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APRESENTAÇÃO 
 

 A presente Tese de Doutorado encontra-se organizada em três partes principais: 

 A Parte I representa a Introdução, a qual contém o referencial teórico utilizado para a 

construção das hipóteses investigadas nesta tese. Em seguida, os Objetivos (Geral e Específicos) 

trazem o principal questionamento do trabalho realizado e as questões de pesquisa específicas que 

nortearam a realização desta Tese.  

 A Parte II está subdividida em três Capítulos. O Capítulo I traz um manuscrito submetido 

para publicação; o Capítulo II contém um artigo já aceito para publicação; o Capítulo III contém 

um manuscrito em preparação para submissão à publicação; As seções Materiais e Métodos, 

Discussão e Referências Bibliográficas encontram-se nos próprios manuscritos e artigos e 

representam na íntegra este estudo. 

 A Parte III abrange Discussão, Conclusões, Perspectivas e Referências Bibliográficas. A 

Discussão representa uma interpretação geral dos dados obtidos em todos os trabalhos. As 

Conclusões contêm um resumo dos principais resultados da tese. Em seguida, está apresentada a 

seção Perspectivas, a qual sugere possíveis estudos futuros a partir dos resultados obtidos nesta 

investigação. A seção Referências Bibliográficas apresenta a bibliografia citada nas seções 

Introdução e Discussão desta tese.  
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RESUMO 
 

A presença de compostos fenólicos nas dietas ricas em frutas e vegetais tem atraído a atenção de 

diversos pesquisadores devido aos seus efeitos antioxidantes, os quais atuam na prevenção e 

combate de diversos tipos de enfermidades. O Brasil é um país com rica diversidade de flora e 

fauna, o qual apresenta um grande potencial para a descoberta de substâncias que já são utilizadas 

há muito tempo na medicina popular, mas ainda não possuem comprovação científica. Portanto, o 

presente trabalho teve como objetivo verificar o potencial antioxidante de extratos de frutas nativas 

do Brasil através da determinação dos compostos bioativos e capacidade antioxidante in vitro, a fim 

de selecionar uma fruta que apresentasse efeitos biológicos promissores sobre a proliferação, 

viabilidade celular e mecanismos de resolução do estado de ativação de células estreladas hepáticas 

ativadas. Os extratos de amora-preta (Rubus sp.) Xavante e pitanga roxa (Eugenia uniflora L.) 

apresentaram o maior conteúdo de compostos fenólicos totais, sendo que diversos compostos foram 

identificados nestas frutas, como derivados de quercetina, quercitrina, isoquercitrina e cianidina-3-

glicosídio, entre outros, os quais podem estar contribuindo para a elevada capacidade antioxidante 

destas frutas. A maior atividade antioxidante no ensaio DPPH foi observada no extrato de pitanga 

roxa, que também apresentou maior atividade nos ensaios de FRAP e TRAP, sendo, portanto a fruta 

de escolha para os testes de atividade biológica em cultura de células. O extrato de pitanga roxa 

reduziu significativamente, e de modo dose-dependente, a viabilidade e proliferação celular das 

células estreladas hepáticas ativadas (linhagem celular GRX), além de promover alterações no ciclo 

celular. Também observamos uma redução significativa na massa e potencial de membrana 

mitocondrial nas células tratadas com 5, 50 e 100 µg/mL do extrato, o que pode estar relacionado 

com o aumento na morte celular por apoptose e necrose observada neste estudo. Além disso, 

observamos um aumento significativo na granulosidade citoplasmática das células tratadas com 50 

e 100 µg/mL do extrato de pitanga roxa, o que foi provocado pelo aumento no número de 

autofagossomos e autolisossomos observados por microscopia eletrônica de transmissão. A indução 

da autofagia e mitofagia foram comprovadas pela presença de organelas vacuolares ácidas coradas 

por acridine orange, pelo aumento da expressão da proteína relacionada com a autofagia, Atg7, e 

pelo aumento da colocalização de mitocôndrias e lisossomas nas células tratadas. Este é o primeiro 

estudo demonstrando o efeito do extrato de pitanga roxa sobre a resolução do estado de ativação das 

células estreladas hepáticas. Porém, mais estudos devem ser realizados para verificar o efeito desta 

fruta sobre as outras células hepáticas envolvidas na fibrose hepática, além de avaliar o efeito in 

vivo deste extrato em modelos experimentais de fibrose em animais.   
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ABSTRACT 
 

The presence of phenolic compounds in the diets rich in fruits and vegetables has attracted the 

attention of many researchers due to its antioxidant effects, which act to prevent various types of 

diseases. Brazil is a country with rich diversity of flora and fauna, which has great potential for the 

discovery of substances that are already used for a long time in folk medicine, but do not yet have 

scientific proof. Therefore, this study aimed to determine the antioxidant potential of fruit extracts 

native to Brazil through the determination of bioactive compounds and antioxidant capacity in vitro, 

in order to select a fruit that could promising biological effects on proliferation, cell viability and 

resolution mechanisms of activation of hepatic stellate cells. The extracts of blackberry (Rubus sp.) 

Xavante and purple pitanga (Eugenia uniflora L.) had the highest total phenolic content, and several 

compounds were identified in these fruits, as quercetin derivatives, quercitrin, isoquercitrin and 

cyanidin-3-glycoside, among others, which may be contributing to the high antioxidant capacity of 

these fruits. The highest antioxidant activity in DPPH assay was observed in purple pitanga extract, 

which also showed the highest antioxidant activity in FRAP and TRAP assays and therefore was the 

fruit of choice for testing your biological activity in cell culture. The purple pitanga extract reduced 

significantly and dose-dependent manner, the viability and proliferation of activated hepatic stellate 

cells (GRX cell line), as well as promoting changes in the cell cycle. We also observed a significant 

reduction in the mass and mitochondrial membrane potential in cells treated with 5, 50 e 100 µg/mL 

of the extract, which may be related to the increase in cell death by apoptosis and necrosis in this 

study. Moreover, we observed a significant increase in cytoplasmic granularity of cells treated with 

50 e 100 µg/mL of purple pitanga extract, which was caused by the increase in the number of 

autophagosomos and autolysosomes observed by transmission electron microscopy. Induction of 

autophagy and mitophagy were confirmed by the presence of acidic vacuolar organelles stained by 

acridine orange, increased expression of autophagy-related protein, Atg7, and increased 

colocalization of mitochondria and lysosomes in cells treated. This is the first study demonstrating 

the effect of purple pitanga extract on the resolution of activation state of hepatic stellate cells. 

However, more studies should be conducted to verify the effect of this fruit on other liver cells 

involved in liver fibrosis, and to evaluate the effect of this extract in experimental models of fibrosis 

in vivo. 
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INTRODUÇÃO 
 

1. Fibrose Hepática 

 A fibrose hepática é um importante problema de saúde pública em todo o mundo, e possui 

uma mortalidade de cerca de 1,5 milhões de mortes por ano, geralmente atribuída à cirrose e ao 

câncer de fígado (Poynard et al., 2010). Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), o 

consumo de álcool é considerado como o responsável por cerca de 20 a 50% dos casos de cirrose 

hepática. Já no Brasil, estudos epidemiológicos sobre fibrose e cirrose hepática são muito escassos.  

 A fibrose hepática é o acumulo de matriz extracelular (ECM), ou cicatriz, em resposta à 

lesão hepática aguda ou crônica. A fibrogênese é uma resposta de cicatrização de feridas após uma 

lesão, e, geralmente conduz à cirrose. A cirrose é o estágio final da fibrose no parênquima hepático, 

resultando na formação de nódulos que podem levar a alterações na função hepática e fluxo 

sanguíneo. Tanto a fibrose como a cirrose são consequências de uma resposta de cicatrização 

provocada por múltiplas formas de lesão, incluindo hepatites, doença metabólica (ou seja, síndrome 

metabólica), doenças no trato biliar, presença de toxinas (incluindo o álcool), e presença de metais 

pesados (Boyer et al., 2012; Rockey, 2013).  

 Fisiologicamente, a deposição de ECM no espaço de Disse leva ao rompimento da 

microanatomia fenestrada normal dos sinusóides hepáticos em um processo denominado de 

capilarização destes vasos (Figura 1). A capilarização dos sinusóides prejudica as trocas 

bidirecionais normais entre o sangue venoso portal e os hepatócitos, prejudicando a chegada de 

substâncias que seriam degradadas ou metabolizadas nos hepatócitos, e a saída de substâncias 

produzidas no fígado. Este processo pode gerar complicações principalmente causadas pela 

hipertensão portal e redução na função sintética hepatocelular, tais como hiperbilirrubinemia, 

encefalopatia hepática, hipoalbuminemia e deficiência de fatores de coagulação (Boyer et al., 2012; 

Moreira, 2007). 
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Figura 1. Células estreladas hepáticas e sinusóide hepático no fígado normal e com dano. No painel 

superior (A) observamos os elementos celulares específicos do fígado normal, incluindo 

hepatócitos, células endoteliais, células de Kupffer e células estreladas. As células estreladas estão 

localizadas dentro do espaço subendotelial de Disse (ou seja, entre o endotélio sinusóide e os 

hepatócitos). Após o dano hepático (B – painel inferior), ocorrem mudanças em vários tipos 

celulares; por exemplo, ativação das células estreladas e de Kupffer; perda dos microvilos de 

hepatócitos e perda da característica fenestrada das células endoteliais. Todas estas características 

contribuem para a perpetuação da ativação celular e dano, assim como para a disfunção do órgão 

como um todo. Adaptado de Boyer et al. (2012). 

 

 As manifestações clínicas da cirrose variam amplamente, desde a ausência de sintomas até a 

presença de sintomas de insuficiência hepática, e são determinadas tanto pela natureza e gravidade 

da doença hepática de origem, quanto pelo grau de fibrose instalada. Até 40% dos pacientes com 

cirrose são assintomáticos e podem continuar assim por longos períodos, mas a deterioração 

progressiva do órgão conduz à morte ou ao transplante de fígado devido a diversas complicações 
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que surgem com o passar do tempo, como ascite, hemorragia por varizes ou encefalopatia (Boyer et 

al., 2012). 

 O processo fibrogênico é caracterizado pelo aumento de vários componentes da matriz, 

incluindo colágenos intersticiais, colágenos da membrana basal, proteoglicanos e glicoproteínas de 

matriz, tais como laminina e fibronectina; e as mudanças específicas na composição da matriz são 

muito semelhantes em todas as formas de lesão hepática e fibrogênese. Entre as mais importantes 

proteínas da ECM estão os colágenos (tipo I > III > IV), mas o aumento de outras proteínas também 

é relevante. É importante enfatizar que o processo de dano é um processo dinâmico que inclui 

aspectos da síntese e deposição de matriz, bem como degradação. Existem diversos dados na 

literatura atual indicando que a fibrose tanto experimental quanto clínica, e até mesmo a cirrose, 

são, em alguns casos, reversíveis (Bataller and Brenner, 2005; Lim and Kim, 2008; Rockey, 2013). 

 Diversos trabalhos tem demonstrado o papel fundamental das células estreladas hepáticas 

(HSCs) no desenvolvimento e perpetuação da fibrose hepática (Atzori et al., 2009; Friedman, 2008; 

Rockey, 2013; Sato et al., 2003). Com isso, a compreensão dos complexos mecanismos 

fisiopatológicos envolvendo estas células é essencial para o desenvolvimento de terapias 

antifibróticas. Atualmente, existem evidencias substanciais mostrando que as HSCs são as 

principais células produtoras de matriz extracelular (ECM) no processo de fibrose hepática. O 

reconhecimento das HSCs como elemento chave na fibrose levou a um crescente interesse nestas 

células (principalmente na sua forma ativada) como um indicador da progressão da fibrose hepática, 

sendo assim um alvo em potencial para intervenções terapêuticas que visam prevenir o 

desenvolvimento da cirrose (Moreira, 2007). 

  

2. Célula Estrelada Hepática (HSC) 

 As células estreladas hepáticas (também conhecidas como células Ito, células de 

armazenamento de vitamina A, lipócitos ou células perisinusoidais) têm recebido grande atenção 
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como efetores da resposta fibrogênica. No fígado normal, as HSCs compreendem aproximadamente 

1,4% do volume total do fígado e estão presentes em uma proporção de aproximadamente 3,6 - 6 

células por 100 hepatócitos (ou 1:20). As células estreladas hepáticas são tipicamente localizadas no 

espaço perisinusoidal de Disse, um espaço localizado entre células endoteliais dos sinusóides e 

hepatócitos (Figura 1). No seu estado quiescente (fígado normal), as HSCs são o principal sítio de 

armazenamento de retinóides (metabólitos da vitamina A) o que corresponde a cerca de 40-70% dos 

retinóides do corpo. A maioria destes retinóides está na forma de retinil ésteres que são 

armazenados em gotas lipídicas no citoplasma (Boyer et al., 2012; Friedman, 2008; Sato et al., 

2003). Com isso, as células estreladas apresentam um papel importante na regulação da homeostase 

de ácido retinóico. As células estreladas também parecem ter um papel chave na manutenção dos 

níveis normais de componentes da ECM (principalmente colágenos do tipo IV e VI) nos sinusóides 

hepáticos e na regulação do fluxo sanguíneo hepático e pressão venosa portal (Boyer et al., 2012; 

Moreira, 2007). 

  Em resposta ao dano, as HSCs sofrem “ativação” ou transdiferenciação, passando de uma 

célula quiescente que armazena vitamina A para uma célula do tipo miofibroblasto, a qual apresenta 

várias novas características fenotípicas, tais como: aumento na migração e adesão celular, expressão 

de α-actina do músculo liso (α-SMA), aumento na proliferação, produção de substâncias 

quimiotáxicas capazes de recrutar células inflamatórias ou outras HSCs, contratibilidade, perda da 

capacidade normal de armazenar retinóides, aumento no retículo endoplasmático rugoso, mudanças 

na organização do citoesqueleto e morfologia celular e, mais importante, aquisição de capacidade 

fibrogênica (Friedman, 2008; Moreira, 2007; Rockey, 2013; Sato et al., 2003).  

 Este processo de ativação consiste em duas fases distintas: iniciação e perpetuação, seguido 

pela resolução da fibrose, caso o dano seja atenuado ou removido (Friedman, 2008; Moreira, 2007) 

(Figura 2). Na fase de iniciação (ou estágio pré-inflamatório), as HSCs sofrem as primeiras 
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mudanças na expressão gênica e no fenótipo que promovem a diferenciação para uma célula com 

características de miofibroblasto, o qual se torna responsivo a proliferação e citocinas fibrogênicas. 

 

 

  

Figura 2. Ativação da célula estrelada. O processo de ativação é complexo, tanto no que diz 

respeito aos eventos que induzem a ativação quanto aos efeitos da ativação. ET-1 = endotelina 1; 

PDGF = fator de crescimento derivado de plaquetas; TGF-β1 = fator de transformação do 

crescimento β1; MMP-2 = metaloproteinase de matriz 2; MCP-1 = proteína quimiotática de 

monócitos tipo 1; ECM = matriz extracelular; HCC = carcinoma hepatocelular. Adaptado de 

Rockey (2013).   
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 Embora as principais características da ativação incluam a produção da ECM e a expressão 

de α-SMA, a ativação também está associada a outros importantes fenótipos celulares, incluindo 

aumento na proliferação, liberação de citocinas pró-inflamatórias, liberação de enzimas de 

degradação da matriz e seus inibidores; e recrutamento e ativação de outros tipos celulares, tais 

como outras HSCs e células inflamatórias (Boyer et al., 2012; Rockey, 2013) (Figura 2).  

 Uma vez que as HSCs tenham sido induzidas para superexpressar receptores de citocinas, 

um aumento na fibrogênese, proliferação e outras características do fenótipo ativado irão perpetuar 

pela continuada liberação de mediadores do tecido cronicamente inflamado e danificado. Este 

segundo estágio do processo de ativação tem sido denominado de fase de perpetuação. Vários tipos 

celulares presentes no fígado normal tais como hepatócitos, células de Kupffer, células do endotélio 

sinusóide, plaquetas e HSCs ativadas, têm sido implicados na produção de citocinas e outros 

mediadores e podem apresentar um papel importante nesta parte do processo (Friedman, 2008; 

Moreira, 2007; Rockey, 2013). 

 O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de transformação do 

crescimento beta (TGF-β) são as duas citocinas mais bem caracterizadas responsáveis pela ativação 

das células estreladas. Vários estudos caracterizaram o PDGF como o principal mediador para o 

aumento na proliferação e o TGF-β como a citocina mais importante na estimulação da fibrogênese 

(produção de ECM) nas células estreladas (Boyer et al., 2012; Friedman, 2008; Rockey, 2013). 

Uma variedade de outros mediadores, contudo, tem sido relacionados com a ativação das HSCs e a 

fibrogênese, incluindo a proteína quimiotática de monócitos tipo 1 (MCP-1), endotelina 1, 

angiotensina II e algumas adipocinas como a leptina, entre outros. Além disso, várias moléculas, 

incluindo o fator de necrose tumoral α (TNF-α), TGF-β, inibidor de tecido de metaloproteinases 1 

(TIMP-1), colágeno 1 e integrinas apresentam atividade fibrogênica por causar inibição na apoptose 

das HSCs, portanto, contribuindo para o aumento no número destas células no local do dano 

hepático. Espécies reativas de oxigênio produzidas pelas células de Kupffer e hepatócitos 
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danificados também tem mostrado ter um papel na ativação das HSCs, assim como no recrutamento 

de células inflamatórias (Friedman, 2008; Moreira, 2007; Rockey, 2013). 

 A resolução da fibrose refere-se ao processo em que as células estreladas morrem por 

apoptose, senescência ou autofagia; ou sofrem uma transformação ou reversão para o fenótipo mais 

quiescente (Figura 2). Embora a reversão para o fenótipo mais quiescente seja observada em células 

estreladas em cultura, ainda não foi validada in vivo (Friedman, 2008; Kisseleva and Brenner, 

2011). Este fenótipo quiescente das HSCs está associado com a expressão de genes lipogênicos e 

com o armazenamento de vitamina A em gotas lipídicas. A depleção do receptor ativado por 

proliferadores de peroxissoma (PPAR-γ) constitui o evento molecular chave para a ativação das 

HSCs, e a expressão deste receptor nuclear resulta na reversão fenotípica das HSCs ativadas para 

quiescentes em cultura de células. Desta forma, o tratamento das HSCs ativadas com um coquetel 

de diferenciação adipogênica ou super-expressão de SREBP-1c resulta na super-regulação de 

fatores de transcrição adipogênicos que promovem a reversão morfológica e bioquímica das HSCs 

ativadas para células quiescentes (Kisseleva and Brenner, 2011). Além disso, diversos estudos 

utilizando a linhagem celular GRX, que apresenta o fenótipo ativado quando em condições normais 

de cultura, observaram que o tratamento com o agente adipogênico indometacina (Borojevic et al., 

1990), com retinol (Margis and Borojevic, 1989), com capsaicina (Bitencourt et al., 2012) ou com 

outros carotenóides, como o β-Caroteno (Martucci et al., 2004) ou licopeno (Teodoro et al., 2009) 

levam a célula GRX a um fenótipo lipocítico, com gotas lipídicas perinucleares características do 

fenótipo quiescente das HSC. 

 

3. Reversão e tratamento da fibrose hepática  

 O fígado tem uma capacidade extraordinária de regenerar e restaurar o tecido após danos 

químicos ou mecânicos. Devido a sua relevância como uma das principais causas de morbidade e 

mortalidade em todo o mundo, a remoção da causa subjacente da injúria hepática crônica e o 
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transplante de fígado são as únicas intervenções terapêuticas disponíveis capazes de modificar a 

história natural da fibrose hepática. A eliminação dos agentes causadores nem sempre é possível, e 

o transplante de fígado tem várias desvantagens, incluindo a escassez de doadores, altos custos e 

riscos associados ao procedimento, além de complicações de imunossupressão. Até o momento, 

nenhum medicamento antifibrótico foi aprovado para uso clínico.  

 A fibrose hepática tem sido considerada tradicionalmente como um processo irreversível. 

Porém, diversas evidencias indicam que até a fibrose avançada, de fato, pode ser uma condição 

reversível. Fisiopatologicamente, a fibrose hepática tem sido considerada um processo dinâmico em 

que as vias fibrogênicas e fibrolíticas coexistem e interagem. Após a remoção dos agentes 

causadores da injúria hepática, as HSCs entram em apoptose e liberam mediadores com atividade 

fibrolítica que iniciam um processo denominado remodelamento (Fallowfield, 2011; Kisseleva and 

Brenner, 2011; Moreira, 2007). 

 Atualmente existem vários passos chave no processo de ativação das células estreladas e da 

fibrogênese que podem ser utilizados como alvos terapêuticos potenciais para uso clínico na 

prevenção e tratamento da fibrose hepática. Entre os mediadores envolvidos na fibrogênese, o TGF-

β e o PDGF apresentam papel central. Consequentemente, vários estudos têm sido publicados 

mostrando o efeito de inibidores destas substâncias em modelos experimentais de fibrose hepática, 

sendo que compostos com atividade inibitória direta ou indireta sobre o TGF-β tem reduzido 

significativamente a fibrose hepática em modelos animais (Fallowfield, 2011; Moreira, 2007; 

Rockey, 2013; Wu and Zern, 2000). A indução da apoptose nas HSCs também têm sido explorada 

como uma possível estratégia antifibrótica. E muitos agentes com atividade antioxidante, tais como 

N-acetilcisteína, resveratrol, quercetina, glutationa e α-tocoferol têm sido avaliados e apresentam 

atividade antifibrogênica in vitro, uma vez que o estresse oxidativo também apresenta um papel na 

fibrose hepática por atuar na ativação das células estreladas (Moreira, 2007; Rockey, 2013; Wu and 

Zern, 2000).  
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 Além disso, estudos experimentais têm demonstrado que muitas outras intervenções 

diferentes são capazes de inibir (geralmente prevenir) a fibrogênese, sendo que o alvo de tais 

terapias tem sido geralmente a inibição da síntese de colágeno e deposição de matriz; a modulação 

da ativação de células estreladas; a estimulação da degradação da matriz; ou a estimulação da morte 

de células estreladas. Algumas destas abordagens pré-clínicas têm sido transferida para os ensaios 

clínicos em seres humanos (Fallowfield, 2011; Rockey, 2013; Wu and Zern, 2000). 

 

4. HSCs e apoptose 

 A apoptose ou morte celular programada é um processo homeostático onipresente envolvido 

em numerosos sistemas biológicos. Sob condições fisiológicas, a apoptose é crítica não somente no 

“turnover” das células nos tecidos, mas também durante o desenvolvimento normal e senescência. 

Além disso, sua desregulação tem sido observada tanto como uma causa quanto consequência de 

diversas patologias, incluindo o câncer, doenças autoimunes e neurodegenerativas. A apoptose é um 

processo dependente de ATP e altamente organizado induzido por diversos estímulos, sendo 

caracterizado pela progressiva ativação de vias que conduzem a alterações bioquímicas e 

morfológicas específicas nas células, sem envolver uma resposta inflamatória. Os estágios iniciais 

da apoptose são caracterizados pela ativação de caspases iniciadoras (caspases 3 e 7, entre outras), 

retração das células, perda da assimetria lipídica da membrana plasmática, e condensação da 

cromatina. A fase seguinte envolve a ativação de outras caspases (por exemplo, caspase 9) e 

endonucleases, formação de corpos apoptóticos e fragmentação celular. No fígado, a apoptose é 

predominantemente mediada pela ativação de receptores Fas, que são super-expressados nos 

hepatócitos danificados (Guicciardi and Gores, 2010; Witek et al., 2009). 

 A morte celular por apoptose é proeminente em células estreladas, e parece ser um 

mecanismo importante para a regressão da fibrose. Diversos trabalhos sugerem que o equilíbrio 

entre a proliferação celular e a apoptose é importante, pois determina a dinâmica da população total 
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de células estreladas do fígado. Com base nestes dados, a ativação da apoptose de células estreladas 

poderia ser uma abordagem terapêutica atraente (Friedman, 2008; Kisseleva and Brenner, 2011; 

Rockey, 2013). Por outro lado, a apoptose de hepatócitos tem sido considerada um mecanismo que 

contribuiria para a fibrogênese e cirrose. Os corpos apoptóticos são fagocitados pelas células 

adjacentes, e a fagocitose destes corpos pelas HSCs quiescentes é um dos mecanismos que 

promovem a sua ativação (Guicciardi and Gores, 2010; Witek et al., 2009).  

 Vários mecanismos estão implicados com a apoptose das HSCs ativadas: ativação de vias de 

morte celular mediadas por receptores (receptores Fas ou TNFR-1) e caspases 8 e 3; up-regulação 

de proteínas pró-apoptóticas (por exemplo, p53, Bax, caspase 9); e redução de genes pró-

sobrevivência (por exemplo, Bcl-2). Uma população de células do fígado associadas a “natural 

killers” (NK) e células γδ T (NKT) também estimulam a apoptose nas HSCs ativadas. Além disso, 

drogas que induzem a apoptose, como gliotoxina, sulfasalazina, inibidores IKK e anticorpos anti-

TIMP, causam regressão da fibrose hepática (Friedman, 2008; Kisseleva and Brenner, 2011).  

 Atualmente, diversos estudos tem demonstrado o efeito de compostos naturais e ervas sobre 

a inibição da ativação, redução na proliferação e indução da apoptose das HSCs ativadas. Ding e 

colaboradores (2011) observaram que a neferina, principal alcalóide das sementes de Nelumbo 

nucifera, uma erva tradicional da medicina chinesa, reduziu significativamente os níveis de TGF-β1 

e a produção de colágeno do tipo 1 em cultura de células estreladas hepáticas (HSC-T6). Além 

disso, foi demonstrado que a neferina induz a apoptose destas células de uma maneira dose 

dependente, através do aumento da expressão de Bax e caspase 3, e redução na expressão de Bcl-2 e 

α-SMA. De forma semelhante, estudos avaliando o efeito do ácido rosmarínico sobre a proliferação 

e apoptose de HSCs ativadas, mostraram que este composto fenólico inibe a proliferação celular e 

induz a apoptose, tanto in vitro como in vivo (Li et al., 2010; Zhang et al., 2011).     

 A fitoterapia ou uso de ervas medicinais tem sido utilizada há séculos na China para tratar 

doenças hepáticas, porém muito pouco deste conhecimento popular é comprovado cientificamente. 



17 
 

Um estudo avaliando o efeito de 14 ervas medicinais comumente utilizadas para tratar a fibrose 

hepática verificou que 5 destas ervas possuíam efeito anti-proliferativo e pró-apoptótico em cultura 

de células (HSC-T6). Além disso, observou-se que as vias apoptóticas ativadas envolviam o 

receptor Fas e a família Bcl-2 (Chor et al., 2005). Além disso, um extrato de sete tipos de ervas 

japonesas denominado Sho-saiko-to (TJ-9) também demonstrou uma inibição da ativação das HSCs 

através de parada no ciclo celular e reduziu a expressão de procolágenos do tipo I e II (Kayano et 

al., 1998).    

 Portanto, a administração de compostos que possuem atividade anti-proliferativa e pró-

apoptótica poderia ser uma estratégia promissora no tratamento da fibrose hepática. Porém, 

devemos ter em mente que as HSCs possuem uma localização anatômica muito específica, e que 

estes efeitos devem possuir uma grande seletividade, ou seja, devem atingir somente as HSCs 

ativadas sem provocar danos nas células vizinhas. Além disso, como citado anteriormente, a 

indução da apoptose em hepatócitos promove um aumento no dano hepático e deve ser evitada no 

quadro da fibrose. Portanto, a seletividade de ação destes compostos deve ser seriamente observada 

para evitar a indução da fibrose e garantir sua atuação antifibrótica.    

 

5. HSCs e autofagia 

 A autofagia é um processo de degradação intracelular por via lisossomal, e é considerado o 

principal mecanismo de degradação de proteínas de vida longa, e a única via reconhecida de 

degradação de organelas celulares. Durante autofagia, ocorre a formação de uma membrana de 

isolamento, provavelmente resultante de um compartimento vesicular conhecido como estrutura 

preautofagossomal; que invagina e sequestra constituintes citoplasmáticos, incluindo retículo 

endoplasmático, mitocôndrias e ribossomas. As bordas desta membrana se fundem para formar uma 

estrutura de dupla membrana ou multimembranosa, conhecido como autofagossomo ou vacúolo 

autofágico. A membrana externa do autofagossoma se funde com o lisossomo iniciando o processo 
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de digestão no lúmen do compartimento agora denominado autolisossoma. A degradação do 

material sequestrado gera nucleotídeos, aminoácidos e ácidos graxos livres que são reciclados para 

a síntese de macromoléculas e geração de ATP (Levine and Yuan, 2005; Rautou et al., 2010). 

 A maioria dos tecidos tem um nível basal de autofagia que contribui para a homeostase 

celular através da regulação do turnover de componentes citoplasmáticos. No entanto, a autofagia 

também pode ser induzida por várias condições e estresses, tais como: fome, agregados de 

proteínas, infecção por vírus, estresse oxidativo e estresse no retículo endoplasmático. Alem disso, 

evidências atuais indicam que a autofagia está envolvida em várias condições fisiopatológicas, 

incluindo o desenvolvimento, diferenciação e remodelamento de tecidos, lesão tecidual, 

envelhecimento e câncer (Levine and Yuan, 2005; Ni et al., 2012). O fígado é um dos órgãos mais 

dinâmicos em mamíferos e humanos, e a autofagia apresenta importantes papéis na fisiologia e 

patologia deste órgão.  

 No fígado, a autofagia parece exercer predominantemente funções protetoras, como a 

promoção da função hepática no envelhecimento; proteção contra o carcinoma hepatocelular; 

proteção em doenças hepáticas devido a deficiência de α1-antitripsina; e proteção contra a formação 

de corpos de Mallory-Denk no dano hepático induzido por álcool (Ni et al., 2012; Rautou et al., 

2010). No entanto, sob algumas condições a autofagia pode também promover o dano hepático; por 

exemplo, em pacientes com hepatite viral onde os vírus da hepatite B e C utilizam a maquinaria da 

autofagia em benefício próprio (Rautou et al., 2010).    

 Recentemente, alguns estudos tem demonstrado que a autofagia parece desempenhar um 

papel importante na ativação das células estreladas. Camundongos com deleção específica de 

proteínas relacionadas com a autofagia (Atg 7) nas células estreladas, apresentam uma redução na 

ativação das HSCs após a lesão hepática, levando à redução da fibrose in vivo (Rockey, 2013). 

Além disso, fígados fibróticos de camundongos tratados com tetracloreto de carbono apresentaram 

uma expressão aumentada de LC3-II, uma das proteínas envolvidas na elongação de 
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autofagossomas, e uma medida indireta útil de autofagossomas. Já a utilização de inibidores da 

autofagia, como bafilomicina A1, 3-metiladenina e hidroxicloroquina reduziram significativamente 

a ativação de HSCs de células humanas e de ratos in vitro (Thoen et al., 2011). 

 Outro papel controverso da autofagia no fígado é a sua atuação sobre o metabolismo de 

lipídios hepáticos. Alguns estudos sugerem que a autofagia pode atuar degradando seletivamente as 

gotas lipídicas num processo denominado lipofagia. Com isso a ativação da autofagia seria benéfica 

na doença hepática gordurosa não-alcoólica (NAFLD) devido ao aumento da lipofagia e redução no 

conteúdo de triglicerídeos hepáticos. Por outro lado, a lipofagia poderia promover uma redução das 

gotas lipídicas das HSCs quiescentes promovendo a ativação destas células (Ni et al., 2012).  

 Portanto, ainda existem muitas dúvidas e questionamentos no que diz respeito ao papel da 

autofagia na fibrose hepática, sendo este um campo promissor para novas pesquisas. Além disso, 

deve-se ressaltar que são praticamente inexistentes as pesquisas avaliando o efeito da autofagia na 

resolução da fibrose, ou seja, utilizando HSCs já ativadas.  

 

6. HSCs e antioxidantes 

 Os hepatócitos e as células de Kupffer são uma fonte importante de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) que exercem uma atividade parácrina na estimulação e ativação 

das HSCs. Além disso, sua atividade é amplificada in vivo pela depleção das defesas antioxidantes 

como tipicamente ocorre nas doenças hepáticas (Urtasun and Nieto, 2007). Durante o processo de 

inflamação hepática, ROS, incluindo metabólitos intermediários (acetaldeído) e radicais livres; 

como H2O2, O2
.- e óxido nítrico (NO), podem ser derivados da infiltração de neutrófilos, células de 

Kupffer ativadas e hepatócitos danificados. Diversas evidências demonstram que estes ROS atuam 

na ativação das HSCs in vitro e podem mostrar um importante papel in vivo. Sabe-se que a 

administração de quaisquer agentes que possuem efeitos antioxidantes, como vitamina E, adenosil-
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L-metionina (SAMe) e polienilfosfatidilcolina (PPC), protegem o fígado do dano induzido por 

hepatotoxinas bloqueando assim a progressão da fibrogênese (Wu and Zern, 2000).   

 Sabe-se que a fibrose hepática é invariavelmente precedida pela inflamação e estresse 

oxidativo. Portanto, diversos compostos que apresentam capacidade antioxidante como, silimarina, 

curcumina, resveratrol, catequina, entre outros, são geralmente seguros e apresentam resultados 

promissores na regressão da fibrose hepática, embora ainda sejam escassos os estudos utilizando 

seres humanos (Fallowfield, 2011). Estudos utilizando a linhagem celular GRX mostraram que a 

catequina reduz a proliferação celular por mecanismos que não incluem a apoptose e autofagia, mas 

sim, devido a parada no ciclo celular e propriedades antinflamatórias (Braganca de Moraes et al., 

2012). Além disso, as catequinas do chá verde também apresentaram efeito sobre a fibrose hepática 

induzida em ratos, uma vez que reduziram o estresse oxidativo e controlaram a expressão de fatores 

de transcrição envolvidos na ativação das HSCs (Kobayashi et al., 2010). 

 O resveratrol é um composto fenólico com elevada capacidade antioxidante que apresenta 

diversos efeitos benéficos em várias patologias, incluindo a fibrose hepática. Estudo realizado por 

Souza et al. (2008) demonstraram que o resveratrol promove redução na proliferação celular (GRX)  

através da indução de parada no ciclo celular e apoptose. De forma semelhante, foi observado que 

os compostos resveratrol, quercetina e N-acetilcisteína são potentes inibidores da proliferação das 

HSCs através de parada no ciclo celular e inibem as mudanças estruturais na ativação das células 

estreladas, além de apresentarem efeitos antinflamatórios (Kawada et al., 1998; Stefano et al., 

2011).     

 Portanto, atualmente encontramos diversos trabalhos comprovando os efeitos antifibróticos 

de alguns compostos fenólicos naturais e flavonóides, que atuam principalmente na atenuação do 

estresse oxidativo, inibição da ativação das HSCs e como antinflamatórios, tanto in vitro quanto in 

vivo. Dentre eles destacam-se a cianidina-3-O-β-glicopiranosídeo, a baicaleina, a luteolina, o 

resveratrol, a quercetina e catequinas (Bendia et al., 2005; Domitrovic et al., 2009; Inoue and 
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Jackson, 1999; Kawada et al., 1998). Porém, ainda são muito escassos os trabalhos avaliando o 

efeito de frutas ou vegetais que apresentam elevada capacidade antioxidante e possuem diversos 

compostos fenólicos naturais atuando em sinergismo sobre a fibrose hepática.   

 

7. Pitanga roxa (Eugenia uniflora L.) 

 A pitanga, fruto da pitangueira (Eugenia uniflora L.) pertence a família Myrtaceae e é uma 

planta frutífera nativa do Sul e Sudeste do Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai. Ela adapta-se 

favoravelmente em diferentes condições climáticas e, portanto, pode ser encontrada em muitos 

lugares, como América Central, Flórida, Califórnia, Havaí, Holanda, França, China, Tunísia, 

Argélia e Sri Lanka (Gomes, 2007). Devido ao seu sabor altamente desejável e ao elevado conteúdo 

de carotenoides (Rodriguez-Amaya et al., 2008), a pitangueira é uma das árvores frutíferas mais 

promissoras para programas de exploração sustentável na Mata Atlântica Brasileira. No Brasil, as 

pitangueiras são cultivadas principalmente em hortas, pequenas propriedades agrícolas, ou de forma 

nativa. Atualmente, a Embrapa Clima Temperado localizada no município de Pelotas – RS possui 

um programa de melhoramento genético e expansão de produção desta árvore frutífera, o qual atua 

no fornecimento de mudas e programas informativos junto à comunidade.  

 O fruto da pitangueira pode atingir cerca de 30 mm de diâmetro e apresenta de 8 a 10 

ranhuras longitudinais na casca. Aproximadamente 66% dos frutos é constituído de polpa que 

possui um sabor doce e ácido únicos, com aroma intenso e característico (Gomes, 2007). Durante a 

maturação, o epicarpo da fruta evolui de verde para laranja e vermelho, nas variedades laranja e 

vermelha e, do verde ao roxo profundo ou quase preto, na variedade roxa. Além de serem altamente 

desejáveis para o consumo in natura, as pitangas são também utilizados para a produção de sucos e 

sorvetes, assim como na indústria de cosméticos. O crescente interesse por estas frutas está 

relacionado com as grandes quantidades de catequinas, flavonóides, proantocianidinas e compostos 

fenólicos, conhecidos por sua atividade antioxidante, que elas podem apresentar (Bagetti et al., 
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2011; Celli et al., 2011). Além dos diversos efeitos na saúde humana, os compostos antioxidantes 

são também importantes na inibição e/ou prevenção da oxidação de produtos alimentares.  

 As folhas da pitangueira têm sido utilizados a muito tempo na medicina popular, devido a 

suas diversas atividades biológicas, sendo geralmente preparadas como infusão para o tratamento da 

febre, reumatismo, bronquite, doenças do estômago, e distúrbios digestivos, bem como hipertensão, 

febre amarela e gota (Alice et al., 1991; Bagetti et al., 2011; Velazquez et al., 2003). Também 

podem reduzir o peso corporal e a pressão arterial, servir como um diurético, além de sua 

comprovada atividade calmante e antinflamatória (Schapoval et al., 1994; Schmeda-Hirschmann et 

al., 1987). Recentemente, o extrato das folhas da pitangueira apresentou atividade citotóxica e anti-

Trypanosoma cruzi com baixa toxicidade em estudos in vitro (Santos et al., 2012). 

 A pitanga, ou seja, os frutos da pitangueira, também apresentam atividade antioxidante e 

atuam inibindo a peroxidação lipídica e na remoção de radicais livres (Bagetti et al., 2011; Celli et 

al., 2011; Velazquez et al., 2003). Porém, ainda são muito escassos ou praticamente inexistentes os 

trabalhos avaliando o efeito dos extratos ou compostos isolados da pitanga, que apresenta 

comprovadamente diversos compostos com elevada capacidade antioxidante, sobre condições 

fisiológicas e patológicas, tanto in vitro como in vivo. Portanto, este é um campo de pesquisa 

promissor que pode alavancar o consumo e a produção desta fruta nativa brasileira.  

 Sabe-se que o consumo de frutas e hortaliças pode trazer diversos benefícios a saúde 

humana inclusive atuando na prevenção de várias doenças crônicas. Porém, embora o Brasil seja 

um grande produtor mundial de frutas e hortaliças, com grande abundância de variedades nas 

diferentes regiões do país, o brasileiro ainda é um péssimo consumidor destes alimentos. De acordo 

com a Organização Mundial da Saúde (OMS), o consumo diário mínimo para um adulto deve ser de 

cinco porções, ou 400 gramas de frutas e legumes. No Brasil, a ingestão não chega a um terço 

destes valores. Segundo a mais recente pesquisa feita pelo Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (IBGE/2008-2009), frutas, verduras e legumes correspondem a apenas 2,3% das calorias 
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totais ingeridas pela população. Portanto, o incentivo ao consumo e produção de frutas pode ser 

melhorado com pesquisas que promovam um maior conhecimento sobre os compostos com 

propriedades benéficas presentes nestes vegetais que podem atuar na prevenção ou tratamento de 

enfermidades.    
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OBJETIVOS 
 

1. Objetivo geral 

O presente trabalho tem como objetivo geral investigar o efeito do extrato de pitanga (Eugenia 

uniflora L.) roxa, uma fruta nativa do Brasil, sobre a proliferação, viabilidade celular e resolução do 

estado de ativação de células estreladas hepáticas ativadas, bem como verificar o potencial 

antioxidante deste extrato através da determinação dos compostos bioativos e capacidade 

antioxidante in vitro.  

 

2. Objetivos específicos 

- Determinar o conteúdo de fenólicos totais, perfil de compostos fenólicos e carotenóides e a 

atividade antioxidante in vitro do extrato de pitanga roxa.  

- Avaliar o possível efeito deste extrato sobre a proliferação e viabilidade celular em cultura de 

células estreladas hepáticas ativadas utilizando a linhagem celular GRX. 

- Avaliar o efeito do extrato de pitanga roxa sobre os mecanismos de apoptose e autofagia das 

células estreladas hepáticas ativadas (GRX). 
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DISCUSSÃO 
 

A relação entre nutrição e saúde tornou-se um tema de grande interesse nos dias atuais, 

sendo que existem evidências substanciais dos efeitos benéficos de dietas ricas em frutas e vegetais. 

O Brasil possui uma grande biodiversidade, tanto de flora quanto de fauna, que ainda pode ser 

explorada para produzir extratos e compostos isolados destinados à aplicação terapêutica no 

controle e/ou prevenção de diversas doenças crônicas. A presença de compostos fenólicos nas dietas 

ricas em frutas e vegetais tem atraído a atenção dos pesquisadores devido aos seus efeitos na 

promoção da saúde, que incluem a redução do risco de doenças cardiovasculares, câncer e outras 

condições associadas ao envelhecimento. Os mecanismos biológicos por trás desses efeitos incluem 

a proteção contra os radicais livres, a sinalização mediada por radicais livres, inflamação, alergias, 

agregação plaquetária, úlceras, tumores, vírus e hepatotoxicidade (Dillard and German, 2000). No 

entanto, existem poucos estudos sobre a identificação de quais compostos fitoquímicos exercem 

esta atividade antioxidante em diversas frutas nativas brasileiras, que já são a muito tempo 

utilizadas na medicina popular. 

Os compostos fenólicos são produtos secundários do metabolismo das plantas e são 

constituídos por um grupo grande e complexo de substâncias. Estas moléculas são essenciais para o 

crescimento e reprodução das plantas, e sua síntese geralmente é induzida por condições de estresse 

biótico e abiótico, como: infecções, ferimentos, radiações UV, ozônio, salinidade, estresse hídrico, 

calor, entre outros. Nos alimentos, eles são parcialmente responsáveis pela cor, adstringência, 

aroma e estabilidade oxidativa (Manach et al., 2004). O perfil de compostos fenólicos nas frutas é 

determinado por fatores genéticos e ambientais, mas também pode ser modificado por reações de 

oxidação durante o processamento e armazenamento (Robards et al., 1999). Assim, como estes 

compostos são metabolizados como uma resposta de defesa contra a radiação solar intensa e outros 

fatores adversos, as diferenças na composição dos compostos fenólicos nos frutos podem promover 

variações na capacidade antioxidante de diferentes frutos, ou até mesmo de frutos de uma mesma 
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variedade, mas produzidos em diferentes locais e safras. Os polifenóis presentes em frutas e 

vegetais podem ser divididos em várias classes (ácidos hidroxibenzóicos, ácidos hidroxicinâmicos, 

antocianinas, proantocianidinas, flavonóis, flavonas, flavonóides, flavanonas, isoflavonas, lignanas 

e estilbenos) (Manach et al., 2004). Eles contribuem substancialmente para o efeito antioxidante de 

muitas espécies de frutos pequenos, apresentando diversos efeitos saudáveis.  

Os polifenóis têm uma potente atividade antioxidante in vitro sendo capazes de remover 

uma vasta gama espécies reativas de oxigênio, nitrogênio e cloro, como por exemplo: ânion 

superóxido, radicais hidroxil, radicais peroxil, ácido hipocloroso e ácido peroxinitroso. Eles 

também quelam íons metais diminuindo assim a sua atividade pró-oxidante. Portanto, uma vez que 

diversas evidências indicam que o aumento do dano oxidativo está associado com o 

desenvolvimento da maioria das principais doenças degenerativas relacionadas com a idade, tem-se 

especulado que os polifenóis podem ter efeitos protetores contra tais condições (Tabart et al., 2009). 

No presente estudo, nosso objetivo inicial foi escolher uma fruta nativa do Brasil que 

apresentasse uma elevada capacidade antioxidante e possuísse características promissoras para ser 

testada biologicamente. Portanto, nós avaliamos a capacidade antioxidante e perfil de compostos 

fenólicos de quatro frutas nativas: araçá amarelo, butiá, pitanga (variedades laranja, vermelha e 

roxa) e amora-preta (cultivares Xavante e Cheroque). Nós observamos que as frutas que 

apresentaram o maior conteúdo de compostos fenólicos (pitanga roxa, amora-preta e araçá), 

também tiveram a maior capacidade antioxidante nos ensaios de DPPH, FRAP e TRAP. Além 

disso, observamos que embora o butiá tenha apresentado o maior conteúdo de ácido ascórbico, sua 

capacidade antioxidante foi muito baixa em todos os ensaios realizados. Portanto concluímos que os 

extratos de pitanga roxa, amora-preta e araçá, seriam os mais promissores para serem testados na 

cultura de células estreladas hepáticas ativadas (GRX). Assim, o extrato de pitanga roxa foi 

escolhido para este trabalho de pesquisa devido a sua elevada capacidade antioxidante, melhor 

caracterização de compostos fenólicos e por ser uma fruta nativa do Brasil.  
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Analisando os cromatogramas do perfil de compostos fenólicos determinado por HPLC-

DAD, observamos que os extratos de pitanga das três variedades (laranja, vermelha e roxa) foram 

muito semelhantes. Derivados do ácido gálico, derivados da quercetina, quercitrina, isoquercitrina, 

derivados do kampferol e cianidina-3-glicosídio foram encontrados nas três variedades de pitanga, 

enquanto derivados de cianidina e quercetina foram encontrados somente nas pitangas vermelha e 

roxa. Além disso, derivados do ácido protocatecuico foram encontrados na pitanga vermelha e 

derivados da malvidina na pitanga roxa. Vários fitoquímicos já foram identificados nas folhas da 

pitangueira, tais como: flavonoides (miricetina, quercetina e quercitrina), esteróides e triterpenóides, 

taninos, antraquinonas e fenóis, sineol e óleos essenciais (Alice et al., 1991; Schmeda-Hirschmann 

et al., 1987), mas existem poucos estudos avaliando a presença destes compostos nas frutas. Celli et. 

al. (2011) avaliaram o perfil de flavonoides nas pitangas vermelha e roxa e identificaram vários 

derivados de flavonoides como cianidina, miricetina e quercetina. Algumas antocianinas como 

cianidina-3-glicosídio e delfinidina-3-glicosídio também foram identificadas, corroborando com os 

resultados encontrados no presente estudo.  

Como já relatado neste trabalho, a fibrose hepática é uma doença muito comum, 

caracterizada pela deposição de componentes da ECM, como colágeno, proteoglicanos, fibronectina 

e ácido hialurônico, que leva a complicações de hipertenção portal e falência hepática. É uma 

doença severa com alta morbidade e mortalidade, representando um sério problema de saúde 

pública, e tratamentos antifibróticos efetivos são muito necessários (Wynn, 2008). Sabe-se que as 

HSCs são as fontes celulares primárias envolvidas na patogênese da fibrose hepática através da sua 

ativação, ou seja, aumento na proliferação, modificação do fenótipo e síntese excessiva de 

componentes da EMC. Portanto, a ativação e proliferação das HSCs é um papel chave na 

fibrogênese, enquanto que a apoptose ou morte celular está associada com a resolução da fibrose 

(Friedman, 2008; Sato et al., 2003). 
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No presente estudo, nós observamos que o extrato de pitanga roxa inibe o crescimento e 

interfere na viabilidade celular nas HSCs ativadas (GRX). Kawada et al. (1998) demonstrou que 

resveratrol, quercetina e N-acetilcisteína também inibiram a proliferação e a expressão de α-SMA 

em células estreladas de ratos. De forma semelhante, a cianidina-3-glicosídio inibiu a proliferação 

celular em HSC isolada de fígado de ratos, e este efeito parece estar diretamente relacionado com a 

inibição na síntese de colágeno tipo I mais do que devido a atividade antioxidante deste composto 

(Bendia et al., 2005). Resultados preliminares do nosso grupo de pesquisa avaliando a expressão de 

colágeno do tipo I por RT-PCR, demonstraram uma significativa redução na expressão nas células 

tratadas com 5 e 50 μg/mL de extrato de pitanga roxa (dados não mostrados). Além disso, nós 

observamos que o perfil de compostos fenólicos do extrato de pitanga roxa apresenta vários 

flavonoides e antocianinas em quantidades significativas, principalmente cianidina-3-glicosídio e 

derivados da quercetina. Assim, os efeitos anti-proliferativo e de redução na viabilidade celular 

observados neste trabalho podem estar relacionados com a presença destes compostos fenólicos nos 

extratos das frutas que teriam papel na resolução da fibrose.           

O ciclo celular é um processo complexo e ubíquo envolvido no crescimento e proliferação 

celular, regulação da reparação de danos ao DNA, hiperplasia tecidual como resposta a injúrias, e 

doenças como câncer.  Sendo assim, o ciclo celular pode ser usado para explorar o mecanismo de 

ação várias drogas e toxinas. A determinação da ploidia celular é uma das abordagens 

experimentais mais usadas para análise da distribuição das células nas diferentes fases do ciclo 

celular e é facilmente medida por citometria de fluxo. Portanto, nossos resultados sugerem que esta 

inibição na proliferação das células GRX tratadas com o extrato de pitanga roxa pode estar 

associada com uma parada no ciclo celular na fase G0G1. De forma semelhante ao observado neste 

trabalho, estudos utilizando vários tipos de ervas da medicina japonesa popular também observaram 

efeitos anti-proliferativos e indução na parada do ciclo celular em G0G1 nas células estreladas 

hepáticas (Chor et al., 2005; Kayano et al., 1998). Além disso, estudos usando compostos fenólicos 
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isolados, como quercetina e baicaleina, também encontraram resultados semelhantes. A quercetina 

promoveu parada no ciclo celular na fase G1 em HSCs devido a seletiva redução nos níveis de 

ciclina D1, uma proteína relacionada com a fase G1 do ciclo celular (Inoue and Jackson, 1999; 

Kawada et al., 1998). Além disso, muitos flavonoides podem alterar a expressão e atividade de 

várias enzimas envolvidas na regulação do ciclo celular em linhagens celulares cancerígenas 

(Casagrande and Darbon, 2001; Rusak et al., 2005). Assim, a parada no ciclo celular observada 

neste estudo pode ser atribuída a presença de alguns compostos fenólicos no extrato de pitanga 

roxa, como quercetina e outros flavonoides, que podem atuar individualmente ou sinergicamente.  

Neste estudo foi observada uma redução no potencial de membrana mitocondrial avaliado 

pelo marcador fluorescente JC1, que foi acompanhada por uma redução na massa mitocondrial 

observada pelo MTG. Estes resultados podem estar relacionados com o efeito anti-proliferativo, 

aumento da citotoxicidade e, principalmente, o aumento na morte celular (apoptose, necrose e 

autofagia) promovida pelo extrato de pitanga roxa. As mitocôndrias são organelas responsáveis pelo 

fornecimento de energia celular, além de estarem envolvidas em diversos outros processos, como 

sinalização, diferenciação celular, morte celular, controle do ciclo celular e crescimento celular 

(McBride et al., 2006). A cadeia respiratória mitocondrial bombeia prótons para o espaço 

intermembrana gerando um gradiente eletroquímico que é conhecido como potencial de membrana 

mitocondrial. Este potencial de membrana é um parâmetro bioenergético que pode afetar diversas 

funções mitocondriais, incluindo síntese de ATP, sequestro de Ca++, fusão mitocondrial, autofagia 

mitocondrial e a geração de espécies reativas de oxigênio (Nicholls and Ward, 2000). Portanto, a 

despolarização mitocondrial é frequentemente atribuída a disfunções na respiração mitocondrial 

(Wikstrom et al., 2009), uma vez que ocorre a abertura dos poros de transição de permeabilidade 

mitocondrial. Além disso, este processo pode promover a liberação de proteínas intermembranas, 

como fatores indutores de apoptose e autofagia, levando a morte celular. Assim, esta marcante 

redução na massa e potencial de membrana mitocondrial observados nas células tratadas com 
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extrato de pitanga roxa podem ser causados pela ativação da apoptose, necrose e autofagia como 

observados no aumento da população de células em sub-G1 no ciclo celular, aumento nas células 

anexina e PI positivas e aumento na presença de autofagossomos e autolisossomos.   

Como mencionado anteriormente, a inibição da ativação das HSCs e a indução da apoptose 

são estratégias importantes na prevenção e tratamento da fibrose hepática. A apoptose é um 

processo fisiológico normal durante o desenvolvimento e diferenciação celular, e ao contrário da 

necrose, a apoptose é um processo fisiológico bem regulado. Muitos flavonoides tem a propriedade 

de alterar a expressão e atividade de diversas enzimas envolvidas na regulação da apoptose, 

possuindo propriedades citostáticas e de indução da apoptose em diversos tipos celulares. 

Miricetina, quercetina e kaempferol tem apresentado atividade de induzir a apoptose em células de 

leucemia mieloide humana (HL-60) (Rusak et al., 2005). Além disso, neferina e ácido rosmarínico 

reduzem a proliferação e induzem a apoptose na linhagem de célula estrelada de ratos HSC-T6 

(Ding et al., 2011; Zhang et al., 2011). De acordo com Ding et al. (2011), a neferina induz a 

apoptose nas células HSC-T6 pelo aumento na ativação de caspase-3, ou seja, por via mitocondrial. 

Portanto, o aumento marcante na apoptose e necrose observado nas células tratadas com extrato de 

pitanga roxa por 72hs podem estar relacionados com esta rota mitocondrial, uma vez que 

observamos o aumento na ativação das caspases e a redução no potencial de membrana e massa 

mitocondrial.   

A natureza das mudanças celulares que leva ao aumento na granulosidade intracelular é 

dependente do agente indutor e do tipo de célula avaliada. O aumento na granulosidade 

citoplasmática observado neste trabalho foi devido a ativação da autofagia e produção de vacúolos 

autofágicos. Haynes and colleagues (2009) observaram um aumento na granulosidade intracellular 

em células de câncer de próstata expostas a quimioterapêuticos e concluíram que esta mudança no 

fenótipo celular pode ser um marcador útil para identificar moléculas que inibem o crescimento 

celular e induzem a morte celular. Neste trabalho, nós comprovamos a presença da autofagia através 
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da presença de AVOs corados por AO nas células GRX tratadas com extrato de pitanga roxa, o que 

indica uma maturação dos autofagossomos e comprova a eficiência do processo autofágico. Além 

disso, estes resultados foram reforçados pela visualização ultraestrutural das células através da TEM 

mostrando a presença de autofagossomos e autolisossomos, e pelo aumento na expressão da Atg 7, 

uma  proteína relacionada com a autofagia, nas células tratadas com extrato de pitanga roxa.     

Embora não tenham sido encontrados na literatura trabalhos avaliando o efeito do extrato de 

pitanga roxa sobre a indução da autofagia em HSCs, existem alguns estudos mostrando os efeitos 

benéficos de compostos naturais, como resveratrol e tocotrienóis, na indução da autofagia em 

células estreladas pancreáticas e células cancerígenas (Filippi-Chiela et al., 2011; Rickmann et al., 

2007). Um estudo recente de Filippi-Chiela et al. (2011) mostrou que existe uma interação entre 

autofagia, ciclo celular e apoptose em células de glioma tratadas com resveratrol, e concluíram que 

a autofagia pode ser uma intervenção terapêutica promissora no tratamento do câncer. Além dos 

efeitos anti-proliferativos e citotóxicos de alguns compostos fenólicos nas HSCs ativadas, tem sido 

demonstrado o efeito antifibrótico de vários compostos naturais, como resveratrol, quercetina entre 

outros (Braganca de Moraes et al., 2012; Kawada et al., 1998; Souza et al., 2008), entretanto, não 

foram encontrados trabalhos na literatura avaliando o papel da autofagia na reversão da fibrose.    

A presença de mitofagia também foi avaliada neste trabalho e observamos que o extrato de 

pitanga roxa aumentou a colocalização de mitocôndrias e lisossomas quando observados por 

microscopia confocal. Originalmente acreditava-se que a autofagia não era um processo seletivo, ou 

seja, atuava captando componentes citosólicos aleatoriamente e possuía uma regulação universal e 

pouco seletiva. Mais tarde, o conceito de autofagia específica foi introduzido após a observação de 

que autofagossomos poderiam degradar alguns tipos de macromoléculas e organelas em particular, 

como por exemplo, as mitocôndrias (Goldman et al., 2010; Klionsky et al., 2008). A atividade 

mitofágica pode ser ativada em resposta ao dano mitocondrial, o que promove a degradação e 

remoção destas mitocôndrias; e sob condições fisiológicas quando esta organela atua nos processos 
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de diferenciação e função celular (Goldman et al., 2010). Portanto, a redução no potencial de 

membrana mitocondrial observados nas células tratadas com o extrato de pitanga roxa pode estar 

ativando a sinalização para a remoção destas mitocôndrias danificadas através da mitofagia, o que 

pode ser comprovado pela redução na massa mitocondrial também observado neste trabalho.   

Em resumo, este trabalho sugere que o extrato de pitanga roxa poderia ser utilizado como 

um possível alvo terapêutico na fibrose hepática, uma vez que apresentou efeitos antiproliferativos e 

citotóxicos, além de induzir a morte celular por apoptose e necrose em células estreladas hepáticas 

ativadas. Além disso, observamos uma indução da autofagia e mitofagia nas células tratadas com o 

extrato de pitanga roxa, o que poderia estar relacionado com um mecanismo adicional de resolução 

do estado de ativação destas células. Portanto, torna-se interessante e necessário mais estudos 

avaliando o efeito desta fruta no cenário da resolução da fibrose hepática, tanto in vitro como in 

vivo.  
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CONCLUSÕES 
 

 Os resultados obtidos na presente Tese permitem concluir que: 

1. A pitanga roxa foi uma das frutas que apresentou o maior conteúdo de compostos fenólicos 

(pitanga roxa, amora-preta e araçá) e maior capacidade antioxidante nos ensaios de DPPH, FRAP e 

TRAP, o que pode ser atribuído a presença dos seguintes compostos fenólicos: derivados do ácido 

gálico, derivados da quercetina, quercitrina, isoquercitrina, derivados da cianidina e cianidina-3-

glicosidio; sendo portanto a fruta de escolha para análise do potencial biológico nos ensaios com 

cultura de células.  

2. O extrato de pitanta roxa promoveu redução na proliferação celular e citotoxicidade, além de 

aumentar a morte celular por apoptose e necrose sobre as HSCs ativadas. Nossos resultados 

sugerem que a redução na proliferação celular pode estar associada a parada no ciclo celular em 

GoG1, e que a apoptose ocorre por via mitocondrial devido a ativação das caspases, e redução no 

potencial de membrana e massa mitocondrial.  

3. O extrato de pitanga roxa induziu autofagia e mitofagia nas células estreladas hepáticas ativadas, 

o qual foi comprovado pelo aumento no número de autofagossomos e autolisossomos nas células 

tratadas, além da maior expressão da proteína Atg7. Estes resultados indicam que a indução da 

autofagia e mitofagia pode ser um possível alvo terapêutico na resolução da fibrose hepática.  
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PERSPECTIVAS 
 

• Avaliar o perfil de compostos fenólicos por HPLC-MS-MS, a fim de melhor caracterizar e 

quantificar os compostos fenólicos e carotenoides das frutas estudadas nesta tese.  

• Avaliar a expressão de genes e proteínas envolvidos no ciclo celular e morte celular por 

apoptose e necrose em HSCs tratadas com extrato de pitanga roxa.  

• Elucidar o mecanismo molecular de indução da autofagia nas HSCs ativadas. 

• Verificar o efeito do extrato de pitanga roxa sobre outras células hepáticas, como células 

quiescentes presentes no fígado saudável, hepatócitos e células de Kupffer. 

• Realizar estudos avaliando os efeitos do extrato de pitanga roxa sobre marcadores do estado 

de ativação das células estreladas hepáticas quiescentes e ativadas.  

• Verificar o efeito dos extratos de frutas nativas sobre a adipogênese em células 

mesenquimais derivadas de tecido adiposo e pré-adipócitos (3T3-L1), uma vez que alguns 

estudos preliminares mostraram que o extrato de pitanga roxa inibe significativamente o 

acúmulo de gotas lipídicas quando a adipogênese é induzida.  
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ANEXO II 
 
Comprovante de submissão do manuscrito “Antioxidant capacity and bioactive compounds of 

some Brazilian native fruits” ao periódico European Food Research and Technology 

 

 

 

  


	PARTE I
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE ABREVIATURAS
	LISTA DE FIGURAS
	INTRODUÇÃO
	1. Fibrose Hepática
	2. Célula Estrelada Hepática (HSC)
	3. Reversão e tratamento da fibrose hepática
	4. HSCs e apoptose
	5. HSCs e autofagia
	6. HSCs e antioxidantes
	7. Pitanga roxa (Eugenia uniflora L.)
	OBJETIVOS
	CAPÍTULO I
	CAPÍTULO II
	CAPÍTULO III
	DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	PERSPECTIVAS
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	ANEXO I
	ANEXO II



	1. Objetivo geral
	2. Objetivos específicos
	PARTE II
	Antioxidant capacity and bioactive compounds of some Brazilian native fruits
	Antiproliferative and cytotoxic effects of purple pitanga (Eugenia uniflora L.) extract on activated hepatic stellate cells
	Purple pitanga (Eugenia uniflora L.) extract induces autophagy on activated hepatic stellate cells
	PARTE III
	ANEXOS
	Normas para preparação de manuscritos para submissão ao periódico Journal of Cellular Biochemistry
	Comprovante de submissão do manuscrito “Antioxidant capacity and bioactive compounds of some Brazilian native fruits” ao periódico European Food Research and Technology




