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RESUMO 

O carcinoma hepatocelular (CHC) é uma complicação que pode ocorrer em casos de 

doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA). Considerando que a rifaximina 

(RIF) é um antibiótico não absorvível altamente eficaz para o tratamento de várias 

doenças gastrointestinais e hepáticas, este estudo tem como objetivo avaliar os 

efeitos da RIF em um modelo de CHC secundário à DHGNA. Três grupos de ratos 

Sprigue Dawley foram analisados (n = 8/grupo); Grupo controle (CON): alimentados 

com dieta padrão e água; Grupo HCC: alimentados com uma dieta hiperlipídica 

deficiente em colina (DHDC) e água contendo dietilnitrosamina (DEN) (135 mg/L); e 

grupo HCC+RIF: alimentados com DHDC mais DEN e tratados com RIF a partir da 

5ª semana. Após 16 semanas, os animais foram eutanasiados e suas amostras 

coletadas. No soro, foram realizadas análises bioquímicas; no tecido hepático, foram 

realizadas análises anatomopatológicas e de expressão gênica; no tecido intestinal, 

foram realizadas análises de expressão gênicas; nas amostras de fezes, foram 

realizadas análises de diversidade e composição bacteriana. As expressões gênicas 

hepáticas de Tnf-α, Il10 e Il1β não mostraram diferença entre os três grupos, apesar 

de Il6 mostrar um aumento significativo no grupo HCC+RIF comparado ao CON. A 

expressão gênica intestinal das tight junctions mostrou uma diminuição no Ocldn, 

F11r e Cldn4 no grupo HCC+RIF quando comparado ao CON. Na análise de alfa 

diversidade da microbiota, o número total de espécies foi semelhante entre os 

grupos (índice de Shannon), mas os animais do grupo HCC+RIF apresentaram 

níveis significativamente mais baixos de diversidade, considerando a riqueza 

baseada na abundância (Chao1). A análise de beta diversidade mostrou que os 

grupos HCC e HCC+RIF foram distintos do CON. Uma análise de tamanho do efeito 
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discriminante linear entre HCC e HCC+RIF revelou 12 gêneros diferencialmente 

abundantes entre eles. A RIF modula a microbiota intestinal, independentemente da 

permeabilidade intestinal, e isso pode estar relacionado à sua capacidade de 

atenuar o desenvolvimento de CHC relacionado à DHGNA. 

Palavras-chave: Carcinoma hepatocelular; Doença hepática gordurosa não 

alcoólica; Esteato-hepatite não alcoólica; Rifaximina; Microbiota intestinal 
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ABSTRACT 

Hepatocellular carcinoma (HCC) is a complication that can occur in cases of non-

alcoholic fatty liver disease (NAFLD). Considering that rifaximin (RIF) is a highly 

effective non-absorbable antibiotic for the treatment of various gastrointestinal and 

liver diseases, this study aims to evaluate the effects of RIF in a NAFLD-related HCC 

model. Three groups of Sprigue Dawley rats were analyzed (n = 8/group); Control 

group (CON): fed a standard diet and water; HCC group: fed a choline-deficient high 

fat diet (CDHD) and drinking water containing diethylnitrosamine (DEN) (135 mg/L); 

and HCC+RIF group: fed with DHDC plus DEN and treated with RIF from the 5th 

week. After 16 weeks, the animals were euthanized and their samples collected. In 

serum, biochemical analyzes were performed; in liver tissue, anatomopathological 

and gene expression analyzes were performed; in intestinal tissue, gene expression 

analyzes were performed; in fecal samples, analyzes of bacterial diversity and 

composition were performed. The liver gene expressions of Tnf-α, Il10 and Il1β 

showed no difference between the three groups, although Il6 showed a significant 

increase in the HCC+RIF group compared to the CON. The intestinal gene 

expression of the tight junctions showed a decrease in Ocldn, F11r and Cldn4 in the 

HCC+RIF group when compared to CON. In the analysis of alpha diversity of the 

microbiota, the total number of species was similar between the groups (Shannon 

index), but the animals in the HCC+RIF group had significantly lower levels of 

diversity, considering the richness based on abundance (Chao1). In the beta diversity 

analysis, the HCC and HCC+RIF groups were different from the CON. A size 

analysis of the linear discriminating effect between HCC and HCC+RIF revealed 12 

differently abundant genera among them. RIF modulates the intestinal microbiota, 
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regardless of intestinal permeability, and this may be related to its ability to attenuate 

the development of NAFLD-related HCC. 

Keywords: Hepatocellular carcinoma; Non-alcoholic fatty liver disease; Non-

alcoholic steatohepatitis; Rifaximin; Gut microbiota 
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1. INTRODUÇÃO 

A doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) é um espectro de 

doenças hepáticas crônicas. Compreende desde a esteatose simples até esteato-

hepatite não alcoólica (EHNA), com importante presença de inflamação, podendo 

evoluir para cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC) (1,2). 

O CHC é o sexto tipo de câncer mais prevalente e a terceira causa mais 

comum de mortalidade relacionada ao câncer no mundo (3,4). Após o 

desenvolvimento e diagnóstico do CHC, a seleção do tratamento apropriado é 

crucial para a avaliação da sobrevida do paciente. Existem diversas terapias que são 

utilizadas na prática clínica, a depender do caso clínico, no entanto a determinação 

da conduta terapêutica mais adequada é um processo complexo e assunto de 

controvérsias (5–8). 

Microbiota refere-se a toda a população de microrganismos que coloniza um 

local específico (9). Embora o fígado não esteja em contato direto com a microbiota, 

ele possui fortes ligações anatômicas com o intestino. Dentro deste eixo fígado-

intestino, a permeabilidade intestinal e a microbiota intestinal estão envolvidas em 

mecanismos pelos quais poderiam iniciar ou influenciar a progressão de doenças 

hepáticas, incluindo a DHGNA e o CHC (10,11). 

Por outro lado, a rifaximina é um antibiótico oral de amplo espectro, pouco 

absorvido e semi-sintético. É eficaz para o tratamento de um vasto número de 

condições gastrointestinais e hepáticas, como a síndrome do intestino irritável, o 

supercrescimento bacteriano do intestino delgado e a prevenção de encefalopatia 

hepática recorrente (12), além de efeito antimicrobiano contra bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas aeróbias e anaeróbias, e um consequente efeito 
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modulador sobre a microbiota intestinal, que poderia proteger contra a progressão 

da DHGNA e o desenvolvimento do CHC. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Doença Hepática Gordurosa Não Alcoólica e Carcinoma Hepatocelular 

A DHGNA é um espectro de doenças hepáticas crônicas, caracterizada 

histologicamente pela presença de mais de 5% de hepatócitos esteatóticos, com 

consumo alcoólico inferior a 30 g/dia em homens e 20 g/dia em mulheres (1). 

Compreende desde a esteatose simples até esteato-hepatite não alcoólica (EHNA), 

com importante presença de inflamação, podendo evoluir para cirrose e CHC (13) 

(Figura 1). Os estádios iniciais da doença podem ocasionar inflamação crônica e 

reparação compensatória do tecido, onde posteriormente ocorre o acúmulo de 

colágeno e cicatriz (desenvolvimento de fibrose e/ou cirrose). A cirrose está 

associada à perda progressiva da função e constitui a base para o desenvolvimento 

do CHC, sendo um importante fator de risco, apesar de o tumor poder se 

desenvolver em fígado não cirrótico também (14,15). A DHGNA é assintomática até 

o surgimento de complicações em seu estádio final, podendo estas alterações se 

tornarem irreversíveis, quando o transplante hepático passa a ser a única opção 

terapêutica (16). Assim, a identificação dos fatores de risco, diagnóstico precoce e 

intervenções são fundamentais para o manejo clínico da doença. Nos últimos anos 

houve um aumento na prevalência de DHGNA paralelamente ao aumento mundial 

de diabetes e síndrome metabólica, no entanto esta doença também pode ocorrer 

em indivíduos magros e não diabéticos (17). A prevalência mundial de DHGNA é 

estimada em 24%, e na América do Sul em torno de 30,5% (18). Na América do 

Norte e Europa, a DHGNA geralmente é acompanhada de obesidade central (cerca 

de 83% dos pacientes), mas na Ásia, há uma porcentagem considerável de 

pacientes com 'EHNA magra', que têm um índice de massa corporal eutrófico (19).  
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O tratamento da DHGNA permanece controverso, entretanto está 

estabelecido que a mudança no estilo de vida, com perda de peso, controle dietético 

e atividade física, é essencial no controle da doença (16). Atualmente, a DHGNA é 

considerada uma das formas mais comuns de hepatopatia e reconhecida como 

importante causa para o aumento das taxas de morbimortalidade relacionada ao 

fígado (20). 

 

Figura 1 - História natural da DHGNA. A doença hepática gordurosa não alcoólica se inicia com o 
desenvolvimento de esteatose, podendo progredir para esteato-hepatite não alcoólica, ou até formas 
mais graves como cirrose e carcinoma hepatocelular (21).  

 

O mecanismo detalhado da progressão da DHNGA à EHNA não foi 

completamente elucidada, mas a “hipótese dos dois hits” foi proposta (22). De 

acordo com essa hipótese, o primeiro hit é a resistência à insulina. Esta aumenta a 

lipólise e o nível de ácidos graxos livres no soro. A elevação destes ácidos graxos 

livre leva ao fornecimento de triglicerídeos do fígado para os órgãos periféricos, que 

induzem o aumento da síntese de lipídios. Estes fatores levam ao armazenamento 

excessivo de lipídios no fígado, estabelecendo a esteatose. Enquanto isso, o 

acúmulo de triglicerídeos promove o aparecimento do segundo hit: estresse 

oxidativo. Este leva à esteato-hepatite devido ao aumento do nível de oxidação de 

ácidos graxos. O estresse oxidativo desencadeia peroxidação lipídica, liberação de 
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citocinas pró-inflamatórias e dano mitocondrial, que são os mecanismos celulares 

envolvidos na formação de dano hepatocelular, inflamação e fibrose na patologia da 

EHNA (22–24). 

A progressão do CHC relacionado à EHNA é um processo complexo e 

multifatorial. Inclui vários fatores de risco, como instabilidade genômica, obesidade 

e/ou diabetes (25). O envolvimento dos mecanismos relacionados a esses fatores 

parece causar alterações em algumas vias de sinalização comuns que levam à 

transição de hepatócitos displásicos ao CHC. Atualmente, os mecanismos propostos 

incluem vias genéticas, metabólicas, imunológicas e endócrinas, que 

subsequentemente ativam mecanismos oncogênicos (24). 

Assim, o CHC é o sexto tipo de câncer mais prevalente e a terceira causa 

mais comum de mortalidade relacionada ao câncer no mundo (3,4). O oncologista 

britânico Willis definiu o câncer como “massa anormal de tecido, cujo crescimento 

ultrapassa e não é coordenado com o dos tecidos normais e persiste da mesma 

maneira excessiva depois da interrupção dos estímulos que deram origem à 

mudança” (26). No Brasil, a incidência do CHC varia de 3,3% - 6,0% a cada 100.000 

pessoas por ano e este índice é semelhante às taxas de mortalidade, devido ao 

elevado número de recorrência intra-hepática, metástase à distância e a falta de 

tratamento efetivo para os casos diagnosticados em estágio avançado (8,27,28). 

Entre as principais etiologias estão: infecção viral crônica pelo vírus da hepatite B e 

hepatite C, cirrose, alterações genéticas, EHNA, hemocromatose hereditária e a 

deficiência de α1-antritripsina. Entre os fatores de risco importantes estão o diabetes 

mellitus tipo II, obesidade, síndrome metabólica e DHGNA (8,29).  
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Quando comparamos os pacientes com CHC relacionado à EHNA, estes são 

principalmente brancos, masculinos e significativamente mais velhos que pacientes 

com CHC de outras origens. Além disso, como esperado, pacientes com DHGNA 

têm aumento de comorbidades cardiovasculares resultantes de síndrome metabólica 

coexistente e complicações do diabetes em comparação com pacientes com CHC 

sem DHGNA (30). Como já mencionado, os mecanismos aos quais a doença se 

manifesta não se limitam só ao fígado, mas podem ser sistêmicos e/ou intestinais 

também. 

2.2. Eixo fígado-intestino: permeabilidade intestinal e microbiota 

O intestino e o fígado são órgãos importantíssimos na absorção e 

metabolismo de nutrientes, sendo que os ácidos biliares, drogas e toxinas sofrem 

grande circulação êntero-hepática. Dada sua posição anatômica, o fígado recebe 

aproximadamente 70% de seu fornecimento sanguíneo a partir do intestino através 

da veia porta, por isso é considerado a primeira linha de defesa contra antígenos 

derivados do intestino, tais como bactérias e subprodutos bacterianos (31). Assim, 

há alguns anos, a literatura vem evidenciando a existência de um eixo fígado-

intestino (32). Embora o fígado não esteja em contato direto com a microbiota, suas 

fortes ligações anatômicas com o intestino fazem que esta tenha uma grande 

influência. O transporte fisiológico do sangue rico em nutrientes do intestino para o 

fígado é acompanhado pela exposição em baixo grau dos metabólitos e produtos 

derivados da microbiota intestinal, passando pela barreira intestinal multinível 

altamente eficiente e seletiva (10). Dentro deste eixo, a permeabilidade intestinal e a 

microbiota intestinal estão envolvidas em mecanismos pelos quais poderiam iniciar 

ou influenciar a progressão de doenças hepáticas (11).  
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Microbiota refere-se a toda a população de microrganismos que coloniza um 

local específico, como bactérias, vírus e eucariotos unicelulares (9). Em diferentes 

locais do trato gastrointestinal existem diferentes composições e quantidades de 

microrganismos, assim no estômago e duodeno se estimam 103 Unidades 

Formadoras de Colônia (UFC)/mL, no intestino delgado entre 104 UFC/mL - 107 

UFC/mL e no intestino grosso entre 1011 UFC/mL - 1012 UFC/mL, este último onde 

os níveis mais altos são encontrados (33). Em condições normais, o hospedeiro e a 

microbiota intestinal se beneficiam um do outro, estado conhecido como simbiose. 

Por outro lado, um distúrbio na estrutura ou função da microbiota que resulta em 

uma proporção anormal de espécies bacterianas comensais e patogênicas é 

chamado de disbiose. Alterações na microbiota intestinal podem ocorrer por diversos 

fatores como a alimentação, idade, peso corporal, uso de medicamentos, presença 

de doenças hepáticas, etc (11,31,33–35). 

A disbiose leva a um aumento na permeabilidade intestinal que resulta na 

translocação microbiana, que é definida como a migração de microrganismos viáveis 

ou produtos bacterianos (lipopolissacarídeos bacterianos, peptidoglicanos e 

lipopeptídeos) do lúmen intestinal para outros locais extra-intestinais. A translocação 

bacteriana ocorre fisiologicamente e desempenha importante papel na patogênese e 

progressão das doenças hepáticas crônicas, incluindo a cirrose hepática, através de 

mecanismos como disbiose intestinal, aumento da permeabilidade intestinal e piora 

da imunidade intestinal (36–39). O indivíduo saudável, com um sistema imunológico 

não comprometido, é capaz de eliminar as bactérias translocadas. Já em presença 

de disbiose intestinal e ruptura da barreira intestinal, ocorre o aumento da 

translocação e produtos bacterianos, o que acaba interrompendo a tolerância 

imunológica e estimulando as células hepáticas a desencadear uma resposta imune 
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com o objetivo de atuar na eliminação destes produtos. O reconhecimento destes 

produtos acontece por intermédio dos receptores de reconhecimento de padrões 

(PRRs, do inglês patterns recognition receptors), dentre eles destacam-se os 

receptores Toll Like (TLRs, do inglês toll like receptors) e os receptores do tipo NOD 

(NLRs, do inglês NOD-like receptors), responsáveis por respostas imunes inatas e 

adaptativas que protegem o hospedeiro e mantém a homeostase intestinal (11). 

 

2.3. Permeabilidade Intestinal: Tight junctions 

Os termos “permeabilidade intestinal” e “barreira intestinal” descrevem dois 

aspectos diferentes da mesma estrutura anatômica: a parede do epitélio intestinal 

(40). 

Permeabilidade intestinal pode ser definida como uma característica 

mensurável da barreira intestinal, e diz respeito à entrada de componentes 

originalmente pertencentes à luz intestinal para dentro da lamina própria do intestino. 

A regulação da permeabilidade da barreira intestinal possui dois elementos centrais, 

que estabilizam e mantém a sua função de barreira epitelial. Primeiro, a capacidade 

de renovação controlada das células, que é obtida através de um equilíbrio bem 

regulado entre proliferação celular e apoptose, e em segundo lugar, a presença de 

junções intercelulares efetivas, que constituem uma complexa arquitetura celular, e 

interagem com os demais componentes do epitélio intestinal, formando uma barreira 

semipermeável (40,41). A permeabilidade intestinal normal é definida como uma 

permeabilidade estável encontrada em indivíduos saudáveis, sem sinais de 

intoxicação, inflamação ou funções intestinais prejudicadas. Já a permeabilidade 

intestinal prejudicada é definida como sendo alterada de forma não transitória em 
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comparação com a permeabilidade normal, levando a uma perda da homeostase 

intestinal e presença de deficiências funcionais (42) (Figura 2). 

 

Figura 2 – Representação simplificada da permeabilidade da barreira intestinal. O epitélio 

intestinal fornece uma barreira física às bactérias, toxinas e antígenos luminais. A barreira é 

organizada por diferentes componentes, incluindo as TJs. As TJs regulam as passagens 

paracelulares de íons, solutos e água entre as células adjacentes. As macromoléculas nocivas 

luminais não conseguem penetrar no epitélio devido à barreira das TJs; no entanto, o 

comprometimento da barreira das TJs permite a passagem de moléculas nocivas, o que pode induzir 

a ativação excessiva de células imunes da mucosa e inflamação. Portanto, os defeitos da barreira 

intestinal estão associados ao início e desenvolvimento de várias doenças intestinais e sistêmicas. 

Adaptado de (43). TJ – tight junctions. 

 

Por sua parte, a barreira intestinal cumpre a função de barreira física e é 

composta por diversas moléculas: o espaço paracelular é selado por tight junctions 

(TJ), que regulam o fluxo de íons de água e pequenas moléculas através das 

claudinas e outras proteínas no complexo juncional. Abaixo das TJ estão as junções 

de aderência, que são importantes na sinalização celular e na restituição epitelial, 

bem como os desmossomos que suportam a estabilidade epitelial (40) (Figura 3). 
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Em nível molecular, as TJ são constituídas por grupos de proteínas transmembranas 

cujos domínios extracelulares formam uma barreira seletiva por interações com as 

células adjacentes: claudinas, ocludinas, JAM (do inglês, junctional adhesion 

molecules) e a zônula ocludente (ZO) (43).  

 

Figura 3 – Esquema das estruturas de proteínas da barreira intestinal. As junções intercelulares das 
células epiteliais intestinais são seladas por diferentes complexos proteicos, incluindo TJs, junções de 
aderência e desmossomos. As TJs, complexos de múltiplas proteínas, localizam-se nas extremidades 
apicais das membranas laterais das células epiteliais intestinais, e consistem em proteínas de 
estrutura transmembrana e intracelular. As alças extracelulares das proteínas transmembrana 
(ocludina, claudinas, JAMs e tricelulina) criam uma barreira permeável seletiva nas vias paracelulares 
por meio de interações com células adjacentes. Os domínios intracelulares das proteínas 
transmembrana interagem com as proteínas do esqueleto intracelular, como as proteínas ZO, que 
ancoram as proteínas transmembrana ao citoesqueleto de actina.  As AJs, juntamente com os 
desmossomos, fornecem fortes ligações adesivas entre as células epiteliais e também a comunicação 
intercelular, mas não determinam a permeabilidade paracelular. Adaptado de (43). TJ – Tight 
Junctions, JAM - do inglês, junctional adhesion molecules, ZO - zônula ocludente. 

 

As claudinas medeiam as adesões e vedam os espaços paracelulares (40). 

São divididas de forma funcional entre claudinas apertadas, com função de vedação 

como as claudinas-1 e -4; e claudinas gotejantes, com função de regulação da perda 
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de água e eletrólitos, como a claudina-2. Embora essas distinções tenham sido 

propostas, a função geral de uma claudina depende do complemento de outras 

claudinas expressas em uma TJ (44). Já as ocludinas ligam células adjacentes ao 

citoesqueleto de actina (42). As JAMs pertencem à superfamília das 

imunoglobulinas. A F11r, do grupo das JAMs, é expressa por diferentes tipos 

celulares, incluindo as células epiteliais, endoteliais e células do sistema 

imunológico, como de alguns grupos de leucócitos. Está envolvida em uma 

variedade de processos fisiológicos, incluindo a regulação da função de barreira 

epitelial e regulação da homeostase imune e inflamação. (45). As proteínas ZO, 

entre elas a ZO-1, se conectam com as proteínas transmembranas ao citoesqueleto 

de actina, sendo esta interação das proteínas TJ com o citoesqueleto necessária 

para a manutenção da integridade estrutural da função de barreira do epitélio 

intestinal (46,47). É importante ressaltar que a ausência de proteínas ZO nas células 

epiteliais resulta na ausência de selo de TJ e possível perda da função de barreira 

epitelial, o que é atribuído ao seu papel na montagem de claudinas nas TJs para 

permitir sua interação funcional e formação da cadeia de TJ (48). 

Portanto, a função da barreira intestinal é de evitar o acesso de patógenos, 

toxinas e antígenos a partir do lúmen intestinal para a lâmina própria, atingindo os 

tecidos da mucosa e corrente sanguínea, ativando moléculas pró-inflamatórias (42). 

A capacidade de contenção da barreira intestinal é considerada dinâmica, pois pode 

ser impactada por fatores como dieta, estilo de vida (consumo alcoólico, tabagismo, 

estresse), doenças (doença inflamatória intestinal, doença celíaca, DHGNA) e uso 

de medicamentos (49). Como já mencionado, a permeabilidade intestinal alterada, e 

consequente exposição do fígado a níveis mais altos de produtos inflamatórios 

bacterianos, como o lipopolissacarídeo (LPS) e metabólitos bacterianos tóxicos, 
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pode estar envolvida na patogênese da DHGNA-EHNA, doenças que podem evoluir 

ao CHC (36,50). 

Em estudos com DHGNA, Miele et al investigaram a permeabilidade intestinal 

em pacientes com DHGNA. Através de teste de imuno-histoquímica da expressão 

da ZO-1 duodenal, foi demonstrado que pacientes com DHGNA têm menor 

integridade de barreira intestinal, têm aumento da permeabilidade intestinal avaliada 

através de teste de excreção de tetraacetato de etileno-diamina e cromo-51, e 

também prevalência aumentada de supercrescimento bacteriano do intestino 

delgado conforme o aumento da gravidade da DHGNA em comparação aos 

controles saudáveis. Estes resultados indicam o importante papel destes 

mecanismos na patogênese da deposição de gordura hepática (51). Giorgio et al 

avaliaram a permeabilidade intestinal em crianças com DHGNA e crianças controles 

saudáveis através de teste com lactulose e manitol, onde além de a permeabilidade 

ser maior no grupo com DHGNA se comparado aos controles saudáveis, foi maior 

ainda nas crianças com EHNA se comparado às com esteatose, indicando uma 

correlação entre maior aumento da permeabilidade intestinal e a gravidade da 

DHGNA (52). Rahman et al investigaram tanto um lado experimental quanto um 

clínico. Camundongos knock out para F11r e controles sem a mutação foram 

alimentados com dieta hiperlipídica rica em frutose por 8 semanas, onde os 

camundongos knock out para F11r desenvolveram características histológicas e 

patológicas de EHNA grave, incluindo esteatose, inflamação lobular, balonização 

hepatocelular e fibrose, enquanto os camundongos controle desenvolveram apenas 

esteatose moderada, sugerindo que a barreira intestinal prejudicada contribui para a 

progressão mais rápida da DHGNA. No lado clínico do estudo, foram avaliados 

tecidos intestinais biopsiados de pacientes com DHGNA e controles saudáveis, e 
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foram encontrados níveis de JAM-A significativamente mais baixos na mucosa 

intestinal dos pacientes com DHGNA em comparação aos controles. Esta diminuição 

da expressão de JAM-A na mucosa intestinal foi correlacionada com o aumento da 

inflamação da mucosa nestes pacientes com DHGNA. Juntos, esses dados sugerem 

que a barreira intestinal prejudicada pode desempenhar um importante papel na 

patogênese da DHGNA (53).  

Já em estudos com CHC, Orbán et al avaliaram a expressão gênica de ZO-1 

e ocludina em tecidos hepáticos de pacientes com CHC e de controles saudáveis, e 

encontraram menores níveis tanto de ZO-1 quanto de ocludina nos pacientes com 

CHC comparados aos controles, indicando que alterações na composição das TJ 

estão correlacionadas com a hepatocarcinogênese (54). Bouchagir et al avaliaram 

algumas tight junctions em hepatectomias de pacientes com CHC, onde claudina-4 

foi encontrada menor expressa se comparado aos tecidos não neoplásicos e tecidos 

de controles saudáveis, correlacionada com tumores de alto grau, o que significa 

que há uma regulação negativa da molécula com uma crescente diferenciação do 

tumor, além de esta diminuição da claudina-4 estar associada a taxas de recorrência 

aumentadas e baixas taxas de sobrevida, o que poderia sugerir  que a expressão de 

claudina-4 também pode ser útil como marcador prognóstico para sobrevida global e 

taxas de recorrência, indicando seu papel importante no desenvolvimento do CHC 

(55). Nagai et al avaliaram tecido hepático de pacientes com CHC submetidos à 

ressecção cirúrgica, onde demonstraram que a baixa expressão de ZO-1 foi 

associada à baixa sobrevida em pacientes com CHC após ressecção hepática (56). 

Quando comparado pacientes com cirrose, com ou sem CHC, e controles saudáveis, 

Ponziani et al encontraram menores níveis séricos de ZO-1 nos pacientes cirróticos 
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(57). Juntos, estes estudos sugerem um papel patogênico da ruptura das proteínas 

TJ também no CHC (58).  

2.4. Microbiota 

 A disbiose e o aumento da permeabilidade intestinal ocasionam maior 

exposição hepática a microrganismos e produtos microbianos que impulsionam os 

danos através da interface do eixo fígado-intestino (36). A disbiose altera inúmeros 

processos que afetam a progressão das doenças hepáticas crônicas e consequente 

desenvolvimento de CHC, como inflamação, fibrogênese, regeneração e imunidade, 

tanto em modelos experimentais quanto em pacientes (10,34,59–62). Estes estudos 

nos indicam que a gravidade da DHGNA está associada à disbiose intestinal, e a 

análise da microbiota intestinal pode ser uma forma interessante de prever e tratar 

DHGNA.  

Quando falamos em estudos que avaliam a microbiota intestinal em doenças 

hepáticas, a maioria são estudos com não mais de 100 pacientes (34,35,60,62–64) e 

que como grupo controle, utilizam indivíduos saudáveis ou pacientes com alguma 

doença hepática similar ou em estágio inferior do que os pacientes alvos do estudo. 

A avalição é feita através de amostras de fezes, onde o DNA bacteriano é extraído, 

e uma região conservada do gene 16S rRNA bacteriano é amplificada, e 

sequenciada. Os dados de sequenciamento são processados e as análises da 

diversidade bacterianas são baseadas no grau de similaridade entre sequências do 

gene 16S rRNA, as quais são agrupadas em unidades taxonômicas operacionais 

através da bioinformática. Os níveis de classificação biológica estudados geralmente 

são filo, família e gênero. 
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Em estudos clínicos, Zhu et al. relataram que a microbiota rica no gênero 

Escherichia, responsável pela produção de etanol, podem ser um fator de risco para 

progressão da EHNA, sugerindo importante conexão entre a microbiota e a saúde 

hepática (35). Por sua parte, Shen et al. encontraram que pacientes com DHGNA 

tinham menor diversidade de microbiota intestinal e menor abundância de Prevotella 

se comparado aos controles saudáveis, o que poderia levar a uma produção menor 

de ácidos graxos de cadeia curta no intestino, tornando a mucosa intestinal mais 

suscetível a danos pelos metabólitos de bactérias patogênicas em adultos. 

Posteriormente, eles investigaram subgrupos de pacientes com EHNA e observam 

que apresentaram maior abundância do gênero Blautia e família Lachnospiraceae, 

gêneros envolvidos com inflamação intestinal. Outro subgrupo de pacientes com 

EHNA e com fibrose significativa apresentou maior abundância do gênero 

Escherichia Shigella, gênero produtor de etanol, o que pode levar ao 

enfraquecimento da barreira intestinal, e família Enterobacteriaceae em comparação 

com aqueles com fibrose F0/F1. Os resultados indicam que alterações em alguns 

microrganismos específicos da microbiota intestinal podem estar envolvidas na 

progressão da DHGNA (60). Boursier et al. avaliaram pacientes com DHGNA, com 

ou sem EHNA, estratificados em fibrose F0/F1 ou F ≥ 2, encontrando que a 

abundância de Bacteroides e Ruminococcus foram associadas independentemente 

em pacientes com EHNA com fibrose F ≥ 2. Ou seja, a gravidade da DHGNA está 

associada à disbiose intestinal e a uma mudança na função metabólica da 

microbiota intestinal, adicionando informações aos preditores clássicos de gravidade 

da DHGNA e sugerindo um possível novo alvo para terapias  (62).  

Quando olhamos especificamente ao CHC, também encontramos estudos 

associando a disbiose à hepatocarcinogênese. Realizando uma revisão de estudos 



60 
 

que utilizaram modelos animais, encontramos que Loo et al. induziram 

hepatocarcinogênese em camundongos com modelo misto utilizando dieta 

hiperlipídica e dimetilbenz [a] antraceno (DMBA) para avaliar a microbiota, e 

relataram que a translocação hepática do ácido lipoteicóico, produto microbiano 

intestinal induzido pela obesidade, cria um microambiente promotor de tumor para o 

CHC. Esse resultado indicou a importância da microbiota intestinal no 

desenvolvimento de CHC associado à obesidade (65). Zhang et al avaliaram as 

diferenças na abundância de alguns gêneros e espécies em um modelo de disbiose 

intestinal e os resultados indicaram que a manutenção de um equilíbrio da 

microbiota intestinal e a proteção da mucosa intestinal pode ser benéfica na 

prevenção do desenvolvimento de CHC (66). Yoshimoto et al, em modelo de CHC, 

relataram que a dieta rica em gordura alterava a composição da microbiota 

intestinal, resultando em aumento da produção de ácido desoxicólico, um ácido biliar 

secundário e subproduto metabólico da microbiota intestinal conhecida por causar 

danos ao DNA. A circulação entero-hepática do ácido desoxicólico provocou 

aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias e fatores promotores de 

tumores no fígado que promovem o CHC por exposição a um carcinogênico químico 

(DMBA). A redução de bactérias intestinais e consequente diminuição da produção 

do ácido desoxicólico evitam com eficiência o desenvolvimento de CHC em 

camundongos obesos, sugerindo importante papel da microbiota na 

hepatocarcinogênese (67). Yamada et al induziram CHC somente com dieta 

hiperlipídica, e trataram alguns animais com antibióticos, suprimindo sua microbiota 

intestinal e reduzindo o acúmulo de ácidos biliares secundários  sugerindo o papel 

da microbiota intestinal na conversão de ácidos biliares primários em ácidos biliares 

secundários, e consequentemente na hepatocarcinogênese (68).  
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Ainda revisando os estudos de microbiota e CHC, mas agora em pacientes, 

pesquisadores avaliaram a microbiota intestinal de pacientes cirróticos com ou sem 

CHC, e relataram que o grupo cirrose com CHC apresenta maior crescimento da 

espécie Escherichia coli, sendo este microrganismo associado aos efeitos pró-

inflamatórios do LPS no fígado, desta forma contribuindo à hepatocarcinogênese 

(63). Gêneros microbianos produtores de butirato, importante regulador do 

metabolismo energético bacteriano e de saúde intestinal, se encontram diminuídos 

em pacientes cirróticos com CHC. Já os gêneros que produzem LPS, associado com 

maior produção de citocinas inflamatórias e dano inflamatório e oxidativo no fígado, 

se encontram aumentados nos pacientes cirróticos com CHC em comparação ao 

controle (69). Ponziani et al avaliaram a microbiota de pacientes com cirrose com ou 

sem CHC, e o grupo com CHC apresentou maior abundância do filo Bacteroidetes, 

das famílias Bacteroidaceae, Streptococcaceae, Enterococcaceae, Gemellaceae, 

dos gêneros Phascolarctobacterium, Enterococo, Streptococcus, Gemella, Bilophila 

e menor abundância das famílias Verrucomicrobiaceae e Bifidobacteriaceae e dos 

gêneros Akkermansia, Bifidobacterium, Dialister, Collinsella e Adlercreutzia em 

comparação ao grupo com cirrose, mas sem CHC. Estes resultados sugerem que 

em pacientes com DHGNA e cirrose, o perfil da microbiota intestinal está 

significativamente correlacionado e pode contribuir no processo de 

hepatocarcinogênese (64). Estas alterações características da microbiota intestinal 

no CHC, indicam alguns candidatos bacterianos cruciais que podem contribuir para 

o desenvolvimento à hepatocarcinogênese, e sugerindo que a investigação da 

microbiota pode melhorar ainda mais o valor diagnóstico desta doença. 
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2.5. Modelos Animais de Carcinoma Hepatocelular 

 As pesquisas experimentais contribuem muito para o entendimento dos 

mecanismos pelos quais as doenças se manifestam e para os testes com possíveis 

tratamentos para estas doenças.  

Os modelos experimentais para o desenvolvimento do CHC incluem a 

utilização de agentes hepatotóxicos, tipos específicos de dieta ou um modelo misto 

com a combinação de ambos. Os modelos de CHC por indução química se 

assemelham às etapas da carcinogênese humana, sendo utilizadas substâncias 

cancerígenas indutoras, dentre os principais utilizados estão o tetracloreto de 

carbono (70) e a dietilnitrosamina (DEN) (71). A DEN é um potente alquilante do 

DNA e provoca alterações genéticas profundas nas células hepáticas. No fígado, a 

DEN é metabolizada no citocromo P450 e lesa proteínas e lipídeos, também 

afetando o desenvolvimento, crescimento e sobrevivência dos hepatócitos. No 

entanto, nenhum desses modelos reflete o verdadeiro curso do CHC secundário à 

DHGNA, devido à diversidade do espectro da doença nos pacientes, além das 

diferentes características de interações moleculares e características histológicas da 

doença (72,73).  

Dentre os modelos dietéticos, são comumente utilizadas: dieta rica em frutose 

(74), dieta hiperlipídica (75) e dieta hiperlipídica deficiente em colina (76). Este último 

modelo de desenvolvimento do CHC, requer um período relativamente longo para 

produzir a doença, cerca de 50 semanas (77). Espera-se que o modelo ideal de 

CHC secundário à DHGNA mimetize o que ocorre na doença com os seres 

humanos: excesso de calorias na alimentação, associado à obesidade, resistência à 

insulina e dislipidemia, como o modelo demonstrado por Asgharpour et al. (78). Na 

dieta hierlipídica pura, há o consumo de 45% a 75% de calorias provenientes de 
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lipídeos ou colesterol. As dietas deficientes em nutrientes são desprovidas de certos 

nutrientes essenciais, como a metionina e/ou a colina. Esta abordagem resultou em 

vários tipos de dieta, como deficiente em colina, deficiente em metionina, deficiente 

em metionina-colina e dieta hiperlipídica deficiente em colina (DHDC). Todas essas 

dietas podem variar em teor de gordura e também podem ter nutrientes 

enriquecidos, como sacarose e frutose (79). A principal vantagem do uso de dietas 

deficientes em nutrientes é a indução de características histológicas da EHNA, 

incluindo fibrose leve a moderada. No entanto, o desenvolvimento para CHC a partir 

dessas dietas ocorre de forma lenta, podendo chegar a modelos de 12 meses 

(72,80). Buscando um modelo de CHC secundário à DHGNA em um período mais 

curto de indução, um grupo de pesquisa da Universidade de São Paulo desenvolveu 

um modelo experimental de CHC adicionando DEN a uma dieta hiperlipídica 

deficiente em colina, chamado modelo misto de CHC secundário à DHGNA. Este 

modelo é ideal para avaliar a hepatocarcinogênese relacionada à DHGNA, visto que 

apresenta similaridade com os seres humanos, com uma evolução de esteatose 

simples para EHNA, cirrose e progressão ao CHC, num período de 16 semanas 

(81,82). Em Stefano et al, foi relatado que em 6 semanas de modelo com DHDC e 

DEN em ratos Sprague Dawley já há desenvolvimento de EHNA com fibrose (83). 

 

2.6. Rifaximina 

Após o desenvolvimento e diagnóstico do CHC, a seleção do tratamento 

apropriado é crucial para a avaliação da sobrevida do paciente. Existem diversas 

terapias que são utilizadas na prática clínica, a depender do caso clínico, 

considerando fatores como a extensão do tumor, presença de comorbidades, 
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gravidade da disfunção hepática e a disponibilidade de opções de tratamento entre 

os centros médicos. Dentre estas terapias estão: ressecção cirúrgica, 

radiofrequência, ablação química, sorafenib e o transplante hepático. No entanto, a 

determinação da conduta terapêutica mais adequada é um processo complexo, 

assunto de controvérsias (5–8), e ainda necessário mais estudos com intervenções. 

Entre estas possíveis intervenções, estão os antibióticos.  

Além do efeito sobre cepas bacterianas específicas, o tratamento com 

antibióticos diminui a riqueza taxonômica, a diversidade e a uniformidade da 

comunidade microbiana intestinal, produzindo uma mudança para um estado 

alternativo diferente do estado inicial. Essas alterações parecem se recuperar após o 

final da administração dos antibióticos, no entanto, a composição microbiana 

intestinal não retorna exatamente para a condição de antes do tratamento, sendo 

então uma microbiota semelhante, mas não idêntica à original (84). Portanto, duas 

propriedades principais dos antibióticos devem ser reconhecidas: o efeito clássico 

contra determinados microrganismos e patógenos, que é a principal indicação para 

uso na prática clínica, e a modulação da microbiota intestinal comensal, o que acaba 

sendo um efeito colateral. Embora as consequências dessa última característica no 

hospedeiro ainda não sejam claras, a redução de bactérias benéficas pode causar a 

perda da influência favorável exercida pela microbiota intestinal na saúde humana. 

Logo, se suporia um efeito prejudicial dos antibióticos na ecologia intestinal. No 

entanto, este não é o caso de todos os antibióticos: descobertas recentes apontaram 

que a rifaximina pode modular positivamente a microbiota intestinal. Essa 

característica peculiar poderia diferenciar a rifaximina de outros antibióticos 

sistêmicos (85). 
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Por sua parte, a rifaximina é um antibiótico oral de amplo espectro, pouco 

absorvido e semi-sintético, proveniente da rifamicina, que surgiu na Itália no ano de 

1987. Teve aprovação pela Food and Drug Administration em 2004 e entrou no 

mercado americano direcionado ao tratamento da diarreia, sendo que a partir do ano 

seguinte começou a atuar também no tratamento da encefalopatia hepática. Seu 

mecanismo de ação se resume em inibir a síntese de RNA pela ligação à 

subunidade β da RNA polimerase dependente de DNA bacteriano (12,86) (Figura 4).  

 

Figura 4 – Mecanismo de ação da rifaximina. Atua inibindo a síntese de RNA bacteriano através da 

ligação à subunidade β da RNA polimerase dependente de DNA bacteriano (22, traduzido). 

 

Uma revisão relatou que a rifaximina é eficaz para o tratamento de um vasto 

número de condições gastrointestinais e hepáticas, como a diarreia do viajante, o 

inchaço funcional, a síndrome do intestino irritável, o supercrescimento bacteriano 

do intestino delgado e a prevenção de encefalopatia hepática recorrente, e concluiu 

que a absorção sistêmica extremamente baixa, o excelente perfil de segurança e a 

resistência cruzada limitada são vantagens distintas deste medicamento, além da 
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eficácia comprovada em várias condições gastrointestinais e hepáticas (12). Em 

pacientes cirróticos, o tratamento com rifaximina foi significativamente associado 

com sobrevida global prolongada e redução dos riscos de peritonite bacteriana 

espontânea, sangramento de varizes e encefalopatia hepática recorrente (88,89). A 

rifaximina tem um forte efeito antimicrobiano contra bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas aeróbias e anaeróbias, incluindo vários patógenos como 

Escherichia coli, Enterobacteriaceae e Clostridium difficile (90), logo é de se esperar 

que ela tenha algum impacto sobre a microbiota intestinal. 

Tanto em estudos experimentais quanto clínicos, está descrito que há uma 

modulação potencialmente positiva da microbiota intestinal após o tratamento com 

rifaximina em doenças gastrointestinais, como a doença inflamatória intestinal e a 

síndrome do intestino irritável (91–94). 

Em estudo experimental com modelo de CHC induzido por DEN e tetracloreto 

de carbono, Dapito et al. induziram a esterilização intestinal com um coquetel de 

antibióticos, e notaram uma diminuição importante no número e tamanho dos 

tumores quando comparado ao grupo que não recebeu a esterilização de sua 

microbiota, sugerindo a importância da microbiota intestinal para o desenvolvimento 

de CHC e possível uso de antibióticos como tratamento (95). Em estudos clínicos 

com doenças hepáticas, no estudo piloto com 15 pacientes com EHNA confirmados 

por biópsia e aminotransferases elevadas, o tratamento com rifaximina em dose de 

400 mg duas vezes ao dia por 6 semanas não demonstrou diferença para nível de 

alanina aminotransferase, citocinas inflamatatórias, captação periférica de glicose, 

sensibilidade insulínica hepática e conteúdo lipídico hepático. Mas há de se destacar 

que quando avaliada a microbiota destes pacientes, houve diferença significativa 

para alguns gêneros (embora não tenham sido comuns a todos os pacientes), mas 
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não houve diferença na abundância relativa de filos (96). Em pacientes com cirrose 

descompensada com encefalopatia hepática, o tratamento com rifaximina foi 

associado à melhora da função cognitiva e endotoxemia, que foi relacionada com 

uma diminuição significativa da família Veillonellaceae e aumento na abundância da 

família Eubacteriaceae (97). Ponziani et al avaliaram a microbiota intestinal de 

pacientes tratados com rifaximina em doses de 400 mg três vezes ao dia por 10 dias 

com diferentes doenças hepáticas e gastrointestinais, incluindo cirrose com 

encefalopatia hepática, retocolite ulcerativa, doença de Crohn e diverticulose.  Eles 

encontraram aumento de Lactobacillus tanto imediatamente ao final dos 10 dias de 

tratamento, quanto 1 mês após o fim do tratamento, sugerindo que esta alteração se 

manteve com o passar do tempo. Também foi observada uma diminuição na 

abundância de Roseburia, Haemophilus, Veillonella e Streptococcus, bem como 

uma redução na Roseburia e Collinsella juntamente com um aumento no 

Ruminococcus (98). Em conclusão, a rifaximina é capaz de aumentar a abundância 

de bactérias intestinais potencialmente benéficas, mantendo estável a composição 

geral da comunidade microbiana intestinal.  

Com base nisto, nosso grupo realizou um estudo intitulado: “AVALIAÇÃO DO 

EFEITO DA RIFAXIMINA NA CARCINOGÊNESE HEPÁTICA EXPERIMENTAL 

SECUNDÁRIA À DOENÇA HEPÁTICA GORDUROSA NÃO ALCOÓLICA” 

(GPPG/HCPA n° 17-0087) que gerou uma dissertação de mestrado neste PPG (99). 

Neste estudo foi avaliado o efeito terapêutico da rifaximina em um modelo animal de 

CHC padronizado por pesquisadores da Universidade de São Paulo (81). Para isto, 

os animais foram divididos em 3 grupos (n = 8/grupo). No grupo carcinoma 

hepatocelular (HCC), os animais foram induzidos com uma dieta hiperlipídica 

deficiente em colina (DHDC) mais DEN adicionado na água de beber (135 mg/L). No 
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grupo tratado com rifaximina (HCC+RIF), os animais foram induzidos com DHDC 

mais DEN e a partir da 5ª semana tratados com RIF na dose de 50 mg/kg/dia 

administrada por gavagem. O início do tratamento na 5ª semana foi baseado em 

estudo com este modelo que relata que na 6ª semana os animais já tinham 

características histológicas de EHNA (83). Como grupo controle (Grupo CON), os 

animais foram alimentados com dieta e água padrão, sem a DEN. O desenho 

experimental está ilustrado na figura 5. 

 

Figura 5 – Desenho experimental.  CON – Grupo Controle; HCC – Grupo Carcinoma Hepatocelular; 

HCC+RIF – Grupo Carcinoma Hepatocelular tratado com rifaximina. 

 

Foram realizadas avaliações bioquímicas no soro e anatomopatológicas no 

fígado (NAS score, grau de fibrose e grau de câncer). Os dados preliminares 

sugerem que a rifaximina parece ter reduzido moderadamente o desenvolvimento da 

EHNA e o desenvolvimento do CHC (dados não publicados até o momento, mas 

descritos no artigo científico apresentado nesta dissertação). Com o intuito de 

entender melhor os mecanismos envolvidos na ação da rifaximina neste modelo de 

CHC, o presente estudo avaliou a permeabilidade intestinal e a microbiota intestinal 

destes animais. Assim os resultados obtidos neste estudo serão apresentados como 
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parte de um artigo, no qual também contém resultados obtidos na primeira parte 

deste projeto.  
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3. JUSTIFICATIVA 

Considerando a crescente incidência da DHGNA e do CHC em todo o mundo 

e o impacto que estas doenças podem gerar na sobrevida dos pacientes, novas 

medidas profiláticas e terapêuticas são indispensáveis. Sabe-se que nestas doenças 

ocorre um supercrescimento bacteriano que quando associada à ruptura da barreira 

intestinal promove o aumento da translocação de bactérias e subprodutos 

bacterianos através da circulação portal. Durante este processo pode ocorrer 

ativação de vias inflamatórias através de diversos mecanismos os quais estão 

relacionados ao agravamento dos danos hepatocelulares. A intervenção precoce 

com uso de um antibiótico oral não absorvível pode ter impacto positivo na 

prevenção do CHC. 

Dados preliminares de nosso grupo sugerem que a rifaximina, um antibiótico 

oral de amplo espectro pouco absorvido, parece ter reduzido moderadamente o 

desenvolvimento da EHNA e o desenvolvimento do CHC em um modelo animal. 

Embora os resultados pareçam promissores, os mecanismos pelos quais a 

rifaximina possa ter reduzido alguns parâmetros ainda não estão claros. Assim, este 

estudo tem o propósito de avaliar a microbiota intestinal em um modelo animal de 

CHC tratado com rifaximina. 
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4. QUESTÃO DE PESQUISA 

A rifaximina tem efeito sobre a microbiota intestinal em animais com CHC?

  

5. HIPÓTESE 

Os animais com CHC que receberam tratamento com rifaximina apresentarão 

diferenças na microbiota intestinal em relação aos animais com CHC sem o 

tratamento. 

6. OBJETIVOS  

6.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar o efeito da rifaximina na microbiota intestinal de ratos submetidos ao 

modelo misto de CHC tratados ou não com rifaximina. 

 

6.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Avaliar a expressão gênica das citocinas inflamatórias Tnf-α, Il-1β, Il10, Il6 no 

tecido hepático dos grupos em estudo. 

2. Avaliar a expressão gênica das tight junctions F11r, Zo-1, Ocld, Cldn-1, Cldn -2 e 

Cldn -4 no tecido intestinal dos grupos em estudo. 

3. Avaliar e comparar a diversidade e composição da microbiota intestinal nos 

grupos em estudo. 
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7. CONCLUSÕES 

 Não houve diferença de expressão gênica das citocinas pró e anti-

inflamatórias entre os grupos em estudo. 

 O grupo HCC teve uma tendência à diminuição na expressão gênica das tight 

junctions quando comparado ao CON, indicando um possível aumento da 

permeabilidade intestinal. Por outro lado, o grupo HCC+RIF não foi distinto do 

grupo HCC. 

 A microbiota intestinal dos animais dos grupos HCC e HCC+RIF 

apresentaram diferenças na composição quando comparado ao grupo CON, 

indicando que a microbiota intestinal possivelmente se encontra envolvida nos 

mecanismos da DHGNA e CHC.  

 O tratamento com rifaximina alterou a composição da microbiota intestinal dos 

animais do grupo HCC+RIF quando comparados com o grupo HCC, podendo 

este efeito estar associado com a melhora observada nas avaliações 

anatomopatológicas encontradas nos fígados dos animais tratados. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Como considerações finais, podemos citar alguns pontos positivos e algumas 

limitações do presente estudo. 

 Este estudo se destaca pela inclusão de diversas técnicas para avaliações 

bioquímicas, histológicas, e moleculares, além do uso de NGS. Outro 

destaque é o fato da avaliação da expressão gênica de tight junctions e da 

microbiota intestinal neste modelo de CHC secundário a DHGNA ser original 

na literatura. 

 Dentro das limitações, podemos a ausência de avaliação da microbiota no 

tempo inicial do estudo (semana 1), para diminuirmos os fatores de confusão 

relacionados às alterações na microbiota entre os grupos em estudo. Outro 

fator é que 3 dos animais do grupo HCC+RIF não apresentaram lesões de 

câncer, o que nos leva a pensar que um n amostral maior por grupo poderia 

ter refinado as análises estatísticas, em especial para expressão gênica e 

avaliações da microbiota intestinal. Por último, a resolução taxonômica 

limitada da região hipervariável V4 utilizada, que permite a classificação de 

filo, família e gênero, onde mesmo em nível de gênero, há alguns táxons não 

classificados, e não conseguindo classificar em nível de espécie. 
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9. PERSPECTIVAS  

Alguns questionamentos foram gerados a partir dos dados obtidos e por isso como 

principal perspectiva do presente trabalho podemos mencionar: 

 Com base nos resultados obtidos neste trabalho, poderemos focar em 

responder questões mais específicas relacionadas em como os marcadores 

inflamatórios e de permeabilidade do hospedeiro (i.e. citocinas inflamatórias 

do fígado e tight junctions do intestino) estão associados entre si, e com 

determinados táxons do microbioma, e como a rifaximina influencia estas 

relações. Uma melhor compreensão sobre essas associações irá fornecer 

uma visão mais refinada dos mecanismos subjacentes que levam ao 

desenvolvimento de EHNA e CHC. Para tal, correlações entre as variáveis 

moleculares (marcados) e microbianas (táxons) serão calculadas em matrizes 

de correlação com base no teste de Spearman e através de redes de 

interação. As matrizes e redes de interação serão calculadas usando 

pipelines em R. 

 Além disso, através de análises de predição metabólica com base nos dados 

do microbioma, será possível caracterizar quais rotas metabólicas bacterianas 

estão presentes nos grupos e quais são diferencialmente abundantes entre 

eles. Estes resultados fornecerão informações essenciais para se 

compreender quais rotas metabólicas estão relacionadas ao desenvolvimento 

de EHNA e CHC, e quais dessas rotas são influenciadas pela rifaximina. 

Dessa forma, novos alvos metabólicos poderão ser identificados, o que irá 

contribuir para direcionar e otimizar futuros estudos clínicos e pré-clínicos 

relacionados à compreensão do metabolismo do câncer de fígado. 
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 A avaliação de diferentes doses e diferentes tempos de início do tratamento 

também poderia nos ajudar a entender melhor a ação da rifaximina no CHC 

secundário à EHNA. Pensando nisso, será realizado um novo estudo onde o 

início do tratamento com rifaximina se dará junto ao início da indução do 

modelo, ou seja, a partir da 1ª semana, o que difere de nosso estudo em 

questão onde o início do tratamento se deu na 5ª semana de indução. 
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