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RESUMO 

A hepatite C é uma doença inflamatória crônica, causada pelo vírus HCV, o qual 

acomete milhares de pessoas em todo o mundo. O processo inflamatório crônico 

causado pela hepatite C pode acarretar em quadros clínicos mais graves, como 

cirrose e carcinoma hepatocelular. Os tratamentos disponíveis no mercado são 

eficientes quanto a negativação da carga viral, entretanto, além de causarem 

efeitos colaterais também são ineficazes quanto ao controle do processo 

inflamatório, caracterizando-se como o fator mais problemático da doença 

atualmente. Neste contexto, os compostos naturais bioativos (CNBs), curcumina 

e piperina, podem apresentar-se como uma possível alternativa, atuando como 

adjuvantes aos tratamentos já estabelecidos, potencializando os efeitos 

terapêuticos e contribuindo na diminuição dos efeitos adversos, além de 

controlar o processo inflamatório. O objetivo deste estudo foi analisar os 

mecanismos e vias moleculares importantes para a replicação e montagem viral, 

via SMAD 6, SMAD 7 e VAP-A, além das vias relacionadas à inibição da 

apoptose, HIF-1 α e p62, todas relacionadas à fosfoproteína NS5A, e dessa 

forma, comparar os resultados de células não infectadas (Huh 7.5) com as 

células infectadas por HCV (SGR-JFH1). Afim de melhorar a biodisponibilidade 

dos compostos naturais, foi utilizado um sistema de entrega de nanoemulsão. A 

fosfoproteína NS5A não respondeu aos tratamentos com CNBs, enquanto as 

proteínas HIF-1α e p62 não foram detectadas por western blotting, 

impossibilitando a determinação dos resultados em células Huh 7.5 e SGR- 

JFH1. Através das análises de PCR em tempo real foi observado que ambos os 

CNBs, com ou sem nanoemulsão, diminuíram significativamente a carga viral do 

HCV, não apresentando diferenças significativas entre si. Além disso, também 

foi testado o efeito do sistema de nanoemulsão sem os compostos naturais, que 

gerou um aumento da carga viral em células SGR-JFH1. Os resultados 

demonstraram que ambos os tratamentos surtiram o mesmo efeito na análise de 

PCR em tempo real, em células Huh 7.5 e SGR-JFH1, sobre as expressões das 

SMAD 6, exceto os CNBs sem nanoemulsão, que elevou a expressão da smad 

em questão na SGR-JFH1. Apenas os compostos não emulsionados 

aumentaram a expressão da SMAD 7 e VAP -A em SGR-JFH1. A nanoemulsão 

sem CNBs elevou significativamente a expressão de SMAD 6, porém o mesmo 

não ocorreu com a SMAD 7 e VAP-A. A nanoemulsão também não apresentou 

efeito sobre a apoptose, enquanto que os CNBs com ou sem o sistema de 

nanoemulsão demonstraram entre 30 e 40% de apoptose tanto em células Huh 

7.5 quanto em SGR-JFH1. 
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ABSTRACT 

Hepatitis C is a chronic inflammatory disease caused by the HCV virus, which affects 

thousands of people worldwide. The chronic inflammatory process caused by hepatitis 

C can lead to more serious clinical conditions, such as cirrhosis and hepatocellular 

carcinoma. The treatments available on the market are efficient in terms of negative viral 

load, however, in addition to causing side effects, they are also ineffective in controlling 

the inflammatory process, characterizing it as the most problematic factor of the disease 

today. In this context, natural bioactive compounds (NBCs), curcumin and piperine, can 

be presented as a possible alternative, acting as adjuvants to already established 

treatments, enhancing therapeutic effects and contributing to the reduction of adverse 

effects, besides controlling the inflammatory process. The objective of this study was to 

analyze the mechanisms and important molecular pathways for viral replication and 

assembly, via SMAD 6, SMAD 7 and VAP-A, in addition to the pathways related to the 

inhibition of apoptosis, HIF-1 α and p62, all related to phosphoprotein NS5A, and thus 

compare the results of uninfected cells (Huh 7.5) with HCV-infected cells (SGR-JFH1). 

In order to improve the bioavailability of the natural compounds, a nanoemulsion delivery 

system was used it. The NS5A phosphoprotein did not respond to treatments with NBCs, 

while the HIF-1α and p62 proteins were not detected with western blotting, making it 

impossible to determine the results in Huh 7.5 and SGR-JFH1 cells. Through real-time 

PCR analysis, it was observed that both NBCs, with or without nanoemulsion, 

significantly reduced the HCV viral load, showing no significant differences between 

them. Moreover, the effect of the nanoemulsion system without the natural compounds 

was also tested, which generated an increase in viral load in SGR-JFH1 cells. The results 

demonstrated that both treatments had effect in the real-time PCR analysis, in Huh 7.5 

and SGR-JFH1cells, about expressions of SMAD 6, except NBCs without 

nanoemulsion, which increased the expression of the smad in question in SGR-JFH1 

cells. Only non-emulsified compounds increased SMAD 7 and VAP-A expression. in 

SGR-JFH1. The nanoemulsion system without the natural compounds was also tested, 

significantly increased the expression of SMAD 6, but the same did not occur with SMAD 

7 and VAP-A. The nanoemulsion also had no effect on apoptosis, whereas NBCs with 

or without the nanoemulsion system demonstrated levels of apoptosis between 30 and 

40% in both Huh 7.5 and SGR-JFH1 cells. 
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1. Introdução 

 

 
1.1 Epidemiologia do vírus da hepatite C 

A hepatite C é uma doença inflamatória crônica que está classificada entre 

as principais hepatites virais devido à distribuição mundial e aos prejuízos 

significativos causados à saúde pública. Em 2015, o Observatório Polaris foi 

criado para monitorar e prever a carga de doenças da hepatite C e B, foram 

coletados dados de 100 países, representando mais de 85% da população 

mundial (Roudot-Thoraval, 2021). 

Com base nos dados coletados pelo Observatório Polaris, o Centro de 

Controle de Doenças (CDC) estima que em 2019 a hepatite C crônica acometeu 

62 milhões de pessoas. Neste mesmo ano, a prevalência global da doença foi 

em torno de 1% da população (World Health Organization, 2017; Manns et al., 

2017; Center for Disease Control and Prevention, 2023). 

A infecção aguda por hepatite C leva ao desenvolvimento de hepatite crônica 

em 70 a 80% dos casos, com risco de gerar quadros clínicos mais graves, 

aproximadamente 10 a 20% dos indivíduos cronicamente infectados 

desenvolvem complicações, como cirrose e carcinoma hepatocelular em um 

período de 20 a 30 anos (Roudot-Thoraval, 2021; Roger et al., 2021). 

O desenvolvimento de tais complicações, favorecido pelo diagnóstico tardio, 

deve-se ao fato de se tratar de uma doença silenciosa. Além disso, outro grande 

obstáculo para o diagnóstico precoce, o qual ocorre sobretudo em países com 

recursos limitados, são os custos das ferramentas moleculares, que são 

essenciais para diagnosticar e acompanhar a doença (Roger et al., 2021). 

Infelizmente, no Brasil a baixa taxa de diagnóstico para hepatite C também é 

uma realidade. Os dados epidemiológicos no Brasil para hepatites virais, além 

de escassos, são muitas vezes divergentes, pois apesar de se tratar de uma 

doença de notificação compulsória, o sistema informacional dispõe de bancos de 

sangue e hemocentros como principal fonte notificadora em áreas geográficas 

restritas e é, portanto, grupo-específico, o que dificulta a estimativa para a 

população geral (Carvalho et al., 2014; Cruz; Shirassu; Martins, 2009; Martins; 

Narciso-Schiavon; Schiavon, 2010). Segundo o Boletim Epidemiológico 
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do Ministério da Saúde, de 2000 a 2022 foram registrados 432.781 mil casos em 

que pelo menos um dos marcadores anti-HCV e RNA-HCV foram detectados 

(Ministério da Saúde, 2023). Tais informações revelam que o êxito em combater 

esta doença não se concentra em apenas desenvolver tratamentos cada vez 

mais eficazes, pois um dos grandes desafios para alcançar a erradicação global 

da hepatite C continua sendo a redução do subdiagnóstico (Roger et al., 2021). 

 
1.2 Genótipos do HCV e sua distribuição global 

A hepatite C é causada pelo vírus HCV, cujo genoma é extremamente 

instável, sendo relatado como quasispecie viral (Tsukiyama-Kohara, 2017). O 

termo quasispecie viral refere-se a uma estrutura populacional que apresenta 

altos índices de genomas variantes, denominados espectros mutantes, enxames 

mutantes ou nuvens mutantes. Devido à alta taxa de mutação, as cepas 

variantes surgem continuamente à medida que a replicação viral prossegue 

(Domingo; Perales, 2019). 

As cepas de HCV são classificadas em sete genótipos reconhecidos e 67 

subtipos já confirmados (Weller et al., 2017). Os genótipos são indicados por um 

número arábico de 1 a 7, acompanhado por uma letra minúscula para especificar 

o subtipo (Roger et al., 2021). A classificação é feita com base em análises 

filogenéticas (Figura 1) e na sequência de genomas virais inteiros (Weller et al., 

2017). 

Os genótipos possuem uma variação na sequência de nucleotídeos entre 25 

a 35% e os subtipos diferem entre si em cerca de 15 a 25% (Simmonds et al., 

2017). Em apenas um único hospedeiro infectado pelo HCV é possível encontrar 

um pool de quasiespécies (Farci; Bukh; Purcell, 1997; Tsukiyama-Kohara; 

Kohara, 2017). 



24 
 

 

Figura 1. Análise filogenética do genoma do HCV 
 

Fonte: Cuypers et al., 2015. 

 
 

A distribuição geográfica dos genótipos do HCV é complexa, pois sua 

prevalência muda de acordo com o país (Weller et al., 2017). Contudo, foi 

constatado que alguns subtipos, especificamente 1a, 1b, 2a e 3a, são 

amplamente distribuídos em todo o mundo e, proporcionalmente, são os mais 

comuns em infecções por HCV (Weller et al., 2017). O genótipo 1 tem 

demonstrado ser o mais prevalente globalmente (46%), seguido pelo genótipo 3 

(Gower et al., 2014; Messina et al., 2015). Os genótipos 2, 4, 5 e 6 representam 

menos de 10% das infecções, já o genótipo 7 foi registrado poucos casos na 

África Central (Smith et al., 2014; Murphy et al., 2015) Figura 2. 

O genótipo 1 é o mais prevalente na maioria dos países da Europa e América 

do Norte, seguido pelos genótipos 2 e 3. O genótipo 2 é mais frequente na África 

Central, enquanto que, o genótipo 3 possui uma maior prevalência de infecções 

na Índia, Paquistão, Tailândia entre outros países asiáticos, sendo também 

encontrado em países do norte da Europa. O genótipo 4 encontra-se, 

principalmente, na África Central e no Oriente Médio, já o genótipo 5 é comum 

na África Meridional. O genótipo 6 possui uma alta prevalência no leste e sudeste 

da Ásia, encontrado principalmente no Laos e no Vietnã (Messina et al., 2015; 

Roger et al., 2021). A figura 2 ilustra a distribuição geográfica dos diferentes 

genótipos para melhor compreensão. 
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Figura 2. Prevalência e distribuição global dos genótipos do vírus HCV, o 
genótipo 7 é encontrado em apenas alguns países da África Central. 

 

Fonte: ROGER et al., 2021. 

 
 

1.3 Estrutura do vírus da hepatite C 

O HCV é um pequeno vírus da família Flaviviridae, um vírus envelopado cujo 

genoma é composto de fitas de RNA simples de polaridade positiva com 

aproximadamente 9,6 kb de extensão (Tsukiyama-Kohara, 1992). 

Para que ocorra a replicação e tradução do vírus o genoma do HCV codifica 

somente uma fase de leitura aberta (ORF) de 3010 aminoácidos flanqueados por 

5’ e 3’ de regiões não traduzidas (NTRs) (Tanaka, 1995; Tsukiyama-Kohara, 

1992). O 5’ NTR contém um local interno de entrada do ribossoma, denominada 

IRES. A tradução da proteína do HCV começa a partir do 5-UTR IRES 

produzindo uma única poliproteína, o qual a partir dela gera-se 10 proteínas 

(Tsukiyama-Kohara, 1992). 

A poliproteína é processada por dois tipos de proteases, as celulares e as 

virais, que geram, respectivamente, as proteínas estruturais, que formam as 

partículas virais (core e envelope de glicoproteínas E1 e E2) e as proteínas não 

estruturais (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (Tanaka, 1995; 

Tsukiyama-Kohara, 1992; Tang; Grisé, 2009) (Figura 3). 
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Figura 3. Estrutura do HCV 
 
 

Fonte: Adaptado de Morales; Fabrizi, 2015. 

 
 

1.4 Entrada do vírus no hepatócito 

A transmissão do vírus HCV ocorre pela via parenteral (Kupfer, 2016), ao 

atingir o fígado o vírus passa pelo espaço de Disse, passando pelo endotélio 

fenestrado onde entra em contato com a superfície basolateral dos hepatócitos 

(Gerold; Pietschmann, 2014; Zeisel; Felmlee; Baumert, 2013). 

O vírus do HCV liga-se a lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL), 

associadas a proteína apolipoproteína (Apo) B-100 e apolipoproteínas E e C, 

permitindo sua circulação na corrente sanguínea (Zeisel; Felmlee; Baumert, 

2013). 

O HCV possui afinidade com diversos receptores de membrana, que 

possibilita a invasão à célula. Os proteoglicanos de sulfato de heparano (HSPG), 

são expressos na maioria das superfícies celulares dos mamíferos. Os HSPGs 

se ligam a várias proteínas extracelulares, moléculas de adesão e fatores de 

crescimento, além de mediar a ligação e a entrada de uma variedade de vírus, 

incluindo o HCV (Zeisel; Felmlee; Baumert, 2013; Kardashian; Pockros, 2017). 

Neste caso, o HSPG se liga à HVR1 da glicoproteína E2, possibilitando a 

entrada do HCV à célula. O receptor LDL (LDLR), devido à afinidade, liga-se à 

apolipoproteína E da partícula viral. Outros receptores celulares, responsáveis 

pela permeabilidade do HCV em hepatócitos, são: a tetraespanina CD81, a 

proteína tight junction claudina-1 (CLDN1), ocludina (OCLN) e o receptor de 

classe B scavenger tipo I (SRB1) (Bartenschlager; Lohmann; Penin, 2013; 
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Kupfer, 2016; Gerold; Pietschmann, 2014; Zeisel; Felmlee; Baumert, 2013; 

Dubuisson; Cosset, 2014). Os receptores de tirosina-cinases (RTK), como o 

receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) e o receptor de efrina A2 

(EphA2), também são responsáveis pela intermediação da entrada do vírus a 

CD81 e a CLDN1, que geram a fusão da membrana com as glicoproteínas do 

envelope viral (Figura 4) (Bartenschlager; Cosset; Lohmann, 2010; Gerold; Rice, 

2011; Lindenbach; Rice, 2013; Ujino et al., 2016; Urbaczek et al., 2015). 

 
Figura 4. Entrada do HCV no hepatócito 

 

Fonte: Tese João Pedro Marques Rodrigues Barros, 2017. 

 
 

1.5 Replicação do RNA viral 

A entrada do HCV na célula ocorre por endocitose mediada por clatrina, que 

confere baixo pH endossomal, promovendo a fusão do vírus à membrana do 

endossoma e posterior desenvelopamento viral. O RNA viral é liberado no 

citoplasma e traduzido via IRES na membrana do retículo endoplasmático rugoso 

(RER). O genoma de RNA, de sentido positivo, é replicado por uma fita 

intermediária negativa, que ao ser traduzido produz novas proteínas e novos 

moldes de RNA que serão usados para futuras replicações e montagem de 

novas partículas virais (Tsukiyama-Kohara, 1992). 
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Como já mencionado, a tradução do RNA viral produz uma única 

poliproteína, o qual a partir dela gera-se 10 proteínas (Tsukiyama-Kohara, 1992). 

A poliproteína é processada, gerando as proteínas estruturais, que formam as 

partículas virais (core e envelope de glicoproteínas E1 e E2) e as proteínas não 

estruturais (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (Tanaka, 1995; 

Tsukiyama-Kohara, 1992; Tang; Grisé, 2009). O processo de replicação ocorre 

através da ação das proteínas NS3/4A, NS4B, NS5A e NS5B, sendo que a RNA 

polimerase dependente de RNA viral NS5B é a enzima fundamental para a 

síntese de RNA (Lohmann, 2013). 

 
Figura 5. Esquematização do genoma do HCV e processamento da poliproteína 
viral. 

 

Fonte: ABDEL-HAKEEM, M.; SHOUKRY, N, 2014 

Legenda: O genoma do HCV é composto por uma ORF flanqueado por 5' e 3' UTRs. A 
tradução mediada por IRES gera uma poliproteína que é processada em 10 proteínas 
virais. Peptidases celulares clivam E1, E2 e p7 da poliproteína (setas rosas). A protease 
NS2-NS3 se auto-cliva (seta verde). A protease NS3, auxiliado por seu cofator ligado à 
membrana, NS4A, cliva as proteínas restantes NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B (setas 
violetas). 

 
Durante o processamento da poliproteína do HCV (Figura 5), as peptidases 

clivam as proteínas estruturais, ou seja, core, E1, E2 e a junção p7/NS2. A 

clivagem entre NS2 e NS3 é mediada pela cisteína protease NS2. Já a NS3 

possui a função de clivar a NS4A e NS4B. A NS4A associa-se ao N-terminal de 

NS3, formando um complexo de protease NS3/4A, que tem por função clivar as 

junções NS4B/5A e NS5A/5B (Abdel-Hakeem; Shoukry, 2014). 



29 
 

 
 

 

1.6 Montagem da partícula viral 

O vírus do HCV, durante a infecção, prepara um sítio de replicação, 

denominada ‘membranous web’, uma estrutura de vesículas membranosas 

desenvolvida pela NS4B. Durante a montagem da partícula viral é necessário 

que a cadeia de RNA seja liberada da ‘membranous web’ juntamente com a 

NS5A. Em seguida, o RNA viral é transportado pela proteína TIP47 para se 

associar às gotículas lipídicas (LD - do inglês lipid droplets), ricas em proteínas 

core (necessárias para a formação do capsídeo) e triglicerídeos, que se juntam 

a essa estrutura transportados pela diacilglicerol aciltransferase-1 (DGAT1). A 

ApoE também compõe essa estrutura ao se ligar com a proteína NS5A (Shah, et 

al., 2014; Felmlee, et al., 2013). 

A última etapa da montagem do capsídeo é a fusão da partícula viral à 

membrana do retículo endoplasmático, alcançando o lúmen e se infiltrando na 

síntese de VLDL (Felmlee, et al., 2013). Ou seja, o HCV sai da célula pela via de 

secreção do VLDL, circulando na corrente sanguínea em complexo com as 

lipoproteínas do hospedeiro (Gerold; Pietschmann, 2014). 

Assim como diversos processos de síntese, a produção de VLDL depende do 

transporte de moléculas de uma organela para outra. O transporte lipídico inter 

e intracelular pode partir de um processo vesicular ou não vesicular. O modo não 

vesicular ocorre através de transferência lipídica, envolvendo a troca de lipídios 

monoméricos entre as membranas intracelulares e organelas. Este é o mais 

comum, pois ao contrário do processo vesicular, é energeticamente eficiente e 

não requer reorganização do citoesqueleto e cascatas de sinalizações complexas 

(Das; Nozaki, 2018). 

As proteínas de transferência de lipídios (LTPs) são uma classe de proteínas 

que facilitam o transporte de moléculas de uma organela para outra (Chiapparino 

et al., 2016; Wong et al., 2019), formando locais de contato entre suas 

membranas (MCSs) (Hanada et al., 2003; D'angelo et al., 2007; D'angelo et al., 

2013; Mesmin et al., 2013). 

Por meio das LTPs organelas se associam promovendo a troca de lipídios, 

como, por exemplo, a comunicação entre o retículo endoplasmático (RE) a 

outras organelas, como o aparelho de Golgi, mitocôndrias e membrana 
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plasmática (Achleitner et al., 1999; Csordás et al., 2006; Elbaz; Schuldiner, 2011; 

Helle et al., 2013; Maeda et al., 2013). 

O MCS é composto por proteínas que geram e estabilizam as interações 

proteína-proteína ou proteína-lipídio entre as membranas das organelas (Giorgi 

et al., 2009; Lev, 2010). A proximidade entre a membrana doadora e aceptora 

que ocorre nos MCSs reduz a distância de difusão das LTPs e acelera a 

transferência lipídica intermembrana (Peretti et al., 2020). 

A proteína de ligação ao oxisterol (OSBP) e as proteínas relacionadas à 

OSBP (ORPs) constituem uma grande família de proteínas de transferência de 

lipídeos (LTPs) (Suchanek et al., 2007). 

Vários ORPs transportam lipídios específicos de maneira direcional devido à 

contratroca e hidrólise do fosfoinositídeo (PI4P). OSBP contém um motivo de 

duas fenilalaninas em uma faixa ácida (FFAT) que se liga a VAP-A (proteína de 

membrana associada à vesícula A) e impulsiona a troca de colesterol/PI4P no 

RE-Golgi MCS (Avula et al., 2021). 

A OSBP pode se ligar tanto ao colesterol quanto ao 25-hidroxicolesterol. A 

transferência de esteróis por OSBP é um processo cíclico e envolve a troca de 

esteróis do RE pelo PI4P em membranas opostas (Figura 6) (Ghai et al., 2017). 

A presença de PI4P nas membranas doadoras pode estimular a atividade de 

OSBP (Ridgway et al., 1992). 

A VAP-A e seu homólogo VAP-B (proteína de membrana associada à 

vesícula B) são proteínas transmembrana do RE que interagem com 

aproximadamente cem moléculas citosólicas, reconhecendo o FFAT, ou motivos 

semelhantes, em proteínas parceiras (Avula et al., 2021). O amplo espectro de 

interação da VAP-A com outras moléculas e seu envolvimento em muitos MCS 

faz dela um importante alvo para maiores estudos. 

Para a formação da ‘membranous web’ o HCV explora vários fatores do 

hospedeiro para promover o fornecimento de colesterol no sítio de replicação. O 

HCV aumenta a regulação da lipogênese e diminui a secreção lipídica e a β- 

oxidação (Syed et al., 2010). A proteína NS5A do HCV interage com a 

fosfatidilinositol-4 quinase III alfa (PI4KIIIα), localizada no RE, e estimula sua 

atividade (Berger et al., 2009; Reiss et al., 2011), a ativação de PI4KIIIα resulta 

em níveis aumentados de PI4P nas membranas do RE. Estudos mostraram que 

o knockdown da PI4KIIIα reduz os níveis de PI4P, mediada por HCV-NS5A, o 
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qual altera a estrutura da rede membranosa e consequentemente afeta a 

replicação do HCV (Reiss et al., 2011). 

O HCV, ao elevar os níveis PI4P, faz com que a OSBP se ligue à VAP-A, que 

esta ancorada na membrana do RE. Quando a PI4P se liga ao OSBP é catalisada 

a troca de colesterol e PI4P, entre o RE e o complexo de Golgi. A NS5A parece 

interagir com a VAP-A e o OSBP próximo ao complexo de Golgi, demonstrando 

um papel crucial na secreção do vírus (Avula et al., 2021; Amako et al., 2009) 

(Figura 6). 

A Figura 6 ilustra a transferência de colesterol pela OSBP, além da 

transferência de fosfoinositídeo (PITP) pelo Nir2 (receptor de interação com o 

domínio N-terminal) e a transferência de ceramida pela proteína transportadora 

de lipídio CERT do RE para o complexo de Golgi. 

 
Figura 6. Processo da transferência de colesterol do RE para o Golgi, mediado 
pela VAP-A e OSBP. 

 

Fonte: Avula et al., 2021. 

 
 

Estudos mostraram que a fosforilação de NS5A pode modular sua 

capacidade de interagir com VAP-A. Evans; Rice; Goff (2004), propuseram um 

modelo, no qual o NS5A hiperfosforilado representa uma conformação 

“fechada”, incapaz de se associar com a VAP-A ou outras proteínas necessárias 
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para a replicação do RNA viral. O estado de fosforilação da NS5A talvez atue 

como um interruptor, regulando profundamente o ciclo do HCV. Não se sabe ao 

certo quais quinases participam da fosforilação da NS5A, o que torna necessário 

estudos mais aprofundados, cujo o conhecimento possivelmente forneceria 

novos alvos terapêuticos (Evans; Rice; Goff, 2004). 

Em hepatócitos sadios a síntese e absorção de colesterol é regulada de 

acordo com os níveis intracelulares. Quando os níveis de colesterol intracelular 

são satisfatórios a célula interrompe a absorção de colesterol exógeno, 

provenientes da alimentação, e também diminui a síntese de colesterol 

endógeno, triglicérides, níveis da enzima HMG-CoAR (3-hidroxi-3-metilglutaril- 

Coenzima A redutase), redução da enzima ACC (acetil-CoA carboxilase), que 

por sua vez diminui os níveis de malonil-CoA e reduz os ácidos graxos livres e a 

síntese de VLDL (Musso; Cassader; Gambino, 2016). 

Em hepatócitos infectados com o vírus HCV esta regulação não acontece, 

parte disto se dá pelas I-SMADs, importantes no processo de absorção de LDL 

por hepatócitos infectados pelo HCV, atuando no estágio inicial da ligação viral 

aos receptores de membrana (Zhang et al., 2017). 

As I-SMADS pertencem à família de proteínas SMAD, importantes 

transdutores de sinal e reguladores-chave da proliferação, diferenciação, 

migração, apoptose e resposta imune (Massague, 1998). Composta por oito 

tipos, o qual 5 deles (SMAD 1, 2, 3, 5 e 8) são R-SMADS, a co-smad (SMAD 4), 

todos contendo um domínio de fosforilação que pode ser ativado pelo fator de 

transformação do crescimento beta (TGF-ß), uma proteína reguladora que 

controla a proliferação, diferenciação celular, entre outras funções (Zhang et al., 

2017; Guo; Wang, 2009). 

As I-SMADS (ISMAD 6 e 7) são induzidas por diversas vias (Derynck; Zhang, 

2003), mas principalmente pela via de sinalização TGF-β e as proteínas 

morfogênicas ósseas (BMPs), tal via é essencial no desenvolvimento 

embrionário, na homeostase do tecido adulto e na patogênese de diversas 

doenças. A principal função das I-SMADs é inibir a ativação induzida por ligantes 

de proteínas SMAD na via de sinalização TGF-β (Hayashi et al., 1997; Imamura 

et al.,1997; Murakami et al., 2003). 

As I-SMADs podem atuar como coativadores transcricionais (Glesne; 

Huberman, 2006; Hong et al., 2013), sua extremidade C-terminal tem um 
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domínio MH2, que é de fato conservado entre todas as proteínas SMADs. 

Estudos indicam que este domínio responde à estimulação de TGF-β ou BMP, 

formando um complexo com potencial de ativação transcricional (Zhang et 

al.,1996). Segundo Zhang et al., (1996), apenas as I-SMADs possuem atividades 

reguladoras de transcrição na expressão do HSPG em hepatócitos, receptor 

essencial para a ligação e entrada do HCV. 

Por mais que as SMADS 6 e 7 sejam induzidas por diferentes vias, foi 

descoberto que apenas a sinalização pelo fator de transcrição nuclear kappa B 

(NF-κB) é responsável pela indução de I-SMAD na infecção pelo HCV. Diversos 

trabalhos mostram que a via NF-κβ tem sido implicada em múltiplas infecções 

virais (Marianneau et al., 1997). Segundo os resultados de Zhang et al., (2017), 

a via I-SMAD-HSPG é induzida pela infecção do HCV através da ativação do NF-

κβ para facilitar a propagação viral, enquanto que as demais SMADS são 

dispensáveis para este fim. 

 
1.6.1 Proteína core 

A proteína core do HCV é uma proteína estrutural constituída por um 

nucleocapsídeo, o qual possuí diversas funções, entre elas a ligação do HCV ao 

hepatócito, modulação imunológica, sinalização celular e autofagia (Kim; Chang, 

2013). 

Além de formar o envelope viral, fazendo parte da montagem da partícula do 

HCV, a proteína core também possui função reguladora na tradução do RNA 

viral. Além destas funções, já amplamente conhecidas na literatura, estudos 

mostram que a core participa de diversas respostas celulares como sinalização 

celular, processo de apoptose, metabolismo lipídico e carcinogênese (Kupfer, 

2016). 

 
1.6.2 Glicoproteínas do envelope viral E1 e E2 

As glicoproteínas E1 e E2, assim como a core, também possui uma função 

estrutural, são glicoproteínas glicolisadas que envolvem o envelope viral. 

Possuem funções essenciais ao ciclo do HCV, desde a entrada do vírus e fusão 

com a membrana do endossoma até a montagem da partícula infecciosa. 

(Moradpour; Penin, 2013). 
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1.6.3 Proteína p7 

A proteína p7 é uma proteína de membrana responsável por formar um canal 

iônico no retículo endoplasmático. Possui um papel crucial na montagem da 

partícula viral, atuando juntamente com a proteína core, E1, E2 e NS2 

(Moradpour; Penin, 2013; Kupfer, 2016). Estudos tem chegado à conclusão que 

a p7 suprime a acidificação do citosol, oriunda das organelas intracelulares, 

protegendo as proteínas virais de mudanças conformacionais provocadas pelo 

baixo pH (Moradpour; Penin, 2013). 

 
1.6.4 Proteína NS2 

A NS2 é uma autoprotease com a função de mediar a clivagem entre a NS2 

e NS3 (Kim; Chang, 2013). Após a clivagem a protease interage com as 

glicoproteínas E1 e E2 e os complexos NS3/NS4A e assume um importante 

papel no estágio inicial na montagem de novas partículas virais (Kupfer, 2016). 

 
1.6.5 Proteína NS3 

A NS3 é uma proteína de 70 kDa, contendo uma serina protease na porção 

N-terminal e uma helicase em dois terços da porção C-terminal (Moradpour; 

Penin, 2013). A principal função da NS3 é o processamento da poliproteína do 

vírus, o qual cliva a jusante de NS3 em 4 locais, são estes: entre NS3 / NS4A, 

NS4A / NS4B, NS4B / NS5A, NS5A / NS5B) (Kim; Chang, 2013). Para a protease 

estar em plena atividade é necessário a utilização da NS4A como cofator 

enzimático. Já a outra porção da NS3, que corresponde à helicase, é 

responsável por se ligar e descondensar o genoma do RNA viral durante o 

processo de replicação (Kupfer, 2016). 

 
1.6.6 Proteína NS4A 

A NS4A é uma proteína pequena, que além de atuar como um cofator 

enzimático para a NS3, mencionado no item 1.6.5, também fornece um aumento 

significativo na estabilidade desta protease (Kupfer, 2016). 

 
1.6.7 Proteína NS4B 

Outra proteína de membrana é a NS5B, essencial para a síntese da 

‘membranous web’, um rearranjo membranoso específico, que consiste na 
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formação de teias membranosas que geram o complexo de replicação do RNA 

viral. Além disso, a interação da NS4B com outras proteínas não-estruturais 

virais, também demonstrou ser fundamental na montagem do HCV (Moradpour; 

Penin, 2013). 

 
1.6.8 Proteína NS5A 

A NS5A é uma fosfoproteína multifuncional de 447 aminoácidos, crítica para 

a replicação e montagem viral, porém suas funções ainda não estão 

completamente elucidadas (Ross-Thriepland; Harris, 2015). A NS5A pode ser 

encontrada basalmente fosforilada (56kDa) ou na forma hiperfosforilada (58 

kDa), sendo esta última um importante regulador do ciclo do HCV (Macdonald; 

Harris, 2004; Reed; Xu; Rice, 1997; Jassey et al., 2019). 

A fosfoproteína consiste em uma hélice anfipática N-terminal e três domínios 

(domínios I, II, III) separados por sequências de baixa complexidade LCS I e LCS 

II. O domínio I é altamente estruturado, enquanto os domínios II e III são 

intrinsecamente desordenados. O domínio I atua na dimerização da NS5A, 

região fundamental no processo de ligação do RNA e replicação viral (Lim et al, 

2012). O domínio II interage com a proteína celular ciclofilina A (CypA), processo 

necessário para a ligação da fosfoproteína ao RNA viral (Kandangwa; Liu, 2019). 

É sabido que a NS5A é a grande responsável pela resistência a terapias a 

base de interferon. O domínio II da fosfoproteína contém uma região chamada 

região determinante da sensibilidade ao interferon (ISDR), na qual mutações 

específicas na região y86h geram a resistência ao medicamento (Enomoto et al., 

1996). 

Curiosamente, foi descoberto o envolvimento da NS5A no processo de 

mitofagia (Siu et al., 2016), uma forma especifica de autofagia, o qual direciona 

mitocôndrias disfuncionais aos lisossomos para serem degradadas (Lemasters, 

2005). 

A despolarização mitocondrial dá início ao processo de mitofagia, induzindo 

a serina-treonina quinase (PINK1) a ligar-se à membrana mitocondrial externa e 

através da Fbxo7 (F-box Only protein 7) a proteína E3 ligase Parkin é fosforilada, 

permitindo seu deslocamento para a mitocôndria (Burchell et al., 2013). A Parkin 

é responsável pela ubiquitinação de proteínas mitocondriais como, por exemplo, 

a VDAC (voltage-dependent anion channel), que leva ao recrutamento da p62 
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(Sequestossome-1), BNIP3 (BCL2 Interacting Protein 3) e LC3, que gera o 

engolfamento da organela pelo autofagossoma (Ashrafi; Schwarz, 2013). 

A p62 é uma proteína citoplasmática multifuncional, uma molécula reguladora 

que atua como um receptor de autofagia seletivo para a degradação de 

substratos ubiquitinados, carregando organelas disfuncionais para os 

autofagossomos (Lamark; Svenning; Johansen, 2017). Durante o processo de 

autofagia a p62 também é degradada, pois o seu acúmulo é tóxico à célula, o 

que faz desta proteína um dos principais marcadores de degradação autofágica 

(Klionsky et al., 2016). 

Estudos comprovam que a ablação da p62 inibe completamente a depuração 

de mitocôndrias danificadas (Geisler et al., 2010). Segundo o estudo de Jassey 

et al., 2019, foi comprovado que a NS5A induz o influxo de cálcio para as 

mitocôndrias e acentua a produção de ROS, que são fatores ligados a perda do 

potencial de membrana mitocondrial, o qual precede o processo de mitofagia 

(Gong et al., 2001). Nesse estudo também foi observado que a superexpressão 

de NS5A resultou em uma degradação dependente do tempo de p62, indicando 

a conclusão da autofagia. Com base nesses resultados conclui-se, portanto, que 

NS5A realmente induz o fluxo autofágico (Jassey et al., 2019). 

É amplamente conhecido que a infecção por HCV induz à lesão mitocondrial 

(Ripoli et al., 2010), sendo comum biópsias de hepatócitos infectados 

apresentarem sinais de mitocôndrias inchadas e rompidas (Barbaro et al., 1999). 

Uma vez que é prejudicial para a célula o acúmulo de mitocôndrias danificadas 

(Twig; Shirihai, 2011), o processo de mitofagia torna-se crucial para a 

sobrevivência das células infectadas pelo HCV (Kim et al., 2014). 

O pouco que se sabe a respeito das funções da NS5A na infecção do HCV, 

a inibição da apoptose é uma delas, tendo uma participação importante na 

sobrevivência celular (Cheng et al., 2013; Cheng et al., 2015; Siu et al., 2016). 

Com base em nossos levantamentos bibliográficos, é possível que a NS5A 

favoreça a sobrevida de hepatócitos infectados pelo HCV não apenas ao atuar 

na reciclagem de mitocôndrias danificadas, mas também na ativação da via 

glicolítica. 

O influxo desregulado de cálcio do retículo endoplasmático para as 

mitocôndrias e o aumento significativo de ROS, provocados pela NS5A, 

compromete a atividade da cadeia respiratória mitocondrial e da fosforilação 
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oxidativa (OxPhos), porém, as células infectadas pelo HCV não mostram sinais 

evidentes de sofrimento ou falha bioenergética (Scrima et al., 2018). Um fator 

importante e regulador do metabolismo de células, que se encontram sob 

condições de estresse, é o fator 1α induzível por hipóxia (HIF-1α) (Wang; 

Semenza, 1993). 

O HIF-1 é um fator de transcrição heterodimérico composto por uma 

subunidade HIF-1α, sensível ao oxigênio, e HIF-1 β, que encontra-se no núcleo. A 

HIF-1α é continuamente degradada sob tensão normal de oxigênio, sofrendo 

hidroxilação pelas prolil hidroxilases (PDHs) dependentes de oxigênio (Bruick; 

Mcknight, 2001). O HIF-1α hidroxilado é então ubiquitinado e direcionado para a 

degradação proteossomal (Mole et al., 2001). 

Contudo, sob condições hipóxicas, a hidroxilação do HIF-1α é interrompida e o 

fator de transcrição se acumula e se move para o núcleo, ligando-se ao HIF- 1β, 

formando um heterodímero, onde promove a transcrição de vários genes anti-

apoptóticos, além dos genes que codificam enzimas glicolíticas (Semenza et al., 

1994; Wang et al., 1995). Curiosamente, além das condições de hipóxia, o 

aumento de radicais livres e do influxo de cálcio mitocondrial também inibem a 

atividade da PHD, resultando na estabilização do HIF-1α (Déry et al., 2005; 

Pugh, 2016). 

Frente a estabilização do HIF-1α, os genes que codificam as enzimas 

glicolíticas, hexoquinase I e II (HKI, HKII), são transcritos. Além de participar da 

via glicolítica, a HKI interage com a membrana mitocondrial externa, bloqueando 

assim os sinais apoptóticos (Abu-Hamad et al., 2008; Schindler; Foley, 2013). 

O fluxo glicolítico aumentado leva ao acúmulo de piruvato, que também inibe 

a PHD, auxiliando na manutenção do funcionamento da via glicolítica (Scrima et 

al., 2018). O piruvato entra na mitocôndria onde é convertido em acetil-CoA 

(AcCoA) pela piruvato desidrogenase (PDH), esta enzima está sujeita a ação da 

piruvato desidrogenase fosfato (PDP), o qual é ativada pela carga de cálcio 

mediada pela NS5A presente na mitocôndria (Roche et al., 2001). 

O aumento de AcCoA leva à formação de citrato (CIT), que não é mais 

transformado através do ciclo tricarboxílico, pois, devido a atividade da cadeia 

transportadora de elétrons prejudicada, há baixa disponibilidade de NAD+. O 

citrato, então, sai da mitocôndria, sendo transportado para o citosol (Roche et 

al., 2001). O AcCoA citosólico sob a ação da acetil-CoA carboxilase (ACC) 
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funciona como precursor para a síntese de novo de ácidos graxos (AG), que com 

intermediários da glicólise formam triglicerídeos que se acumulam como 

gotículas lipídicas (Wakil et al., 1983; Kim, 1997). 

Estudos mostram que as células Huh-7.5, transfectadas com o replicon do 

HCV, exibem uma expressão duas vezes maior de acetil CoA carboxilase (ACC) 

(Shi et al., 2016). A atividade de ACC é controlada pela fosforilação inativadora 

através da proteína quinase ativada por AMP (AMPK), que por sua vez é 

controlada pelo estado fosforilado da serina-treonina quinase (Akt/proteína 

quinase B). A fosforilação de Akt é mediada pela ativação da fosfatidilinositol 3- 

quinase (PI3K) (Hardie, 1989). 

Segundo os estudos de Street et al. (2005), a NS5A se liga e ativa a PI3K, 

resultando na ativação da Akt (Street et al., 2005). Notavelmente, a Akt fosforilada 

é conhecido por inativar a glicogênio sintase quinase 3β (GSK3β) que inibe a 

atividade da proteína 1c de ligação ao elemento regulador de esterol do fator de 

transcrição (SREBP 1c) controlando a expressão de ACC (Kim et al., 2004; Park 

et al., 2009; Yecies et al., 2011; Scrima et al., 2018) (Figura 7). 

A acetil CoA depende da descarboxilação oxidativa do piruvato, catalisada 

pelo complexo piruvato desidrogenase (PDH). A função da PDH esta à mercê do 

seu estado de fosforilação, que por sua vez depende das atividades equilibradas 

de uma PDH quinase (PDK) e uma PDH fosfatase (PDP) (Roche et al., 2001). 

Segundo os experimentos de Scrima et al. (2018), as células Huh 7.5, 

transfectadas com o replicon do HCV, exibiam níveis de transcrição aumentados 

de PDH e PDP. 
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Figura 7. Ativação da via glicolítica mediada pela HIF-1α em hepatócitos 
infectados pelo HCV. 

 

Fonte: Scrima et al., 2018. 

 
 

Outros estudos também concluíram que o cálcio mitocondrial é necessário 

para estimular a fosfatase do PDH e, consequentemente, o PDH, sendo mais 

ativo em seu estado desfosforilado (Huang et al., 1998; Denton, 2009). Isso 

explicaria a inibição do acúmulo de gotículas lipídicas em células infectadas com 

HCV quando tratadas com inibidores de canais de cálcio mitocondriais (MCU) 

(Scrima et al., 2018). 

Está claro que ainda há muito o que se descobrir a respeito das funções 

pleotrópicas da NS5A na regulação de vias celulares e na promoção da 

patogênese do HCV. A sua atuação vai desde fornecer resistência a terapêuticas 

a base de interferon, na replicação e montagem da partícula viral até seu papel 

chave na prevenção da apoptose, mediada pelo estresse oxidativo (Scrima et 

al., 2018). 

 
1.6.9 Proteína NS5B 

Durante o processo de replicação do HCV é sintetizado o RNA de cadeia 

negativa complementar e a partir deste molde o RNA de cadeia positiva é 

construído. A enzima chave essencial para estas etapas é a NS5B RdRp. 

(Moradpour; Penin, 2013). A NS4B atua dentro da ‘membranous web’ durante o 

processo de replicação e assim como uma típica enzima dependente de RNA, a 
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NS5B é uma enzima ‘error-prone’, ou seja, ela incorpora nucleotídeos errados a 

uma taxa de 103 nucleotídeos por geração. Ao contrário das polimerases 

celulares, a proteína NS5B não possui um sistema de reparo que impeça a 

incorporação de ribonucleótidos incorretos. O conjunto destas propriedades 

enzimáticas somada à elevada taxa de replicação do HCV promove a criação de 

uma alta gama de quasispecies virais (Kupfer, 2016). 

 
1.7 Variabilidade Genética do HCV 

A RNA polimerase do HCV possui uma atividade de reparo deficiente, 

resultando em erros na sequência de nucleotídeos. Além disso, não há atividade 

de exonuclease 5’ para 3’ para corrigir esses erros. A soma destes dois fatores 

resulta em uma alta variabilidade genética do vírus HCV, a frequência média de 

mutações varia entre 1,4x103 a 1,9x103 substituíções por ano (Steinhauer; 

Domingo; Holland, 1992). 

As regiões correspondentes aos domínios envolvidos na tradução ou 

replicação e as extremidades 5’ e 3’ não codificantes são as mais conservadas. 

Sendo a região 5’ não codificante a mais altamente conservada do genoma, 

apresentando mais de 90% de identidade, inclusive entre as sequências de 

cepas genéticamente mais distantes. A conservação destas regiões demonstram 

que são essenciais às funções virais (Beaumont, et al., 2020). A região que 

codifica o capsídeo também é uma porção do genoma extremamente bem 

conservada, com aproximadamente 80% de identidade na sequência entre as 

diferentes cepas isoladas (Feinstone et al., 1975). 

Já as regiões mais variáveis do genoma são as que codificam as 

glicoproteínas do envelope (E1 e E2), em E2 há duas regiões hipervariáveis 

denominadas HVR1 e HVR2. Os polipeptídeos codificados nestas regiões são 

tolerantes a substituições de aminoácidos, o qual podem apresentar uma 

variação de até 50% entre diferentes cepas isoladas (Smith, 1999; Labonté, 

2002). 

As mutações em HVR-1 e HVR-2 fornecem ao vírus vantagens adaptativas, 

como: tropismo, virulência e resistência a drogas (Kato et al., 1993; Cerny; 

Chisari, 1994). Além disso, as mutações em HVR-1 possui uma importância 

fundamental na capacidade do vírus em evitar as respostas do sistema imune 

do hospedeiro (Ray et al., 1999). 
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Há uma alta taxa de mutações por ano descrita em casos agudos e crônicos 

em infecções por HCV (Higashi et al., 2005). Sendo, provavelmente, as 

variações de sequência em HVR-1 um dos principais fatores no surgimento da 

grande variedade de quasispécies na fase aguda, cuja a persistência induz à 

infecção crônica (Roger, 2021). 

 
1.8 Tratamento da hepatite C e seus desafios 

Os diferentes genótipos influenciam diretamente na evolução e gravidade 

da doença. Pacientes infectados com o vírus HCV do genótipo 3, por exemplo, 

exibem rápida progressão à cirrose hepática e maior risco de desenvolver 

esteatose hepática e carcinoma hepatocelular (Bechmann et al., 2012; Lonardo, 

2014; Nirei et al., 2017). Enquanto que a resistência à insulina possui maior 

prevalência em pacientes infectados com os genótipos 1 e 4 (Moucari et al.,2008; 

Thompson et al., 2012). Os genótipos também exercem uma influência 

importante quanto à responsividade ao tratamento (Roger, 2021). 

Os primeiros fármacos utilizados para tratamento da hepatite C eram a base 

de interferon administrados conjuntamente com ribavirina. Porém, a variabilidade 

genética dificulta a terapia da doença, pois os genótipos respondem de formas 

diferentes aos tratamentos antivirais, como os genótipos 1 e 4 que são mais 

resistentes a terapias baseadas em interferon do que os genótipos 2 e 3 por 

exemplo (Chayama; Hayes, 2011; Chevaliez; Pawlotsky, 2007; El-Shamy; Hotta, 

2014). 

Como mencionado no item 1.6.8, a NS5A tem um papel crucial na resistência 

ao interferon, já foi constatado que pacientes infectados pelo HCV-1b com 

mutações na região ISDR apresentam uma resposta à terapia com interferon 

muito aquém do esperado (Shen et al., 2007; Mcphee, et al., 2015). 

Inshauspe et al., 1991, identificou na região C-terminal da NS5A outro 

domínio, com 27 aminoácidos e alto nível de variabilidade, denominado V3 

(Inchauspe et al., 1991). Segundo Duverlie et al. (1998), há relação entre o nível 

de mutação em V3 e a resposta à terapia com interferon (Duverlie et al., 1998). 

Essa correlação foi confirmada ao estudar a diversidade de quasispécies do HCV 

sob tratamento combinado de interferon-ribavirina em todo o gene NS5A e nas 

regiões de interesse, ISDR e V3. Tais estudos demonstraram que o domínio V3 

apresentou maior diversidade genética em pacientes com infecções resistentes 
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ao tratamento a base de interferon (Veillon et al., 2004; Puig-Basagoiti et al., 

2005; Le Guillou-Guillemette, 2007). 

Sendo assim, era necessário fazer a genotipagem do vírus antes de 

determinar o tratamento (Roger et al., 2021). Contudo, por se tratar de um vírus 

de RNA com altas taxas de replicação e mutação, não é improvável que quase 

todas as mutações possíveis existam ao mesmo tempo, de forma que um grande 

número de quasispécies possam estar presentes em um mesmo paciente 

(Martell et al., 1992). 

Dessa forma, novas abordagens de tratamento foram necessárias, sendo 

desenvolvidos os agentes antivirais de ação direta (DAAs) das classes buvir 

(tendo como principal representante o Sofosbuvir), asvir (como principal 

representante o Daclatasvir) e previr (como principal representante o Simeprevir) 

(Hayes; Imamura; Chayama, 2019). 

Inicialmente, os DAAs foram utilizados concomitantemente com interferon e 

ribavirina, aumentando simultâneamente tanto as taxas de resposta, quanto a 

dos efeitos adversos (Hayes; Imamura; Chayama, 2019). 

Em 2011 o Japão foi o primeiro a aprovar um tratamento administrando DAAs 

de forma combinada sem interferon ou ribavirina (Poole, 2014). Trata-se de uma 

terapia totalmente oral, na qual o asunaprevir, um inibidor de protease 

melhorado, combinado com o daclatasvir, um inibidor da NS5A, administrados 

em diferentes estágios do ciclo viral, tem se mostrado altamente efetivo, o que 

aumenta a segurança e tolerabilidade ao tratamento (Feld et al., 2015; Götte; 

Feld, 2016; Kumthip; Maneekarn, 2015). 

Nos Estados Unidos, onde predomina o genótipo 1a, o tratamento baseia-se 

no sofosbuvir, inibidor da polimerase NS5B, este tem assumido o protagonismo 

no tratamento do HCV (Herbst; Reddy, 2013). A terapia mais utilizada na Ásia é 

a combinação de asunaprevir e daclatasvir, sendo extremamente eficaz contra 

o genótipo 1b, a forma mais comum no Japão (Kanda et al., 2016). 

Contudo, a administração do asunaprevir e daclatasvir vem provocando a 

geração de variantes associadas à resistência (RAVs), relacionadas a 

fosfoproteína NS5A (Murakami, 2014). A presença de RAVs aumentam a 

resistência ao tratamento, gerando uma pressão seletiva em relação as variantes 

associadas à NS3. 
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Embora o tratamento ainda seja eficiente na maioria dos casos, existe uma 

parcela de pacientes que não conseguem eliminar o vírus e estão acumulando 

RAVs, que agem, inclusive, na eficácia de tratamentos mais recentes com perfis 

de resistência semelhantes (Hayes; Imamura; Chayama, 2019). A solução tem 

sido a terapia com sofosbuvir, que até o momento tem se apresentado como uma 

eficiente barreira contra o surgimento de RAVs (Gane et al., 2017). 

Além de não apresentar resistência, o sofosbuvir também se enquadra como 

um medicamento pangenotípico ao ser associado a novos medicamentos como 

velpatasvir e voxilaprevir. Outros medicamentos desta natureza são o glecaprevir 

associado ao pibrentasvir. Fármacos pangenotípicos geraram um avanço no 

tratamento da hepatite C, não apenas por abrangerem todos os diferentes 

genótipos do vírus, mas por eliminarem a etapa de genotipagem no pré-

tratamento, agilizando a administração do medicamento e, consequentemente, 

contribuindo para a eficácia do tratamento (Freha et al, 2022). 

No Brasil, o Ministério da Saúde no âmbito do Sistema Único de Saúde (SUS) 

sugere por meio do Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas para Hepatite C 

que a partir de 2022 iniciou-se um período de transição para que as Unidades 

Federativas finalizem seus estoques de medicamentos não pangenotípicos, 

após este período os centros de saúde passarão a ofertar apenas terapêuticas 

pangenotípicas para pacientes adultos e pediátricos com 12 anos ou mais, ou 

pesando pelo menos 30 kg. Estas medidas garantiram terapias seguras e 

eficazes à população, além de promover à simplificação do teste diagnóstico ao 

dispensar genotipagem do vírus para definição do tratamento, exceto em 

crianças de 3 a 11 anos ou com menos de 30 kg. As combinações e doses destes 

medicamentos são definidas de acordo com o quadro clínico de cada paciente 

(Brasil Ministério da Saúde, 2023). 

É importante salientar que as terapêuticas disponíveis no mercado visam a 

negativação da carga viral (RNA-HCV) no sangue periférico. Contudo, o HCV 

está diretamente associado a alterações inflamatórias crônicas no fígado, 

lesionando o tecido e afetando a função hepática (Jee et al., 2016; Sebastiani; 

Gkouvatsos; Pantopoulos, 2014). Em outras palavras, no estadiamento crônico 

da doença a carga viral torna-se irrelevante, pois a iniciação de cascatas 

inflamatórias culmina em diversas desordens metabólicas, resultando em 
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quadros clínicos mais graves, tais como o desenvolvimento de cirrose e 

carcinoma hepatocelular (HCC). 

A inflamação crônica também conduz a distúrbios extra-hepáticos, como 

glomerulonefrite, distúrbios da tireoide, diabetes tipo 2, porfiria cutânea tardia, 

crioglobulinemia mista, linfoma não Hodgkin de células B, aterosclerose, 

síndrome de Sjögren e doenças cardiovasculares (Moriishi; Matsuura, 2012; 

Taherkhani; Farshadpour, 2017; Zampino et al., 2013). Dessa forma, com o 

intuito de aperfeiçoar o tratamento, outras monoterapias ou combinações 

terapêuticas têm sido exploradas (Noorali; Pace; Bagasra, 2011). 

Contrapondo aos medicamentos alopáticos com suas ações direcionadas 

aos mecanismos de replicação viral, mas nenhum efeito sobre o processo 

inflamatório, os compostos naturais bioativos (CNBs) se emergem como uma 

importante ferramenta terapêutica coadjuvante para pacientes que se encontram 

em diferentes estágios de cronicidade. Muitos desses compostos têm 

demonstrado grande potencial terapêutico coadjuvante para várias doenças, 

com ampla diversidade química, baixo custo e efeitos colaterais mais brandos 

ou inexistentes (Jardim et al.,2015). 

Dentre a gama de CNBs atualmente estudada, destacamos dois deles: a 

curcumina e a piperina, alvos de várias pesquisas clínicas e laboratoriais, com a 

finalidade de investigar seus efeitos analgésicos, hepatoprotetores, anti- 

inflamatórios, antioxidantes, antibacterianos, antiparasitários, e no controle da 

asma, diabetes, dermatite e Alzheimer (Assis et al., 2017; Konduru; Lee; Li, 2016; 

Nabavi et al., 2014; Thompson et al., 2017). 

A curcumina tem mostrado possuir efeito inibitório sobre diversos 

microrganismos, sendo capaz de inibir a sinalização celular em diferentes 

etapas, em alguns casos atuando diretamente sobre a maquinaria de replicação 

viral, reduzindo atividades enzimáticas e até mesmo degradando proteínas 

específicas (Rechtman et al., 2010). Estudos com HCV in vitro sob efeito da 

curcumina, desenvolvidos por Chen et al. 2012, observaram que o composto 

possui atividade tóxica sobre a replicação viral, enquanto Anggakusuma et al. 

2014, mostraram que a curcumina apresentou atividade inibitória significativa 

sobre a entrada do vírus no hepatócito. 

A piperina apresenta diversas atividades biológicas importantes, como ação 

antioxidante, antiflamatória, antidepressiva, antimutagênica, antipirética, 
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antitumoral e antiproliferativa (Lai et al., 2012; Tawani et al., 2016). Ademais, a 

piperina tem demonstrado a propriedade de aumentar a biodisponibilidade de 

outros fitoquímicos e fármacos (Tawani et al., 2016; Atal et al., 2016). Em nosso 

laboratório, o trabalho de tese da doutoranda Rute Lopes (2019), Processo 

Fapesp 2017/004500-9, em estudo in vitro, possibilitou estabelecer que a 

curcumina associada à piperina apresentou resultados expressivos sobre o 

controle da produção e liberação da lipopartícula associada ao HCV (VLDL- 

HCV); induzindo a apoptose em células infectadas (aumento da relação Bax/Bcl- 

2 e redução de c- Caspase-3) e aumento da fosforilação de Akt1 (p-Akt1) 

indicando possivelmente uma maior regulação de vias de sinalização 

intracitoplasmáticas dependentes de AMPK, principalmente a lipogênese, a qual 

apresenta uma relação direta com a formação de gotas lipídicas, essencial para 

a produção das lipopartículas virais. Nesse aspecto, é possível que o controle de 

vias metabólicas específicas, associadas ou não com proteínas do HCV, pelos 

CNBs, possam contribuir para o controle do processo inflamatório crônico e suas 

comorbidades presentes nos portadores da hepatite C crônica. 

A natureza das vias metabólicas relacionadas à fosfoproteína NS5A do HCV 

as tornam excelentes alvos em potencial para a ação da curcumina e piperina. 

Estes CNBs, sendo excelentes antioxidantes, podem agir sobre várias vias 

metabólicas distintas da NS5A, que está intimamente envolvida no processo de 

estresse oxidativo, influenciando a ativação da via glicolítica mediada pelo HIF- 

1α, além de atuar no processo de mitofagia ao interagir com um marcardor 

autofágico crucial, a p62. É provável que a ação da NS5A sobre ambas as vias 

faça com que o vírus impeça a célula de iniciar o processo de apoptose, 

garantindo a integridade celular, o que consequentemente fornece as condições 

necessárias para o sucesso da replicação viral (Irshad et al., 2017). 

A NS5A também está relacionada ao processo de montagem da lipopartícula 

viral ao interagir com a proteína VAP-A (Qiao; Lou, 2019). É possível que, caso 

estes CNBs atuem sobre a NS5A, seja observado uma diminuição da expressão 

da p62 e VAP-A. 

Outro ponto a se ressaltar, é a ação inibitória da curcumina sobre o NF-κβ 

(Tong et al., 2016, Zhou et al., 2016), fator que possui um papel fundamental na 

absorção do colesterol via HSPG-SMAD6-SMAD7, no processo de infecção do 

HCV (Jassey et al., 2019). 
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Dessa forma, o estudo da relação entre a atividade de CNBs com o vírus 

HCV, em suas diversas etapas extra e intracelular se justifica como uma 

necessidade de avaliar os efeitos desses compostos nos mecanismos e vias 

moleculares relacionadas ao ciclo replicativo do vírus, bem como na modulação 

do processo inflamatório à medida que a doença progride. É importante ressaltar 

que não descartamos uma ação direta dos CNBs sobre a atividade da NS5A. 

Contudo, o foco do trabalho proposto não está propriamente nas enzimas que 

são alvos do processo replicativo do vírus HCV, mas nas vias que são utilizadas 

ou bloqueadas pelo vírus para garantir a sua perpetuação; e, concomitantemente 

buscar diminuir ou até mesmo cessar o processo inflamatório crônico. 

Afim de melhoar a biodisponibilidade, consequentemente, a resposta do 

tratamento com CNBs, os compostos em questão foram nanoemulsionados. Os 

sistemas de liberação de fármacos em nanoemulsão são eficazes na 

solubilização de componentes alimentares bioativos hidrofóbicos e drogas 

lipofílicas (Gutiérrez et al., 2008 ), por via oral, parenteral, ocular e tópica (Hu et 

al., 2004; Mcclements et al., 2007; Oca-Ávalos et al., 2017; Sanguansri et al., 

2005 ; Weiss et al., 2008; Komaiko; Mcclements, 2016). 

Além disso, ao nanoemulsionar os CNBs há uma melhora na estabilidade 

físico-química dos compostos bioativos, melhorando a bioatividade dos 

componentes nanoemulsionados (Karthik et al., 2017 ). Assim, os sistemas de 

liberação de fármacos em nanoemulsão são métodos promissores para a 

formulação de farmácos (Kumar et al., 2019), sendo um ótimo sistema a ser 

testado no contexto deste trabalho. 

 
1.9 Propriedades da Curcumina 

 
 
A curcumina (1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-hepta-1,6-dieno-3,5-diona) é um 

polifenol lipofílico proveniente da cúrcuma, um rizoma da Curcuma longa, uma 

planta relacionada à família do gengibre (Zingiberaceae). Originaria da Índia, é 

uma especiaria comum usada na preparação de curries (Kotha; Luthria, 2019). 

Há três polifenólicos bioativos, também chamados de curcuminoides, 

identificados na curcuma (Figura 8): a curcumina (CUR), a mais abundante, 

representando 77% destes curcuminoides, em seguida a desmetoxicurcumina 

(DMC) com 17 % e por fim, de 3 a 6% são de bisdemetoxicurcumina (BMC). A 
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Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos, consideraram os 

curcuminoides seguros, sendo permitido uma alta dose oral única de até 12 g/dia 

de curcuminoides (Prasad et al., 2014; Gupta; Patchva; Aggarwal, 2013; Kotha; 

Luthria, 2019). 

 
Figura 8: Estrutura química dos curcuminoides 

 

Fonte: Kotha; Luthria, 2019. 

 
 

A curcuma é composta por basicamente 70% de carboidratos, 13% de umidade, 

6% de óleos essenciais (felandreno, cineol, sabineno, borneol, zingibereno e 

sesquiterpenos), 6% de proteína, 5% de gordura, 3% de minerais (cálcio, 

potássio, fósforo, ferro e sódio), 3 a 5% de curcuminoides e vestígios de vitaminas 

(niacina, B1, B2 e C) (Nelson et al., 2017). 

Como já mencionado a curcumina possui alto potencial anti-inflamatório, 

antidiabético, anticancerígeno e antienvelhecimento, demonstrado em diversos 

estudos in vitro e in vivo. No entanto, o potencial terapêutico da curcumina é 

limitado devido a sua baixa solubilidade em meios aquosos e baixa 

biodisponibilidade, o que têm gerado diversos estudos afim de potencializar a 

absorção e ação deste composto, como o desenvolvimento de nanopartículas, 

lipídios e polímeros (Kotha; Luthria, 2019). 

Na curcumina destacam-se três sítios reativos, conforme ilustrado na Figura 9, 

responsáveis pelo potencial terapêutico do composto, sendo: um doador de 

átomo de hidrogênio, o receptor de Michael e um quelante de metal. A 

capacidade quelante de metal da curcumina tem se mostrado vital quanto a ação 

terapêutica contra doenças como Alzheimer, câncer, depressão e artrite (Nelson 

et al., 2017; Kotha; Luthria, 2019). 
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Figura 9: Sítios de reatividade química na curcumina 
 

Fonte: Kotha; Luthria, 2019. 

 
 

1.10 Propriedades da Piperina 

 
 

A piperina é um dos principais alcaloides naturais derivada da pimenta do 

reino (Piper nigrun L.), um membro da família Piperaceae, também é encontrada 

nos frutos maduros de Piper longum L. e nas raízes de Piper sarmentosum Roxb 

(Han et al., 2023). 

A molécula de piperina, Figura 10, contém um anel dioximetileno, um 

grupo amida e uma cadeia olefínica alifática. Como já mencionado, a piperina 

possui muitas atividades biológicas, incluindo propriedades anticancerígenas, 

antitumorais, antivirais, anti-inflamatórias, antioxidantes, antimaláricas, além de 

combater o Alzheimer e a doença de Parkinson. A estrutura da piperina 

apresenta características que permitem modificações em múltiplos sítios de 

modo a obter derivados com maior potencial terapêutico, que são amplamente 

utilizados não apenas na área da saúde mas também no campo agrícola como 

no desenvolvimento de inseticidas (Han et al., 2023; Benayad et al., 2023). 

A piperina foi selecionada neste trabalho sobretudo pela sua capacidade 

de aumentar a biodisponibilidade da curcumina. Há vários fatores que 

determinam a biodisponibilidade de um medicamento, isto inclui como o 

medicamento é liberado, se é estável no trato gastrointestinal, se é facilmente 

dissolvido, a velocidade em que passa pela parede intestinal e se sofre 
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metabolismo pré-sistêmico (Burton et al., 2002; Benayad et al., 2023). A piperina 

foi considerada o primeiro intensificador de biodisponibilidade, validado 

cientificamente (Benayad et al., 2023). 

O aumento da biodisponibilidade provocado pela piperina pode ocorrer 

através de vários mecanismos. A piperina pode atuar em proteínas 

transportadoras como proteínas transmembranas ABC, expressas 

abundantemente na camada epitelial da parede intestinal, responsáveis pelo 

efluxo de medicamentos. Estudos também demonstraram que a piperina inibe a 

P-gp e o citocromo p450. Além disso, também foi descoberto que a piperina 

aumenta a biodisponibilidade de vários agentes naturais, como o resveratrol e a 

curcumina, ao inibir a glucuronidação, aumentando significativamente a 

concentração plasmática destes compostos. Em outras palavras, a piperina evita 

que a curcumina seja rapidamente degradada pelo fígado e consequentemente 

secretada pelos rins (Atal; Bedi, 2010; Ziegenhagen et al, 2021). 

A natureza pleiotrópica e eficaz deste composto explica o fato do aumento 

de estudos sobre a piperina, inclusive no desenvolvimento de seus derivados, 

que contribuem com a ampliação deste leque de possibilidades na forma em que 

poderão ser utilizados em diversas áreas (Han et al., 2023; Benayad et al., 2023). 

 
Figura 10: Estrutura química da piperina 

 

Fonte: Benayad et al., 2023. 
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2. Objetivos 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar os compostos curcumina e piperina, sem e em nanoemulsões, sobre 

mecanismos e vias moleculares, concernentes a fosfoproteína NS5A afim de 

determinar a influência de tais vias na replicação e montagem viral, além do 

processo de inibição da apoptose e manutenção da sobrevida em hepatócitos 

Huh-7.5, expressando ou não o replicon subgenômico do HCV, SRG-JFH1. 

 
2.2 Objetivos Especificos 

 
 

• Sintetizar e caracterizar o sistema de nanoemulsão para o carreamento da 

curcumina e piperina. 

 
• Avaliar o potencial de internalização da nanoemulsão nas células Huh 7.5 

por análise de citometria de fluxo e confocal. 

 
• Avaliar a viabilidade celular e citotoxicidade nas linhagens celulares Huh- 

7.5 e SGR-JFH1. 

 
 

• Analisar os níveis de NS5A, HIF-1α e p62 relacionados ao processo de 

sobrevida das células infectadas por western blotting. 

 
• Mensurar os níveis de carga viral da linhagem SGR por qPCR. 

 
 

• Avaliar os níveis de apoptose de células Huh 7.5 e Huh 7.5-SGR tratados 

com CNBs sem e com o sistema de nanoemulsão. 

 
• Mensurar os níveis de expressão de SMAD 6, SMAD 7 e VAP-A por qPCR 

e correlacionar com a carga viral. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 

As células Huh-7.5 e Huh-7.5 expressando estavelmente o replicon 

subgenômico SGR- JFH1 (Japanese fulminant hepatites-1, genótipo 2a) estão 

sendo mantidas em cultura no Laboratório de Imunologia Clínica e Biologia 

Molecular em sua área de biossegurança nível 3, localizado no Departamento 

de Análises Clínicas, supervisionado pelo Prof. Dr. Paulo Inácio da Costa da 

FCFAr- UNESP/Araraquara, com autorização da detentora das linhagens, 

“Apath L.L.C.”, documentada por acordo de transferência de material acadêmico 

número 1590 (linhagem celular Huh-7.5) e 1591 (APP1022 pSGR-JFH1). 

 

 
3.1 Compostos Naturais Bioativos em nanoemulsões 

Nanoemulsão é uma dispersão coloidal de dois líquidos imiscíveis, 

termodinamicamente instável, o qual um dos líquidos forma a fase dispersa e o 

outro líquido forma o meio dispersante (Mcclements, 2012). A nanoemulsão 

apresenta gotículas, com diâmetros que podem variar entre 10 a 200 nm, 

revestidas de moléculas emulsificantes (Cerpnjak et al., 2013; Gibaud; Attivi, 

2012; Rehman et al., 2021). 

O sistema de nanoemulsão é composto por óleos, lipídios, surfactantes e 

água. Na formulação de nanoemulsões, a fase oleosa pode incluir triglicerídeos 

como tri, di ou monoacilgliceróis, óleos vegetais, óleos minerais, ácidos graxos 

livres, entre outros (Gonçalves et al., 2018). 

A seleção do óleo é geralmente baseada na solubilidade do fármaco (Qadir 

et al., 2016). Os tensoativos utilizados nos sistemas de nanoemulsão para 

administração de drogas e ingredientes alimentícios são: spans (ésteres de 

ácidos graxos de sorbitano), tweens [derivados de polioxietileno (POE) do éster 

de ácido graxo de sorbitano], Cremophor ® EL (óleo de rícino polioxil-35), lauroil 

macro- golglicerídeos (Gelucire ®44/14), polissacarídeos (derivados de goma e 

amido), fosfolipídios (ovo, soja ou lecitina láctea) e proteínas anfifílicas (isolado 

de proteína de soro de leite e caseinato) (Komaiko; Mcclements, 2016; Singh et 

al., 2017). 

Os compostos naturais bioativos (CNBs) analisados serão: curcumina (CL, 

C1386) e piperina 97% (PP, P49007), ambos adquiridos da Sigma Aldrich. As 
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nanoemulsões foram desenvolvidas em colaboração com o laboratório do 

professor Dr. Marlus Chorilli, utilizando a metodologia baseada nos trabalhos de 

Bouchemal et al. com modificações (Bouchemal et al., 2004). A fase oleosa 

composta de fosfatidilcolina de soja (0,4% p/v) e triglicérides de cadeia média 

(1,8% p/v) foram pesadas juntamente com os fármacos na concentração de 2000 

uM. A fase aquosa composta por polissorbato 80 (2,1% p/v) e água q.s.p. 5 g foi 

adicionada gota a gota sobre a fase oleosa, formando então uma pré-emulsão. 

Esta foi sonicada com 5 ciclos de 1 minuto, com pulse on de 1 min e pulse off de 

30 s, amplitude 27. 

Foram feitos ensaios de caracterização de acordo com o tamanho de 

gotícula, PDI e potencial zeta. O diâmetro hidrodinâmico médio, índice de 

polidispersidade (PDI) e potencial zeta das gotículas serão analisados utilizando 

método de espalhamento de luz dinâmica (DLS - Dynamic Light Scattering) 

usando o equipamento Zetasizer Nano NS (Malvern Instruments, Malvern, UK). 

Será calculado o raio hidrodinâmico das partículas coloidais da equação de 

Stokes-Einstein (equação 1): 

Equação 1: 

 
D=KT/6πηRh 

Sendo que: D é o coeficiente de difusão das partículas; K a constante de 

Boltzmann (1,3807 x 10-23 NmK); T a temperatura absoluta (293,15 K); π é 

3,141592; η a viscosidade (1,002 x 10- 3 NM-2s) e Rh é o raio hidrodinâmico. 

As formulações foram aferidas na célula eletroforética, permitindo que 

feixe de laser atravessasse a dispersão completamente. O sistema foi mantido 

a uma temperatura de 25°C, o comprimento de onda do laser foi estabelecido 

em 532 nm e o índice de refração foi determinado de acordo com o índice 

observado para cada amostra analisada. Foram estabelecidas três 

determinações do diâmetro hidrodinâmico médio e do IPD das gotículas. O PZ 

foi feito para determinar a mobilidade eletroforética. Para cada amostra, foram 

realizadas três determinações do potencial de superfície, calculando a média e 

o desvio padrão. As análises foram realizadas com o uso do equipamento 

Zetasizer 3000HS. Por fim, foi selecionada a melhor nanoemulsão a ser testada 

com os CNBs. Os ensaios dos efeitos dos CNBs serão divididos em três 

tratamentos: CL/PP sem a nanoemulsão (CL/PP), CL/PP em nanoemulsão 
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(CL/PP nano) e apenas a nanoemulsão (nano branca). A proporção de CL/PP 

tanto livre quanto nanoemulsionado foram de 20:1, sendo considerado a 

proporção mais eficaz de acordo com o trabalho de doutorado de Rute Lopes 

(2019), Processo Fapesp 2017/004500-9. 

 

 
3.2 Cultura Celular 

As células Huh-7.5 estão sendo cultivadas em meio de cultura DMEM – 

Sigma D1152 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), suplementado com soro 

bovino fetal, solução de aminoácidos não essenciais (Sigma M7145), penicilina 

e estreptomicina. Já as células SGR- JFH1, contendo o replicon subgenômico 

do HCV genótipo 2a, clonado no vetor que expressa o gene de resistência à 

neomicina estão sendo cultivadas em meio DMEM completo contendo como 

antibiótico seletivo a geneticina (G418, Gibco, código 11811031). As células 

estão sendo mantidas em estufas de CO2 a 37°C. Para a realização dos 

experimentos será utilizada tripsina-EDTA 0,25% (Sigma T4049), em solução 

salina de Hanks. A contagem será feita por coloração com azul de Trypan 0,2% 

(m/v) em PBS, no Countess II FL Automated Cell Count (Thermo Fischer 

Scientific). 

 

 
3.3 Viabilidade celular pelo ensaio de MTT 

A análise de viabilidade das células foi feita afim de determinar a 

concentração em que as diferentes preparações de CL/PP apresentam 

citotoxicidade, bem como calcular a concentração inibitória média (IC50). A 

análise foi realizada por ensaio colorimétrico de MTT seguindo a metodologia 

descrita na literatura (Twentyman; Luscombe, 1987) com modificações 

padronizadas no Laboratório de Imunologia Clínica e Biologia Molecular – FCFAr, 

UNESP, Araraquara. 

O ensaio fundamenta-se na atividade de desidrogenases mitocondriais de 

células viáveis que reduzem metabolicamente o sal de brometo 3-(4,5- 

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-dofeniltetrazólio (sal de MTT, de coloração amarela e 

solúvel em água), em cristais de formazan (cor azul-púrpura e insolúvel em 
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água). Assim, a redução do MTT a formazan é diretamente proporcional à 

atividade mitocondrial e à viabilidade celular. 

As células foram semeadas em placas de 96 poços a densidade de 2,5x105 

células por poço e incubadas por 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO2. Após 

as 24 horas as células foram expostas às nanoemulsões de curcumina e piperina 

(20:1) sob concentrações de 400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 μM 

por 24 horas. Ao final desse período as células foram incubadas com a solução 

de MTT (1 mg/mL em DEMEM) por 4 horas. Após esse período foi adicionado 

isopropanol. 

As amostras foram submetidas à leitura de absorbância realizada em 

espectrofotômetro de microplaca a 570 nm. Para o controle positivo (CP) de 

morte celular foi adicionado peróxido de hidrogênio, o branco foi constituído 

apenas por DMEM e o controle negativo (CN), representando 100% de 

viabilidade celular (VC), por células incubadas apenas com meio de cultura 

completo. Os ensaios foram feitos em sextuplicata e a média aritmética da 

absorbância do branco foi subtraída das médias dos tratamentos com CNBs e 

dos controles. Os valores foram calculados conforme a equação abaixo. 

 
3.4 Ensaio de retenção do corante vermelho neutro 

Foi realizado um segundo teste de citotoxicidade complementar, com o 

intuito de confirmar os resultados obtidos pelo teste de MTT. Este ensaio baseia- 

se na aplicação do corante vermelho neutro (2 – amino – 3 – metil – 7 – dimetil 

– amino - cloreto de fenazina), o qual penetra na membrana celular de células 

viáveis por difusão passiva, concentrando-se nos lisossomos. 

O ensaio de retenção do vermelho neutro, assim como o MTT, é um teste 

colorimétrico. A absorbância obtida, através da leitura em espectrofotômetro, é 

diretamente proporcional à capacidade de retenção do corante pelos lisossomos, 

o que possibilita a determinação da toxicidade (Repetto; Del Peso; Zurita, 2008; 

Babich; Borenfreund, 1990). 

O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo de Repetto; Peso; Zurita 

(2008), com algumas modificações. As células foram semeadas em placas de 

96 poços a densidade de 2,5x105 células por poço e incubadas por 24 horas em 
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estufa a 37°C e 5% de CO2. Após as 24 horas as células foram expostas às 

nanoemulsões de curcumina e piperina (20:1) sob concentrações de 400; 200; 

100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 μM por 24 horas. Para o controle positivo 

(CP) de morte celular foi adicionado peróxido de hidrogênio (1mmol L-1) e o 

controle negativo (CN), representando 100% de viabilidade celular (VC), por 

células incubadas apenas com meio de cultura. 

Ao final desse período as células foram incubadas com a solução de 

vermelho neutro (0,05 mg/mL em DEMEM) por 3 horas para permitir a captação 

da solução pelos lisossomos em células viáveis. Após esse período foi 

adicionado etanol 50% em água mili Q e ácido acético glacial (10:1). Os ensaios 

foram feitos em sextuplicata e a absorbância de cada amostra foi determinada 

em um leitor de microplaca a 570 nm. 

 
3.5 Teste de Internalização por Citometria de Fluxo 

A citometria de fluxo é uma técnica que avalia populações celulares em 

suspensão, uma análise célula a célula em poucos segundos, sendo possível 

detectar simultaneamente vários parâmetros bioquímicos (Givan, 2004). No 

processo de internalização celular de nanopartículas, esta técnica é cada vez 

mais utilizada para avaliar, quantitativamente, a eficiência de absorção de 

sistemas de carreamento pela célula (Ibuki; Toyooka, 2012). 

Para o teste de internalização por citometria de fluxo foi utilizado o 

protocolo de Fernandes et al., (2021), a nanoemulsão foi marcada com 1μM de 

DIO (Perclorato de 3,3'-dioctadeciloxacarbocianina, Sigma D4292), um marcador 

lipofílico fluorescente, cedido gentilmente pelo professor Marlus Chorilli. O DIO 

foi incorporado pela nanoemulsão através do mesmo método utilizado para 

nanoemulsionar a CL/PP descrito no item 3.1. 

A nanoemulsão marcada foi diluída em meio DEMEM, coletando o mesmo 

volume utilizado para diluir a nanoemulsão de CL/PP a 15 μM, para garantir a 

mesma quantidade de gotículas presentes na concentração teste dos compostos 

naturais. 

As células foram cultivadas a uma densidade de 2,5x105 em placas de 

12 poços, o qual foi adicionado 3mL da nanoemulsão marcada com DIO. Em 

seguida, as células foram incubadas a 37°C a 5% de CO2 por 24 horas. Após 

findar o período de exposição, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas 
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e transferidas para um falcon de 15mL. As células foram centrifugadas a 500×g 

por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 5 mL 

de PBS, sendo centrifugado novamente, repetindo o processo de lavagem 5 

vezes. Após as lavagens, as células foram ressuspendidas em 400 μL de PBS e 

transferidas para um tubo de 5 mL de fundo redondo para citometria, foi 

adicionado 2μL de PI (BD Pharmigen, código 556547) no momento da leitura, 

afim de desconsiderar a porcentagem de internalização de células não viáveis. 

A análise foi realizada em citômetro de fluxo Accuri C6 Flow Cytometer, 

com captura de dados utilizando o programa CFlow Plus software. A leitura para 

DIO foi realizada no canal FL1 (530/15 nm) e para o PI no canal FL2 (585/20 

nm). 

 
3.6 Confocal 

A análise de confocal foi feita para avaliar se o sistema de nanoemulsão 

esta sendo internalizado, ou apenas permanecendo em contato com a 

membrana plasmática no meio extracelular. 

Para este experimento foi utilizado o microscópio confocal de 

fluorescência Zeiss (modelo LSM 780 invertido) do laboratório multiusuário de 

microscopia confocal do Instituto de Física de São Carlos (IFCS-USP). 

A nanoemulsão foi marcada com CL e diluída em meio D-MEM com a 

concentração teste de 15 μM. As células foram plaqueadas, em discos próprios 

para a análise de confocal, a uma densidade 1,0x106, sendo incubadas em 

estufa a 37°C e 5% de CO2. Após um periodo de 24 horas as células foram 

expostas à solução de nanoemulsão marcada com CL e incubadas novamente, 

sob as mesmas condições anteriores, por 24 horas. 

Em seguida, o meio foi retirado e as células foram lavadas com PBS, após 

a lavagem foi adicionado 1 mL de PBS com duas gotas de NucBlue (Hoechst 

33342, Invitrogen) e incubado por 15 minutos em estufa a 37°C e 5% de CO2 

segundo as instruções do fabricante, para a marcação do núcleo. Para 

determinarmos a delimitação da célula também foi cultivado células em discos 

apenas com D-MEM, estás células foram lavadas e marcadas com um marcador 

de tubulina (Tubulin Tracker™ Green/ regon Green™ 488 Taxol, bis-acetate, 

Invitrogen), após diluído a solução de tubulina para 1x, foi adicionada 1 mL aos 

discos, ou volume suficiente para cobrir completamente as células. Os discos 
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foram incubados por 30 minutos em estufa a 37°C e 5% de CO2, após este 

período as células foram lavadas três vezes com PBS, em seguida foi adicionado 

1 mL de PBS com duas gotas de NucBlue, sendo incubadas por 15 minutos 

novamente com as mesmas condições anteriores. 

Por fim, após os núcleos serem marcados, a células foram fixadas com 

4% de formaldeído por 15 minutos, em seguida foram lavadas com PBS e 

armazenadas em geladeira até o momento da leitura. 

As amostras foram excitadas por um laser de argônio em uma faixa de 

excitação de 458 nm para a visualização da fluorescência da CL (emissão em 

465 – 500 nm), 488 nm para a excitação do marcador de tubulina (emissão em 

500 – 540 nm) e excitação em 360 nm para a visulização do núcleo com NucBlue 

(emissão em 460 nm). 

 
3.7 Análise qualitativa das proteínas NS5A, p62 e HIF-1α por Western 

Blotting 

O método por Western Blotting é utilizado para a imunodetecção de 

proteínas após sua separação por eletroforese em gel e transferência de um 

extrato proteico para uma membrana absorvente (Kurien; Scofield, 2006). Sendo 

assim, a tal técnica permite detectar, caracterizar e semi-quantificar múltiplas 

proteínas, inclusive aquelas que estão em baixas quantidades na amostra. O 

método foi utilizado para analisar as proteínas NS5A, Hif-1α, p62 e NFk-β, sendo a 

última proteína analisada como um teste complementar. 

Para este ensaio, foi plaqueado 1,0 x106 células em placas de 24 poços, 

após 24 horas a cultura foi tratada com a nanoemulsão branca e os CNBs sem 

e com nanoemulsão a 15 μM, expostas por 24 horas. 

Após o tempo de exposição as células foram lavadas e tripsinisadas, a 

tripsina foi retirada ao descartar o sobrenadante após a centrifugação a 300 g. 

As células foram lavadas com tampão PBS e em seguida foi adicionado 500μL 

de tampão RIPA [Tris 50 mmol L-1 pH 8; dodecil sulfato de sódio (SDS) a 0,1% 

(m/v); NaCl 150 mmol L-1; 100 µmol L-1 EDTA; triton X-100 0,1% (m/v); 

deoxicolato de sódio 0,05% (m/v)], juntamente com o inibidor de protease (PMSF 

a 1 mmol L1; leupeptina a 42 µmol L-1) e inibidores de fosfatases (pirofosfato de 

sódio 1 mmol L1; fluoreto de sódio 1 mmol L-1;ortovanadato de sódio1 mmol L-1). 

O pellet foi retirado das placas e transferido para o eppendorf. Mantiveram-se 
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expostas à solução de lise sob agitação continua e refrigeração a 4°C por 30 

minutos. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos. 

Foi feita a quantificação de proteínas totais através do Kit de ensaio de proteína 

Pierce™ BCA (Thermo Fisher 23225), segundo as instruções do fabricante. Após 

este período as amostras foram armazenas em freezer – 80°C até o momento do 

experimento. 

As proteínas de cada amostra foram separadas por eletroforese em SDS- 

PAGE em gel de poliacrilamida de 10 a 12%, de acordo com as massas 

moleculares das proteínas alvos. Como marcador de massa molecular foi 

utilizado SeeBlue Plus2 (Invitrogen, LC5925). 

Finalizada a corrida deu-se início a transferência semisseca das proteínas 

do gel para a membrana de nitrocelulose de 0,45μm, realizada no equipamento 

Multifhor II Eletrophoresis System (Pharmacy) a uma tensão de 0,8 mV.cm por 

1 hora , utilizando papeis filtros embebidos em tampão de transferência para 

envolver a membrana e o gel. Em seguida, foi realizado o bloqueio da membrana 

com TBS-T (Tris-HCl 20 mM pH 7,6; NaCl 137 mM; 0,1% Tween 20) com 1,5% 

de albumina por 2 horas sob agitação. Após o bloqueio as membranas foram 

incubadas com a solução contendo o anticorpo policlonal anti-HCV-NS5a (Novus 

Biologicals – NBP3-13010), anti-Hif1-alpha (Novus Biologicals – NB100-105), 

anti-p62/SQSTM1[p Ser349] (Novus Biologicals – NBP3-13329) e anti-NFk-β, 

todos anti-coelhos e policlonais com exceção do Hif 1-α e do NFk-β, estes anti- 

camundongos e monoclonais. Após 24 horas de exposição foi feito a lavagem 

com solução de bloqueio e incubado o anticorpo secundário anti-coelho e anti- 

camundongo peroxidase na proporção 1:8000 e 1:3000, respectivamente. Após 

2 horas de incubação as membranas foram lavadas e dispostas em uma 

superfície de vidro e embebidas em luminol, preparado por volumes iguais dos 

reagentes do kit de substrato quimioluminescente Pierce ECL (Thermo Scientific, 

32106), conforme a instrução do fabricante. Após 2 minutos em exposição as 

membranas foram secas em papel filtro, afim de retirar todo o reagente de 

revelação e lido em um fotodocumentador C-Digit Blot Scanner. 

Para a revelação do GAPDH foi realizado o procedimento de mild 

stripping, o qual foi retirado do anticorpo com o objetivo de reutilização da 

membrana. Após a detecção de sinal no C-digit a membrana é submetida a 5 

lavagens em TBS-T por 5 min. Em seguida, esta membrana foi novamente 
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bloqueada, incubada com os anticorpos anti-GAPDH, o qual foi revelada 

seguindo o mesmo método descrito anteriormente. 

 
3.8 Quantificação da expressão da carga viral do HCV por qPCR 

Para a quantificação da carga viral intra e extracelular da SGR-JFH1 

foram analisados o pellet e sobrenadante da cultura de células sem e pós 

tratamento com os CNBs e assim analisar o ritmo de replicação do vírus. Para 

este ensaio, foi plaqueado 1,0 x106 células em placas de 24 poços, após 24 horas 

a cultura foi tratada com a nanoemulsão branca e os CNBs sem e com 

nanoemulsão a 15 μM, expostas por 24 horas. 

Após o tempo de exposição o meio foi coletado e reservado enquanto as 

células foram lavadas e tripsinisadas, a tripsina foi retirada ao descartar o 

sobrenadante de lavagem após a centrifugação a 300 g. O pellet e o 

sobrenadante foram transferidos para placas de 96 poços. Para esta análise foi 

utilizado o kit da Abbot RealTime HCV (4J86-90), o qual acompanha um frasco 

do controle interno e 3 frascos referentes aos reagentes de amplificação. 

Primeiramente, foi adicionado 500 μL do controle interno em um frasco de 

tampão mLysis da Abbot mSample Preparation. Após preparada a solução de 

lise, esta foi adicionada ao pellet e sobrenadante na placa de 96 poços 

juntamente com as micropartículas magnéticas para purificar os ácidos 

nucléicos, o qual foram eluidos em fosfato de sódio a 5mM em pH 7,8. A extração 

do RNA foi feita de forma automatizada, pelo extrator Unitractor Uniscience. 

Após a extração foi preparada a solução mix do kit da Abbot RealTime 

HCV (4J86-90), o qual contem três frascos numerados de 1 a 3, o primeiro frasco 

contém o tampão enzimático com cloreto de magnésio (importante para a 

atividade enzimática). O frasco de número 2 contém DNTP, estes são os 

nucleotídeos (primers) que serão inseridos na sequência durante a reação, já 

incluso a sonda FAM. Por fim, o frasco número 3 contém a enzima termoestável 

rTth DNA polimerase. O mix foi preparado adicionando todo o conteúdo do frasco 

1 e 2 no frasco 3, segundo as instruções do fabricante. Em seguida foi adicionado 

25 μL de amostra e 25μL do mix em placas de PCR de 96 poços, o qual foram 

alocadas ao termociclador Agilient, AriaMx Real Time PCR System. Também 

foram utilizados controles pertencentes ao kit da Abbot, sendo dois referentes a 

calibragem, dois controles positivos e um controle negativo, o qual garante o bom 
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funcionamento do kit, além de constatar a ausência de contaminantes ao logo 

de toda a corrida. 

Na análise de qPCR ocorrem ciclos térmicos repetidos, alternando 

temperaturas de incubação, para que os produtos de amplificação dissociem em 

fitas simples em temperaturas mais altas, possibilitando o anelamento e 

extensão do primer ao baixar a temperatura. 

A reação de amplificação consiste na conversão do RNA alvo em cDNA, 

pela atividade de transcriptase reversa da enzima termoestável rTth DNA 

polimerase recombinante proveniente da bactéria Gram negativa Thermus 

thermophilus, à uma temperatura de 50 °C, de acordo com o tamanho dos 

amplicons. Os primers reversos e o controle interno (CI) anelam aos seus 

respectivos alvos, e são estendidos durante um período prolongado de 

incubação. 

Em seguida, à uma temperatura de 95 °C, inicia-se a etapa de 

desnaturação, que está acima do ponto de fusão do produto de cDNA-RNA de 

dupla fita, acompanhada pelo anelamento de um segundo primer à fita de cDNA, 

sua extensão em virtude da atividade da rTth, e então a síntese do produto de 

fita dupla de DNA. 

Durante os ciclos de leitura na amplificação, ocorre a redução da 

temperatura a 60 °C, permitindo a detecção de fluorescência, a reação termina 

após 40 ciclos. As sondas dos primers e do CI consistem em oligonucleotídeos 

de DNA de fita simples, formados por uma sequência de sonda com uma 

molécula fluorescente (reporter) que é covalentemente ligada à extremidade 5’ 

da sonda, e uma molécula supressora (quencher) na extremidade 3’. A falta da 

sequência alvo na amostra, reprime a fluorescência pelo quencher. Na presença 

da sequência alvo, ocorre a hibridização da sonda às sequências 

complementares, separando o fluoróforo-reporter do quencher, e, 

consequentemente, permite a emissão e detecção de fluorescência. 

Para cada tratamento, o Ct dos genes alvos foi registrado e comparado 

com o Ct do gene de referência GAPDH. Os valores de Ct são necessários para 

calcular a expressão relativa de RNAm de cada gene de interesse em relação 

ao gene referência. Essa relação é chamada de Delta Ct (𝚫Ct). 
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No intuito de analisar a variação de expressão entre os tratamentos foi 

utilizado o parâmetro Delta Delta Ct (𝚫𝚫Ct), calculando o 𝚫Ct da média dos 

controles com a fórmula a seguir: 

 

 
3.9 Quantificação da expressão das I-SMADS, VAP-A por qPCR 

A quantificação de RNA das I-SMADS e VAP-A foi realizada nas células 

Huh 7.5 e SGR-JFH1 sem e após tratamento com os CNBs ou controle de 

veículo, estimando o ritmo normal da expressão destes genes. Para este ensaio, 

foi plaqueado 1,0 x106 células em placas de 24 poços, após 24 horas a cultura 

foi tratada com a nanoemulsão branca e os CNBs sem e com nanoemulsão a 15 

μM, expostas por 24 horas. 

Após o tempo de exposição as células foram lavadas e tripsinisadas, a 

tripsina foi retirada ao descartar o sobrenadante após a centrifugação a 300 g. O 

pellet foi transferido para placas de 96 poços em tampão de lise, guanidina a 6 

M, e micropartículas magnéticas para purificar os ácidos nucléicos, o qual foram 

eluidos em fosfato de sódio a 5mM em pH 7,8. A extração do RNA foi feita de 

forma automatizada, pelo extrator Unitractor Uniscience. 

Após a extração foi preparada a solução mix, contendo 50μg de RNA, 

1,2μM de prime já com a sonda FAM, 1x da solução One Step (Sigma KCQS08), 

o qual contém a enzima tanto com a função de transcriptase reversa quanto de 

TAQ DNA polimerase, o tampão enzimático com cloreto de magnésio e DNTP, 

nucleotídeos que serão inseridos na sequência durante a reação. 

Por fim, foi adicionado 5μL do mix e 10 μL de água ultrapura em placas de 

PCR de 96 poços e alocadas ao termociclador Agilient, AriaMx Real Time PCR 

System. A reação de amplificação ocorreu seguindo os mesmos princípios já 

descritos no item 3.8. 
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3.10 Análise de apoptose e necrose por citometria de fluxo 

O protocolo anexina V e iodeto de propídeo (PI) é comumente utilizado 

para determinar a apoptose, necrose ou viabilidade celular através das 

características de integridade e permeabilidade da membrana plasmática e 

mitocondrial. Durante o processo de apoptose a fosfatidilserina de membrana é 

exposta ao meio extracelular, dessa forma, a alta afinidade da anexina V a este 

fosfolipídio nos permite identificar os estágios iniciais de apoptose. 

Já o PI é um corante fluorescente, que se liga ao DNA de células mortas 

ou em estágios tardios de apoptose. O PI pode ser considerado um indicador de 

exclusão de viabilidade celular, usado para determinar a integridade da 

membrana plasmática, pois em células viáveis ou em estágios iniciais de 

apoptose a membrana celular não é permeável ao PI (Crowley; Marfell; Scott; 

Waterhouse, 2016; Rieger et al., 2011). Utilizando anexina V marcada com 

isotiocianato de fluoresceína (anexina V FITC) e PI concomitantemente, como 

corantes celulares, é possível determinar as populações de células viáveis, não 

coradas (anexina V−/PI−); células em estágio de apoptose precoce (anexina 

V+/PI−) e células necróticas ou mortas (anexina V+/PI+) (Crowley; Marfell; Scott; 

Boughaba et al., 2016). Os ensaios de apoptose e necrose foram realizados 

seguindo a metodologia de Rieger e colaboradores (2011) com modificações. 

As células Huh-7.5 e SGR-JFH1 foram plaqueadas em meio de cultura D- 

MEM a 1,0×106 células mL-1, 500 µL/poço, em placas para cultivo celular de 24 

poços e incubadas em estufa a 5% CO2 e 37 °C por 24 h. Em seguida, o meio 

de cultura foi removido e foram adicionados os tratamentos com a CL/PP, CL/PP 

nano e a nano branca, diluídos em meio de cultura, nas concentrações de 15 

µmol L-1 baseado no IC50 obtidos pelo ensaio de MTT e vermelho neutro. As 

células do controle negativo (CN) foram expostas apenas ao meio de cultura, já 

para o controle positivo (CP) as células foram tratadas com H2O2 0,1 mmol L-1, 

agindo com indutor de apoptose (Xiang et al., 2016). 

As células foram incubadas por 24 h seguindo as condições anteriores. 

Posteriormente, o sobrenadante de cada poço foi coletado em tubo tipo 

eppendorf. 

Os poços foram lavados com PBS, e em seguida as células foram 

removidas pela ação de tripsina-EDTA e adicionadas ao sobrenadante do 

respectivo tubo para inativar a tripsina. Os tubos foram centrifugados a 300 ×g 
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por 10 min. As células foram lavadas duas vezes com PBS gelado, seguidas de 

centrifugação. O pellet foi suspenso em 100 µL de tampão de ligação diluído 1:10 

em água ultrapura, do kit de detecção de apoptose anexina V FITC I (BD 

Pharmigen, código 556547) e transferido para tubo de 5 mL de fundo redondo 

para citometria. 

Foram adicionados 1 µL de anexina V a cada tubo, incubando por 15 min 

no escuro. O volume final foi ajustado para 350 µL com tampão de ligação, e 2 

µL de iodeto de propídeo (PI) foram adicionados imediatamente antes da leitura. 

A análise foi realizada em citômetro de fluxo Accuri C6 Flow Cytometer, 

com captura de dados utilizando o programa CFlow Plus software. A leitura para 

anexina V-FITC foi realizada no canal FL1 (530/30 nm) e para o PI no canal FL2 

(670 nm). 

 
3.11 Análise Estatística 

Os pressupostos de normalidade e homocedasticidade foram verificados 

empregando o programa Statistica 10 (StatSoft, Inc). A análise estatística e os 

gráficos foram realizados com o programa GraphPad Prism 5.01 (GraphPad 

Software, Inc.). Resultados estatisticamente significativos são aqueles cujo p- 

valor foi inferior ou igual a 0,05. No ensaio de PCR em tempo real e apoptose e 

necrose a avaliação foi estatisticamente analisada aplicando one-way ANOVA. 

O pressuposto de normalidade de distribuição da variável dependente 

(absorbância corrigida) foi validado em relação aos diferentes tipos de 

tratamento utilizando o teste de Bonferroni (p > 0,05). 
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4. Resultados e discussão 

 

4.1 Preparo das nanoemulsões 

Os compostos CL e PP foram preparados separadamente em 

nanoemulsões como descrito no item 3.1, em seguida foi feita a caracterização 

dessas moléculas pela técnica de DLS. O DLS é uma técnica comumente 

utilizada com o objetivo de mensurar a distribuição, o tamanho, e até mesmo a 

forma de nanopartículas em solução. Por se tratar de uma formulação cuja as 

partículas são coloidais, esta técnica utiliza o movimento Browniano, 

característico de partículas em solução, para detectar as flutuações da 

intensidade de espalhamento. O DLS também é definido como espalhamento 

quase elástico da luz e espectroscopia de correlação de fótons (Holoubek, 2007; 

Nobbmann et al., 2007). 

Através da técnica de DLS foi avaliado o tamanho da partícula, o índice de 

polidispersão (IPd) e o potencial Zeta, cujos valores podem ser observados na 

tabela 1. No que se refere ao tamanho da partícula, ambos os compostos 

apresentaram resultados satisfatórios, preferencialmente estando abaixo dos 

220 nm, tal preferência, a primórdio, seria para possibilitar a filtração dessas 

formulações, o qual precisam estar em condições estéreis para entrar em contato 

com a cultura celular. 

O IPd sugere o grau de homogeneidade de um sistema referente ao diâmetro 

das partículas em suspenção, em outras palavras, é analisado as variações de 

tamanho entre as partículas de uma formulação (Nobbmann, 2014; Bera, 2015). 

Os valores variam de 0 a 1, sendo quanto mais próximo de 0 mais homogêneo 

o sistema, ou seja, as partículas apresentam tamanhos aproximados, enquanto 

que, quanto mais próximo de 1 mais polidispersa é a formulação. Os resultados 

de IPd dos compostos CL e PP foram satisfatórios, apresentando valores mais 

próximos a 0. 

O potencial Zeta é um indicativo da carga superficial da partícula, o valor 

eletrostático de tipicamente ±30 mV fornece uma indicação quanto a estabilidade 

da suspensão. Ou seja, valores de potencial Zeta superiores a +30 mV ou 

inferiores a -30 mV são estáveis, enquanto que valores acima de -30 mV e abaixo 

de +30 mV são instáveis, indicando que as formulações podem flocular 

interferindo na atividade do composto (Robert et al., 2017). Com relação aos 
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resultados apresentados pelos compostos na tabela 1, os valores de potencial 

Zeta são satisfatórios. Sendo assim, com base nos três resultados obtidos, 

ambas as formulações foram consideras adequadas para serem testadas. 

 
Tabela 1. Preparação dos compostos bioativos CL e PP preparados 
isoladamente em nanoemulsões. 

 

Compostos Bioativos Nanoemulsionados 

 
Tamanho(nm) IPd 

Potencial Zeta 

(mV) 

CL 107.8 ± 0.9815 0.297 ± 0.030 -13.5±0.721 

PP 139.9 ± 0.2082 0.301 ± 0.006 -36.6 ± 0.361 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 
 

4.2 Análise de MTT 

 

 
Os ensaios de MTT e Vermelho Neutro foram utilizados estabelecendo uma 

escala de citotoxicidade, afim de determinar a concentração inibitória média 

(IC50) da curcumina e piperina (CL/ PP) 20:1 livres e nanoemulsionadas em 

células de hepatocarcinoma, Huh 7.5 e SGR-JFH1. Como já mencionado 

anteriormente, o ensaio de MTT fundamenta-se na atividade de desidrogenases 

mitocondriais de células viáveis que reduzem metabolicamente o sal de MTT 

(coloração amarela e solúvel em água), em cristais de formazan (cor azul púrpura 

e insolúvel em água), que se acumulam no citoplasma celular (Li; Song, 2007). 

Portanto, a redução do MTT a formazan é diretamente proporcional à atividade 

mitocondrial e à viabilidade celular. 

De acordo com a Figura 11 a viabilidade das células Huh 7.5 e SGR-JFH1, 

exposta à CL/PP livres, apresentaram uma média de IC50 de 29,7μM +/-1,66 e 

31,4 μM +/-2,79, respectivamente. Nos tratamentos com CL/PP nano, em células 

Huh 7.5 e SGR-JFH1, a média de IC50 foi de 31,37 μM +/-4,27 e 34,29μM +/- 

3,00, respectivamente, e 38,18 μM +/-0,57 e 52,9μM +/- 3,00, respectivamente, no 

tratamento com a nanoemulsão branca. A nanoemulsão foi a menos citotóxica, 

sobretudo na SGR-JFH1, apresentando uma diferença significativa em 

comparação com a Huh 7.5, informação que a enquadra como um bom sistema 

de carreamento com relação a citotoxicidade, porém a presença do vírus 
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pode estar contribuindo para uma tolerância aos compostos ainda maior. As 

CL/PP e a CL/PP nano apresentaram um IC50 próximo entre os tratamento e 

entre as linhagens Huh 7.5 e SGR-JFH1. Primeiramente estes resultados 

indicam que ambas as células apresentam o mesmo IC20, conferindo a mesma 

resistência aos composto naturais. 

 
Figura 11: Teste de MTT, concentração inibitória média dos compostos naturais 
bioativos em células Huh 7.5 e SGR-JFH1. 
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Fonte: Elaborado pela autora 

Legenda: Teste de MTT, concentração inibitória média dos compostos naturais bioativos 
em células Huh 7.5 e SGR-JFH1, respectivamente, nas proporções de 20:1 de CL/PP 
Livre (A), CL/PP em nanoemulsão (B) e nanoemulsão branca (C). Tratadas por 24 horas 
em concentrações de 400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 μM. 
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O fato de não haver diferença entre os tratamentos pode indicar que a 

disponibilidade dos compostos nanoemulsionados não seja superior ao da CL/PP 

sem o carreador. Com base nos resultados obtidos e nos trabalhos encontrados 

na literatura (Atal et al., 2016; Shoba et al., 1998; Zhou et al., 2016), foi 

determinado 15 μM como IC20, conferindo aproximadamente 80% de viabilidade 

celular. 

 
4.3 Análise do Vermelho Neutro 

 

 
O vermelho neutro (VN), é um corante fenazina de característica catiônica, 

amplamente utilizado não apenas em ensaios de citotoxicidade, mas também 

para coloração histológica e indicador de pH intracelular (Verissimo, 2016). 

O teste VN, como já mencionado, fundamenta-se na internalização do 

corante pelos lisossomos de células viáveis (Andrade et al., 2017). O corante é 

um composto catiônico fraco sendo absorvido ao penetrar a membrana celular 

por difusão simples concentrando-se no interior dos lisossomos. O composto 

provoca um gradiente de prótons que gera um pH mais ácido, isto permite a 

ligação do corante com os grupos fosfatos e aniônicos da matriz lisossomal. 

Compostos tóxicos podem alterar estruturas membranosas celulares, isso faz 

com que as células que sofrem danos às membranas, ou superfícies, percam a 

capacidade de aprisionamento do corante, o que reduz sua quantidade na 

cultura. Assim, a toxicidade celular se expressa por uma redução da 

concentração de corante, após a exposição das células à uma substância teste, 

sendo que quanto maior a concentração de vermelho neutro nos lisossomos, 

maior a quantidade de células viáveis, o que faz deste teste uma excelente opção 

para ensaios de citotoxicidade (Andrade, 2017). 

De acordo com a Figura 12 a viabilidade das células Huh 7.5 e SGR-JFH1, 

exposta à CL/PP livres, apresentaram uma média de IC50 de 29,26 μM +/-2,5 e 

29,4 μM +/- 1,4, respectivamente, e para os tratamentos com CL/PP nano tal 

média foi de 32,86 +/-4,27 μM e 34,11 μM +/- 1,24, respectivamente, e 39,59 +/- 

2,25 e 50,6 μM +/-2,44, respectivamente, para a nano branca. Estes valores 

corroboram com os resultados obtidos pelo ensaio de MTT, o valor de 

concentração de 15 μM é a média do IC20 de ambos os testes de citotoxicidade. 
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Figura 12: Teste de VN, concentração inibitória média dos compostos naturais bioativos 
em células Huh 7.5 e SGR-JFH1 
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Fonte: Elaborado pela autora. 

Legenda: Teste de VN, concentração inibitória média dos compostos naturais bioativos 

em células Huh 7.5 e SGR-JFH1, respectivamente, nas proporções de 20:1 de 
CL/PP Livre (A), CL/PP em nanoemulsão (B) e nanoemulsão branca (C). Tratadas por 
24 horas em concentrações de 400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 μM. 

 
 

4.4 Teste de Internalização por Citometria de Fluxo 
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uma média percentual de internalização de 34%, conforme pode ser observado 
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na Figura 13. Os quadrantes inferior e superior esquerdo representam as células 

não marcadas, viáveis e em processo de morte respectivamente, ou seja, estas 

populações não receberam o marcador DIO via nanoemulsão. 

Enquanto o quadrante superior direito indica as células não viáveis com 

o DIO internalizado, porém esta porcentagem é desconsiderada, pois as células 

estão em processo de morte e a membrana plasmática já perdeu a 

permeabilidade seletiva, o que naturalmente permite a absorção da 

nanoemulsão. 

Já o quadrante inferior direito, representa a população de células viáveis 

que receberam o marcador fluorescente, este percentual é o que de fato revela 

a eficiência de internalização do sistema em questão, indicando um potencial de 

entrega acima de 30%. Urge salientar, que este percentual de internalização não 

foi citotóxico às células Huh 7.5, inclusive demonstrou uma citotoxicidade similar 

à CL/PP livre. Dessa forma, podemos observar uma entrega efetiva do 

nanosistema e com baixo efeito citotóxico. 

 
Figura 13: Percentual de internalização da nanoemulsão em células Huh 7.5. 

A B 
 

Fonte: Elaborado pela autora. 
 
Legenda: Gráficos de pontos de citometria de fluxo representativos de dados derivados 
de DIO e PI incorporado ás células Huh 7.5. (A) controle negativo, células expostas 
apenas a DEMEM. (B) células após 24 horas de exposição ao DIO, indicando um média 
de internalização de 34% 

 

As imagens da análise de confocal, item 4.6 (Figura 134), corroboram com 

os resultados deste teste, demonstrando que a CL nanoemulsionada de fato foi 

absorvida pela célula, descartando a hipótese de que o sistema de nanoemulsão, 
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ao invés de internalizar, estivesse apenas interagindo com a membrana 

plasmática no meio extracelular. 

 

4.5 Análise Confocal 

Para a técnica de confocal a própria CL foi utilizada como marcador do 

nanosistema. O espectro de absorção da curcumina consiste em apenas uma 

banda característica na região da luz visível (400-420 nm) (Bonfim et al.,2020). 

Com base no fato de que a curcumina apresenta fluorescência natural entre 450- 

700 nm com excitação fixada em 458 nm, avaliamos a internalização de 

nanoemulsões por células Huh 7.5 usando microscopia de fluorescência. 

Após 24 horas de incubação com 15 μM de CL nanoemulsionada, as células 

exibiram fluorescência verde por todo o citoplásma (Figura 14). O marcador de 

tubulina foi utilizado para fornecer a visualização de todo o entorno da célula (B) 

e assim compararmos com o que estava sendo observado na imagem A. 

 
Figura 14: Imagem do confocal da internalização da CL em células Huh 7.5. 

A B 
 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Legenda: Imagem da internalização da CL na célula Huh 7.5, expostas por 24 horas a 
15 μM de CL nanoemulsionada. (A) as regiões em verde mostram a CL internalizada, 
os núcleos, marcados com nucblue, estão em azul. (B) células tratadas apenas com 
nucblur (azul) e tubulin tracker green (vermelho). 

 
Dessa forma, com bases nas imagens, podemos concluir que a nanoemulsão 

não atua na membrana plámatica, no meio extracelular, mas internaliza, 

carregando a CL para dentro da célula. Os possíveis mecanismos de 
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internalização são inúmeros, pois nanocarreadores lipídicos podem interagir com 

as células de várias maneiras, incluindo endocitose , transcitose e até fusão de 

membrana (Haddadzadegan; Dorkoosh; Bernkop-Schnürch, 2022). Sendo 

assim, para esclarecer as vias de internalização deste sistema é necessário 

estudos mais aprofundados. 

 
4.6 Análise qualitativa das proteínas NS5A, p62 e HIF-1α por Western 

Blotting 

Como já mencionado o western blotting é um método semiquantitativo 

para avaliar o grau de expressão de proteínas de interesse. A técnica consiste 

na ligação de um anticorpo primário específico para cada proteína alvo. Para a 

reação acontecer é necessário que o anticorpo primário se ligue ao anticorpo 

secundário, conjugado com peroxidase, esta enzima catalisa o 

quimioluminescente (luminol) gerando aminoftalato e luz. O sinal emitido pela 

reação é proporcional à quantidade de proteínas contidas na amostra, o qual é 

detectado pelo sistema de documentação, o scanner de membranas. A escolha 

das proteínas alvo deste trabalho foi especulativa, baseada em levantamentos 

bibliográficos que nos permitiu criar uma hipótese de quais mecanismos o vírus 

HCV estaria utilizando para manter a viabilidade celular ao longo da infecção. 

Segundo Irshad et al., (2017), o Hif-1α é uma via importante para células 

em estado de hipóxia e esta condição pode ser gerada pela infecção do HCV. A 

proteína p62 é um importante marcador de mitofagia, que foi escolhida na 

esperança de mostrar um panorama do ritmo de degradação mitocondrial que, 

provavelmente, o vírus possa provocar. E por fim, a NS5A, uma importante 

fosfoproteína essencial ao HCV, da qual sabe-se tão pouco. 

Ao observarmos as bandas dos géis da Figura 15 podemos concluir que 

nenhum dos tratamentos afetaram a expressão destas proteínas, apresentando 

o mesmo padrão que a célula SGR-JFH1 e Huh 7.5 sem tratamento. Contudo, 

há relatos na literatura a respeito da curcumina provocar a supressão da 

expressão de HIF-1α, inclusive consta que esta proteína é abundante em células 

tumorais e em tecidos em processo de fibrose, o que contradiz o fato da 

inexistência de banda na Huh 7.5, uma célula tumoral (Bahrami et al., 2018). 

Outro estudo também constatou o efeito regulatório da curcumina sobre o HiF- 

1α nos tecidos cerebrais de ratos submetidos a condições de hipóxia (Sarada et 
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al., 2015). Segundo Viswanadha et al. (2020) a piperina regulou a via do HIF-1α 

na inflamação induzida por isoproterenol em tecidos cardíacos de ratos, segundo 

os autores o pré-tratamento com piperina impediu o quadro de inflamação. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

NS5a 
 
 

 

B 
 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Legenda: Em células SGR-JFH1 nas imagens A e B colunas 2 a 5: (1) Peso molecular; 

(2) Tratamento com CL/PP livre; (3) Tratamento com CL/PP nano. (4) Tratamento com 

nano branca; (5) SGR-JFH1 sem tratamento; (6) Huh 7.5 sem tratamento. 

Referente a proteína p62, estudos mostraram que a curcumina diminuiu 

os níveis de expressão da p62 e reverteu o fluxo autofágico em ratos com 

diabetes mellitus. Já em testes in vitro de lesão de perfusão isquêmica, a 

curcumina diminuiu os níveis de HIF-1α e aumentou os níveis de expressão de 

p62 (Forouzanfar et al. 2019). Segundo Jim et al. (2022) a curcumina promoveu 

1 2 3 4 5 6 

Figura 15: Expressão proteica em células SGR-JFH1 e Huh 7.5 após tratamento com 
os CNBs e nano branca, em membranas de nitrocelulose, por western blotting. 
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a expressão de p62 em tecidos ósseos em condições de osteoartrite. Este 

levantamento bibliográfico revela que a relação causa/efeito da curcumina sobre 

a mesma proteína pode mudar de acordo com o cenário metabólico em que o 

composto se encontra. 

O NF-kβ também sofre influência da ação dos compostos em questão. 

Estudos sugerem que a piperina é capaz de se ligar ao sítio ativo do NF-kβ e 

impedir sua translocação para o núcleo. Há muitos estudos que comprovam a 

ação inibitória da curcumina sobre o NF-kβ, o qual além de atuar no sítio de 

ligação do NF-kβ, evitando sua translocação para a região nuclear, o composto 

também inibe a expressão e consequentemente reduz os níveis de NF-kβ 

(Gachpazan et al., 2021; Laurindo et al., 2023; Zhang et al., 2019; Altinel et al., 

2020). 

Por fim, com relação a NS5A, não há nada na literatura que relacionou o 

efeito dos CNBs em questão com a atividade e expressão desta fosfoproteína. 

O fato de as bandas estarem presentes em todos os tratamentos e não apenas 

no controle negativo nas células SGR-JFH1 não comprova, necessariamente, 

que os compostos naturais não geraram efeito. Como já mencionado a NS5A é 

uma fosfoproteína dividida em uma região hiper e hipofosforilada, as regiões de 

fosforilação bem como as suas funções ainda são pouco conhecidas, o que, 

provavelmente, é a razão de não haver anticorpos anti-NS5A fosforilados 

disponíveis no mercado. Isto limita os nossos resultados, pois o fato dos 

compostos não estarem atuando na expressão não significa que os CNBs não 

interferiram na atividade da NS5A agindo sobre a sua fosforilação. 

Dessa forma, é necessário direcionar mais estudos sobre a NS5A e 

também sobre as demais proteínas, alvo deste estudo, cuja as bandas não foram 

evidenciadas, mas a literatura indica a ação destes compostos sobre elas. O fato 

de nenhuma delas ter sido detectada por esta técnica, sobretudo nos controles 

negativos, revela a necessidade de ajustarmos o protocolo com o intuito de 

aumentar a sensibilidade e melhorar a detecção destas proteínas. 
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4.7 Análise quantitativa de PCR em tempo real (qPCR) da carga viral. 

 

 
É possível observar na Figura 16 que em 24 horas de incubação, o 

tratamento com CL/PP livre e CL/PP nano, em pellet, apresentaram inibição da 

síntese viral intracelular, demonstrando uma diminuição de 2.595 vezes em 

comparação com o controle negativo, ambos os tratamentos responderam da 

mesma forma, sem diferenças significativas (p<0,005). Já o tratamento com a 

nano branca gerou um aumento de 333,4 vezes em comparação ao controle 

negativo. Em contrapartida, o índice de carga viral nos sobrenadantes tratados 

com CNBs permaneceram sem diferenças significativas em comparação ao 

controle negativo, excetuando a nano branca, que apresentou um aumento de 

18,8 vezes em comparação ao controle. 

Tais resultados demonstram a indiscutível relevância do trabalho. Como 

já mencionado, Kim et al (2010) testaram a atividade da curcumina em faixa de 

concentração de 5 a 15 µM em células SGR-JFH1, e observaram uma redução 

da carga viral em 40% em relação ao controle. Outros trabalhos divulgaram uma 

redução de 50% do RNA-HCV após tratamento com CL, na concentração de 20 

µM, em células SGR-JFH1, marcado com luciferase (Chen et al., 2012). 

Há outros trabalhos que relataram que estudos in vitro da atividade 

antiviral de células SGR-JFH1 indicaram que a curcumina pode ser um composto 

anti-HCV potente. Além disso, estudos já foram feitos, associando a curcumina 

com os antivirais a base de IFNα, resultando em uma severa inibição da 

replicação do HCV e comprovando que é possível o uso de CNBs como terapias 

adjuvantes para a doença (Tung et al., 2019). 

Curiosamente a CL/PP nano não aumentou a síntese de replicação do 

HCV como a nano branca. Não foi surpresa a nano branca apresentar este efeito, 

já que a principal via utilizada no ciclo do HCV é a via lipídica e a nano branca, 

sendo composta por lipídios, acabou acentuando a expressão da carga viral. 

Porém o efeito da curcumina e a piperina foram dominantes e parecem ter 

sobrepujado o efeito positivo que a nano branca teria exercido sobre o vírus, a 

ponto de não ter sido observado diferença no efeito inibitório da replicação do 

HCV entre a CL/PP livre e CL/PP nano. 
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Infelizmente, até o momento, não há nada na literatura ligando o efeito da 

piperina no ciclo de replicação do HCV. O mais próximo que temos é o trabalho 

da, atualmente doutora, Rute Lopes (2019), Processo Fapesp 2017/004500-9, 

tendo estudado o efeito da piperina isoladamente e relatado o seu efeito antiviral 

sobre o HCV. Além disso, seu trabalho também constatou que a 

biodisponibilidade da curcumina aumentou quando associada à piperina. 

O efeito da piperina sobre a biodisponibilidade da curcumina já se faz 

conhecida na literatura, seus estudos tem sido cada vez mais abrangentes 

devido aos seus relevantes efeitos na área da saúde (Heidari et al. 2023; Servida 

et al. 2023; Miryan et al. 2021). O evidente efeito anti-viral destes compostos é 

um exemplo desta relevância, sobretudo no caso da curcumina, o qual ao se 

levar em conta sua baixa absorção devido a insolubilidade em água, 

principalmente quando a sua principal via de administração é oral, faz da piperina 

um fator determinante para se ter sucesso nos tratamentos com CNBs desta 

natureza (Assis et al., 2017; Zhou et al., 2016; Heidari et al. 2023). 

 
Figura 16: Índice de carga viral de RNA do HCV em meio intracelular e sobrenadante 

de células SGR após tratamentos com CNBs. 
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Fonte: Elaborado pela autora. 
Legenda: Ensaio de PCR em tempo real para a determinação da carga viral do meio 
intra e xetracelular em células Huh 7.5 SGR-JFH1, expostas por 24 horas a 15μM de 
CL/PP livre (barra azul), CL/PP Nano (barra verde) e nano branca (barra rosa). O 
controle negativo da Huh 7.5 SGR-JFH1 foi exposto apenas ao meio de cultura (barra 
laranja). Barras com letras diferentes representam diferenças significativas entre os 
tratamentos. ANOVA e teste de Bonferroni foram usados (P < 0,05). Os dados estão 
apresentados como média e erro padrão de média (barras). 
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4.8 Análise quantitativa de PCR em tempo real (qPCR) das I-SMADS e 

VAP-A. 

Todos os tratamentos e os controles negativos, tanto da Huh 7.5 quanto da 

SGR-JFH1, demonstraram níveis significativos na expressão de SMAD 6, 

apresentando diferenças consideráveis entre si, sendo o tratamento com a nano 

branca o mais responsivo. Os controles negativos da Huh 7.5 e da SGR-JFH1 

demonstraram um aumento na expressão da SMAD 6 de 206,6 e 45 vezes maior, 

respectivamente, que o gene de referência GAPDH. Tal resultado revela que 

esse gene esta envolvido em outras vias metabólicas importantes para as células 

de hepatocarcinoma e não apenas em casos circunstanciais, como na invasão 

de um vírus. 

A expressão da SMAD 6 esta relacionada à regulação negativa do fator 

transformador de crescimento β (TGF-β), uma citocina multifuncional que regula 

a expressão de mais de 500 genes (Dzieran et al., 2014), envolvida em diversas 

funções celulares, como proliferação, apoptose, diferenciação e homeostase de 

tecidos adultos (Jung et al., 2013; Seoane; Gomis, 2017). 

O TGF-β é proeminente em fígados debilitados e atua como um regulador 

chave na atuação de células estreladas hepáticas e na fibrogênese da maioria 

dos danos hepáticos. No início do desenvolvimento das lesões, tal citocina 

apresenta efeitos citostáticos, induzindo a apoptose em diferentes tipos de 

hepatócitos e interferindo na proliferação destas células durante a regeneração 

do fígado. Contudo, durante o processo em que a lesão hepática crônica se 

desenvolve para um estágio de cirrose ou mesmo carcinoma hepatocelular, o 

TGF-β muda de comportamento, passando de uma função citostática para 

ancogênica, o qual induz a transição mesenquimal epitelial, produção de 

citocinas e receptores, migração e invasão (Dzieran et al., 2013; Seoane; Gomis, 

2017). 

Ou seja, o TGF-β apresenta uma natureza pleiotrópica, o qual, dependendo 

do contexto celular e sua integração com outras cascatas de sinalização, esta 

citocina pode agir como um fator supressor de tumor, inibindo a proliferação 

celular e estimulando a diferenciação em células saudáveis. Em contrapartida, 

em um ambiente de câncer avançado, induz a progressão do tumor e metástase, 

servindo assim como um agente oncogênico (Seoane; Gomis, 2017, Tsuchiya, 

2022). 
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O TGF-β é a citocina fibrogênica mais relevante e classicamente atua na 

transmissão intracelular via proteínas smads (Gungor; Uysal; Senturk, 2022). 

Sendo assim, é necessário que sua sinalização seja cuidadosamente regulada 

afim de manter a homeostase tecidual, pois sua hiperativação ou sua 

hipoativação está altamente relacionada a doenças humanas, incluindo o câncer 

(Jung et al., 2013; Gungor; Uysal; Senturk, 2022). Tais descobertas têm levantado 

maiores estudos sobre as I-SMADS (smad 6 e 7), pois são responsáveis pela 

regulação negativa do TGF-β. 

O TGF-β possui duas formas de sinalização; através das vias canônicas 

dependentes de smad e não canônicas independentes de smad. Canonicamente, 

o TGF-β liga-se aos receptores TGF-β tipo II (TβRII) que subsequentemente 

recrutam e ativam os receptores tipo I TβRI/ALK-5 por fosforilação, levando à 

fosforilação C-terminal das R-Smads, como a Smad 2 e a Smad 3. A fosforilação 

de R-Smads resulta na formação de um complexo heteromérico com a Smad 4 

e seguidamente translocam-se para o núcleo onde atuam como fatores de 

transcrição em conjunto com co-ativadores e co- repressores. As SMADs 6 e 7, 

possuem um papel inibitório na sinalização das R-SMAD (Bi Shaikh; Bhat; 

Bhandary, 2020). Já as vias não canônicas incluem diversas moléculas de 

sinalização intracelular, como quinase 1 associada a TGF-β (TAK1), proteína 

quinase ativada por mitógeno p38 (p38 MAPK), quinase N-terminal c-Jun (JNK), 

quinase regulada por sinal extracelular (Erk), Rho- GTPase e Akt5–13, mas não 

as R-Smads (Dzieran et al., 2013; Jung et al., 2013; Seoane; Gomis, 2017). 

A maioria dos trabalhos estão focados em estudar a regulação negativa da 

via canônica do TGF-β dependente de Smad para revelar que as I-Smads atuam 

como suas antagonistas, sobretudo a Smad 7, que induzida pelo TGF-β1 recruta 

um fator regulador de ubiquitina de proteínas smads (Smurf), o qual suprime a 

via canônica do TGF-β através da degradação proteasomal mediada pela 

ubiquitinação. Já o papel da smad 6 na via canônica do TGF-β não foi estudado 

com a mesma profundidade, pois tem sido reconhecida, principalmente, como 

um importante antagonista da proteína morfogênica óssea (BMP), cuja 

sinalização também induz a degradação de R-Smads via recrutamento de 

Smurfs. Outro evento ainda menos estudado é a regulação negativa da via não 

canônica do TGF-β (Jung et al., 2013). Segundo Jung et al. (2013), a smad 6 é 
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a principal responsável pela regulação negativa do TGF-β não-canônico via TGF- 

b1-TRAF6-TAK1-p38 MAPK/JNK. 

Estas informações são importantes para entendermos o motivo da smad 6 

ser altamente expressa nos controles negativos, principalmente na Huh 7.5. 

Segundo Dzieran (2013), Zou et al., (2021) e Radmanić et al. (2022), os níveis de 

TGF-β são altos em hepatocarcinomas, inclusive em células Huh, o qual nestas 

também foi constatado, segundo Radmanić et al. (2022), altos níveis de smad 6. 

Sendo assim, com base nessas informações, podemos indagar que altos níveis 

de expressão de smad 6 são uma resposta aos altos níveis de TGF-β, cujo o 

excesso já espera-se encontrar em hepatocarcinomas, e a Huh 7.5 não é 

exceção. 

Outro fato interessante é que a SGR-JFH1 apresentou níveis 

significativamente menores de smad 6 que a Huh 7.5. Essa reação 

provavelmente está ligada à interferência do vírus na célula. Segundo Zou et al., 

(2021), embora o TGF-β seja essencial na progressão da doença hepática, 

incluindo lesão hepática inicial, fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular, o 

TGF-β, tanto nas vias canônicas dependentes de Smad quanto na não canônica 

independentes de Smad, suprime a replicação do RNA do HCV através da 

interrupção de vários estágios ao longo de todo o ciclo de vida do vírus, desde a 

entrada do HCV nos hepatócitos até os estágios de replicação intracelular. Tal 

estudo nos permite teorizar que a depleção dos níveis de smad 6 ocorreu porque 

os níveis de TGF-β, provavelmente, também diminuíram, pois não seria 

incomum deduzir que o vírus passaria a combater esta citocina. Além disso, o 

HCV é beneficiado com a ativação da smad 6, não apenas por sua ação inibitória 

sobre o TGF-β, mas pelo seu importante papel no aumento dos níveis de 

proteoglicanos de sulfato de heparano na superfície celular para captação de 

colesterol (Zhang, et al., 2017), o que explicaria os altos níveis de expressão de 

smad 6 em células SGR-JFH1, mesmo após uma depleção considerável ao 

compararmos com o controle da Huh 7.5. 

Como já mencionado, porém é importante salientar, que a smad 6 esta 

envolvida na cascata de sinalização das proteínas morfogenéticas ósseas (BMP) 

(Goumans et al., 2018; Wang et al., 2014). As BMPs são um grupo de fatores de 

crescimento classificados na superfamília TGF-β (Wozney et al., 1988; 

Massague, 1990). Embora essas moléculas tenham sido inicialmente 
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descobertas por sua capacidade de induzir a formação de tecido ósseo, 

cartilagem e participar do reparo ósseo, atualmente é conhecida também por sua 

ação no processo de embriogênese, no desenvolvimento de órgãos, bem como 

na manutenção da homeostase do tecido adulto (Chung et al., 2018). 

A smad 6 é um inibidor intracelular que atua, predominantemente, na via de 

sinalização BMP, de forma mais presente do que na sinalização do TGF-β 

(Goumans et al., 2018; Wang et al., 2014). A ativação da BMP-2 e 4 também 

está associado ao tecido adiposo visceral (gordura branca) (Zhao et al., 2002) e 

desempenha um papel importante na adipogênese e diferenciação de adipócitos 

(Wang et al., 2017; Wang et al., 2018; Wang et al., 2022). A BMP-2 também é 

um regulador negativo na proliferação de hepatócitos, atuando na regeneração 

do fígado, regulando negativamente a fibrogênese do órgão. Estudos mostraram 

que a BMP-2 minimizou a fibrose intersticial renal via antagonização dos sinais 

pró-fibrogênicos induzidos por TGF-β1 (Xu et al., 2006; Yang et al., 2009; Yang 

et al., 2011). 

É plausível que a expressão exorbitante de smad 6, tanto em Huh 7.5 quanto 

em SGR-JFH1, também esteja ligada a BMP-2. Estudos tem relacionado o papel 

fundamental da BMP-2 no desenvolvimento de carcinomas hepatocelulares. 

Segundo Zheng et al. (2014), a BMP-2 exerce um efeito inibitório no crescimento 

e migração em células de hepatocarcinomas, outro estudo, como o de Liu et al. 

(2021), afirmou que a superexpressão de BMP-2 atua contra a proliferação e 

metástase do carcinoma em questão. 

Por outro lado, outros autores como, Gou; Gou e Zheng (2021), constataram 

que as células de hepatocarcinoma possuem alta expressão de BMP-2, o qual 

esta atua positivamente na manutenção de células tronco cancerígenas. O 

estudo de Jiang et al. (2023), também constatou que a BMP-2 pode promover a 

proliferação e invasão de células de hepatocarcinoma, contribuindo para a 

progressão maligna do câncer. Todas estas informações contraditórias da BMP- 

2, nos leva a supor que esta citocina apresenta o mesmo comportamento plástico 

que a TGF-β, ou seja, a depender do contexto metabólico em que esta inserida 

sua atuação muda de forma antagônica, passando de um agente anti-tumoral 

para um agente oncogênico. 

É necessário ponderar que estes trabalhos utilizaram linhagens diferentes de 

hepatocarcinoma, o que pode ter contribuído com conclusões tão distintas, 
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inclusive a linhagem de células Huh não foi testada em nenhum destes trabalhos, 

o que afirma a necessidade de maiores estudos. 

Infelizmente não há nada na literatura que ligue as BMPs com os altos níveis 

de smad 6 em células Huh 7.5 e muito menos em células SGR-JFH1. O que nos 

impossibilita de interpretar os resultados de forma mais assertiva. A escassa 

informação na literatura somada à natureza dúbia das vias BMPs e TGF-β, 

dificulta a interpretação destes resultados. Dessa forma, o que podemos concluir 

com os resultados dos controles negativos na expressão de smad 6 é que as 

vias de BMPs e TGF-β podem estar relacionadas, não sabemos ao certo se 

ambas ou apenas uma delas, na expressão da smad 6, e se a sua regulação 

sobre esta smad é positiva ou negativa. Além disso, não podemos excluir a 

possibilidades de outras vias, pouco estudadas ou até desconhecidas, estarem 

atuando fortemente na via da smad 6. 

Os tratamentos com a CL/PP livre Huh 7.5, CL/PP nano SGR-JFH1 e CL/PP 

nano Huh 7.5 apresentaram uma expressão significativa de SMAD 6 de 108, 92 

e 78 vezes (p<0,001), respectivamente, quando comparados ao gene de 

referência GAPDH. Contudo, quando comparamos com o controle negativo da 

Huh 7.5 com a CL/PP livre da Huh 7.5 e a CL/PP nano Huh 7.5, observamos que 

houve uma diminuição na expressão da smad de 98 e 128 vezes, 

respectivamente, enquanto que a smad 6 da SGR-JFH1 CL/PP livre apresentou 

um aumento na expressão de 47 vezes em comparação com o controle negativo 

SGR-JFH1. Curiosamente, a SGR-JFH1 nano apresentou uma diminuição na 

expressão de smad 6 de 23,4 vezes em comparação com o controle negativo 

SGR-JFH1. 

É importante ressaltar que a curcumina regula a atividade dos principais 

marcadores inflamatórios como TGF-β, TNF-α, IL-1, IL-6, entre outros (Zhang et al., 

2015; Gouda; Prabhu; Bhandary, 2018). 

Como mencionado anteriormente, a via de sinalização TGF-β1/Smad inicia- 

se com a ligação do TGF-β1 ao receptor TGF-β1 tipo II (TβRII). A TβRII induz o 

recrutamento e fosforilação da TβRI, crucial para a fosforilação das smads 2 e 3, 

que podem se complexar diretamente com a smad 4. O complexo entra no 

núcleo, intervindo na transcrição de múltiplos genes. Durante este processo, a 

smad 7 possui um papel inibitório na última fosforilação, competindo com a smad 
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2 e 3 pela ligação com a TβRI; (Meng et al., 2016; Hu et al., 2018; Dewidar et al., 

2019). 

Segundo Bi Shaikh, Bhat e Bhandary (2020), camundongos tratados com 

curcumina apresentaram níveis de TGF-β1 reduzidos, sendo observado um 

aumento dos níveis de SMAD 6 e 7. 

Outros estudos também mostraram que a curcumina diminuiu a expressão 

de TGF-β em hepatócitos, causando uma interrupção na transdução do sinal 

transmitido pela via das SMADs. Além disso, verificou-se que a fosforilação das 

smads 2 e 3 foi inibida pela curcumina (Avila-Carrasco et al., 2019). Segundo a 

trabalho de Junyu et al., (2019) foi observado esse mesmo efeito da curcumina 

sobre o TGF-β em outros tecidos. Além disso, segundo Fonseca et al. (2020), a 

piperina também levou a baixas expressões de TGF-β em células de 

adenocarcinoma pulmonar humano. Infelizmente não há descrito na literatura o 

efeito destes compostos naturais na via das smads em células infectadas com o 

vírus da hepatite C. 

Resumindo, a CL/PP livre da Huh 7.5, CL/PP nano da SGR-JFH1 e a CL/PP 

nano da Huh 7.5 apresentaram relativa diminuição de smad 6, e seus níveis de 

expressão não apresentaram diferenças significativas entre si (p<0,0001). Com 

uma visão mais superficial destes resultados, poderíamos concluir que estes não 

corresponderam as informações constatadas na literatura, porém a observação 

de níveis menores de smad 6 pode ser uma resposta a diminuição da expressão 

do TGF-β e não necessariamente da expressão de smad 6 em si. Ou seja, menos 

TGF-β a ser inibido, menos smad 6 precisa ser expressa, mesmo que esta smad 

esteja sendo induzida pela curcumina e piperina. É possível que nestes 

tratamentos os níveis de smad 6 sejam muito superiores aos níveis de TGF-β, 

cenário que pode ser o completo oposto nas células controles, o qual por mais 

que os níveis de smad 6 são maiores, é possível que a causa seja um efeito 

compensatório aos altos níveis de TGF-β. 

Obviamente, que tais indagações são apenas conjecturas, são necessários 

estudos mais aprofundados para esclarecer se tais hipóteses procedem, 

inclusive é necessário investigar o resultado da CL/PP livre da SGR-JFH1, o 

qual, curiosamente, foi o único tratamento com os compostos bioativos que 

tiveram níveis aumentados de smad 6. Poderíamos supor que a composição da 

nano seja a responsável, porém este aumento não foi observado na CL/PP livre 
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da Huh 7.5, o que nos leva a crer que há muito outros fatores envolvidos 

referente à presença do HCV. Considerando que o vírus gera um cenário de 

extrema alteração da maquinária celular, isto abre um leque de possibilidades 

sobre as vias em que os compostos naturais e a nanoemulsão estão 

influenciando na expressão de smad 6. 

Como já mencionado, o tratamento com a nano branca elevaram os níveis 

de smad 6 nas células Huh 7.5 e SGR-JFH1 em 241 e 86,7 vezes, 

respectivamente, em comparação ao gene de referência GAPDH. Houve um 

aumento de 35 e 41,7 vezes quando comparado aos controles negativos. Já a 

smad 7 apresentou níveis elevados de expressão apenas na CL/PP livre da 

SGR-JFH1, um aumento de 5,18 vezes em comparação ao controle negativo. 

Todos os outros tratamentos, inclusive a nano branca, mantiveram níveis de 

expressão muito próximos ao controle GAPDH. 

Estudos recentes descobriram que pacientes com obesidade e síndrome 

metabólica (Son, et al., 2011) possuem níveis séricos de BMP-4 

significativamente aumentados, mas que foram reduzidos após perda de peso 

(Wang et al., 2017; Wang et al., 2018). Um estudo in vivo relatou a expressão 

aumentada de BMP- 4 na esteatose hepática, induzida por ácido oleico (OA) por 

dieta rica em gordura, e constatou que a BMP-4 pode aliviar a esteatose hepática 

(Peng et al.,2019). 

Estes dados nos permitem teorizar que a BMP-2 possa sofrem influência dos 

níveis de colesterol, devido ao seu papel no tecido hepático, além do fato de 

atuar em vias metabólicas convergentes à BMP-4, o qual este já se revelou 

sensível à concentração deste esteroide. Sendo assim, é possível que a 

nanoemulsão tenha aumentado a atividade da BMP2 e provavelmente, por 

consequência, favorecido uma maior expressão de smad 6. Segundo Takase et 

al., a BMP 2 aumenta os níveis de expressão da smad 6, mas não da smad 7, 

esta é expressa de forma antagônica somente pela via TGF-β. 

Os resultados de Li; Wu (2020), demonstram que a inibição da síntese de 

colesterol leva a depleção de jangadas lipídicas, essenciais para a transdução 

de sinal dos receptores TGF-β (Razani, et al., 2001; Le Roy; Wrana, 2005). 

As jangadas lipídicas funcionam como uma plataforma de sinalização, são 

ricas em esfingolipídios e colesterol, sendo cruciais em diversos processos 
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fisiológicos e bioquímicos (Beloribi-Djefaflia; Vasseur; Guillaumond, 2016; Kraft, 

2013; Li et al., 2006). 

Os receptores TGF-β são internalizados por endocitose dependente de 

clatrina como um evento regulatório chave na transdução de sinal (Li; Wu, 2020; 

Mitchell et al., 2004; Conner; Schmid, 2003). Os receptores TGF-β ficam 

localizados nas jangadas lipídicas, o que faz a deficiência de colesterol prejudicar 

a transdução de sinal (Liu et al., 2019). Ademais, foi demonstrado que a depleção 

do colesterol regula negativamente a expressão de TβRI, provavelmente por 

interferir em sua distribuição nas jangadas lipídicas. Essas alterações inibem a 

ativação da TGF-β1 da via de sinalização TGF-β/Smad (Li; Wu, 2020). 

Neste sentido, é possível que o colesterol, presente na nanoemulsão, esteja 

propiciando a fosforilação do TGF-β1 e, consequentemente, inibindo a 

expressão de SMAD 7. 

Estes dados podem nos permitir entender uma provável razão de 

observarmos um aumento na expressão de SMAD 6, regulada pela via BMP-2, 

no tratamento com a nano branca, enquanto o mesmo não ocorreu com a SMAD 

7, pois sua atividade esta estritamente ligada a via TGF-β1. Quando somado 

está informação com o trabalho de Abdelhamid, Selim e Zaafan (2021), o qual 

afirmam que a piperina também é capaz de inibir o TGF-β e aumentar a atividade da 

smad 7, podemos compreender melhor o provável motivo de apenas a CL/PP livre 

da SGR-JFH1 apresentar um aumento nos níveis de expressão da smad 7. 

Contudo, isso não se refletiu no tratamento da CL/PP livre da Huh 7.5, o qual 

apresentou uma expressão significativa, mas não maior que o gene de 

referência, assim como os demais tratamentos. Considerando o fato que os 

CNBs estimulam a expressão das I-SMADS e que o vírus também promove a 

expressão destes genes, devido a sua importância na captação de colesterol, é 

provável que a soma destes dois fatores, explique o fato do aumento da 

expressão de SMAD 6 e 7 ter sido identificado apenas na CL/PP livre da SGR- 

JFH1. 

A dificuldade de se entender estes mecanismos não é incomum, afinal, vias 

metabólicas são extremamente complexas, dependendo de muitos fatores. 

Somando o fato dos estudos a respeito do colesterol e seu efeito sobre a via 

BMP/TGF-β/SMAD ainda serem muito escassos é natural que diferentes 

hipóteses sejam levantadas, sendo evidente a necessidade de mais estudos. 
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Por fim, com relação a VAP-A, apenas a CL/PP livre da SGR-JFH1 

apresentou um aumento dos níveis de expressão de 4,19 vezes em comparação 

ao GAPDH, os demais tratamentos apresentaram expressão do gene VAP-A, 

mas não houve diferença significativa em comparação ao gene de referência. 

Como já descrito anteriormente, a VAP-A tem como uma das principais 

funções a interação a múltiplas proteínas de transporte lipídico localizadas no 

endossomo, além de agir na transferência lipídica para outras organelas. Devido 

ao seu importante papel no metabolismo lipídico, sua expressão é recorrente em 

hepatócitos, isso explica a expressão considerável deste gene em todos os 

tratamentos (Barman et al., 2022). 

Atualmente, tem surgido novos estudos que associam a VAP-A com a NS5A 

do HCV. Segundo estes estudos a NS5A se liga a VAP-A para que ocorra 

processos fundamentais para a replicação e montagem viral (Meng-Hao et al., 

2019; Guodong; Xiu; Congyi, 2013; Eyre et al., 2014) Contudo, de acordo com 

nossos resultados, não houve uma superexpressão de VAP-A em células SGR- 

JFH1, não apresentando diferença significativa entre as células infectadas e não 

infectadas (p<0,0001), isso simplesmente pode indicar que os níveis normais de 

expressão da VAP-A em hepatócitos já é suficiente para atender as 

necessidades do vírus. 

Já os níveis elevados da CL/PP livre da SGR-JFH1 são uma incógnita, 

infelizmente não há nada na literatura mencionando os efeitos da curcumina ou 

piperina sobre a VAP-A. Todos estes resultados nos mostram como é hiperativo 

a necessidade de maiores estudos sobre estas vias metabólicas e o fato de ainda 

sabermos tão pouco a respeito da atuação intracelular de um vírus descoberto a 

décadas prova como é desafiador a elucidação de tais vias. 
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Figura 17: Ensaio de PCR em tempo real para a determinação de RNA da SMAD 6, 
SMAD 7 e VAP-A em células Huh 7.5 e Huh 7.5 SGR. 

 
 
 

300 

 
200 

 
100 

 

10 

8 

6 

4 

2 

0 

 

 

  
 
 
 
 
 
 

SMAD-6 SMAD-7 VAP-A 

Huh 7.5 CL/PP Livre 

    SGR CL/PP Livre 

Huh 7.5 CL/PP Nano 

    SGR CL/PP Nano 

HUH 7.5 Nano Branca 

    SGR Nano Branca 

HUH 7.5 Controle 

SGR Controle 

GAPDH 

 

Fonte:Elaborado pela autora. 

Legenda: Ensaio de PCR em tempo real para a determinação de RNA da SMAD 6, 
SMAD 7 e VAP-A em células Huh 7.5 e Huh 7.5 SGR-JFH1, expostas por 24 horas a 
15μM de CL/PP livre (barra azul e azul e azul listrado respectivamente), CL/PP Nano 
(barra rosa e rosa listrado, respectivamente) e nano branca (barra verde e verde 
listrado). O controle negativo, tanto da Huh 7.5 quanto da Huh 7.5 SGR-JFH1, foi 
exposto apenas ao meio de cultura (barra roxa e roxa listrada, respectivamente), o 
GAPDH foi utilizado como controle interno (barra salmão). Barras com letras diferentes 
representam diferenças significativas entre os tratamentos. ANOVA e teste de 
Bonferroni foram usados (P < 0,05). Os dados estão apresentados como média e erro 
padrão de média (barras). 

 
 

4.9 Apoptose e Necrose 

Os processos de morte celular podem ser classificados em apoptose inicial 

(AI), apoptose tardia (AT) e necrose (N). Estes eventos são discernidos com base 

na etapa das alterações morfológicas, como a diminuição celular, a picnose e o 

surgimento de corpos apoptóticos no processo de apoptose. Enquanto a necrose 

apresenta rupturas de membranas, juntamente com o aumento da célula e do 

núcleo (Shin et al., 2015). 

A membrana plasmática é constituida por membranas externa e internas, 

composta por lipídios assimetricamente distribuídos. A fosfatidilserina é um 

fosfolipídio localizado na interface interna da membrana de células íntegras. 

Contudo, durante o processo de apoptose este fosfolipídio é exposto ao 

ambiente extracelular, estando acessível à ligação com a anexina V conjugada 

a FITC, com emissão de fluorescência verde (Crowley et al., 2016). 
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O PI só é capaz de penetrar as células em estado de necrose, pois estão 

permeáveis devido a integridade da membrana já comprometida. O PI intercala- 

se ao DNA, indicando o processo necrótico a partir da emissão de fluorescência 

vermelha (Rieger et al., 2011). 

A Figura 18 demonstra que o tratamento com a nanoemulsão branca não 

induziu o processo de apoptose e necrose, não apresentando diferenças 

significativas com o controle negativo. Enquanto que, a CL/PP livre e CL/PP nano 

da Huh 7.5 apresentaram uma viabilidade de aproximadamente 60%, estando 

distante dos valores do controle positivo, mas ainda assim, apresentaram uma 

taxa de células viáveis (CV) relativamente baixa. 

Vale lembrar que a CL e PP, entre diversas propriedades terapêuticas, 

destacam-se seus efeitos antitumorais e a Huh 7.5, sendo uma célula de 

hepatocarcinoma, pode não sair ilesa a esses efeitos. 

Estudos revelam que a curcumina induz a apoptose e a autofagia de células 

de câncer de mama (Choudhuri et al., 2002). Enquanto que a piperina 

demonstrou induzir apoptose em células de melanoma (Aoki et al., 2007) e a 

morte celular autofágica em células de câncer de próstata (Fofaria; Kim; 

Srivastava, 2014). A associação de curcumina e piperina induz a autofagia e 

apoptose nas células de leucemia (Lowe; Lin, 2000; Mathew; Karantza- 

Wadsworth; White, 2007; Li et al. 2020). 

Além disso, foi relatado o efeito destes compostos no ciclo celular, a CL/PP 

induz a estagnação do ciclo celular em células cancerígenas, ambos os 

compostos causam um aumento de células na fase S (Aoki et al., 2007; Fofaria; 

Kim; Srivastava, 2014; Li, et al., 2020). Shiu e colaboradores (2013) 

demonstraram a capacidade da CL em provocar a apoptose e inibir a viabilidade 

celular em células Huh-7, de forma proporcional à dose administrada, o que 

explicaria o fato dos níveis de apoptose apresentados na Figura 13 não serem 

maiores. Afinal, foi selecionada neste trabalho, através do ensaio de MTT e VN, 

uma baixa concentração de CL/PP, próxima ao IC20, pois o objetivo é encontrar 

uma concentração segura para a Huh 7.5 mas que tenha efeito sobre a infecção 

do HCV em células SGR-JFH1. 
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Figura 18: Análise por citometria de fluxo de eventos de apoptose em células Huh 7.5. 
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Fonte:Elaborado pela autora. 

Legenda: Análise por citometria de fluxo de eventos de apoptose em células Huh 7.5 
após 24 h de exposição a Cl/PP, CL/PP nano e nano branca (15 µm), meio não citotóxico 
D-MEM (controle negativo) e peróxido de hidrogênio (controle positivo). (a) Comparação 
dos eventos. (b) Gráfico de pontos de citometria de fluxo representativo de dados 
derivados de FITC-anexina V e iodeto de propídio incorporado (PI). Barras com letras 
diferentes em cada evento representam diferenças significativas entre os grupos. A 
população de células viáveis (anexina V-/PI -), apoptóticas (anexina V+/PI -) e necróticas 
(anexina V+/PI+)/(anexina V-/PI+) estão representadas nas células inferior esquerda, 
inferior direita, superior esquerda e quadrantes superiores direitos, respectivamente. 
ANOVA e teste de Bonferroni foram usados (P < 0,05). Os dados são apresentados 
como média e erro padrão da média (barras). 
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Na figura 19 podemos observar que a reação da nanoemulsão branca nas 

células SGR-JFH1 gerou o maior índice de viabilidade depois do controle 

negativo, diferentemente da Huh 7.5, o qual a nano branca não apresentou 

diferenças significativas quando comparada com o mesmo controle. Tal 

resultado é muito interessante de se observar, pois ao levar em consideração as 

caracteristicas do HCV, havia a suspeita que o resultado não apresentaria 

diferença significativa com o controle negativo, assim como foi observado nas 

células Huh 7.5. 

Porém, a viabilidade da SGR-JFH1 caiu em comparação com a Huh 7.5, 

estando por volta de 70%, infelizmente não há na literatura sobre o efeito de 

nanoemulsões na viabilidade celular de SGR-JFH1. Contudo, com base nos 

nossos resultados, é possível que o aumento dos níveis de apoptose esteja 

relacionado ao aumento da carga viral, consequência do tratamento da nano 

branca, já relatada neste trabalho. 

Outra diferença da SGR-JFH1 com os resultados da Huh 7.5 é que os 

tratamentos da CL/PP livre e da CL/PP nano não apresentaram diferenças 

significativas, além disso, a SGR-JFH1 apresentou um índice de células viáveis 

ligeiramente maior no tratamento com CL/PP livre e nano (aproximadamente 

60%) do que a Huh 7.5. Ou seja, os tratamentos afetaram tanto as células 

infectadas quanto as não infectadas, em outras palavras houve um aumento da 

apoptose em ambas as linhagens quando comparadas com os controles 

negativos. 

Porém, a SGR-JFH1 não apresentou níveis maiores de apoptose quando 

comparada à Huh 7.5, pelo contrário, o tratamento com a CL/PP livre apresentou 

uma viabilidade maior em células SGR-JFH1. Tais resultados podem ser 

atribuídos às características anti-apoptóticas do vírus, principalmente ao se levar 

em conta que a NS5A é a principal responsável pela sobrevida de hepatócitos 

infectados pelo HCV e esta, aparentemente, não se afetou com os tratamentos 

de compostos CL/PP, favorecendo a resistência ao processo de apoptose da 

SGR-JFH1. Trabalhos com lipossomas de curcumina também chegaram a essa 

conclusão, demonstrando que o composto não foi citotóxico às células 

transfectadas com o replicon subgenômico do vírus, demonstrando que a ação 

anti-HCV dos compostos agem por outras vias que não inclui a via apoptótica 

(Yusuf, 2022). 
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Figura 19: Análise por citometria de fluxo de eventos de apoptose em células Huh 7.5 
SGR. 
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Fonte:Elaborado pela autora. 
Legenda: Análise por citometria de fluxo de eventos de apoptose em células Huh 7.5 
SGR após 24 h de exposição a Cl/PP, CL/PP nano e nano branca (15 µm), meio não 
citotóxico D-MEM (controle negativo) e peróxido de hidrogênio (controle positivo). (a) 
Comparação dos eventos. (b) Gráfico de pontos de citometria de fluxo representativo de 
dados derivados de FITC-anexina V e iodeto de propídio incorporado (PI). Barras com 
letras diferentes em cada evento representam diferenças significativas entre os grupos. 
A população de células viáveis (anexina V-/PI -), apoptóticas (anexina V+/PI -) e 
necróticas (anexina V+/PI+)/(anexina V-/PI+) estão representadas nas células inferior 
esquerda, inferior direita, superior esquerda e quadrantes superiores direitos, 
respectivamente. ANOVA e teste de Bonferroni foram usados (P < 0,05). Os dados são 
apresentados como média e erro padrão da média (barras). 
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Estes resultados são realmente promissores, pois ao analisá-los em 

conjunto com os resultados da carga viral por qPCR podemos concluir que os 

tratamentos de CL/PP livre e CL/PP nano estão diminuindo a carga viral nas 

células SGR-JFH1, sem aumentar os níveis de apoptose. Ou seja, ao 

imaginarmos este efeito no tecido hepático, isto significa que existe a 

possibilidade destes compostos combaterem o vírus sem causar maiores danos 

ao fígado como, por exemplo, provocando o aumento da fibrose hepática. 
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5. Conclusões 

 
 

Foi examinado os mecanismos pelos quais a combinação de curcumina e 

piperina influencia diferentes vias metabólicas em células de hepatocarcinoma 

infectadas e não infectadas com o vírus do HCV. Dessa forma, conclui-se que a 

nano branca e os CNBs geram efeitos na Huh 7.5 e na replicação do HCV em 

células SGR-JFH1. Sendo assim, através deste trabalho, podemos concluir: 

 
• As nanoemulsões foram sintetizadas com êxito, apresentando um bom 

índice de polidispersividade e ótima efiência na entrega dos compostos 

naturais, com um percentual de internalização superior a 30%. 

 
• A nanoemulsão também apresentou baixa citotoxicidade, com um IC50 

superior quando comparado aos CNBs, demonstrando ser um 

excelente carreador. 

 
• Não foi detectado bandas das proteínas HIF-1α, p62 e NF-kβ em 

nenhuma condição, inclusive nos controles negativos, impossibilitando 

maiores análises sobre estas vias no presente estudo. A NS5A, em 

contrapartida, foi detectável em todos os tratamentos e no controle 

negativo das células SGR-JFH1, excetuando, obviamente, a coluna 

referente a Huh 7.5, pois se trata de uma proteína viral. Dessa forma, 

a partir de uma análise preliminar destes resultados, não foi 

identificado efeito de nenhum tratamento sobre a proteína NS5A. 

 

• Referente a carga viral intracelular, a CL/PP livre e a CL/PP nano 

demonstraram possuir um ótimo potencial na inibição da carga 

viral,com uma diminuição superior a 2000 vezes, não apresentando 

diferenças significativas entre si. Contudo, a nano branca induziu o 

aumento da carga viral em mais de 300 vezes em comparação ao 

controle negativo. Entretanto, com relação ao sobrenadante, os 

tratamentos com CL/PP livre e CL/PP nano não foram 

significativamente distintas do controle negativo, enquanto o 
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tratamento com a nano branca demonstrou um significativo aumento 

da carga viral no meio extracelular. 

 
• No que concerne os níveis de expressão da SMADS 6 houve um 

aumento significativo nos tratamentos com a nano branca em ambas 

as linhagens, enquanto que o tratamento com CL/PP nano diminuiu de 

forma expressiva os níveis de smad 6 nos hepatócitos infectados e não 

infectados. Contudo, o tratamento com CL/PP livre aumentou os níveis 

de expressão da smad 6 nas células SGR-JFH1 e diminui com a CL/PP 

nano. Já com as células Huh 7.5, tanto o tratamento com a CL/PP livre 

quanto com a CL/PP nano, foi observado menores níveis de expressão 

da smad 6, não havendo diferenças significativas neste caso. 

 
• Os níveis de expressão de SMAD 7 e VAP-A não apresentaram 

diferenças estatistícas entre os tratamentos quando comparadas ao 

controle negativo, exceto o tratamento com CL/PP livre em células 

SGR-JFH1, com aumentos de 5,18 e 4,19 vezes, respectivamente, 

quando comparados com o controle interno. 

 

 
• A nano branca não induziu a apoptose em células Huh 7.5 e SGR- 

JFH1, apresentando, aproximadamente, 90 e 77% de células viáveis, 

respectivamente. 

 
•  Não houve diferenças estátisticas entre os tratamentos com CL/PP 

livre e CL/PP nano na viabilidade das células SGR-JFH1 pela análise 

de apoptose e necrose, aproximadamente 60%, apresentando maior 

resistência aos compostos que a célula Huh 7.5. 

 

Os resultados obtidos são extremamente otimistas ao concluir que tanto 

os CNBs livres quanto os CNBs nanoemulsionados apresentam potencial 

terapêutico no tratamento de hepatite C, reduzindo consideráelmente a carga 

viral do HCV sem elevar os níveis de apoptose, o que possibilita a sua
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associação adjuvante aos tratamentos já estabelecidos. O fato de não haver 

vantagem no uso dos compostos nanoemulsionados, pois não apresentaram 

maior eficácia que os CNBs sem nanoemulsão, é extremamente positivo, pois 

significa que não há necessidade de técnicas mais sofisticadas para potencializar 

a eficácia destes compostos. Isto contribui para que o tratamento tenha um 

custo-benefício mais acessível, além de simplificar a sua utilização, pois a via de 

administração permanece oral, o que possibilita aos pacientes incluir estes 

compostos à sua diet. 
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