Universidade do Grande Rio “Prof. José de Souza Herdy”
UNIGRANRIO

IONE ANDREIOLO

INFLUENCIA DO COLESTEROL EM MODELO IN VIVO DE CARCINOMA
HEPATOCELULAR

RIO DE JANEIRO
2025



Universidade do Grande Rio “Prof. José de Souza Herdy”
UNIGRANRIO

IONE ANDREIOLO

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Universidade do Grande Rio “Prof. José de Souza
Herdy”, como requisito parcial para a obtencao do
titulo de Bacharel em Biomedicina.

Orientadora: Dr2. Anissa Daliry
Coorientadora: MSc. Vivian Vieira Dias da Silva

RIO DE JANEIRO
2025



IONE ANDREIOLO

INFLUENCIA DO COLESTEROL EM MODELO IN VIVO DE CARCINOMA
HEPATOCELULAR

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Universidade do Grande Rio “Prof. José de Souza
Herdy”, como requisito parcial para a obtencao do
titulo de Bacharel em Biomedicina.

Orientadora: Anissa Daliry
Coorientadora: Vivian Vieira Dias da Silva

Aprovada em:
Barra da Tijuca, 28 de Novembro de 2025.

BANCA EXAMINADORA

Dr2. Anissa Daliry (orientadora)

MSc. Vivian Vieira (coorientadora)

Prof. Daniel Machado

Dr@Karine Lino



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, agradeco a Deus, por guiar meus passos, me dar forgas nos
momentos dificeis e iluminar meu caminho durante toda essa jornada.

A minha mae, por todo amor, paciéncia e incentivo. E & minha irma por acreditar
em mim. Vocés sdo minha base e meu maior motivo para continuar.

Ao meu pai, que ja nao esta mais aqui, mas vive em cada conquista minha e
continua sendo uma inspiragao de pessoa e profissional.

Ao meu namorado, Arthur, por todo o amor, compreensao e incentivo. Obrigada
por estar presente em cada etapa, celebrando as conquistas e me apoiando nos
momentos mais desafiadores.

A minha orientadora, Dra. Anissa Daliry, e & minha coorientadora, MSc. Vivian
Vieira, por toda dedicagdo, paciéncia e carinho. Obrigada por me guiarem e me
ajudarem em cada etapa e por serem inspiragdes para mim.

Agradeco também as bolsas de fomento, que tornaram este trabalho possivel.

A equipe do laboratério, por cada aprendizado, risada e momento de apoio
mutuo. Obrigada por tornaram o processo mais leve.

A professora Thuany, e a todos os professores que fizeram parte da minha
trajetéria académica — Giselle Fagundes, Natalia de Morais, Renata Manfrinato,
Rafael Montenegro, Wallace Pacienza, Daniel Machado, e tantos outros que
contribuiram com seus ensinamentos e incentivos ao longo do curso. Cada um de
vocés deixou uma marca importante na minha formacao e na pessoa que me tornei.

E, com muito carinho, agradeco a Dra. Karine Lino e ao professor Daniel
Machado, por aceitarem o convite para compor minha banca. Obrigada pela atengao,
pelas contribuicdes e por fazerem parte desse momento tdo importante da minha vida.

A cada pessoa que, de alguma forma, caminhou comigo até aqui: meu mais

sincero e profundo obrigada.



LISTA DE FIGURAS

Figura1 — Espectro daMASLD..........ooomiiiiei e 9
Figura 2— Esquema da formacé&o do colesterol end0geno.............cooooveiiiiiiiiiiiniennen. 10
Figura 3 —Desenho experimental..............cccoioiiiiiiiiiiiii e 12
Figura 4 — Efeito do colesterol no peso corporal e gordura visceral dos
(o720 418] g To (o] o o 1= PP PPPUPPUPPPR 13
Figura 5— Efeito do colesterol nos parametros bioquimicos dos camundongos.......... 14
Figura 6— Efeito do colesterol nos parametros histopatolégicos dos camundongos...15
Figura 7— Quantificagdo das esteatose e fibrose nos camundongos...............c.......... 16
Figura 8- Efeito do colesterol na tumorigénese dos camundongos.............c...ceeeeeeee.. 17
Figura 9—Avaliacdo do peso hepatico e desenvolvimento tumoral............................. 17

Figura 10 - |Imagens representativas das esteatoses macrovesicular e
MICTOVESICUIAN . ...ttt e et e e e e e e e ettt e e e s e e e eeeeeeeeeaeeseesesnnn e e aeeeeeeeeaaeeneenesnes 20



SUMARIO

TRESUMO . ... et e e eens 7
2 INTRODUGAD. ..ottt ettt sttt sttt s s s 8
SMETODOLOGIA . ...t e s ee e e 11
4 RESULTADOS . ...ttt 13
B DISCUSSAOD.........cooiiitiieieieeieiete ettt ettt sttt s es st es et e sesenas 18
B CONCLUSAOD..........ooeeeceeeeee ettt en e es s 21

REFERENCIAS.........cooooiiieeeeeceeeeeeet ettt ettt et 23



INFLUENCIA DO COLESTEROL EM MODELO IN VIVO DE CARCINOMA

HEPATOCELULAR
lone Andreiolo’
Anissa Daliry?
Vivian Vieira Dias da Silva®
RESUMO

O carcinoma hepatocelular (CHC) é o tipo mais comum de cancer hepatico, é a sexta causa de
cancer no mundo. Uma das etiologias do CHC é a doenca hepatica esteatética associada a disfungéo
metabdlica (MASLD), que tem como caracteristicas o acimulo de gordura nos hepatécitos e sua
prevaléncia mundial aproxima-se dos 30%. Seu espectro inicia na esteatose até a esteatohepatite
associado a disfungao metabdlica, sendo consideradas formas reversiveis, mas que podem progredir
para a cirrose e o0 CHC, cenarios estes irreversiveis. A sua fisiopatologia abrange a lipotoxicidade, que
¢é resultado do excesso de lipideos, 0 que engloba o colesterol. O objetivo desse estudo é avaliar a
influéncia do colesterol em modelo in vivo de CHC associada a MASLD. O estudo foi feito a partir da
analise de amostras de 29 camundongos C57BL/6 machos. A adicdo de colesterol a dieta aumentou o
peso corporal, a gordura visceral, parametros bioquimicos, esteatoses e potencializou a tumorigénese,
a partir do aumento do peso do figado, numero e tamanho dos tumores. O tratamento com atorvastatina
contribuiu para a diminui¢cao da esteatose e do peso do figado. Assim, o colesterol desempenhou papel
crucial na progressao do CHC associado a MASLD.

Palavras-chave:. Carcinoma hepatocelular. Colesterol. Doenca hepatica esteatética associada a

disfungdo metabdlica. Esteatohepatite associada a disfungdo metabdlica.

ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common type of liver cancer and one of its
etiologies is metabolic dysfunction-associated fatty liver disease (MASLD). HCC is the sixth leading
cause of cancer worldwide, and it is estimated that 4.6% of cases occur in Latin America. MASLD is
characterized by the accumulation of fat in the liver, and its global prevalence is close to 30%. Its
spectrum ranges from steatosis to steatohepatitis associated with metabolic dysfunction—reversible
forms—and can also progress to cirrhosis and HCC—irreversible scenarios. Its pathophysiology
involves lipotoxicity, which is the result of excess lipids, including cholesterol. The objective of this study
is to evaluate the influence of cholesterol in an in vivo model of HCC associated with MASLD. The study
was based on the analysis of samples from 29 male C57BL/6 mice. The addition of cholesterol to the
diet increased body weight, visceral fat, biochemical parameters, steatosis, and potentiated
tumorigenesis, based on the increase in liver weight, number, and size of tumors. Treatment with
atorvastatin contributed to a decrease in steatosis and liver weight. Thus, cholesterol played a crucial
role in the progression of HCC associated with MASLD.

Keywords:. Hepatocellular carcinoma. Cholesterol. Metabolic dysfunction-associated steatotic liver

disease. Metabolic dysfunction-associated steatohepatitis.
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1 INTRODUGAO

De acordo com Instituto Nacional de Cancer (INCA), a nomenclatura dos tipos
de cancer esta relacionada ao tipo histologico — célula que deu origem — e a topografia.
O carcinoma se refere a neoplasias originadas dos epitélios de revestimento (Brasil,
2011).

O carcinoma hepatocelular (CHC), também conhecido por hepatocarcinoma, é
o cancer derivado dos hepatdcitos, principais células do figado (Gomes et al., 2013),
e é o tipo mais comum de cancer hepatico, representando 90% dos casos (Singal;
Lampertico; Nahon, 2020). As hepatites, toxinas, consumo excessivo de alcool e a
doenga hepatica esteatoética associada a disfungdo metabdlica (MASLD), que é o foco
do estudo, séo as principais etiologias para o CHC (Brasil, 2022).

A incidéncia de CHC varia em cada continente em razao dos inumeros fatores
de risco relacionados. Estima-se que dentre os casos de CHC, 72% desses ocorram
na Asia, 10% na Europa, 7,8% na Africa, 5,1% na América do Norte, 4,6% na América
Latina e 0,5% na Oceania (Singal; Lampertico; Nahon, 2020). O CHC é a sexta causa
de cancer no mundo (Pol, 2024) e a taxa de mortalidade do CHC ¢ alta e vem
crescendo cada vez mais. Conforme a Comissao Nacional de Incorporagdao de
Tecnologias no Sistema Unica de Saude (Conitec), em 2022, a incidéncia global anual
do CHC é estimada entre 500.000 e 1.000.000, levando a 700.000 mortes por ano
(Brasil, 2022). No Brasil, vale destacar que as taxas de mortalidade e incidéncia s&o
muito semelhantes, o que o torna uma preocupagao. A incidéncia de CHC esta em
torno de 3,3% e 6% por 100.000/ano e a mortalidade esta em torno de 3,6% a 6% por
100.000/ano (Magalhaes et al.,, 2023). Fora isso, a sua taxa de sobrevida é
insatisfatoria (Magalh&es et al., 2023). A American Cancer Society, em 2022, usou
informagdes do banco de dados do Instituto Nacional do Cancer e afirmou que a taxa
relativa de sobrevida em 5 anos para todos os canceres de figado € de apenas 20%
(American Cancer Society, 2022).

O CHC é um cancer silencioso diagnosticado ja em estagios avangados quando
o tumor é irressecavel, o que torna os tratamentos ineficazes (Chidambaranathan-
Reghupaty et al.,, 2022). Uma das terapias existentes é antiangiogénica com
sorafenibe, porém esta ndo apresentando beneficio clinico considerando as taxas de
recorréncia ou aumento da sobrevida (Conitec, 2022).

A MASLD, uma das etiologias do CHC, é caracterizada pelo acumulo de

gordura no figado. No Brasil, estudos identificaram a MASLD em cerca de 20% da



populagdo e nos Estados Unidos essa taxa é de 46%), também ressaltando-a como
um problema de saude publica (Bergamin et al., 2023). Ja a prevaléncia mundial,
essa taxa aproxima-se dos 30% (Fabbrini; Sullivan; Klein, 2013).

O espectro de uma doenca diz respeito aos niveis e gravidades existentes. No
caso da MASLD, o espectro varia desde a esteatose branda nas fases iniciais até a
esteatohepatite associada a disfuncdo metabdlica (MASH), sendo essas formas
reversiveis, mas que podem progredir para cirrose ou CHC, cenarios irreversiveis

(Farias & Gongalves, 2012).

Figura 1 - Espectro da MASLD
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Fonte: Criado pelo autor

A MASH, representa o estagio mais avangado da MASLD, caracterizando-se
por acumulo lipidico, inflamacgao, balonizagédo e lesao hepatocelular (Tsuchida et al.,
2019). A sua progresséo para CHC envolve diversos "hallmarks" do cancer, incluindo
inflamacao crdnica, reprogramacgao metabdlica, proliferacdo celular exacerbada e
senescéncia celular (Cherubini et al., 2024; Dileo et al., 2025).

A prevaléncia da MASLD é diretamente proporcional ao indice de massa
corporal (IMC) (Fabbrini; Sullivan; Klein, 2013) e sua incidéncia vem crescendo
constantemente em paralelo com a atual epidemia de obesidade (Tsuchida et al.,
2019).

Analisando histologicamente o figado dos casos de MASLD, é possivel
observar a presenca de esteatose e esteatohepatite e relacionar com o IMC. Em
pessoas nao obesas as taxas sdo de 15% e 3%, respectivamente, ja em pessoas com
obesidade de classe | e Il sdo de 65% e 20%, respectivamente, e por fim em pacientes
extremamente obesos sao de 85% e 40%, respectivamente. (Fabbrini; Sullivan; Klein,
2013).

A inflamacéao do figado é o ponto-chave para ocorrer a progressédo da MASLD
e pode ser desencadeada por diversos mecanismos, incluindo a morte celular
induzida pelo estresse oxidativo (Malago-Jr et al., 2020). Além da relagdo com o

estresse oxidativo, a fisiopatologia da MASLD também compreende a disfungao
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mitocondrial e a lipotoxicidade, sendo essa um resultado do excesso de acido graxo,
triglicerideos e colesterol livre (Oliveira et al., 2020).

O colesterol livre € uma molécula de lipideo e desempenha diversas fungdes
no organismo, como: composigao estrutural e funcional da membrana celular e sintese
de hormodnios reguladores do metabolismo e dos hormdnios sexuais (Ludke; Lépez,
1999). Por ser um lipideo e ter caracteristicas hidrofobicas, o colesterol precisa ser
transportado no sangue por lipoproteinas, as mais conhecidas s&o a lipoproteina de
alta densidade (High density lipoprotein - HDL) e a lipoproteina de baixa intensidade
(Low density lipoprotein - LDL) (Maranh&o, 2013). Aproximadamente 75% do nosso
colesterol é enddgeno, originando-se da biossintese do figado, enquanto o restante é
fornecido pela dieta alimentar, sendo chamado de colesterol exdgeno (Ludke; Lopez,
1999).

A sintese do colesterol enddgeno, em cenario fisioldgico, ocorre a partir de
processos bioquimicos da via do mevalonato. Esse processo se inicia pela conversao,
a partir de condensagodes, do Acetil-Coa em 3-hidroxi-3-metilglutatil-coenzima (HMG-
CoA). O HMG-CoA se reduz a mevalonato a partir da enzima HMG-CoA redutase.
ApoOs uma série de reagbes enzimaticas, tem-se, por fim, a formacao do colesterol
(Garcia-Ruiz et al., 2022). Em situagbes patoldgicas, é preciso que o paciente fago
uso de medicamentos, como fibratos, ezetimibes e estatinas, conhecidos por reduzir
niveis de colesterol. A estatina age inibindo a enzima HMG-CoA redutase,
impossibilitando que essa reduza a HMG-CoA em mevalonato e, consequentemente,
em colesterol. (Nelson; Cox; Hoskins, 2022).

Figura 2 - Esquema da formag&o do colesterol endégeno
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O acumulo de colesterol livre € lipotdxico para os hepatdcitos e € um dos fatores
qgue contribuem para a inflamagao e a fibrose, caracteristicas tipicas da MASH (Horn
et al., 2021). Fora a relagao do colesterol endogeno com a progressao para MASH, o
colesterol dietético também tem certa influéncia (Rooyen et al., 2011). Estudos
humanos, realizados em adultos do Havai e da Califérnia, mostraram que ha uma
associagao entre a ingesta de colesterol e o desenvolvimento de MASLD e MASH
(Horn et al., 2021). Estudos experimentais demonstraram que a dieta rica em gordura
causa o desenvolvimento da esteatose branda e a adicdo de colesterol na dieta causa
a progressao para MASH (Horn et al., 2021).

Considerando as taxas e a periculosidade da MASLD e da sua evolugao para
CHC, é importante entender os mecanismos de progressao da doenga.

Portanto, o objetivo desse estudo é avaliar a influéncia da adigao de colesterol
em modelo de CHC associada a MASLD, avaliando parametros que incluem: peso
corporal, adiposidade e marcadores bioquimicos séricos e do tecido hepatico; analisar

a histopatologia e caracterizar os tumores de acordo com seu tamanho e quantidade.

2 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo experimental com método de abordagem quantitativa e
qualitativa. As palavras-chave sao: Carcinoma hepatocelular. Colesterol. Doenca
hepatica esteatética associada a disfungao metabdlica. Esteatohepatite associada a

disfuncdo metabdlica.

2.1 Animais e protocolos experimentais

Foram utilizadas amostras de 29 camundongos C57BL/6 machos que
receberam uma administragao do carcindgeno dietilnitrosamina (DEN) em dose unica
de 25mg/kg no 14° dia de pds-natal e posteriormente iniciado uma dieta rica em
gordura, frutose e adi¢cdo de 0,5% de colesterol durante 24 semanas. Ao fim desse
periodo, foi possivel induzir o modelo de CHC nos camundongos. Nas ultimas 8
semanas do protocolo foi administrado o tratamento com atorvastatina. Os grupos
experimentais incluem: (i) controle Veiculo (CTL + SAL, n=5) - camundongos em dieta
controle sem indugéo farmacoldgica e tratados com veiculo salina; (ii) controle DEN
(CTL+DEN, n=8) - camundongos em dieta comum e administragdo de DEN; (iii) high

fat/fructose/cholesterol + DEN (HFFC+DEN, n=8) - camundongos com dieta rica em
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gordura e agucar com adicdo de colesterol tratados com veiculo e (iv) high
fat/fructose/cholesterol + DEN + Atorvastatina (HFFC+DEN+ATV, n=8) -
camundongos com dieta rica em gordura e agucar com adi¢cao de colesterol tratados
com atorvastatina (20 mg/kg). Ao final do protocolo, os animais foram submetidos a
coleta de sangue, eutanasia e coleta de tecidos para posteriores analises. Todos os
procedimentos experimentais foram previamente aprovados pelo comité de ética no
uso de animais (CEUA) - Licenca: L-021/2022 - da Fundagao Oswaldo Cruz.

Figura 3 - Desenho Experimental
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Fonte: Criado pelo autor

2.2 Marcadores bioquimicos séricos e do tecido hepatico

Para mensurar marcadores bioquimicos séricos, como colesterol total,
colesterol-LDL, triglicerideos, albumina e as atividades da enzima ALT foram
utilizados kits comerciais (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil) e posteriormente
analisados por espectrofotometria. Esses mesmos kits também foram usados para

determinar os niveis de colesterol e triglicerideos hepaticos.

2.3 Histopatologia

Os figados foram fixados em solugcdo de formaliza tamponada com fosfato
Millonig a pH 7,2, embebidos em parafina e corados com hematoxilina-eosina (HE)
para avaliar a presenca de esteatose e Tricromio de Masson para avaliar a fibrose.

Foram feitos pelo menos quatro cortes histolégicos de seis animais por grupo.

2.4 Analise do tamanho e niumero de tumores
A analise do tamanho dos tumores foi realizada utilizando o software ImageJ,
enquanto a analise do numero de tumor foi realizada macroscopicamente de acordo

com 0Ss numeros de tumores visiveis no momento da coleta das amostras.
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2.5 Analise estatistica

As variaveis quantitativas sao expressas em media * erro padrao da media
(EPM), enquanto as variaveis qualitativas s&o expressas em numero (n) e
porcentagem (%). A normalidade foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk e as
comparacgoes entre os grupos foram feitas por meio de analise de variancia (ANOVA)
de uma via seguida do teste post hoc de Tukey. Valores de p <0.05 sdo considerados
significativos. As analises foram feitas utilizando o GraphPad Prism verséo 8.0.0 para
Windows (GraphPad software, California, USA). Para as curvas de kaplan-meier,

valores de p < 0,05 sdo considerados significativos.

3 RESULTADOS

Ao final do protocolo experimental, o grupo HFFC DEN demonstrou um
aumento do peso corporal em comparagao aos grupos CTLs, enquanto o grupo HFFC
DEN ATV apresentou diminuicao do peso corporal em comparacgao ao grupo HFFC
DEN (Figura 4A). Ja observando a gordura visceral, teve um aumento dos niveis do

grupo HFFC DEN em comparacéao aos grupos CTLs (Figura 4B).

Figura 4 - Efeito do colesterol no peso corporal e gordura visceral dos camundongos
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Legenda: Peso final (Afe gordura visceral (B). * p < 0,05 vs. CTL SAL; ### p <
0,001 vs. CTL DEN; 1 1 p < 0,01 vs. HFFC DEN.

Em relagdo aos parametros bioquimicos, os niveis de colesterol sérico foram
maiores nos grupos HFFC DEN e HFFC DEN ATV em comparagao com 0s grupos
CTLs (Figura 5A). Os niveis de triglicerideos séricos no grupo HFFC DEN ATV foram
significativamente menores do que os grupos CTL SAL e HFFC DEN (Figura 5B).
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Enquanto os niveis de colesterol hepatico nao apresentaram diferenca
estatistica (Figura 5C) e o triglicerideo hepatico teve um aumento significativo no
HFFC DEN comparado com o grupo CTL DEN (Figura 5D). Os niveis de colesterol
LDL foram maiores no grupo HFFC DEN e HFFC DEN ATV em relagao ao CTL SAL,
e também estava aumentado no grupo HFFC DEN comparado com o grupo CTL DEN
(Figura 5E). E a atividade da enzima ALT foi maior nos grupos HFFC DEN e HFFC
DEN ATV em comparagédo com o grupo CTL DEN (Figura 5F)

Figura 5 - Efeito do colesterol nos pardmetros bioquimicos dos camundongos
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Legenda: Niveis séricos de colesterol (A), triglicerideo (B), niveis hepaticos de colesterol (C) e
triglicerideo (D) e niveis de colesterol LDL (E) e alanina aminotransferase (F) de camundongos
alimentados com dieta controle normocalérica administrado com salina (CTL SAL) ou
carcindgeno dietilnitrosamina (CTL DEN), alimentados com dieta rica em gordura, frutose e 0,5%
de colesterol e administrado com carcinégeno dietilnitrosamina (HFFC DEN), e alimentados com
dieta rica em gordura, frutose e 0,5% de colesterol, administrado com carcinégeno
dietilnitrosamina e tratados com atorvastatina (HFFC DEN ATV). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <
0,001 vs.CTL SAL; #p <0,05, ##p <0,01, ### p <0,001 vs. CTL DEN; 1+ t p< 0,01 vs. HFFC
DEN.

As amostras coradas com HE nas nossas analises histolégicasdemonstraram
que grupo HFFC DEN teve um aumento significativo da esteatose macrovesicular
quando comparado com o grupo CTL SAL e que a ATV levou a remisséo da esteatose

(Figuras 6 e 7A). O grupo HFFC DEN apresentou maior porcentagem na analise da
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esteatose microvesicular e global em comparagcdo aos grupos CTLs, enquanto os
camundongos do grupo HFFC DEN ATV apresentaram diminuigdo dessas taxas em
comparacao com o HFFC DEN (Figuras 6, 7B e 7C).

A coloracao com Tricrébmico de Masson, para avaliar a fibrose, possibilitou que
observassemos que os camundongos do grupo HFFC DEN e HFFC DEN ATV
apresentaram maior depdsito de fibras de colageno quando comparado aos grupos
CTLs (Figuras 6 e 7D).

Figura 6 - Efeito do colesterol nos parametros histopatélogicos dos camundongos

Hematoxilina-eosina Tricrémico de Masson

HFFC+DEN CTL+DEN CTL+SAL

HFFC+DEN+ATV

Legenda: Imagens representativas da analise histolégica com coloracdo hematoxilina e eosina e
coloragéo tricrdmico de Masson de camundongos alimentados com dieta controle normocaldrica
administrado com salina (CTL SAL) ou carcindégeno dietilnitrosamina (CTL DEN), alimentados com
dieta rica em gordura, frutose e 0,5% de colesterol e administrado com carcindgeno dietilnitrosamina
(HFFC DEN), e alimentados com dieta rica em gordura, frutose e 0,5% de colesterol, administrado
com carcinégeno dietilnitrosamina e tratados com atorvastatina (HFFC DEN ATV). n= 5-8
camundongos.
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Figura 7 - Quantificagdo das esteatoses e da fibrose nos camundongos
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Legenda: Quantificagéo da esteatose macrovesicular (A), esteatose microvesicular (B), esteatose
global (C) e fibrose (D) de camundongos alimentados com dieta controle normocaldrica
administrado com salina (CTL SAL) ou carcinégeno dietilnitrosamina (CTL DEN), alimentados com
dieta rica em gordura, frutose e 0,5% de colesterol e administrado com carcinégeno
dietilnitrosamina (HFFC DEN), e alimentados com dieta rica em gordura, frutose e 0,5% de
colesterol, administrado com carcinégeno dietilnitrosamina e tratados com atorvastatina (HFFC
DEN ATV). ** p <0,01, *** p <0,001 vs. CTL SAL; ## p <0,001, ### p <0,001 vs. CTL DEN; 11t p
<0,001 vs. HFFC DEN. n= 5-8 camundongos.

Ao final de experimento, na semana 24, os figados dos camundongos foram
analisados. Observando macroscopicamente, a coloragcao dos figados dos animais
dos grupos HFFC, com ou sem tratamento, apresentou coloragdo amarelada quanto

aos outros grupos, caracteristica associada ao figado gorduroso (Figura 8).

Figura 8 - Efeito do colesterol na tumorigénese dos camundongos
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CTL - SAL CTL - DEN HFFC - DEN HFFC - DEN - ATV

Legenda: Imagens representativas dos figados dos camundongos alimentados com dieta controle
normocalérica administrado com salina (CTL SAL) ou carcindégeno dietilnitrosamina (CTL DEN) (B),
alimentados com dieta rica em gordura, frutose e 0,5% de colesterol e administrado com
carcinégeno dietilnitrosamina (HFFC DEN) (C), e alimentados com dieta rica em gordura, frutose e
0,5% de colesterol, administrado com carcindgeno dietilnitrosamina e tratados com atorvastatina
(HFFC DEN ATV). (D). n= 5-8 camundongos.

O peso do figado dos camundongos do grupo HFFC DEN foi maior que nos
grupos CTLs, enquanto o grupo tratado com atorvastatina demonstrou uma
diminuicdo em relagdo ao HFFC DEN (Figura 9A). O numero e tamanho do tumor
foram avaliados de forma macroscopica. Foi observado que os animais do grupo
HFFC DEN apresentou maior numero de tumor em relagao ao CTL SAL, enquanto o
grupo HFFC DEN ATV apresentou maior nimero de tumor comparados com os dois
grupos CTLs (Figura 9B). Ja o tamanho dos tumores dos camundongos alimentados

com dieta hiperlipidica e hiperglicidica foi maior do que nos grupos CTLs (Figura 9C).

Figura 9 - Avaliagdo do peso hepatico e desenvolvimento tumoral
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Legenda: Peso do figado (A), numero de tumor (B) e tamanho dos tumores (C) de camundongos
alimentados com dieta controle normocalérica administrado com salina (CTL SAL) ou carcinégeno
dietilnitrosamina (CTL DEN), alimentados com dieta rica em gordura, frutose e 0,5% de colesterol
e administrado com carcindégeno dietilnitrosamina (HFFC DEN), e alimentados com dieta rica em
gordura, frutose e 0,5% de colesterol, administrado com carcinégeno dietilnitrosamina e tratados
com atorvastatina (HFFC DEN ATV). * p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 vs. CTL SAL; ## p <0,01,
### p <0,001 vs. CTL DEN; 11 p <0,01 vs. HFFC DEN. n= 5-8 camundongos.
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4 DISCUSSAO

Nesse estudo, tivemos como objetivo estabelecer um modelo de CHC
associada a MASLD, e avaliar a influéncia do colesterol na tumorigénese.

Portanto, entender como a influéncia do colesterol no desenvolvimento de
MASLD e progressao para o CHC é de extrema importancia, uma vez que o cancer
de figado estd cada vez mais presente e estda associado a uma alta taxa de
mortalidade (Singal; Lampertico; Nahon, 2020).

Além da dieta utilizada, foi adicionado o carcinégeno dietilnitrosamina (DEN),
metabolizado no figado por enzimas de citocromo P450, encontradas
abundantemente nas células centrolobulares — células ao redor da veia central do
I6bulo hepatico. Esse metabolismo gera compostos reativos que causam danos
celulares e mutagdes no DNA, explicando seu potencial carcinogénico (Tolba, R et al.,
2015).

A utilizacdo do DEN associado a dieta é fundamental em modelos
experimentais de hepatocarcinogénese (Herck; Vonghia; Francque, 2017), pois,
quando usado isoladamente, gera um baixo desenvolvimento de tumores, exigindo
um periodo mais longo para que a doenga progrida (Tolba, R et al., 2015).

Para avaliar o impacto da adi¢ao de colesterol no modelo de CHC associado a
MASLD, foram comparados diversos parametros de quatro grupos experimentais: dois
grupos controle, um grupo alimentado com dieta rica em gordura, frutose e colesterol
associada a administracdo de DEN, e outro grupo submetido a mesma dieta, porém
tratado com atorvastatina.

Incialmente, foi avaliado o fendétipo dos camundongos. Foi observado que os
camundongos que tiveram adigdo de colesterol na dieta apresentaram fendtipo
alterado, obtendo maior peso corporal e maior depdsito de gordura visceral. O alto
indice de massa corporal e 0 acumulo de tecido adiposo, sdo causas centrais da
sindrome metabdlica, que é um fator de risco para o desenvolvimento da MASLD e
progressao para MASH (Swarup, Supreeya et al., 2024).

Um estudo feito por Yan Wang et al., teve como intuito investigar os efeitos do
MASH induzido por uma dieta rica em gordura na carcinogénese hepatica induzida
por carcindégeno. Apos a analise dos animais, foi observado que a alimentagao HFD
induziu caracteristicas tipicas de MASH e uma incidéncia e multiplicidade bem maior

de marcadores pré-cancerosos (Wang et al., 2010).
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Relacionado aos parametros bioquimicos, os niveis de colesterol sérico foram
maiores nos grupos HFFC DEN e HFFC DEN ATV e o triglicerideo hepatico teve um
aumento significativo no HFFC DEN comparado com o grupo CTL DEN.

Em um estudo de Mayuko Ichimura et al., os niveis séricos de colesterol total e
triglicerideo hepatico foram maiores nos grupos submetidos a dieta com adi¢ao de
colesterol (Ichimura et al., 2014). Portanto, tanto com os resultados desse estudo
quanto os resultados de Ichimura, permite o entendimento e a analise de que o
colesterol € uma molécula que altera os marcadores bioquimicos, quando adicionado
a uma dieta, o que influencia a progressdo da MASLD para MASH.

Os niveis de LDL nao apresentaram diferenga estatistica significativa entre os
grupos HFFC DEN e HFFC DEN ATV. O esperado seria que o tratamento com
atorvastatina promovesse a inibicdo da enzima HMG-CoA redutase, impedindo a
conversao da HMG-CoA em mevalonato e, consequentemente, reduzindo a sintese
de lipideos (Mclver & Siddique, 2025). Essa inibicdo normalmente leva ao aumento
da expressao de receptores de LDL, o que resulta na diminuicdo de seus niveis
plasmaticos (Rosendo et al., 2007).

Entretanto, esse efeito ndo foi observado nos resultados obtidos, o que pode
ser explicado pelo fato de que, em modelos com lesao hepatica induzida por dieta
hiperlipidica e carcinégeno (HFFC + DEN), o figado apresenta inflamacéao, estresse
oxidativo e comprometimento metabdlico que podem reduzir a sensibilidade a agao
da atorvastatina, limitando sua capacidade de diminuir o LDL sérico (Malago-Jr et al.,
2020).

Isso se da porque a atorvastatina é metabolizada no figado por enzimas do
citocromo P450, principalmente a CYP3A4. A MASLD, ao causar inflamacéo e fibrose
no figado, pode comprometer a fungdo dessas enzimas, o que diminui a capacidade
de processamento do medicamento (Jamwal et al., 2020).

Por fim, a enzima ALT é encontrada predominantemente no figado e quando
elevada indica dano hepatico (Moriles; Zubair; Azer, 2024). O aumento da atividade
da enzima ALT nos grupos HFFC DEN e HFFC DEN ATV em comparagdao com o
grupo CTL DEN confirma a presenca de dano hepatico, que condiz com o quadro de
inflamacéao caracteristico da progressao da MASLD.

Dessa forma, os resultados bioquimicos obtidos neste estudo indicam que a

sobrecarga lipidica intensifica o comprometimento hepatico e metabdlico,
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comprometendo inclusive a resposta terapéutica a agentes hipolipemiantes,
medicamentos usados para tratar dislipidemias, como a atorvastatina.

As histologias hepaticas foram analisadas com duas coloragdes diferentes. A
hematoxilina-eosina - (HE) foi usada para avaliagdo da esteatose hepatica, na qual a
hematoxilina, de tom roxo, destaca os nucleos das células, enquanto a eosina, rosada,
cora o citoplasma (Gurina & Simms, 2023). Ja a Tricrdbmico de Masson foi aplicada
para identificar a fibrose hepatica, caracterizada pelos nucleos em roxo, o citoplasma
em rosa e as fibras de colageno em azul, facilitando a distingdo entre as regides
normais e as areas com acumulo de tecido fibroso (Santos et al., 2012).

A esteatose hepatica pode ocorrer em dois padrdes principais, sendo a
macrovesicular e a microvesicular (Milroy, 2018). A esteatose macrovesicular
apresenta um unico vacuolo de gordura com o nucleo lateralizado (Figura 10A), visto,
em sua maioria, em problemas hepaticos como a sindrome metabdlica, enquanto a
microvesicular é identificada pela presenca de varias pequenas goticulas de gordura
e 0 nucleo permanece centralizado (Figura 10B) — e esta mais relacionada com

disfuncdo mitocondrial.

Figura 10 - Imagens representativas das esteatoses macrovesicular e microvesicular

(A) Esteatose Macrovesicular (B) Esteatose Microvesicular

Fonte: Criado pelo autor

As analises histolégicas coradas com H&E revelaram que os camundongos do
grupo HFFC DEN apresentaram um aumento significativo da esteatose hepatica,
principalmente do tipo macrovesicular, quando comparados ao grupo CTL SAL. Além
disso, observou-se um aumento na esteatose microvesicular e global, indicando um
acumulo expressivo de lipidios nos hepatdcitos. Esses achados mostram que a adigao
de colesterol a dieta favorece o desenvolvimento da esteatose hepatica, agravando o
quadro de acumulo lipidico e contribuindo para a progressédo da doenga.

Foi observado que os camundongos do grupo HFFC DEN ATV tiveram uma
diminuicao significativa das esteatoses macrovesicular, microvesicular e global. Dessa

forma, a reducao das diferentes formas de esteatose reflete uma regresséo do dano
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hepatico, demonstrando um efeito protetor da atorvastatina sobre o figado e sugerindo
gue seu uso pode auxiliar na prevencgao da progressao da MASLD.

Observando a histologia corada com Masson, foi possivel constatar que houve
o desenvolvimento de fibrose no figado dos camundongos do grupo HFFC DEN. O
acumulo continuo de colesterol no figado com inflamacgéo e les&o hepatica, leva ao
processo de cicatrizagao (Song et al., 2021).

No cenario da tumorigénese, o figado do grupo HFFC DEN e HFFC DEN ATV
e HFFC DEN ATV mostrou aparéncia mais amarelada, decorrente da esteatose e do
acumulo de TG e acido graxo (Francque et al., 2021), contrariamente aos figados dos
CTL que estdo mais avermelhados. Além da tonalidade diferente, o peso do figado
também estava maior no grupo HFFC DEN. O peso do figado foi normalizado pelo
comprimento da tibia para corrigir variagbes no tamanho corporal dos animais e
permitir comparagdes mais precisas entre os grupos.

A avaliacdo macroscopica também serviu para analisar o niumero e tamanho
do tumor. O numero e o tamanho dos tumores foram maiores nos camundongos dos
dois grupos HFFC DEN quando comparado aos CTLs. O grupo HFFC DEN ATV
apresentou uma tendéncia de aumento no numero de tumor, isso se da porque o
tratamento com atorvastatina atuou na inibicdo de apenas uma via, sendo a via do
mevalonato, 0 que, embora possa ter limitado parcialmente o crescimento tumoral,
nao foi suficiente para conter completamente a proliferacdo celular. As células
cancerigenas possuem alta capacidade adaptativa e tendem a buscar mecanismos
alternativos para garantir sua sobrevivéncia e continuidade do crescimento, ativando
outras vias de sinalizagdo que compensam a via inibida (Hanahan, 2022).

Dessa forma, pode-se compreender que a adigdo de colesterol contribuiu
significativamente para a progressao da MASLD, favorecendo o ambiente propicio ao

desenvolvimento do CHC, tanto no numero quanto na dimenséo dos tumores.

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a adigdo de colesterol a
dieta exerceu um papel essencial na progressao da MASLD.

A presenca do colesterol na dieta hiperlipidica potencializou a dislipidemia, o
acumulo de gordura visceral, a esteatose hepatica e 0 aumento do peso do figado, o

que propicia o desenvolvimento do CHC.
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Observou-se um aumento tanto no numero de tumores quanto no peso
hepatico, reforcando o papel do colesterol na promogao da tumorigénese no figado.
O uso da atorvastatina contribuiu para a regressao da esteatose, sugerindo um

efeito benéfico na progressao da MASLD.
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