. p.92, 
Thesis (direct doctoral defense) – Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of São 
Paulo, São Paulo, 2022. 

 
Cancer chemoprevention refers to the use of natural or synthetic compounds to prevent the 

development of neoplasms before the establishment of malignancy. Butyric acid (AB) acts as a 

potent chemopreventive in hepatocarcinogenesis, reducing the number and size of persistent pre- 

neoplastic lesions (pLPN), inducing apoptosis and modulating epigenetic mechanisms. Caprylic 

acid (CA), in addition to its role as an absorption enhancer, has been investigated in the area of 

cancer prevention. In this scenario, the objective of this work was to evaluate the 

chemopreventive activity of structured lipids (EST) obtained by enzymatic interesterification of 

tributyrin with tricaprylin, in the phase of promotion experimental hepatocarcinogenesis. After the 

interesterification process, the final product presented new triacylglycerols with a composition of 

two molecules of butyric acid to one of caprylic acid. Isogenic male Fischer 344 rats were 

submitted to the resistant hepatocyte model, divided into two groups and treated daily 

intragastrically with structured lipids (EST) or with its isocaloric control, maltodextrin (MD), during 

the promotion phase. As expected, there was no statistical difference (p>0.05) in relation to the 

initial and final weight of the animals in the MD and EST groups, which indicates the absence of 

toxicity of the administered compounds. In the macroscopic analysis of the liver, a reduction of 

33.3% was observed in the EST group in relation to the mean number of macroscopic nodules 

compared to the MD group, but this reduction did not reach a statistical difference (p>0.05). For 

the evaluation of pre-neoplastic lesions (PNL) immunohistochemical staining for glutathione-S- 

transferase (GST-P) was used. The EST group showed a reduction in the number of remodeling 

lesions and total GSTP-P+, when compared to the MD group (p<0.05). Animals treated with 

structured lipids had higher (p<0.05) concentrations of AC and AB per gram of liver tissue 

compared to treatment with maltodextrin. Regarding DNA damage, the EST group resulted in 

comets of shorter lengths (p<0.05), lower levels of ƴ-H2AX (p<0.05) and high concentration of 

nuclear p53, when compared to animals that received maltodextrin, suggesting protection against 

DNA damage in the EST treated group. The results showed that EST treatment resulted in 

effective actions in the promotion phase of experimental hepatocarcinogenesis. 

Keywords: Hepatocellular carcinoma, chemoprevention, neoplasia, biotechnology, structured 

lipids, tributyrin, tricaprylin. 
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1) INTRODUÇÃO  
 

1.1. Dieta, Nutrição e Câncer 
 

A discussão a respeito de uma alimentação saudável vem sendo 

especulada há muitos anos, desde a época do velho testamento. Um exemplo a 

ser citado é do Profeta Daniel, o qual foi um israelita de linhagem nobre, levado 

de Judá para a Babilônia, em aproximadamente 605 a.C., para servir o rei 

Nebuchadnezzar do Império Babilônico.  

Durante o seu mandato, o rei determinou que fossem servidas aos jovens 

capturados, entre eles o Daniel, as mesmas iguarias que eram servidas no 

banquete real (carnes vermelhas e vinho). Porém, Daniel propôs no seu coração 

não se contaminar com a porção das iguarias do rei. Isso porque possivelmente 

o alimento real era conflitante as regras alimentícias estabelecida na Lei de 

Moisés. Daniel então conversou com o Rei para estabelecer um acordo para que 

durante dez dias fosse servido a Daniel e três amigos apenas legumes e água. 

Ao final dos dez dias, eles seriam examinados e comparados com os demais 

jovens que estavam se alimentando com as iguarias do palácio. Após dez dias, 

Daniel, Hananias, Mizael e Azarias estavam com aspecto mais saudável do que 

qualquer outro jovem (DANIEL 1:5-20). 

Muitos estudos apontam para uma relação entre fatores ambientais e o 

desenvolvimento de doenças crônicas não transmissíveis (DCNT), que 

constituem um dos maiores problemas de saúde publica no mundo (STEWART, 

2014). Entre elas, destaca-se o câncer, que ocupa o segundo lugar em 

mortalidade, atrás somente das doenças cardiovasculares.  

A hipótese dessa relação ganhou força por meio de estudos que 

comparavam indivíduos com idades semelhantes de diferentes lugares do 

mundo, com as taxas de surgimento da doença. Eles observaram que a taxa de 

incidência não seguia o padrão esperado para uma doença de causa apenas 

genética. Apesar dessas observações não terem sido suficientes para apontar a 

origem da doença, foram necessárias para mostrar que existem diferentes 

fatores envolvidos com a sua origem (DOLL, PETO, 1981). A partir disso, as 

pesquisas relacionando dieta, nutrição e câncer crescem exponencialmente 

(DOLL, PETO, 1981).  
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Os fatores de risco relacionados com a incidência do câncer podem estar 

ligados às características individuais e ambientais, como exposição a 

substâncias nocivas e estilo de vida. Os cinco principais fatores de risco 

relacionado ao estilo de vida são: elevado índice de massa corporal, baixo 

consumo de frutas e hortaliças, sedentarismo, etilismo e o tabagismo 

(MENTELLA et al., 2019). As pesquisas que avaliam os fatores que contribuem 

para o desenvolvimento da doença determinam que entre fatores ambientais, o 

fator dietético representa de 30 a 35% (ANAND et al.,2008; BAENA, SALINAS, 

2014). 

Evidências científicas mostram que a adoção da dieta mediterrânea, ou 

seja, aumento no consumo de frutas, legumes, cereais e peixes e diminuição do 

consumo de carnes vermelhas e processados, é capaz de promover a 

longevidade, além de ser considerada um fator protetor contra o 

desenvolvimento do câncer (WILLET, 1995; XAVIER, 2009). Isso pode estar 

relacionado com a ação antioxidante dos compostos bioativos (CBAs) presentes 

nos alimentos, que possuem efeitos antiinflamatórios e anticarcinogênicos 

(DANIELE et al, 2017).  

 Um estudo realizado por Schwingshackl e Hoffman (2016) mostrou que 

a adesão a uma alimentação abundante em frutas e hortaliças e diminuição do 

consumo de carnes e alimentos processados, está associada a uma redução 

significativa na mortalidade e incidência geral do câncer, especialmente de 

neoplasias de mama, estômago, pâncreas, próstata e fígado 

(SCHWINGSHACKL, HOFFMANN, 2016).  Em relação ao carcinoma 

hepatocelular (HCC), evidências afirmam que a dieta é reconhecida como um 

potencial fator de risco relacionado ao estilo de vida para o desenvolvimento da 

doença (GEORGE et al.,2021).  Alimentos como peixes, grãos integrais, café e 

vegetais podem contribuir para a redução da incidência do HCC (FEDIRKO et 

al., 2013; SETIAWAN et al., 2015; BAMIA et al., 2015; YANG et al., 2019). 

 Com o objetivo de avaliar a relação entre a qualidade da dieta de 

populações com risco relativamente alto para o desenvolvimento de HCC, Luu e 

colaboradores (2021) utilizaram  dados do Singapore Chinese Health Study, um 

estudo de coorte prospectivo, de 63.257 chineses com idades entre 45 e 74 

anos. Destes, foram identificados 561 participantes potenciais. O resultado da 

avaliação apoiam a questão de que a adesão a uma dieta mais saudável pode 
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diminuir o risco de HCC. Além disso, os autores sugerem que a modificação da 

dieta pode ser uma abordagem eficaz para a prevenção primária da doença. 

 

  

 
1.2. Epidemiologia do Hepatocarcinoma Celular (HCC) 

 

O câncer é considerado um dos mais importantes problemas de saúde 

enfrentados na atualidade, principalmente nos países em desenvolvimento. Em 

2025, são estimados 20 milhões de novos casos de câncer (INCA, 2018). De 

acordo com o Instituto Nacional do Câncer, para o Brasil, a estimativa para cada 

ano do triênio 2020-2022 aponta que ocorrerão 625 mil casos novos de câncer 

(450 mil, excluindo os casos de câncer de pele não melanoma) (INCA, 2020). 

O carcinoma hepatocelular (HCC) corresponde a 80% dos casos de 

câncer de fígado em todo o mundo, enquanto o colangiocarcinoma intra-hepático 

corresponde a 20% dos diagnósticos (ARAVALLI, CRESSMAN, STEER, 2013; 

BRAY et al., 2018).  O HCC é a sexta neoplasia mais incidente e a terceira causa 

de morte relacionada ao câncer no mundo (SUNG el al., 2021). A distribuição 

global do HCC varia de acordo com os fatores de risco, sendo o mais importante 

as infecções virais hepatite B (HBV) e C (HCV). Outros fatores de risco 

relacionados ao HCC são o consumo excessivo de bebidas alcóolicas, 

tabagismo e exposição a alimentos contaminados por aflatoxinas (WALY, 

YANGDE, YUXIANG, 2012; ARAVALI, CRESSMAN, STEER, 2013; 

BERTUCCIO et al., 2017; CHIDAMBARANATHAN-REGHUPATY et al., 2021).  

A incidência elevada em partes da Ásia e da África oriental é o reflexo dos 

casos de infecção pelo HBV (BRAY, 2018). Já no Japão, Egito e América do 

Norte, os casos de HCC estão relacionados a infecção pelo vírus HCV ( 

BERTUCCIO et al., 2017). No Brasil, 65,3% dos pacientes apresentam como 

fator etiológico do HCC o vírus HCV (PARANAGUÁ-VEZOZZO et al., 2014).  

Além disso, países ocidentais apresentam uma elevação na incidência do 

HCC relacionada ao aumento dos casos de esteatose hepática não alcoólica 

(NAFLD – Sigla do inglês “Non alcoholic fatty liver disease”), que pode estar 

relacionada a obesidade e diabetes tipo 2, resultado da alteração no padrão 

alimentar da população desses países (WALY, YANGDE, YUXIANG, 2012; 
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LINDSEY, 2015; CHIDAMBARANATHAN-REGHUPATY et al., 2021). No caso 

dos EUA, as taxas de incidência de câncer de fígado mais do que triplicaram 

entre 1975 e 2011 (MITTAL, EL-SERAG, 2013). Esse aumento pode estar 

relacionado não só às mudanças alimentares, como também ao aumento da 

infecção crônica pelo HCV devido ao abuso de drogas injetáveis, que era comum 

nas décadas de 1960 e 1970 (MITTAL, EL-SERAG, 2013; LAFARO, 2015; 

BERTUCCIO et al., 2017). Assim, as principais causas do HCC podem ser 

evitadas por meio de medidas de saúde pública, como a vacinação, mudanças 

no comportamento alimentar e estilo de vida (TORRE et al., 2015). 

 A doença geralmente é diagnosticada em estágio avançado, limitando 

as abordagens terapêuticas (FORNER et al., 2014). Além disso, apresenta mau 

prognóstico; apenas 11% dos pacientes contam com uma sobrevida maior do 

que cinco anos (OHRI, 2016). Portanto, a identificação de novos alvos para 

prevenção e tratamento do HCC torna-se necessária para melhorar o 

prognóstico dos pacientes com esta doença. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

Figura 1. Fatores de risco relacionados ao desenvolvimento do HCC e possíveis 

ações de prevenção.  
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1.3. Hepatocarcinogênese  
 

 A hepatocarcinogênese corresponde a um processo de longa duração, 

envolvendo o aparecimento de uma sequência de hepatócitos alterados, com 

modificações genéticas e epigenéticas. Essas células podem progredir para 

lesões pré-neoplásicas, que podem adquirir um fenótipo maligno com 

capacidade de crescimento autônomo e metastática (FARBER, CAMERON, 

1980; COLEMAN, 2005).  

Em relação a suas origens, são observadas duas vias de 

desenvolvimento: evolução estocástica (clonal) ou hierárquica (a partir de células 

que possuem propriedades funcionais características de células tronco) 

(ARAVALLI; CREESMAN; STEER, 2013). A primeira refere-se à mutação de 

células maduras que adquire um potencial proliferativo ilimitado, progredindo 

para o câncer (ARRAVALLI, CREESMAN, STEER; 2013). Já a segunda está 

relacionada com o desenvolvimento da carcinogênese a partir de células 

quiescentes que possuem características de células progenitoras 

(MARQUARDT; ANDERSEN; THORGEIRSSON, 2015). 

 A carcinogênese é um processo que se desenvolve em múltiplas 

etapas, envolvendo o acúmulo de alterações genéticas e epigenéticas 

importantes para a regulação do complexo celular. Para que isso ocorra, é 

necessária metade ou dois terços da vida da espécie (FARBER, 1990). O 

desenvolvimento da carcinogênese compreende, basicamente, três etapas com 

diferentes características, sendo elas: iniciação, promoção e progressão (PITOT, 

2001). 

 A iniciação corresponde a alteração irreversível da estrutura do DNA, 

que leva a mutação em genes específicos críticos para o estabelecimento desta 

fase, como os supressores de tumor e oncogenes (FARBER, 1990; PITOT, 2001; 

POGRIBNY; RUSYN, 2014). Já a promoção é caracterizada pela expansão 

clonal das células iniciadas em resposta ao estímulo de um agente promotor, 

originando as lesões pré – neoplásicas (FARBER, 1990; PITOT, 2001). Por 

último, a progressão, caracterizada pelo estabelecimento da malignidade devido 

a proliferação celular exacerbada e mutação em centenas ou milhares de genes 

(PITOT, 2001; FEO, 2006). Como as etapas de iniciação e progressão são 
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irreversíveis, a promoção é o principal alvo da ação de agentes 

quimiopreventivos (PITOT, 2001; TROSKO, 2005).  
 Nos últimos anos, houve um aumento da importância dos eventos 

epigenéticos no desenvolvimento da doença, mudando a visão de que o HCC 

seria uma doença apenas genética (POGRIBNY; RUSYN, 2014).  

Eventos epigenéticos modulam a expressão gênica sem alterar a 

sequência do DNA (MA et al., 2014). Essas alterações são transmitidas às 

células filhas durante a divisão celular (MA et al., 2014; EGGER et al., 2004). No 

HCC, as alterações epigenéticas envolvem processos tais como a metilação do 

DNA, modificações pós-tradução nos resíduos de aminoácidos de histonas como 

a acetilação, fosforilação e metilação; e regulação de miRNAs não-codificantes 

(SANTOS – ROSA; CALDAS, 2005; BÁRTOVA et al., 2008).   

As histonas correspondem a um octâmero formado por dois pares de 

quatro histonas (H2A, H2B, H3 e H4) e pela histona ligante (H1). Essa estrutura 

é responsável pelo empacotamento do DNA na cromatina (LIU; WANG; HSU, 

2018). A acetilação e desacetilação das histonas está relacionada com a 

ativação ou inibição da transcrição gênica. Esse processo requer enzimas que 

adicionam ou retiram um grupo acetil dos aminoácidos, acetilases (HAT) e 

desacetilases de histonas (HDAC), respectivamente (SANTOS – ROSA; 

CALDAS, 2005; LIU; WANG; HSU, 2018). A acetilação afrouxa a cromatina, 

favorecendo o acesso de fatores de transcrição.  Já a desacetilação, mantém a 

cromatina mais condensada, diminuindo o acesso dos fatores de transcrição 

(DAVIE, 2003; SANTOS – ROSA; CALDAS, 2005).  

O aumento do estresse oxidativo é considerado como um fator importante 

no processo da carcinogênese (FU, CHUNG, 2018). Este é definido pela 

alteração no equilíbrio entre as substâncias pró-oxidantes e anti-oxidantes, 

levando a danos oxidativos (SIES, STAHL, SEVANIAN, 2005).  

Substâncias pró-oxidantes, como as espécies reativas de oxigênio (ROs), 

são caracterizadas como elementos químicos altamente reativos e instáveis, 

capazes de transformar outras moléculas com as quais interagem (SRINIVAS et 

al., 2018). Elas são produzidas a partir da redução do oxigênio de compostos 

orgânicos, como proteínas, lipídeos e ácidos nucléicos (LIU et al., 2019). Essas 

substâncias são geradas a partir de mecanismos endógenos e exógenos, como 

metabolismo celular e exposição a carcinógenos, respectivamente (PISOSCHI 
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et al., 2021). A presença desses elementos no microambiente é crucial para a 

iniciação e progressão da neoplasia, podendo levar a danos no DNA (FU, 

CHUNG, 2018; LIU et al., 2018).  

Os danos no DNA referentes a rupturas da cadeia dupla (DSBs) são 

seguidos pela fosforilação da histona H2AX (KUO, YANG, 2008; BARROSO, 

AGUILERA, 2021).  A sua fosforilação ocorre por meio da proteína ataxia-

telangiectasia mutada (ATM) da família quinases (JANG et al., 2012). A H2AX 

quando fosforilada é denominada 𝛾𝛾-H2AX e é detectada após a exposição a 

agentes que alteram a integridade do DNA, sendo um estímulo para o 

recrutamento de proteínas para o reparo do mesmo (KUO, YANG, 2008; 

IVASHKEVICH, A. et al, 2012). A fosforilação da H2AX é a primeira etapa após 

o estabelecimento da DSBs (SMITH et al., 2010). A sua presença em lesões pré-

neoplásicas pode ser considerada um importante biomarcador para prever o 

risco de desenvolvimento do HCC (MATSUDA et al., 2013).   

Após danos no DNA, outras proteínas são acionadas com objetivo de 

interromper o ciclo celular e induzir a apoptose de células danificadas. Entre elas, 

destaca-se a proteína P53 (HAFNER et al., 2019).  

Originalmente descrito em 1979, o gene TP53 (tumor protein 53) foi o 

primeiro supressor de tumor a ser elucidado (VOGELSTEIN, LANE, LEVINE, 

2000; KUNST et al., 2016). A sua importância está relacionada com a sua 

mutação regularmente presente nas neoplasias humanas (OREN, 2003; KUNST 

et al., 2016). Este gene é responsável por codificar a proteína P53, também 

conhecida como guardião do genoma (KUNST et al., 2016).   

A função da proteína P53 está relacionada com a parada do ciclo celular 

no ponto de checagem quando há danos no DNA, impedindo assim, mutações 

(PARRALES, IWAKUMA, 2015; WU, HAYASHI, INOUE, 2006).  Também 

apresenta mecanismos relacionados com a indução da apoptose, senescência, 

diferenciação e reparos no DNA (MAXIMOV, MAXIMOV, 2008; LEVINE, OREN, 

2009). Além disso, atua como um importante fator de transcrição de centenas de 

genes que contribuem de várias maneiras para os seus efeitos biológicos 

(LEVINE, OREN, 2009; PARRALES, IWAKUMA, 2015; KUNST, 2016).  Quando 

uma célula sofre mutações que a predispõem a se tornar maligna, a P53 é 

ativada para desencadear uma resposta para reparar o dano no DNA ou 

induzir a apoptose da célula afetada (OREN, 2003).  
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A P53 possui alguns mecanismos pouco elucidados de importação e 

exportação nuclear, mediados por uma série de fatores, inclusive por alterações 

pós – tradução, como acetilação e fosforilação (VOUSDEN, 2002; LIU, TAVANA, 

GU, 2019). A sua localização está intimamente relacionada com o desempenho 

da sua função, sendo desejável o seu deslocamento para o núcleo após o 

estresse celular como meio de inibir a proliferação de células mutadas 

(O'BRATE, GIANNAKAKOU, 2003; YAMAGUCHI et al., 2009). O seu acúmulo  

no citoplasma é um indicativo de mau prognóstico (O'BRATE, GIANNAKAKOU, 

2003).  

A sua ativação está relacionada com o estresse celular durante o 

desenvolvimento do câncer. Em condições normais, os níveis expressos da P53 

estão reduzidos (KUNST et al., 2016). Já a sua inativação pode estar relacionada 

tanto a alterações genéticas, quanto epigenéticas (VOUSDEN, 2002).  

 

1.4. Modelo do “Hepatócito Resistente” (RH) 
  

Dentre os diversos modelos experimentais que recapitulam o 

desenvolvimento da hepatocarcinogênese em humanos, inclusive com a 

sincronização das fases de iniciação, promoção e progressão, destaca-se o do 

“Hepatócito Resistente” (RH), descrito por Solt e Farber (1976) e modificado por 

Semple-Roberts et al. (1987).  Esse modelo consiste na administração da 

dietilnitrosamina (DEN), um carcinógeno completo e indireto, com maior 

capacidade de agente iniciador que, a partir da ação de enzimas do sistema 

citocromo P450, dá origem a metabolitos eletrofílicos capazes de alquilar 

estruturas de DNA, seguida pela administração do agente promotor 2- 

acetilaminofluoreno (2-AAF), também completo e indireto com maior potencial 

promotor, capaz de selecionar os hepatócitos iniciados e inibir a proliferação dos 

hepatócitos normais. Por fim, os animais são submetidos à hepatectomia parcial 

(HP) a 70%, de modo a estimular a proliferação celular (SOLT; FABER, 1976, 

HEINDRYCKX; COLLE; VLIERBERGHE, 2009). 

Ao final de 6 semanas após a administração da DEN, é possível identificar 

lesões pré-neoplásicas persistentes (pLPN), consideradas sítios de progressão 

para o HCC, e as em remodelação (rLPN), que retornam ao fenótipo normal do 

fígado (ANDERSEN et al., 2010). Nesse modelo, tanto as pLPN quanto as em 
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rLPN, que surgem devido ao desenvolvimento de alterações morfológicas 

caracterizadas por focos de hepatócitos alterados, podem ser facilmente 

distinguidas com marcadores específicos, como a glutationa – S- transferase na 

sua forma placentária (GST-P) (LIBBRECHT, DESMET, ROSKAMS, 2005; 

ANDERSEN et al., 2010). Aproximadamente 95% das LPN retornam ao fenótipo 

normal da célula do fígado e apenas 5% progridem para focos neoplásicos e 

HCC (FARBER; RUBIN, 1991; FEO et al., 2006). Assim, modelos de 

hepatocarcinogênese, como o do RH, são úteis para a avaliação da atividade 

quimiopreventiva (CONTI et al., 2012). 

 
1.5. Quimioprevenção e HCC 

 

A quimioprevenção do câncer refere-se ao uso de um ou mais compostos 

naturais ou sintéticos para prevenir as neoplasias durante as etapas de iniciação 

e promoção, antes do estabelecimento da malignidade (SPORN et al., 1976).  

Com o indício de que o desenvolvimento do câncer estaria relacionado 

com fatores ambientais e que, com isso, poderia ser prevenido, iniciou-se a 

discussão em torno dos tipos de prevenção do câncer, que podem ser 

classificados em: prevenção primária, secundária e terciária (DE FLORA, 

FERGUSON, 2005). A prevenção primária está relacionada com a eliminação 

dos fatores de risco em populações saudáveis, como por exemplo vacinação, 

mudanças no estilo de vida e hábitos alimentares. Já a segunda tem como 

objetivo retardar a evolução da doença de indivíduos com lesões conhecidas 

como pré-neoplásicas ou até mesmo indivíduos com pré-disposição genética, 

inibindo etapas que podem levar a progressão do câncer (LI et al., 2020). Por 

último, a prevenção terciária visa pacientes com risco de recidiva ou surgimento 

de um novo câncer primário (HONG; SPORN, 1997).   

Dentre os diversos agentes quimiopreventivos, destacam-se os 

compostos bioativos dos alimentos (CBAs), que podem ser encontrados em 

frutas e hortaliças (ONG, et al., 2012). Esses compostos possuem diferentes 

ações biológicas, capazes de controlar mais de uma via metabólica (GANESAN; 

JAYACHANDRAN; XU, 2018). Devido aos seus diferentes mecanismos de ação, 

a combinação de agentes quimiopreventivos tem sido considerada uma 
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alternativa importante para a prevenção do câncer (SPORN, 1997; STEWARD; 

BROW, 2013; HEIDOR et al., 2016).  

Cada um desses compostos pode ser classificado de acordo com a sua 

fase de atuação. Enquanto uns atuam na fase inicial, chamados de agentes 

bloqueadores, outros atuam na fase de promoção, denominados agentes 

supressores. Porém, alguns podem atuar em ambas as fases, denominados 

agentes bloqueadores e supressores (WATTENBERG, 1996). 

Os carcinógenos frequentemente exibem características chaves para o 

desenvolvimento da doença os quais, muitas vezes, são alvos da ação dos 

compostos bioativos, entre elas, pode-se dizer que os CBAs possuem ação na 

genotoxicidade, reparo do DNA e instabilidade genômica, alterações 

epigenéticas, estresse oxidativo, inflamação crônica e proliferação celular 

(SMITH et al., 2015). 

Estudos revelam uma variedade de compostos bioativos dos alimentos 

(CBAs) que atuam de forma efetiva no campo da quimioprevenção do HCC.  Na 

tabela a seguir, destaca-se alguns CBAs e seus mecanismos de ação.  

 
Tabela 1. CBAs com atividade quimiopreventiva no desenvolvimento do HCC e seus 

mecanismos de ação.  

 

 
CBAs 

 
Mecanismos de ação 

 
Referências  

 

 

Farnesol 

Diminuição da proliferação 
celular, danos no DNA, 
indução da apoptose e 
inibição da HMG-CoA 
redutase. 

Ong et al., 2006; Chagas 

et al., 2009. 

 

 

Geranilgeraniol 

Diminuição da proliferação 

celular, danos no DNA, 

indução da apoptose e 

inibição da HMG-CoA 

redutase. 

Espíndola et al., 2005; 

Ong et al., 2006; Vieira et 

al., 2011; Cardozo et al., 

2011. 
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ß-Ionona 

 Inibição da HMG-CoA 

redutase, diminuição da 

proliferação celular em 

pLPN, diminuição do número 

de células ovais, aumento 

das pLPN, diminuição p53 

citoplásmatica e aumento de 

miRNAs supressores de 

tumor. 

Espíndola et al., 2005; 

Cardozo et al., 2011; 

Scolastici et al., 2014; 

Furtado et al., 2017; 

Miranda et al., 2019. 

 

Luteína 

Diminuição no número e 

tamanho de pLPN e danos 

no DNA. 

Toledo et al., 2003; 

Moreno et al., 2007. 

 

Licopeno 

Diminuição no número e 

tamanho de pLPN, 

diminuição de danos no DNA 

e inibição da proliferação 

celular. 

Toledo et al., 2003; 

Scolastici et al., 2008; 

Wang et al., 2010. 

 

 

 

 

ß-Caroteno 

Diminuição de pLPN e 

células ovais, aumento de 

rLPN, indução da 

diferenciação celular, 

diminuição de danos no 

DNA, inibição da HMG-CoA 

e diminuição da proliferação 

celular. 

Moreno et al., 1991; 

Moreno et al., 1995; Rizzi 

et al., 1997; Dagli et al., 

1998; Naves et al., 2001; 

Moreno et al., 2002; 

Fonseca et al., 2005. 

 

 

Vitamina A 

Diminuição da proliferação 

celular, inibição de danos no 

DNA, aumento da conexina 

43, diferenciação celular e 

retardo na proliferação de 

células ovais. 

Naves et al., 2001; 

Moreno et al., 2002; 

Fonseca et al., 2005. 

 

 

 

Diminuição de pLPN, 

aumento de rLPN, 

Chagas et al., 2011; 

Guariento et al., 2014. 
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Ácido Fólico 

(Vitamina B9) 

diminuição da proliferação 

celular em pLPN, diminuição 

de danos no DNA e 

regulação de genes 

envolvidos com a 

angiogênese. 

 
 
 

Cafeína e Ácido 
clorogênico 

 

Indução de enzimas de 

reparo ao dano no DNA, 

diminuição do risco de 

cirrose e alteração no 

metabolismo de 

xenobióticos. 

Huber, Parzefall, 2005; 

Bravi et al., 2013; Bohn 

et al., 2014; Romualdo et 

al., 2020. 

 

 

 

 

Tributirina 

Inibidor de HDACs, 

diminuição de pLPN, 

aumento de rLPN, indução 

da apoptose, diminuição da 

P53 citoplasmática, aumento 

da P53 nuclear e diminuição 

de marcadores angiogênicos 

(HIF1-𝛼𝛼). 

Kuroiwa-Trzmielina et al., 

2009; de Conti et al., 

2012; de Conti et al., 

2013; Guariento et al., 

2014; Heidor et al., 2016; 

Ortega et al., 2016; 

Andrade et al., 2018; de 

Conti et al., 2020. 

epigalocatequina-

3-galato 

Diminuição no numero de 

LPNs, indução da apoptose, 

aumento da ativação de P53, 

diminuição da proliferação e 

inibição da DNMT1. 

Hirose et al., 1993; Kuo, 

Lin, 2003; Umemura et 

al., 2003; Lee, Shim, zhu 

2005;  Kaufmann et al., 

2009.   

 
1.6. Ácido butírico e tributirina 

 
Uma molécula com ação eficaz na quimioprevenção é o ácido butirico 

(AB), um ácido graxo de cadeia curta (AGCC) constituído por quatro átomos de 

carbono, e obtido através da fermentação de fibras alimentares não digeríveis 

por bactérias endógenas (HEIDOR et al., 2014). É considerado a principal fonte 
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de energia (70 - 90%) para os colonócitos, apresentando um papel fundamental 

para o seu desenvolvimento (MANRIQUE, GONZÁLEZ, 2017). 

Estima-se que a maior taxa de fermentação das fibras ocorra no cólon, e 

que 83% dos AGCC produzidos são constituídos por acetato, propionato e 

butirato (CUMMINGS et al., 1987). A absorção do butirato ocorre tanto por 

difusão passiva, como por mecanismos de transporte ativo (VELLAZQUEZ; 

LEDERER; ROMBEAU, 1997). Estudos demonstraram que dietas com teor de 

fibra reduzido, culminam em menores concentrações de ácido butírico no colon 

de ratos, enquanto uma ingestão elevada resulta no aumento de sua 

concentração (CUMMINGS, 1981). Após a sua metabolização, o AB segue para 

corrente sanguínea e posteriormente atinge o fígado por meio da veia porta 

(BEAUVIEUX et al., 2001).  

O ácido butírico é o principal AGCC com atividades antineoplásicas 

descritas na literatura, principalmente em linhagens de células neoplásicas de 

hepatocarcinoma e carcinoma de cólon (NAKANO et al., 1997; SAITO et al., 

1998). Seus mecanismos de ação estão relacionados às suas propriedades anti-

inflamatórias, diminuição da proliferação celular, além da modulação da 

expressão gênica pela inibição das enzimas desacetilases de histona (HDACs). 

Porém, apesar de ser um agente quimiopreventivo com ações promissoras, deve 

ser levada em consideração a sua farmacocinética (NAKANO et al., 1997; SAITO 

et al., 1998).  

Devido a sua meia vida curta de 14 minutos (DANIEL et al., 1989), existe 

uma dificuldade em atingir uma concentração plasmática eficaz e, 

consequentemente, apresenta um uso limitado por via oral. A tributirina (TB), um 

triacilglicerol com três moléculas de ácido butírico esterificados em uma molécula 

de glicerol, é considerado um pró – fármaco do AB, pois apresenta um 

comportamento farmacocinético adequado para ser administrado via oral. 

(VINOLO et al., 2012; HEIDOR et al., 2014). Está bem estabelecido na literatura 

sua atuação no contexto da quimioprevenção da hepatocarcinogênese, por meio 

da redução do número e tamanho das pLPN, induzindo a apoptose e modulando 

processos epigenéticos, como a acetilação de histonas (KUROIWA-

TRZMIELINA et al., 2009). A tributirina é capaz de regular a expressão gênica 

por ser um potente inibidor de desacetilases de histonas (HDAC) (STELIOU, et 

al., 2012).  
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A TB também demonstrou propriedades antineoplásicas no câncer de 

próstata e no câncer de mama pela diminuição da proliferação celular e indução 

da apoptose (HEERDT et al., 1999; KUEFER et al., 2004). Nos estudos 

realizados pelo nosso grupo, a TB apresentou atividade quimiopreventiva em 

ratos submetidos ao modelo do hepatócito resistente (RH) (KUROIWA – 

TRZMIELINA et al., 2009; DE CONTI et al., 2012).  

Em investigações anteriores com administração de TB em animais 

submetidos ao modelo do RH, houve um aumento da atividade supressora de 

tumor da proteína p53. Isso pode estar relacionado com o aumento da acetilação 

da proteína, uma vez que a ação da tributirina está ligada a inibição das HDACs 

(de CONTI et al., 2013). Além disso, outro estudo durante a fase de promoção 

da carcinogênese hepática mostrou aumento nos níveis nucleares de p53 e 

manutenção de suas funções biológicas (ORTEGA et al.,2016).  

Recentemente, foi observada a atuação da TB como um agente 

antiangiogênico nos estágios iniciais da hepatocarcinogênese. Os mecanismos 

envolvidos nesse evento ocorreram por meio da redução de Hif-1α, subunidade 

do fator de transcrição Hif-1. Este regula a expressão de genes envolvidos na 

resposta à hipóxia, alguns dos quais promovem a neovascularização, como o 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), responsável por estimular a 

proliferação das células do endotélio vascular e sua migração (ANDRADE et al., 

2019). Tendo em vista a angiogênese como um processo crucial para o 

desenvolvimento do HCC, a atividade antiangiogênica da TB já nos estágios 

iniciais da hepatocarcinogênese, reforça a sua ação como agente preventivo 

contra o desenvolvimento do HCC.  

 

1.7. Tricaprilina 
 

A tricaprilina (TC) é um triacilglicerol, que apresenta três moléculas de 

ácido caprílico (AC) esterificadas na molécula de glicerol. O ácido caprílico é um 

ácido graxo de cadeia média (AGCM), constituído por 8 carbonos e pode ser 

encontrado em laticínios e no óleo de coco (McCARTNEY et al., 2016).  

O ácido caprílico (C8), assim como outros AGCM estão sendo 

investigados pelas indústrias farmacêuticas como intensificadores de 

permeabilidade intestinal (PEs), com o objetivo de potencializar a absorção de 
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outros componentes por meio da modulação da barreira intestinal (BRAYDEN et 

al., 2020).  

A octreotida oral, fármaco que possui o ácido caprílico como PE, encontra-

se na fase III de estudos clínicos para o tratamento de acromegalia (MELMED et 

al., 2014; SAMSON et al., 2020). O estudo tem como justificativa promover a 

aceitabilidade do paciente ao tratamento, uma vez que os indivíduos apresentam 

certo desconforto ao tratamento por meio de injeções dolorosas (BRAYDEN et 

al., 2020).  O mecanismo de ação do C8 está relacionado com a modulação de 

proteínas que compõem as tight junctions (TJs) no tecido epitelial intestinal 

(TUVIA et al., 2014).  

Além da sua atuação como potencializador de absorção, o ácido caprílico 

vem sendo investigado na área da prevenção do câncer. Apesar da ausência de 

estudos in vivo que apresentam atividades quimiopreventivas, o estudo in vitro 

realizado por Narayanan (2015) demonstrou que este ácido graxo atua como 

agente antineoplásico em células de carcinoma colorretal humano, carcinoma 

epidermóide e células de adenocarcinoma da glândula mamária humana.  

Os mecanismos envolvidos estão relacionados com a regulação negativa de 

proteínas críticas para a progressão do câncer, como CDK2 (ciclina-dependente 

quinase 2) e CDK4 (ciclina-dependente quinase 4), e regulação positiva de 

proteínas relacionados com a indução da apoptose, como 

NR4A1 (peroxiredoxina 1) e P21 (inibidor da quinase dependente de ciclina 1) 

(NARAYANAN, 2015). 

 

 

1.8. Lipídios Estruturados 
 

Devido à evolução de processos biotecnológicos é possível se obter 

triacilgliceróis modificados a partir de uma mistura lipídica. Assim, ácidos graxos 

que naturalmente não estariam esterificados em uma mesma molécula de 

glicerol são produzidos sob a ação de uma reação de interesterificação, 

resultando em novos triacilgliceróis, denominados lipídios estruturados (EST) 

(OSBORN, AKOH, 1998) 

Os lipídios estruturados foram desenvolvidos com o objetivo de viabilizar 

as formulações de novos produtos, uma vez que são capazes de agregar 
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algumas características como propriedades nutricionais, organolépticas e 

físicas. Um exemplo do uso deste processo é a produção de fórmulas infantis 

(SILVA, GIOIELLI, 2009; CABALLERO, et al. 2014).  As reações de 

interesterificação ocorrem majoritariamente pelos métodos químicos e 

enzimáticos (CASTRO et al., 2004). Tanto a interesterificação química, quanto a 

enzimática levam a uma distribuição aleatória de ácidos graxos na molécula de 

glicerol, seja dentro da mesma molécula ou entre moléculas diferentes (SILVA 

et al., 2015). O processo ocorre com a hidrólise inicial do produto, seguido da 

reação de esterificação (ZHANG, LEE, WANG, 2020). 

A interesterificação enzimática é feita por biocatalisadores, na forma 

solúvel ou imobilizada (OSBORN; AKOH, 2002). Esses biocatalisadores 

possuem especificidade em relação a quebra da ligação do ácido graxo na 

molécula de glicerol, tornando o produto da reação mais previsível (WILLIS; 

MARANGONI et al., 2008). Algumas de suas vantagens são condições de 

reações mais brandas devido a sua baixa energia de ativação, 

regioespecificidade, produção de lipídios mais puros e menor produção de 

subprodutos indesejáveis, que podem alterar as características físicas e 

organolépticas do produto final (FELTES et al, 2012; SILVA et al., 2015; 

MOREIRA et al., 2020). Já a desvantagem deste método está associada ao alto 

custo dessas enzimas, muitas vezes inviabilizando a produção em elevada 

escala industrial (WILLIS; MARANGONI et al., 2008).  

Já a interesterificação química ocorre por meio do uso de catalisadores 

químicos, como metais alcalinos, que reorganizam aleatoriamente os ácidos 

graxos na molécula de glicerol (NORIZZAH, NUR AZIMAH, ZALIHA, 2018). Uma 

das desvantagens do método é a falta de controle sob a posição dos ácidos 

graxos no produto final, necessidade de temperaturas elevadas para reação e 

produção de resíduos indesejáveis (OSBORN; AKOH, 2002). Por outro lado, 

este é o método mais adotado pela indústria devido ao custo reduzido em 

produções em elevada escala (ROUSSEAU, MARAGONI 1998; RACT, 

GIOIELLI, 2003). 

 No contexto da quimioprevenção, com o objetivo de potencializar os 

efeitos biológicos de agentes quimiopreventivos na hepatocarcinogênese, 

Heidor e colaboradores (2014) produziram um lipídeo estruturado a partir da 

interesterificação enzimática do óleo de linhaça e tributirina, administrados 
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durante a fase de iniciação e promoção da hepatocarcinogênese experimental. 

Os resultados demonstraram que o tratamento com EST inibe o 

desenvolvimento de lesões pré-neoplásicas persistentes (pLPN).  

Uma vez que o ácido caprílico é utilizado em diversas formulações 

farmacêuticas como facilitador da absorção de fármacos pela mucosa do trato 

gastrointestinal (McCARTNEY et al., 2016), a interesterificação da tributirina com 

a tricaprilina seria uma estratégia para síntese de um sistema de carreamento 

do ácido butírico pelo ácido caprílico presentes no estruturado. Nesse sentido, 

espera-se que os lipídios estruturados aumentem as concentrações hepáticas 

de ácido butírico e desempenhe seus efeitos quimiopreventivos na fase de 

promoção da hepatocarcinogênese experimental.  
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2. Objetivo 
 

Produzir lipídios estruturados por meio da interesterificação da tributirina, 

fonte de ácido butírico, com a tricaprilina, fonte de ácido caprílico, na proporção 

em que os EST apresentem 2 moléculas de ácido butírico e 1 molécula de ácido 

caprílico. Além disso, avaliar seu potencial quimiopreventivo quando 

administrados durante a fase de promoção da hepatocarcinogênese 

experimental. 
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3. Material e Métodos 
 
3.1 . Preparo dos lipídios estruturados 

 
Para o preparo dos lipídios estruturados (EST) foi utilizada uma mistura de 

tributirina (TB) (97% Aldrich, EUA) e tricaprilina (TC) (99% Sigma, EUA) na 

proporção 1,6:1,0 (massa:massa) ou 2,5:1,0 (mol:mol). A mistura foi 

interesterificada em um reator tubular de vidro com 70 g da lipase 1,3 específica 

de Thermomyces lanuginosa imobilizada (Lipozyme TL IM, Novozymes, Brasil) 

com atividade de 250 IUN/g. Inicialmente, óleo de soja foi introduzido no reator 

com fluxo de 1mL/min para a remoção de água e bolhas de ar da enzima. Após 

a temperatura do reator atingir 60°C, a mistura de TB com TC foi bombeada para 

o mesmo com fluxo de 1mL/min (tempo de residência de 1h). Para evitar 

possíveis contaminações com os ácidos graxos do óleo de soja, foram 

descartados os primeiros 200 mL do produto interesterificado (SILVA et al., 

2011). O tempo de residência da mistura no reator foi de 1h e o produto 

interesterificado foi coletado em frasco apropriado e armazenado a 4°C.   

A síntese e caracterização dos lipídios estruturados foram realizadas no 

Departamento de Tecnologia Bioquímica-Farmacêutica, com a colaboração do 

da Profa. Juliana N. R. Ract.  

 

3.2.  Composição de triacilgliceróis dos lipídios estruturados 
 

As amostras de TB, TC e EST foram dissolvidas em acetona (5 mg/L) e 

diretamente analisadas em cromatógrafo líquido de alta eficiência (CLAE) 

Shimadzu 9 Prominence 20A; Shimadzu Corporation, Japão), equipado com 

detector de espalhamento de luz Shimadzu ELSD-LTII e duas colunas Supelcosil 

TM C18 (25 cm x 4,6 mm x 5 µm). Os picos foram identificados com padrões de 

triacilgliceróis puros e foi considerada a ordem da eluição de acordo com o 

número de carbonos equivalentes. As análises foram conduzidas em duplicatas 

e os resultados foram expressos como valores médios. 
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3.3. Ensaio in vivo 
 
3.3.1 Protocolo Experimental - Modelo de hepatocarcinogênese do 
Hepatócito Resistente (RH) 
 

Foram utilizados ratos machos isogênicos Fischer 344 (F344), recém-

desmamados, pesando inicialmente entre 80-90g e obtidos da colônia do biotério 

da CEMIB - UNICAMP. Foram solicitados 24 animais, os quais seriam 

distribuídos em 5 grupos diferentes:  

Animal não iniciado (NI) composto por 1 animal; Grupo maltodextrina 
(MD) composto por 5 animais; Grupo tributirina (TB) composto por 6 animais; 

Grupo tricaprilina (TC) composto por 6 animais; Grupo estruturado (EST) 
composto por 6 animais. Devido á alteração inesperada do protocolo da 

hepatectomia parcial pelo comitê de ética no uso de animais (CEUA), houve uma 

mortalidade acima do esperado para o procedimento, que levou à redução do 

número de grupos por ausência de animais, conforme explicado mais adiante.  

 Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (2-3 ratos/gaiola) 

com tampas de aço inoxidável contendo maravalha esterilizada. Água e ração 

comercial peletizada comum para roedores de laboratório (Purina Nutrimentos 

Ltda., Brasil) foram oferecidas ad libitum durante todo o experimento, e seus 

pesos foram controlados diariamente. O ensaio biológico foi realizado nas 

dependências do biotério da FCF/IQ-USP, após aprovação pelo comitê de ética 

em pesquisas em Animais de Experimentação (Protocolo CEUA/FCF-USP 565) 

em ambiente apropriado para condução de estudos de carcinogênese, à 

temperatura de 22°C ± 2°C e ciclo de iluminação claro-escuro de 12 h (07h – 19h 

claro; 19h – 07h escuro). Após o período de aclimatação de uma semana todos 

os animais foram submetidos ao modelo do “hepatócito resistente” (RH), de 

acordo com Semple-Roberts (1987), com exceção do rato não submetido a 

qualquer tratamento. A iniciação ocorreu pela administração intraperitoneal de 

dietilnitrosamina (DEN; Sigma EUA, 15 mg/100 g de peso corporal, p.c) 

dissolvida em solução de NaCl a 0,9%. Após um período de recuperação de 2 

semanas os hepatócitos iniciados foram selecionados pela administração de 4 

doses únicas em dias consecutivos, por gavagem, de 2-acetilaminofluoreno (2-

AAF; Sigma EUA, 1,25 mg/100 g de peso corporal, p.c) dissolvido em 
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dimetilsufóxido (DMSO) e óleo de milho. Vinte e quatro horas após a última 

aplicação de 2-AAF os animais foram submetidos a um potente estímulo 

mitogênico, representado por uma hepatectomia parcial (HP) a 70% sob 

anestesia com isofluorano, com indução de 3-4% e manutenção de 1-2% 

(MICHAEL et al., 2017). 15 minutos antes da cirurgia, os animais receberam o 

analgésico metadona na dose 1 mg/100 g de peso corporal, p.c., e 0,6 mg/100 

g p.c de 12 em 12h durante 3 dias após HP. Os ratos submetidos ao modelo do 

RH foram aleatorizados e distribuídos em grupos experimentais uma semana 

após a HP, quando iniciados os tratamentos (de CONTI et al. 2012). 

 Assim, os animais foram distribuídos aleatoriamente nos seguintes 

grupos:  

 

• Animal não iniciado (NI): composto por 1 animal que não foi submetido 

ao modelo RH, nem tratado. 

• Grupo maltodextrina (MD): composto por 5 animais submetidos ao 

modelo do RH que receberam diariamente maltodextrina (Nidex®, Nestlé, 

Brasil; 300 mg/100g p.c.) como controle isocalórico, por gavagem.  

• Grupo estruturado (EST): composto por 6 animais submetidos ao 

modelo do RH que foram tratados diariamente com lipídios estruturados 

obtidos por interesterificação enzimática da tributirina com a tricaprilina 

por gavagem (180mg/100g p.c.). 

 

As doses dos EST foram calculadas para fornecerem a mesma quantidade 

energética da TB [6 Kcal, na dose de 200 mg/100g de peso corpóreo (p.c)] já 

que com esta foi observada atividade quimiopreventiva na hepatocarcinogênese 

experimental (KUROIWA-TRZMIELINA et al., 2009; de CONTI et al., 2012). Foi 

considerada para o cálculo a hidrólise completa, ou seja, um mol de triacilglicerol 

fornece, para efeito de cálculo, 3 mols de ácidos graxos e um de glicerol. 

Supondo que os lipídios estruturados apresentem, como esperado, a proporção 

mol/L de 2:1 (ácido butírico : ácido caprílico), a dose dos EST foi de 180mg/100g 

p.c. A maltodextrina (MD) foi utilizada na dose de 300mg/100g p.c. 

(KUROIWATRZMIELINA et al., 2009; de CONTI et al., 2012; GUARIENTO et al., 

2014). As doses foram calculadas a partir da dose de tributirina que apresenta 

efeito biológico de acordo com estudos do grupo (KUROIWATRZMIELINA et al., 
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2009; de CONTI et al., 2012). Os animais receberam os tratamentos durante 4 

semanas consecutivas. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 2. Desenho experimental. Os animais foram submetidos ao modelo do 

hepatócito resistente. Os hepatócitos foram iniciados por meio de administração 

intraperitoneal de DEN em solução salina (NaCl a 0,9%). Após 2 semanas, os 

hepatócitos iniciados foram selecionados pela administração de 4 doses únicas em dias 

consecutivos, por gavagem, de 2-AAF dissolvido em dimetilsufóxido e óleo de milho 

(1,25mg/100g p.c.) seguida de uma hepatectomia parcial a 70% (HP). Os tratamentos 

foram iniciados após uma semana da hepatectomia parcial.  

 

3.3.2.   Eutanásia dos animais 
 

Para a eutanásia, os animais permaneceram em jejum por 6 horas e foram 

pesados e tratados antes do procedimento. A eutanásia ocorreu por choque 

hipovolêmico por ocasião da secção da aorta abdominal sob anestesia com 

isoflurano (indução com 3-4% e manutenção com 1-2%). Em seguida, foi 

coletado o fígado, lavado em solução salina gelada a 0,9% e pesado em balança 

digital, seguindo-se, então, o exame macroscópico. 
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3.3.3.  Exame macroscópico do fígado 
 

O fígado de cada animal foi examinado individualmente quanto à 

presença em sua superfície de formações nodulares de coloração, em geral, 

esbranquiçada ou amarelada que se distinguem do parênquima hepático. Após 

o exame, cada lobo foi seccionado em fatias de aproximadamente 0,3 cm de 

espessura, para identificação e contagem dos nódulos.  

Posteriormente, esses segmentos foram colhidos para análise 

imunoistoquímica. Estes fragmentos de fígado foram fixados em formalina 

tamponada a 4% por 48 horas e depois permaneceram em álcool a 70%. O 

restante dos lobos hepáticos foi devidamente identificado e imediatamente 

congelado em nitrogênio líquido e em seguida armazenado em freezer a -80º C 

(Anexo I).  

 
3.4. Dupla marcação por Imunoistoquímica para GST-P+ e PCNA 
 

Para avaliar o número, tamanho e a classificação das LPN, assim como a 

proliferação celular, foi realizada a dupla marcação imunoistoquímica para GST-

P e PCNA (antígeno nuclear de proliferação celular), respectivamente. As 

lâminas com os cortes histológicos a 5μm, foram desparafinizadas, hidratadas, 

e posteriormente colocadas em panela de pressão com tampão citrato 1x por 3 

minutos sob pressão de 15 a 20 psi. Depois de atingirem a temperatura 

ambiente, foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena com peróxido de 

hidrogênio (H2O2) 10% em PBS, durante 30 min. Em seguida, as lâminas foram 

mergulhadas em solução de leite em pó desnatado 3% em PBS e, 

posteriormente, incubadas com o anticorpo primário anti-PCNA (DAKO, 

Dinamarca) na diluição de 1:250 em albumina sérica bovina 1% (BSA 1%) por 

16 horas a 4°C. No dia seguinte, as lâminas foram tratadas com anticorpo 

secundário Mach4 Universal HRP Polymer (Biomedical care, EUA) por 1h e 

reveladas por reação com diaminobenzidina (DAB – Dako, Dinamarca). A 

fosfatase alcalina foi bloqueada com levamisole (Dako, Dinamarca) durante 30 

min, e, em seguida, ocorreu a incubação com o anticorpo anti-GST-P (MBL, 

Japão), na diluição de 1:500 por 2h a temperatura ambiente. Posteriormente as 

lâminas foram tratadas com polímero conjugado a fosfatase alcalina (Dako 
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cytomation EnVision, Dinamarca) por 30 min, reveladas com Permanent Red 

(Dako, Dinamarca) e contra coradas com Hematoxilina de Harris (CARDOZO et 

al., 2011). Entre todas as etapas foram realizadas 3 lavagens dos cortes de 5 

minutos com PBS 1x. A análise das lâminas foi realizada em microscópio com 

platina motorizada (Imager.M2, Zeiss, Alemanha) acoplado ao sistema de 

análise de imagens AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Alemanha). A morfometria foi 

expressa na forma de número e tamanho de pLPN ou rLPN (Anexo II) e a 

porcentagem da área do corte histológico ocupado pelas lesões. A quantificação 

da proliferação celular foi expressa na forma de % de núcleos de hepatócitos 

positivos para PCNA (Anexo IV) em  pLPN ou rLPN, ou área de tecido não pré-

neoplásico ao redor das mesmas (surrounding). 

 

3.5. Avaliação da apoptose  

 Para a avaliação da apoptose, foi utilizado o kit comercial ApopTag® 

Peroxidase in situ Apoptosis Detection Kit (Sigma-Aldrich, EUA) que detecta 

células apoptóticas in situ marcando quebras de fita de DNA pelo método 

TUNEL. Resumidamente, as lâminas com os cortes histológicos a 5μm foram 

desparafinizadas e hidratadas e, em seguida, os cortes foram pré-tratados com 

proteinase K por 15 minutos, seguida de peróxido de hidrogênio para bloqueio 

da peroxidase endógena, por 5 minutos. O tampão de equilíbrio foi então 

aplicado nos cortes de acordo com as instruções do manual. Os cortes foram 

incubados com enzima TdT por 1 hora em câmara úmida a 37oC e 

posteriormente lavados com o buffer de lavagem de modo a interromper a 

reação. O conjugado anti-digoxigenina foi então aplicado aos cortes, que foram 

incubados em câmara úmida a temperatura ambiente por 30 minutos. 

Posteriormente, os cortes foram lavados com PBS e foi aplicado o substrato de 

peroxidase para o desenvolvimento de cor.  A coloração foi realizada a 

temperatura ambiente durante 5 minutos. Os cortes foram então imediatamente 

lavados com H2O e contra corados com methyl green. A análise das lâminas foi 

realizada em microscópio com platina motorizada (Imager.M2, Zeiss, Alemanha) 

acoplada a sistema de análise de imagens Axio Vision. Para a análise, foram 

selecionadas 1000 células de cada tipo de lesão, pLPN e rLPN, assim como de 

tecido não pré-neoplásico distante das mesmas (surrounding). A quantificação 
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da apoptose foi expressa na forma de % de corpúsculos apoptóticos marcados 

em pLPN, rLPN ou surrounding (Anexo III), tanto dos grupos submetidos ao 

modelo do RH, como no animal não iniciado (NI). 

  
3.6. Determinação das concentrações hepáticas de ácido butírico e ácido 

caprílico 

 

A determinação das concentrações hepáticas de ácido butírico e ácido 

caprílico foi realizada pelo professor Dr. Eduardo Purgatto do Departamento de 

Alimentos e Nutrição Experimental da FCF/USP, de acordo com Kuroiwa 

Tzmielina e colaboradores (2009), com adaptações. Amostras congeladas de 

fígado foram homogeneizadas com solução 50 mM de PMSF (fenilmetilsulfonil 

fluoreto – inibidor de proteases) e acetonitrila, além do padrão interno, ester 

etilbutírico (Sigma, EUA) ou caprilato (Sigma, EUA). A quantificação foi feita em 

cromatógrafo gasoso HP6890 (Agilent, Palo Alto, California) equipado com 

coluna CP Wax 58- FFAP (25 m × 0.32 m × 0.2 μm), acoplado a 

espectrofotômetro de massas HP5973 (Agilent, EUA). 

 

3.7.  Ensaio do cometa neutro 
 

 O rompimento das fitas do DNA foi avaliado em amostras de fígado 

armazenadas a -80 ° C, usando o ensaio do cometa conforme descrito 

anteriormente (TOLEDO et. al., 2003). Os tecidos foram homogeneizados em 

PBS a 4oC. As células isoladas foram imobilizadas em uma matriz de agarose 

(Sigma) de baixo ponto de fusão em uma lâmina de microscopia. Posteriormente, 

essas células foram lisadas em uma solução de tampão TBE (Tris 90 mM, 

H3BO3 90 mM e Na2-EDTA 2 mM, pH 8,4) e SDS 2,5% e submetidas à 

eletroforese horizontal em tampão TBE a 2V/cm de distância entre os eletrodos 

por 2 minutos. Após a fixação com ácido tricloroacético, os cometas resultantes 

foram corados com nitrato de prata. 

Os comprimentos do cometa foram analisados em um microscópio de luz 

(Axio Imager.M2, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Alemanha) com ampliação 

de 50 × com software para análise de imagem (software AxioVision, versão 4.8, 
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Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Alemanha). Um total de 100 cometas por 

animal foi analisado.  

A viabilidade das células do fígado foi determinada pela análise das 

imagens do cometa após a coloração com prata. O cometa foi considerado não 

viável quando apresentou uma aparência "em forma de nuvem" ou uma cabeça 

muito pequena em relação à cauda lembrando a forma de um pino ou balão. 

Nesse caso as células possivelmente eram necróticas ou apoptóticas. A 

viabilidade da suspensão celular foi considerada aceitável quando a frequência 

dessas imagens foi inferior a 2% (Barbisan et al., 2003). Os resultados foram 

expressos como comprimento do cometa em μm, pois existe uma relação direta 

entre essa variável e o dano do DNA (McCarthy et al., 1997) (Anexo V). 

 
 
3.8. Western blot 

 
As histonas de fígado de ratos foram extraídas em solução ácida de 

acordo com o kit comercial Histone Extraction Kit - ab113476 (Abcam, UK). As 

proteínas foram quantificadas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). A 

análise dos níveis de expressão da histona γH2AX e proteína p53 foram 

realizadas por western blot. Para tanto, 50 µg de proteínas e histonas foram 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante a 15% (SDS-

PAGE) imerso em tampão tris-glicina em cuba de eletroforese vertical Mini Tetra 

Cell (Bio-Rad, EUA) por aproximadamente 2h a 120V. Após a eletroforese, as 

proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose Hybond-ECLTM, 

poro 0,2uM (GE Healthcare, Suécia) overnight a 4ºC. A eficiência da 

transferência foi verificada com a coloração da membrana com Ponceau-S (UBS, 

EUA), e, em seguida lavada com tampão PBS (NaCl 137 Mm; Na2HPO4 10 Mm; 

KCl 2,68 Mm; KH2PO4 1,76 Mm e Tween 1% em água). O bloqueio da 

membrana foi realizado com solução de leite desnatado Molico 5% (Nestle, 

Suíça) por 1 h em temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada 

com tampão PBST (NaCl 137 Mm; Na2HPO4 10 Mm; KCl 2,68 Mm; KH2PO4 

1,76 Mm e Tween 1% em água) e incubada com o anticorpo γH2AX (Cell 

Signaling, EUA) e anticorpo p53 (Santa Cruz Biotechnology) na diluição 1:1000 

em TBS-T por 16 horas a 4ºC. Após a incubação da membrana com anticorpo 
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primário específico, foi realizada a incubação com o anticorpo secundário 

conjugado a peroxidase HRP anti-imunoglobulina de coelho (Amersham 

Biosciences, Suécia) na diluição 1:10000 em TBS-T por 2h. A detecção das 

proteínas foi realizada por quimioluminescência com o conjunto de reagentes 

específico ECL Advanced (GE Healthcare, Suécia). A intensidade das bandas 

foi quantificada por densitômetro (Modelo GS-700 Imaging Densitometer, BIO-

RAD, EUA) com software específico (Molecular Analyst, BIO-RAD, EUA). Para 

esse experimento foi utilizado o número de 5 animais por grupo experimental. A 

intensidade das bandas da γH2AX foi normalizada com as bandas produzidas 

pela histona H1 (Upstate, EUA) na diluição 1:1000 em TBS-T e as bandas da 

proteína p53 foi normalizada pela proteína β-actina (Sigma, EUA) na diluição 

1:1000. Os resultados foram expressos como fold change de intensidade de 

banda em relação ao grupo controle MD. 

 

 

3.9. Marcação por Imunoistoquímica para p53 citoplasmática 
 
As lâminas com os cortes histológicos a 5μm, foram desparafinizadas, 

hidratadas, e posteriormente colocadas em panela de pressão com tampão 

citrato 1x por 3 minutos sob pressão de 15 a 20 psi. Depois de atingirem a 

temperatura ambiente, foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena com 

peróxido de hidrogênio (H2O2) 10% em PBS, durante 30 min. Em seguida, as 

lâminas foram mergulhadas em solução de leite em pó desnatado 3% em PBS 

e, posteriormente, incubadas com o anticorpo primário p53 (Santa Cruz 

Biotechnology)  na diluição de 1:100 em albumina sérica bovina 1% (BSA 1%) 

por 16 horas a 4ºC. No dia seguinte, as lâminas foram tratadas com anticorpo 

secundário Mach4 Universal HRP Polymer (Biomedical care, EUA) por 1h e 

reveladas por reação com diaminobenzidina (DAB – Dako, Dinamarca). As 

lâminas foram contra coradas com Hematoxilina de Harris (CARDOZO et al., 

2011), desidratadas e montadas em Permount. Entre todas as etapas foram 

realizadas 3 lavagens dos cortes de 5 minutos com PBS 1x. A análise das 

lâminas foi realizada em microscópio com platina motorizada (Imager.M2, Zeiss, 

Alemanha) acoplado ao sistema de análise de imagens AxioVision 4.8 (Carl 

Zeiss, Alemanha). A quantificação foi realizada por meio da expressão da % de 
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citoplasmas de hepatócitos positivos para p53 (Anexo VI) em  pLPN ou rLPN.  

 

3.10.  Análises Estatísticas  
 

Os experimentos foram realizados com amostras não pareadas, de forma 

inteiramente casualizada e todos os dados obtidos foram testados quanto à 

distribuição normal (teste de Shapiro-Wilk). Na comparação entre apenas dois 

grupos, as análises estatísticas foram realizadas pelo teste t Student. Os 

resultados foram expressos como média ± desvio padrão e todas as análises 

estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa Prism 8 (GraphPad, EUA) 

e adotando-se nível de significância de 5% (p<0,05). 
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4. Resultados 

4.1. Caracterização dos lipídios estruturados  
 
 

4.1.1. Composição em triacilgliceróis 
 
 

A Figura 3 representa a composição em triacilgliceróis da tributirina, 

tricaprilina e lipidios estruturados, onde A corresponde ao ácido butírico, B ácido 

caprílico e C aos lipídios estruturados. Como esperado, a tributirina apresentou 

predomínio de BBB e a tricaprilina, de CCC. Após o processo de 

interesterificação, o produto final apresentou 67% de novos triacilgliceróis; 
destes, 42,3% representam, conforme o desejado, a estruturação na forma 

BBC/BCB, ou seja, dois ácidos butíricos e um ácido caprílico; e 24,7% 

representam a estruturação na forma BCC/CBC.  
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Figura 3. Composição em triacilgliceróis da tributirina (A), tricaprilina (B) e lipídios 

estruturados (C). Legenda: BBC/BCB triacilgliceróis compostos por dois ácidos butíricos 

e um ácido caprílico; CCB/CBC triacilgliceróis compostos por dois ácidos caprílicos e 

um ácido butírico; BBB triacilglicerol composto por três ácidos butírircos e CCC 

triacilglicerol composto por três ácidos caprílicos. 

 

4.2. Ensaio in vivo 

4.2.1. Peso corpóreo e hepático dos animais  

 
O acompanhamento da evolução do peso corpóreo teve como objetivo 

avaliar a aplicação adequada do modelo RH, além de observar eventuais efeitos 

tóxicos das substâncias administradas. Na Figura 4 observa-se queda na média 

do peso corporal dos animais de ambos os grupos tratados após a administração 

da DEN, de 2-AAF e do procedimento de hepatectomia parcial (70%), como 

esperado. A evolução do peso se manteve semelhante nos dois grupos, tendo 

em vista a diferença entre as médias dos dois, que se manteve constante durante 

todo o experimento. 

A mortalidade dos animais foi de 50%, valor superior ao observado em 

outros experimentos do laboratório (ESPINDOLA et al., 2005; HEIDOR et al., 

2014). 

Esse experimento foi o pioneiro no grupo a utilizar analgesia, conforme 

preconizado pelo Comitê de Ética. A incomum mortalidade pode estar 

relacionada a uma sobrecarga hepática causada por uma associação de fatores, 

tais como a retirada de 70% do fígado, administração do anestésico Isoflurano e 

administração do analgésico metadona na dose de 1 mg/100g p.c. 15 minutos 

antes da cirurgia e 0,6mg/100g p.c. de 12 em 12 horas no pós-cirúrgico durante 

3 dias conforme orientação recebida pela veterinária ligada ao CEUA/FCFUSP.



48 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Representação gráfica do controle do peso do animal não submetido ao 

modelo experimental (não iniciado NI), ou submetidos ao modelo do hepatócito 

resistente e tratados com maltodextrina ou lipídios estruturados durante a etapa de 

promoção da hepatocarcinogênese. Animal NI: 1 animal; Grupo MD: 5 animais; Grupo 

EST: 6 animais. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Metadona 
(1mg/100g pc) 
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4.2.2. Análise macroscópica do fígado de animais submetidos ao 
protocolo experimental 
 
 

Após a eutanásia, os fígados foram coletados para análise macroscópica. 

Foi analisada a presença de nódulos na superfície de cada lobo do fígado, assim 

como em cortes com espessura de 3mm.  Com relação aos pesos corpóreos dos 

ratos, tanto no início, como no final do experimento, não houve diferenças 

significativas (p>0,05) entre os grupos, demonstrando ausência de toxicidade 

dos compostos estudados. A incidência dos nódulos macroscópicos foi de 83,3% 

no grupo EST e de 100% no grupo MD, indicando que o modelo do RH foi 

adequadamente aplicado.  O tratamento com os EST resultou na redução de 

33,3% no número médio de nódulos hepáticos macroscópicos em comparação 

aos animais que receberam MD (controles). Porém esta diferença não atingiu 

significância estatística (p>0,05) (Tabela 2).   

 
 
Tabela 2. Pesos corporal inicial e final, bem como peso hepático relativo, 

incidência total de nódulos e seu número médio do animal não iniciado (NI) e 

submetidos ao modelo do Hepatócito Resistente, tratados com maltodextrina 

(MD) ou lipídios estruturados (EST) na etapa de promoção da 

hepatocarcinogênese.  

Dados apresentados na forma de média ± desvio padrão da média. Normalização dos dados testada 
pelo teste Shapiro – Wilk, seguido do teste estatístico t Student. 
 
 
 
 
 

Grupos 
(n) 

Peso 
Corpóreo 
Inicial (g) 

 
Peso 

Corpóreo 
Final (g) 

Peso 
hepático 

(g) 

Peso 
Hepático 
Relativo 

(%) 

 
Incidência 

(%) 

N médio 
de 

nódulos 

NI     (1) 82,0 288,9 10,10 3,5 0 0 
 
MD   (5) 

 
72,7 ± 13,2 

 
256,3 ± 9,6 

 
10,7 ± 1,9 

 
4,2 ± 0,7 

 
100 

 
72 ± 56,3  

 
EST  (6) 

 
89,5 ± 14,8 

 
269,2 ± 10,3 

 
10,5 ± 1,15 

 
3,9± 0,4 

 
83,3 48 ± 42,5 
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4.3. Morfometria de lesões pré neoplásicas positivas para 
GST-P.  
 

O grupo EST apresentou uma redução no número de lesões em 

remodelação e total GSTP-P+, quando comparado com o grupo MD (p<0,05). 

Em relação % de área ocupada por LPN persistentes e total GST-P+, houve uma 

redução no grupo tratado com EST de 40,3% e 38,1% respectivamente, quando 

comparado com o grupo MD, porém sem diferença estatística. Em relação ao 

tamanho médio das lesões, não houve diferença entre os grupos (p>0,05). Não 

foram observadas lesões GSTP+ no animal não iniciado. (Tabela 3).   

 

Tabela 3. Análise morfométrica de lesões preneoplásicas GSTP+ em 

animais submetidos ao modelo do hepatócito resistente e tratados com 

maltodextrina (MD) ou lipídios estruturados (EST) na fase de promoção da 

hepatocarcinogênese. 

 
Grupos 
(n) 

Número LPN 
GST-P+/ cm2 

Tamanho médio (mm2) % de área ocupada por LPN 
GST-P+ 

 
Total 

 
pLPN 

 
rLPN 

 
Total 

 
pLPN 

 
rLPN 

 
Total 

 
pLPN 

rpLPN 

MD (5) 61,6±18,4 22,8±8,3 38,7±13,0 0,2±0,0 0,5±0,1 0,1±0,0 17,3±6,1 10,9±5,3 6,3±3,6 
 
EST (6) 32,0±16,0* 

 

12,8±8,7 

 

 

14,0±11,3* 

 

0,3±0,2 0,5±0,3 0,2±0,1 10,7±6,7 
 

6,5±3,9 
 

4,2±3,2 

* Diferença em relação ao grupo MD. Normalização dos dados testada pelo teste Shapiro – Wilk, 

seguido do teste estatístico t Student. Dados expressos na forma de média ± desvio padrão da 

média. pLPN = lesões preneoplásicas persistentes, rLPN = lesões preneoplásicas em 

remodelação. 
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4.4.  Avaliação da proliferação celular 

 

A avaliação da proliferação celular por meio da marcação do antígeno 

nuclear de proliferação celular (PCNA) mostrou que os grupos tratados com MD 

e EST apresentaram maior (p<0,05) porcentagem de núcleos marcados para 

PCNA tanto nas pLPN, como nas rLPN, em comparação ao surrounding do 

respectivo grupo. O grupo tratado com lipídios estruturados apresentou 30% e 

45% menos núcleos marcados PCNA+ em comparação ao grupo tratado com 

MD tanto em pLPN, como nas rLPN, respectivamente. Porém, essa diferença 

não atingiu diferença estatística (p>0,05).  
 

Tabela 4. Avaliação do índice de proliferação (porcentagem de núcleos 

marcados com PCNA) em lesões pré-neoplásicas persistentes (pLPN), em 

remodelação (rLPN), assim como em tecido não pré-neoplásico ao redor das 

mesmas (surrounding) nos cortes histológicos hepáticos de animais submetidos 

ao modelo do RH e tratados com maltodextrina (MD) e lipídios estruturados 

(EST) na etapa de promoção da hepatocarcinogênese.  

 
Índice de proliferação 

(% de núcleos marcados com PCNA) 
Grupos (n) Total        Surrounding pLPN         rLPN    
MD (5) 18,0 ± 5,4 6,6 ± 3,2  21,2 ± 5,7* 12,8 ± 5,4*    
EST (6) 11,4 ± 3,6 3,9 ± 2,6  14,7 ± 6,1* 7,0 ± 3,9*    

Dados expressos na forma de média ± desvio padrão; *Diferença em relação ao surrounding 
no mesmo grupo, de acordo com teste de normalização dos dados testada pelo teste Shapiro – 
Wilk, seguido do teste estatístico t Student. 
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4.5. Avaliação da apoptose  
 

Em relação a apoptose, não foram observadas diferenças estatísticas 

entre os grupos experimentais em relação a porcentagem de corpúsculos 

apoptóticos (p>0,05). Da mesma forma, os grupos MD e EST não apresentaram 

diferença estatística significante em relação a % de corpúsculos apoptóticos nas 

pLPN nem nas rLPN, em comparação com o surrounding do respectivo grupo 

(p>0,05).  

 

 
Tabela 5. Avaliação do índice apoptótico (porcentagem de corpúsculos 

apoptóticos), em lesões totais, lesões pré neoplásicas persistentes (pLPN) e em 

remodelação (rLPN), assim como em tecido não pré-neoplásico distante das 

mesmas (surrounding) nos cortes histológicos hepáticos de animais submetidos 

ao modelo do RH e tratados com maltodextrina (MD) e lipídios estruturados 

(EST) na etapa de promoção da hepatocarcinogênese. 
 

 
Dados expressos na forma de média ± desvio padrão da média. pLPN= lesões preneoplásicas 
persistentes, rLPN=lesões preneoplásicas em remodelação. Normalização dos dados testada 
pelo teste Shapiro – Wilk, seguido do teste estatístico t Student. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Índice apoptótico 
(% de corpúsculos apoptóticos) 

Grupos (n) Lesão Total Surrounding pLPN rLPN 
MD (5) 0,79 ± 4,34  0,08 ± 0,98  0,85 ± 5,72  0,5 ± 2,76  
EST (6) 0,46 ± 3,77  0,1 ± 1,41  0,49 ± 4,87  0,43 ± 3,52  
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4.6.  Determinação das concentrações hepáticas de ácido 
butírico e ácido caprílico 

 
Foram também determinadas as concentrações de ácido caprílico (AC) e 

de ácido butírico (AB) no tecido hepático dos animais submetidos ao modelo do 

RH e tratados com MD ou EST durante a fase de promoção da 

hepatocarcinogênese. Em relação às concentrações hepáticas de ácido 

caprílico, observa-se que os animais do grupo EST, como esperado, 

apresentaram maiores concentrações em relação aos animais do grupo MD (p < 

0,05) (Figura 5 i). No que diz respeito ao ácido butírico, o grupo EST, também 

como esperado, apresentou maior concentração hepática (p < 0,05) em relação 

ao grupo MD (Figura 5 ii). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
# Diferença em relação ao grupo MD. Normalização dos dados testada pelo teste Shapiro – Wilk, 
seguido do teste estatístico t Student. Grupo MD: 5 animais; Grupo EST: 6 animais. 
 

 

Figura 5. Concentrações hepáticas de (i): ácido caprílico e (ii): ácido butírico no tecido 

hepático em ratos submetidos ao modelo do RH e tratados com maltodextrina (MD) ou 

lipídios estruturados (EST) na etapa de promoção da hepatocarcinogênese.  
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4.7. Ensaio do cometa neutro 
 

Na Figura 6 é possível observar que os animais que receberam o tratamento 

com lipídios estruturados apresentaram cometas de comprimentos menores 

(p<0,05), quando comparados aos animais que receberam maltodextrina. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* Diferença em relação ao grupo MD. Normalização dos dados testada pelo teste Shapiro – Wilk, 
seguido do teste estatístico t Student. Grupo MD: 5 animais; Grupo EST: 5 animais. 
 
 
Figura 6.  Média do comprimento dos cometas em μm dos fígados dos animais 

submetidos ao modelo do RH e tratados com maltodextrina (MD) ou lipídios estruturados 

(EST) na etapa de promoção da hepatocarcinogênese.  
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4.8. Westen blot do fígado dos animais 

4.8.1. Quantificação da histona ƴ-H2AX 
 
 

Com o objetivo de avaliar a ação dos lipídios estruturados na diminuição 

dos danos no DNA, foi feita a marcação por western blot da histona ƴ-H2AX. Na 
Figura 7 é possível observar que os animais que receberam o tratamento com 

lipídios estruturados, apresentaram menores níveis de ƴ-H2AX (p<0,05), quando 

comparados aos animais que receberam maltodextrina. 

 
                                                                   

 

 
 

                                                          
 

             
 
 
 
 
 
 

 

* Diferença em relação ao grupo MD. Normalização dos dados testada pelo teste Shapiro – Wilk, 
seguido do teste estatístico t Student. Grupo MD: 5 animais; Grupo EST: 5 animais. 
 

Figura 7. Quantificação de ƴ-H2AX dos fígados dos animais submetidos ao modelo do 

RH e tratados com maltodextrina (MD) ou lipídios estruturados (EST) na etapa de 

promoção da hepatocarcinogênese. Maltodextrina (MD); Lipídios Estruturados (EST). 

H1 

MD EST 

ƴ - H2AX 

MD EST 
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4.8.2. Quantificação da proteína p53 total  
 

Na Figura 8 observa-se a marcação da quantidade total de p53 por 

western blot. Houve um aumento de 27% de p53 no grupo tratado com lipídios 

estruturados, porém essa diferença não foi estatisticamente significante 

(p<0,05). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Normalização dos dados testada pelo teste Shapiro – Wilk, seguido do teste estatístico t Student. 
 
Figura 8.  níveis de p53 dos fígados dos animais submetidos ao modelo do RH e 

tratados com maltodextrina (MD) ou lipídios estruturados (EST) na etapa de promoção 

da hepatocarcinogênese. Maltodextrina (MD); Lipídios Estruturados (EST). Grupo MD: 5 

animais; Grupo EST: 5 animais. 
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4.8.3. Quantificação da proteína p53 nuclear 
 

A localização nuclear da proteína p53 envolve sua ação em diversas vias 

relacionadas com mecanismos quimiopreventivos. Na figura 9, os animais do 

grupo tratado com lipídios estruturados apresentaram um aumento de 82% na 

concentração de p53 nuclear (p<0,01) quando comparados com os animais 

tratados com maltodextrina. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

** Diferença em relação ao grupo MD. Normalização dos dados testada pelo teste Shapiro – 

Wilk, seguido do teste estatístico t Student. 

 
Figura 9.  níveis de p53 nuclear nos fígados dos animais submetidos ao modelo do RH 

e tratados com maltodextrina (MD) ou lipídios estruturados (EST) na etapa de promoção 

da hepatocarcinogênese. Maltodextrina (MD); Lipídios Estruturados (EST). Grupo MD: 

5 animais; Grupo EST: 5 animais.  
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4.9. Avaliação da proteína p53 citoplasmática por 
imunoistoquímica  

De acordo com a tabela 6, é possível observar que em ambos os grupos 

tratados, notou-se maior (p<0,05) porcentagem de LPN persistentes marcadas 

no citoplasma para p53 quando comparado com LPN em remodelação. No grupo 

MD, 45% das LPN p53 positivas são persistentes, enquanto 5% são LPN em 

remodelação. Já no grupo estruturado, 30% representam LPN persistentes 

positivas para p53, enquanto 4,4% representam LPN em remodelação. Não 

foram observadas marcações nas células adjacentes as lesões (surrounding) e 

nem no animal não submetido ao modelo do hepatócito resistente. 

Tabela 6. Porcentagem (%) de LPN persistentes e em remodelação com 

marcação imunoistoquímica de p53 citoplasmática, em ratos submetidos ao 

modelo do hepatócito resistente, tratados com maltodextrina (MD) e lipídios 

estruturados (EST). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

* Diferença entre pLPN e rLPN no grupo MD. # Diferença entre pLPN e rLPN no grupo 

EST. Normalização dos dados testada pelo teste Shapiro – Wilk, seguido do teste estatístico t 

Student. 
 

Grupos (n) % de pLPN p53+ % de rLPN p53+ 
MD (5) 45 ± 24,9  5,0 ± 3,9  
EST (6) 30,7 ± 18,2  4,4 ± 5,5  
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5. Discussão  
 
 
 Uma vez que o HCC apresenta mau prognóstico por ser diagnosticado em 

fase avançada, torna-se necessária a busca por novos agentes 

quimiopreventivos. A tributirina apresenta efeitos positivos na quimioprevenção 

da hepatocarcinogênese, visto que esta é responsável pela indução da apoptose 

e modulação de mecanismos epigenéticos, atuando como um forte inibidor das 

enzimas desacetilases de histonas (HDACis)  (KUROIWA – TRZMIELINA, 2009; 

DE CONTI et al., 2012; SHARMA, TOLLEFSBOL, 2022). A combinação de 

compostos bioativos pode fornecer inúmeras vantagens no que tange a 

quimioprevenção, como o aumento da eficácia e biodisponibilidade de 

determinada substância. Essas propriedades são esperadas com os lipídios 

estruturados obtidos a partir da interesterificação da tributirina com a tricaprilina. 

 

 Tendo em vista estudos do grupo que demonstram atividade 

quimiopreventiva da tributirina, a reação de interesterificação para a obtenção 

dos EST foi direcionada para que a maior parte dos lipídios estruturados 

formados fosse tal que, quando hidrolisados fornecessem moléculas de ácido 

butírico e ácido caprílico na proporção 2:1 (KUROIWA – TRZMIELINA, 2009; DE 

CONTI et al., 2012; HEIDOR et al., 2014). A reação teve como produto diferentes 

triacilgliceróis, sendo eles: BBC/BCB triacilgliceróis compostos por dois ácidos 

butíricos e um ácido caprílico; CCB/CBC triacilgliceróis compostos por dois 

ácidos caprílicos e um ácido butírico. Dado o direcionamento da reação, foi 

observada uma proporção maior na formação de triacilgliceróis do tipo BBC/BCB 

em relação ao BCC/CBC. Além disso, a presença elevada de BBB pode estar 

relacionada com o excesso de tributirina adicionada para potencializar a reação, 

assim como com à ineficiência da enzima na hidrólise do triacilglicerol. Tanto a 

tributirina como a tricaprilina apresentaram em sua composição somente ácido 

butírico e ácido caprílico, respectivamente.  

 

  Não foram observadas diferenças entre os grupos tratados em relação 

à evolução do peso corporal dos animais, nem ao peso hepático relativo no final 

do experimento, confirmando que não houve efeitos deletérios prejudiciais à 
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saúde, e nem toxicidade pela administração das dosagens utilizadas dos 

tratamentos. Além disso, a ausência de variação nos pesos indica que a 

maltodextrina atua como um adequado controle isocalórico (de CONTI et al., 

2012; HEIDOR et al., 2014). 

 

 Em relação à análise das lesões pré neoplásicas, o grupo tratado com 

lipídios estruturados mostrou atividade quimiopreventiva, uma vez que 

apresentou redução no número de lesões em remodelação e total GSTP-P+, 

quando comparado com o grupo MD. Uma das hipóteses para tais achados é o 

aumento nas concentrações de AB no fígado destes animais. Kuroiwa-trzmielina 

e colaboradores (2009) demonstraram que o tratamento com tributirina 

(200mg/100g de p.c), administrado na fase de iniciação e promoção resultou em 

menor área de pLPN no grupo tratado quando comparado ao grupo controle. 

Apesar da ausência de diferença estatística, a porcentagem de área ocupada 

por pLPN e total GST-P+ foi menor no grupo EST quando comparado ao grupo 

MD. A ausência de diferenças estatísticas significativas pode estar relacionada 

com o alto desvio padrão entre os animais, devido ao número reduzido de 

amostras, em decorrência da exacerbada mortalidade durante a aplicação do 

modelo RH. Por outro lado, a utilização de animais isogênicos com uniformidade 

fenotípica e genotípica, como os Rattus norvegicus Fischer 344, possui grandes 

vantagens experimentais, que permite a redução do número de animais nos 

experimentos.  

 

 A morte dos animais ocorreu, em geral, minutos após a hepatectomia. 

Estes apresentavam respiração não aprofundada, indicando que a 

metabolização de ambos, analgésico metadona (administrado 10 minutos antes 

da cirurgia) e anestésico isoflurano, estava comprometida. Isso pode estar 

relacionado com o metabolismo destes fármacos, que ocorre no fígado por meio 

da via metabólica envolvendo as enzimas do sistema citocromo P450 (YOUNIS 

et al., 2019; SAFARI et al., 2015; MANGÓ et al., 2022). A metadona é 

metabolizada principalmente no fígado; a etapa principal consiste na N-

desmetilação pelas CYP3A4, CYP2D6 e CYP1A2. Já o isoflurano é 

metabolizado pela enzima CYP2E1 a um intermediário reativo trifluoroacetilado 

(TFA) (FERRARI et al., 2004; LIVERTOX, 2018). Deste modo, uma hipótese é 
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que o fígado remanescente após a hepatectomia parcial a 70%  comprometido 

pela administração da DEN e 2-AAF, não foi capaz de suprir as necessidades 

de metabolização concomitante do analgésico e anestésico. 

 

 Durante a hepatocarcinogênese, as células neoplásicas sofrem um 

aumento na taxa de proliferação celular e apoptose quando comparadas com as 

células não-neoplásicas (surrounding) (GRASL-KRAUPP et al., 1997). Essa 

informação é apoiada por diversos trabalhos do grupo (ESPÍNDOLA et al., 2005; 

ONG et al., 2006; KUROIWA-TRZMIELINA et al., 2009; de CONTI et al., 2011). 

No presente estudo, a avaliação do índice de proliferação celular resultou em 

diferenças estatísticas entre o surrounding do mesmo grupo em ambos os tipos 

de lesões. Por outro lado, apesar do grupo tratado com EST ter apresentado 

uma maior porcentagem de corpúsculos apoptóticos em comparação ao 

surrounding do mesmo grupo tanto em pLPN, como nas rLPN, não houve 

diferença estatística. Vale ressaltar que, estudos do grupo mostraram indução 

da apoptose pela administração de tributirina em modelos in vivo nas fases 

iniciais da hepatocarcinogênese (KUROIWA – TRZMIELINA, 2009; DE CONTI 

et al., 2012) e, além disso, o estudo in vitro realizado por NARAYANAN e 

colaboradores (2015) mostra atividade antineoplásica por meio da indução da 

apoptose em células neoplásicas tratadas com ácido caprilico.   

 

 As ações quimiopreventivas do ácido butírico já são bem descritas na 

literatura, porém, devido as suas características farmacocinéticas, a sua 

administração oral torna-se limitada. Estudos demonstram que a tributirina, pró-

farmaco do ácido butírico, fornece concentrações significativas de AB no fígado, 

capazes de exercer sua função antineoplásica (KUROIWA-TRZMIELINA et al., 

2009; de CONTI et al., 2011; NA, SEOK, HA, 2021). Para confirmar tais dados, 

foi realizada a quantificação de AB e AC no fígado dos grupos tratados e, como 

esperado, o grupo EST apresentou maior (p < 0,05) concentração de AC e AB 

por grama de tecido hepático em relação ao grupo controle MD. Nos grupos 

tratados a maior concentração de AB quando comparada com a concentração 

de AC pode ser resultado da fermentação de fibras dietéticas pelas bactérias 

colônicas do intestino, que tem como um dos produtos finais o butirato.  
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 Por outro lado, a ação do ácido caprilico no processo da 

hepatocarcinogênese permanece desconhecida. A literatura carece de 

informações neste sentido. Em um estudo in vitro com ácidos graxos de cadeia 

média, o AC demonstrou atividade antineoplásica significativa em células 

humanas de câncer colorretal, de pele e de mama (NARAYANAN et al., 2015).  

O AC também demonstrou atividade em tumores gliais de alto grau (HGGs) e 

glioblastoma multiforme (GBM), os quais estão entre os cânceres mais malignos 

conhecidos. Durante a terapia metabólica cetogênica clássica, a utilização de 

AC pode fortalecer as ações antitumorais e reduzir a toxicidade sistêmica pela 

programação diferencial das vias mitocondriais e outras vias metabólicas 

(ALTINOZ, OZPINAR, SEYFRIED, 2020; DAMIANO et al., 2020). Até o momento 

não foram encontrados estudos publicados que avaliem in vivo as suas ações 

observadas in vitro.  

 

 Danos no DNA ocorrem quando o reparo da cromatina é incompleto ou 

impossível de ser realizado, sendo originado, muitas vezes, pela presença de 

substâncias pró-oxidantes, como as espécies reativas de oxigênio (ROS) 

(SUROVA; ZHIVOTOVSKY, 2013; JI et al., 2022). A presença de ROS é capaz 

de modificar biomoléculas como o DNA, podendo causar mutações em genes 

importantes tais como supressores de tumor e/ou proto-oncogenes e assim 

estimular a formação de neoplasias (HEIDOR, et al., 2014; NI et al., 2019; 

ZHANG et al, 2022).  Sob condições fisiológicas, os níveis de ROS são 

rigidamente controlados para manter a homeostase celular normal e as funções 

biológicas essenciais pela ação de enzimas antioxidantes. Já na presença de 

danos, os mecanismos de reparo são determinados por diferentes vias de 

sinalização, como por exemplo a via de resposta ao dano no DNA (DDR). DDR 

é uma cascata de transdução de sinal homeostática que ativa as vias de reparo 

do DNA em resposta a vários tipos de danos (NI et al., 2019). Com isso, no 

presente estudo, optou-se por usar o ensaio do cometa na sua versão neutra, 

pois ele permite a análise da quebra das fitas simples e dupla do DNA, que é 

sempre seguida pela fosforilação da histona H2AX (ABRAMENKOVS et al., 

2022). 

 

 Como resultado, observou-se comprimentos de cometas menores no 
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fígado dos animais do grupo EST, o que pode estar relacionado com ação dos 

lipídios estruturados na redução de danos no DNA. O estudo realizado com ratos 

submetidos ao modelo do hepatócito resistente e tratados com lipídios 

estruturados obtidos a partir da tributirina e óleo de linhaça, mostrou redução no 

comprimento dos cometas nas amostras de fígado do grupo tratado. Os autores 

sugerem que esse resultado pode ser devido ao aumento da expressão de 

enzimas antioxidantes e maior eficiência no processo de reparo do DNA devido 

a presença do ácido butírico em sua estrutura (ORTEGA et al., 2021).  

 

   A proteina Ataxia-telangiectasia mutada (ATM) está diretamente 

associada ao mecanismo celular de resposta a lesões. A ATM exerce sua função 

atuando nas proteínas-chave do ciclo celular que são induzidas em resposta a 

uma variedade de estímulos, incluindo o estresse oxidativo, por meio da 

fosforilação de seus alvos, como por exemplo a fosforilação da histona H2AX. 

Os sinais iniciados por γ-H2AX e outros sensores são transmitidos para 

proteínas transdutoras, como a quinase Chk2, as quais regulam várias 

moléculas efetoras, como por exemplo a proteína supressora de tumor p53 (NI 

et al., 2019). 

 

 A variante histona H2AX é um componente essencial do nucleossomo 

responsável por iniciar as etapas do processo de reparo do DNA, mantendo a 

estabilidade genômica através da iniciação de uma cascata de sinalização que 

atua coletivamente para promover o reparo da quebra da fita dupla do DNA (LIU 

et al., 2022). A ƴ-H2AX tem sido considerada um indicador adequado para 

avaliar danos no DNA (SCHUTZ, STOPE, BEKESCHUS, 2021). No presente 

estudo, além da redução no comprimento dos cometas, o grupo tratado com 

lipídios estruturados apresentou níveis menores da histona H2AX na sua forma 

fosforilada (ƴ-H2AX), quando comparado ao grupo controle. Essa diminuição 

pode ser atribuída a administração dos EST, sugerindo que o tratamento 

apresentou diminuição na produção de substâncias pró-oxidantes ou maior 

eficiência no processo de reparo do DNA. 

   

 Os inibidores de enzimas desacetilases de histonas (HDACis), como o 

ácido butirico, exibem efeitos antiproliferativos seletivos em células 
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geneticamente danificadas e podem aumentar a sensibilidade das células 

neoplásicas a agentes genotóxicos. Usando o ensaio do cometa, bem como a 

marcação de γH2AX, o estudo realizado por GNEDINA e colaboradores (2022) 

mostrou que o butirato de sódio inibiu o reparo da quebra de fita dupla do DNA 

(DSB) em células alteradas, mas não em células normais. A não ação dos 

HDACis em células normais apresentou as vantagens de HDACis em terapia de 

combinação com agentes genotóxicos para aumentar seletivamente sua 

atividade citotóxica em células neoplásicas. 

 

 TAKAI e coloboradores (2004) demonstraram a partir da avaliação de seis 

linhagens de células de câncer endometrial que os inibidores de HDAC 

(HDACIs), como o butirato de sódio, inibem a proliferação de células 

neoplásicas, estimula a apoptose e induz a parada do ciclo celular. Os resultados 

obtidos pelo grupo sugerem que os HDACIs são eficazes na inibição do 

crescimento de células de câncer endometrial in vitro e em camundongos nude, 

sem efeitos colaterais tóxicos. Essa descoberta impacta na possibilidade de que 

os HDACIs possam ser particularmente eficazes no tratamento de câncer de 

endométrio. 

 

 Diversos estudos já verificaram atividades de diferentes compostos 

bioativos relacionadas à proteção contra danos no DNA. A Theabrownin, um 

componente bioativo do chá verde, é conhecida por melhorar o metabolismo 

lipídico e reduzir o nível de colesterol do fígado. O estudo realizado por Xu e 

colaboradores (2021) revelou que a Theabrownin exibiu efeitos inibitórios 

significativos nas células SK-Hep-1, HepG2 e Huh7 de HCC. Os achados 

demonstraram que a TB suprimiu significativamente o crescimento do tumor nas 

células SKHep-1, além de induzir a senescência celular e apoptose através da 

ativação pela fosforilação da cascata ATM-H2AX-Chk2-p53. Outro estudo 

realizado por Kim e colaboradores (2022) avaliou a redução de danos no DNA 

pela administração do composto natural Pentagalloylglicose (PGG) em células 

de câncer de pulmão resistentes à cisplatina. Os autores concluíram que a PGG 

induziu a apoptose por meio da regulação positiva das proteínas γ-H2AX, pCHK2 

e p53.  
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 Com o objetivo de avaliar características biológicas de dois extratos 

enriquecidos com polifenóis em células endoteliais da veia umbilical humana 

expostas a condições hiperglicêmicas, Lelciu e colaboradores (2021) avaliou a 

quantificação do estresse oxidativo e expressões de NF-ĸB, pNF-ĸB, HIF-1α e 

γ-H2AX. Os resultados mostraram que a exposição à hiperglicemia induziu o 

estresse oxidativo e consequentemente lesões no DNA. Os extratos 

enriquecidos com polifenóis demonstraram uma redução significativa do 

estresse oxidativo e da formação de γ-H2AX, sugerindo seu papel protetor nas 

células endoteliais na hiperglicemia.  

 

 A shiconina, um fitoterápico chinês (raiz seca de Lithospermum 

erythrorhizon), pode inibir a atividade celular, induzir o dano oxidativo e promover 

a senescência celular de células neoplásicas por meio da ativação da via de 

sinalização p53/p21. Com o objetivo de investigar a ação desse composto no 

câncer de pulmão, os autores utilizaram células de adenocarcinoma do pulmão, 

cultivadas por 12 h, 24 h e 48 h com diferentes concentrações de shiconina (0 

μm, 2 μm e 4 μm), respectivamente.  Os níveis de expressão das proteínas p-

H2AX, p53 e p21 foram avaliados. Como resultado, os pesquisadores 

observaram que os níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) e os níveis de 

expressão de p-H2AX, p53 e p21 aumentaram significativamente (p<0,05) 

conforme o aumento da concentração do fitoterápico (LIWEN et al., 2022).  

  

 Um dos mecanismos envolvidos na proteção contra danos no DNA ocorre 

por meio da proteína p53, a qual é responsável pela ativação de centenas de 

genes envolvidos nesse processo (PARRALES, IWAKUMA, 2015; WANG et al., 

2022). Estudos realizados pelo nosso grupo indicam que a tributirina atua na 

retenção de P53 no núcleo (ORTEGA et al., 2016). Uma vez que a localização 

da P53 está relacionada com a sua função biológica, a presença desta no núcleo 

potencializa o desempenho de sua função como guardiã do genoma (O'BRATE, 

GIANNAKAKOU, 2003; KONG et al., 2022).  

 

 Em condições normais, a proteína p53 está em concentrações não 

detectáveis no núcleo, uma vez que sua regulação está relacionada a sua 

degradação citoplasmática. A sua presença no núcleo acontece devido a 
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resposta ao estresse celular (KULEAPE et al., 2022). Os resultados obtidos 

neste experimento mostraram níveis maiores desta proteína no núcleo do grupo 

tratado com lipídios estruturados, o que indica que o tratamento com EST pode 

estar atuando na translocação da proteína frente ao dano que os animais foram 

expostos. A regulação da p53 é necessária para a resposta adequada ao tipo de 

estresse e é mediada por modificações pós-traducionais, incluindo fosforilação, 

acetilação, entre outras.  Com isso, a presença da p53 no núcleo no presente 

estudo pode estar relacionada com mecanismos epigenéticos em virtude da 

ação da administração dos ESTs (ORTEGA et al., 2016; HERNÁNDEZ 

BORRERO, EL-DEIRY, 2021).  

 

 Estudos mostram que a combinação entre inibidores de HDACs amplifica 

a atividade antitumoral possivelmente induzindo hiperacetilação de p53, 

sugerindo que o tratamento com este tipo de combinação pode ser uma 

estratégia eficaz (PALANI, BECK, SONNEMANN, 2012; TOMICIC, DAWOOD, 

EFFERT, 2021). Um estudo investigou a eficácia in vivo do butirato de sódio e 

da tributirina administrados via oral, na inibição do crescimento do câncer de 

próstata. Os autores demonstraram uma ação efetiva por parte dos inibidores de 

HDACs no câncer de próstata humano por meio da inibição do crescimento 

celular e mecanismos pró-apoptóticos. Os resultados apresentados fornecem 

informações importantes para a aplicação dessas substâncias em ensaios 

clínicos bem controlados em pacientes com alto risco de recorrência após terapia 

específica ou em pacientes com câncer de próstata avançado (KUEFER et al., 

2004). 

 

 Um estudo realizado com o knockdown da peroxirredoxina-5 (Prdx5), uma 

enzima antioxidante citoprotetora que inibe o acúmulo de peróxido endógeno ou 

exógeno, resultou em aumento da acetilação de p53 nos resíduos K379 e K382, 

aumentando a estabilidade de p53 no núcleo e o desempenho de suas funções. 

A ativação de p53 por acetilação sugere que a sua desacetilação pode 

desempenhar um papel vital na regulação negativa da atividade da proteína 

REED, QUELLE, 2014). No entanto, outro estudo realizado com células 

neuronais, mostrou que a acetilação de p53 nos resíduos K381 e K382 inibiu 

especificamente a morte celular induzida por danos no DNA mediada por p53, 
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sugerindo que a acetilação da proteína p53 depende do contexto e do tipo de 

célula (AGBORBESONG et al., 2022). 

  

 As proteínas de transporte nuclear, importinas e exportinas, podem 

desempenhar um papel importante no câncer (MAHIPAL, MALAFA, 2016). Elas 

atuam na localização subcelular de moléculas críticas, como a proteína p53, por 

meio do transporte nucleocitoplasmático (MEHMOOD et al., 2021). Estes 

processos intracelulares implicam em vários cenários dentro da célula, incluindo 

motilidade celular, regulação do ciclo celular e apoptose, contribuindo no 

processo da carcinogênese. Em canceres de ovário, cervical, pancreático, 

pulmão, gástrico, carcinoma hepatocelular e mama, foi detectado um aumento 

no nível de expressão da proteína exportina e foi relatado que esse aumento foi 

associado a metástase, aumento do tamanho do tumor, grau histológico e 

diminuição da sobrevida global (KIM, MORDOVKINA, SOROKIN, 2022). O 

estudo realizado por Ortega e colaboradores (2016) mostrou que tanto ratos 

submetidos ao modelo do hepatócito resistente e tratados com tributirina durante 

a fase de promoção, quanto células de HCC de rato e humano tratadas com 

butirato de sódio, demostraram redução na interação entre a ligação da exportina 

CRM1 e proteina p53. Isso pode resultar em um acúmulo nuclear da proteína 

p53 e aumento das suas funções antineoplásicas.  

 

 A inativação da proteína p53 é uma das características mais comuns em 

cânceres humanos. Um dos mecanismos envolvidos é a inativação da proteína 

quando mantida no citoplasma. Assim, p53 não pode se deslocar livremente para 

o núcleo para realizar suas funções supressoras de tumor como fator de 

transcrição (ELWAKEEL, 2022). Os resultados referentes a imunoistoquimica da 

p53 demonstraram um acúmulo da proteína no citoplasma dos hepatócitos nas 

lesões pré neoplásicas, principalmente nas lesões persistentes, mas não nas 

células adjacentes (surrounding). Este dado vai ao encontro dos resultados 

obtidos pelo grupo anteriormente (MAZZANTINI, de CONTI, MORENO, 2008; 

KUROIWA-TRZMIELINA et al., 2009) Este acúmulo pode estar relacionado com 

a condição patológica das lesões, uma vez que em ambos os grupos há uma 

presença maior nas lesões persistentes, as quais estão relacionadas com a 

progressão da doença. Com isso, sugere-se que essa característica pode estar 
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envolvida com a perda da função da proteína p53 decorrente do seu acúmulo no 

citoplasma. O mascaramento de sinais de importação ou exportação nuclear, 

seja por mudanças na conformação de tetrâmero da proteína ou pela ligação a 

outra proteína, fornece um mecanismo rápido e eficiente para prevenir o 

reconhecimento do sinal pela maquinaria de transporte nuclear. Uma hipótese é 

que o transporte nuclear-citoplasmático de p53 pode ser regulado por diferentes 

modificações, entre elas modificações epigenéticas. A sua ligação com outros 

fatores pode dificultar sua marcação nuclear. Além da p53, é possível que outros 

supressores tumorais também sejam sequestrados no citoplasma por 

associação com parceiros de ligação (FABBRO; HENDERSON, 2003). Apesar 

de não significativa, a diminuição da p53 citoplasmática tanto nas pLPN quanto 

nas rLPN podem estar associadas a estabilização da proteína no núcleo devido 

a administração dos lipídios estruturados, uma vez que o ácido butírico possui 

ação neste contexto. 

 

 Os estudos apresentados e discutidos até o momento corroboram com os 

resultados obtidos nessa pesquisa, uma vez que os danos no DNA são eventos 

importantes durante o processo da carcinogênese. As atividades 

quimiopreventivas observadas podem estar relacionadas tanto com as 

concentrações hepáticas observadas no grupo tratado com lipidios estruturados 

de ácido butirico, que possui ações quimiopreventivas bem estabelecidas na 

literatura, inclusive com mecanismos envolvendo o reparo do DNA, quanto com 

as concentrações hepaticas de ácido caprilico. Em relação ao AC, um estudo 

anterior do nosso grupo no qual somente a tricaprilina foi administrada em 

animais durante as fases de iniciação e promoção da hepatocarcinogênese, 

mostrou atividades quimiopreventivas in vivo pela ação do ácido caprilico (dados 

não publicados).  

 

 A estruturação a partir da tributirina e tricaprilina resultou em um lipídio 

estruturado inovador com ações quimiopreventivas na fase de promoção da 

hepatocarcinogênese experimental. O aumento nas concentrações hepáticas de 

ácido butirico e ácido caprilico no fígado dos animais tratados com EST resultou 

na minimização dos danos no DNA. A diminuição da y-h2AX indica que há uma 

diminuição na formação de danos no DNA, possivelmente pela diminuição do 
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estresse oxidativo por meio da ação do ácido butirico e, talvez, do ácido caprilico, 

como substâncias antioxidantes. Paralelo a isso, o estudo mostrou acúmulo da 

proteína p53 no núcleo, que pode estar relacionado com mecanismos 

epigenéticos, como a acetilação, que estabiliza a proteína no núcleo e faz com 

que ela desempenhe seu papel como guardiã do genoma, induzindo a parada 

do ciclo celular de células neoplásicas, por exemplo. Apesar de não significativa, 

a diminuição da p53 nas pLPN no grupo EST avaliado por imunoistoquimica 

pode ser um indicativo de que a proteína p53 está mais no núcleo devido a 

administração dos EST, seja pela acetilação da proteína, ou por mecanismos 

envolvendo as proteínas importina e exportina, uma vez que há dados na 

literatura mostrando a ação do ácido butirico neste contexto. Estes são 

mecanismos importantes a serem elucidados, uma vez que a falta de reparo no 

DNA danificado contribui com o processo da carcinogênese, diminuindo a 

manutenção da estabilidade genômica e resultando na progressão do câncer. 
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6. Conclusão 
 

Lipídios estruturados produzidos por interesterificação enzimática da TB 

com TC exercem atividade quimiopreventiva modulando vias relacionadas ao 

reparo do DNA em ratos Fischer-344 tratados durante a fase de promoção da 

hepatocarcinogênese. Tais achados são sustentados pela atuação dos EST em 

mecanismos envolvendo a proteína p53 e sua presença no núcleo, onde 

desenvolve sua função como protetora do genoma. Este achado é apoiado pela 

diminuição dos danos no ensaio do cometa neutro, aumento dos níveis da 

proteína p53 no núcleo e diminuição da fosforilação da H2AX, um importante 

marcador de lesões no DNA. 
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8.  Anexos 
 
 
ANEXO I 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo I: Imagem representativa da macroscopia dos fígados dos animais do 
grupo não iniciado (NI) e dos grupos submetidos ao modelo do hepatócito 
resistente (RH) tratados com maltodextrina (MD) e lipídios estruturados (EST), 
na fase de promoção da hepatocarcinogênese. 
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ANEXO II 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo II: Imagens representativas de LPN persistente (A) e LPN em 
remodelação (B) (Objetiva 10x).  
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ANEXO III 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo III: Imagem representativa de corpúsculos apoptóticos (Objetiva 40x).  
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ANEXO IV 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo IV: Imagem representativa de células marcadas com PCNA na dupla 

marcação com GSTP+ (Objetiva 40x).   
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ANEXO V 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   Anexo V: Imagem representativa do cometa neutro (Objetiva 40x).   
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ANEXO VI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Anexo VI: Imagem representativa da marcação citoplasmática da proteína p53 
(Objetiva 40x).   
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