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RESUMO 

 

A fibrose hepática é uma resposta anormal de regeneração, em que as células 
lesadas são substituídas por um excesso de material extracelular rico em 
colágenos, produzido pelas células estreladas hepáticas ativadas após a lesão, que 
contribuem para o início e progressão da fibrose. Até o momento, não há terapia 
aprovada para a doença. A planta Artemisia absinthium é utilizada na medicina 
tradicional de forma expressiva para problemas hepáticos, dentre seus compostos 
ativos, o óleo essencial possui propriedades terapêuticas diversas ainda não 
investigadas em doenças hepáticas. Assim, utilizamos a linhagem de células 
estreladas hepáticas LX-2 para avaliar o potencial modulador do óleo essencial em 
vias relacionadas à fibrose hepática e ao estresse celular. Para tal, foram realizadas 
análises de microscopia de fluorescência, expressão gênica, análises bioquímicas e 
de perfil proteico, utilizando 4 grupos experimentais: 1. Células quiescidas-like 
(controle de condições não patológicas), 2. Células ativadas (controle de 
características pró-fibrogênicas), 3. Células ativadas + óleo essencial 0.3 μg/ μL e 4. 
Células ativadas + óleo essencial 0.4 μg/ μL, incubadas por 24 h. Das concentrações 
avaliadas, foram utilizados os resultados de 0.4 μg/ μL para discussão pela clareza 
das vias induzidas pelo óleo essencial nessa dosagem, a qual reduziu os 
marcadores pró-fibrogênicos e induziu perturbação na homeostase celular, 
desencadeando modulação do metabolismo lipídico, processos de estresse celular, 
detoxificação, elementos pró-inflamatórios e de transição epitélio mesenquimal. 
Assim, o tratamento demonstra potencial antifibrótico com 
toxicidade preditiva induzida na concentração e tempo de exposição utilizados.   
 
Palavras-chave: fibrose hepática; Artemisia absinthium; célula estrelada hepática. 
  



 
 

ABSTRACT 
 

Hepatic fibrosis is an abnormal regeneration response, in which injured cells are 

replaced by an excess of collagen-rich extracellular material produced by activated 

hepatic stellate cells after injury, which contribute to the onset and progression of the 

fibrosis. To date, there is no approved therapy for the disease. The Artemisia 

absinthium plant is used in traditional medicine in widely used for liver problems, 

among its active compounds, the essential oil has several therapeutic properties not 

yet investigated in liver diseases. Therefore, we used the LX-2 hepatic stellate cell 

line to evaluate the essential oil modulatory potential in pathways related to liver 

fibrosis and cellular stress. For this purpose, fluorescence microscopy, gene 

expression, biochemical analysis and protein profile analysis were performed, using 

4 experimental groups: 1. Quiesced-like cells (control for non-pathological 

conditions), 2. Activated cells (control for pro-fibrogenic characteristics), 3. Activated 

cells + essential oil 0.3 μg/ μL and 4. Activated cells + essential oil 0.4 μg/ μL, 

incubated for 24 h. From the concentrations evaluated, the results of 0.4 μg/ μL were 

used to discuss for the clarity of the essential oil-induced pathways at this dosage, 

which reduced pro-fibrogenic markers and induced disturbance in cellular 

homeostasis, triggering modulation of lipid metabolism, cellular stress response, 

detoxification, pro-inflammatory and epitelial-mesenchymal transition elements. 

Therefore, the treatment demonstrates antifibrotic potential with predictive toxicity 

induced at the concentration and exposure time used. 

 

Keywords: hepatic fibrosis; Artemisia absinthium; hepatic stellate cell.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 O fígado e sua arquitetura 

O fígado é considerado a maior glândula do corpo humano, realizando 

importantes funções como: produção e secreção da bile, metabolismo de nutrientes 

e da bilirrubina, detoxificação e o armazenamento de minerais e vitaminas 

(OZOUGWU, 2017). O suprimento sanguíneo para este órgão provém da veia porta, 

além de ser perfundido pela artéria hepática abrangendo, assim, as circulações 

esplênica-sinusoidal-sistêmica e entero-hepática que permitem a este órgão fornecer 

uma variedade de substâncias necessárias para o funcionamento adequado de 

outros importantes órgãos como cérebro, coração e rins (ISHIBASHI et al., 2009).  

Para exercer suas diferentes funções, este órgão é composto por uma 

variedade de tipos celulares (Figura 1) divididos em células parenquimatosas 

(hepatócitos) e células não parenquimatosas (células endoteliais, células de Kupffer 

e células estreladas hepáticas (CEH)) (FRIEDMAN; PINZANI et al., 2022). Os 

hepatócitos constituem aproximadamente 80% da massa total do fígado, sendo 

essas altamente metabolizadoras e participam do processamento de nutrientes, 

produção e secreção da bile, detoxificação, e atuação em outras importantes 

funções fisiológicas. As células endoteliais revestem as paredes dos capilares 

sinusóides hepáticos e possuem função de filtração e capacidade endocítica. As 

células de Kupffer são macrófagos, removem partículas e/ou patógenos através de 

fagocitose e, quando ativadas, podem secretar uma vasta gama de mediadores 

inflamatórios (OZOUGWU, 2017; ISHIBASHI et al., 2019). As CEHs armazenam 

lipídeos e aproximadamente 95% dos retinóides do organismo em gotículas, além de 

controlarem a contratilidade dos sinusóides, homeostase da matriz extracelular 

(MEC) e auxiliarem na regeneração do fígado. Em condições de estresse essas 

células podem ser ativadas, desempenhando um papel na resposta cicatricial, 

fibrótica e inflamatória (PUCHE; SAIMAN; FRIEDMAN, 2013). 
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Fonte: Adaptado de Friedman, 2008. 

 
 
Figura 1 – Tipos de células hepáticas. A) Desenho representativo da arquitetura sinusoidal hepática, 
representando a orientação espacial das células hepáticas apontadas por setas, das quais células 
estreladas hepáticas estão representadas entre os hepatócitos e as células endoteliais, e as células 
de Kupffer junto às células endoteliais. B) Diagrama em maior aumento representando um sinusóide 
hepático e seu espaço subendotelial. 1. hepatócitos, 2. célula endotelial, 3. CEHs e 4 – células de 
Kupffer.  

 

1.2 Fibrose hepática 

As doenças hepáticas crônicas são uma grande problemática para a saúde 

pública global e suas complicações são responsáveis por aproximadamente 2 

milhões de mortes por ano em todo o mundo. Atualmente, o aumento na prevalência 

dos fatores de risco dessas anomalias hepáticas causa bastante apreensão, dentre 

estes fatores: o alto consumo de álcool, o aumento da obesidade e do diabetes na 

população, hepatites virais e a lesão hepática induzida por drogas (ASRANI et al., 

2018). Na lesão hepática aguda, os hepatócitos substituem as células necróticas e 

apoptóticas em um processo de regeneração. Na lesão hepática crônica, esse 

processo falha gradualmente, o que favorece um processo de cicatrização anormal, 

no qual as células lesadas passam a ser substituídas por MEC, induzindo a fibrose 

hepática (KHANAM; SALEEB; KOTTILIL, 2021).  

Os danos aos hepatócitos levam à liberação de moléculas denominadas 

padrões associados a danos (damage-associated molecular paterns – DAMPs), que 

ativam as CEH levando-as a produzir altas quantidades de MEC. Paralelamente, as 

DAMPs induzem ainda o recrutamento e ativação de linfócitos e macrófagos, na 

produção de citocinas pró-inflamatórias (ROEHLEN; CROUCHET; BAUMERT, et al. 
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2020). Assim, a fibrose hepática é caracterizada por disfunção na homeostase da 

produção da MEC acompanhada por infiltrações imunes. Na fibrose hepática 

crônica, o elevado número de CEHs ativadas (CEHa) promove constrição dos 

sinusóides hepáticos, afetando a troca de nutrientes e a progressão da patologia que 

pode levar à angiogênese, alterações na arquitetura do fígado e redução da sua 

elasticidade. Consequentemente, essas características deletérias comprometem a 

estrutura e função do órgão (KHOMICH; IVANOV; BARTOSCH, 2020) e conduzem o 

aparecimento e agravamento do quadro cirrótico (PAROLA; PINZANI et al., 2019). O 

excesso de MEC produzido pelas CEHa não é inerte, ele armazena citocinas e 

fatores de crescimento que, entre outros, podem contribuir ainda para o 

desenvolvimento do hepatocarcinoma (ROEHLEN; CROUCHET; BAUMERT, 2020). 

Atualmente, tem-se conhecimento da capacidade de reversão do quadro 

fibrótico. Quanto ao fígado, estudos apontam a alta capacidade regenerativa do 

órgão quando da regressão e/ou reversão de quadros fibróticos (FRIEDMAN, 

PINZANI, 2022). Para que ocorra essa reversão, entretanto, alguns elementos se 

destacam: 1. interrupção ou remoção do agente indutor do dano; 2. eliminação ou 

inativação de miofibroblastos; 3. inativação da resposta inflamatória e ativação de 

vias restauradoras da homeostase hepática; 4. degradação da matriz extracelular 

(CALIGURI et al., 2021).  

Apesar do aumento crescente nos conhecimentos sobre a patologia e dos 

estudos na busca de terapias antifibróticas, os efeitos obtidos em ensaios clínicos 

são limitados ou ausentes, não existindo até o momento terapia aprovada pelos 

órgãos reguladores competentes (ROEHLEN; CROUCHET; BAUMERT, 2021). 

Portanto, estudar mecanismos celulares que permitem a reversão do quadro 

patológico nas CEHs como a inativação de vias inflamatórias e aumento da 

degradação da cicatriz fibrosa são de grande relevância e alvo de pesquisas da 

atualidade para o desenvolvimento das terapias supracitadas que se revelem 

realmente eficazes (FRIEDMAN; PINZANI et al., 2022). 

 

1.3 Células estreladas hepáticas e a sua transativação metabólica na 

fibrogêsese hepática 
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As CEHs possuem plasticidade celular que altera seu fenótipo e fisiologia 

frente às alterações no tecido hepático (TRIVEDI; WANG; FRIEDMAN, 2020), com a 

capacidade de se transdiferenciar de uma condição quiescida à ativada, ou vice-

versa (CALIGURI et al., 2021). Em quadros de lesão hepática, essas células são 

ativadas numa sequência coordenada de etapas (Figura 2) que podem ser divididas 

em fases:  

 

Fonte: Adaptado de Trivedi et al., 2020. 

Figura 2 – Ativação de CEHs e resolução. Após a lesão hepática, as células estreladas hepáticas 
iniciam a ativação, tornando-se responsivas às citocinas e sinais solúveis. Quando o agente causador 
da lesão é retirado, o destino das CEHa inclui a inativação, senescência ou apoptose. Quando o dano 
se torna crônico, ocorre a perpetuação da ativação das CEHa que adquirem características como 
maior proliferação, contratilidade, fibrogênese e degradação da MEC alterada, quimiotaxia, e podem 
contribuir ainda para a imunomodulação e sinalização pró-inflamatória. 

 

1. Iniciação - etapa da sinalização celular modulada por hepatócitos 

danificados e apoptóticos que ativam as CEHs aumentando a produção de 

elementos da MEC, infiltração inflamatória e de mediadores pró-fibrogênicos e 

liberação de espécies reativas de oxigênio (EROs) (FRIEDMAN; PINZANI et al., 

2022) que, conjuntamente, alteram a expressão gênica das CEHs elevando sua 

responsividade às citocinas e demais estímulos. Esses estímulos, caso persistentes, 

contribuem para as etapas subsequentes da patologia. Uma vez que estímulos 
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antifibróticos atuem (autofagia, senescência ou mesmo apoptose das CEHs), o 

quadro fibrosante tende a regredir (KISSELEVA; BRENNER et al., 2021). 

2. Perpetuação – considerando-se a manutenção do fenótipo ativado, as 

células alteram seu fenótipo à miofibroblastos; essa alteração morfológica ocorre 

devido a alterações na distribuição de elementos do citoesqueleto. 

Consequentemente, ocorrem alterações na motilidade e a contratilidade celular, 

fazendo com que as CEHs percam a capacidade de armazenar retinóides, e 

apresentem alterações no metabolismo, proliferação, quimiotaxia, produção de 

citocinas e quimiocinas, degradação da matriz e produção exacerbada de 

componentes fibrogênicos, principalmente colágenos tipo I e III (KHOMICH; 

IVANOV; BARTOSCH, 2020; KISSELEAV; BRENNER, 2021).  

Por sua vez, para sustentar esses mecanismos de transdiferenciação celular 

e o mecanismo fibrogênico, vias de sinalização interconectadas atuam no universo 

celular. Dentre essas vias de sinalização, as vias moduladas pelos fatores de 

crescimento transformador β (TGF- β), derivado de plaquetas (PDGF) e do tecido 

conjuntivo (CTGF) (KISSELEVA; BRENNER, 2021) são relevantes. Particularmente, 

TGF-β é a citocina pró-fibrogênica mais potente, sua ativação contribui com a 

modulação do quadro pró-inflamatório, com a migração e a contratilidade das CEHa 

(DEWIDAR et al., 2019). TGFβ-1 atua em diferentes vias de sinalização (canônicas 

e não-canônicas) que se inter relacionam e transativam as CEHs tais como: a via de 

proteínas mães contra o homólogo decapentaplégico (SMADs) e vias dependentes 

de sinalização mediadas por proteínas quinases como: proteína quinase ativada por 

mitógeno (MAPK), p38 e c-JUN N-terminal quinase (JNK) (TSUCHIDA; FRIEDMAN, 

2017).  

A via canônica TGFβ/SMAD (Figura 3) é considerada a mais relevante para a 

fibrose hepática. Nessa via, TGFβ-1 liga-se ao receptor de TGFβ II (TβRII), se 

dimeriza ao receptor de TGFβ tipo I (TβRI) resultando na sua auto-fosfoforilação e 

subsequente ativação do complexo das proteínas SMAD2 e 3. Essas proteínas 

fosforiladas formam um complexo com as proteínas SMAD4 e são realocadas para o 

núcleo, onde regulam a transcrição dos genes relevantes na fibrogênese hepática 

(AASHAQ et al., 2022) atuando nas mudanças no citoesqueleto e na composição da 

MEC. Ao mesmo tempo, SMAD6 e 7 são consideradas reguladores negativas dos 

efeitos induzidos por TGFβ-1 na fibrose hepática (PENG et al., 2022). 
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Fonte – Adaptado de Aashaq et al., 2022. 

Figura 3 – Via de sinalização TGF-β1 dependente de SMADs. A ligação da citocina TGF-β1 aos 
receptores da superfície celular desencadeia o recrutamento e fosforilação das SMADs 2 e 3, que 
formam um complexo com a SMAD 4 que atua como co-fator. Este complexo é deslocado ao núcleo 
onde ativam a expressão dos genes responsivos ao TGF-β1. Os SMADs 6 e 7, por sua vez, regulam 
negativamente a expressão dos genes-alvo da via. Ambos atuam competindo com os SMADs 2 e 3 
pela ligação ao receptor, e a SMAD 7 pode interagir com as SMADs 2 e 3 fosforiladas, mediando sua 
degradação proteassômica, ou se ligar aos elementos responsivos às SMADs no DNA inibindo a 
ligação do complexo SMAD 2, 3 e 4.  

 

Na fibrogênese hepática, as múltiplas vias de sinalização convergem na 

ativação das CEHs. Classicamente, observa-se o remodelamento do citoesqueleto 

pela alteração da disposição de feixes de actina e miosina (CUI et al., 2014). Na 

sequência, as CEHs passam a expressar α-actina de músculo liso (αSMA) em altas 

quantidades, que são incorporadas às fibras de estresse, favorecendo alterações na 

motilidade, na contratilidade, bem como no fenótipo celular (TOJKANDER; GATEVA; 

LAPPALAINEN, 2012). Paralelamente, frente à ativação das CEHs, o microambiente 

ao redor dessas células sofre remodelação enquanto no fígado normal a MEC é 

composta por colágeno, fibronectina, laminina, proteoglicanos e elastina 

(TSUCHIDA; FRIEDMAN, 2017). Após a ativação, as CEHs passam a produzir de 

forma abundante colágenos tipos I, III e IV, fibronectina, laminina, proteoglicanos e 

mediadores inflamatórios (ROEHLEN; CROUCHET; BAUMERT, 2020), resultando 

em um aumento em até dez vezes dos elementos pró-fibróticos na MEC 

(TSUCHIDA; FRIEDMAN, 2017). Resumidamente, a ativação das CEHs requer 

reprogramação e adaptações metabólicas nas quais o metabolismo lipídico atua 

significativamente (KHOMICH; IVANOV; BARTOSCH, 2020). 
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1.3.1 Metabolismo lipídico em CEHs 

A capacidade de armazenar lipídios em gotículas é característico de quase 

todas as células eucarióticas. Entretanto, nas CEHs quiescidas (CEHq), essa 

capacidade metabólica se associa à capacidade de armazenamento de vitamina A, 

caracterizando-se como um verdadeiro depósito dessas moléculas no organismo 

(MOLENAAR; VAANDRAGER; HELMS, 2017). As CEHs armazenam entre 50 e 

95% da vitamina A do corpo, composta por retinol e seus metabólitos, dentre os 

quais, mais de 95% são armazenados como ésteres de retinil e correspondem à 30 

a 50% do conteúdo das GLs das CEHs (TRIVEDI; WANG; FRIEDMAN, 2020).  Além 

disso, as CEHq são caracterizadas pela expressão de marcadores neurais e 

mesodérmicos, como a proteína ácida fibrilar glial (GFAP), a desmina, moléculas de 

adesão entre células neurais (NCAMs) e proteínas associadas aos microtúbulos 

(MAPs) (PUDEWELL et al., 2022). Cabe observar que a manutenção da quiescência 

é decorrente de um programa transcricional que modula a expressão de vários 

genes, dentre os quais, os fatores transcricionais adipogênicos (receptores ativados 

por proliferadores de peroxissoma y (PPAR-y)) e a proteína de ligação ao elemento 

regulador de esterol 1c (SREBP1c) (ELA et al., 2005). Estes receptores controlam 

genes que conduzem a síntese de ácidos graxos, substrato importante para a 

esterificação do retinol em CEHq, e sua relevância é destacada pela reversão da 

ativação de CEHs quando induzidos de forma ectópica (TRIVEDI; WANG; 

FRIEDMAN, 2020). 

Considerando-se a ativação das CEHs, faz-se necessária a rápida adaptação 

do organismo para sustentar a demanda energética aumentada pelas características 

fisiológicas adquiridas, sendo de suma importância uma reprogramação do 

metabolismo resultando na liberação do conteúdo das gotículas lipídicas. Estas 

sendo metabolizadas fornecem ácidos graxos para oxidação, gerando energia para 

transdiferenciação celular (WAAKER; VAANDRAGER; HELMS, 2020). Ainda, 

estudos apontam que, após a ativação, essas células sofrem redução nos fatores 

adipogênicos, o que suscita alterações na dinâmica de GL (TRIVEDI; WANG; 

FRIEDMAN, 2020). 
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Nas CEHs, as gotículas lipídicas endógenas são divididas em dois subgrupos: 

gotículas pré-existentes (“antigas”), localizadas predominantemente ao redor do 

núcleo e contendo predominantemente triglicerídeos, ésteres de retinil e a enzima 

lectina-retinol acetiltransferase (LRAT) e gotículas dinâmicas (“novas”), que são 

relativamente menores e distribuídas na periferia da CEH, que contêm menor 

abundância de ésteres de retinil e são enriquecidas em triglicerídeos contendo um 

ou mais ácidos graxos poliinsaturados (MOLENNAR; VAANDRAGER; HELMS, 

2017). Particularmente, no início do processo de ativação, as GLs sofrem quebra e 

remodelação, seus tamanhos são reduzidos e seus números aumentados 

(TUOHETAHUNTILA et al., 2017). Quanto ao perfil lipidômico, o conteúdo de ésteres 

de retinil é rapidamente reduzido junto ao aumento transitório nas quantidades de 

triglicerídeos (TG) (HOU; SYN, 2018) e de moléculas lipídicas bioativas não-

retinóides, como ácidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, endocanabióides e 

ceramidas, que também contribuem na transdiferenciação das CEHs e na 

sinalização parácrina (SHMARAKOV et al., 2019). 

Na perpetuação da ativação, essas células reduzem a quantidade total de 

ácidos graxos livres e TG, consistente com a perda observada nas GLs e 

consequentemente, do fenótipo adipogênico (SHMARAKOV et al., 2019). Dentre as 

adaptações para este processo, essas células apresentam aumento na atividade e 

número de mitocôndrias, elevada atividade na cadeia transportadora de elétrons, 

processo primário gerador de EROs, que são observadas elevadas em CEHa 

(DELGADO et al., 2021). 

 

1.4 Elementos moduladores da transdiferenciação das CEH: o estresse 

oxidativo 

A fibrose hepática é caracterizada, dentre outros elementos, por uma alta 

produção de EROs (ZHOU; ZHENG; CHEN, 2022). Produção esta, por sua vez, que 

induz fissão mitocondrial nas CEHs (ZHOU et al., 2022) e favorece aumento da 

liberação e ativação de TGF-β, que conjuntamente contribuem para a ativação das 

CEHs (DEWIAR et al., 2019), potencializando os mecanismos deletérios. Após a 

ativação, essas células aumentam a fosforilação oxidativa (ZHOU et al., 2022) e a 
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expressão de NADPH oxidases 1, 4 e 5 (ROEHLEN; CROUCHET; BAUMERT, 

2020). 

A homeostase da oxidação-redução (homeostase-redox) é fundamental para 

a vida, e permeia praticamente todos os processos fisiológicos (SIES et al., 2017). 

Durante as reações de oxidação de ácidos graxos e do ciclo dos ácidos 

tricarboxílicos, elétrons são transferidos para os aceptores dinucleotídeo de 

nicotinamida e adenina (NAD) e dinucleotídeo de flavina e adenina (FAD) e, na 

sequência, são utilizados na produção de energia durante sua transferência para o 

O2 via cadeia transportadora de elétrons. Nesse processo, um pequeno número de 

espécies reativas de oxigênio é inevitavelmente formado pelo vazamento de elétrons 

durante o transporte (DEVLIN, 2011).  

As espécies reativas de oxigênio incluem radicais livres, como o superóxido 

(O2˙-), o radical hidroperoxila (HO2
-) e espécies reativas não radicais como o 

peróxido de hidrogênio (H2O2). Radicais livres são espécies químicas reativas que 

apresentam um elétron desemparelhado na órbita externa, com alto potencial reativo 

(PISOSCHI; POP, 2015). O H2O2, diferente dos radicais livres, possui meia-vida 

longa, atravessa membranas celulares e apresenta alto potencial tóxico por gerar o 

radical hidroxila (OH˙) (BARBOSA et al., 2010). Por sua vez, a produção do O2˙- 

ocorre principalmente nos Complexos I e III da cadeia transportadora de elétrons, 

após a transferência de um elétron para moléculas de oxigênio (PISOSCHI; POP, 

2015), permitindo a redução direta do oxigênio molecular a H2O2 (RADI et al., 2018). 

EROS podem ser produzidos nas mitocôndrias, nos peroxissomos e no retículo 

endoplasmático (DEVLIN, 2011). Além das fontes endógenas, as EROs podem 

ainda ser produzidas por fontes externas a partir de radiações ionizantes e 

xenobióticos, que podem gerar EROs pelo metabolismo desses compostos ou pela 

ativação de uma fonte endógena de EROs (KLAUNING, 2019).  

No processo pró-fibrosante e na fibrose, o desbalanço da produção de EROs 

está presente, como reportado, desencadeando alterações celulares e moleculares 

no fígado e nas CEHs. Entretanto, frente à presença de agentes deletérios, a 

sobrevivência celular é garantida por mecanismos protetores, nos quais as células 

desencadeiam mecanismos de defesa antioxidantes, produzindo moléculas que 

neutralizam os efeitos das EROs. Os antioxidantes podem ser endógenos – 

enzimáticos ou não enzimáticos; ou exógenos. Dentre os antioxidantes enzimáticos 
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estão a superóxido dismutase (SOD) que catalisa a conversão do O2•- em H2O2 e 

H2O e é considerada como o primeiro elemento de defesa contra os radicais livres. 

Na sequência, tem-se a glutationa peroxidase (GPx) que utiliza a glutationa reduzida 

(GSH) como redutor e a catalase (CAT), ambas enzimas neutralizam o H2O2 (HE et 

al., 2017).  

Os antioxidantes não enzimáticos incluem o ácido úrico, ácido lipóico, 

bilirrubina, melatonina e, em destaque, a glutationa. Dentre os antioxidantes 

exógenos estão os carotenóides, vitamina E, A, C e flavonóides (NEHA et al., 2019). 

No que diz respeito aos danos às biomoléculas, os lipídeos são as mais 

suscetíveis à oxidação. Sua interação com EROs leva à peroxidação lipídica, que 

altera a função de membranas e gera compostos secundários altamente reativos 

(KRUMOVA; COSA, 2016) como o malondialdeído e 4-hidroxinonenal, que podem 

formar adutos com proteínas e DNA (KLAUNING, 2019). A oxidação direta do DNA 

ocorre em baixos níveis, porém pode induzir graves alterações pela modificação das 

bases, as quais levam a mutações pontuais, deleções, inserções ou translocações 

cromossomais (KRUMOVA; COSA, 2016; KLAUNING, 2019). Na interação com 

proteínas, o dano aos aminoácidos pode resultar em modificação da função destes e 

podem gerar graves consequências à célula (PISOSCHI; POP, 2015), sendo um 

fator a ser considerado nos mecanismos indutores da fibrose hepática. 

Particularmente no fígado, o dano oxidativo às biomoléculas induzem 

apoptose e necrose de hepatócitos e amplificam a resposta inflamatória. Nas CEHs, 

o excesso de EROs pode gerar resultados dicotômicos; quando em níveis não 

tóxicos essas moléculas estimulam a o, proliferação e produção de colágeno nessas 

células, porém em altas concentrações, induzem a morte (PAIK et al., 2012). Assim, 

após ativadas, as CEHs necessitam de mecanismos adaptativos que propiciam a 

sobrevivência frente ao estresse oxidativo. Vários estudos nessa linha 

demonstraram que uma sinalização celular paralela é ativada durante a produção de 

EROS como o aumento da síntese do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 

(NRF2), que induz a expressão de enzimas antioxidantes (ZHOU; ZHENG; CHEN, 

2022), e o fator de transcrição nuclear kappa B (NFKB), que contribui para a 

resistência da CEHa à apoptose (ZHANG et al., 2021), mas que, se sustentada a 

expressão desse fator, conduz a células ativadas à senescência, uma forma de 

parada do ciclo celular o qual em CEHa induz redução da secreção da MEC, numa 
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tentativa de resolver o processo fibrosante (ZHANG et al., 2021).  Alterações no 

equilíbrio dinâmico da produção de EROS, favorecem a patologia hepática, 

indiscutivelmente. 

 

1.5 Plantas medicinais como uma importante ferramenta biológica no 

tratamento de doenças hepáticas 

As plantas medicinais são aquelas utilizadas com propósito terapêutico 

(BRASIL, 2017). Seu uso foi estabelecido pela observação empírica das práticas 

animais, que consumiam plantas específicas devido a lesões, e com o passar do 

tempo, os seres humanos sistematizaram seu uso, conciliando com aspectos 

filosóficos e culturais (PATRÍCIO et al., 2022). Essas plantas são utilizadas na 

medicina tradicional que, segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) (2019), 

é a soma de conhecimentos, habilidades e práticas baseadas nas teorias, crenças e 

experiências de diferentes culturas, explicáveis ou não, utilizadas na manutenção da 

saúde, diagnóstico, melhora ou tratamento de doenças físicas e mentais. 

Ao longo dos séculos, a medicina convencional moderna passou a ser 

valorizada ao mesmo tempo que o uso de plantas medicinais foi relegado 

(PATRÍCIO et al., 2022). Porém, nos últimos anos, o uso de plantas medicinais tem 

retornado ao interesse popular de forma crescente, o que pode ser atribuído a 

fatores diversos como a insatisfação do paciente com o tratamento médico, 

prevenção de comorbidades, baixo custo e fácil acesso (LÓPEZ-GIL et al., 2017; ALI 

et al., 2018). Com os desafios diversos e crescentes em saúde, o interesse tem se 

destacado não só no uso popular, mas também nos sistemas de saúde públicos 

(OMS, 2019), manifestado pelo crescente desenvolvimento de políticas de incentivo. 

Em 1979 ocorreu o primeiro marco de incentivo da OMS junto ao Fundo das 

Nações Unidas para a Infância (Unicef), objetivando-se incentivar o uso da medicina 

tradicional. Na Conferência Internacional sobre a Atenção Primária, houve o 

incentivo da elaboração de políticas e regulamentações nacionais para o uso de 

plantas medicinais de eficácia comprovada. Em 2002 foi lançada a Estratégia da 

OMS sobre Medicina Tradicional 2002-2005 visando abordar questões de política, 

segurança, eficácia, qualidade, acesso e uso racional da medicina tradicional, 

complementar e alternativa. Como resultado, 25 dos 191 estados-membros 
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desenvolveram políticas de medicina tradicional, dentre os quais o Brasil não estava 

incluso (OMS, 2002). Em nosso país, o Decreto n° 5.813 de 22 de junho de 2006 

criou a Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos, com o objetivo geral 

de: “Garantir à população brasileira o acesso seguro e o uso racional de plantas 

medicinais e fitoterápicos, promovendo o uso sustentável da biodiversidade, o 

desenvolvimento da cadeia produtiva e da indústria nacional” (BRASIL, 2006). Com 

esse Decreto, vislumbram-se objetivos específicos visando a ampliação de opções 

terapêuticas aos usuários do serviço público de saúde, garantindo acesso a plantas 

medicinais e fitoterápicos considerando o conhecimento tradicional associado; a 

construção de marco regulatório para produção, distribuição e uso de plantas 

medicinais e fitoterápicos; a promoção de pesquisa e desenvolvimento de 

tecnologias e inovações nas diversas fases da cadeia produtiva (BRASIL, 2006). 

Em fevereiro de 2009, o Ministério da Saúde publicou a Relação Nacional de 

Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (Sistema Único de Saúde) (RENISUS), o 

qual consta 71 plantas medicinais que apresentam evidência para a indicação na 

atenção básica, com a finalidade de orientar pesquisas e estudos, atuando na 

promoção da segurança e eficácia do uso de plantas medicinais. Atualmente já 

foram publicadas 3 monografias, 51 estão sendo finalizadas e 21 elaboradas, com 

um investimento total de R$2.010.226,00 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2022). 

Posteriormente, a Portaria n° 886 de 2010 instituiu o programa Farmácia Viva no 

âmbito do SUS, considerando a necessidade de ampliação da oferta de fitoterápicos 

e de plantas medicinais (BRASIL, 2010), regulamentado pela Resolução da Diretoria 

Colegiada – RDC n° 18, de 03 de abril de 2013. Esta Resolução dispõe sobre as 

boas práticas para todas as etapas constitutivas dos processos desempenhados 

pelo programa Farmácia Viva (BRASIL, 2013).  

No âmbito internacional, está em progresso a Estratégia de Medicina 

Tradicional da OMS 2014-2023, em resposta às necessidades identificadas pelos 

estados-membros de 2002 a 2005. A estratégia tem como objetivos apoiar os 

Estados-Membros no desenvolvimento de políticas proativas e na implementação de 

planos de ação que fortaleçam o papel da medicina na manutenção das populações 

saudáveis. No relatório de 2018, 98 dos Estados-Membros apresentam política 

nacional para medicina tradicional complementar, projeto significativo desde a 

estratégia 2002-2005 (OMS, 2019). 



26 
 

Como resultado do aumento no interesse popular junto às políticas de 

incentivo, atualmente, em países desenvolvidos, o uso de medicamentos à base de 

plantas medicinais alcança 70-90% da população (ANAND et al., 2019). Essa 

mudança vem sendo acompanhada do desenvolvimento crescente da pesquisa 

etnofarmacológica, que objetiva fornecer evidências científicas sobre o uso das 

plantas medicinais e, ao mesmo tempo, garantir a preservação deste patrimônio 

cultural (DAS et al., 2022). Além disso, os componentes das plantas medicinais vêm 

sendo empregados na terapia moderna e no auxílio ao desenvolvimento de 

moléculas mais complexas (DUTRA et al., 2016). Dentre as propriedades 

terapêuticas das plantas medicinais investigadas, destaca-se a capacidade 

hepatoprotetora, decorrente de propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes, 

antifibróticas, antivirais, imunomodulatórias e anticancerígenas (VARGAS-POZADA; 

MURIEL, 2020). Os fitoconstintuintes que demonstram atividades hepatoprotetoras e 

terapêuticas são diversos, dentre eles os flavonoides, ácidos fenólicos, 

monoterpenóites, diterpenóides, tripertenóides, alcalóides, cromados, 

capsaicinoides, curcuminoides e antraquinonas (DAS et al., 2020).  

Considerando-se as propriedades benéficas das plantas medicinais, deve-se 

explorar o potencial das mesmas para o tratamento de anomalias hepáticas. 

Entretanto, são necessárias investigações mais aprofundadas antes que se chegue 

a uma recomendação final (VARGAS-POZADA; MURIEL, 2020), envolvendo 

ensaios clínicos, para uma recomendação segura do uso desses produtos. Plantas 

produzem metabólitos secundários como parte do seu mecanismo de defesa 

levando-as a induzir mecanismos tóxicos; ademais, o uso das plantas medicinais 

pode induzir efeitos indesejáveis com o emprego excessivo ou sobredosagem, a 

forma de obtenção e/ou tempo do processamento (LÓPEZ-GIL et al., 2017). Um dos 

efeitos conhecidos é a lesão hepática induzida por ervas, considerando-se a alta 

atividade metabolizadora do órgão, levando a diversos casos já relatados com uma 

parcela deles acarretando a necessidade de transplante de fígado e outros levando 

à óbito (NAVARRO et al., 2014, LEE et al., 2015). 

Além das plantas medicinais, o uso de fitoterápicos que incluem os 

medicamentos obtidos de matérias-primas vegetais (BRASIL, 2006), também 

demanda atenção. Esses podem ser administrados como infusões, decocções, 

xaropes, loções ou compressas, e são distribuídos sem a necessidade de ensaios 
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clínicos ou supervisão rigorosa como aquela necessária para a distribuição de 

medicamentos convencionais (LÓPEZ-GIL et al., 2017). Dos produtos fitoterápicos 

comercializados mundialmente, poucos dispõem da descrição de seus componentes 

ativos. Alguns possuem composição química heterogênea entre os lotes, o que pode 

interferir de forma direta na sua atividade biológica (LÓPEZ-GIL et al., 2017). Assim, 

uma das maiores preocupações, além da avaliação rigorosa sobre a eficácia e a 

segurança do uso do fitoterápico, é identificar e padronizar os métodos exatos de 

preparação de um extrato, identificação de ingredientes, além detalhes da 

administração (ALI et al., 2018). 

Assim, observamos a importância do desenvolvimento de estudos que 

avaliem as plantas medicinais e seus componentes, tendo em vista que são 

amplamente utilizados, muitos dos quais sem informações substanciais que 

assegurem seu uso de forma adequada. Apesar deste ponto de atenção, seu uso 

demonstra grande potencial como terapêutica acessível e de baixo custo, 

especialmente para o desenvolvimento de medicamentos hepatoprotetores e de 

regeneração hepática. 

 

1.5 Óleo essencial de losna em doenças hepáticas 

Considerando-se a utilização de plantas medicinais no tratamento de doenças 

associadas ao fígado, a Artemisia absintium (losna) é amplamente utilizada no Brasil 

e em outras regiões do globo para o tratamento de problemas gastrointestinais, 

hepáticos e parasitário. O seu uso tradicional no país é expressivo, a espécie integra 

a RENISUS e é ainda disponibilizada in natura no programa Farmácia Viva e na 

assistência básica de saúde (FRAGOSO, 2014). 

A. absinthium é uma planta perene tipo arbusto, fortemente pubescente e com 

odor intenso e acentuado. Seu caule e folhas são verde-acinzentado, e em suas 

folhas há presença de pelos secretores de óleo essencial (AMIDON et al., 2014). É 

uma planta originária da Europa, Ásia Ocidental e Norte da África, introduzida e 

aclimatada na América do Norte e América do Sul e cultivada atualmente nos países 

do sul da Europa, EUA e Brasil (SZOPA et al., 2020). Essa planta possui numerosos 

compostos responsáveis por suas atividades biológicas, dentre eles o óleo 

essencial. 
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Os óleos essenciais são metabólitos secundários de plantas, que contêm uma 

mistura complexa de compostos orgânicos voláteis como terpenos e sesquiterpenos, 

álcoois, entre outros (AZIZ et al., 2018). Esses extratos possuem compostos 

principais em altas concentrações (20-70%), com grande relevância para sua 

atividade e componentes em baixas concentrações, que podem desempenhar um 

papel secundário, potencializando ou antagonizando os efeitos dos componentes 

principais (PERRICONE et al., 2015). Por ser um metabólito secundário, o teor de 

óleo essencial varia tanto qualitativa quanto quantitativamente, dependendo da 

região geográfica e condições ambientais, assim se torna importante a identificação 

de seus componentes. Entre os benefícios do óleo essencial de losna (OE) estão a 

atividade antimicrobiana, antifúngica, neuroprotetora, antimalárica, antidepressiva, 

analgésica anticâncer, anti-helmíntica e repelente (BEIGH; GANAI, 2017; SZOPA et 

al., 2020). Na literatura, porém, são escassos os estudos que avaliam os efeitos do 

OE de losna no fígado. Portanto, uma avaliação mais abrangente dos efeitos 

hepatoprotetores ou não deve ser detalhada. Alguns estudos apontam a indução de 

toxicidade oral em camundongos, mesmo em baixa dosagem, induzindo, em poucas 

horas, problemas neurológicos, musculares e gastrointestinais, não apresentando, 

porém, resultados deletérios quando do uso tópico do OE como repelente (Mihajilov-

Krstev et al.,2014). Certamente, novas análises são necessárias, considerando-se a 

ampla utilização do OE de losna pela indústria cosmética, pela indústria de bebidas 

e em produtos de limpeza. Na indústria alimentar, a A. absinthium é o principal 

ingrediente da bebida alcoólica absinto, que apresenta alto teor de α e β-tujona, 

componentes comuns no óleo essencial, e utilizado ainda para conferir aroma e 

amargor à vinhos (SZOPA et al., 2020). Percebe-se, pois, uma ampla utilização do 

OE da losna, em vários setores da economia, o que torna urgente a avaliação de 

seus efeitos na saúde hepática e no comprometimento ou não de quadros 

fibrosantes do órgão, embora o potencial tóxico do mesmo ainda seja pouco 

estudado, o que cabe ser avaliado cuidadosamente, para que possa ser explorada 

sua utilização terapêutica.  

 

1.6 Modelos celulares como estratégia alternativa para análise do potencial 

toxicológico de plantas medicinais 
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O princípio conhecido como 3R’s, de Substituição, Redução e Refinamento na 

experimentação animal (Replacement, Redua qualction and Refinement), trouxe à 

luz a importância da utilização da cultura de tecidos mamíferos como uma das 

técnicas de substituição mais importantes (RUSSELL; BURCH, 1959). Desta forma, 

a preocupação com o bem-estar animal trouxe a necessidade do desenvolvimento 

de novas abordagens para a avaliação de segurança de compostos químicos (DENT 

et al., 2018), junto à alta incidência de lesão hepática induzida por drogas, inclui a 

lesão hepática induzida por ervas, a qual demanda o desenvolvimento de modelos 

celulares que permitam prever a hepatotoxicidade (KAMMERER; KÜPPER, 2018). 

Os hepatócitos, como visto anteriormente, são células altamente 

metabolizadoras que contribuem primariamente para a função de desintoxicação do 

fígado, apresentando enzimas de biotransformação de fase I e fase II e, 

consequentemente, linhagens celulares de hepatócitos são frequentemente 

utilizadas em estudos de hepatotoxicidade (VINKEN; HENGSTLER, 2018). Além dos 

hepatócitos, sabe-se que as CEHs também contribuem para o metabolismo de 

xenobióticos, expressando enzimas como álcool e acetaldeído desidrogenases, 

diversas isoformas do citocromo P450 (CYP1A1, CYPC11, CYPA2, CYP2D1, 

CYP2S1 e CYP3A) e glutationa S-transferase (GST) (SUFLETEL et al., 2020), mas 

que, por sua vez, faz-se necessário que sejam elucidados os mecanismos induzidos 

frente ao composto tóxico que, em conjunto, levam à ativação de CEHa e, quando 

crônicas as lesões induzidas, contribui para o desenvolvimento de fibrose (ASRANI 

et al., 2018). Desta forma, estudos atuais têm objetivado elucidar os efeitos de 

compostos químicos em CEHs, como a exposição à altas concentrações de ácidos 

graxos (HETHERINGTON et al., 2016), ao arsenito de sódio (FAN et al., 2018) e ao 

triclosan (MIRANDA et al., 2020). 

Entre as ferramentas para o estudo de toxicidade em CEHs, as linhagens 

celulares apresentam diversas vantagens, como vida útil ilimitada, facilidade na 

padronização e alta reprodutibilidade (JENNINGS et al., 2015), e destas se destaca 

a linhagem LX-2 estabelecida por Xu e colaboradores (2005) através de pressão de 

seleção de crescimento de um subconjunto de células LX-1 (linhagem desenvolvida 

pelo mesmo autor) por passagem precoce em soro reduzido (1%), para que a 

linhagem fosse viável na ausência do suporte de fator de crescimento sérico, 

característica presente em CEHs primárias. Essa linhagem possui alta plasticidade 
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celular de acordo com a concentração de soro presente no meio de cultivo. Assim, 

em baixas concentrações, ela apresenta características morfológicas e metabólicas 

semelhantes às CEHq (CEHq like) e, na presença de altas concentrações de soro 

(10%), apresenta atributos de CEHa, e representa, desta maneira, uma importante 

ferramenta para o estudo de mecanismos de fibrogênese hepática, incluindo aqueles 

induzidos por toxicidade. 

 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar o potencial modulador do óleo essencial de Artemisia absinthium em 

vias relacionadas à fibrose hepática e ao estresse celular em modelo celular pró-

fibrosante. 

 

2.2 Objetivos específicos 

• Analisar o efeito do óleo essencial de losna em elementos moduladores 

do fenótipo pró-fibrosante por meio de análises de microscopia, expressão gênica e 

perfil proteico; 

• Investigar a atuação do óleo essencial em elementos moduladores do 

metabolismo lipídico utilizando-se análises celulares, bioquímicas e de expressão 

gênica em células LX-2; 

•  Avaliar o potencial citotóxico, genotóxico, e elementos das vias de 

toxicidade e estresse oxidativo do óleo essencial em células LX-2, utilizando 

análises bioquímica e moleculares. 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Cultura de células e tratamentos 

Para a avaliação dos efeitos funcionais do óleo essencial de losna (OE) no 

quadro pró-fibrosante, células da linhagem estrelada hepática LX-2 (XU et al., 2005), 

foram utilizadas. As células foram crescidas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM) contendo 0.1% de antibiótico Anti-anti (Thermo fisher), acrescido o 
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SBF de acordo com a metodologia de cultivo, e mantidas em estufa à 37°C contendo 

5% de CO2. Para os ensaios, quatro grupos celulares foram estabelecidos (Figura 

4): 1. CEHq like; 2. CEHa; 3. OE 0.3 μg/ μL: em que células ativadas foram 

incubadas em meio contendo 0.3 μg/ μL de óleo essencial comercial de losna e 4. 

OE 0.4 μg/ μL: em que células ativadas foram incubadas em meio contendo 0.4 μg/ 

μL do mesmo óleo essencial comercial de losna, ambas por um intervalo de 24 h de 

tratamento. As CEHa foram utilizadas como controle para avaliar a atuação do OE 

na fisiologia celular cultivada sob condição pró-fibrosante. O grupo experimental 

CEHq like foi considerado como grupo controle experimental de condições não 

patológicas e utilizada para se avaliar os efeitos dos tratamentos celulares 

nareversão das características pró-fibróticas. O grupo experimental CEHa, foi 

utilizado como grupo controle dos efeitos do óleo em relação ao próprio fenótipo 

ativado. 

Figura 4 – Grupos experimentais. 

 

3.2 Óleo essencial de Artemisia absinthium (losna) 

Para os tratamentos, foi utilizado o óleo essencial de losna adquirido da 

empresa Laszlo, com certificado de análise química realizado por cromatografia 

gasosa de alta resolução (Figura 5) detalhando os compostos presentes no produto.  
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Figura 5 – Certificado de análise química do óleo essencial de losna comercial (Laszlo). 

 

Foi disponibilizada, ainda pela empresa, a densidade do óleo essencial, de 

921 μg/ μL. Para utilização no cultivo das células, o óleo foi diluído em meio DMEM 

contendo SBF à 37°C.  

 

Tabela 1 – Componentes do OE e suas respectivas concentrações molares, nas concentrações de 
OE 0.3 µg/ µL e 0.4 µg/ µL utilizadas no estudo. 

 CONCENTRAÇÕES UTILIZADAS 

COMPONENTES DO OE 0.3 µg/ µL 0.4 µg/ µL 

β-tujona 1,007 mM 1,343 mM 

Acetato linalina 0.371 mM 0.495 mM 

α-tujona 0.051 mM 0.068 mM 

Linalool 0.050 mM 0.067 mM 

Sabineno 0.055 mM 0.073 mM 

Cânfora 0.037 mM 0.050 mM 

Cariofileno 0.022 mM 0.029 mM 
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Cineol 0.027 mM 0.036 mM 

Espatulenol 0.019 mM 0.025 mM 

Mirceno 0.031 mM 0.041 mM 

Germacreno d 0.010 mM 0.014 mM 

α-pineno 0.011 mM 0.015 mM 

 

3.3 Análise de viabilidade celular: os ensaios de Brometo Tiazolil Azul De 

Tetrazolio (MTT) 

Para as análises, utilizamos metodologia adaptada de Mosmann (1983). Para 

os ensaios foram utilizadas placa de 96 poços. Em cada poço foram adicionadas 6 x 

103 células cultivadas em meio contendo 10% SBF que foram incubadas por um 

período de 48 h, para aderência e adaptação. Após o intervalo, foi acrescido um 

meio de cultivo novo nos poços destinados ao controle e diferentes concentrações 

do OE de losna foram adicionados aos poços, como seguem: 0 μg/ μL (considerado 

controle experimental),  0.3 μg/ μL,, 0.4 μg/ μL, 0.5 μg/ μL, 0.6 μg/ μL, 0.7 μg/ μL, 0.8 

μg/ μL, 0.9 μg/ μL, 1 μg/ μL e 2 μg/ μL. Decorrido intervalo de 24 h de incubação , foi 

adicionado 0.5 μg/ mL de Brometo Tiazolil Azul De Tetrazolio (MTT, Merck) em cada 

poço, o qual foi incubado por um intervalo de 8 h para formação de cristais de 

formazana, que foram então dissolvidos em DMSO. O resultado foi obtido em leitor 

de microplacas EZ Read 400 (Biochrom) na absorbância de 570 nm. Concentrações 

do OE de losna que permitiu sobrevivência de 80% das células foram consideradas 

para as análises futuras.  

Das concentrações analisadas, 0.3 e 0.4 μg/ μL do OE resultaram em uma 

viabilidade celular, sem demonstrar diferença significativa em relação ao controle. As 

CEHa incubadas com 0.3 μg/ μL no período de 24 h não apresentaram perturbações 

celulares morfológicas, diferentemente da concentração 0.4 μg/ μL, que induziu 

alterações celulares diversas, indicativas de estresse celular. Assim, ambas as 

concentrações foram escolhidas para o desenvolvimento das análises.  

 

3.4 Análise de Azul de Tripano 

Protocolo usual de coloração de azul de tripano foi realizado para se validar 

as análises obtidas nos ensaios de MTT. Para as análises, 2 x 105 células foram 
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cultivadas em placas de 6 poços. Decorrido o período de adaptação, uma triplicata 

foi destinada como controle experimental, cultivada com SBF 10%, e outros dois 

grupos foram incubados com OE nas concentrações 0.3 e 0.4 μg/ μL. Após o 

intervalo de 24 h de incubação, as células foram coletadas por tripsinização, e a 

suspensão em 1mL de meio DMEM foi utilizada para a contagem com auxílio de 

câmara de Neubauer, utilizando-se azul de tripano à 0.4% (Sigma-Aldrich). O 

número total de células viáveis foi dividido pelo número total de células e 

multiplicado por 100, obtendo-se a viabilidade definida como 80%. 

 

3.5 Análise Genotóxica: ensaios do cometa alcalino 

Para realização desses ensaios 2 x 105 células foram cultivadas em placas de 

6 poços, sendo utilizadas duplicata biológica (2 poços) e triplicata técnica para cada 

grupo experimental. O tratamento foi realizado conforme descrito no item 1. 

Controles de genotoxicidade positivo (meio DMEM contendo SBF à 10% e 40mM de 

Metil Metano Sulfonato, MMS - Sigma-Aldrich) e negativo (meio DMEM contendo 

SBF à 10%) foram utilizados. Os diferentes grupos celulares foram incubados por 24 

h com os respectivos tratamentos e, para se prosseguir as análises, a viabilidade 

celular maior que 80% foi assegurada para a realização dos ensaios, pela análise do 

azul de tripano. 

Na sequência, para se avaliar o potencial genotóxico do OE de losna nas 

concentrações selecionadas, foi utilizada metodologia adaptada de Roberto e 

colegas (2016). Para tal, as células foram diluídas em agarose de baixo ponto de 

fusão (1:7), depositada em lâmina coberta com agarose, e recoberta por lamínula. 

Para cada amostra foram produzidas duas lâminas, em um total de 6 lâminas por 

grupo experimental. As lâminas foram mantidas 20 min à 4°C para solidificação da 

agarose. Após este período, as lamínulas foram removidas e as lâminas expostas à 

solução de lise (1 mL de Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL da solução de lise 

estoque - NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM e ~ 8 g de NaOH, pH 10.0), na 

qual foram mantidas imersas por 1 h à 4°C. Após a lise, as lâminas foram dispostas 

em uma cuba de eletroforese em tampão alcalino (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH 

>13.0) à 4°C por 20 min para deselicoidização do DNA, em seguida, as lâminas 

foram submetidas à eletroforese em 39 V (1,0 V / cm) e 300 mA por 20 min. Após 
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este processo, as lâminas foram imersas em tampão de neutralização (0.4 M Trizma 

Hydrochloride, pH 7.5) no período de 15 min, após, foram fixadas em etanol absoluto 

e armazenadas à 4°C até o momento da análise. 

Para evidenciar os nucleóides, as lâminas foram coradas no momento da 

análise com GelRed® (15 μL de GelRed 10.000X em água, 5 mL de NaCl a 1M, e 45 

mL de água destilada). As análises foram realizadas em microscópio de 

epifluorescência Leica, filtro B - 3 4 (excitação: i = 420 nm – 490 nm, barreira: I = 520 

nm), em um total de 100 nucleóides por amostra. Os danos no DNA foram estimados 

a partir da intensidade e momento da cauda do DNA, mensurados com o auxílio do 

software Comet Assay IV. 

 

3.6. Análises de expressão gênica 

3.6.1 Extração de RNA total e transcrição reversa para síntese de DNA 

complementar (cDNA) 

Para as análises de expressão gênica, 2 x 105 células LX-2 foram cultivadas 

em placas de 6 poços e submetidas aos tratamentos, de acordo com o descrito no 

item 1. Após o período de incubação dos tratamentos, as células foram lavadas com 

PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4), e lisadas com 

500 μL de TRIZOL® (Thermo Fisher Scientific). 

Para a obtenção do RNA total, após a lise, as amostras foram transferidas 

para microtubos de 1.5 mL, aos quais foram acrescidos 100 μL de clorofórmio 

(Merck), e centrifugados em 12.000g por 15 min à 4°C, resultando em uma mistura 

trifásica. A fase superior foi transferida para um novo microtubo, ao qual foi 

adicionado 250 μL de álcool isopropílico 100%, seguido de incubação por 10 min. 

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas em 12.000g por 10min à 4°C, o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA foi lavado em 300 μL de etanol 

80%. Os microtubos foram centrifugados em 10.000 g por 8 min à 4°C, o 

sobrenadante foi descartado, e após evaporação do etanol, o RNA extraído foi 

ressuspendido em 22 μL de H2O livre de RNAse. 

Para avaliar a concentração e pureza do RNA extraído, as amostras foram 

quantificadas com auxílio do espectofotômetro NanoVueTM Plus (GE Healthcare), 
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utilizando-se a razão A260/A280 (260 nm – absorbância de DNA / 280 nm – 

absorbância de proteína) e A260/A230 (230nm – absorbância de contaminantes 

como sais, polissacarídeos ou compostos orgânicos como fenol). Para a obtenção 

de cDNA, foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo 

Fisher Scientific), seguindo as instruções do fabricante. Para a reação de transcrição 

reversa, o termociclador Mastercycler pro S® (Eppendorf) foi utilizado. 

 

3.6.2 Análise de expressão gênica em reações de PCR quantitativo (qPCR) 

Para as análises de expressão gênicas reações de qPCR, foi utilizado o 

reagente SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems® - ThermoFisher 

Scientific), e as amostras foram analisadas no termociclador A&B – StepOnePlusTM 

através da quantificação relativa da expressão gênica (ΔCт). Os ensaios foram 

realizados em triplicata técnica para todos os genes avaliados, sendo definido o 

gene β-ACTINA como normalizador. Os resultados foram analisados utilizando a 

fórmula aritmética 2-ΔΔCт. 

Os genes foram desenhados com auxílio do programa Primer3Plus 

(http://www.bioinformatics.nl/cgibin/primer3plus/primer3plus.cgi/) e verificados em 

Basic Local Alignment Search Tool - BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). As 

sequências de oligonucleotídeos utilizados para as análises encontram-se na Tabela 

2. 

 

Tabela 2 – Sequência de oligonucleotídeos utilizados nas reações de qPCR. 

Gene Primer Sense (5’-3’) Primer Anti-sense (5’-3’) 

β-ACTINA CGGGACCTGACTGACTAC  CTCCTTAATGTCACGCAC 

ACLY CATCCGGAGGTAGATGTGCT CGGATCTGGGCATAGTTCAT 

ACC1 TGTAAGAGCTCATTTTGGAGGA  GAATCGAGAGTGCTGGTTCAG 

ACC2 GCAGCTGATGACCAACTTCA TCCGGGTAGACTCACGAGAT 

AHR ATTGTGCCGAGTCCCATATC CCAAGTCCATCGGTTGTTTT 

AKT1 CGGGCACATTAAGATCACAG  TCATTGTCCTCCAGCACCTC 

α-SMA AATCCTGACCCTGAAGTACC  TAGAAAGAGTGGTGCCAGAT 
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CAT CGTGCTGAATGAGGAACAGA AGTCAGGGTGGACCTCAGTG 

COL1α1 ATGACGTGATCTGTGACGAG  AAATTCCTCCGGTTG ATTTC 

COX-2 CAGCACTTCACGCATCAG  CTAGCCAGAGTTTCACCG 

CPT1a GCTCATGGTGAACAGCAACT TAAAGCAGGATGGCATGGAT 

CPT1b CGGGAGGGACGGACTGAGT AGCTGTAGGCCTTGGGAAC 

CPT2 CCAGCCAGCTACCACTGACT TTAGCAGCTGTGATGCCAGT 

CTGF GCTGACCTGGAAGAGAACAT ACAGCGATTCAAAGATGTCA 

DGAT1 GCCTTCTTCCACGAGTACCT AGTGGGATCTGAGCCATCA 

DGAT2 TGAGTCTCTGAGCTCCATGC AACCAGGTCAGCTCCATGAC 

DESM ATGACGTGATCTGTGACGAG AAATTCCTCCGGTTGATTTC 

ECAD GATCACAGTCACTGACACCA GTGACGAATGTGGTACCTTT 

FASN TCCTGCTGACCAAGAAGTCC TCCTGCTGACCAAGAAGTCC 

FOXO1 GCCTGACCCAAGTGAAGAC  GCCCATTCTGCCATAGCC 

GPx TTGACATCGAGCCTGACATC ACTGGGATCAACAGGACCAG 

GSR ATCCATATGCAGGGACTTGG GTAGGGTGAATGGCGACTGT 

MLYCD GACATCTCCAGCAACATCCA CTGGGTCAAGCTGATGGAAT 

NFKB TTGAAACACTGGAAGCACGA TTGCAAATAGGCAAGGTCAG 

NRF2 ATTGAGCAAGTTTGGGAGGA GTTTGGCTTCTGGACTTGGA 

OCLN AAAGAACTCTCCCGTTTGGA  GCAGATCCCTTCACTTGCTT 

PDGFB CCCAGGAATTACTCGGTCAA ACAGCCACAATTTCCTCCAC 

PDRG1 CACCCTGAGACAAAGGAAATG GGCGGTTGACCTTCACTTTA 

PPARα GGCCTCAGGCTATCATTACG ACCAGCTTGAGTCGAATCGT 

PPARγ GGCTTCATGACAAGGGAGTTTC AACTCAAACTTGGGCTCCATAAAG 

SNAIL1 CCTCCCTGTCAGATGAGGAC GCCTCCAAGGAAGAGACTGA 

SLUG TCTTGACCAGGAAGGAGCTT TGTTCACCACGAACGACCGA 

SOD1 AGGGCATCATCAATTTCGAG GTGAGGACCTGCACTGGTAC 

SREBP1c AATCCGCCGCGCCTTGACAG AAGTGCAATCCATGGCTCC 

TGFβ-1 GACTCGCCAGAGTGGTTATC GGAGCTGAAGCAATAGTTGG 

TGFβ-2 GCACCTCCACATATACCAGT GGCAATAACATTAGCAGGAG 

TWIST ACTCCAAGATGGCAAGCTG  TAGTGGGACGCGGACATCG 

ZEB1 TGCACTGAGTGTGGAAAAGC AAGCGTTTCTTGCAGTTTGG 
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ZEB2 AATGGACTGCAAGGCTGAAG CGACAGGCGGAATATTAGGA 

 

 

 

3.7. Microscopia de fluorescência 

3.7.1 Distribuição dos filamentos de actina F 

Para as análises foram utilizadas placas de 24 poços contendo lamínulas 

circulares, nas quais foram cultivadas 3.5 x 104 células, submetidas aos tratamentos 

como descrito no item 1 da presente metodologia. Decorrido o tempo de tratamento, 

as células foram fixadas em solução contendo paraformaldeído (1.4%), Triton X-100 

(0.05%) e PBS por 5 min. O núcleo celular foi evidenciado utilizando-se 3.33 ng/ mL 

de 4’-6-diamidino-2-fenilindol dicloridrato (DAPI, Sigma-Aldrich) por 4 min, e os 

filamentos de actina F foram marcados com faloidina-TRICT a 100 μg/ mL por 2 h. 

Após sucessivas lavagens em solução salina (PBS), as lamínulas foram então 

montadas sobre lâmina, e analisadas com o microscópio B X 51 Olympus e sistema 

fotográfico digital DP71 com os filtros correspondentes. 

 

3.7.2 Rastreio da oxidação de ácidos graxos 

Para as análises de oxidação dos ácidos graxos foi utilizada a metodologia 

adaptada de pulse-chase (RAMBOLD; COHEN; LIPPINCOTT-SCHWARTZ, 2015), 

que consiste em rastrear o BODIPYTM 558/568 C12, molécula análoga a um ácido 

graxo saturado com cadeia de 12 carbonos conjugada a um fluoróforo, para 

compreender a absorção, esterificação e oxidação de ácidos graxos. Para tal, os 

experimentos foram realizados após dois tempos distintos de tratamento: 17 h e 24 

h. 

Para os ensaios, 3.5 x 104 células LX-2 foram cultivadas em placas de 24 

poços contendo lamínulas circulares. Após o período de adaptação, foram 

adicionados os tratamentos de acordo com o grupo experimental, descritos 

anteriormente. Às culturas também foi adicionado o BODIPYTM 558/ 568 C12 (4,4-

Difluoro-5-(2-Thienyl)-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacene-3-Dodecanoic Acid) (Thermo 

Fisher Scientific) na concentração de 1µM. 
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Decorridas 16 horas de incubação, os meios de cultivo foram trocados por 

meios de cultura novos com os respectivos tratamentos, e incubados por 1h e 8h 

sob condições regulares de cultivo. Triplicatas para cada grupo experimental foram 

fixadas após 1h, e outras triplicatas após 8h de incubação. 

Como controle negativo da beta-oxidação, foi utilizado o Etomoxir (2[6(4- 

chlorophenoxy) hexyl] oxirane-2-carboxylate) (Merck), molécula inibidora da enzima 

carnitina palmitoil transferase 1 (CPT-1). O Etomoxir foi acrescido 1 h após a troca 

dos meios de cultura no controle negativo (meio DMEM + SBF 10%), e incubado por 

7 h subsequentes e, em seguida, também fixadas. 

Para a fixação, foi utilizada uma solução contendo paraformaldeído (1.4%), 

Triton X-100 (0.05%) e PBS por 5 min, as lâminas foram então lavadas com solução 

salina (PBS 0.5x), coradas por 20 min com 0.5 μg/ mL de BODIPYTM 493/ 503 (4,4- 

Difluoro-1,3,5,7,8-Pentamethyl-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacene) (Thermo Fisher 

Scientific), um flouróforo de 18 carbonos que se incorpora a lipídeos neutros para 

evidenciar as gotículas lipídicas, e contra-coradas com 3.33 ng/ mL de DAPI para 

evidenciar o núcleo.  

As lamínulas foram montadas sobre lâminas contendo N-propilgalato, e 

analisadas logo em seguida com o microscópio de fluorescência BX51 Olympus. 

Foram obtidas imagens utilizando o sistema fotográfico digital DP71 e filtros 

correspondentes, e posteriormente quantificadas utilizando o programa Image J 

(NIH) e o plug-in “JACoP”, a fim de obter o coeficiente de Manders, que representa a 

sobreposição de sinais de fluorescência do canal vermelho (Bodipy C12) aos sinais 

de fluorescência do canal verde (Bodipy 493/ 503. Um aumento no coeficiente de 

Manders, ao longo do tempo, demonstra a capacidade da célula de metabolizar o 

C12 incorporado e acumulá-lo na forma de gotículas de lipídeos, e a redução indica 

a ocorrência de oxidação lipídica. 

 

3.8 Análises Bioquímicas 

3.8.1 Mensuração de triglicerídeos totais 

Para analisar os níveis de triglicerídeos intracelulares, 2 x 105 células foram 

adicionadas em cada poço de placas de 6 poços, em triplicatas biológicas e técnicas 
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para cada grupo experimental. Após o cultivo e incubação de acordo com o descrito 

no item 1, as células foram coletadas, lavadas em PBS-EDTA (PBS contendo 0.5mM 

de EDTA) e centrifugadas a 3000 rpm por 4 min. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado celular ressuspendido em 100 μL de PBS-EDTA, utilizado para o ensaio. 

A mensuração foi realizada com o reagente comercial Triglicérides Liquiform 

(LabTest), seguindo as recomendações do fabricante. A leitura foi realizada no 

espectofotômetro Thermo Biomate 3 UV-Vis (Thermo Fischer Scientific), em 

absorbância de 505 nm. 

 

3.8.2 Detecção de espécies reativas de oxigênio 

Para a mensuração da espécie reativa de oxigênio superóxido, 2 x 105 células 

LX-2 foram adicionadas a poços de placas de 6 poços. Após o cultivo e tratamento, 

como descrito anteriormente, as células foram coletadas por tripsinização, e após 

contagem foram distribuídas em placa de 96 poços preta com fundo transparente e 

plano, na proporção de 4.5 x 104 células por poço. 

 O ensaio foi realizado com o kit comercial ROS Detection Cell-Based Assay 

Kit (DHE) (Cayman Chemical), seguindo as recomendações do fabricante. O kit 

utiliza a sonda fluorescente Diidroetídio (DHE) para a detecção da geração de 

superóxido. Foi utilizado como controle positivo a Antimicina A, um inibidor do 

complexo III da cadeia transportadora de elétrons, e para o controle negativo o 

antioxidante N-acetilcisteína. O resultado foi obtido através da leitura da placa no EZ 

READ 400 (Biochrom), com excitação de 515nm e emissão de 605nm. 

 

3.9 Western blot 

As análises de Western Blot foram realizadas seguindo o protocolo descrito 

em Da Silva e colegas (2016). Para os ensaios, extratos celulares totais dos grupos 

celulares investigados foram submetidos à sonicação em tampão de lise (Triton X-

100 0.5%, Tris HCl pH 7,2 10 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 2,5 mM, DTT 0.5 mM, 

PMSF 1mM) acrescentada de 1 mM de inibidor de protease para cada extrato 

celular, utilizando o sonicador Fisher Scientific, Sonic Dismembratok, model 500) em 

40% de amplitude por 20 segundos. Posteriormente as amostras foram 
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centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos sob refrigeração de 4 ºC. O sobrenadante 

foi recolhido e as proteínas quantificadas em espectrofotômetro (595 nm), seguindo 

o protocolo descrito por Bradford (1976), e em seguida acrescido 4% de SDS e 5% 

de β-mercaptoetanol. 

 As amostras foram desnaturadas à 95ºC por 5 minutos, das quais 90 μg de 

proteína foram utilizadas na eletroforese em géis de poliacrilamida 10% para 

separação das amostras, sob 300 V e 50 mA, durante aproximadamente 1 h e 30 

minutos. Em seguida, as proteínas contidas nos géis foram transferidas para 

membranas de difluoreto de polivinilideno (PVDF) com o uso de solução de 

transferência (25 mM Tris-HCl, 0.192 M de glicina, 10% metanol) por 20 minutos a 

uma corrente elétrica fixa de 18V, 300 mA, pelo aparelho transferidor do tipo Semi-

Dry. Após o término da transferência, as membranas foram bloqueadas em Bloto 

(5% de leite em pó desnatado contendo TBS (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 

7.6)), lavadas em TBS-T (1M Tris-HCl pH 7.6, 5 M NaCl, 1% Twew 20) e, em 

seguida, incubadas com os anticorpos primários FOXO1 (FineTest) diluído em TBS 

1:300 ou β-actina (Cell Signaling) diluído em TBS na concentração 1:350, e 

mantidas à 4°C por um período de 24 h sob agitação.  

Em seguida, as membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas com o 

anticorpo secundário policlonal anti IgG de Coelho conjugado a peroxidase 

(Cayman) diluído com TBS na razão 1:6000, por 2 horas, sob agitação. Após, as 

membranas foram submetidas a sucessivas lavagens e, em seguida, reveladas. A 

detecção de sinais foi realizada com o kit de reação quimioluminescente (ECL – GE 

Healthcare Life Sciences), de acordo com as especificações do fornecedor, e 

exposto em filme de raio-X. Para a quantificação relativa dos níveis de proteína, foi 

utilizado o software Image J (NIH). 

 

3.10 Análise Estatística 

As análises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism versão 

8.0, utilizando análises de One Way ANOVA e testes post-hoc de Tukey, para 

avaliar a diferença estatística entre as médias dos tratamentos. Os dados são 

expressos em média e desvio padrão, com valor de p < 0.05 determinado para 

significância estatística. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Pela clareza das vias induzidas pelo OE na concentração 0.4 μg/ μL, as quais 

exibiram poucas alterações na concentração 0.3 μg/ μL em relação às CEHa, 

apresentamos apenas os resultados referentes aos efeitos do OE na concentração 

0.4 μg/ μL. 

 

4.1 Óleo essencial de losna 0.4 μg/ μL 

4.1.1. Análise de marcadores pró-fibrogênicos 

Para avaliar os efeitos do OE na modulação pró-fibrogênica celular, análises 

da morfologia celular foram realizadas. Na Figura 6.A são apresentados os 

resultados referentes à organização do citoesqueleto de actina F frente as diferentes 

condições de cultivo, em análises de microscopia de fluorescência.  

Figura 6 – Efeitos do OE em marcadores pró-fibrogênicos. A) Imagens de microscopia de 
fluorescência evidenciando os filamentos de actina F; B) Painel geral dos transcritos gênicos 
envolvidos em processos pró-fibrogênicos, em análises de qPCR. As diferenças significativamente 
estatísticas entre as células tratadas com OE e CEHa foram indicadas por asterisco (*); e cerquilha 
(#) foi utilizado para indicar diferenças significativas entre as células incubadas com OE e às CEHq 
like (* e # p<0.05, ** e ## p< 0.01, *** e ### p<0.001, **** e #### p<0.0001). 
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 A imagens revelam alterações no padrão de polimerização dos filamentos de 

actina nas células tratadas com OE a 0.4 ug/ uL (redução no comprimento e 

despolimerização das fibras), além de redução no tamanho celular e nuclear. A 

análise molecular de elementos pró-fibróticos (Figura 6.B) exibiu redução 

significativa na expressão de TGFβ-1 ~74%, colágeno 1α1 (COL1α1) em ~63% 

(p<0.0001) e αSMA ~33% (p<0.01), em relação à CEHa. Comparando-se os 

resultados ao observado nas CEHq like, o tratamento com OE apresentou menor 

expressão de TGFβ-1 (p<0.0001), COL1 α 1 (p<0.001) e maior expressão de αSMA. 

Foi observado ainda, após o tratamento com OE, aumento na expressão da citocina 

CTGF ~145% em relação à CEHa (p<0.001) e à CEHq (p<0.01). 

 Em um estudo no qual células LX-2 ativadas foram incubadas com ovos de 

Schitosoma mansoni, foi observado redução na organização de fibras de estresse 

junto à expressão reduzida de α-SMA e COL1α1 (ANTHONY et al., 2010), como 

observado nas CEHa após o tratamento com OE nesta concentração, verificando-se 

uma relação entre a organização de actina F em fibras de estresse e a expressão de 

marcadores pró-fibrogênicos. 

 Importantes proteínas que atuam nas alterações do citoesqueleto e da MEC, 

α-SMA e COL1α1, têm sua expressão induzida por citocinas pró-fibrogênicas, dentre 

as quais TGFβ-1 (FABREGAT; CABALLERO-DIAZ, 2018). Esta citocina pode ainda 

induzir a transcrição de CTGF (DEWIAR et al., 2019), citocina pró-fibrogênica que 

participa da sinalização de vias de migração, proliferação e sobrevivência celular 

(TSUCHIDA; FRIEDMAN, 2017). Os resultados apresentados sugerem que a 

citocina TGFβ-1 induziu as alterações observadas em seus genes alvo α-SMA e 

COL1α1 e na organização das fibras de actina F após o tratamento com OE, porém 

não se correlacionou com a expressão do gene CTGF, verificada aumentada. 

  

4.1.2 Análise do metabolismo lipídico 

Considerando-se o processo de ativação celular, as CEHs se utilizam do 

metabolismo lipídico para suprir os processos biossintéticos. Para se avaliar os 
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efeitos do OE sobre o metabolismo lipídico em CEHa foram realizadas análises 

celulares, bioquímicas e moleculares.  

Incialmente, os níveis de TG intracelular foram avaliados. Os resultados 

apresentam alterações significativas nos níveis do metabólito após o tratamento com 

OE, quando em comparação com as CEHq (Figura 7). Para investigar possíveis 

alterações nas vias moleculares foram analisadas a expressão gênica de fatores de 

transcrição e enzimas ligadas ao metabolismo de lipídios (Figuras 7.B, 7.C e 7.A). 

Comparando-se à CEHa, o OE induziu redução significativa na expressão da enzima 

APT citrato liase (ACLY) em ~46% (p<0.0001) e aumento de acetil-CoA carboxilase 

2 ~899% (ACC2), malonil-CoA descarboxilase – MLYCD ~485% e ácido graxo 

sintetase FASN ~82% (p<0.0001). 
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Figura 7 – Efeitos do OE no metabolismo lipídico. A) Quantificação bioquímica dos níveis de 
triglicerídeos intracelular; B) Painel geral dos transcritos gênicos envolvidos na síntese, 
armazenamento de ácidos graxos; C) e fatores adipogênicos, em análises de qPCR; As diferenças 
significativamente estatísticas entre as células tratadas com OE e CEHa foram indicadas por 
asterisco (*); e cerquilha (#) foi utilizado para indicar diferenças significativas entre as células 
incubadas com OE e às CEHq like (* e # p<0.05, ** e ## p< 0.01, *** e ### p<0.001, **** e #### 
p<0.0001). 

 

A enzima ACLY converte o citrato provindo do metabolismo da glicose em 

oxaloacetato e acetil-CoA, este último é direcionado para a síntese de ácidos 

graxos, processo realizado pela FASN, que catalisa sucessivas reações de 

condensação para formar ácidos graxos a partir dos substratos acetil-CoA e malonil-

CoA (CURRIE et al., 2013).  

A isoforma ACC2 é uma enzima-chave na síntese de lipídeos e β-oxidação. 

Essa enzima catalisa a carboxilação acetil-CoA em malonil-CoA, que inibe 

alostericamente a enzima CPT1, limitando a velocidade na síntese de ácidos graxos. 

De forma contrária, a enzima MLYCD reverte malonil-CoA à acetil-CoA, liberando a 

entrada de AG na mitocôndria (CURRIE et al., 2013). Após o tratamento com OE 0.4 

μg/ μL, podemos inferir a presença da biossíntese de lipídeos em relação às CEHa. 

Os ácidos graxos produzidos de forma endógena e provindos de fontes 

exógenas são armazenados em TG através da esterificação. A enzima responsável 

por este processo é a diacilglicerol transferase – DGAT, cujos níveis da isoforma 1 

(DGAT1) se elevaram em ~255% após o tratamento com OE (p<0.0001), em 

comparação com as CEHa e ~141% em relação à CEHq. Em altas concentrações 

de substrato, a isoforma 1 (DGAT1) esterifica preferencialmente AG exógenos, e 

demonstra assim função protetora contra lipotoxicidade (CHITRAJU; WALTHER; 

ROBERT, 2019). 

A Figura 7.C apresenta os resultados da expressão dos fatores de transcrição 

adipogênicos, relacionados de forma direta com a transdiferenciação das CEHs. 

Após a ativação dessas células, há uma redução expressiva da transcrição dos 

genes adipogênicos PPARy e SREBP1c em referência à CEHq like, que não sofreu 

alteração após o tratamento com OE. O receptor PPARy possui um relevante papel 

na manutenção e restabelecimento do fenótipo quiescente, demonstrado tanto in 

vitro quanto in vivo (KISSELEVA; BRENNER, 2021). A expressão ectópica desses 

dois receptores nucleares pode reverter a ativação das CEHa (DELGADO et al., 
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2021). Estes resultados demonstram que, apesar da redução de elementos pró-

fibrogênicos após o tratamento com o OE de losna, os genes adipogênicos não 

sofreram alteração em relação às CEHa. 

Prosseguindo com a investigação do metabolismo lipídico, ensaios correlatos 

à mensuração da oxidação de ácidos graxos e expressão gênica de proteínas 

envolvidas no processo foram realizados (Figura 8).  

Figura 8 – Efeitos do OE na oxidação lipídica. A) Painel geral dos transcritos gênicos envolvidos na 

oxidação mitocondrial de ácidos graxos em análises de qPCR; B) Quantificação da sobreposição de 
ácidos graxos às gotículas lipídicas de armazenamento a partir do Coeficiente de Manders, nos 
tempos de 17 h e 24 h após os tratamentos. C) Imagens da microscopia de fluorescência do ensaio 
de pulse-chase do grupo experimental OE 0.4 μg/ μL após 17 h e 24 h de tratamento. As diferenças 
significativamente estatísticas entre as células tratadas com OE e CEHa foram indicadas por 
asterisco (*); e cerquilha (#) foi utilizado para indicar diferenças significativas entre as células 
incubadas com OE e às CEHq like (* e # p<0.05, ** e ## p< 0.01, *** e ### p<0.001, **** e #### 
p<0.0001). 

 

A Figura 8.A apresenta níveis transcricionais de importantes genes correlatos 

a oxidação lipídica. O tratamento com o OE induziu aumento na expressão do 

PPARα ~169 % (p<0.0001) e das enzimas carnitina palmitoiltransferase 1a (CPT1a) 

~167 %, CPT2 ~926 % (p<0.0001) e CPT1b ~185 % (p<0.001), em relação à CEHa 

e aumento significativo de PPARα, CPT1a e CPT2 comparado aos valores 

observados nas CEHq like. A resposta celular foi avaliada pelo rastreio de ácidos 
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graxos (Figura 8.B e 8.C), ensaio o qual foi evidenciado aumento significativo na 

oxidação de ácidos graxos, representado pela redução no coeficiente de Manders 

após 24h, que indica redução na sobreposição dos ácidos graxos às gotículas de 

lipídios armazenados. 

O fator de transcrição PPARα é um sensor nutricional que permite a 

adaptação das taxas de transporte, catabolismo de ácidos graxos e lipogênese, 

regulando a transcrição de genes envolvidos na β-oxidação e transporte de AG 

(PAWLAK; LEFEBVRE; STAELS, 2015). Os ácidos graxos de cadeia longa, maior 

fração de AGs entregue aos tecidos, são transportados pelo sistema carnitina 

palmitoil transferase até a matriz mitocondrial, onde são oxidados. Esse sistema é 

composto pela enzima CPT2, presente na membrana interna da mitocôndria, e 

CPT1 na membrana externa, a qual possui três isoformas – CPT1a abundante no 

fígado, CPT1b no tecido muscular e CPT1c no cérebro (BONNEFONT et al., 2004). 

O aumento na expressão de PPARα após o tratamento com OE possivelmente 

induziu a expressão das enzimas ligadas à β-oxidação CPT1a, CPT1b e CPT2, com 

resposta celular observada por aumento na oxidação de ácidos graxos.  

As adaptações induzidas no metabolismo de lipídios após o tratamento com 

OE, foram observadas de forma semelhante por Hetherington e colaboradores 

(2016) na análise de lipotoxicidade em CEHs primárias humanas, após exposição à 

altas concentrações de palmitato e/ou oleato. Os autores identificaram aumento na 

β-oxidação, síntese de triglicerídeos e armazenamento de ácidos graxos 

concomitante a perda de viabilidade celular após 48 h, alterações estas observadas 

ainda em análises de lipotoxicidade em hepatócitos (HETHERINGTON et al., 2016; 

GENG et al., 2021).  

No metabolismo lipídico, observamos que o tratamento com OE elevou a 

oxidação de lipídios, ao mesmo tempo em que induziu as vias de síntese e 

armazenamento de lipídeos e reduziu a expressão de ACLY, demonstrando um 

possível mecanismo adaptativo com vistas a economia energética. Deste modo, 

sugerimos que o OE nessa concentração inicia um processo de perturbação da 

homeostase celular. Para avaliar a toxicidade preditiva do OE, prosseguimos com as 

análises investigando elementos correlatos às vias de toxicidade. 
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4.1.3 Análise dos elementos correlatos às vias de toxicidade e estresse 

oxidativo 

Quando em excesso na disponibilidade de lipídios, as adaptações no 

metabolismo são acompanhadas do aumento na produção de EROs (GENG et al., 

2021). Para se avaliar um possível estresse oxidativo gerado após o tratamento das 

CEHa com OE, realizamos análises da ERO superóxido (Figura 9.A) e danos ao 

DNA pelo ensaio cometa alcalino, que avalia o potencial genotóxico do OE (Figura 

9.B e 9.C).  

Figura 9 – Efeitos do OE no estresse oxidativo, e potencial. A) Detecção da ERO superóxido por 
Diidroetídeo; B) Análise pelo ensaio cometa a partir da intensidade e momento da cauda do 
nucleoide; C) Imagens representativas de nucleoides com e sem a presença de cauda, obtidas pelo 
software Comet Assay IV. As diferenças significativamente estatísticas entre as células tratadas com 
OE e CEHa foram indicadas por asterisco (*); e cerquilha (#) foi utilizado para indicar diferenças 
significativas entre as células incubadas com OE e às CEHq like (* e # p<0.05, ** e ## p< 0.01, *** e 
### p<0.001, **** e #### p<0.0001). 

 

Os resultados demonstraram aumento na produção da espécie reativa 

superóxido após o tratamento com OE em relação às CEHa de ~76% e ~139% 
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comparando-se às CEHq like (p<0.0001). No que diz respeito a análise do cometa 

alcalino, não foi evidenciado potencial genotóxico do OE nas CEHa. 

O excesso de EROs produzido na célula, quando não é suficientemente 

neutralizado pelas defesas antioxidantes, conduz o aparecimento de estresse 

oxidativo que induz danos às biomoléculas, e subsequentemente causa danos 

oxidativos ao DNA (FORMAN; ZHANG, 2021). A análise do cometa alcalino, também 

conhecida como eletroforese de gel unicelular, é um dos métodos mais sensíveis e 

disseminado para se avaliar a formação e reparação de danos ao DNA, entre os 

quais quebras de fitas únicas ou duplas, ligações DNA-DNA e locais alcalinos lábeis 

(JI et al., 2022). A cauda evidenciada no nucleoide representa a migração de 

fragmentos de DNA, assim, os “cometas” com caudas longas demonstram a 

presença de mais lesões no DNA do que aqueles com caudas curtas ou ausência 

(MOLLER, 2022). Nos ensaios cometa alcalino realizados com o OE, apesar do 

aumento significativo na produção da ERO superóxido, não evidenciaram danos ao 

DNA. 

Assim, posteriormente foram avaliadas a expressão de importantes enzimas 

antioxidantes quanto à sua expressão (Figura 10). As células incubadas com OE 

exibiram aumento na expressão das enzimas SOD1 em ~183%, GPx em ~55% 

(p<0.0001) e GSR em ~97% (p<0.001); e redução de CAT ~26% (p<0.0001) em 

relação à CEHa. Foi observada ainda superexpressão de todas as enzimas 

analisadas em relação à CEHq like - SOD1, GPX, GSR (p<0.0001) e CAT (p<0.01). 
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Figura 10 – Efeitos do OE nas defesas antioxidantes. A) Painel geral dos transcritos gênicos de 

enzimas antioxidantes em análises de qPCR; B) Esquema representativo da produção de EROs 
celular, e estratégia antioxidante contra a produção excessiva de EROs. Imagem criada pelo 
BioRender. As diferenças significativamente estatísticas entre as células tratadas com OE e CEHa 
foram indicadas por asterisco (*); e cerquilha (#) foi utilizado para indicar diferenças significativas 
entre as células incubadas com OE e às CEHq like (* e # p<0.05, ** e ## p< 0.01, *** e ### p<0.001, 
**** e #### p<0.0001). 

 

O aumento da ERO superóxido induziu maior expressão da enzima SOD1, 

responsável pela dismutação do superóxido, que gera como subproduto o peróxido 

de hidrogênio. Esta espécie reativa não radical é neutralizada na célula pelas 

enzimas CAT e GPx (HE et al., 2017), das quais GPx foi observada superexpressa 

após o tratamento com OE, bem como a enzima GSR que reduz a glutationa 

oxidada (Figura 10.B). 

A CAT é uma enzima antioxidante peroxissomal (RIVES et al., 2020) que, por 

sua vez, teve a expressão reduzida após o tratamento com OE, e pode indicar 

menor demanda para a neutralização de peroxido de hidrogênio por redução na 

atividade oxidativa peroxissomal, tendo em vista o aumento na expressão de 

enzimas da via de oxidação lipídica mitocondrial observada nessa concentração. O 

aumento na expressão das enzimas antioxidantes contribui para a neutralização das 
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EROs, das quais a superóxido foi observada aumentada nessa concentração, 

propiciando que não fossem induzidos danos oxidativos significativos ao DNA. 

A sinalização de EROs pode ser influenciada pelas atividades de várias 

enzimas antioxidantes, cuja expressão é regulada por fatores de transcrição, que 

fazem parte das vias de resposta ao estresse celular e compõem, junto às vias 

ativadas por ligantes, as vias de toxicidade (SIMMONS; FAN; RAMABHADRAN, 

2009). O elemento NRF2 da via de resposta ao estresse e AHR da via ativada por 

ligante foram investigadas, junto à enzima CYP1a1 (Figura 11). 

Figura 11 – Efeitos do OE nos elementos correlatos às vias de toxicidade. Painel geral dos 

transcritos gênicos de elementos correlatos às vias de toxicidade, em análises de qPCR. As 

diferenças significativamente estatísticas entre as células tratadas com OE e CEHa foram indicadas 

por asterisco (*); e cerquilha (#) foi utilizado para indicar diferenças significativas entre as células 

incubadas com OE e às CEHq like (* e # p<0.05, ** e ## p< 0.01, *** e ### p<0.001, **** e #### 

p<0.0001). 

 

A ativação dos elementos que contribuem para o restabelecimento da 

homeostase celular ocorre anteriormente ao início da toxicidade e, propiciam assim, 

maior sensibilidade e compreensão dos detalhes mecanicistas para avaliar a 

segurança química de um composto (WINK et al., 2018). Dos elementos analisados, 

observamos após o tratamento com OE, a indução da expressão do receptor aril-

hidrocarboneto (AHR) em ~73%, NRF2 em ~189%, e CYP1a1 em ~1234% (p<0.01) 

em relação às CEHa. No que diz respeito à CEHq like, o OE conferiu maior 

expressão de todos os elementos analisados, excetuando-se AHR, observado 

reduzido (p<0.01). 

O fator de transcrição NRF2 é responsável por diversos mecanismos de 

defesa contra o estresse oxidativo, induzindo a expressão de uma diversidade de 



52 
 

genes citoprotetores (ZHOU; ZHENG; CHEN et al., 2022). O excesso da ERO 

superóxido, induzido após o tratamento com OE de losna, foi suficiente para induzir 

essa via de estresse. Esse fator de transcrição se liga ao DNA na sequência 

elementos de resposta antioxidante (antioxidant response elements – ARE) e inicia a 

transcrição de genes antioxidantes e genes enzimáticos de desintoxicação da fase II 

(ZHOU; ZHENG; CHEN et al., 2022), contribuindo com a homeostase redox celular. 

Além disso, foi demonstrado que esse gene também participa do metabolismo de 

xenobióticos através da via NRF2-ARE e a sinalização AHR-XRE (xenobiotic 

responsive element – XRE), em que ambas as vias regulam positivamente uma à 

outra no nível transcricional (SHAW; CHATTOPADHYAY, 2019). Os resultados 

apresentados na Figura 11, reforçam a presença da sincronização desses 

elementos no modelo celular investigado. 

Considerando-se o receptor AHR, este atua como um fator de transcrição 

importante na modulação do metabolismo de xenobióticos, induzindo a transcrição 

de genes da família P450, em particular CYP1a1, enzima responsável por 

metabolizar substratos endógenos e exógenos. Por atuar como oxidase, essa 

enzima produz EROs no processo de metabolização e, assim, pode contribuir para 

exacerbar o estresse oxidativo (SAHEBNASAGH et al., 2021). A ativação dessas 

vias demonstra um mecanismo adaptativo frente às alterações celulares, 

contribuindo com sua sobrevivência. 

 

4.1.4 Fator de transcrição Forkhead O1 – FOXO1 

A subclasse “O” da família de fatores de transcição Forkhead (FOX) é 

composta por quatro membros, que inclui FOXO1, FOXO3a, FOXO4 e FOXO6, dos 

quais FOXO1 é um membro representativo, modulando genes envolvidos na 

apoptose, autofagia, parada do ciclo celular, reguladores metabólicos e 

imunológicos, e enzimas antioxidantes (XING et al., 2018). Seu papel biológico é 

predominantemente responder às condições de estresse de forma a manter a 

homeostase (EIJKELENBOOM; BURGERING, 2013). Por seu importante papel 

frente ao estresse celular e controle da homeostase, a análise transcricional e 

proteica dessa molécula foi realizada. A Figura 12 apresenta os resultados bem 

como de elementos pró-inflamatórios correlatos (Figura 12).  
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Figura 12 – Efeitos do OE no fator de transcrição FOXO1 e elementos pró-inflamatórios. A) Transcrito 
gênico de FOXO1 em análise de qPCR; e B) nível proteico de FoxO1 obtido por análise de Western 
Blot. As diferenças significativamente estatísticas entre as células tratadas com OE e CEHa foram 
indicadas por asterisco (*); e cerquilha (#) foi utilizado para indicar diferenças significativas entre as 
células incubadas com OE e às CEHq like (**** e #### p<0.0001). 

 

Os resultados apresentam que a incubação celular com o OE promoveu 

aumento na transcrição de FOXO1 em ~1940% em relação às CEHa e ~87% 

comparando-se às CEHq (p<0.0001). Quanto ao perfil proteico, as células ativadas, 

incubadas ou não com o OE, apresentaram expressões absolutamente maiores que 

às CEHq em ~274% (p<0.0001). Por outro lado, os níveis proteicos, entre as células 

ativadas tratadas ou não com o OE, não apresentaram variações estatísticas entre 

si. 

A ativação de FOXO1 ocorre através de uma rede complexa de elementos da 

sinalização celular que é modulada em vários níveis que incluem a expressão do 

gene FOXO1, modificações pós-traducionais que determinam sua localização 

subcelular e estabilidade, e interação com co-reguladores (Figura 13) (XING et al., 

2018).  
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Figura 13 – Mecanismo celular regulatório de FoxO1. Em resposta à estímulos diversos que induzem 
quebra na homeostase celular, a molécula FoxO1 sofre regulação em diversos níveis. Inicialmente, a 
molécula pode sofrer modificações pós-traducionais como a fosforilação, ubiquitinação e acetilação, 
que determinam sua localização subcelular e estabilidade. Quando direcionada ao citoplasma a 
proteína se torna inativa. No núcleo FoxO1 está em sua forma ativa em que pode se ligar ao DNA e 
induzir a transcrição de seus genes alvo, processo esse que pode ainda sofrer um ajuste fino pela 
interação de FoxO1 com proteínas de ligação. Imagem criada pelo BioRender. 

 

Considerando-se os resultados obtidos, observa-se que o tratamento com 

OE de losna induziu aumento significativo nos níveis transcricionais de FOXO1, 

quando comparado as células ativadas, porém, sem alterar significativamente os 

níveis relativos de sua proteína.  Essa disparidade entre o perfil de expressão da 

molécula FOXO1 (RNA e proteína) se respalda no contexto da sinalização celular. 

Por ser uma molécula que atua em diferentes rotas celulares, entre elas nas rotas 

correlatas a produção de EROS e do estresse oxidativo, crescimento, migração 

celular, processo pró-inflamatório e no equilíbrio homeostático, em geral, os níveis 

da proteína FOXO1 devem ser estritamente controlados, evitando-se a morte 

celular. Conjuntamente os resultados sugerem, que nas células ativadas, a redução 

transcricional visa controlar os níveis proteicos, evitando-se uma tradução excessiva 

da mesma, o que poderia ser deletério às células. Paralelamente, na presença do 
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OE a 0.4 µg/ µL, onde existe a ativação dos mecanismos de estresse oxidativo, os 

níveis transcricionais de FOXO1 aumentam ainda mais numa provável tentativa de 

controlar a sinalização deletéria. Essa modulação na regulação de FOXO1 pode se 

correlacionar ainda a modificações pós-traducionalis, apontadas em Lu et al. (2021). 

Na sequência, considerando-se a multifuncionalidade de FOXO1 no 

equilíbrio celular, genes do processo pró-inflamatório foram avaliados. A Figura 13, 

apresenta os resultados. 

Figura 13 – Efeitos do OE em elementos pró-inflamatórios. A) Painel geral dos transcritos gênicos 
pró-inflamatórios em análises de qPCR. As diferenças significativamente estatísticas entre as células 
tratadas com OE e CEHa foram indicadas por asterisco (*); e cerquilha (#) foi utilizado para indicar 
diferenças significativas entre as células incubadas com OE e às CEHq like (* e # p<0.05, ** e ## p< 
0.01, *** e ### p<0.001, **** e #### p<0.0001). 

 

Após o uso do OE, foram induzidas a expressão da proteína serina/treonina 

quinase 1 (AKT1) em ~170%, enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2) em ~105% 

(p<0.0001) e NFKB em ~103% (p<0.01) comparando-se às CEHa.  

Quando em presença de estresse oxidativo, mecanismos celulares pró-

inflamatórios são induzidos, dentre os quais a expressão da enzima AKT1, 

importante na regulação da proliferação celular, metabolismo, síntese de proteínas, 

autofagia e sobrevivência (ZHOU et al., 2022). Pelas suas funções frente as 

alterações celulares, AKT1 é considerada importante enzima citoprotetora contra 

insultos tóxicos (FABREGAT; CABALLERO; DÍAZ, 2018), e contribui, entre outros, 

para a regulação da proteína FOXO1. Em CEHs, a ativação de FOXO1 foi 

observada quando inibida a via PI3K/AKT (DA SILVA; RAMOS; MORAES, 2017).  

Frente ao estresse celular, AKT1 induz a ativação de NFKB, promovendo a 

resposta pró-inflamatória e sobrevivência celular, que podem contribuir para a 
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progressão da fibrose hepática (HUANG et al., 2016). Ativado frente a alterações 

celulares, NFKB regula processos inflamatórios através da expressão de 

quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias (ZINATIZADE et al., 2021), além de induzir 

a transcrição da enzima COX2. Essa enzima catalisa a oxidação do ácido 

araquidônico em prostaglandinas, em especial a E2 (PGE2), envolvida em doenças 

relacionadas à inflamação (TSENG et al., 2019). 

 

4.1.5 Análise de fatores relacionados à EMT 

Considerando-se que a presença do OE de losna a 0.4 ug/ mL no meio de 

cultivo celular e as alterações na homeostase observadas nas análises anteriores 

elementos correlatos ao processo de transição epitélio mesenquimal (EMT) foram 

investigados. A ativação da proliferação é uma característica fisiológica das células 

ativadas; entretanto, quando exacerbada pode se correlacionar ao aparecimento de 

características tumorais, como a ativação da migração celular. A Figura 14 

apresenta os níveis transcricionais de genes relacionados aos processos EMT. 

 

Figura 14 – Efeitos do OE nos elementos correlatos à transição epitélio mesenquimal. A) Painel geral 
dos transcritos de genes epiteliais; B) e fatores de transcrição relacionados à EMT em análises de 
qPCR. As diferenças significativamente estatísticas entre as células tratadas com OE e CEHa foram 
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indicadas por asterisco (*); e cerquilha (#) foi utilizado para indicar diferenças significativas entre as 
células incubadas com OE e às CEHq like (* e # p<0.05, ** e ## p< 0.01, *** e ### p<0.001, **** e 
#### p<0.0001). 

 

Conjuntamente, a análise da expressão dos genes evidencia que a presença 

do OE ativa marcadores epiteliais e elementos correlatos à EMT, comparando-se às 

CEHa.  

A EMT é um processo biológico induzido por alterações no microambiente da 

célula, que realizam transição de um estado epitelial para mesenquimal (PUCHE; 

SAIMAN; FRIEDMAN, 2013). Este mecanismo celular engloba uma gama de 

alterações de expressão gênica, fenotípicas e metabólicas, que são reguladas de 

forma extensa devido às consequências patológicas de sua desregulação 

(BRACKEN; GOODALL, 2022). 

Os fatores de transcrição EMT, dos quais se destacam snai1 (SNAIL), snai2 

(SLUG), proteína 1 relacionada à torção (TWIST) e ligantes 1 e 2 do dedo de zinco 

ao Ebox (ZEB1 e ZEB2), possuem um papel primordial na EMT (YANG et al., 2020). 

Ambos foram superexpressos após o uso do OE nas CEHs. A ativação desses 

fatores pode ocorrer através das vias TGFβ-1, WNT, NOTCH e fatores de 

crescimento que atuam por meio de receptores tirosina quinases (MARCONI et al., 

2021), ou pelo estresse oxidativo de forma direta ou indireta através de sensores 

redox (HUANG et al., 2022). Um dos fatores mais relevantes induzidos por este 

processo é a resistência conferida à senescência e apoptose (LAMOUILLE; XU; 

DERYNCK, 2014), e dentre as características celulares induzidas por este programa 

transcricional estão a remodelação do citoesqueleto com aumento das fibras de 

estresse, perda da polaridade apical-basal, perda de adesão célula-célula e célula-

matriz, motilidade e invasão (YANG et al., 2020). 

As análises dos genes epiteliais demonstraram aumento na expressão após a 

incubação das células com OE, em relação às CEHa. A ocludina (OCLN) é uma 

proteína associada às junções apertadas, desempenhando um papel na formação e 

regulação da barreira de permeabilidade paracelular (SUZUKI et al., 2009). A 

proteína ecaderina (ECAD), por sua vez, é ligada à outras de células vizinhas, bem 

como conectada a filamentos de actina, fornecendo uma ligação entre a interação 

célula-célula e a dinâmica do citoesqueleto intracelular (MALAGOBADAN; 
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NAGOOR, 2017). A indução desses marcadores epiteliais demonstra um possível 

mecanismo adaptativo à superexpressão observada nos fatores de transcrição EMT, 

que entre outros, induzem a redução da adesão celular. 

 

4.1.6 Análises conjuntas 

As características fenotípicas mesenquimais observadas, como o 

comprimento celular reduzido, redução nas proteínas do citoesqueleto e fibras de 

estresse, foram observadas também por Hetherington e colaboradores (2016) após 

a exposição de CEHs humanas primárias por 48 h à alta concentração de oleato (1.0 

mM). Neste estudo houve redução na viabilidade celular, na qual sugeriram que o 

excesso de gotículas lipídicas interferiu na função do citoesqueleto, induzindo morte 

celular lipotóxica por anoikis (desprendimento de células). Nas CEHa expostas ao 

OE, não houve acúmulo de gotículas lipídicas, o que, entre outros fatores, pode ter 

contribuído para a viabilidade celular após 24 h.  

No metabolismo lipídico, observamos indução da oxidação concomitante a 

maior expressão de genes relacionados à síntese e armazenamento de lipídeos, que 

contribuíram para a manutenção das gotículas lipídicas, observada nas análises 

celulares, com vistas a economia energética. O aumento na oxidação eleva a 

produção de EROs, evidenciada nas células após o uso do OE pelo aumento na 

produção da ERO superóxido, fator este que contribui para o estresse oxidativo. As 

alterações metabólicas e do estado redox celular induzem mecanismos adaptativos, 

visando o restabelecimento da homeostase, dentre os quais verificamos as vias de 

resposta ao estresse e pró-inflamatórias superexpressas. A ativação dessas vias 

contribui para induzir a expressão de genes citoprotetores, como as enzimas 

antioxidantes e de detoxificação, observadas com aumento na expressão após a 

incubação das células com o OE, que induziu ainda a EMT.  

Em conjunto, os resultados indicam que o OE nessa concentração reduziu os 

elementos pró-fibrogênicos e, ao mesmo tempo, induziu mecanismos adaptativos 

diversos no metabolismo lipídico, nas vias de resposta ao estresse celular e EMT 

(Figura15) que, em conjunto, contribuíram para a viabilidade celular observada após 

24 h, e representam um mecanismo de toxicidade preditivo, o qual em concentração 

ou tempo de exposição maiores, podem induzir as CEHs à apoptose. 
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Figura 15 – Heat Map da expressão relativa à CEHq like dos genes avaliados. ARM – 
armazenamento de lipídeos; ADP – fatores adipogênicos (* representa expressão relativa acima de 
8). 

 

5. CONCLUSÃO 

 O OE de losna na concentração 0.4 ug/ mL demonstrou potencial anti-fibrótico 

pela redução dos marcadores pró-fibrogênicos, porém, induziu concomitantemente 

alterações diversas nas CEHa, tanto morfológica quanto molecular, distintas das 

exibidas pelas CEHq like, que demonstram perturbação da homeostase celular. 

Mecanismos diversos de resposta ao estresse foram induzidos, demonstrando a 

toxicidade preditiva do OE na concentração (0.4 μg/ μL) e tempo de exposição (24 h) 

utilizados.  

Estudos adicionais serão importantes para compreender os efeitos do OE de 

losna no contexto de doenças hepáticas e avaliar seu potencial toxicológico, 

demonstrado no presente trabalho em CEHs, de forma a direcionar sua utilização 

segura, e estabelecer regulamentações quanto ao seu uso. 
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