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RESUMO 

 

A fibrose hepática é uma doença que tem o seu desenvolvimento ligado ao 

dano crônico no fígado, sendo muitas vezes consequência de infecções virais, 

abuso alcoólico, toxinas, ou acúmulo de metais. O dano crônico no fígado leva a 

um processo inflamatório que pode resultar na perda do equilibro da síntese e 

degradação de elementos de matriz extracelular, sendo a ativação das células 

hepáticas estreladas um dos principais fatores responsáveis por iniciar o processo 

fibrótico. Geralmente, a progressão da fibrose hepática, é detectada somente em 

estágios avançados, podendo resultar no último estágio de doenças crônicas 

hepáticas, conhecido como cirrose, com isso levando ao risco de insuficiência 

hepática. Atualmente, não existe um tratamento bem estabelecido, porém, se 

busca primeiramente identificar e remover o agente causador do dano crônico e 

utilizar juntamente terapias capazes de reduzir a ativação, proliferação ou até 

mesmo induzir apoptose em células estreladas hepáticas. No entanto, moléculas 

com efeito antioxidante têm mostrado efeitos significativos na diminuição do dano 

por estresse oxidativo. Sendo assim, a busca por novos candidatos ao tratamento 

da fibrose hepática é necessária, e para isso, a investigação de moléculas de 

fontes naturais e renováveis parece ser promissora, pois sabe-se que os 

metabólitos secundários de muitas espécies de plantas possuem potencial para o 

desenvolvimento de novos fármacos. Dessa forma, o presente estudo investigou 

os efeitos de dois tratamentos que possuem em comum, sua fonte de origem 

natural e sua composição fitoquímica, composta principalmente por compostos 

fenólicos. No primeiro estudo in vitro e in vivo, a molécula do metoxieugenol, 
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demonstrou efeito modulador em células hepáticas estreladas ativadas, reduzindo 

seus marcadores de ativação (Col-1, α-SMA e TGF-β e) e revertendo ao seu 

fenótipo quiescente. Da mesma forma, o tratamento foi capaz de ativar o fator de 

transcrição PPAR-γ, e quando na presença do seu inibidor, GW9662, o efeito do 

metoxieugenol foi suprimido, mostrando a interação da ativação de PPAR-γ nos 

efeitos observados. O efeito hepatoprotetor in vivo em camundongos foi 

observado, atenuando o desenvolvimento da fibrose e diminuindo a ativação de 

vias inflamatórias mediadas por NF-kB. No segundo estudo in vivo, o tratamento 

com o extrato de Baccharis anomala DC. diminui o dano por estresse oxidativo 

(TBARS e DCFH-DA), reduziu a ativação de genes pro inflamatórios (TNF-α, NF-

kB, IL-6 e iNOS) e protegeu o fígado dos animais do desenvolvimento da fibrose. 

Os principais componentes do extrato identificados por HPLC foram os ácidos 

fenólicos caféico, gálico e cumárico. 

Palavras chave: Compostos fenólicos, fibrose, fitoquímicos, doenças hepáticas.  
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ABSTRACT 

 

Liver fibrosis is a disease that has its development linked to chronic liver 

damage, often due to viral infections, alcohol and drugs abuse toxins or metal 

accumulation. Chronic liver damage leads to a continuous inflammatory process 

that can result in activation of hepatic stellate cells. The activated phenotype of 

hepatic stellate cells disrupts the balance between synthesis and degradation of 

extracellular matrix elements, and this process is responsible for initiating the 

fibrotic process. The progression of liver fibrosis is often detected in late stages of 

disease and may result in the last stage of chronic liver disease, known as 

cirrhosis, leading to the risk of liver failure. Currently, liver fibrosis has no well-

established treatment, however, the first goal for therapy is to identify and remove 

the cause of chronic damage and to use therapies capable of reducing activation, 

proliferation or even inducing apoptosis in hepatic stellate cells. In addition, 

molecules with an antioxidant effect have shown good effects in decreasing 

oxidative stress damage. Thus, the search for new candidates for the treatment of 

liver fibrosis is necessary, and for this, the investigation of molecules from natural 

and renewable sources seems to be promising, since it is currently known that the 

secondary metabolites of many plant species have high applicability for the 

development of new drugs. Thus, the present study investigated the effects of two 

treatments that have in common, their natural source and their phytochemical 

composition, mainly composed of phenolic compounds. In the first in vitro and in 

vivo study, the methoxyeugenol molecule demonstrated a modulatory effect on 

activated hepatic stellate cells, reducing its activation markers (Col-1, α-SMA and 
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TGF-β e) and inducing to its quiescent phenotype. Also, the treatment was able to 

activate the PPAR-γ transcription factor, and when in the presence of its inhibitor, 

GW9662, the effect of methoxyeugenol was suppressed, showing the interaction of 

PPAR-γ activation in the observed effects. Furthermore, it showed 

hepatoprotective effect in vivo in mice, attenuating the development of fibrosis and 

decreasing the activation of NF-kB-mediated inflammatory pathways. In the second 

in vivo study, treatment with B.anomala extract decreases oxidative stress damage 

(TBARS and DCFH-DA), reduced activation of pro-inflammatory genes (TNF-α, 

NF-kB, IL-6 and iNOS ) and protected the animals' livers from the development of 

fibrosis. The main components of the extract identified by HPLC were caffeic, gallic 

and coumaric phenolic acids. 

Key words: Fibrosis, liver diseases, phenolic compounds, phytochemicals. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Fibrose Hepática  

O desenvolvimento de doenças crônicas hepáticas (CLD) se deve ao dano 

persistente as células do fígado, levando a um processo inflamatório crônico no 

órgão, somado a um processo de ativação de células responsáveis pelo equilibro 

de síntese e degradação de elementos da matriz extracelular (ECM), instalando 

assim um quadro de fibrose hepática (Wynn e Ramalingam, 2012). 

O dano crônico no tecido hepático pode ser resultado de infecções virais 

(hepatites B e C), assim como, o abuso de drogas e álcool, e acumulo de toxinas 

ou metais, e em alguns casos doenças hereditárias (Friedman, 2008; Iredale, 

2008). Quando o dano crônico persiste, uma resposta cicatricial continua se 

estabelece no fígado, e essa deposição desordenada de ECM somada ao 

processo inflamatório crônico, pode levar ao risco de insuficiência hepática. Esse 

último estágio das CLD, também conhecido como cirrose, se caracteriza pela 

distorção do parênquima hepático devido a formação de nódulos e septos, 

alterações no fluxo sanguíneo e modificação da arquitetura celular hepática. 

Estima-se que, anualmente, ocorram aproximadamente 2 milhões de mortes por 

CLD no mundo (Asrani et al., 2019). 

Primeiramente, o processo de deposição de ECM leva a alterações na 

região do tecido hepático localizado ao redor da camada sinusoidal no espaço de 

Disse, onde se encontram as células hepáticas estreladas (HSC), que são 

consideradas uma das principais estruturas celulares no desenvolvimento da 
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fibrose hepática e as responsáveis pelo desequilíbrio da síntese e degradação de 

ECM (Friedman, 2008). Os hepatócitos compreendem aproximadamente 80% das 

células hepáticas e são as células mais afetadas pelo dano de substâncias no 

órgão, pois são responsáveis pelo metabolismo de diversas substâncias no 

organismo. O dano aos hepatócitos leva à produção de espécies reativas de 

oxigênio e citocinas inflamatórias e prófibrogênicas, que ativam as células 

estreladas hepáticas HSC, direta e indiretamente, através das células de Kupffer e 

das células endoteliais sinusoidais (Roehlen et al., 2020). As células de Kupffer 

podem estimular a ativação das HSCs através de fatores como fator de 

crescimento transformante-β (TGF-β) e o Fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), 

estimulando a síntese de ECM, a proliferação celular e o decréscimo dos 

depósitos de lipídeos intracelular das HSCs (Kolios et al., 2006; Marrone et al., 

2016). Na Figura 1, observa-se os principais mecanismos envolvidos na ativação 

das HSC, onde diferentes tipos celulares promovem um estado inflamatório 

crônico, sendo a sinalização pro inflamatória capaz de ativar tanto células HSC 

quanto células do sistema imune, com isso perpetuando o fenótipo ativado das 

HSC.  
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Figura 1: Principais mecanismos envolvidos na fibrose hepática. (Roehlen 

N, Crouchet E, Baumert TF, 2020). 

 

1.2 Células hepáticas estreladas 

As HSC correspondem a aproximadamente 8% da população celular total 

no tecido hepático, sendo os hepatócitos (células parenquimatosas) presente em 

maior quantidade seguido de células endoteliais (sinusoidais e vasculares) e por 

último, em menor quantidade, as células de Kupffer (macrófagos hepáticos). 

Em condições normais, as HSC apresentam o seu fenótipo quiescente, e 

possuem como característica o acúmulo de gotículas de lipídeos em seu 

citoplasma (principalmente de vitamina A), outra característica é a baixa taxa 

proliferativa e a regulação no balanço entre a síntese e degradação de 

componentes da ECM (Guimaraes et al., 2007). O fenótipo quiescente das HSC 
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pode ser regulado por fatores de transcrição como o grupo de proteínas 

receptoras nucleares, os receptores ativados por proliferador de peroxissoma 

(PPAR), que participam na transcrição de diversos genes capazes de regular seu 

fenótipo lipocitico, as isomorfas mais conhecidas dos PPAR são o PPAR-α, PPAR-

β / δ e PPAR-γ. Importante destacar o fator de transcrição PPAR-γ, pois essa 

isoforma de PPAR tem sido considerado como um dos principais reguladores da 

lipogênese em HSCs (Guimaraes et al., 2007; Tsukamoto et al., 2006), já que sua 

ativação é necessária para a manutenção do fenótipo quiescente em HSC 

ativadas (de Mesquita et al., 2013). Além disso, estudos tem demostrado a relação 

entre a ativação de PPAR- γ e a supressão de vias inflamatórias mediadas por 

NF-kB (He et al., 2019; Zong et al., 2013), com isso, a regulação desse fator de 

transcrição pode ser considerado um alvo terapêutico interessante para o 

desenvolvimento de tratamentos para a fibrose hepática, já que possui relação 

com a manutenção do fenótipo quiescente e a sinalização inflamatória (Mirza et 

al., 2019). 

Quando o dano crônico persistente no tecido hepático leva a sinalização de 

vias inflamatórias ocorre a ativação das HSC, e o resultado da ativação dessas 

células é a perda na capacidade de armazenar lipídeos em seu citoplasma, 

aumento em sua taxa proliferativa, e também, na perda do seu controle sobre o 

equilíbrio entre a síntese e degradação de componentes da ECM, levando a uma 

deposição desordenada de ECM (Mederacke et al., 2013; Testerink et al., 2012). A 

deposição de ECM é composta principalmente por fibronectina e fibras de 

colágeno do tipo I, e assim caracterizando o início da fibrogênese no fígado, que 
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por consequência, pode resultar na desestruturação do tecido e perda de sua 

funcionalidade (Gracia-Sancho et al., 2018).  

Quando ocorre a ativação das HSCs, seu fenótipo passa de lipocítico para 

miofibroblástico que é caracterizado pela perda das gotículas de gordura em seu 

citoplasma, aumento da proliferação celular e também por alterações em outras 

células sinusoidais (por ex. células endoteliais) envolvidas no processo de 

fibrogênese hepática (Gracia-Sancho et al., 2018). A α-SMA é considerada um 

marcador fundamental para a formação de miofibroblastos em diferentes tecidos, 

pois sua expressão se encontra em níveis basais nos tecidos normais, enquanto 

que é altamente expressa em tecidos que possuem o desenvolvimento de um 

processo fibrótico. Além disso, também ocorre um aumento nos níveis de 

expressão e secreção do fator de crescimento TGF-β1 e de inibidores de 

metaloprotease tecidual (TIMPs) 1 e 2 (Friedman, 2008). 

 

1.3 Tratamento da fibrose hepática 

 Atualmente não existe uma terapia padrão para o tratamento da fibrose 

hepática, porém sabe-se que a identificação e remoção do agente causador do 

dano crônico ao fígado devem ser feitas, e são fundamentais para o início do 

tratamento (Roehlen et al., 2020). Os fármacos testados para o tratamento da 

fibrose hepática podem variar segundo o seu alvo terapêutico. Muitos buscam 

formas de controlar o estresse oxidativo formado no ambiente hepático inflamado, 

sendo capazes de diminuir a formação de radicais livres ou restaurar os 
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antioxidantes endógenos, estratégia esta, que apresenta bons resultados para 

diminuição do dano causado no tecido hepático (Odagiri et al., 2021).  

 Cada vez mais se sabe que fatores de crescimento são capazes de ativar 

tanto as HSC como as células de Kupffer, instalando um estado inflamatório 

crônico no fígado e favorecendo a proliferação das HSCs (Kolios et al., 2006), 

dessa forma, inibidores da ativação de TGF-β são possíveis candidatos para o 

tratamento, sendo que esse efeito pode ser obtido através da utilização de RNAs 

de interferência (Pragyan et al., 2021; Tighe et al., 2020). Muitos fármacos têm 

como alvo a desativação das HSC, por serem consideradas peças fundamentais 

no processo fibrótico. Dentre eles pode-se citar, os agonistas de PPAR-γ 

(pioglitazone), o agonista de FXR (ácidos obeticólicos) e os inibidores de fatores 

de crescimento (pirfenidona) (Odagiri et al., 2021). 

Mais recentemente, a importância das células endoteliais sinusoidais para a 

manutenção do parênquima hepático tem sido estudada (Lafoz et al., 2020). Em 

condições normais, as células endoteliais sinusoidais representam um endotélio 

com fenestras (em condições normais não apresentam membrana basal), que 

comunica o sangue sinusoidal com as células hepáticas através de seus 

pequenos poros (fenestras). São responsáveis pela homeostasia do metabolismo, 

regulação da sinalização inflamatória, angiogênese e regulação do tônus vascular 

(Lafoz et al., 2020). Quando ativadas devido ao dano hepático, as células 

endoteliais sinusoidais desenvolvem uma camada basal e passam a formar um 

endotélio continuo, sendo essa uma das características do estágio inicial da 

fibrose, conhecida como capilarização (Sørensen et al., 2015). No fenótipo 
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ativado, passam a favorecer processos vasoconstritores, fibróticos, inflamatórios e 

angiogênico, além de contribuírem para ativação das HSCs e das células de 

Kuppfer (Maretti-Mira et al., 2019; DeLeve et al., 2008). Existem poucos estudos a 

respeitos de terapias específicas visando as células sinusoidais endoteliais, 

porém, trabalhos recentes têm explorado seus numerosos receptores e formas de 

entregar fármacos por nanopartículas, nanocápsulas e nanogels, por exemplo, 

devido sua capacidade de endocitar macromoléculas solúveis (Chen et al., 2019; 

Lafoz et al., 2020; Szafraniec et al., 2017). 

Compostos de origem natural também têm recebido atenção para o 

desenvolvimento de novos tratamentos, como por exemplo, o resveratrol, 

curcumina e silimarina (Pragyan et al., 2021; Popov, 2009; Tighe et al., 2020; 

Liedtke et al., 2013). Esses compostos alternativos com potencial antifibrótico 

possuem em comum o seu alto poder antioxidante, sendo essa uma característica 

importante para diminuição do estresse oxidativo no tecido hepático. Além disso, 

estudos demonstraram que essas moléculas naturais são capazes de regular 

fatores de crescimento, como TGF-β e PDGF- βr, diminuir a ativação de HSCs por 

reduzir a sinalização de citocinas pro inflamatórias (TNF-α e NF-kB) ou induzir 

morte celular por apoptose (Popov, 2009; Tighe et al, 2020). Alguns compostos de 

origem natural já foram testados em ensaios clínicos, para validar seu efeito 

protetivo em casos de fibrose hepática, como a espirulina, resveratrol e a sylibina 

(http://clinicaltrials.gov/). A Figura 2, mostra a diversidade de estratégias para o 

tratamento da fibrose hepática. 

http://clinicaltrials.gov/
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Figura 2: Estratégias propostas para o tratamento da fibrose hepática. 

(Acharya Pragyan, 2021) 

Considerando que atualmente não existem tratamentos estabelecidos para 

a fibrose hepática, a busca por novas alternativas se faz necessária, incluindo a 

investigação de compostos naturais, a partir de fontes renováveis e sustentáveis, 

uma vez que existe uma ampla ocorrência de compostos com propriedades 

farmacológicas em diversos gêneros de plantas (Kuete et al., 2016). 

 

1.4 Compostos fenólicos 

 Fármacos capazes de reverter o fenótipo ativado, diminuir a proliferação 

das HSCs, reduzir o estresse oxidativo ou os fatores inflamatórios no fígado, são 

testados para o desenvolvimento de tratamentos para a fibrose hepática. Muitas 
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plantas que possuem compostos com propriedades terapêuticas estão presentes 

na medicina popular de diversas culturas, e muitas vezes, essas plantas são 

utilizadas em forma de infusão, macerados ou extratos mais complexos. Seus 

efeitos farmacológicos são frequentemente atribuídos a sua atividade antioxidante 

e anti-inflamatória (Denardin et al., 2014; Zalewski et al., 2011) 

 Esses compostos, muitas vezes descritos como terapêuticos, são 

conhecidos como metabólitos secundários. Os metabólitos secundários são 

produzidos pelo vegetal como resposta direta das interações da planta com o 

ambiente. Com isso, a produção e o acúmulo desses metabólicos pelo vegetal, 

está relacionada com a temperatura, atração de polinizadores, luminosidade e 

ataque de predadores, por exemplo. Sendo esses fatores ambientais responsáveis 

na composição química dos metabólitos secundários que se podem encontrar em 

uma planta (Sartor, 2013). Dentre os metabólitos secundários, os compostos 

fenólicos, são uma das classes mais conhecidas e estudas e incluem muitas 

moléculas com atividade biológica comprovada e estão muito presentes nossa 

alimentação humana. Por isso, é uma das principais e mais estudadas classes de 

metabólitos secundários (Bravo, 1998; Neuhouser, 2004).  

Os compostos fenólicos possuem uma enorme diversidade de estruturas 

químicas e representam um grupo heterogêneo de fitoquímicos. Em comum, 

essas moléculas apresentam anéis de fenol (Figura 3), e são classificadas em 

vários grupos, dentre os quais destacam-se ácidos fenólicos, flavonoides e 

ligninas (Saha et al., 2019). Por possuírem uma característica naturalmente 

antioxidante, eles combatem os danos oxidativos através da doação de hidrogênio 
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ou elétron para radicais livres e assim, neste processo, auxiliam na estabilização 

da membrana celular e inibindo a ativação e expressão de citocinas inflamatórias 

como TNFα, TGF-β e diversas outras interleucinas (IL-6, IL-2, IL-8) (Saha et al., 

2019; Zhang e Tsao, 2016; Zhen et al., 2016).  

 

Figura 3: Estrutura básica de um composto fenólico. 

 

1.5 Metoxieugenol 

 O Metoxieugenol (4-Alil-2,6-dimetoxifenol) é encontrado em ervas e 

especiarias, como em óleo de sassafrás (Sassafras albidum), noz-moscada 

(Myristica fragrans) e Cinnamomum glanduiferum (Agnihotri et al., 2012; Guridip 

Singh, 2005; Kamdem e Gage, 1995). Por apresentar um aroma descrito muitas 

vezes como defumado é uma molécula utilizada na indústria de alimentos como 

aditivo, e, por esta razão, já existem estudos a respeito de seus efeitos tóxicos e 

doses seguras para humanos (European Food Safety Authority , 2011). Estudos 

com o extrato de noz-moscada (Myristica fragrans) revelaram atividade anti-
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helmíntica, antifúngica e antioxidante (López, 2015; Maeda et al., 2008). Também 

foi demonstrado seu efeito anti-inflamatório em doenças hepáticas, onde o extrato 

etanólico de noz-moscada reduziu a ativação das citocinas inflamatórias IL-6 e 

TNF-α (Zhao et al., 2020). 

O metoxieugenol também foi identificado no própolis vermelho brasileiro, 

que é produzido por abelhas da espécie Apis melifera a partir de espécies de 

plantas da família Leguminosae encontradas em Maceió, no estado de Alagoas, 

no nordeste do Brasil. O extrato metanólico do própolis vermelho apresentou 

atividades antioxidante e antimicrobiana (Boeing et al., 2020; Righi et al., 2011) e, 

em estudos in vivo, demonstrou efeito hepatoprotetor em ratos submetidos a 

administração tóxica de tioacetamida (Silva et al., 2019). Além disso, em 

camundongos, foi demonstrada a proteção contra o dano causado por álcool no 

trato gastrointestinal, através da redução da produção de radicais livres e aumento 

na atividade dos antioxidantes endógenos catalase (CAT) e glutationa (GSH) 

(Boeing et al., 2020). O metoxieugenol pertence à classe de compostos orgânicos 

conhecidos como fenilpropanóides, caracterizados por possuir uma cauda de três 

carbonos ligados ao anel benzeno de um fenol. Na Figura 4 está representada a 

molécula do metoxieugenol, junto de duas fontes dessa molécula (própolis 

vermelho e noz-moscada). 
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Figura 4: Molécula do methoxieugenol (4-Alil-2,6-dimetoxifenol ) (A). Esudato, conhecido 

como própolis-vermelho-brasileiro (B). Semente de Myristica fragrans (noz-moscada) (C). 

 

1.6 Baccharis anomala 

 As espécies do gênero Baccharis estão distribuídas pela América do Sul 

(Budel, 2008) e são muito presentes na medicina popular dos povos dessa região, 

sendo utilizadas para o tratamento de diversas patologias como doenças 

gastrointestinais, hepáticas, inflamação, diarreia, febre, infecções e diabetes 

(Pereira et al., 2016; Ramos Campos et al., 2016; Rezende et al., 2014). Estas 

plantas são utilizadas normalmente na forma de chás, bebidas alcoólicas ou 

macerados. Pelas reconhecidas propriedades medicinais encontradas no gênero 

Baccharis, a busca por espécies deste gênero com potencial para o 

desenvolvimento de tratamentos alternativos, é promissora, visto que a maior 

parte dos estudos realizados foram com B. trimera, B. dracunculifolia e B. 

uncinella, que compreendem apenas uma pequena parte de todo potencial 

fitoquímico que as espécies do gênero possuem (Nogueira et al., 2011; Ramos 

Campos et al., 2016; Zalewski et al., 2011). 
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 Baccharis anomala (Figura 5), também conhecida como cambará-de-cipó 

ou parreirinha, possui sua distribuição geográfica nas regiões Sudeste (Minas 

Gerais, São Paulo) e Sul (Paraná, Santa Catarina, Rio Grande do Sul) do Brasil e 

suas partes aéreas são utilizadas na medicina popular como diurético (Budel, 

2008). A espécie tem sido estudada quanto suas propriedades medicinais, o 

extrato de B. anomala apresentou atividades antiviral e anti-inflamatórias (Venturi 

et al., 2018; Basso et al., 2019). Em estudo prévio publicado do nosso grupo de 

pesquisa, o extrato metanólico fracionado de B. anomala demonstrou efeito 

antiproliferativo em células GRX (HSC de camundongos ativadas), além de 

reverter seu fenótipo ativado para quiescente (Basso et al., 2019). 

 As principais propriedades encontradas nos extratos das partes aéreas de 

espécies de Baccharis parecem estar relacionadas com a presença de compostos 

antioxidantes, anti-inflamatórios, analgésicos e antimicrobianos (Cariddi et al., 

2012; Hocayen et al., 2015). Dentre os metabólitos secundários encontrados nas 

espécies do gênero, destacam-se a presença de compostos fenólicos, por seus 

efeitos farmacológicos conhecidos (Abad, 2007). 
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Figura 5: Espécime de B.anomala (A). Partes aéreas vegetativas de B.anomala (B). 

Partes reprodutivas de B.anomala (C). 

 

Compostos fenólicos encontrados em formas naturais, presente em plantas, 

possuem alta aplicabilidade para o desenvolvimento de terapias alternativas a 

tratamentos convencionais de diversas doenças (Jafari et al., 2014). A utilização 

de extratos de planta para o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento 

de muitas doenças ainda é investigada, uma vez que já se tem conhecimento de 

que estes compostos podem apresentar efeitos sinérgicos, fazendo com que a 

composição química de um extrato obtido da planta possa apresentar um efeito 

terapêutico superior ao de moléculas isoladas (Vaz et al., 2012). 
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2. JUSTIFICATIVA 

A busca por moléculas ou compostos fitoquímicos de plantas disponíveis na 

natureza e de fontes renováveis tem se mostrado uma área promissora na 

farmacologia e essas moléculas ou compostos com alta atividade biológica podem 

ampliar o leque de opções terapêuticas para o tratamento de várias doenças. Os 

compostos fenólicos pertencem a este grupo de moléculas que já tiveram seu 

potencial para o desenvolvimento de fármacos revelado, por apresentaram 

atividade antiproliferativa celular e pelo seu conhecido efeito antioxidante. Porém, 

ainda há muitas moléculas a serem descobertas e estudadas. Atualmente, não 

existe um tratamento específico para a fibrose hepática e, desta forma, o presente 

trabalho buscou avaliar o potencial de tratamentos provenientes de fontes naturais 

e renováveis para o desenvolvimento de novas terapias. Para isso, investigamos o 

potencial terapêutico do metoxieugenol, um fenilpropanóide, bem como do extrato 

de Baccharis anomala, uma mistura fitoquímica de diversos metabólitos 

secundários.   
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3. OBJETIVOS 

(1) Avaliar o efeito do tratamento do metoxieugenol em modelos de 

fibrose hepática in vitro e in vivo e elucidar o seu possível mecanismo de 

ação.  

 

(2) Avaliar o efeito do tratamento do extrato de B.anomala em modelo 

de fibrose hepática in vivo e identificar os principais compostos fenólicos 

presente no extrato. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 Os materiais e métodos utilizados no presente trabalho estão descritos nos 

artigos científicos produzidos. 
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5. ARTIGO 1. 

Artigo publicado no periódico Journal of Ethnopharmacology (IF: 4.36) 

 

 

Objetivo 1 

Avaliar o efeito do tratamento do metoxieugenol em modelos de fibrose 

hepática in vitro e in vivo e elucidar o seu possível mecanismo de ação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 

 



31 

 



32 

 



33 

 



34 

 



35 

 



36 

 



37 

 



38 

 



39 

 



40 

 



41 

 

 



42 

 

 

Supplementary data 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 1. Effect of methoxyeugenol on primary HSC isolated from cirrhotic rats 

induced with CCl4. mRNA expressions levels of αSMA (A), Collagen1 (B) and PDGFRβ (C) were 

evaluated. Data represent mean ± standard error of the mean (n=3). *P<0.05 compared with vehicle 

group. 
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Supplementary Figure 2. Effect of methoxyeugenol on the serum markers of fibrotic mice induced 

with CCl4. Concentration AST (A), albumin (B) and alkaline phosphatase (C). Animals received 

CCl4, methoxyeugenol at 0.25 and 1.0 mg/Kg twice a week for 10 weeks. Data represent mean ± 

standard error of the mean (n = 8).  
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Supplementary Figure 3. Effect of Sylimarin on liver fibrosis development. H&E (A), Picro Sirius (B), 

α-SMA immunohistochemistry (C) staining of representative mice treated with vehicle, 

vehicle+CCl4, SLM 200mg/Kg +CCl4. Magnification of 400x. ALT (D) and AST (E) serum levels. 

Expression of mRNA ratio of α-SMA (F) and Col-1 (G). Quantification of Fibrotic area score (H) and 

% of positive α-SMA area (I). Data represent mean ± standard deviation (SD) (n = 4). *p<0.05 

compared with the vehicle group. ***p<0.001 compared with the vehicle group. #p<0.05 compared 

with the CCl4 group. ##p<0.01 compared with the CCl4 group. 
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6. ARTIGO 2.  Artigo submetido ao periódico Planta Medica (IF: 3.35) 

 

 

Objetivo 2 

Avaliar o efeito do tratamento do extrato de B. anomala em modelo de 

fibrose hepática in vivo e identificar os principais compostos fenólicos 

presente no extrato. 
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ABSTRACT 

 The beneficial effect of Baccharis anomala extract treatment on liver fibrosis 

was evaluated through an in vivo model of liver fibrosis induced by CCl4 in mice. 

Previously reported, B. anomala extract was able to modulate hepatic stellate cells 

(HSC) activated phenotype, which play a central role on extracellular matrix (ECM) 

deposition on liver fibrosis development. B.anomala is a plant found in South 

America and is used as diuretic and for gastrointestinal disorder, and studies have 

recently reported its antiviral and anti-inflammatory activity. Treatment with extract 

of B.anomala was able to reduce fibrosis hallmarkers expression (αSMA and col-

1), to decrease the reactive oxygen species formation and lipid peroxidation. The 

extract showed an anti-inflammatory effect on liver, suppressing NF-kβ activation, 

and reducing downstream targets signaling (IL-6 and iNOS). The data obtained 

showed that B. anomala extract has antifibrotic and anti-inflammatory effect. 

 

KEY WORDS: Baccharis anomala, nutraceutical, oxidative stress, liver disease. 
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1. INTRODUCTION 

 Baccharis anomala is a species used on folk medicine as an antiseptic 

agent on wounds, as diuretic and for gastroenteritis (Campos et al., 2016; Xavier et 

al., 2013). It is mainly found in south of South America (Argentina, Uruguay, and 

Paraguay) and in southeastern and south regions of Brazil (Heiden and Schneider, 

2010).  

As previously reported by our research group, extracts of B. anomala 

deactivates the activated phenotype of hepatic stellate cells (HSC) (Basso et al., 

2019). The treatment with two fractions (fractions III and IV) obtained from the 

crude extract of B. anomala was able to reduce the cellular proliferation and pro-

fibrotic markers, as well to induce the quiescent phenotype of activated HSC (GRX 

cells).   The main phenolic constituents in the fractions from the methanolic extract 

were the chlorogenic, hydroxybenzoic and coumaric acids. Studies have also 

reported that B. anomala extract presents antiviral activity and beneficial effects on 

inflammatory background diseases (Venturi et al., 2018; Basso et al., 2019). HSCs 

are the main source of extracellular matrix (ECM) elements deposition on liver 

during the fibrosis process.  HSC on activated phenotype also leads to an increase 

in the proliferation profile and pro-inflammatory signaling. The modulation of these 

cells is target of therapeutics for reducing the fibrosis development on hepatic 

tissue (Higashi et al., 2017).   

Liver fibrosis consists of a constant wound healing process on the liver, due 

to a chronic damage on hepatic cells. Most chronic liver diseases are due to viral 

infections and alcohol abuse or induced by the use of drugs. Liver cell population is 

composed mostly by hepatocytes, followed by endothelial cells, HSC and Kupffer 

cells (Friedman, 2008). Hepatocytes are responsible for the metabolism of many 

substances and are therefore the first target of toxins. Damaged hepatocytes can 

trigger the fibrotic development by signaling HSC and contribute to activation of the 

specialized macrophages from liver, Kuppfer cells, which in turn when activated, 

enhance proinflammatory signaling pathways. As consequence, a continuous 

harmful process is established in the hepatic tissue (Marrone et al., 2016). 
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There is no standard established treatment for liver fibrosis, although current 

therapeutic strategies consist mostly of decreasing the chronic damage and 

improving liver function (Odagiri et al., 2021). Drugs, such as N-acetylcysteine 

(NAC), which can reduce oxidative stress and increasing the synthesis of 

endogenous antioxidants are considered treatments for fibrosis, (Kim et al., 2001, 

Iredale, 2008). Natural compounds, crude extracts or isolated molecules obtained 

from plants have progressively attracted attention for devising antifibrotic therapies. 

(Bravo, 2009). Being obtained from renewable sources, natural compounds can be 

considered excellent candidates for new molecules, biocompounds or extracts with 

a biotechnological application. 

In the present study, we evaluated the therapeutic effect of the methanolic 

extract of B. anomala leaves in mice submitted to the liver fibrosis protocol 

induction by CCl4. The effects of the extract on fibrotic and inflammatory markers 

and on damage from oxidative stress were evaluated. 

 

2. METHODS 

2.1 Plant material and extract preparation 

 The extract was prepared with leaves of Baccharis anomala DC collected in 

São Francisco de Paula (latitude, 29º29S; longitude, 50º 11 W; 950 m) southern 

Brazil (Rio Grande do Sul state). The specimen was identified and deposited 

(voucher specimen number 3354) in the Pontifícia Universidade Católica do Rio 

Grande do Sul Herbarium. For extract preparation the plant material was 

completely dried at room temperature, then the dried leaves were powdered and 

stored at -20 ºC. The methanol extract was prepared at concentration of 3 µg/mL, 

in a methanolic solution (80% methanol + 20% distilled water).  In a volumetric 

flask, containing the powdered vegetal material and the methanol solution, the 

mixture was ultrasonified in an ultrasonic bath for 15 min at room temperature. 

Then, the mixture was transferred to a falcon and centrifugated for 10 min at 4x103 

g. After centrifugation, the supernatant was collected and dried in a rotary 
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evaporator (Basso et al.,2019). For animal treatment, the extract was solubilized in 

saline solution and administered via i.p. 50 or 100 mg/Kg.  

2.2 Identifications of major components of crude extract 

The major phenolic compounds from crude extract were determined by High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC), in a Sikam Chromatography™ S 

600, and UV/VIS detector Mod. 3345DAD. Separation of phenolic compounds was 

done in a MetaSil ODS column (5 µm; 250 x 4.6 mm), with a C18 guard column. 

Temperature of the column oven was set at 25 °C. Chromatographic data were 

processed by Clarity Chromatography Software. Molecules present in the extract 

were compared by the retention times to the commercial standards caffeic acid, 

coumaric acid, gallic acid, hydroxybenzoic acid and chlorogenic acid. The mobile 

phase was composed of methanol (elution solvent A) and acidic water with formic 

acid (2.5%; v/v) (elution solvent B). The linear gradient started with 10% eluent B 

from 0 to 10 min, 20% to 80% B from 10 to 25 min, 80% to 100% B from 25 min to 

32 min and 100% B from 32 to 35 min. The flow rate was 0.5 mL/min, and 

detection was carried out at 280 nm. 

2.3 Animals 

 For the in vivo experiments, 8 weeks old male BALB/c mice were bread, till 

they weighing 25-30 g at the university animal facility (CeMBE, PUCRS). CeMBE 

facilities provides ventilated cages with specific pathogen free conditions, 

controlled temperature and humidity, the light cycle for experiments using mice is 

12h of light and 12h dark. The animals have free access to water and ration.  

 For the liver fibrosis model, were used the chronic carbon tetrachloride 

(CCl4) protocol by periodic CCl4 injection. In the experiment in vivo, 24 BALB/c 

mice were randomly allocated to four groups (six mice per group): Control group; 

CCl4 group; CCl4 + 50mg/Kg of extract; CCl4+ 100 mg/Kg of extract.  The 

administration of CCl4 was done via i.p. (20% of CCl4 in olive oil, 1ml/Kg) three 

times a week for a total of ten weeks. The treatments with 50 or 100 mg/Kg (in 

saline) were administered via i.p. in alternate days to the CCl4 injection on groups 
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that received the treatment with extract, and only saline was used in CCl4 group. 

After ten weeks of protocol, animals were sacrificed by decapitation, and for the 

following experiments the blood and liver were collected. The work is in agreement 

with all Animals procedure terms of CeMBE (project number 8318). 

2.4 Serum analysis 

From the collected blood, the serum was separate by centrifuged at 4 °C, 

3000 rpm for 10 min. Using commercial kits from Labtest Kits (Lagoa Santa, Minas 

Gerais, Brazil) was analyzed the enzymatic activities of alanine transaminase 

(ALT) and aspartate transaminase (AST). The experiments were carried out 

following the manufacturer's recommendations.  

2.5 Liver histopathology 

From the collected liver, samples were fixed with 10% buffered formalin and 

were subjected to tissue processing for the next experiments. Paraffin blocks 

contain liver tissues slices were cut into 5 μm sections. From the mounted slides, 

stanning with hematoxylin and eosin stain (H&E) and Picro Sirius Red were 

performed. For immunohistochemistry, the antigen retrieval in the mounted slides 

was performed using microwave heat (3 cycles of 5 min), in a glass recipient with 

citrate buffer (pH= 6). After antigen retrieval step, slides were submitted to a 

peroxidase step (3% in PBS) for 10 min. After peroxidase step, slides were washed 

in PBS then a blocking step was performed (5% of goat serum in PBS solution with 

0.1% of Triton X) at room temperature for 1h.  After blocking step, the primary 

antibody (αSMA) was added to the tissue on the slides.  For secondary antibody 

incubation, was used anti-rabbit antibody, diluted in PBS with Triton X 0.1% (1:300) 

for 1 h. For visualization of positive areas for the primary antibody, DAB (3, 3′ 

diaminobenzidine tetrahydrochloride) was used. Samples were counterstained with 

Hematoxylin and mounted using DPX mounting medium. Images were obtained 

using microscope BMX 43 equipped with DP73 digital camera (Olympus, Tokyo, 

Japan).  

 



52 

 

2.6 Oxidative stress on liver 

For oxidative stress and enzymatic assays, liver was macerated in PBS, 

centrifuged at 4x103 g for 10 min and supernatant was collected. The total protein 

in each sample was determined using the Nanodrop Spectrophotometer (Thermo 

Scientific). 

 For the thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) assay, 10 μl of the 

collected supernatant was added to a mixture of 10 μl of sodium dodecyl sulfate + 

400 μl of thiobarbituric acid. Then, the mixture was heated for 30 min following a 

centrifugation step (4x103 g for 10 min). After, the collected supernatant was 

measured at 532 nm. The results were represented as mM TBARS/mg protein. 

For catalase (CAT) activity assay measuring, 102 μl of H2O2 30% and 100 μl 

of Triton X were combined to 10 μl of the supernatant from the liver macerate and 

read at 240 nm. One CAT unit is defined as 1 μmol of H2O2 consumed per minute. 

The results were presented as CAT units/mg protein. 

For reduced glutathione (GSH) analysis, 250 μl of metaphosphoric acid was 

added to 50 μl of liver supernatant. The mixture was heated and 650 μl of 

Na2HPO4 + 100 μl of the color reagent were added. The resultant compound was 

measured at 412 nm. The results were represented as OD 412 nm/g protein. 

The measurement of reactive species of oxygen (ROS) was determined with 

the DCFH-DA assay. The liver supernatant was incubated in 100 μM of 2′ 

7′‐dichlorofluorescein diacetate (H2DCF‐DA) solution. After the incubation, 

samples were measured at λem = 488 nm and λex = 525 nm. The results were 

represented as nmol DCF/mg protein. 

 

2.7 mRNA extraction and real-time qPCR 

Real-time qPCR was performed in a StepOne equipment (Applied 

Biosystems). The RNA from liver samples, were extracted using TRIzol reagent 

(Invitrogen). Using Superscript III SuperMix kit (Invitrogen), the RNA was reversely 

transcribed into cDNA. The total RNA concentration of all samples was normalized 
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at 5 µg. For determination of the relative expression levels of target genes, 

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) expression were used as 

reference gene. The qPCR reaction was catalyzed by SYBR Green (Applied 

Biosystems) and results were expressed as ΔΔCT2. 

2.8 Western Blot 

For Western Blot assay, the protein from liver tissue was extracted by 

homogenization the sample in solution containing CHAPS 0.5%, β-

mercaptoethanol and proteases. All protein samples concentration were 

normalized to 40 µg of protein. For protein separation, electrophoresis in a 

polyacrylamide gel 10% was performed. After electrophoresis, the bands were 

transferred to a nitrocellulose membrane (Biorad, 1620112). The blot was 

incubated in blocking solution TTBS containing 5% BSA for 30 min. After the 

blocking step, the blot was washed in TTBS and incubated overnight at 4°C in 

blocking solution containing the following primary antibodies: anti‐GAPDH, anti‐ 

NF-kβ p65, anti-P- NF-kβ p65, anti-iNOS or anti-αSMA. The concentration of each 

antibody was performed following the manufacturer's instructions. After the 

overnight incubation, the blot was washed and incubated again for 2 h with 

horseradish peroxidase‐conjugated anti‐IgG secondary antibody. The band was 

detected by a gel documentation system (Fujifilm, LAS‐3000). Band intensities 

were quantified through the ImageJ software.  

2.9 Statistical Analysis 

Data are reported as mean ± SD. Data were analyzed by one-way analysis 

of variance (ANOVA) followed by Tukey multiple comparison test at a significance 

level of P < 0.05. Differences were considered significant at a P value < 0.05. The 

statistical program used was GraphPad Prism Version 5.00. 

 

 

3. RESULTS 
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3.1 B. anomala extract decreases serum markers of liver damage.  

 To determine the development of fibrosis through liver damage, the 

enzymatic activities of ALT and AST was evaluated, since their release into the 

serum is related to permeabilization and rupture of the hepatocyte membrane, 

respectively. Both enzymes showed an increase in the group that received only 

CCl4, whereas groups treated with the extract at 50 or 100 mg/Kg showed a 

decrease in serum ALT levels (Figures 1a and 1b). Due to the continuous 

deposition of extracellular matrix components in the liver during the fibrotic 

process, we evaluated the relationship between the animal's body weight and liver 

weight. Animals that received only CCl4 showed a higher liver index than the 

control animals and those treated with the extract at 100 mg/Kg (Figure 1c). 

 

Figure 1: B. anomala extract decreases serum markers of liver damage. (a) AST levels in the 

serum of mice. (b) ALT levels in the serum of mice. (c) Liver index (liver weight / body weight) of 

mice. Data represent mean ± standard error of the mean (n=6). *P < 0.05 compared with vehicle 

group. ***P<0.001 compared with vehicle group. #P< 0.05 compared with CCl4 group.  ##P<0.01 

compared with CCl4 group. 

 

3.2 B. anomala extract attenuates fibrosis development on liver 

During the development of liver fibrosis, fiber formation and deposition of 

ECM in the hepatic tissue is observed. The evaluation of those ECM markers is 

crucial to determine the fibrosis in the liver, since exacerbated ECM deposition 

contributes to the stiffness of the liver and can result in loss of liver function. To 

evaluate the formation of collagen fibers, liver samples were stained with Picro 
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Sirius, and immunohistochemistry was used to visualize the αSMA distribution on 

the samples. Animals that received CCl4 injections showed a greater area in red, 

due collagen stained by Picro Sirius, and a higher positive area for αSMA (brown 

spots) than control. Treatment with extract was able to reduce both stains, 

especially the dose of 100 mg/Kg (Figure 2a and 2b). Moreover, we evaluated the 

expression of these markers (Col-1 and αSMA). Animals that only underwent CCl4 

induction showed a higher expression of collagen type1 and αSMA.  The treatment 

with 100 mg/Kg of the extract decreased both levels of expression, whereas the 

treatment with 50 mg/Kg reduced only the levels of Col-1 (Figure 2c and 2d). As 

αSMA is a specific marker to assess fibrosis, we decided to quantify its protein 

expression by western blot. The results showed a decrease protein level induced 

by extract treatment with 50 and 100 mg/Kg and these results suggest that the 

treatment with extract of B. anomala was able to reduce the development of 

fibrosis on the liver (Figure 2e). 

 

Figure 2: B. anomala extract attenuates liver fibrosis. (a) Picro Sirius staining of liver. (b) 

αSMA immunohistochemistry on liver. mRNA expression levels of Collagen1 (c) αSMA (d) and 
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protein levels of αSMA (e). **P<0.01 compared with vehicle group. ***P<0.001 compared with 

vehicle group. #P< 0.05 compared with CCl4 group.  ##P<0.01 compared with CCl4 group. 

  

3.3 B. anomala extract attenuates the oxidative stress  

 Oxidative stress leads to lipid peroxidation, and the product resulting from 

this process (malondialdehyde) can be determined by TBARS assay. The 

treatment with the extract from B. anomala prevented lipid peroxidation (TBARS) 

on liver tissue of mice subjected to CCl4 administration (Figure 3a). ROS formation 

can be determined by achieving activity of hydroxyl, peroxyl and other reactive 

oxygen species by the fluorometric assay DCFH-DA. Results showed that mice 

treated with 50 and 100 mg/Kg showed a substantial reduction in ROS formation 

(Figure 3b). However, the treatment with the extract failed to prevent the drench of 

antioxidant enzymes CAT and GSH (Figure 3c and 3b). 

 

Figure 3: B. anomala extract attenuates the oxidative stress. (a) TBARS levels on mice 

liver. (b) DCFH-DA levels on mice liver. (c) Catalase activity on mice liver.  (d) GSH levels on mice 

liver. *P < 0.05 compared with vehicle group. **P<0.01 compared with vehicle group. #P< 0.05 

compared with CCl4 group.  ##P<0.01 compared with CCl4 group. ###P< 0.001 compared with CCl4 

group.  

3.4 B. anomala extract decreased liver inflammation  
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 During liver fibrosis, the constant inflammation leads to an increase in 

activation of pro-fibrotic signaling and the reduction of inflammation on liver 

represents an important goal to enhance liver function. Animals that received the 

extract at 50 and 100 mg/Kg showed a decrease in TNF-α gene expression (Figure 

4a), and NF-kB activation (Figure 4b). The NF-kB activation mediates the 

transcription of several proinflammatory cytokines and molecules, such as iNOS 

and IL-6. Our results show that iNOS protein expression (Figure 4c) and both gene 

expressions (Figures 4d and 4e) were suppressed by the treatment with the B. 

anomala extract. Chronic damage on the liver leads to a continuous inflammatory 

state, inducing the migration of inflammatory cells and activation of liver 

macrophages resident (Kupffer cells). These inflammatory infiltrates, mainly 

macrophages, can be visualized on H&E staining and, also, through of expression 

of CD163, phenotypic marker of M2 macrophages. Treatment with extract was able 

to reduce the inflammatory infiltrates showed by H&E staining (Figure 5a-d) and 

decreased the gene expression of CD163 (Figure 5e) compared with CCl4 group.  

 

Figure 4: B. anomala extract decreases liver inflammation. mRNA expressions levels of TNF-α (a), 

protein levels of NF-kB (total/phosphorylated) (b) and iNOS (c), and mRNA expressions levels of 

iNOS (d) and IL-6 (e). *P < 0.05 compared with vehicle group. **P<0.01 compared with vehicle 

group. ***P<0.001 compared with vehicle group. #P< 0.05 compared with CCl4 group.  ##P<0.01 

compared with CCl4 group.  
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Figure 5: B.anomala extract reduce inflammatory infiltrates on liver. Representative H&E 

staining of liver fibrosis control (a), CCl4 (b), CCl4 + 50mg/Kg (c) and CCl4 + 100mg/Kg (d). Arrows 

indicate inflammatory infiltrates. mRNA expressions levels of CD163 (e). **P<0.01 compared with 

vehicle group. #P< 0.05 compared with CCl4 group. 

 

3.5 Compounds identification by HPLC analysis 

The methanolic extract of B. anomala had its major phenolics compounds identified 

and quantified HPLC analysis. The phenolic in greater concentration in the extract 

was caffeic acid (0.191 mg/g), followed by gallic (0,032 mg/g) and Coumaric (0,031 

mg/g) acids and in lower concentrations chlorogenic (0,020 mg/ g) and 

hydroxybenzoic acid (0,016 mg/ g). The concentration of each compound identified 

in the extract are shown in Table 1. 
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Table 1: HPLC analysis concentration is represented as mg of compound in g of vegetal dry weight. 

 

4. DISCUSSION 

 The present study aimed to evaluate the effect of B. anomala extract 

treatment on mice that underwent liver fibrosis model. Our results showed that 

treatment with 50 and 100 mg/Kg of extract decrease the liver fibrosis 

development, As previously reported, B. anomala extracts could de-activate HSC 

in vitro, cells responsible for ECM deposition on liver tissue (Basso et al., 2019).  

Our in vivo results demonstrated that the treatment with extract leads to a 

decrease in liver index and ALT release on serum, showing a decrease in liver 

damage caused by CCl4. During fibrosis development on the liver, the continuous 

fiber formation, mainly collagen type1, re-structures and stiffens the organ, events 

that can compromise the hepatic function and leads to liver failure (Friedman et al., 

2008). Another ECM element that is highly expressed in fibrosis development is 

the α-SMA, an actin isoform that is a hallmark of fibrosis and is present in organs 

that have a contracting capacity (bladder and lungs, for example) (Rockey et al., 

2019). The treatment with B. anomala extract could prevent the exaggerated 

deposition of Col-1 and αSMA on hepatic tissue. 

 Hepatocytes represent the major cell population on the liver and are 

responsible for metabolization of many compounds, being the primary target of 

Compound mg/g of dry 

weight 

Caffeic  acid 0,191 

Gallic acid  0,032 

Coumaric acid 0, 031 

Chlorogenic acid 0,020 

Hidroxybenzoic acid 0,016 
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toxic agents. When damaged by harmful substances, hepatocytes secreted 

molecules that activate signaling pathways which can activate HSC and Kupffer 

cells, initiating a chronic inflammatory state in the liver (Roehlen et al., 2020). 

Therefore, the increase in the production of free radicals, combined with the action 

of toxic substances formed by metabolized by-products in the liver, result in lipid 

peroxidation and consequently a substantial increase in ROS levels, causing 

oxidative stress damage (Abrams et al., 1995).  

Drugs, such as NAC (N-acetylcysteine), are used due to its antioxidant 

activity and for improving CAT storage. These two effects lead to a reduction of 

oxidative stress on liver and for this reason NAC is used for treatment of liver 

injury, such as acetaminophen intoxication (Kim et al., 2001; Ghanem, 2016). 

Therefore, the effect of B. anomala extract on the activity of endogenous 

antioxidant enzymes (CAT and GSH), on the production of ROS and on oxidative 

stress damage was analyzed. No increase in GSH and CAT activities was 

observed with the extract treatment compared to CCl4 group, but there was an 

important decrease in the production of ROS and damage caused by oxidative 

stress.  We believe that the mechanism by which the extract decreases oxidative 

stress is through the inflammation reduction and, due the positive interference of 

the phenolic composition of the extract. Indeed, we have previously reported the 

antioxidant effect of the extract from B. anomala, suggesting the role of phenolics 

as free radical scavengers on the damage reduction caused by the oxidative stress 

(Basso et al., 2019). 

The activation of the proinflammatory nuclear factor NF-kB by different 

stimuli including pathogen-related molecules such as lipopolysaccharide (LPS) or 

also inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor-α (TNF-α), leads to a 

signaling pathway that increases the expression of cytokines, such as IL-6, IL-8 

and IL-1β.  NF- kB plays a central role in several diseases with an inflammatory 

background and its suppression is essential to reduce the inflammatory signal 

cascade (Papa et al., 2009). In liver tissue, NF- kB activation can bind to nitric 

oxide synthase (iNOS) promoter and induce iNOS expression, and being its 
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expression highly related to several types of liver diseases (Iwakiri et al., 2015). In 

normal conditions, nitric oxide (NO) is found in small amounts in the liver, while in 

pathological conditions, higher NO levels act as an antimicrobial agent and plays 

an important role in immune regulation (Tache et al., 2014). Chronic increased NO 

levels may cause the hyperdynamic circulation, as seen in cirrhosis and portal 

hypertension (Abrams et al., 1995). Higher levels of NO also can activate HSC and 

Kupffer cells, and initiate the fibrotic and inflammatory process on the liver via 

expression of several cytokines (IL-6, for example) and growth factors, such as 

TGF-β.  The regulation of iNOS expression plays a central role in liver disease and 

is a target of therapeutics. 

 Activated Kupffer cells leads to a recruitment of new inflammatory cells to 

the hepatic lesion, including macrophages, neutrophils and monocytes (Tanwar et 

al., 2020). Neutrophils and monocytes have a peak in their cell population on the 

early hours of the hepatic damage, while activated macrophages represent the 

principal inflammatory cells on liver (Tanwar et al., 2020).  Kupffer cells release 

several inflammatory mediators including cytokines, superoxide, nitric oxide and 

grow factor such as TGF-β. Kuppfer cells represent the main source of TGF- β on 

liver, and this cytokine is highly related with HSC activation and the initiation of the 

fibrogenesis on liver injury (Kolios et al., 2006).  

The specific marker of activated macrophages, CD163, seen to be an 

important biomarker for cirrhosis prognostic (Grønbaek et al., 2012), and these 

positive CD163 cells are responsible for the inflammatory signaling on hepatic liver 

injury. Our results showed that the extract was able to reduce the inflammatory 

infiltrates (decrease of positive CD163 cells) and the expression of TNF-α, NF-kB, 

and, also, downstream targets of NF- kβ, IL-6 and iNOS.  

Previous studies reported the beneficial effects of nutraceutical 

supplementation in liver diseases, such as steatosis, metabolic syndrome and liver 

fibrosis (Bravo, 2009). Molecules as caffeine, resveratrol, curcumin, vitamin E and 

quercetin showed activity against oxidative stress, inflammation, and HSCs 

activation (Li et al., 2017). The results of identifying the extract components by 
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HPLC are similar to those obtained in the previous study, varying the concentration 

of each compound, but with a similar composition. The major compound identified 

in the extract, caffeic acid, had its protective effects against liver fibrosis 

development reported on previously studies, playing a role on restoring 

endogenous antioxidants, SOD and CAT, improving gut microbiota and decreasing 

inflammation (Mu et al., 2021; Li et al., 2015). Chlorogenic acid, the constituent 

reported in B. anomala extract attenuated the liver fibrosis through the TGF-

β/Smad7 signaling pathway regulation (Shi et al., 2016; Yang et al., 2017, Basso et 

al., 2019). Moreover, in a CCl4 liver fibrosis-induced model, the treatment with 

chlorogenic acid decreased expression of toll-like receptor 4 signaling pathway, 

leading to NF-kB suppression and consequently an anti-inflammatory response 

(Shi et al., 2013). Another molecule present on B. anomala extract, the coumaric 

acid, had its effect evaluated on liver injury on cisplatin induced-hepatotoxicity in 

vivo study (Akdemir et al., 2017). The study reported the beneficial effects of 

coumaric treatment on prevention of oxidative stress damage, by decreasing lipid 

peroxidation and improving the levels of antioxidants enzymes (SOD and GSH).  

Our results suggest that B. anomala has an anti-inflammatory effect on liver, 

through NF- kB signaling suppression. The anti-inflammatory effect also could 

decrease the activation of HSC, and result in a less fibrotic development. The two 

major compounds found in the extract could be responsible, at least in part, for the 

results observed. Therefore, we suggest the hepatoprotective effect of the extract 

of B. anomala in vivo and its potential for development of new drugs to the 

treatment of liver fibrosis. The beneficial effect of B. anomala extract could be due 

to the rich phenolic composition and these molecules could exert its effect 

synergistically on the liver, decreasing the lipid peroxidation and improving the 

inflammatory state 

 

 

5. CONCLUSION 
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 In this work we demonstrated the in vivo effects of the administration of B. 

anomala extract in fibrotic animals induced with CCl4. Our findings indicate that 

periodic administration of B. anomala extract leads to decrease in the development 

of liver fibrosis, as well as presented an anti-inflammatory in the liver, by 

decreasing the activation of NF-kB. 
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7. APÊNDICES 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A motivação por trás do presente trabalho se deve principalmente ao intuito 

de selecionar possíveis moléculas para o desenvolvimento de novos tratamentos 

para a fibrose hepática. É importante salientar que outros fatores além da parte 

experimental em si, também foram essenciais para a realização deste trabalho, 

como a integração entre os laboratórios de pesquisa, Laboratório de Biofísica 

Celular e da Inflamação (PUCRS-Brasil), Laboratório de Biotecnologia Vegetal 

(PUCRS-Brasil) e o Laboratório de Hemodinâmica Hepática (IDIBAPS-Espanha), 

levando a uma troca de conhecimentos e fornecendo novas ferramentas para o 

desenvolvimento deste projeto, e possivelmente, de novos estudos sobre a fibrose 

hepática e seu tratamento. 

O início do projeto se deu com a avaliação in vitro do efeito do 

metoxieugenol e extrato metanólico da planta Baccharis anomala, as quais foram 

selecionadas baseando-se em publicações de estudos prévios, buscando efeitos 

benéficos que poderiam ter ação na diminuição do processo fibrótico no fígado. 

Nossos primeiros resultados mostraram a capacidade do metoxieugenol em 

modular a ativação das HSC, através da diminuição da proliferação, diminuição da 

síntese de colágeno e α-SMA.  Após estes resultados promissores, decidimos 

avaliar o efeito do metoxieugenol in vivo. Nosso laboratório não possuía uma 

técnica padronizada para este estudo, porém decidimos implementar a técnica e 

validar este efeito em modelo in vivo de fibrose hepática. Utilizando as instalações 

do CEMBE, conseguimos padronizar e aplicar a metodologia de indução de 

fibrose hepática em murinos, utilizando a administração crônica de CCl4. Os 
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resultados in vivo demostraram um efeito protetivo do metoxieugenol no fígado 

dos animais. 

Afim de elucidar o mecanismo de ação por trás desse efeito, durante o 

período de doutorado de sanduiche realizado no Hospital Clínico de Barcelona, foi 

possível avaliar o efeito do metoxieugenol em células HSC de origem humana. Os 

resultados obtidos com a linhagem celular humana mostraram que o efeito 

antifibrótico do metoxieugenol ocorria também nestas células, e usando um 

inibidor específico do PPAR-γ, foi possível verificar que agia como um ativador 

deste receptor intracelular. Com esses resultados concluímos o artigo 1 do 

presente trabalho, onde acreditamos que pelo menos, em parte, a ativação do 

PPAR-γ está relacionada com os efeitos observados. A investigação por ligantes 

naturais que ativam o PPAR-γ é de interesse da indústria farmacêutica, visto que 

essas moléculas, além de possuírem propriedades terapêuticas, possuem menos 

efeitos colaterais que agonistas específicos. Portanto, a regulação do PPAR-γ 

representa uma estratégia promissora, já que sua ativação está intimamente 

ligada a inibição da transcrição de diversos fatores inflamatórios, como o NF-kB, 

que se soma a sua propriedade de reverter o fenótipo ativado das HSC  

A molécula do metoxieugenol, investigada no artigo 1, está presente na 

alimentação humana de diversas formas, tanto em alimentos in natura como 

industrializados. Sua biossegurança para consumo é conhecida e aprovada, com 

isso acreditamos que essa molécula possui um grande potencial para o 

desenvolvimento de novos tratamentos, seja pela elaboração de fórmulas 

farmacêuticas, complexação com íons metálicos para fornecer maior estabilidade 
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e diferentes formas de distribuição no organismo, ou simplesmente pela 

suplementação alimentar, por exemplo. Trabalhos futuros a respeito de outras vias 

que podem estar envolvidas no mecanismo de ação do metoxieugenol, tendem a 

aumentar a visibilidade dessa molécula como uma futura terapia para a fibrose 

hepática e outras doenças. Com isso, esperamos ter acrescentado de forma 

positiva para a investigação dessa molécula e revelado uma parte de seu 

potencial. 

O trabalho com o extrato de B.anomala teve seu início durante o mestrado, 

onde os resultados obtidos com o extrato fracionado metanólico de B.anomala em 

células estreladas hepáticas revelaram um efeito de diminuição da proliferação e 

ativação dessas células. Com isso, para dar continuidade a investigação do 

potencial terapêutico do extrato, durante o período de doutorado foram realizados 

experimentos in vivo.  Os resultados demonstraram que o extrato possui a 

capacidade de atenuar o desenvolvimento da fibrose, e também reduzir o dano 

causado pelo estresse oxidativo. Contudo, a atividade de antioxidantes endógenos 

não foi restaurada pelo tratamento. Acreditamos que o tratamento com o extrato, 

por se tratar em uma mistura rica em compostos fenólicos, tenha uma alta 

atividade antioxidante e com isso exerceu o efeito hepatoprotetor observado. 

Os resultados obtidos, mesmo sendo preliminares, demonstram um 

potencial terapêutico do extrato. Por se tratar de uma planta presente na medicina 

popular do estado do Rio Grande do Sul, dados a respeito de seus efeitos e 

mecanismos de ação são importantes para o estudo da composição fitoquímica e 
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também para o enriquecimento do conhecimento acerca do efeito terapêutico 

deste gênero botânico.   
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