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RESUMO

LOPES, R. Estudo do efeito de compostos naturais bioativos no metabolismo
lipidico de células Huh-7.5 e sua interagcao com o ciclo de replicagao do virus
da hepatite C em células expressando o SGR-JFH1 (Tese). Araraquara: Instituto
de Quimica, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”; 2019. 112 p.

A hepatite C € uma doencga inflamatdria cronica, causada pelo virus da hepatite C
(HCV), que constitui um grave problema de saude publica, pois acomete milhares de
pessoas no mundo todo, podendo evoluir para cirrose hepatica ou carcinoma
hepatocelular. Os tratamentos atualmente disponiveis podem nao ser eficientes para
todos os gendtipos ou situacdo clinica associada ao grau de fibrose hepatica, e
podem induzir importantes efeitos colaterais. Neste contexto, a analise de
compostos naturais bioativos (CNBs) representa uma via importante para
complementar os tratamentos ja estabelecidos, potencializando os resultados
terapéuticos. O objetivo deste estudo foi caracterizar as etapas finais da biossintese
do HCV, concomitante ao metabolismo lipidico celular associado a formacao e
secrecado das lipoparticulas virais, e, analisar os mecanismos moleculares em
culturas celulares, quando submetidas a diferentes tratamentos com os CNBs:
curcumina, piperina, naringenina e nobiletina. Estes CNBs foram avaliados quanto a
diversos efeitos sobre células infectadas ou nao com o HCV, por meio de ensaios de
viabilidade celular, atividade enzimatica por fluorescéncia, apoptose pela avaliagao
da ligacao de anexina V por citometria de fluxo e determinacdo de niveis de
expressao de proteinas por western blotting. Os resultados demonstraram efeito de
inibicdo da replicacdo ou liberacdo da particula viral em diferentes condi¢cdes de
tratamento, inducao de apoptose nas células infectadas com o HCV, discreta
inibicdo da atividade de MTTP (principalmente nas células nao-infectadas), e
diferentes padrdes de inibicdo ou estimulacdo da expressao de proteinas, indicando
que os tratamentos podem atuar sobre vias diferentes de sinalizacdo celular. A
analise do desempenho dos CNBs, considerando a inibi¢ao da carga viral, a indugao
da apoptose e a inibicdo da enzima MTTP, indicou que a combinacdo CL/PP teve
melhor performance dentre os compostos testados. Desta forma, os CNBs
estudados apresentaram efeitos potencialmente vantajosos para utilizagdo como
terapia complementar ao tratamento alopatico da hepatite C.

Palavras-chave: Hepatite C; células hepaticas; compostos bioativos; produtos
naturais; flavonoides.



ABSTRACT

LOPES, R. Study of natural bioactive compounds effect on lipid metabolism of
Huh-7.5 cells and the interaction with hepatitis C virus replication cycle in cells
expressing the SGR-JFH1 (Thesis). Araraquara: Institute of Chemistry, Sdo Paulo
State University “Julio de Mesquita Filho”, 2019. p. 112.

Hepatitis C is a chronic inflammatory disease caused by hepatitis C virus (HCV). It
constitutes a serious public health issue, affecting millions of people worldwide, and it
can progress to liver cirrhosis or hepatocellular carcinoma. The available treatment
regimen might not be efficient to all genotypes or clinical status associated to the
degree of hepatic fibrosis, and it can induce the development of important collateral
effects. In this context, the analysis of natural bioactive compounds (NBCs)
represents an important pathway to supplement the already established treatments,
enhancing the therapeutic outcome. The aim of this study was to characterize the
final stages of HCV biosynthesis, concomitant with the cellular lipid metabolism,
associated with the formation and secretion of viral lipoviral particles, and analyze
molecular mechanisms in cell cultures, when submitted to different treatments with
the NBCs: curcumin, piperine, naringenin, and nobiletin. These NBCs were evaluated
based on distinct effects on infected with HCV or non-infected cells, through viability
assays, fluorescence enzymatic activity, apoptosis analysis through the evaluation of
annexin V binding by flow cytometry, and protein expression level detection by
western blotting. The results demonstrate inhibition of replication or release of the
viral particle under different treatment conditions, induction of apoptosis on HCV
infected cells, discrete inhibition of MTTP activity (mainly on non-infected cells), and
different patterns of inhibition or stimulation of protein expression, indicating that the
treatments act over different cell signaling pathways. Considering the results of viral
load inhibition, apoptosis induction and MTTP enzyme inhibition, the NBCs
performance analysis indicated that the combination CL/PP achieved the best results
amongst the tested compounds. Therefore, the studied NBCs presented effects
potentially advantageous to be applied as complementary therapy to the allopathic
treatment of hepatitis C infection.

Keywords: Hepatitis C; hepatic cells; bioactive compounds; natural products;
flavonoids.
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. INTRODUGAO

A hepatite C é uma doenca inflamatéria crénica que esta classificada entre as
principais hepatites virais devido a distribuicdo mundial e aos prejuizos significativos
causados a saude publica.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que em 2015 a hepatite C
crbnica acometeu 71 milhdes de pessoas. Neste mesmo ano, a prevaléncia global
da doenca foi de 1% da populagéo, sendo que o numero de recém-infectados (1,75
milhdo) excedeu o de mortes (399 mil) diretamente relacionadas a complicagbes
hepaticas decorrentes da doenga crénica (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2017). Os dados epidemioldgicos no Brasil para hepatites virais sdo escassos e
muitas vezes divergentes, pois apesar de se tratar de uma doenga de notificagdo
compulsoéria, o sistema informacional dispde de bancos de sangue e hemocentros
como principal fonte notificadora em areas geograficas restritas e €, portanto, grupo-
especifico, o que dificulta a estimativa para a populagado geral (CARVALHO et al.,
2014; CRUZ; SHIRASSU; MARTINS, 2009; MARTINS; NARCISO-SCHIAVON;
SCHIAVON, 2010). Segundo o Boletim Epidemiolégico do Ministério da Saude, de
1999 a 2016 foram registrados 155 mil casos em que ambos os marcadores anti-
HCV e RNA-HCV foram detectados (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

O objetivo geral do tratamento da doenca € manter ou melhorar a qualidade
de vida do paciente através de uma terapia segura, que promova a redugédo da
progressao do dano hepatico e previna as complicacdes decorrentes da cirrose, de
forma a prevenir a evolugéo ao carcinoma hepatocelular (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE HEPATOLOGIA, 2014).

Novos agentes antivirais de acao direta (DAAs) foram desenvolvidos e estao
sendo pesquisados; inicialmente alguns foram utilizados concomitantemente com
PEGIFN-a e ribavirina, o que levou ao aumento simultdneo das taxas de resposta e
dos efeitos toxicos. Contudo a combinacao dos DAAs em diferentes estagios do ciclo
viral se mostra altamente efetiva e possibilita o desenvolvimento de tratamentos sem
interferon ou sem ribavirina, o que aumenta a tolerabilidade (FELD et al., 2015;
GOTTE; FELD, 2016; KUMTHIP; MANEEKARN, 2015).

No Brasil, o Ministério da Saude no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS)
preconiza a terapéutica baseada em PEGIFN-a-2a, PEGIFN-a-2b, ribavirina, e os

DAAs sofosbuvir, daclatasvir e simeprevir, em diferentes combinagdes e posologias,
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de acordo com gendtipo do virus, presengca de coinfecgdo, de fibrose hepatica
avancada, entre outros fatores (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Para
melhorar a taxa de éxito no tratamento, outras monoterapias ou combinagdes
terapéuticas tém sido investigadas (NOORALI; PACE; BAGASRA, 2011).

Os compostos naturais bioativos (CNBs) podem prover uma via
complementar as terapias existentes. Muitos destes compostos tém demonstrado
diversas caracteristicas benéficas na terapéutica de varias doencas, e apresentam
ampla diversidade quimica, baixo custo de producdo e efeitos colaterais mais
brandos ou inexistentes (JARDIM et al., 2015).

Desta forma, o estudo da relagao entre a atividade de CNBs com o virus da
hepatite C (HCV), em suas diversas etapas extra e intracelulares se justifica como
uma necessidade para melhor compreensdo dos mecanismos e vias moleculares
influenciadas pelo ciclo replicativo e formagcao de novas lipoparticulas virais, e,

consequentemente, para o aprimoramento dos tratamentos disponiveis.
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VI. CONCLUSOES

Este estudo examinou os mecanismos pelos quais os CNBs curcumina,
piperina, a combinagdo de curcumina e piperina, naringenina e nobiletina atuam na
infeccao pelo HCV, quanto a diferentes efeitos bioldgicos.

Quanto ao efeito sobre a replicagdo do RNA viral do HCV, foram avaliados
periodos diferentes de incubagdo dos CNBs nas células infectadas com o virus. Em
todos os tratamentos, o periodo mais longo resultou em redu¢do mais pronunciada,
com grande potencial para utilizagdo em terapia complementar da doenga. Além
disso, de forma geral, o impacto sobre a liberagdo do virus no meio extracelular foi
maior que o observado dentro da célula. A identificacido das etapas em que cada
CNB atua poderia ser util para a determinagao da melhor combinacgao terapéutica.

Em relacdo a acao dos tratamentos sobre a atividade da enzima MTTP, que
apresenta um papel importante no metabolismo lipidico e no ciclo de replicacdo do
HCV, os CNBs exibiram inibicdo enzimatica discreta, quase que restrita as células
nao-infectadas, o que leva a crer que esta ndo seja uma via sobre a qual os CNBs
influenciam na interacao virus-célula hospedeira.

No que concerne os niveis de inducdo de apoptose, ha uma tendéncia de
aumento apods tratamento nas células infectadas, sugerindo efeito pré-apoptético dos
CNBs.

Por fim, os resultados relativos a expressao proteica foram preliminares, e
limitados a analise da influéncia dos tratamentos no comportamento viral, pela
relacado das células SGR-JFH1 e as células Huh-7.5. Nesta etapa, foram observados
efeitos sobre as vias de proliferagao, apoptose, metabolismo celular e lipidico, e os
tratamentos apresentaram respostas diferentes, demonstrando capacidade distinta
de interagdo nas vias metabdlicas e de sinalizagao celular.

Desta forma, diante dos resultados obtidos, é possivel concluir que CNBs
apresentam potencial terapéutico complementar no tratamento de hepatite C, o que
deve ser avaliado de acordo com a aplicagdo especifica desejada, seja no ciclo de
replicacao viral, ou nas consequéncias da persisténcia e cronicidade da doenca,

com a possibilidade de melhoramento dos esquemas terapéuticos atuais.
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