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RESUMO

A fibrose hepética € uma resposta anormal de regeneracdo, em que as células
lesadas sao substituidas por um excesso de material extracelular rico em
colagenos, produzido pelas células estreladas hepaticas ativadas apos a lesdo, que
contribuem para o inicio e progressao da fibrose. Até o momento, ndo héa terapia
aprovada para a doenca. A planta Artemisia absinthium & utilizada na medicina
tradicional de forma expressiva para problemas hepéticos, dentre seus compostos
ativos, o Oleo essencial possui propriedades terapéuticas diversas ainda nao
investigadas em doencas hepaticas. Assim, utilizamos a linhagem de células
estreladas hepaticas LX-2 para avaliar o potencial modulador do 6leo essencial em
vias relacionadas a fibrose hepatica e ao estresse celular. Para tal, foram realizadas
analises de microscopia de fluorescéncia, expressao génica, andlises bioquimicas e
de perfil proteico, utilizando 4 grupos experimentais: 1. Células quiescidas-like
(controle de condicbes ndo patologicas), 2. Células ativadas (controle de
caracteristicas pro-fibrogénicas), 3. Células ativadas + 6leo essencial 0.3 ug/ uL e 4.
Células ativadas + 6leo essencial 0.4 pg/ pL, incubadas por 24 h. Das concentragbes
avaliadas, foram utilizados os resultados de 0.4 ug/ pL para discusséo pela clareza
das vias induzidas pelo Oleo essencial nessa dosagem, a qual reduziu os
marcadores pro-fibrogénicos e induziu perturbacdo na homeostase celular,
desencadeando modulagdo do metabolismo lipidico, processos de estresse celular,
detoxificacdo, elementos pro-inflamatorios e de transicdo epitélio mesenquimal.
Assim, o tratamento demonstra potencial antifibrético com
toxicidade preditiva induzida na concentracdo e tempo de exposicéo utilizados.

Palavras-chave: fibrose hepatica; Artemisia absinthium; célula estrelada hepatica.



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 ug/ uL and 4. Activated cells + essential oil 0.4 ug/ uL,
incubated for 24 h. From the concentrations evaluated, the results of 0.4 ug/ uL 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. INTRODUCAO
1.1 O figado e sua arquitetura

O figado é considerado a maior glandula do corpo humano, realizando
importantes fungcdes como: producdo e secrecao da bile, metabolismo de nutrientes
e da bilirrubina, detoxificacdo e o armazenamento de minerais e vitaminas
(OZOUGWU, 2017). O suprimento sanguineo para este érgao provém da veia porta,
além de ser perfundido pela artéria hepatica abrangendo, assim, as circulacdes
esplénica-sinusoidal-sistémica e entero-hepética que permitem a este érgdo fornecer
uma variedade de substancias necesséarias para o funcionamento adequado de

outros importantes 6rgdos como cérebro, coracao e rins (ISHIBASHI et al., 2009).

Para exercer suas diferentes funcdes, este 6rgdo € composto por uma
variedade de tipos celulares (Figura 1) divididos em células parenquimatosas
(hepatdcitos) e células ndo parenquimatosas (células endoteliais, células de Kupffer
e células estreladas hepaticas (CEH)) (FRIEDMAN; PINZANI et al., 2022). Os
hepatocitos constituem aproximadamente 80% da massa total do figado, sendo
essas altamente metabolizadoras e participam do processamento de nutrientes,
producdo e secrecdo da bile, detoxificacdo, e atuacdo em outras importantes
fungbes fisiologicas. As células endoteliais revestem as paredes dos capilares
sinusodides hepaticos e possuem funcdo de filtracdo e capacidade endocitica. As
células de Kupffer sdo macréfagos, removem particulas e/ou patdégenos através de
fagocitose e, quando ativadas, podem secretar uma vasta gama de mediadores
inflamatorios (OZOUGWU, 2017; ISHIBASHI et al., 2019). As CEHs armazenam
lipideos e aproximadamente 95% dos retindides do organismo em goticulas, além de
controlarem a contratilidade dos sinusoides, homeostase da matriz extracelular
(MEC) e auxiliarem na regeneracdo do figado. Em condi¢cdes de estresse essas
células podem ser ativadas, desempenhando um papel na resposta cicatricial,
fibrética e inflamatéria (PUCHE; SAIMAN; FRIEDMAN, 2013).
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Fonte: Adaptado de Friedman, 2008.

Figura 1 — Tipos de células hepaticas. A) Desenho representativo da arquitetura sinusoidal hepatica,
representando a orientagdo espacial das células hepaticas apontadas por setas, das quais células
estreladas hepaticas estdo representadas entre os hepatécitos e as células endoteliais, e as células
de Kupffer junto as células endoteliais. B) Diagrama em maior aumento representando um sinusoéide
hepatico e seu espaco subendotelial. 1. hepatécitos, 2. célula endotelial, 3. CEHs e 4 — células de
Kupffer.

1.2 Fibrose hepatica

As doencas hepaticas crénicas sdo uma grande problemética para a saude
publica global e suas complicagcbes sdo responsaveis por aproximadamente 2
milhdes de mortes por ano em todo o mundo. Atualmente, o aumento na prevaléncia
dos fatores de risco dessas anomalias hepaticas causa bastante apreensao, dentre
estes fatores: o alto consumo de alcool, 0 aumento da obesidade e do diabetes na
populacéo, hepatites virais e a lesdo hepatica induzida por drogas (ASRANI et al.,
2018). Na lesédo hepatica aguda, os hepatdcitos substituem as células necréticas e
apoptoéticas em um processo de regeneracdo. Na lesdo hepatica crbnica, esse
processo falha gradualmente, o que favorece um processo de cicatrizacdo anormal,
no qual as células lesadas passam a ser substituidas por MEC, induzindo a fibrose
hepatica (KHANAM; SALEEB; KOTTILIL, 2021).

Os danos aos hepatécitos levam a liberacdo de moléculas denominadas
padrées 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 ativacdo de linfocitos e macrofagos, na
producédo de citocinas pro-inflamatérias (ROEHLEN; CROUCHET; BAUMERT, et al.
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2020). Assim, a fibrose hepatica é caracterizada por disfungcdo na homeostase da
producdo da MEC acompanhada por infiltracbes imunes. Na fibrose hepéatica
cronica, o elevado numero de CEHs ativadas (CEHa) promove constricdo dos
sinusoides hepaticos, afetando a troca de nutrientes e a progressao da patologia que
pode levar a angiogénese, alteragcdes na arquitetura do figado e reducdo da sua
elasticidade. Consequentemente, essas caracteristicas deletérias comprometem a
estrutura e funcéo do 6rgao (KHOMICH; IVANOV; BARTOSCH, 2020) e conduzem o
aparecimento e agravamento do quadro cirrético (PAROLA; PINZANI et al., 2019). O
excesso de MEC produzido pelas CEHa ndo € 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 reversdao do quadro
fibrético. Quanto ao figado, estudos apontam a alta capacidade regenerativa do
o6rgdo quando da regressdao e/ou reversdo de quadros fibroticos (FRIEDMAN,
PINZANI, 2022). Para que ocorra essa reversao, entretanto, alguns elementos se
destacam: 1. interrupcdo ou remoc¢do do agente indutor do dano; 2. eliminacédo ou
inativacdo de miofibroblastos; 3. inativacdo da resposta inflamatoria e ativacdo de
vias restauradoras da homeostase hepéatica; 4. degradacdo da matriz extracelular
(CALIGURI et al., 2021).

Apesar do aumento crescente nos conhecimentos sobre a patologia e dos
estudos na busca de terapias antifibréticas, os efeitos obtidos em ensaios clinicos
sdo limitados ou ausentes, ndo existindo até o momento terapia aprovada pelos
orgaos reguladores competentes (ROEHLEN; CROUCHET; BAUMERT, 2021).
Portanto, estudar mecanismos celulares que permitem a reversdo do quadro
patolégico nas CEHs como a inativacdo de vias inflamatérias e aumento da
degradacdo da cicatriz fibrosa sdo de grande relevancia 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 hepaticas e a sua transativacdo metabdlica na

fibrogésese hepatica
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As CEHs possuem plasticidade celular que altera seu fendtipo e fisiologia
frente as alteracdes no tecido hepatico (TRIVEDI; WANG; FRIEDMAN, 2020), com a
capacidade de se transdiferenciar de uma condicdo quiescida a ativada, ou vice-
versa (CALIGURI et al.,, 2021). Em quadros de lesdo hepética, essas células séo
ativadas numa sequéncia coordenada de etapas (Figura 2) que podem ser divididas

em fases:

Fonte: Adaptado de Trivedi et al., 2020.
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Figura 2 — Ativacdo de CEHSs e resolucdo. ApGs a lesdo hepdtica, as células estreladas hepaticas
iniciam a ativagéo, tornando-se responsivas as citocinas e sinais sollveis. Quando o agente causador
da leséo é retirado, o destino das CEHa inclui a inativagé@o, senescéncia ou apoptose. Quando o dano
se torna crdnico, ocorre a perpetuacdo da ativacdo das CEHa que adquirem caracteristicas como
maior proliferacdo, contratilidade, fiborogénese e degradacdo da MEC alterada, quimiotaxia, e podem
contribuir ainda para a imunomodulacao e sinalizacao pré-inflamatoria.

S C //l

1. Iniciagdo - etapa da sinalizacdo celular modulada por hepatécitos
danificados e apoptéticos que ativam as CEHs aumentando a producdo de
elementos da MEC, infiltracdo inflamatéria e de mediadores pro-fibrogénicos e
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (FRIEDMAN; PINZANI et al.,
2022) que, conjuntamente, alteram a expressdo génica das CEHs elevando sua
responsividade as citocinas e demais estimulos. Esses estimulos, caso persistentes,

contribuem para as etapas subsequentes da patologia. Uma vez que estimulos
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antifibréticos atuem (autofagia, senescéncia ou mesmo apoptose das CEHs), o
guadro fibrosante tende a regredir (KISSELEVA; BRENNER et al., 2021).

2. Perpetuacdo — considerando-se a manutencdo do fendtipo ativado, as
células alteram seu fenotipo a miofibroblastos; essa alteragdo morfolégica ocorre
devido a alteragbes na distribuicio de elementos do citoesqueleto.
Consequentemente, ocorrem alteracbes na motilidade e a contratilidade celular,
fazendo com que as CEHs percam a capacidade de armazenar retindides, e
apresentem alteracbes no metabolismo, proliferacdo, quimiotaxia, producdo de
citocinas e quimiocinas, degradacdo da matriz e producdo exacerbada de
componentes fibrogénicos, principalmente colagenos tipo | e Il (KHOMICH,;
IVANOV; BARTOSCH, 2020; KISSELEAV; BRENNER, 2021).

Por sua vez, para sustentar esses mecanismos de transdiferenciagcéo celular
e 0 mecanismo fibrogénico, vias de sinalizacéo interconectadas atuam no universo
celular. Dentre essas vias de sinalizacdo, as vias moduladas pelos fatores de
crescimento transformador B (TGF- B), derivado de plaquetas (PDGF) e do tecido
conjuntivo (CTGF) (KISSELEVA; BRENNER, 2021) séo relevantes. Particularmente,
TGF-B é a citocina pro-fibrogénica mais potente, sua ativagdo contribui com a
modulacdo do quadro pro-inflamatério, com a migracéo e a contratilidade das CEHa
(DEWIDAR et al., 2019). TGFB-1 atua em diferentes vias de sinalizacdo (canbnicas
e ndo-canonicas) que se inter relacionam e transativam as CEHSs tais como: a via de
proteinas maes contra o homodlogo decapentaplégico (SMADs) e vias dependentes
de sinalizacdo mediadas por proteinas quinases como: proteina quinase ativada por
mitdégeno (MAPK), p38 e c-JUN N-terminal quinase (JNK) (TSUCHIDA; FRIEDMAN,
2017).

A via candénica TGFB/SMAD (Figura 3) é considerada a mais relevante para a
fibrose hepatica. Nessa via, TGFB-1 liga-se ao receptor de TGFB Il (TBRII), se
dimeriza ao receptor de TGFp tipo | (TBRI) resultando na sua auto-fosfoforilacdo e
subsequente ativacdo do complexo das proteinas SMAD2 e 3. Essas proteinas
fosforiladas formam um complexo com as proteinas SMADA4 e sao realocadas para o
nucleo, onde regulam a transcricdo dos genes relevantes na fibrogénese hepética
(AASHAQ et al., 2022) atuando nas mudancas no citoesqueleto e na composicéo da
MEC. Ao mesmo tempo, SMADG6 e 7 sdo consideradas reguladores negativas dos
efeitos induzidos por TGFB-1 na fibrose hepatica (PENG et al., 2022).
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Fonte — Adaptado de Aashaq et al., 2022.
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Figura 3 — Via de sinalizacdo TGF-p1 dependente de SMADs. A ligacdo da citocina TGF-f1 aos
receptores da superficie celular desencadeia o recrutamento e fosforilagdo das SMADs 2 e 3, que
formam um complexo com a SMAD 4 que atua como co-fator. Este complexo € deslocado ao nucleo
onde ativam a expressdo dos genes responsivos ao TGF-$1. Os SMADs 6 e 7, por sua vez, regulam
negativamente a expressdo dos genes-alvo da via. Ambos atuam competindo com os SMADs 2 e 3
pela ligacdo ao receptor, e a SMAD 7 pode interagir com as SMADs 2 e 3 fosforiladas, mediando sua
degradacéo proteassdmica, ou se ligar aos elementos responsivos as SMADs no DNA inibindo a
ligacdo do complexo SMAD 2, 3 e 4.
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Na fibrogénese hepdtica, as mdltiplas vias de sinalizacdo convergem na
ativacdo das CEHs. Classicamente, observa-se o remodelamento do citoesqueleto
pela alteracdo da disposicdo de feixes de actina e miosina (CUI et al., 2014). Na
sequéncia, as CEHs passam a expressar a-actina de musculo liso (aSMA) em altas
guantidades, que sao incorporadas as fibras de estresse, favorecendo alteracdes na
motilidade, na contratilidade, bem como no fenétipo celular (TOJKANDER; GATEVA,;
LAPPALAINEN, 2012). Paralelamente, frente a ativacdo das CEHs, o microambiente
ao redor dessas células sofre remodelacdo enquanto no figado normal a MEC é
composta por colageno, fibronectina, laminina, proteoglicanos e elastina
(TSUCHIDA; FRIEDMAN, 2017). Apo6s a ativacdo, as CEHs passam a produzir de
forma abundante colagenos tipos |, 1l e IV, fibronectina, laminina, proteoglicanos e
mediadores inflamatérios (ROEHLEN; CROUCHET; BAUMERT, 2020), resultando
em um aumento em até dez vezes dos elementos pro-fibroticos na MEC
(TSUCHIDA; FRIEDMAN, 2017). Resumidamente, a ativacdo das CEHs requer
reprogramacdo e adaptacbes metabdlicas nas quais o metabolismo lipidico atua
significativamente (KHOMICH; IVANOV; BARTOSCH, 2020).
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1.3.1 Metabolismo lipidico em CEHs

A capacidade de armazenar lipidios em goticulas é caracteristico de quase
todas as células eucaridticas. Entretanto, nas CEHs quiescidas (CEHq), essa
capacidade metabdlica se associa a capacidade de armazenamento de vitamina A,
caracterizando-se como um verdadeiro depésito 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 metabdlitos, dentre os
guais, mais de 95% sdo armazenados como ésteres de retinil e correspondem a 30
a 50% do conteudo das GLs das CEHs (TRIVEDI; WANG; FRIEDMAN, 2020). Além
disso, as CEHqQq sé&o caracterizadas pela expressdao de marcadores neurais e
mesodérmicos, como a proteina acida fibrilar glial (GFAP), a desmina, moléculas de
adesdo entre células neurais (NCAMSs) e proteinas associadas aos microtubulos
(MAPs) (PUDEWELL et al., 2022). Cabe observar que a manutencdo da quiescéncia
€ decorrente de um programa transcricional que modula a expressao de varios
genes, dentre os quais, os fatores transcricionais adipogénicos (receptores ativados
por proliferadores de peroxissoma y (PPAR-y)) e a proteina de ligacdo ao elemento
regulador de esterol 1c (SREBP1c) (ELA et al., 2005). Estes receptores controlam
genes que conduzem a sintese de acidos graxos, substrato importante para a
esterificacdo do retinol em CEHq, e sua relevancia é destacada pela reversédo da
ativacdo de CEHs quando induzidos de forma ectépica (TRIVEDI; WANG,;
FRIEDMAN, 2020).

Considerando-se a ativacdo das CEHSs, faz-se necessaria a rapida adaptacao
do organismo para sustentar a demanda energética aumentada pelas caracteristicas
fisiolégicas adquiridas, sendo de suma importancia uma reprogramacdo do
metabolismo resultando na liberacdo do conteddo das goticulas lipidicas. Estas
sendo metabolizadas fornecem acidos graxos para oxidagéo, gerando energia para
transdiferenciacdo celular (WAAKER; VAANDRAGER; HELMS, 2020). Ainda,
estudos apontam que, apos a ativacdo, essas células sofrem reducdo nos fatores
adipogénicos, o0 que suscita alteracbes na dinamica de GL (TRIVEDI; WANG,;
FRIEDMAN, 2020).
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Nas CEHSs, as goticulas lipidicas enddgenas sao divididas em dois subgrupos:
goticulas pré-existentes (“antigas”), localizadas predominantemente ao redor do
nacleo e contendo predominantemente triglicerideos, ésteres de retinil e a enzima
lectina-retinol acetiltransferase (LRAT) e goticulas dinamicas (“novas”), que sao
relativamente menores e distribuidas na periferia da CEH, que contém menor
abundéancia de ésteres de retinil e sdo enriquecidas em triglicerideos contendo um
ou mais acidos graxos poliinsaturados (MOLENNAR; VAANDRAGER; HELMS,
2017). Particularmente, no inicio do processo de ativacdo, as GLs sofrem quebra e
remodelagdo, seus tamanhos s&o reduzidos e seus nudmeros aumentados
(TUOHETAHUNTILA et al., 2017). Quanto ao perfil lipiddmico, o conteudo de ésteres
de retinil é rapidamente reduzido junto ao aumento transitorio nas quantidades de
triglicerideos (TG) (HOU; SYN, 2018) e de moléculas lipidicas bioativas néo-
retindides, como &cidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, endocanabioides e
ceramidas, que também contribuem na transdiferenciacdo das CEHs e na
sinalizacéo paracrina (SHMARAKOQV et al., 2019).

Na perpetuacdo da ativacdo, essas células reduzem a quantidade total de
acidos graxos livres e TG, consistente com a perda observada nas GLs e
consequentemente, do fendtipo adipogénico (SHMARAKOQV et al., 2019). Dentre as
adaptacdes para este processo, essas células apresentam aumento na atividade e
namero de mitocondrias, elevada atividade na cadeia transportadora de elétrons,
processo primario gerador de EROs, que sdo observadas elevadas em CEHa
(DELGADO et al., 2021).

1.4 Elementos moduladores da transdiferenciacdo das CEH: o estresse

oxidativo

A fibrose hepatica € caracterizada, dentre outros elementos, por uma alta
producdo de EROs (ZHOU; ZHENG; CHEN, 2022). Producao esta, por sua vez, que
induz fissdo mitocondrial nas CEHs (ZHOU et al., 2022) e favorece aumento da
liberacdo e ativacdo de TGF-B, que conjuntamente contribuem para a ativagao das
CEHs (DEWIAR et al., 2019), potencializando os mecanismos deletérios. Apés a

ativacdo, essas ceélulas aumentam a fosforilagdo oxidativa (ZHOU et al., 2022) e a
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expressao de NADPH oxidases 1, 4 e 5 (ROEHLEN; CROUCHET; BAUMERT,
2020).

A homeostase da oxidacao-reducdo (homeostase-redox) € fundamental para
a vida, e permeia praticamente todos os processos fisioldgicos (SIES et al., 2017).
Durante as reacbes de oxidacdo de &cidos graxos e do ciclo dos acidos
tricarboxilicos, elétrons sao transferidos para os aceptores dinucleotideo de
nicotinamida e adenina (NAD) e dinucleotideo de flavina e adenina (FAD) e, na
sequéncia, sao utilizados na producdo de energia durante sua transferéncia para o
O:2 via cadeia transportadora de elétrons. Nesse processo, um pequeno numero de
espécies reativas de oxigénio € inevitavelmente formado pelo vazamento de elétrons
durante o transporte (DEVLIN, 2011).

As espécies reativas de oxigénio incluem radicais livres, como o superdxido
(O2") o radical hidroperoxila (HO2) e espécies reativas ndo radicais como o
peroxido de hidrogénio (H202). Radicais livres sdo espécies quimicas reativas que
apresentam um elétron desemparelhado na Orbita externa, com alto potencial reativo
(PISOSCHI; POP, 2015). O H202, diferente dos radicais livres, possui meia-vida
longa, atravessa membranas celulares e apresenta alto potencial téxico por gerar o
radical hidroxila (OH") (BARBOSA et al., 2010). Por sua vez, a produgédo do Oz"
ocorre principalmente nos Complexos | e lll da cadeia transportadora de elétrons,
apos a transferéncia de um elétron para moléculas de oxigénio (PISOSCHI; POP,
2015), permitindo a reducéo direta do oxigénio molecular a H202 (RADI et al., 2018).
EROS podem ser produzidos nas mitocondrias, nos peroxissomos e no reticulo
endoplasmatico (DEVLIN, 2011). Além das fontes enddgenas, as EROs podem
ainda ser produzidas por fontes externas a partir de radiagbes ionizantes e
xenobidticos, que podem gerar EROs pelo metabolismo desses compostos ou pela
ativacdo de uma fonte endégena de EROs (KLAUNING, 2019).

No processo pro-fibrosante e na fibrose, o desbalango da producédo de EROs
esta presente, como reportado, desencadeando alteracdes celulares e moleculares
no figado e nas CEHs. Entretanto, frente a presenca de agentes deletérios, a
sobrevivéncia 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 enddgenos —

enzimaticos ou ndo enzimaticos; ou exdégenos. Dentre 0os antioxidantes enzimaticos
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estdo a superoxido dismutase (SOD) que catalisa a conversao do O2+- em H20: e
H20 e é considerada como o primeiro elemento de defesa contra os radicais livres.
Na sequéncia, tem-se a glutationa peroxidase (GPx) que utiliza a glutationa reduzida
(GSH) como redutor e a catalase (CAT), ambas enzimas neutralizam o H202 (HE et
al., 2017).

Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem o &cido dUrico, acido lipdico,
bilirrubina, melatonina e, em destaque, a glutationa. Dentre os antioxidantes

exdgenos estao os carotenoides, vitamina E, A, C e flavondides (NEHA et al., 2019).

No que diz respeito aos danos as biomoléculas, os lipideos sdo as mais
suscetiveis a oxidacdo. Sua interacdo com EROs leva a peroxidacéo lipidica, que
altera a funcdo de membranas e gera compostos secundarios altamente reativos
(KRUMOVA; COSA, 2016) como o malondialdeido e 4-hidroxinonenal, que podem
formar adutos com proteinas e DNA (KLAUNING, 2019). A oxidacado direta do DNA
ocorre em baixos niveis, porem pode induzir graves alteracdes pela modificacdo das
bases, as quais levam a mutagcfes pontuais, delecdes, inser¢cdes ou translocacdes
cromossomais (KRUMOVA; COSA, 2016; KLAUNING, 2019). Na interacdo com
proteinas, o dano aos aminoécidos pode resultar em modificacdo da funcéo destes e
podem gerar graves consequéncias a célula (PISOSCHI; POP, 2015), sendo um

fator a ser considerado nos mecanismos indutores da fibrose hepética.

Particularmente no figado, o dano oxidativo as biomoléculas induzem
apoptose e necrose de hepatécitos e amplificam a resposta inflamatéria. Nas CEHSs,
0 excesso de EROs pode gerar resultados dicotdmicos; quando em niveis nao
toxicos essas moléculas estimulam a o, proliferacdo e producéo de colageno nessas
células, poréem em altas concentracdes, induzem a morte (PAIK et al., 2012). Assim,
apoés ativadas, as CEHs necessitam de mecanismos adaptativos que propiciam a
sobrevivéncia frente ao estresse oxidativo. Varios estudos nessa linha
demonstraram que uma sinalizagéo celular paralela é ativada durante a producgéo de
EROS como o aumento da sintese do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2
(NRF2), que induz a expressdo de enzimas antioxidantes (ZHOU; ZHENG; CHEN,
2022), e o fator de transcricdo nuclear kappa B (NFKB), que contribui para a
resisténcia da CEHa a apoptose (ZHANG et al., 2021), mas que, se sustentada a
expressao desse fator, conduz a células ativadas a senescéncia, uma forma de

parada do ciclo celular o qual em CEHa induz reducéo da secrecdo da MEC, numa
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tentativa de resolver o processo fibrosante (ZHANG et al.,, 2021). Alteragbes no
equilibrio dindmico da producdo de EROS, favorecem a patologia hepatica,

indiscutivelmente.

1.5 Plantas medicinais como uma importante ferramenta bioldégica no

tratamento de doencas hepéaticas

As plantas medicinais sdo aquelas utilizadas com propdsito terapéutico
(BRASIL, 2017). Seu uso foi estabelecido pela observacdo empirica das préticas
animais, que consumiam plantas especificas devido a lesGes, e com o0 passar do
tempo, os seres humanos sistematizaram seu uso, conciliando com aspectos
filosoficos e culturais (PATRICIO et al., 2022). Essas plantas s&o utilizadas na
medicina tradicional que, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2019),
€ a soma de conhecimentos, habilidades e préticas baseadas nas teorias, crencas e
experiéncias de diferentes culturas, explicaveis ou nao, utilizadas na manutencéo da

saude, diagndstico, melhora ou tratamento de doencas fisicas 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
(PATRICIO et al., 2022). Porém, nos Ultimos anos, o uso de plantas medicinais tem
retornado ao interesse popular de forma crescente, o que pode ser atribuido a
fatores diversos como a insatisfacdo do paciente com o tratamento médico,
prevencdo de comorbidades, baixo custo e facil acesso (LOPEZ-GIL et al., 2017; ALI
et al., 2018). Com os desafios diversos e crescentes em saude, o interesse tem se
destacado ndo sé no uso popular, mas também nos sistemas de saude publicos

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

Em 1979 ocorreu o primeiro marco de incentivo da OMS junto ao Fundo das
Nacdes Unidas para a Infancia (Unicef), objetivando-se incentivar o uso da medicina
tradicional. Na Conferéncia Internacional sobre a Atencdo Primaria, houve o
incentivo da elaboracao de politicas e regulamentacfes nacionais para o uso de
plantas medicinais de eficacia comprovada. Em 2002 foi lancada a Estratégia da
OMS sobre Medicina Tradicional 2002-2005 visando abordar questdes de politica,
seguranca, eficacia, qualidade, acesso e uso racional da medicina tradicional,

complementar e alternativa. Como resultado, 25 dos 191 estados-membros
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desenvolveram politicas de medicina tradicional, dentre os quais o Brasil ndo estava
incluso (OMS, 2002). Em nosso pais, o Decreto n° 5.813 de 22 de junho de 2006
criou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, com o objetivo geral
de: “Garantir a populagéo brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentdvel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional” (BRASIL, 2006). Com
esse Decreto, vislumbram-se objetivos especificos visando a ampliacdo de opcbes
terapéuticas aos usuarios do servigo publico de saude, garantindo acesso a plantas
medicinais e fitoterpicos considerando o conhecimento tradicional associado; a
construcdo de marco regulatério para producédo, distribuicdo e uso de plantas
medicinais e fitoterdpicos; a promocdo de pesquisa e desenvolvimento de

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

Em fevereiro de 2009, o Ministério da Saude publicou a Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (Sistema Unico de Saude) (RENISUS), o
qgual consta 71 plantas medicinais que apresentam evidéncia para a indicacdo na
atencdo basica, com a finalidade de orientar pesquisas e estudos, atuando na
promocao da seguranca e eficacia do uso de plantas medicinais. Atualmente ja
foram publicadas 3 monografias, 51 estdo sendo finalizadas e 21 elaboradas, com
um investimento total de R$2.010.226,00 (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).
Posteriormente, a Portaria n° 886 de 2010 instituiu 0 programa Farmacia Viva no
ambito do SUS, considerando a necessidade de ampliacdo da oferta de fitoterapicos
e de plantas medicinais (BRASIL, 2010), regulamentado pela Resolucdo da Diretoria
Colegiada — RDC n° 18, de 03 de abril de 2013. Esta Resolugéo dispde sobre as
boas praticas para todas as etapas constitutivas dos processos desempenhados

pelo programa Farmacia Viva (BRASIL, 2013).

No ambito internacional, esta em progresso a Estratégia de Medicina
Tradicional da OMS 2014-2023, em resposta as necessidades identificadas pelos
estados-membros de 2002 a 2005. A estratégia tem como objetivos apoiar 0s
Estados-Membros no desenvolvimento de politicas proativas e na implementacdo de
planos de acdo que fortalecam o papel da medicina ha manutencéo das populacdes
saudaveis. No relatorio de 2018, 98 dos Estados-Membros apresentam politica
nacional para medicina tradicional complementar, projeto significativo desde a
estratégia 2002-2005 (OMS, 2019).
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Como resultado do aumento no interesse popular junto as politicas de
incentivo, atualmente, em paises desenvolvidos, o uso de medicamentos a base de
plantas medicinais alcanca 70-90% da populacdo (ANAND et al., 2019). Essa
mudanca vem sendo acompanhada do desenvolvimento crescente da pesquisa
etnofarmacoldgica, que objetiva fornecer evidéncias cientificas sobre o uso das
plantas medicinais e, ao mesmo tempo, garantir a preservacado deste patrimonio
cultural (DAS et al., 2022). Além disso, os componentes das plantas medicinais vém
sendo empregados na terapia moderna e no auxilio ao desenvolvimento de
moléculas mais complexas (DUTRA et al., 2016). Dentre as propriedades
terapéuticas das plantas medicinais investigadas, destaca-se a capacidade
hepatoprotetora, decorrente de propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes,
antifibréticas, antivirais, imunomodulatoérias e anticancerigenas (VARGAS-POZADA,
MURIEL, 2020). Os fitoconstintuintes que demonstram atividades hepatoprotetoras e
terapéuticas sao diversos, dentre eles os flavonoides, acidos fendlicos,
monoterpenaoites, diterpendides, tripertendides, alcaléides, 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 hepaticas.
Entretanto, sdo necessérias investigacdes mais aprofundadas antes que se chegue
a uma recomendacdo final (VARGAS-POZADA; MURIEL, 2020), envolvendo
ensaios clinicos, para uma recomendacao segura do uso desses produtos. Plantas
produzem metabolitos secundérios como parte do seu mecanismo de defesa
levando-as a induzir mecanismos toxicos; ademais, 0 uso das plantas medicinais
pode induzir efeitos indesejaveis com 0 emprego excessivo ou sobredosagem, a
forma de obtencdo e/ou tempo do processamento (LOPEZ-GIL et al., 2017). Um dos
efeitos conhecidos € a lesdo hepéatica induzida por ervas, considerando-se a alta
atividade metabolizadora do érgéo, levando a diversos casos ja relatados com uma
parcela deles acarretando a necessidade de transplante de figado e outros levando
a obito (NAVARRO et al., 2014, LEE et al., 2015).

Além das plantas medicinais, o uso de fitoterapicos que incluem os
medicamentos obtidos de matérias-primas vegetais (BRASIL, 2006), também
demanda atencdo. Esses podem ser administrados como infusdes, decoccoes,

xaropes, lo¢cdes ou compressas, e sdo distribuidos sem a necessidade de ensaios
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clinicos ou supervisdo rigorosa como aquela necessaria para a distribuicdo de
medicamentos convencionais (LOPEZ-GIL et al., 2017). Dos produtos fitoterapicos
comercializados mundialmente, poucos dispdem da descricdo de seus componentes
ativos. Alguns possuem composi¢ado quimica heterogénea entre os lotes, o que pode
interferir de forma direta na sua atividade bioldgica (LOPEZ-GIL et al., 2017). Assim,
uma das maiores preocupacdes, além da avaliacdo rigorosa sobre a eficacia e a
seguranca do uso do fitoterapico, € identificar e padronizar os méetodos exatos de
preparacdo de um extrato, identificacdo de ingredientes, além detalhes da
administracao (ALI et al., 2018).

Assim, observamos a importancia do desenvolvimento de estudos que
avaliem as plantas medicinais e seus componentes, tendo em vista que séao
amplamente utilizados, muitos dos quais sem informa¢des substanciais que
assegurem seu uso de forma adequada. Apesar deste ponto de atencdo, seu uso
demonstra grande potencial como terapéutica acessivel e de baixo -custo,
especialmente para o desenvolvimento de medicamentos hepatoprotetores e de

regeneracao hepatica.

1.5 Oleo essencial de losna em doencas hepaticas

Considerando-se a utilizagdo de plantas medicinais no tratamento de doencas
associadas ao figado, a Artemisia absintium (losna) € amplamente utilizada no Brasil
e em outras regibes do globo para o tratamento de problemas gastrointestinais,
hepaticos e parasitario. O seu uso tradicional no pais € expressivo, a espécie integra
a RENISUS e é ainda disponibilizada in natura no programa Farmacia Viva e na
assisténcia basica de saude (FRAGOSO, 2014).

A. absinthium é uma planta perene tipo arbusto, fortemente pubescente e com
odor intenso e acentuado. Seu caule e folhas sdo verde-acinzentado, e em suas
folhas héa presenca de pelos secretores de 6leo essencial (AMIDON et al., 2014). E
uma planta originaria da Europa, Asia Ocidental e Norte da Africa, introduzida e
aclimatada na América do Norte e América do Sul e cultivada atualmente nos paises
do sul da Europa, EUA e Brasil (SZOPA et al., 2020). Essa planta possui numerosos
compostos responsaveis por suas atividades biologicas, dentre eles o 6dleo

essencial.
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Os Oleos essenciais sdo metabdlitos secundarios de plantas, que contém uma
mistura complexa de compostos organicos volateis como terpenos e sesquiterpenos,
alcoois, entre outros (AZIZ et al., 2018). Esses extratos possuem compostos
principais em altas concentracdes (20-70%), com grande relevancia para sua
atividade e componentes em baixas concentracdes, que podem desempenhar um
papel secundario, potencializando ou antagonizando os efeitos dos componentes
principais (PERRICONE et al., 2015). Por ser um metabdlito secundario, o teor de
Oleo essencial varia tanto qualitativa quanto quantitativamente, dependendo da
regido geografica e condicdes ambientais, assim se torna importante a identificacédo
de seus componentes. Entre os beneficios do éleo essencial de losna (OE) estdo a
atividade antimicrobiana, antifangica, neuroprotetora, antimalarica, antidepressiva,
analgésica anticancer, anti-helmintica e repelente (BEIGH; GANAI, 2017; SZOPA et
al., 2020). Na literatura, porém, sdo escassos 0s estudos que avaliam os efeitos do
OE de losna no figado. Portanto, uma avaliacdo mais abrangente dos efeitos
hepatoprotetores ou ndo deve ser detalhada. Alguns estudos apontam a inducéo de
toxicidade oral em camundongos, mesmo em baixa dosagem, induzindo, em poucas
horas, problemas neurolégicos, musculares e gastrointestinais, ndo apresentando,
porém, resultados deletérios quando do uso tépico do OE como repelente (Mihajilov-
Krstev et al.,2014). Certamente, novas analises sdo necessarias, considerando-se a
ampla utilizagéo do OE de losna pela industria cosmeética, pela industria de bebidas
e em produtos de limpeza. Na industria alimentar, a A. absinthium é o principal
ingrediente da bebida alcoodlica absinto, que apresenta alto teor de a e B-tujona,
componentes comuns no 6leo essencial, e utilizado ainda para conferir aroma e
amargor a vinhos (SZOPA et al., 2020). Percebe-se, pois, uma ampla utilizacdo do
OE da losna, em varios setores da economia, 0 que torna urgente a avaliacdo de
seus efeitos na salde hepéatica e no comprometimento ou ndo de quadros
fiborosantes do 6rgdo, embora o potencial toxico do mesmo ainda seja pouco
estudado, o que cabe ser avaliado cuidadosamente, para que possa ser explorada

sua utilizacao terapéutica.

1.6 Modelos celulares como estratégia alternativa para analise do potencial

toxicoldgico de plantas medicinais
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O principio conhecido como 3R’s, de Substituicdo, Redugéo e Refinamento na
experimentacdo animal (Replacement, Redua qualction and Refinement), trouxe a
luz a importancia da utilizacdo da cultura de tecidos mamiferos como uma das
técnicas de substituicdo mais importantes (RUSSELL; BURCH, 1959). Desta forma,
a preocupacdo com o bem-estar animal trouxe a necessidade do desenvolvimento
de novas abordagens para a avaliacdo de seguranca de compostos quimicos (DENT
et al., 2018), junto a alta incidéncia de lesdo hepatica induzida por drogas, inclui a
lesdo hepatica induzida por ervas, a qual demanda o desenvolvimento de modelos
celulares que permitam prever a hepatotoxicidade (KAMMERER; KUPPER, 2018).

Os hepat6citos, como visto anteriormente, sao células altamente
metabolizadoras que contribuem primariamente para a funcédo de desintoxicacao do
figado, apresentando enzimas de biotransformacdo de fase | e fase Il e,
consequentemente, linhagens celulares de hepatdcitos sao frequentemente
utilizadas em estudos de hepatotoxicidade (VINKEN; HENGSTLER, 2018). Além dos
hepatdcitos, sabe-se que as CEHs também contribuem para o metabolismo de
xenobidticos, expressando enzimas como alcool e acetaldeido desidrogenases,
diversas isoformas do citocromo P450 (CYP1Al, CYPC1l, CYPA2, CYP2D1,
CYP2S1 e CYP3A) e glutationa S-transferase (GST) (SUFLETEL et al., 2020), mas
gue, por sua vez, faz-se necessario que sejam elucidados os mecanismos induzidos
frente ao composto toxico que, em conjunto, levam a ativacdo de CEHa e, quando
cronicas as lesdes induzidas, contribui para o desenvolvimento de fibrose (ASRANI
et al., 2018). Desta forma, estudos atuais tém objetivado elucidar os efeitos de
compostos quimicos em CEHs, como a exposicdo a altas concentracdes de &acidos
graxos (HETHERINGTON et al., 2016), ao arsenito de sodio (FAN et al., 2018) e ao
triclosan (MIRANDA et al., 2020).

Entre as ferramentas para o estudo de toxicidade em CEHSs, as linhagens
celulares apresentam diversas vantagens, como vida util ilimitada, facilidade na
padronizacao e alta reprodutibilidade (JENNINGS et al., 2015), e destas se destaca
a linhagem LX-2 estabelecida por Xu e colaboradores (2005) através de presséo de
selecdo 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 viavel na auséncia do suporte de fator de crescimento sérico,

caracteristica presente em CEHs primérias. Essa linhagem possui alta plasticidade
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celular de acordo com a concentragcdo de soro presente no meio de cultivo. Assim,
em baixas concentracdes, ela apresenta caracteristicas morfoldégicas e metabdlicas
semelhantes as CEHq (CEH(q like) e, na presenca de altas concentracfes de soro
(10%), apresenta atributos de CEHa, e representa, desta maneira, uma importante
ferramenta para o estudo de mecanismos de fibrogénese hepatica, incluindo aqueles

induzidos por toxicidade.
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5. CONCLUSAO

O OE de losna na concentracéo 0.4 ug/ mL demonstrou potencial anti-fibrotico
pela reducéo dos marcadores pré-fibrogénicos, porém, induziu
concomitantemente alteracbes diversas nas CEHa, tanto morfolégica quanto
molecular, distintas das
exibidas pelas CEHq like, que demonstram perturbacdo da homeostase
celular. Mecanismos diversos de resposta ao estresse foram induzidos,
demonstrando a
toxicidade preditiva do OE na concentragéo (0.4 pg/ yL) e tempo de exposigéo (24 h)

utilizados.

Estudos adicionais seréo importantes para compreender os efeitos do OE de losha
no contexto de doencas hepaticas e avaliar seu potencial toxicologico,
demonstrado no presente trabalho em CEHs, de forma a direcionar sua

utilizacao segura, e estabelecer regulamentacdes quanto ao seu uso.
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