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RESUMO

RIBEIRO, T.S. Quimioprevencdo do carcinoma hepatocelular com compostos
bioativos dos alimentos: o potencial do sulforafano e suas perspectivas
revisadas. 2021. 72 p. Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmacia-Bioquimica —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2021.

Palavras-chave: cancer de figado, hepatocarcinoma, quimioprevencdo do cancer,
isotiocianatos.

INTRODUCAO: O cancer de figado, e consequentemente, sua manifestacdo mais
comum, o carcinoma hepatocelular (HCC), atualmente € um grande desafio para saude
publica. Sendo considerada a quarta principal causa de morte relacionada ao cancer,
com tendéncia em 2030 de alcancar a terceira posicdo, a patologia impacta
principalmente os paises mais pobres, com menor capacidade de diagndstico precoce e
de tratamento adequado. Apesar de existir algumas op¢oes terapéuticas contra o HCC,
elas apresentam importantes limitacdes, que envolvem o alto custo e o fato de serem
eficientes apenas nos estagios iniciais ou intermediarios da doenca. Nesse sentido,
cada vez mais, é de extrema importancia a implementacdo de medidas de carater
preventivo contra o HCC. A quimioprevencédo do cancer com compostos bioativos dos
alimentos é uma destas abordagens, que atua controlando as diferentes fases da
carcinogénese. Além disso, ela pode ter boa aceitabilidade e ser de facil acesso a
maioria das pessoas. O sulforafano, composto presente em alimentos como brocolis,
apresenta acdo quimiopreventiva comprovada em algumas neoplasias, como é o caso
do cancer colorretal, de mama, de bexiga, de prostata e de tireoide. OBJETIVO:
Revisar e discutir o potencial uso do sulforafano como agente quimiopreventivo contra o
carcinoma hepatocelular. MATERIAL E METODOS: Foi realizada uma revisdo
bibliografica narrativa dos artigos que contemplavam o tema proposto das bases de
dados US National Library of Medicine — National Institutes of Health (Pubmed) e
Scopus. Foram considerados 26 artigos originais publicados na lingua inglesa durante
os ultimos 20 anos que traziam informacdes sobre efeitos do sulforafano relacionados a
acao anticancer; e, que esclareceram durante o trabalho o tipo de estudo realizado (em
células, em animais ou em humanos), a fonte e a dose do composto utilizada nos
ensaios. Os resultados dos trabalhos selecionados foram organizados em 3 tabelas
conforme o tipo de estudo. RESULTADOS: Foram observados efeitos antioxidantes e
anti-inflamatérios do sulforafano que, contribuem para o bloqueio das fases iniciais da
carcinogénese, através, por exemplo, da regulacdo da metabolizacdo de compostos
téxicos, e, do controle do desenvolvimento de varios fatores etioldégicos da neoplasia,
como hepatite B e C, obesidade, NAFLD, NASH e exposicao a aflatoxina. Além disso, o
sulforafano também pbOde ser relacionado com o controle da proliferacdo celular,
caracteristica da fase de promoc¢&o do cancer, através de mecanismos genéticos e
epigenéticos. Na presenca do composto, a apoptose também foi induzida através de
diferentes vias. Contra a progressdo do tumor, o isotiocianato apresentou acao anti-
metastatica atuando no controle da migracdo, da adesdo celular e da angiogénese.
CONCLUSAO: O sulforafano modula vias classicamente desreguladas no cancer de
figado, que estdo envolvidas em diferentes fases da carcinogénese. Essa atuacao
torna-o um agente quimiopreventivo eficaz em modelos experimentais. Mais estudos



ainda sdo necessarios para avaliacdo da quantidade e da fonte adequada para o
composto desempenhar seus efeitos quimiopreventivos de forma segura. Apesar disso,
o alcance das concentracdes fisiolégicas minimas para sua atividade quimiopreventiva
se mostra potencialmente segura e viavel.



1. INTRODUCAO

O cancer de figado é, atualmente, um grande desafio para a saude publica.
(LLOVET et al., 2021). Diferente da tendéncia de outras neoplasias, sua incidéncia tem
aumentado ao longo dos anos e, em 2019, ele foi o sexto tipo de cancer com maior
namero de novos casos no mundo (CRAIG et al., 2019; YANG et al., 2019). O tumor
maligno no figado é considerado a quarta principal causa de morte relacionada ao
cancer, com tendéncia em 2030 de alcancar a terceira posicao (CRAIG et al., 2019;
LLOVET et al., 2021; MCGLYNN; PETRICK; ERAG, 2021). Além disso, a sobrevivéncia
depois de cinco anos com a doenca € de apenas 18% (CRAIG et al., 2019; MCGLYNN;
PETRICK; ERAG, 2021). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que em 2030
mais de um milhdo de pacientes morrerdo devido a essa neoplasia (CARRILHO et al.,
2019).

De acordo com a estimativa da IARC (do inglés International Agency for
Research on Cancer), o cancer de figado apresenta uma relacao incidéncia/mortalidade
de 1,1 (ARNOLD et al., 2020), o que o caracteriza de fato como uma doenca de mau
prognostico (CRAIG et al., 2019). O prognéstico ruim do cancer de figado é observado
em todas as regides do mundo, resultando em numeros de incidéncia e mortalidade
guase equivalentes (MCGLYNN; PETRICK; ERAG, 2021). A América Latina, em 2018,
concentrou 4,7% das mortes devido a esse cancer (CARRILHO et al., 2019) e no Brasil,
essa neoplasia foi responsavel pela morte de aproximadamente 10500 pessoas, sendo
mais da metade homens (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2020).

O cancer de figado pode ser classificado em dois grandes grupos de acordo com
orgao de origem da neoplasia. Quando €é originado no proprio tecido hepéatico ele é
denominado priméario. JA quando apresenta origem extra-hepatica, ou seja, se
desenvolve a partir de metastases de tumores primarios em outros 6rgdos, como o
célon, € classificado como secundario (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2020). O
carcinoma de figado primario apresenta varios subtipos, porém o mais comum deles,
representando mais de 80% das neoplasias deste grupo, é o carcinoma hepatocelular
ou hepatocarcinoma (YANG et al., 2019). Estima-se que em 2025 mais de 1 milh&o de
pessoas serdo afetadas anualmente por essa manifestacdo neoplasica hepatica
(LLOVET et al., 2021).



A principal etiologia do HCC (do inglés hepatocellular carcinoma) esta
relacionada a infec¢do cronica com os virus das hepatites B (HBV) ou C (HCV), que
corresponde a 80% dos casos globais desse cancer (YANG et al., 2019). Porém,
mudancas na distribuicdo geografica dos casos dessa condicdo patologica vieram
acompanhadas com crescimento do numero de pacientes com HCC, o que esta
associado a outros fatores de risco importantes para a doenca, incluindo o consumo
excessivo de alcool, o tabagismo, a obesidade e o diabetes tipo 2 (CARRILHO et al.,
2019; MCGLYNN; PETRICK; ERAG, 2021). Aléem disso, a exposicdo a aflatoxina,
contaminante presente em alguns cereais e oleaginosas, também representa um fator
de risco relevante para o HCC, uma vez que essa micotoxina apresenta importantes
efeitos hepatocarcinogénicos (YANG et al., 2019).

Aproximadamente 85% dos casos de HCC ocorrem nos paises da Asia Oriental
e da Africa Subsaariana (YANG et al., 2019). Na Coreia do Sul, China, América do
Norte e na Europa, mais de 60% dos pacientes com HCC se encontram em estagio
avancado. Além disso, na América Latina, apesar dos dados escassos, aventa-se que a
proporcao de diagnostico feita em estagios avancados da doenca, alcanca 41% (YANG
et al., 2019; CARRILHO et al., 2019).

Apesar de existir algumas opcdes para o tratamento do HCC, como a resseccao
cirdrgica, o transplante de figado, a ablacdo percutanea, o tratamento farmacoldégico, a
embolizacdo transarterial e a radioterapia, todas essas apresentam limitacBes, que
incluem o fato de serem eficientes apenas nos estagios iniciais ou intermediarios da
doenca. O transplante de figado, por exemplo, é a melhor opcdo para o tratamento
definitivo do HCC, mas sua realizacdo soO € efetiva nos estagios iniciais; a cirurgia de
resseccdo, mesmo sendo uma abordagem potencialmente curativa, em 70% dos casos,
0s pacientes apresentam recidiva do cancer (YANG et al., 2019). Quanto as terapias
farmacoldgicas, o sorafenibe, um inibidor multi-quinase, foi o primeiro farmaco aprovado
pelo FDA (do inglés Food and Drug Administration) para o tratamento do HCC em
estagio avancado (SATO et al, 2018). Entretanto, a maioria dos pacientes
tratados mostram progressédo da doenca (ARNOLD et al., 2020). Os danos hepaticos
de pacientes com hepatocarcinoma afetam o metabolismo dos farmacos, o que
intensifica os efeitos colaterais da quimioterapia e pode induzir resisténcia ao

tratamento farmacologico (ZOU et al., 2016). Além disso, destaca-se o custo elevado e



a toxicidade envolvida nessa abordagem terapéutica (LIU et al., 2017). Algumas
imunoterapias também sdo utilizadas para o tratamento do HCC, como o uso do
atezolizumabe e bevacizumabe (MINISTERIO DA SAUDE, 2020), porém a barreira da
acessibilidade continua presente (HOU; WU, 2020). Dessa forma, o que se observa, €
gue apesar dos avancos nas condi¢coes de tratamento, a taxa de sobrevida geral dos
pacientes com HCC ainda ndo aumentou (SATHIPATI; HO, 2020).

E notavel que a detecciio precoce e a terapia adequada aumentam as chances
de cura para pacientes com HCC (KANWAL; SINGAL, 2019). Entretanto,
principalmente nos paises mais pobres, nos quais se encontram a maioria dos casos de
HCC, o diagnéstico da doenca € tardio e as melhores formas de tratamento disponiveis
consomem muitos recursos financeiros (YANG et al.,, 2019), exemplificando que o
controle do céancer € de fato restringido pelas condicbes econdmicas (BRAY et al.,
2018). Por isso, nesse cenario onde a populacdo dos paises mais pobres ndo tem
acesso nem ao tratamento adequado nem ao diagndstico precoce, a implementacao
de medidas que visem a prevencdo do carcinoma hepatocelular € de extrema
importancia, principalmente considerando que os fatores de risco associados ao HCC
séo potencialmente preveniveis (YANG et al., 2019).

A vacinacao contra o HBV é um exemplo de abordagem preventiva contra
o HCC que apresenta resultados positivos. Nesse sentido, um estudo populacional
realizado em Taiwan demonstrou que a vacinacdo reduziu a incidéncia do HCC em
quatro vezes no grupo de pessoas vacinadas quando comparado aos que nao
receberam a vacina (CHANG et al., 2016). Outro exemplo, € a diminuicdo a exposi¢ao
de aflatoxina na dieta, que reduz a chance de manifestacdo da doenca em cerca de
17%, ilustrando como a abordagem preventiva é eficaz (YANG et al., 2019), inclusive
Nos casos que exigem apenas mudancas de comportamentos alimentares.

Outra abordagem para o controle do cancer € a quimioprevencao. Ela consiste
na utilizacdo de compostos sintéticos ou naturais com a finalidade de reverter ou
suprimir as multiplas fases da carcinogénese (HEIDOR et al., 2020b). Cada uma
dessas fases apresenta caracteristicas morfolégicas e moleculares distintas, o que
permite a classificacdo do desenvolvimento do céncer em trés grandes etapas:
iniciagdo, promogdo e progressdo. Na iniciagdo, uma fase irreversivel (PITOT,

2007), ocorrem poucas mutacdes em drivers, ou seja, alteracdes nos genes essenciais
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para o processo de carcinogénese. Na hepatocarcinogénese, especificamente, alguns
desses genes sdo aqueles envolvidos com o controle da proliferagéo celular e inducao
da apoptose, remodelamento da cromatina, inflamacdo e estresse oxidativo. Na
promocado, uma etapa considerada reversivel e lenta, ocorre a multiplicacdo das células
iniciadas na etapa anterior, induzindo a formacéo de lesdes pré-neoplasicas, devido a
acdo de agentes especificos, como fatores de crescimento, horménios e xenobidticos.
Por fim, a progressao € uma fase irreversivel na qual as células de fato evoluem para o
cancer e passam a ter como caracteristica a formacédo de novos vasos sanguineos
(angiogénese), a falta de oxigénio no ambiente celular (hipéxia) e a migracdo para
outras regibes (metastase) (HANAHAN; WEINBERG, 2000; HEIDOR et al., 2020a;
HEIDOR et al., 2020b). Caracteristicas da iniciacdo, promoc¢éo e progressao, no HCC,
também estdo associados as alteracfes epigenéticas, ou seja, as modificacdes da
expressdo génica sem variacdo da sequéncia de DNA (MORENO; HEIDOR;
POGRIBNY, 2016; HEIDOR et al., 2020b). Agentes quimiopreventivos com agao nas
diferentes fases da carcinogénese podem entdo ser eficientes na prevencdo do
hepatocarcinoma (TROSKO, 2005). Consideram-se agentes quimiopreventivos
bloqueadores aqueles que atuam na fase de iniciagdo do cancer e agentes
supressores aqueles que inibem a promoc¢édo de células iniciadas as células pré-
neoplasicas (HEIDOR et al., 2020b).

Muitos estudos mostram que nutrientes e compostos bioativos dos alimentos
podem bloquear e suprimir a carcinogénese (HEIDOR et al., 2020b). Além disso, a
alimentacdo é considerada uma fonte importante de agentes capazes de controlar o
cancer, uma vez gue ja estao disponiveis alimentos com potencial quimiopreventivo que
sdo acessiveis, de baixo custo, com toxicidade reduzida e com boa aceitacdo entre os
consumidores (LIU et al., 2017). Por exemplo, vegetais da familia Cruciferae ou
Brassicaceae, como 0 brécolis, apresentam em sua composicdo um isotiocianato
denominado sulforafano. Esse composto, além de considerado seguro para ingestao
oral (SATO et al., 2018), apresenta ac¢des antioxidantes e anti-inflamatorias (LIU et al.,
2017) demonstradas em modelos experimentais (in vitro e in vivo) de artrite reumatoide,
doenca inflamatoria intestinal, doencas cardiovasculares e diabetes (MAZARAKIS et
al., 2020). Ademais, o sulforafano também apresenta efeito no sistema nervoso, tendo

acdo protetora contra varios distarbios neuroldgicos por agir na via do Nrf2 (do inglés
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nuclear factor erythroid 2-related factor 2), um fator de transcrigdo
considerado regulador mestre da resposta antioxidante (HAHN; OLIVEIRA; BOCK,
2017).

Em relacdo ao cancer, o sulforafano demonstrou ter acao anticarcinogénica em
algumas neoplasias, como € o caso do cancer colorretal, de mama, de bexiga, de
prostata e de tireoide (SATO et al., 2020). H& estudos também que mostram que ele
desempenha uma acdo potencializadora de farmacos quimioterapicos em outros
carcinomas, como o de cabeca e pesco¢co (ELKASHTY; TRAN, 2020).

Como agente quimiopreventivo, o sulforafano bloqueia e suprime a
carcinogénese, agindo principalmente nas etapas de iniciagdo e de promocéo (LIU et
al., 2017). Ele inibe a atividade de enzimas relacionadas a ativacdo de carcin6genos,
como a CYP1Al,; bloqueia o ciclo celular; e ativa as vias de sinalizacdo intrinseca e
extrinseca da apoptose (morte celular), o que contribui para a manutencéo do equilibrio
entre morte e proliferacdo celular, ausente nas neoplasias (KAMAL et al., 2020).
Estudos também apontam que esse composto reduz a proliferacdo e a migracdo de
células endoteliais suprimindo a angiogénese, processo cuja inibicdo € bem explorada
na prevencao de HCC. Além disso, ainda nesse aspecto, in vivo, o sulforafano também
inibe a expressao de VEGF (fator de crescimento endotelial), uma das moléculas
enddégenas mais importantes no estimulo para formacdo de novos vasos sanguineos,
inclusive durante a hepatocarcinogénese (SATO et al., 2017).

Assim, considerando o mau progndstico do HCC e as limitacdes terapéuticas
para 0 seu tratamento, o presente trabalho, revisou e discutiu a quimioprevengdo com
sulforafano da hepatocarcinogénese. Foram abordados também o0s aspectos
moleculares da acdo desse composto bioativo e os impactos do consumo de alimentos

fontes de sulforafano para o controle do carcinoma hepatocelular.

2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é revisar e discutir o potencial uso do sulforafano como

agente quimiopreventivo contra o carcinoma hepatocelular.
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho consiste em uma revisdo bibliografica narrativa da literatura
(ROTHER, 2007). Dessa forma, foi realizada uma analise ampla dos artigos indexados
nas bases de dados US National Library of Medicine — National Institutes of Health
(PubMed) e Scopus, que contemplavam o tema proposto, ou seja, 0 potencial
quimiopreventivo do sulforafano no carcinoma hepatocelular. Foram utilizadas como
palavras chave para pesquisa inicial sobre o tema os termos “chemoprevention”,
"sulforaphane", "liver cancer”, “hepatocellular carcinoma”.

Os artigos encontrados durante a busca foram identificados inicialmente por seus
titulos e resumos e os de interesse foram selecionados para a analise mais detalhada.
Foram considerados 26 artigos originais, publicados na lingua inglesa durante os
altimos 20 anos, que traziam informagfes sobre efeitos do sulforafano relacionados a
acao anticancer; e, que esclareceram durante o trabalho o tipo de estudo realizado (em
células, em animais ou em humanos), a fonte e a dose do composto utilizada nos
ensaios. Foram excluidos da base bibliografica além dos artigos que ndo apontavam
acdo, fonte ou dose utilizada do sulforafano, estudos in vitro publicados ha mais de 10
anos e artigos redigidos em qualquer lingua diferente do inglés.

Os resultados dos estudos selecionados foram organizados em 3 tabelas
conforme os subgrupos de estudos: em células, em animais e em humanos. Os
mecanismos de acdo anticAncer do sulforafano encontrados nos estudos foram
agrupados em 7 atividades biolégicas: controle dos fatores de risco do cancer, atuagéo
no metabolismo de compostos toxicos, efeito antioxidante, efeito anti-inflamatorio,
inibicdo da proliferacdo celular, inducdo da morte celular e atividade anti-metastética.

Além disso, também foram coletadas informacfes relevantes para o tema em
sites institucionais reconhecidos nacionalmente e/ ou internacionalmente, como
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Instituto Nacional de Céancer
(INCA), Sociedade Brasileira de Hepatologia (SBH), FDA (do inglés Food and Drug
Administration), IARC (do inglés International Agency for Research on Cancer), NIH (do

inglés National Cancer Institute).


https://www.gov.br/anvisa/pt-br
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O sulforafano (1-isotiocianato- (4R) - (metilsulfinil) - butano) € o composto
bioativo mais estudado entre os isotiocianatos, grupo que se caracteriza pela presenca
da estrutura funcional de carater eletrofilica -N=C=S (BERTI; BARTSCH,;
GERHAUSER, 2006; POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2019; WU et al.,
2020). Naturalmente, ele estd presente nos vegetais cruciferos (plantas da familia
Brassicaceae)(KIM et al., 2018; GAO et al.,, 2021) como o repolho, couve e
principalmente o brocolis (SU et al., 2018).

Muitos estudos tém sugerido que a alta ingestdo de vegetais cruciferos na dieta
esta correlacionada com baixo risco de desenvolvimento do cancer e que a atividade
anticancer desses alimentos ocorre principalmente devido a presenca dos
isotiocianatos (SU et al., 2018). Dentro desse cenario, o NIH identificou o sulforafano
como um importante candidato para pesquisa em quimioprevencao (GAO et al., 2021).
Esta estratégia de controle do cancer consiste na intervencdo com compostos
quimicos, sintéticos ou naturais, para bloqueio e/ou supressdo da carcinogénese
(ARUMUGAM et al., 2020).

A carcinogénese €é um processo complexo que envolve muitos
estagios, destacando-se a iniciagcdo, a promocdo e a progressdo (HEIDOR et al.,
2020b). Esse processo pode ser iniciado endogenamente devido a uma predisposicéo
genética ou de maneira exdgena, ocasionada pela exposicdo a fatores ambientais
(CARBONE et al., 2020). Durante a iniciacdo do tumor, o carcinégeno interage com 0s
acidos nucléicos levando a ativacdo de oncogenes e/ou inativacdo de genes
supressores de tumor (STURM; WAGNER, 2017). A atuacdo no metabolismo de
carcinogenos € uma forma de bloquear o desenvolvimento do cancer nessa fase
(STURM; WAGNER, 2017). Caso nao sejam inativados, os carcind6genos, assim como o
processo inflamatério, podem induzir estresse oxidativo nas células, causando assim,
danos irreversiveis ao DNA gendmico que, podem ser responsaveis pelo inicio do
desenvolvimento do tumor (STURM; WAGNER, 2017). Dessa forma, compostos com
efeitos antioxidantes e, que atuam no controle do microambiente inflamatorio, podem

também evitar essa etapa.



14

A segunda fase da carcinogénese, a promoc¢do, € um processo reversivel
caracterizado pela expansédo das células tumorais iniciadas (STURM; WAGNER, 2017;
MARONGIU; SERRA; LACONI, 2018). A inibicao da proliferacdo celular, a inducédo da
morte celular, e o controle do processo inflamatdrio podem ser essenciais na supressao
desse estagio (STURM; WAGNER, 2017). Por fim, a etapa de progressao leva ao
desenvolvimento de células com fendtipo maligno, que inclui capacidade invasiva e
metastatica (STURM; WAGNER, 2017; MARONGIU; SERRA; LACONI, 2018).
Abordagens anti-metastéticas, que controlam, por exemplo, a angiogénese, podem ser
medidas quimiopreventivas importantes para evitar que 0 processo avance para essa
fase (STURM; WAGNER, 2017).

Os compostos bioativos dos alimentos podem intervir regularmente em
diferentes fases deste processo (STURM; WAGNER, 2017). Neste sentido, para
discutir o potencial quimiopreventivo do sulforafano, a presente revisdo analisou 0s
resultados da acdo do composto no cancer de figado em estudos realizados in vitro
(Tabela 1), em animais (Tabela 2) e em seres humanos (Tabela 3). As informacdes

encontradas foram discutidas conforme os itens a seguir.
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Tabela 1
Resultados dos ensaios in vitro realizados com sulforafano, segundo linhagem celular, fonte e dose do
composto.
Linhagem  Fonte do Dose do Atividade Mecanismo A
A . Referéncia
celular sulforafano  sulforafano  bioldgica envolvido
HepG2 Sintético 2 uM Anti-inflamatério  Reducao de IL-6 (AL-BAKHEIT; ABU-
QATOUSEH, 2020)
HepG2 Sintético 2-32 uM Anti-inflamatério  Aumento de (DOS SANTOS et al.,
TLR4 2020)
HepG2 Sintético 1.25-20uM Anti-metastatico  Supressédo da (LIU et al., 2017)
migracao,
adeséo e
formacéo de
tubo de células
endoteliais
Reducéo da
expressédo da via
STAT3/ HIF-1a
IVEGF
HepG2 Sintético 20 uMm Anti-metastatico  Redugéo da (LIU et al., 2018)
adeséo ao
colageno e a
fibronectina
Reducéo da
migracao celular
HHL5 e Sintético 0-20uM Antioxidante Aumento de (LIU et al., 2019)
HepG2 GSH
HepG2- C8 Sintético 12,5 uM Antioxidante Aumento de Nrf2 (KRAJKA-KUZNIAK;
BAER-DUBOWSKA,
2021)
HepG2 Sintético 0-20uM Antioxidante Aumento de Nrf2 (GAN et al., 2010)
Aumento dos
niveis de GSH
Hepatocitos Hidrolisado de 40 uM Antioxidante Aumento de Nrf2 (LA MARCA et al.,
de ratos Glucosinolatos Inducéo de HO- 2012)
(Wistar) extraidos de 1,NQO1, GST,
plantas CAT
HepG2 Sintético 2,5-20 uM Antioxidante Indugéo de Nrf2  (LIU et al., 2019)
HepG2 Sintético 0-10puM Antioxidante Ativacéo de Nrf2 (LIU et al., 2018)
HepG2 Sintético 20 pm Antioxidante Ativacdo de Nrf2, (REN et al., 2018)
Reducéo de
KEAP-1
Aumento de ARE
HepG2 Extrato da 20 pM/L Antioxidante Aumento de Nrf2 (KIM et al., 2018)
planta B.

oleracea
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Linhagem  Fonte do Dose do Atividade Mecanismo R A
R : eferéncia
celular sulforafano  sulforafano  biologica envolvido
Avab Sintético 0-10uM Controle de fator  Ativacao de (YU et al., 2016)
(abrigando de risco PISK/AKT, Nrf2,
replicon ARE e HO-1
subgendmico
de HCV;
genotipo 1b)
HHLS e Sintético 20 um Induc&o de morte Inducéo de dano (LIU et al., 2019)
HepG2 celular ao DNA
HepG2 Sintético 20 - 80 uM Inducéo de morte Inducédo de (POCASAP;
celular apoptose WEERAPREEYAKUL;
THUMANU, 2018)
HepG2 Sintético 2- 32 uM Indugcédo de morte Aumento de (DOS SANTOS et al.,
celular CASPS8, FAS, 2020).
TNFRSF10A
Reducéo de
MAPK
HepG2 Sintético 20-40 pM/L Inducdo de morte Formacéo de (ZOU et al., 2016)
celular corpos
apoptéticos
HepG2 Hidrolisado da 33.8 uM Indugcédo de morte Aumento das (KNTAYYA et al.,
glucorafanina celular caspases 3/7/9  2018)
da R. sativus Inducdo da
apoptose
HepG2 Sintético 20 um Indugcédo de morte Aumento de BAX (REN et al., 2018)
celular Diminuigcdo de
BCL2
Aumento de
caspase 3
Reducéo de pré
caspase9e 3
Reducéo do
potencial da
membrana
mitocondrial
Inibicdo de
Akt/MAPK
HepG2 Sintético 20 -80 uM Indugcéo de morte Inducédo de (POCASAP;
celular apoptose WEERAPREEYAKUL,;
Inducéo de THUMANU, 2019)
necrose
HepG2 Sintético 20- 40 pM/L  Inducédo de morte Aumento de (ZOU et al., 2016)
celular BIP/GRP78, BID
e XBP-1
Aumento de

caspase 12 e
CHOP/GADD153
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Linhagem  Fonte do Dose do Atividade Mecanismo R A
R . eferéncia
celular sulforafano  sulforafano  biologica envolvido
HepG2 Sementes, 2,5 mg/mL Inducéo de morte Inducédo de (PASKO et al., 2018)
brotos e flores celular apoptose
de brécolis Inducéo de
liofilizados necrose
(Brassica
oleracea L.
var. italica)
HepG2 Sintético 80 uM Indug&o de morte Inducédo de (POCASAP;
celular necrose WEERAPREEYAKUL;
THUMANU, 2018)
HepG2 Sintético 5-20uM Inducéo de morte Inducéo de ROS (REN et al., 2018)
celular
HepG2 Sintético 40 uM Indugcédo de morte Inducdo de ROS (POCASAP;
celular WEERAPREEYAKUL;
THUMANU, 2018)
HepG2 Sintético 10 - 40 uM Indugcédo de morte Inducdo de ROS (POCASAP;
celular WEERAPREEYAKUL;
THUMANU, 2019)
HepG2 Sintético 1,25-30 pM Inibicdo da Inibic&do da (LIU et al., 2018)
proliferacéo formacéo de
celular colbnias
Inducéo de dano
ao DNA
HepG2 Sintético 20 -80 uM Inibicdo da Aumento das (POCASAP;
proliferacéo células em G2/M WEERAPREEYAKUL;
celular Reducéo da THUMANU, 2018)
polimerizacéo da
tubulina
HepG2 Sintético 2- 32 uM Inibicdo da Inducdo da (DOS SANTOS et al.,
proliferacédo fragmentacédo do 2020)
celular DNA
Aumento de
DUSP4
Inibic&o da via
PI3K-AKT
(PIK3CD)
Aumento de
CDKN1A(p21)
Desorganizagéo
dos microtubulos
Reducéo de
E2F3, THAP1,
através da
hipermetilacido
Diminuicéo de
HDACS e
HDAC11
HepG2 Sintético 10 - 40 uM Inibicdo da Inibicéo da (ZOU et al., 2016)

proliferacé@o
celular

proliferacéo
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Linhagem  Fonte do Dose do Atividade Mecanismo A
R . Referéncia
celular sulforafano  sulforafano  biologica envolvido
HepG2 Sintético 10 - 40 uM Inibicdo da Aumento das (POCASAP;
proliferacéo células nafase = WEERAPREEYAKUL,;
celular G2/M THUMANU, 2019)
Supressao da
polimerizacédo da
tubulina
HepG2 Hidrolisado da 33.8 uM Inibicdo da Aumento das (KNTAYYA et al.,
glucorafanina proliferagé@o células nafase 2018)
da R. sativus celular SubG0/G1
Hepato6citos Hidrolisado de 40 uM Modulacéo do Inibicdo de (LAMARCA etal.,
de ratos Glucosinolatos metabolismo de  CYP1A1l/1A2e 2012)
(Wistar) extraidos de compostos toxicos CYP3As
plantas
Hepa 1clc7 Extracéo e 0.078 - 2.5 pM Modulagéo do Indugéo de (MATUSHESKI;
de ratos purificagédo do metabolismo de NQO1 JEFFERY, 2001)
brécolis compostos téxicos
HepG2 Sintético 2- 32 uM Modulagéo do Aumento de (DOS SANTOS et al.,
metabolismo de NQO1, HO-1, 2020)
compostos téxicos GCLC, GCLM e
TRX1
HepG2 Sintético 10 uM Modulagéo do Reducéo da (LIU et al., 2018)
metabolismo de citotoxicidade
compostos téxicos
HepG2 Sintético 1- 20 uM Modulagéo do Reducéo da (GAN et al., 2010)
metabolismo de apoptose
compostos téxicos Aumento de HO-
1 e NQO1
HepG2- C8 Sintético 2,5-25uM Modulagéo do Inducéo de HO-1 (KRAJKA-KUZNIAK;
(com metabolismo de BAER-DUBOWSKA,
curcumina) compostos téxicos 2021)
HHL5 Sintético 1,25 - 5uM Modulagéo do Reducéo da (LIU et al., 2019)

metabolismo de

compostos téxicos induzida por H,0,

citotoxicidade

Abreviaturas: ARE, elemento responsivo a antioxidantes; BIP, binding protein; CAT, catalase; CHOP,
proteina homadloga C/EBP; GCLC e GCLM, glutamato-cisteina ligases; GRP78, proteina-78 regulada pela
glicose; GSH, glutationa reduzida; GST, glutationa S transferase; HIF-1a, fator induzivel por hipoxia 1-
alfa; HO-1, heme oxigenase-1; IL-6, interleucina 6; KEAP-1, proteina 1 associada & ECH semelhante &
Kelch; NQO1, NAD(P)H quinona oxidoredutase-1; NRF2, fator nuclear 2 relacionado ao eritroide; PI3K,
fosfoinositideo 3-quinase; ROS, espécies reativas de oxigénio; TRX1, tiorredoxina redutase 1; VEGF, fator
de crescimento endotelial vascular; XBP-1, proteina 1 de liga¢do a X-Box;
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Tabela 2 - Resultados dos ensaios em modelos animais realizados com sulforafano, segundo fonte e
dose do composto.

Modelo Fonte do Dose do Atividade . . a
, R Mecanismo envolvido  Referéncia
Experimental sulforafano sulforafano biologica
Camundongo Po6 de 4,0 mM de Anti- Reducéo de CD68 (CHEN;
macho brécolis glucorafarina inflamatério Diminuicdo de TNF do WALLIG;
(B6C3F1) (Brassica por kg de figado JEFFERY,
oleracea L. brocolis Reducéo de Ifny hepatico 2016)
var. Green liofilizado (10%
Magic) de brécolis na
liofilizado dieta que era
consumida
livremente)
Modelo CAM  Sintético 20 uM Anti- Reducéo de HIF-1a e (LIU et al.,
metastatico VEGF 2017)
Ratos (Wistar) Extrato de 340 mg de Antioxidante Inducéo da via Nrf2 (YOSHIDA et
brécolis glucorafanina al., 2015)
/100 g de dieta
Camundongos Sintético 5 uM/animal Antioxidante Aumento de Nrf2 (SU et al., 2011)
(BALB/c) (administracéo Aumento de NQO1 e HO-
intraperitonial) 1
Camundongos Sintético 90 mg de Antioxidante Ativagéo de Nrf2 e (HU et al.,
C57BL/6J Nrf2 sulforafano por consequente expressdo  2006)
nocaute kg do animal de vérias categorias de
(via oral genes como os de
gavagem) enzimas de
metabolizagcéo
xenobidtica,
antioxidantes, sistemas
de ubiquitina/
proteassoma, proteinas
de resposta ao estresse,
guinases e fosfatases,
proteinas de imunidade,
células adesao, ciclo
celular e crescimento
celular, metabolismo,
proteinas de transporte e
fatores de transcricéao
Camundongos Po de 4,0 mM de Controle de Reducéo da ativacdo das (CHEN;
machos brocolis glucorafarina fator de risco células de kupffer WALLIG;
(B6C3F1) (Brassica por kg de Reducéo de CPT JEFFERY,
oleracea L. brdcolis Aumento de MTTP 2016)
var. Green liofilizado (10% Reducéo de CD36
Magic) de brdcolis na Reducéo dos
liofilizado dieta que era triglicerideos hepaticos

consumida
livremente)
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Modelo Fonte do Dose do Atividade M . . a
: o ecanismo envolvido  Referéncia
Experimental sulforafano sulforafano biolégica
Camundongos Sintético lgde Controle de  Reducéo de leptina (CHOl et al.,
(C57BL/6N) sulforafano por fator de risco Atenuacéo do acumulo de 2014)
kg de dieta gordura no figado
Reducao de PPARy e
C/EBPa
Reducédo de HMG-CoA
redutase
Aumento da fosforilagédo
de AMPK e ACC
Ratos (Wistar) Extrato de 340 mg de Inducdo de  Aumento da regulacdo do (YOSHIDA et
brécolis glucorafanina morte celular ciclo celular al., 2015)
/100 g de dieta Aumento da apoptose
Ratos Cépsulas de 62.5-250mg Modulacdo Inducéo de GST (KIKUCHI,
(Sprague broto de de glucorafanina do Reducéo de AST, ALT, 2015)
Dawley) brécolis a cada 100 g da metabolismo BIL, ALB aumentada por
dieta AIN-76 de N-nitrosodimetilamina
compostos
téxicos
Camundongos Po de 4,0 mM de Modulacdo  Reducéo de ALT (CHEN;
(B6C3F1) brécolis glucorafarina do plasmatica aumentada WALLIG;
(Brassica por kg de metabolismo por dietilnitrosamina JEFFERY,
oleracea L. brocolis de Diminui¢éo do nimero de 2016)
var. Green liofilizado (10% compostos  nddulos hepaticos apos
Magic) de bréocolis na téxicos inducéo por
liofilizado dieta que era dietilnitrosamina
consumida
livremente)
Ratos (Wistar) Extrato de 340 mg de Modulacdo  Aumento de enzimas de (YOSHIDA et
brécolis glucorafanina do fase | e ll, como cyps, al., 2015)
/100g de dieta  metabolismo gsts e ugts
de Aumento de gsh,
compostos  controlando a reducédo de
téxicos GSH induzida pelo
acetaminofeno
Menor reducdo de GST
gue é induzida pelo D-
galactosamina
Reducédo de ALT e AST
que € aumentada por
acetaminofeno e D-
galactosamina
Ratos (Wistar) Sintético 500 pg/kg/d Modulacdo Reducédo de ALT e AST (GAONA-
do aumentada por cisplatina GAONA et al.,

metabolismo
de
compostos
toxicos

Atenuacédo da reducdo da 2011)
atividade das enzimas

CAT, GR, GPx, GST e

SOD causada por

cisplatina
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Modelo Fonte do Dose do Atividade M . . a
: o ecanismo envolvido  Referéncia
Experimental sulforafano sulforafano biolégica
Camundongos Sintético 5 yM/animal Modulacdo Inibicdo de CYP2E1 (SU et al., 2011)
(BALB/c) (administracdo do induzida por Microcistina
intraperitonial)  metabolismo Diminuicdo de TNF-a
de induzido por Microcistina
compostos  Reducao da clivagem de
téxicos PARP e da ativacdo de
caspase 3 induzida por
Microcistina
Reducédo de ALT e AST
induzida por Microcistina
Bloqueio da indugéo de
Bid e inducéo de Bcl-xl,
reduzindo morte celular
na presenca de
Microcistina
Aumento de NQO1 e HO-
1 quando exposto a
Microcistina
Reducéo de peroxidacao
lipidica induzida por
Microcistina
Bloqueio da reducgédo de
GSH induzida por
Microcistina
Ratos (Fischer Extraido e 500 -1000 Modulacdo Inducédo de NQO1l e GST (MATUSHESKI;
344) purificado do pM/kg do JEFFERY,
brocolis metabolismo 2001)
de
compostos
téxicos

Abreviaturas: ACC, acetil-coa carboxilase; ALB, albumina; ALT, alanina aminotransferase; AMPK,
proteina quinase ativada por AMP; AST, aspartato aminotransferase; BIL, bilirrubina; CAM, chick embryo
chorioallantoic membrane; C/EBPa, proteina intensificadora da ligagéao tipo alfa da sequéncia CCAAT;
CAT, catalase; CPT, carnitina palmitoiltransferase; CYP, citocromo; GPx, glutationa peroxidase; GR,
glutationa redutase; GSH, glutationa reduzida; GST, glutationa S transferase; HMG-CoA redutase,
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase; HIF-1a, fator induzivel por hipéxia 1 alfa; HO-1, heme
oxigenase; ifny, interferon gama; mttp, proteina anti-microssomal de transferéncia de triglicerideos;
NQO1, NAD(P) H quinona oxidoredutase-1; Nrf2, fator nuclear 2 relacionado ao eritrdide; PARP,
poli(ADP- ribose)polimerase; PPARy, receptor y ativado por proliferador de peroxissoma; SOD,
superoxido dismutase; TNF-a , fator de necrose tumoral alfa; UGT, uridino-glucuronosiltransferase;
VEGF, fator de crescimento endotelial vascular.
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Tabela 3 - Resultados dos ensaios clinicos realizados com sulforafano, segundo tipo de estudo e fonte
do composto.

Atividade Mecanismo

Tipo de estudo Fonte do sulforafano bioléai . Referéncia
iolégica envolvido

Randomizado 3 cépsulas de broto de Antioxidante Redugéo dos (KIKUCHI,

Duplo Cego brécolis contendo 30 mg de niveis de 8-OHdG 2015)

Com Placebo glucorafanina na urina

Realizado em (aproximadamente 69 uM

homens, japoneses,30 por dia)

a 69 anos, com

doenca hepatica

gordurosa

2 meses de estudo

Randomizado 3 céapsulas de broto de Controle de fator Reducéo do (KIKUCHI,

Duplo Cego brécolis contendo 30 mg de  de risco colesterol total 2015)

Com Placebo glucorafanina Reducéo da

Realizado em (aproximadamente 69 uM atividade sérica de

homens, japoneses,30 por dia) ChE

a 69 anos, com

doenca hepética

gordurosa

2 meses de estudo

Randomizado Infusdo de brotos de brécolis Controle de fator Redugéo da (KENSLER

Com Placebo com 3 uM de glucorafanina  de risco formacéo do aduto et al., 2005)

Realizado com todas as noites por 2 aflatoxina-N7-

homens e mulheres  semanas guanina

chineses (de Qidong),

25 a 65 anos,

com fung&@o normal do

figado

2 semanas de estudo

Randomizado 3 capsulas de broto de Modulagéo do Reducéo do nivel (KIKUCHI,

Duplo Cego brocolis contendo 30 mg de  metabolismo de  sérico das enzimas 2015)

Com Placebo glucorafanina compostos AST, ALT, y-GTP,

Realizado em (aproximadamente 69 uM téxicos ALP, ALB

homens, japoneses,30 por dia)
a 69 anos, com

doenga hepética

gordurosa

2 meses de estudo

Abreviaturas: 8-OHdG, 8-hidroxidesoxiguanosina; ALT, aspartato aminotransferase; AST, alanina
aminotransferase; ALP, fosfatase alcalina; ChE, colinaesterase; y-GTP, gama-glutamil transpeptidase.

4.1. O papel do sulforafano contra os fatores etiolégicos do HCC

Cerca de 80% dos casos globais de HCC estéo relacionados a infeccéo cronica
com os virus da hepatite B ou C (YANG et al., 2019). A infeccdo pelo HBV representa o
principal fator de risco de hepatocarcinogénese, sendo responsavel por
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aproximadamente 50% dos casos (GILLMAN et al., 2021; LLOVET et al.,, 2021;
MCGLYNN; PETRICK; ERAG, 2021). Ja a infeccdo pelo HCV encontra-se em segundo
lugar (GILLMAN et al., 2021), e é a causa predominante de HCC na Europa Ocidental,
no Japdo e nos Estados Unidos (LLOVET et al., 2021), onde é também uma das
principais causas de cirrose (MCGLYNN; PETRICK; ERAG, 2021). Um estudo realizado
em um sistema de replicacdo do HCV em células Ava5 mostrou que o sulforafano foi
capaz de aumentar a expressao de enzimas antioxidantes (Tabela 1). Esse efeito pode
ser considerado uma abordagem terapéutica importante para controle da infeccéo por
HCV, uma vez que a replicagdo do virus esta significativamente relacionada com o
estresse oxidativo celular (YU et al., 2016; D’'SOUZA et al., 2020). Foi demonstrado que
o sulforafano inibiu a replicagcdo do HCV através da modulacdo da via de sinalizacéo
PI3K (do inglés phosphoinositide 3-kinase) o que levou a ativacdo em cascata de
fatores como Nrf2 e ARE (do inglés antioxidant response element) e culminou na
inducdo da enzima heme oxigenase 1 (HO-1)(YU et al., 2016), conforme a Figura 1.
HO-1 é um fator antioxidante depletado durante a infeccdo viral, considerado um
potencial alvo terapéutico para infec¢cdes de HCV e HBV (YU et al., 2016).

A maioria dos individuos infectados com HBV ou HCV n&o consegue eliminar o
virus e corre o risco de desenvolver complicacdes hepaticas, como a cirrose (YU et al.,
2016). Cerca de 90% dos casos de HCC ocorrem em cenario de doenca hepatica
cronica (LLOVET et al., 2021), que costuma surgir no contexto de inflamacao e fibrose.
O acumulo excessivo de matriz extracelular pode resultar em cirrose, que é
considerada o fator de risco mais importante para o desenvolvimento do HCC (LLOVET
et al., 2021; GILLMAN et al., 2021). Além disso, o HCC é a principal causa de morte em
pacientes com cirrose (LLOVET et al., 2021).
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Figura 1: Possiveis efeitos do sulforafano envolvidos com a quimioprevengdo do carcinoma
hepatocelular. (I) Efeito antioxidante: O sulforafano ativa a via de Nrf2 ao ativar a via de PI3K e reduzir
niveis de KEAP-1. O Nrf2 esta envolvido em uma complexa cascata de sinalizacdo. Em condi¢des
normais, ele é sequestrado do citoplasma por sua ligagdo com KEAP-1, que desencadeia sua
degradacgéo proteossomal. Quando Nrf2 € ativado pelo estresse oxidativo, por exemplo, ele se dissocia
de KEAP-1 e uma sequéncia de eventos tem inicio: a translocagao nuclear de Nrf2, heterodimerizagdo
com proteina sSMAF (do inglés Small musculoaponeurotic fibrosarcoma), ligacdo do complexo Nrf2/
sMAF ao ARE, e em dUltima andlise, o inicio da expressdo génica por ARE. ARE € o elemento de
resposta a antioxidantes que medeia a acado desintoxicante das enzimas de fase Il e das enzimas
antioxidantes como HO-1 e NQO1 e por isso, quando ativado fornece protecdo contra efeitos
toxicolégicos decorrentes de carcinégenos exdgenos e ROS endégenas. (I) Efeito anti-inflamatério: O
receptor TLR4 ativa NFKB e consequentemente estimula o aumento da producdo de citocinas
inflamatérias, incluindo TNF-a e IL-6. O sulforafano reduz os niveis das citocinas inflamatorias por reduzir
a oligomerizacao de TLR4, por suprimir a via PI3K/AKT em macrofagos em hipoxia e por reduzir
a ativac@o de HIF-1a, que em condi¢Bes de hipoxia mostrou se ligar a regido promotora de TLR4. (llI)
Efeito antiproliferativo: A via PIK3CD/ AKT / GSK-3[ / B-catenina esta relacionada com o crescimento
descontrolado em cénceres. Sulforafano apresenta efeito antiproliferativo ao reduzir a expressao de
PIK3CD. Além disso, o composto aumenta a expressédo de p21, proteina antiproliferativa envolvida no
controle do ciclo celular. (IV) Efeito anti-metastatico: Sulforafano regula a expressao de VEGF por
diminuir niveis de IL-6, STAT 3 e HIF-1a.

Adaptado de Bielecka, Czarnecka, Szczylik, 2014; Yarmohammadi, Rezaee, Karimi, 2020; Chen, Kao,
Liu, 2018; Zhang, Feng, Jiang, 2021.
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A adocdo de medidas como a vacinagdo contra o HBV e a disponibilidade de
tratamentos eficazes para o controle das hepatites B e C (LLOVET et al.,, 2021,
MCGLYNN; PETRICK; ERAG, 2021) estdo diminuindo as taxas das infecces virais
associadas ao desenvolvimento de HCC (MCGLYNN; PETRICK; ERAG, 2021). No
intervalo entre 1978 e 2012, por exemplo, foi demonstrada uma reducdo da incidéncia
de HCC em muitos paises asiaticos, regido na qual a maioria deles apresenta como
principal fator etiologico para o HCC o virus da hepatite B (LLOVET et al.,, 2021;
MCGLYNN; PETRICK; ERAG, 2021).

Em contrapartida a esse cenario, a incidéncia de doengas metabdlicas, como a
diabetes tipo IlI, obesidade e NASH (do inglés Nonalcoholic Steatohepatitis) estéo
aumentando e, em conjunto, apresentam potencial de se tornarem a principal causa de
HCC em todo o mundo (HUANG; EL-SERAG; LOOMBA, 2020; MEJIA; PASKO, 2020;
LLOVET et al., 2021; MCGLYNN; PETRICK; ERAG, 2021). Em paises ocidentais, por
exemplo, 20% dos casos de HCC estéo relacionados com a NASH (LLOVET et al.,
2021) e a estimativa € que a incidéncia da esteatohepatite para os proximos 10 anos
aumente em até 56%. Além disso, a NASH pode ser estabelecida através da
progressdo do quadro de NAFLD (do inglés Nonalcoholic Fatty Liver Disease)(
GILLMAN et al., 2021; LLOVET et al., 2021), que, atualmente, jA é o principal fator
etiolégico do HCC nos Estados Unidos, Franca e Reino Unido (HUANG; EL-SERAG;
LOOMBA, 2020).

Um estudo realizado em camundongos apontou que o sulforafano desempenha
um papel importante no metabolismo lipidico e no controle de NAFLD (CHEN; WALLIG;
JEFFERY, 2016). Foi demonstrado que a dieta com pé de brdocolis foi capaz de: reduzir
a concentracao de triglicerideos hepaticos; reduzir a expressao da proteina CD36, que
€ a principal transportadora de gorduras para o interior do hepatocito e que esta
altamente regulada em NAFLD; e ainda de aumentar a expressao do transportador
MTTP (do inglés microsomal triglyceride transfer protein) que é responsavel pela
liberacdo das VLDLs (do inglés very low density lipoproteins), contribuindo assim para
menor deposicdo de triglicerideos no tecido hepatico (CHEN; WALLIG; JEFFERY,
2016). Esse estudo também mostrou que a dieta com po de brocolis reduziu

a ativacdo das células de Kupffer, células que por produzirem citocinas inflamatérias
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desempenham um papel fundamental na progressdao de NAFLD para NASH (CHEN;
WALLIG; JEFFERY, 2016)(Tabela 2).

O aumento da incidéncia doencas crbnicas no figado como NAFLD e NASH tem
sido diretamente relacionado com a alta prevaléncia da obesidade (MEJIA; PASKO,
2020). A enzima ChE (do inglés Cholinesterase), por exemplo, é conhecida por ter
maior expressdo em individuos obesos que desenvolvem doenca hepética gordurosa
(KIKUCHI, 2015). Um estudo clinico realizado em homens japoneses com NAFLD
mostrou que a ingestdo por 2 meses de capsulas de glucorafanina, precursora do
sulforafano foi capaz de reduzir, além do colesterol total, a atividade sérica da ChE
(KIKUCHI, 2015)(Tabela 3).

Um outro estudo foi realizado em camundongos a fim de relacionar os efeitos do
sulforafano com a reducdo da obesidade. O desenho experimental consistia em trés
grupos: um que recebeu uma dieta gordurosa com sulforafano, outro que recebeu a
mesma dieta gordurosa sem sulforafano e um terceiro que n&o recebeu dieta
gordurosa (grupo controle). Assim, foi observado que a dieta gordurosa que continha
sulforafano controlou o ganho de peso dos camundongos, que no final mantiveram um
peso muito semelhante ao controle. Além disso, esse grupo apresentou também
reducdo no tamanho do tecido adiposo, no acumulo de gordura no figado, na
expressdo de leptina e também nos niveis de glicose, colesterol e triglicerideo
hepatico (CHOI et al., 2014)(Tabela 2). A melhora no perfil lipidico ocasionada pelo
sulforafano pode estar associada a reducao de gorduras encontrada no figado destes
camundongos, e a redugdo dos niveis de leptina, hormdnio produzido no tecido
adiposo que esta positivamente correlacionado com a obesidade (CHOI et al., 2014).
Esses dados reforcam que o sulforafano pode desempenhar um papel importante no
metabolismo lipidico, que, na obesidade, se encontra alterado.

Outra modificacdo presente na obesidade € o aumento do estresse oxidativo,
que contribui para o ambiente inflamatorio e mais propenso para o desenvolvimento de
outros fatores de risco relacionados ao HCC, como a NASH (CHEN; WALLIG;
JEFFERY, 2016; PEREZ-TORRES et al., 2021). A obesidade estd associada a
expansdo do tecido adiposo devido a um desequilibrio entre consumo e gasto
energético (CHOI et al., 2014). A ingestdo de gordura na dieta, por exemplo, pode

causar a sobrecarga de acidos graxos nas mitocondrias, levando ao aumento da
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captacdo de oxigénio necessaria para a oxidacdo beta e contribuindo para o estresse
oxidativo (CHEN; WALLIG; JEFFERY, 2016). A oxidagdo mitocondrial € controlada
enzimaticamente e uma das enzimas responsaveis é CPT (Carnitina Palmitoll
Transferase). Foi observado em camundongos tratados com dieta com brécolis em po,
a regulacdo negativa da CPT. Tal evento n&o foi observado em animais controle que
receberam uma dieta tipicamente ocidental, com elevadas concentracbes de
carboidratos e gorduras saturadas. Além disso, também foi observado que o brdcolis foi
capaz de diminuir a expressdo de CYP2E1l, enzima que quando ativada também
ocasiona a producédo de ROS (do inglés Reactive Oxygen Species)(CHEN; WALLIG,;
JEFFERY, 2016)(Tabela 2). Dessa forma, o controle do estresse oxidativo se mostra
também importante para a prevencéao dos fatores de risco do HCC.

O desenvolvimento de alteracdes metabdlicas observadas na obesidade, como o
estresse oxidativo, inflamacéo, disfungdo mitocondrial e imunolégica, tem relacdo com o
tecido adiposo, que é o regulador central do metabolismo energético (KAWAI; AUTIERI;
SCALIA, 2021). O tecido adiposo expande sua massa na obesidade por mecanismos
relacionados a hiperplasia e hipertrofia dos adipdcitos, que consistem nas principais
células armazenadoras de gordura. Essas células podem ser diferenciadas de pré-
adipdcitos por sinais adipogénicos e essa diferenciacdo é regulada por uma rede
complexa de fatores de transcricio como PPARy (do inglés Peroxisome Proliferator
Activated Receptor gamma) e C/EBPa (do inglés CCAAT/Enhancer-binding Protein
alpha)(CHOI et al., 2014). O estudo realizado em camundongos também mostrou que o
sulforafano pode atuar no controle da obesidade suprimindo a expressdo do PPARy e
C/EBPa. Além disso, a dieta com sulforafano foi capaz de aumentar a fosforilagcdo de
AMPK (do inglés AMP-activated protein kinase), uma enzima reguladora envolvida no
metabolismo lipidico e energético que quando fosforilada/ ativada inibe a biossintese
lipidica inativando as enzimas lipogénicas acetil-CoA carboxilase e hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A redutase, que regula a sintese de colesterol. Dessa forma o
sulforafano agiria como um potencial candidato a composto anti-obesidade (CHOI et al.,
2014)(Tabela 2).

Outro fator de risco também importante para o desenvolvimento de HCC € a
exposicao as aflatoxinas (LA MARCA et al., 2012), grupo de micotoxinas produzidas por

fungos Aspergillus, que sdo carcind6genos naturais e contaminam uma grande parte do
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suprimento alimentar mundial, como os graos (FISHBEIN et al., 2021). Elas apresentam
efeitos hepatocarcinogénicos (YANG et al., 2019), causando cerca de 28% dos casos
de HCC no mundo (FISHBEIN et al.,, 2021). A contaminacdo de alimentos com
aflatoxina tem um papel importante principalmente em paises com clima quente e
umido e, devido as mudancas climéaticas, tém o potencial de se tornar um dos principais
fatores etiologicos nas préximas décadas (MCGLYNN; PETRICK; ERAG, 2021). Por
depender de fatores ecoldgicos, a presenca da aflatoxina nos alimentos é de dificil
controle, reforcando a relevancia da quimioprevencdo nesse caso (KENSLER et al.,
2005). Tendo em vista esse contexto, avaliou-se o efeito da infuséo de broto de brécolis
em individuos residentes em uma regido onde ocorre elevada ingestdo de alimentos
contaminados com aflatoxina. Foi observado na urina dos participantes do estudo que a
presenca de aflatoxina-N7-guanina foi inversamente relacionada com a quantidade de
ditiocarbamatos (KENSLER et al., 2005)(Tabela 3). Os ditiocarbamatos s&o formados
durante o metabolismo do sulforafano que ocorre pela via do &cido mercapturico
(Figura 3) e por isso sdo utillizados como biomarcadores importantes da
biodisponibilidade do isotiocianato (KENSLER et al., 2005; LIU et al., 2018). A aflatoxina
€ um composto que precisa ser bioativado para ter agcao carcinogénica. No organismo,
depois de metabolizada, ela forma epdxidos reativos que apresentam atividade
genotoxica causando, por exemplo, alteracbes cromossémicas e adutos no
DNA, mecanismos relacionados com a iniciacdo da carcinogénese (FISHBEIN et al.,
2021). Um dos adutos de DNA formados nesse processo é a aflatoxina-N7-
guanina, que em nivel elevado esta associado com risco aumentado de cancer de
figado (KENSLER et al., 2005). O achado desse estudo indica que a presenca
sulforafano no organismo esta relacionada com a reducdo da formacédo deste aduto,
que pode ser explicado pela potencial acdo do composto na reducao
da bioativacdo do carcinégeno e/ou na inducdo de enzimas que inativam a aflatoxina,
como as glutationa S-transferases (GSTS)(KENSLER et al., 2005; CHEN; WALLIG;
JEFFERY, 2016).

4.2. Atuacao do sulforafano no metabolismo de compostos toxicos
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Agentes quimiopreventivos podem agir em fases diferentes da carcinogénese
(STURM; WAGNER, 2017). Considera-se agentes quimiopreventivos bloqueadores
agueles que atuam na fase de iniciacdo do cancer (HEIDOR et al., 2020b), evitando
que o0s carcindégenos sejam ativados ou interajam com biomoléculas alvo, como
fosfolipidios de membrana ou &cidos nucléicos (WATTENBERG, 1985). A regulacao de
enzimas envolvidas no metabolismo desses carcindgenos é considerada uma maneira
de bloquear a iniciacdo da carcinogénese (STURM; WAGNER, 2017), podendo inibir a
bioativacdo do carcindgeno e/ou induzir a excrecdo do xenobidtico pelo organismo
(HEIDOR et al., 2020Db).

A bioativagcdo de carcin6genos acontece através da acao das enzimas de fase |
(ZHENG et al., 2018; HEIDOR et al., 2020). Estas enzimas compostas principalmente
pela familia das CYPs estdo envolvidas em reacdes de oxidacdo e hidroxilacdo dos
xenobidticos, que, na maioria das vezes, tem por consequéncia torna-los mais toxicos
(YOSHIDA et al.,, 2015). A inibicAdo dessas enzimas por fitoquimicos é uma etapa
preventiva crucial no estagio inicial da carcinogénese (STURM; WAGNER, 2017).

Ha estudos mostrando o potencial do sulforafano em inibir a atividade das
enzimas de fase |I. Um deles realizado em hepatdcitos de ratos com varios
isotiocianatos mostrou que o sulforafano foi capaz de inibir a expressao de diversas
CYPs, inclusive a CYP3A4 (LA MARCA et al.,, 2012)(Tabela 1). Esta enzima de
biotransformacdo é importante por, além de estar envolvida na metabolizacdo de
farmacos, também estar relacionada com a bioativacdo da aflatoxina. Esses resultados
reforcam as hipoteses levantadas no estudo clinico de KENSLER et al., 2005 (Tabela
3), trazendo como mecanismo de reducdo dos danos da aflatoxina no organismo, a
inibicdo das enzimas responsaveis pela bioativacdo do carcindbgeno (KENSLER et al.,
2005; CHEN; WALLIG; JEFFERY, 2016).

Além do seu potencial em regular as enzimas de fase I, muitos estudos também
tém mostrado que sulforafano age induzindo a expressao de enzimas de fase Il. As
enzimas de fase Il estdo relacionadas com a inativacdo dos xenobiéticos (HEIDOR et
al., 2020b), convertendo os carcindgenos potenciais em metabdlitos inativos que podem
ser rapidamente excretados (STURM; WAGNER, 2017). A excrecao destes compostos
é facilitada porque essas enzimas catalisam reacdes como conjugagcao com glutationa,

glicuronideo, sulfato e outras moléculas, que tornam o carcinégeno mais hidrofilico e
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corroboram para o mecanismo de desintoxicagédo (YOSHIDA et al., 2015; ZHENG et al.,
2018). A modulacdo da expressdo das enzimas de fase Il é entdo um mecanismo
importante de protecdo do organismo, sendo que, quando ativadas, elas colaboram
para prevencdo da carcinogénese (POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU,
2019).

Estudos realizados em células HepG2 e em hepatdécitos de ratos apontaram que
o sulforafano foi capaz de aumentar a expressao de varias enzimas de fase Il, como
NAD(P)H quinona oxidoreductase-1 (NQO1), HO-1, glutamato-cisteina ligases,
tiorredoxina redutase 1, GST e catalase (MATUSHESKI; JEFFERY, 2001; LA MARCA
et al, 2012; DOS SANTOS et al, 2020; KRAJKA-KUZNIAK; BAER-
DUBOWSKA, 2021)(Tabela 1). Além disso, um desses estudos também comparou a
inducdo de quinona redutase por sulforafano e por outros isotiocianatos. Assim, foi
demonstrado que o sulforafano foi mais potente que o sulforafano nitrila na ativagcéo
dessa enzima. O sulforafano nitrila é um isotiocianato que também esta presente no
brécolis (MATUSHESKI; JEFFERY, 2001) e por isso pode ter acdo sinérgica ao
sulforafano, tornando esse alimento interessante como fonte de compostos
quimiopreventivos contra o cancer.

A inducdo de enzimas hepaticas pelo sulforafano também foi observada in vivo.
Um estudo realizado em ratos mostrou que o sulforafano foi capaz de induzir a
expressdo da enzima hepatica quinona redutase e, em doses maiores também da GST
(MATUSHESKI; JEFFERY, 2001)(Tabela 2). Essa acado do sulforafano no metabolismo
hepético pode explicar uma série de efeitos que o composto mostrou atenuar frente a
exposicao de células e animais a xenobidticos. Por exemplo, células HepG2 tratadas
com sulforafano e expostas a um composto toxico apresentaram resisténcia a morte
celular (GAN et al., 2010)(Tabela 1). O mesmo estudo demonstrou que o sulforafano
aumentou a expressao do composto glutationa reduzida (GSH) e das enzimas de fase Il
HO-1 e NQO1, as quais sao alvos importantes para quimioprevencao do cancer, devido
também aos seus papéis antioxidantes. NQO1, por exemplo, é uma redutase que
induz a formacéo de estruturas antioxidantes de ubiquinona e vitamina E relevantes
para a citoprotecdo, assim como HO-1 catalisa a formacao de metabolicos com fungbes
antioxidantes e anti-inflamatorias importantes para a homeostase celular em resposta
ao estresse mediado por ROS (STURM; WAGNER, 2017). Em camundongos tratados
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com sulforafano expostos a Microcistina também foi observado regulagdo da via
apoptotica e reducdo nos niveis de mediadores proé-inflamatérios (SU et al.,
2011)(Tabela 2).

Quando a fonte de sulforafano foi o extrato de broto de brocolis, efeitos
protetores contra carcin6genos também foram observados. Além de a dieta ter sido
capaz de modular a expressdo de varios genes relacionados ao metabolismo de
xenobidticos, tais quais de cyps e uridino-glucuronosiltransferases (ugts)(YOSHIDA et
al., 2015), o estudo mostrou que ratos expostos a acetaminofeno e D-galactosamina,
que ingeriram dietas com extrato de broto de brécolis, apresentaram maior expressao
de gsh e de gst, se comparado aos animais que receberam racdes sem o extrato do
vegetal (YOSHIDA et al.,, 2015)(Tabela 2). O acetaminofeno, por exemplo, é um
xenobidtico que causa lesdo hepética principalmente por diminuicdo da expressao de
GSH nas células, levando a aumentos na concentracdo de ROS e RNS (do inglés
Reactive Nitrogen Species) nos hepatdcitos (YOSHIDA et al., 2015). Um estudo
realizado em camundongos mostrou também que a presenca do sulforafano na
exposicao ao composto téxico ndo reduz os niveis de GSH e, controla a peroxidacéo
lipidica (SU et al., 2011)(Tabela 2).

Altos niveis de estresse oxidativo provocam danos as células e, inclusive,
podem estimular a proliferacdo celular descontrolada (HAYES; DINKOVA-KOSTOVA,;
TEW, 2020; VOSTRIKOVA; GRINEV; GOGVADZE, 2020). As enzimas de fase Il
regulam o estado redox em células de mamiferos e fornecem um equilibrio preciso no
nivel de ROS (JAMES et al., 2012). Dessa forma, a ativacdo dessas enzimas se torna
fundamental para protecdo celular frente a exposicdo a carcinégenos. Um estudo
realizado em ratos mostrou que a ingestdo de sulforafano preveniu de forma dose
dependente a hepatotoxicidade induzida pelo carcinbgeno N-nitrosodimetilamina
(NDMA), uma vez que suprimiu o aumento de substéncias reativas ao acido
tiobarbiturico, através da inducédo da expressédo das enzimas antioxidantes de fase II
(KIKUCHI, 2015)(Tabela 2). Outro estudo também realizado em ratos mostrou que o
pré-tratamento com sulforafano foi capaz de manter a atividade das enzimas
antioxidantes catalase, glutationa redutase, glutationa peroxidase, GST e superoxido
dismutase, que foram inibidas com a exposigdo ao carcinogeno cisplatina (GAONA-

GAONA et al., 2011)(Tabela 2). A atividade do composto também reduziu o estresse



32

oxidativo mitocondrial das células do figado, o que é essencial para manter o balanco
redox fisiologico (GAONA-GAONA et al., 2011).

Outros efeitos protetores do sulforafano também sdo observados em células e
em animais frente a exposicdo de diferentes carcindgenos. Por exemplo, o po de
brécolis administrado em camundongos foi capaz de reduzir: a incidéncia e o tamanho
de adenomas hepaticos; e 0s niveis séricos de enzimas hepéticas (CHEN; WALLIG,;
JEFFERY, 2016)(Tabela 2). Ratos e camundongos tratados com sulforafano
apresentaram menores niveis de enzimas hepaticas (aspartato aminotransferase —
ALT- e alanina aminotransferase - AST) ap0s a exposicdo aos xenobibticos Cisplatina,
Acetaminofeno, D-galactosamina e Microcistina (GAONA-GAONA et al., 2011; SU et al.,
2011; KIKUCHI, 2015; YOSHIDA et al., 2015)(Tabela 2). Um estudo clinico realizado
com homens japoneses com doenca hepatica gordurosa apontou que a ingestao de
glucorafanina como fonte de sulforafano durante 2 meses foi capaz de reduzir os niveis
de marcadores da funcao hepatica, como AST, ALT, y-GTP, entre outros (KIKUCHI,
2015)(Tabela 3). Em varias lesGes pré-neoplasicas e neoplasicas sao observados altos
niveis de enzimas hepaticas (KIKUCHI, 2015), tornando assim o0 monitoramento e o
controle das concentragcbes dessas enzimas de extrema importancia para a prevencao
do céncer.

Além disso, h& estudos indicando que acdo protetora do sulforafano contra
xenobidticos pode também ser encontrada em seus metabdlitos. Um estudo
demonstrou que tanto sulforafano como seus metabdlitos apresentam atividade
antioxidante demonstrada em células HepG2 tratadas com peroxido de hidrogénio
(H202)(LIU et al., 2018)(Tabela 1). Essa mesma atividade foi verificada em hepatdcitos
de seres humanos imortalizados, células HHL5, que também foram expostas ao
peréxido de hidrogénio (LIU et al., 2019a)(Tabela 1). Como o0s isotiocianatos
apresentam meia vida curta (KENSLER et al., 2005), essa caracteristica dos seus
metabolitos poderia prolongar os efeitos bioldgicos do composto no organismo. Além
disso, alguns dos metabdlitos do sulforafano parecem ter meia vida mais longa e

serem menos toxicos do que altas doses do isotiocianato (LIU et al., 2018).

4.3. Efeitos antioxidantes do sulforafano no tecido hepatico
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O estresse oxidativo é definido como excesso de ROS comparado a quantidade
de antioxidantes (HAYES; DINKOVA-KOSTOVA; TEW, 2020). ROS sé&o produtos do
metabolismo celular normal que desempenham um papel importante na regulacéo de
muitos processos metabdlicos (LV et al., 2019; VOSTRIKOVA; GRINEV; GOGVADZE,
2020). O equilibrio entre a geracéo e eliminacdo de ROS é de grande importancia para
manter o ambiente fisiologico favoravel e adequado, mas a presenca em alto nivel
dessas espécies pode induzir mutagcdes no DNA e ser causa do desenvolvimento de
varios distarbios, incluindo das doencas neoplasicas (VOSTRIKOVA; GRINEV;
GOGVADZE, 2020). O estresse oxidativo € um dos principais fatores envolvidos na
fisiopatologia do cancer relacionado com fatores ambientais (ZHENG et al., 2018),
desempenhando um papel importante nas diversas fases da carcinogénese
(VOSTRIKOVA; GRINEV; GOGVADZE, 2020). Altos niveis de ROS estdo associados,
por exemplo, a proliferacdo celular e metastase dos tumores (VOSTRIKOVA; GRINEV;
GOGVADZE, 2020).

O fator de transcricdo Nrf2 é um regulador mestre envolvido na homeostase
redox e adaptacdo ao estresse oxidativo das células (LIU et al., 2019). Ele é geralmente
considerado como o principal regulador dos mecanismos de defesa celular,
especialmente contra o estresse oxidativo, tendo como alvo mais de 200 genes, muitos
dos quais provocam respostas citoprotetoras (LIU et al., 2019). Por exemplo, 0 Nrf2
controla a producéo, utilizacdo e regeneracdo de GSH, o cofator antioxidante mais
abundante dentro das células (LIU et al., 2018).

Nrf2 tem sido apontado como um importante fator para protecdo da saulde
hepatica (KIKUCHI, 2015), podendo ser considerado um dos fatores relacionados ao
desenvolvimento do HCC (GABBIA; CANNELLA; DE MARTIN, 2021). Dessa, sua
modulacdo é de grande interesse para quimioprevencdo do cancer de figado. O
sulforafano em modelos experimentais tem demonstrado proteger uma ampla variedade
de doencas hepaticas (LIU et al., 2019), e acredita-se que sua atividade indutora de
enzimas de fase Il pode estar relacionada com seu potencial de agao em Nrf2 (JAMES
et al., 2012).

Um estudo foi realizado em células HepG2 e em células nocautes para Nrf2 com

a finalidade de avaliar a relagdo entre os efeitos do sulforafano e sua atuacdo nessa
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via. Ambas as células foram tratadas com perdxido de hidrogénio, entretanto o efeito
antioxidante foi observado apenas nas células HepG2 que podiam expressar Nrf2 (LIU
et al., 2018)(Tabelal). Células HepG2 que foram tratadas com sulforafano e expostas a
hepatotoxina microcistina também mostraram maior expressédo de Nrf2 comparado aos
controles (GAN et al., 2010)(Tabelal). Além disso, outros estudos também observaram
a ativacdo de Nrf2 em células de animais de experimentacédo e de seres humanos (LA
MARCA et al., 2012; KRAJKA-KUZNIAK; BAER-DUBOWSKA, 2021), assim como
aumento da glutationa em células hepéticas tratadas com sulforafano (LIU et al.,
2019)(Tabelal).

Esses efeitos também foram observados em ensaios in vivo. A analise post
mortem dos hepatdcitos de camundongos que receberam sulforafano, mostrou
aumento da expressao de Nrf2 na fracdo nuclear e aumento dos niveis de enzimas de
fase Il como NQO1 e HO-1 na fracdo citoplasmética (SU et al., 2011)(Tabela 2).
Animais que receberam extrato de broto de brocolis também apresentaram aumento de
expressao de genes ativados pelo Nrf2 (HU et al., 2006; YOSHIDA et al., 2015)(Tabela
2). Além disso, outro estudo realizado em camundongos mostrou que a acao do
sulforafano por essa via ndo se limita & regulacdo de enzimas antioxidantes. Nesse
sentido, foi observado apenas em camundongos nao nocautes para Nrf2 tratados com
sulforafano, aumento da expressdo de proteinas relacionadas com importantes vias
metabdlicas celulares, inclusive aquelas associadas ao efluxo de carcinégenos em
hepatécitos. Neste mesmo estudo, também foi observado que, dos 5 genes controlados
por Nrf2 que atuam no metabolismo de xenobiético, o sulforafano foi capaz de regular 3
(cypall, cypd4ald e cyp39al)(HU et al., 2006)(Tabela 2). Estes achados reforcam o
papel central desse fator de transcricdo na homeostase celular, principalmente em
relacdo ao metabolismo de xenobidticos, e apontam como o sulforafano pode contribuir
para essa regulacao.

Os efeitos antioxidantes do sulforafano também ja foram observados em estudos
em seres humanos. Um estudo clinico realizado com homens japoneses com doenca
hepatica gordurosa mostrou que a ingestao de capsula de glucorafanina por 2 meses
foi capaz de reduzir o nivel urinario de 8-hidroxidesoxiguanosina, que € um importante
marcador do estresse oxidativo no organismo (KIKUCHI, 2015)(Tabela3). Apesar de

nao se ter um mecanismo estabelecido claro, esses resultados sdo compativeis com a
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potencial indu¢do de Nrf2 do sulforafano, sendo que outros compostos bioativos ja
demonstraram controlar o estresse oxidativo em seres humanos através da ativagao
dessa via (SEYYEDEBRAHIMI et al., 2018)

O Nrf2 esta associado a uma complexa cascata de sinalizacdo que envolve sua
proteina inibitoria KEAP-1 (do inglés Kelch Like ECH Associated Protein 1) e outros
elementos, como mostra a Figura 1. O sulforafano mostrou atuar em diferentes
estagios dessa via. Um estudo em HepG2 apontou que o sulforafano induz
ARE através  da acdo  em Nrf2  (KRAJKA-KUZNIAK; BAER-
DUBOWSKA, 2021)(Tabela 1). Resultados semelhantes foram observados no estudo
que utilizou sulforafano e benzil sulforafano, ou seja, constatou-se aumento da
ativacdo de Nrf2, diminuicdo de KEAP-1 e aumento de sua ligacdo ao ARE (REN et
al., 2018)(Tabela 1). A acéo antioxidante do sulforafano através dessa via também foi
observada em células HHL5 (LIU et al., 2019)(Tabela 1) e seus metabdlitos também
parecem ser ativos nessa modulacgdo (LIU et al., 2018).

Tendo em vista que o sulforafano apresenta resultados promissores na
regulacdo da via Nrf2, o aumento da concentracédo deste isotiocianato nos alimentos
tem despertado interesse. Um estudo foi realizado utilizando NaCl e Na,SeO3 com a
finalidade de aumentar os niveis de isotiocianatos na couve. Os resultados mostraram
maior concentracdo de sulforafano no extrato da couve tratada com esses compostos.
Além disso, foi observado em células HepG2 que o tratamento com o extrato da
couve exposta ao cloreto e selenito de sodio, resultou em aumento da expressao de
Nrf2 (KIM et al., 2018)(Tabela 1). Essa estratégia ilustra que ha alternativas
interessantes para aumentar a concentracdo de compostos bioativos para fins de

guimioprevencao.

4.4. O sulforafano e os seus efeitos anti-inflamatérios na carcinogénese

A inflamacdo € uma resposta natural do corpo que envolve a liberagdo de varios
mediadores celulares, como as citocinas (KUNNUMAKKARA et al., 2018; AL-BAKHEIT;
ABU-QATOUSEH, 2020). As citocinas inflamatorias, além de representarem um desafio

importante para o tratamento quimioterapico, estdo diretamente relacionadas com o0s
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quadros de inflamagéo cronica (AL-BAKHEIT; ABU-QATOUSEH, 2020). O céancer
€ uma das doencas relacionadas com a inflamacao crénica (KUNNUMAKKARA et al.,
2018), sendo esta uma das suas caracteristicas fisiopatoldgicas. A infeccéo junto com a
inflamacdo estdo associadas diretamente com cerca de 25% de todos os tipos de
tumores (AL-BAKHEIT; ABU-QATOUSEH, 2020), o que inclui o HCC (FISHBEIN et al.,
2021).

Em modelos experimentais de cancer de pancreas foi demonstrado que a
inflamacdo desempenhou um papel essencial para a carcinogénese (GUERRA et al.,
2007). Além disso, o aumento da infiltracdo de células inflamatdrias, como macréfagos
e neutrdfilos, no microambiente tumoral esta relacionado com angiogénese e mau
prognéstico do céancer (FISHBEIN et al.,, 2021). Acredita-se que células tumorais
usufruam das vias de sinalizacdo inflamatérias facilitando seus mecanismos de
proliferacdo, migragéo e invaséo celular (LIU et al., 2019b). Ja foi demonstrado também
que altos niveis de interleucina 6 (IL-6), uma importante citocina inflamatéria, esta
associado a progressédo da carcinogénese (AL-BAKHEIT; ABU-QATOUSEH, 2020), e
gue a superexpressao da citocina TNF-a (do inglés Tumor Necrosis Factor-alpha) por
meio da ativacdo de NF-kB, estd associada ao desenvolvimento do céncer
(KUNNUMAKKARA et al., 2018).

Nesse sentido, a inflamacéo hepatica pode ter também um papel importante na
hepatocarcinogénese (YANG et al., 2019), uma vez que, genes envolvidos no processo
inflamatério sdo considerados drivers da etapa de iniciacdo do HCC (HANAHAN;
WEINBERG, 2000; HEIDOR et al., 2020a). Em um estudo clinico prospectivo foi
demonstrado também que o microambiente do carcinoma hepatocelular exibe atividade
pré-inflamatéria (FISHBEIN et al.,, 2021). Além disso, sabe-se que uma série de
compostos que iniciam a hepatocarcinogénese, como tiametoxam, NDMA e a aflatoxina
ativam vias inflamatorias (ZHANG et al.,, 2019; FISHBEIN et al., 2021). O agente
mutagénico NDMA, por exemplo, atua induzindo o0 recrutamento de
células inflamatérias e aumenta os niveis de citocinas como a IL-1 e a IL-6 (FISHBEIN
et al., 2021). Outros importantes fatores de risco para o HCC, como a propria infec¢éo
por HBV e HCV, além do consumo de bebidas alcodlicas e a obesidade, estdo
também associados a inflamacdo (KUNNUMAKKARA et al., 2018; LIU et al., 2019a;
FISHBEIN et al., 2021).
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A inflamacgéo induzida por carcind6genos causa danos teciduais e morte celular.
Células mortas ativam macréfagos e contribuem para um fendtipo pro-inflamatorio,
gerando aumento de citocinas. Se persistirem ao longo do tempo, esses eventos ativam
também sinais pré angiogénicos, infiltracbes celulares e estimulos fibréticos. Além
disso, a inflamacao também € conhecida por contribuir para a carcinogénese atravées
da geracdo de ROS e RNS que além de causar dano ao DNA e aberracdes
genéticas, ativam uma série de cascatas inflamatérias nas células da vizinhanca
(STURM; WAGNER, 2017; CHEN; KAO; LIU, 2018; FISHBEIN et al., 2021). Em
contrapartida a esse cenério, a inibicdo da expressado de citocinas inflamatoérias pode
controlar o desenvolvimento do céancer (CHEN; KAO; LIU, 2018). Mediadores anti-
inflamatorios como algumas resolvinas sdo capazes de inibir a proliferacdo celular
durante a hepatocarcinogénese, por reduzirem 0s niveis de citocinas inflamatérias,
como TNF-a, IL-1B (interleucina-1B) e IL-6 (KUNNUMAKKARA et al., 2018; ZHENG et
al., 2018; FISHBEIN et al., 2021).

Dessa maneira, compostos que controlam a inflamacdo podem também ser
eficientes na quimioprevencdo do cancer. Em modelos experimentais de HCC e de
cancer colorretal, foi demonstrado, inclusive in vivo, que o sulindaco, um anti-
inflamatorio, inibe a carcinogénese (GURPINAR; GRIZZLE; PIAZZA, 2013; FISHBEIN
et al., 2021). Além disso, em um estudo prospectivo, 0 uso de aspirina e outros anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES) mostrou reduzir o risco de desenvolvimento de
HCC e doenca hepatica cronica (SAHASRABUDDHE et al.,, 2012). Compostos anti-
inflamatérios também apresentaram atividade quimiopreventiva em ratos que
receberam aflatoxina em modelo de hepatocarcinogénese (FISHBEIN et al., 2021).

Apesar dos farmacos anti-inflamatérios apresentarem efeitos
guimiopreventivos no cancer (CHEN; KAO; LIU, 2018), a maioria desses compostos
tem custo elevado e efeitos colaterais (KUNNUMAKKARA et al., 2018). O uso a longo
prazo de AINEs, por exemplo, pode estar associado a problemas como o
desenvolvimento de ulceras (CHEN; KAO; LIU, 2018). Dessa forma, a identificacdo de
compostos bioativos presentes nos alimentos que possam exercer essas agdes anti-
inflamatorias e quimiopreventivas se torna ainda mais importante para a
quimioprevencao do cancer (STURM; WAGNER, 2017).
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Dietas ricas em compostos bioativos com acdo quimiopreventiva tém
demonstrado atividade contra a hepatocarcinogénese por, entre outros fatores,
contribuir para menor expressao de TNF-a e IL-6 (ZHENG et al., 2018). Um estudo
realizado in vitro utilizou lipopolissacarideo (LPS), que € um componente das
membranas celulares de bactérias gram negativas, como modelo para induzir o estado
inflamatoério. Nesse sentido, foi observado que as células tratadas com sulforafano
apresentaram menor expressao de IL-6 (AL-BAKHEIT; ABU-
QATOUSEH, 2020)(Tabela 1). Além disso, um outro estudo realizado em
camundongos mostrou que a dieta com brdcolis foi capaz de diminuir a expressao de
TNF e de outras proteinas hepéticas que estdo envolvidas na ativacdo de macrofagos
no figado (CHEN; WALLIG; JEFFERY, 2016)(Tabela 2). A reducao dos niveis de TNF-
a e IL-6 pode estar relacionada com a capacidade do sulforafano de bloquear ou
diminuir a expressdo do receptor pro inflamatério da imunidade inata TLR4 (do inglés
Toll Like Receptor 4)(CHEN; KAO; LIU, 2018; DOS SANTOS et al., 2020)(Tabela
1)(Figura 1).

Os niveis reduzidos de TLR 4, induzidos por sulforafano, inibem a ativacdo do
fator de transcricao NFkB (STURM; WAGNER, 2017)(Figura 1), que, em varios tipos de
canceres, como de mama, colon, pulmao, pancreas e figado, esta constitutivamente
ativado (STURM; WAGNER, 2017; KUNNUMAKKARA et al., 2018). Essa acdo tem
potencial eficacia na prevencdo e tratamento de canceres (KUNNUMAKKARA et al.,
2018), uma vez que esse fator além de ativar centenas de genes pro inflamatérios
(KUNNUMAKKARA et al., 2018), é responsavel por estimular uma série de eventos pro
tumorigénicos como proliferacédo, invasao e angiogénese (STURM; WAGNER, 2017;
KUNNUMAKKARA et al., 2018).

4.5. A inibicao da proliferacao celular pelo sulforafano

Aventa-se que as vias de sinalizacdo de crescimento sofrem desregulacdo em
todos os tumores humanos (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Enquanto as células
normais precisam de estimulos para iniciar a proliferacéo, células tumorais sdo capazes

de serem auto suficientes em seus sinais de crescimento, apresentando pouca
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dependéncia do microambiente tumoral para proliferar (HANAHAN; WEINBERG, 2000).
No cancer, as células sdo capazes de sustentar a proliferacdo cronica por também nao
responderem aos sinais inibitérios do crescimento (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
Mecanismos de inibicdo do crescimento tumoral podem entdo ser alvos importantes
para o controle do tumor.

A via de sinalizacédo de PI3K, por exemplo, € uma das principais vias envolvidas
na proliferacédo e crescimento celular no cancer de figado (DOS SANTOS et al., 2020).
A literatura sugere que essa € a via mais ativada em neoplasias humanas,
estando alterada em cerca de 30-50% dos vérios tipos de tumores (SUVARNA et al.,
2017). Na fisiopatologia do cancer ela est4 envolvida em diversos processos como
proliferacdo, metastase, quimiorresisténcia e outros (WU et al., 2020). No HCC foi
relatado que ela desempenha um papel crucial no equilibrio da proliferacdo e metastase
(WU et al., 2020).

Considerando esse cenario, acredita-se que as substancias naturais que tém
como alvo a via PI3K podem apresentar grande potencial terapéutico no tratamento de
pacientes com cancer (SUVARNA et al., 2017). Estudos tém mostrado que o
sulforafano desempenha um papel antiproliferativo em células tumorais (ZOU et al.,
2016; LIU et al., 2018), inclusive através da modulagéo dessa via. Ensaios realizados
em HepG2 mostraram que o sulforafano suprime a ativacdo da via PI3K-AKT por
reduzir a expressdo de PIK3CD (Figura 1), gene que é encontrado hiperexpresso no
HCC (DOS SANTOS et al., 2020)(Tabela 1) e que em canceres como o de célon retal
esta associado a vias de sinalizacdo que promovem a proliferacdo celular
descontrolada (CHEN et al., 2019). Além disso, sulforafano estimula o aumento da
expressdo do DUSP4, que esta relacionado com efeitos antiproliferativos (DOS
SANTOS et al., 2020)(Tabela 1). O composto também apresentou, além de metabdlitos
ativos para esse efeito (LIU et al., 2018), maior atividade antiproliferativa que outros
isotiocianatos (POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2018).

O sulforafano também mostrou inibir a proliferagdo celular atuando através de
mecanismos epigenéticos. A organizacao celular do DNA genémico acontece por meio
da estrutura compacta e definida da cromatina, que sofrendo alteracdes pode ativar ou
silenciar genes (STURM; WAGNER, 2017). As alteracdes epigenéticas sdo aquelas que

modificam a expressdo dos genes sem alterar a sequéncia de DNA (DOS SANTOS et
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al., 2020). Ha varios tipos de modificacbes epigenéticas entre elas a metilacdo de DNA
e as modifica¢gdes nas histonas (STURM; WAGNER, 2017). As histonas sao proteinas
que se ligam ao DNA, definem a forma dos cromossomos e assim modulam a
expressao génica (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2021).

A desregulacéo epigenética € uma marca registrada do cancer e desempenha
um papel fundamental durante seu desenvolvimento (DOS SANTOS et al., 2020).
Entre as caracteristicas epigenéticas, a hipometilacdo global é uma das
frequentemente presentes em células tumorais (STURM; WAGNER, 2017). A metilacdo
do DNA na posicdo 5' dos residuos de citosina dentro dos dinucleotideos CpG é
catalisada por enzimas DNA metiltransferases e controla epigeneticamente a
estabilidade e integridade do DNA. Esses eventos frequentemente ocorrem nas
regides regulatorias dos genes e a hipermetilacdo geralmente causa silenciamento da
expressao génica, enquanto a hipometilacdo frequentemente ativa a expressao dos
genes (STURM; WAGNER, 2017). Células HepG2 tratadas com sulforafano
demonstraram alteracfes epigenéticas em genes de fatores de transcricdo que estéo
envolvidos no controle da proliferacdo celular e na progressédo do ciclo celular (DOS
SANTOS et al.,, 2020). Neste sentido, o estudo mostrou que sulforafano induziu
a hipermetilacdo de E2F3, THAP1 (DOS SANTOS et al., 2020)(Tabela 1).

Outro evento epigenético desregulado na hepatocarcinogénese € o aumento da
expressdo das enzimas HDACs (do inglés Histone Deacetylases). Enquanto as
enzimas HATs (do inglés Histone Acetyltransferase) transferem grupos acetil para
residuos de lisina nas caudas das histonas, HDACs removem estes grupos e catalisam
sua transferéncia para outra molécula, a coenzima A. O estado de hipoacetilacdo da
histona esta associada a represséao transcricional de genes por manter a cromatina em
uma estrutura condensada (LOSSON et al., 2016). Dessa forma, a alta expressao de
HDACs promove o silenciamento génico, por modular negativamente o acesso
transcricional a cromatina (DOS SANTOS et al., 2020).

A proliferacdo descontrolada presente nos tumores pode ser consequéncia do
silenciamento epigenético de genes supressores de tumor (STURM; WAGNER, 2017).
Devido a isso, a superexpressado de HDACs em células tumorais vem sendo associada
a efeitos de protecdo contra vias antiproliferativas (DOS SANTOS et al., 2020). Além

disso, HDACs acabam contribuindo para o desenvolvimento do tumor por interferir na
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expressdo de proteinas que controlam a apoptose e a diferenciacdo do ciclo celular
(LOSSON et al.,, 2016). Essas alteracbes apresentam natureza reversivel e a
modulacdo da expressdo génica via mecanismos epigenéticos por compostos
fitoquimicos pode ser uma abordagem promissora na prevencdo do cancer (STURM;
WAGNER, 2017).

Um estudo realizado em células HepG2 mostrou que o sulforafano € capaz de
diminuir a expressdo de HDAC5 e HDAC11 contribuindo, consequentemente, para
diminuicdo da atividade da enzima HDAC (DOS SANTOS et al.,, 2020)(Tabela 1).
Resultados similares também foram obtidos em outros canceres como do intestino e de
prostata (STURM; WAGNER, 2017).

A inibicdo da proliferacdo celular pode acontecer também através da modulacéo
da parada do ciclo celular (ZOU et al., 2016). O TGF-B (do inglés, Transforming Growth
Factor-Beta), por exemplo, € um inibidor de crescimento eficaz de células epiteliais,
incluindo de hepatdcitos, que atua por, entre outros mecanismos, induzir a parada do
ciclo celular (ZHANG et al., 2020). A divisdo celular rapida e descontrolada é uma
marca registrada do cancer e muitos compostos que inibem o processo mitético tém se
mostrado eficazes no seu controle. Dessa forma, compostos naturais, que inibem a
proliferacéo, particularmente controlando o ciclo celular, sdo candidatos importantes
para potenciais abordagens anticancer (BAILON-MOSCOSO et al., 2017).

A ingestdo de extrato de broto de brocolis por ratos causou aumento da
expressdo de genes relacionados com o controle do ciclo celular (YOSHIDA et al.,
2015)(Tabela 2). Além disso, outros estudos também apontam que o sulforafano pode
induzir a parada do ciclo celular. Estudos realizados com sulforafano (POCASAP;
WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2018; POCASAP; WEERAPREEYAKUL;
THUMANU, 2019; DOS SANTOS et al., 2020) e outros isotiocianatos (POCASAP;
WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2018; POCASAP; WEERAPREEYAKUL,;
THUMANU, 2019) em células HepG2 mostram parada do ciclo celular na fase
G2/M)(Tabela 1). A interrupcdo do ciclo celular nessa fase pode ser relacionada: a
identificacdo de danos nos checkpoints do DNA (DOS SANTOS et al., 2020), que é
controlada por p21(CDKN1A), uma proteina antiproliferativa que o sulforafano mostrou
induzir a expressao (DOS SANTOS et al., 2020)(Tabela 1)(Figura 1); e/ou a alteracao

induzida pelo composto na organizagdo dos microtibulos e tubulina (POCASAP;
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WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2019; DOS SANTOS et al., 2020). Os isotiocianatos
ligam-se de forma covalente a tubulina causando mudangas conformacionais que levam
a desagregacao da proteina (POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2019). As
tubulinas sdo proteinas que quando polimerizadas formam os microtubulos que séo
estruturas essenciais durante a divisdo celular (POCASAP; WEERAPREEYAKUL;
THUMANU, 2019), principalmente durante a metafase. Nessa fase as crométides
duplicadas, com ajuda dos microtubulos, migram para por¢cado equatorial para serem
entdo divididas (POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2018). Além disso,
estudos observaram que o sulforafano induziu a parada do ciclo celular nas fases
subGO e G1, o que sugere que 0 composto interrompe o ciclo por causar fragmentacao
no DNA das células (LIU et al., 2018; KNTAYYA et al., 2018; LIU et al., 2019a; DOS
SANTOS et al., 2020)(Tabela 1).

Os efeitos antiproliferativos do sulforafano também vém sendo observados em
células de diferentes tipos de canceres, como no de mama e no de intestino (BAILON-
MOSCOSO et al., 2017; KNTAYYA et al.,, 2018). Entretanto, parece que a acdo do
composto em células hepaticas tumorais pode ser maior do que nas células de outros
tipos de canceres (KNTAYYA et al., 2018). Além disso, o efeito do sulforafano também
ja foi comparado com outros isotiocianatos, e em relagdo ao alissina, 0 composto se
mostrou mais seletivo para células tumorais do que para células normais de rim de
macaco (POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2019).

4.6 O sulforafano induz a morte celular do hepatocarcinoma

A capacidade de crescimento de um tumor ndo é determinada apenas pela taxa
de proliferacdo celular, sendo a morte celular outro fator fundamental (HANAHAN;
WEINBERG, 2000). A morte celular € uma forma natural de remover células
envelhecidas ou lesionadas do organismo (GUAMAN-ORTIZ; ORELLANA;
RATOVITSKI, 2017) e o que se observa é que as células tumorais tornam-se
resistentes a esse fenomeno (HEIDOR et al., 2020b). A inducdo deste evento € entdo
considerada uma importante estratégia para o controle do cancer (GUAMAN-ORTIZ;
ORELLANA; RATOVITSKI, 2017; SATO et al., 2020) e atualmente, a maioria das
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terapias anticAncer sao direcionadas para facilitar a morte das células tumorais
(ARUMUGAM et al., 2020).

Existem varias formas de morte celular (OUYANG et al.,, 2012) porém a
apoptose, um processo altamente regulado (REN et al., 2018), no qual células
individuais sé@o eliminadas e a morfologia do tecido circundante € preservada
(ARUMUGAM et al., 2020), é uma das mais estudadas (VOSTRIKOVA; GRINEV;,
GOGVADZE, 2020). A proliferacdo descontrolada das células, resultando em
sobrevivéncia do tumor, e resisténcia quimioterapica frequentemente exibida no cancer,
em grande parte, esta relacionada com a desregulacdo na sinalizacdo apoptotica
(GUAMAN-ORTIZ; ORELLANA; RATOVITSKI, 2017). Genes pré apoptéticos
geralmente estdo silenciados (DOS SANTOS et al., 2020) e genes anti-apoptoticos
como os da familia MAPK séo superexpressos em cerca de 50% a 100% dos casos em
fase de desenvolvimento do HCC (DOS SANTOS et al., 2020).

Por ser um processo que ndo envolve resposta inflamatéria ou causa danos aos
tecidos vizinhos, a inducdo da apoptose € considerada uma das estratégias
terapéuticas mais frequentes e padrao ouro para tratamentos quimioterapicos (ZOU et
al., 2016; GUAMAN-ORTIZ; ORELLANA; RATOVITSKI, 2017; POCASAP;
WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2018). Esse mecanismo também pode evitar que
células com alteracBes genéticas proliferem e iniciem uma neoplasia (VOSTRIKOVA,
GRINEV; GOGVADZE, 2020), tornando-se uma importante ferramenta
quimiopreventiva (HARRIS et al., 2021; PARK et al., 2021).

Agentes quimiopreventivos naturais apresentam como um dos seus principais
mecanismos a inducdo da apoptose (ARUMUGAM et al., 2020) e o sulforafano tem
demonstrado essa atividade em estudos in vitro e in vivo. Um ensaio realizado em
células com extratos de brotos e flores de brdcolis mostrou que ambos induziram a
morte celular programada, sendo o extrato de flores com maior atividade indutora da
apoptose (PASKO et al., 2018)(Tabela 1). Resultados semelhantes foram observados
em animais, uma vez que ratos que ingeriram dietas com broto de brécolis
apresentaram maior expressdo de genes relacionados a inducdo da apoptose
(YOSHIDA et al., 2015)(Tabela 2).

Durante 0 processo apoptotico ocorre uma sequéncia de alteracbes

morfolégicas, como formacdo de bolha na membrana, encolhimento celular e
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fragmentacdo nuclear (OUYANG et al, 2012; GUAMAN-ORTIZ; ORELLANA,
RATOVITSKI, 2017). A condensacao da cromatina, por exemplo, indica o estagio inicial
da apoptose (POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2018) e é geralmente
acompanhada pela degradacdo da membrana mitocondrial, levando a diminuicdo do
seu potencial eletroquimico (REN et al., 2018). Essas e outras alteracdes morfoldgicas
caracteristicas do processo apoptotico foram observados em estudos realizados com o
sulforafano e seu precursor em células HepG2, reforcando a acdo do composto como
indutor da apoptose (ZOU et al., 2016; KNTAYYA et al.,, 2018; REN et al., 2018;
POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2019)(Tabela 1). Além disso, apesar de
outros isotiocianatos também mostrarem capacidade de inducdo de apoptose, em
alguns modelos experimentais, o sulforafano foi um indutor da morte celular
programada mais eficiente do que o fenetii (POCASAP; WEERAPREEYAKUL,
THUMANU, 2018).

A apoptose € mediada pela via de sinalizacdo das caspases (REN et al., 2018) e
duas vias principais podem induzi-la: a extrinseca e a intrinseca (OUYANG et al., 2012).
A via intrinseca ou mitocondrial € a principal na inducdo de apoptose por compostos
fitoquimicos em células tumorais (REN et al., 2018). Ela atua através da modulacéo de
enzimas mitocondriais ocasionando reducédo do potencial de membrana, aumento de
sua permeabilidade e liberacdo do citocromo c, proteina que inicia a cascata de
sinalizacao das caspases (OUYANG et al., 2012).

O sulforafano atua de forma efetiva no controle de células do carcinoma
hepatocelular humano via apoptose mediada por mitocondrias (ZOU et al., 2016).
Estudos mostraram que o composto bioativo, assim como outro isotiocianato benzil
sulforafano, reduz o potencial da membrana mitocondrial (REN et al., 2018)(Tabela 1)
em HepG2. Além disso, um outro estudo também realizado in vitro mostrou que
glucorafanina aumentou a expressédo das caspases 3, 7 e 9 (KNTAYYA et al,
2018)(Tabela 1), algumas das essenciais para 0 processo apoptoético (OUYANG et al.,
2012; KNTAYYA et al., 2018)(Figura 2).

Outras proteinas chave na regulacdo da apoptose e da ativacdo das
caspases sao as da familia Bcl-2 (OUYANG et al., 2012). Os componentes desta
familia estdo amplamente distribuidos na membrana mitocondrial (REN et al., 2018) e

desempenham um papel critico na regulacdo da estrutura da organela (GENG et al.,
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2017). Dentro dessa familia h4& membros indutores de apoptose como BAX, que atuam
modulando a fuséo e fissdo mitocondrial ocasionando perda do potencial de membrana
e ativacdo das caspases; e ha membros anti-apoptéticos, como BCL-2, que atuam
mantendo a integridade mitocondrial (OUYANG et al., 2012; GENG et al., 2017). Em
muitos tipos de cancer é comum a expressdo desregulada dessas proteinas (OUYANG
et al., 2012),tornando-as alvos importantes para controle e prevencdo da
carcinogénese. O sulforafano parece atuar também nessa via, uma vez que, um estudo
realizado em células HepG2 tratadas com este isotiocianato resultou no aumento dos
niveis de BAX e de caspase 3 (Figura 2), a0 mesmo tempo que reduziu os niveis de
BCL 2, pr6 caspases 9 e pré caspase 3 (REN et al.,, 2018)(Tabela 1). Resultados
semelhantes também foram encontrados em células de cancer de pulméo tratadas com
sulforafano (GENG et al., 2017).

Apesar da via intrinseca estar relacionada com a inducdo de apoptose por
compostos bioativos (REN et al., 2018), ha estudos que apontam que o sulforafano tem
a capacidade de atuar também na via extrinseca. Nessa via, a sinalizacdo de ativacao
das caspases ocorre pela ativacdo de receptores de morte de superficie celular, como o
FAS e TNF-R (do inglés Tumor Necrosis Factor Receptor)(REN et al., 2018), que
desencadeiam vias de sinalizacdo pré apoptéticas (OUYANG et al., 2012)(Figura 2).
Um estudo que utilizou células HepG2 apontou que o tratamento com sulforafano
aumentou a expressdo de FAS (DOS SANTOS et al.,, 2020), ativando a apoptose
através da via extrinseca. Esse estudo também mostrou que o sulforafano aumentou a
expressao de outros genes apoptéticos como CASP8, TNFRSF10A, DUSP4 e diminui a
expressdo de genes anti-apoptéticos como ANKHD1 (DOS SANTOS et al.,
2020)(Tabela 1).
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Figura 2: Acdo do sulforafano na ativagéo da morte celular programada por apoptose.
() Via extrinseca: O sulforafano aumenta a expressdo do receptor FAS e das caspases
executoras 3 e 7. (Il) Via intrinseca: Sulforafano aumenta a expressdo da proteina BAX e das
caspases 9,3e 7.

Adaptado de Parolin, Reason, 2001.

A apoptose além de ser mediada pela cascata da caspase é também regulada
pela via MAPK (DOS SANTOS et al., 2020). A via de sinalizacdo do MAPK esta
envolvida em varios processos celulares como apoptose, proliferagcdo e crescimento
(DOS SANTOS et al.,, 2020), sendo a sua desregulagcdo um evento comum no
desenvolvimento do HCC (DOS SANTOS et al.,, 2020). Foi demonstrado que o
sulforafano inibiu a ativacdo da via AKT/MAPK (REN et al., 2018), assim como inibiu a
expressdo de genes anti-apoptéticos envolvidos nessa via (DOS SANTOS et al.,
2020)(Tabela 1).

Outro componente celular também envolvido na apoptose € o reticulo
endoplasmatico, que é uma organela multifuncional dentro da qual ocorre o dobramento
de proteinas, biossintese de lipidios e armazenamento de calcio (WEI; FANG, 2021). O
estresse no reticulo endoplasmatico esta associado com a inducdo da apoptose (ZOU
et al., 2016). Um estudo mostrou que o sulforafano aumentou os niveis de proteinas
marcadoras de estresse oxidativo no reticulo endoplasmatico em células HepG2 (ZOU
et al., 2016)(Tabela 1). Além disso, sulforafano ativou caspase 12, enzima presente na
organela, e aumentou a expressdao de CHOP (do inglés C/EBP Homologous
Protein), proteina envolvida na ativagdo do processo de morte celular programada
(ZOU et al., 2016; WEI; FANG, 2021)(Tabela 1).
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Elevadas concentracfes de ROS podem entdo ser responsével por desencadear
morte celular (LV et al, 2019; HAYES; DINKOVA-KOSTOVA; TEW, 2020;
VOSTRIKOVA; GRINEV; GOGVADZE, 2020), sendo o estimulo do estresse oxidativo
em células tumorais uma estratégia eficaz para sua eliminacdo (CHIKARA et al., 2018;
VOSTRIKOVA; GRINEV; GOGVADZE, 2020). A alta concentracdo dessas espécies
reativas no meio intracelular por periodos prolongados causa oxidacdo dos seus
componentes celulares, que gera prejuizos da funcdo celular e consequentemente
induz a morte da célula (LV et al., 2019; POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU,
2019).

Como potentes indutoras da apoptose, as espécies reativas sdo capazes de
ativar diferentes vias como a intrinseca, a extrinseca e a do estresse do reticulo
endoplasmatico (HAYES; DINKOVA-KOSTOVA; TEW, 2020). Na mitocéndria, ROS
estimulam a perda da permeabilidade da membrana
interna, interrompendo seu potencial eletroquimico e resultando na ativacdo das
caspases 3, 6 e 7 (HAYES; DINKOVA-KOSTOVA; TEW, 2020; VOSTRIKOVA;
GRINEV; GOGVADZE, 2020)(Figura 2).

Nos tumores, 0 estresse oxidativo pode estimular a senescéncia ou morte celular
(VOSTRIKOVA; GRINEV; GOGVADZE, 2020) durante todos os estagios da
carcinogénese, incluindo na metastase (HAYES; DINKOVA-KOSTOVA; TEW, 2020).
Estudos envolvendo melanoma e seus nédulos metastaticos no pulmao e no figado, por
exemplo, apontaram o0 estresse oxidativo como uma barreira para 0 processo
metastatico (HAYES; DINKOVA-KOSTOVA; TEW, 2020). Apesar da terapia anticancer
baseada na producdo excessiva de ROS também levar a morte de células normais,
uma série de estudos atuais mostram possibilidades da acdo dessas espécies ser
direcionada as células tumorais, permitindo sua utilizacdo até em combinacdo com a
quimioterapia para promover aumento do efeito e reducdo dos eventos colaterais dos
medicamentos anticancer (VOSTRIKOVA; GRINEV; GOGVADZE, 2020).

Alguns estudos realizados em células HepG2 demonstraram que existe uma
relacdo entre a produgcdo de ROS e a atividade de indugdo da apoptose de
isotiocianatos como sulforafano (POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2018;
REN et al.,, 2018; POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2019)(Tabela 1). O
transporte de elétrons na mitocéndria (POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU,
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2019) esta relacionado com a defesa antioxidante das células e a apoptose (REN et al.,
2018). Acredita-se que o0s isotiocianatos tenham a capacidade de modular os
mecanismos envolvidos na regulacdo da cadeia de elétrons. Dessa forma, o sulforafano
seria capaz de induzir apoptose nas células tumorais de hepatocarcinoma estimulando
a producédo de ROS (REN et al., 2018). Outros compostos naturais, parecem também
promover a morte celular por meio deste mecanismo, como a auriculasina em cancer
de prostata e glicosideos triterpénicos em cancer colorretal (VOSTRIKOVA; GRINEV;
GOGVADZE, 2020).

Pode parecer controverso que o sulforafano esteja relacionado com o estresse
oxidativo uma vez que o composto apresenta efeitos antioxidantes. Entretanto, a acéo
de um composto depende de vérios fatores, como de sua concentracdo (CHIKARA et
al., 2018). Os isotiocianatos, quando em altas doses, atuam como préo-oxidantes
(POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2019) e em menores doses causam um
efeito antioxidante. A mesma ldgica se aplica as préprias ROS, uma vez que
influenciam a evolucao do cancer de maneira dependente da concentracao, induzindo a
carcinogénese ou causando a morte das células tumorais (HAYES; DINKOVA-
KOSTOVA; TEW, 2020).

Além da apoptose outra via de morte celular é a necrose, processo que
desencadeia inflamacédo (OUYANG et al., 2012) e que por isso ndo é considerado um
mecanismo para controle do cancer (POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU,
2018; POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2019). Um estudo in vitro mostrou
que brotos e flores de brocolis podem induzir necrose (PASKO et al., 2018)(Tabela 1).
Quando a fonte de sulforafano foi os brotos de brocolis, metade das células sofreram
necrose. Entretanto, no caso das flores, houve maior inducdo de apoptose do que de
necrose nas células estudadas e a porcentagem de necrose induzida em células
HepG2 foi menor do que a porcentagem de necrose induzida em outros tipos celulares
analisados no estudo (PASKO et al., 2018). Outro estudo que utilizou sulforafano
sintético também mostrou que o composto induziu mais apoptose do que necrose em
células HepG2 (POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2019)(Tabela 1). Além
disso, se comparado a outros isotiocianatos como alissina, iberina (POCASAP;
WEERAPREEYAKUL, THUMANU, 2019) e aerolisina (POCASAP;
WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2018) o sulforafano € o composto com menor
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inducdo da necrose como morte celular. Sugere-se que a ativagdo da necrose pode
também estar relacionada com a concentragcdo de ROS que o composto € capaz de
causar na célula. Em baixas concentracfes, ROS pode desencadear a morte de células
cancerosas por apoptose. Entretanto, altas concentracdes dessas espécies oxidam
aleatoriamente moléculas intracelulares, como DNA, lipideos e aminoacidos, o que gera
perda da integridade estrutural e funcional das células e consequentemente morte por
necrose (POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2018). Dessa forma, o
mecanismo que prevalece na inducdo de morte celular pelos isotiocianatos é dose
dependente (POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2019).

4.7 Atuacao anti-angiogénica e anti-metastéatica do sulforafano no HCC

Além da ativacdo de vias proliferativas e da resisténcia a morte celular, o
desenvolvimento de novos vasos sanguineos, invasdo e metastase também sao
alteracbes caracteristicas da carcinogénese. Esses processos Sdao comuns na
progressdo, etapa final do desenvolvimento do céncer, na qual as lesdes pré
neoplasicas evoluem para o cancer (HEIDOR et al., 2020a).

A metastase é um processo patolégico complexo que é considerado uma causa
importante da resisténcia ao tratamento e da morte em pacientes com neoplasia (WU
et al., 2016; BAGHERI et al., 2020; LIN; LI, 2020). Durante a carcinogénese, células
podem ter a capacidade de migrar e invadir locais distantes do tecido neoplasico de
origem (HANAHAN; WEINBERG, 2000). O estabelecimento de colbnias de células
neoplasicas nesses locais caracteriza a metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

A metastase também estd relacionada a morte em pacientes com
hepatocarcinoma (SUN et al., 2020) e mesmo em tumores pequenos pode ser
recorrente em cerca de 50% dos casos (LIN; LI, 2020). O HCC pode formar metastases
intra ou extra-hepaticas. Os pulmdes, linfonodos, ossos e glandulas renais sdo os
principais sitios das metastases extra-hepaticas do carcinoma hepatocelular (YU et al.,
2020).

Para se tornar metastatica, as células tumorais adquirem propriedades

agressivas em conjunto com o microambiente tumoral, que fornece estimulos para a
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remodelacdo da matriz extracelular, proliferacdo, migracdo e invasao (GRAHAM;
JIANG; MESNIL, 2018; HAYES; DINKOVA-KOSTOVA; TEW, 2020). As células perdem
as juncbes que as conectam, assim como a polaridade apical - basal, tornando-se
fusiformes e expressando moléculas promotoras de migracdo (FRIEDL; WOLF, 2003;
BAGHERI et al., 2020). Esses eventos caracterizam a transicao epitélio mesenquimal
(EMT)(GRAHAM; JIANG;MESNIL, 2018), uma etapa crucial para a metastase de
células tumorais em varios tipos de canceres (BAGHERI et al., 2020). Na metastase, as
células tumorais de origem epitelial invadem os vasos sanguineos que se infiltram no
local do tumor, aderem a suas paredes e assim sao transportadas para locais distantes,
onde saem da circulagdo para iniciar um novo carcinoma. Os tumores metastaticos sdo
entdo estabelecidos quando capazes de sobreviver e crescer no hovo microambiente
(GRAHAM; JIANG; MESNIL, 2018).

Os processos de migracédo e adeséo celular sdo entdo etapas essenciais para a
metéstase (FRIEDL; WOLF, 2003; GRAHAM; JIANG; MESNIL, 2018; LIU et al., 2018).
A migracdo de células tumorais esta relacionada com desequilibrio entre sinais pro
migratorios e inibitorios, tornando as capazes de migrar e invadir descontroladamente
(FRIEDL; WOLF, 2003). Dado a importancia do processo migratério nesse contexto,
estudos avaliam e consideram a atividade anti-migratéria de compostos para
estabelecer a correlacdo com seu potencial anti-metastatico (BAGHERI et al., 2020).
Sendo assim, compostos que interferem na adesdo e na migracdo de células
cancerigenas podem ser considerados também promissores para o controle do cancer.

Como apresentado na Tabela 1, o sulforafano mostrou interferir tanto na adeséo
guanto na migracdo de células HepG2. O composto e seus metabdlitos foram capazes
de reduzir a migracdo celular e inibir a adeséo das células HepG2 na fibronectina e no
colageno (LIU et al.,, 2018), componentes do microambiente importantes para a
migracdo das células (FRIEDL; WOLF, 2003). A fibronectina, inclusive, esta envolvida
na remodelagdo da matriz extracelular durante a carcinogénese e é considerada um
marcador da EMT, estando regulada positivamente em metastases de varios tipos de
canceres como mama, prostata e colon (BAGHERI et al., 2020). Além disso, estudos
realizados em modelos in vitro de cancer de mama mostraram que o sulforafano reduz
a expressao de fibronectina nas ceélulas tumorais e que essa alteracao coincide com

a reducéo da migracéao celular (BAGHERI et al., 2020).
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Além da migracgdo celular, a angiogénese também é necessaria para progressao
e metastase do cancer (LIU et al., 2017; LIU et al., 2018). O oxigénio e 0s nutrientes
sdo essenciais para a funcdo e sobrevivéncia celular. Eles sdo fornecidos as células
através dos vasos sanguineos e durante a expansdo de um tumor podem ser
considerados recursos limitantes (HANAHAN; WEINBERG, 2000). A angiogénese € 0
processo de formacdo de vasos sanguineos a partir de vasculatura pré-existente,
envolvendo células endoteliais maduras (LIU et al., 2018; MUNIR et al., 2020). Em
ambientes fisiologicos, esse processo € transitorio e altamente regulado (HANAHAN;
WEINBERG, 2000), entretanto, em determinadas etapas da carcinogénese, as células
tumorais apresentam a capacidade de ativar sinalizagcdes pré angiogénicas de forma
descontrolada (HANAHAN; WEINBERG, 2000; MUNIR et al., 2020). Assim, embora a
angiogénese por si s6 ndo inicie a carcinogénese, ela € essencial para metastase
(HAUGEN et al., 2018) por permitir a distribuicdo dos recursos necesséarios para
proliferacdo das células malignas, levando nutrientes e retirando os metabdlitos toxicos.
Além disso, esse processo também facilita a invasdo das células tumorais a corrente
sanguinea, pois 0s novos vasos formados sao imaturos e hiper permeaveis (JIANG et
al., 2020). Essas caracteristicas inclusive, tornam a avaliacdo de vasos sanguineos nos
tumores um marcador importante para definicdo do estagio da doenca (MUNIR et al.,
2020).

No HCC a maioria dos casos de metastase ocorrem através dos vasos
sanguineos, sendo a metastase linfatica a segunda via mais frequente (LIN; LI, 2020). A
metastase hematogénica extra-hepatica geralmente ocorre em estagio inicial da doenca
e cerca de 60% dos pacientes com HCC desenvolvem metéastases por essa via (LIN; LI,
2020). O HCC é considerado um dos tumores solidos mais vascularizados e por isso a
angiogénese desempenha um papel tdo crucial no seu desenvolvimento (LIU et al.,
2017). Varias vias angiogénicas foram identificadas como desreguladas neste tipo de
cancer (MORSE et al., 2018), e elas podem representar importantes alvos para a
prevencéao e controle do HCC (LIU et al., 2017; MUNIR et al., 2020).

O processo angiogénico é complexo e se caracteriza por uma série de
alteracdes nas células endoteliais, como o remodelamento da matriz extracelular (LIU et
al., 2017). Algumas evidéncias sugerem que durante a angiogénese ha sinalizacbes

diretas entre as células tumorais e as células endoteliais (LIU et al., 2017). Células
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HepG2, por exemplo, estimulam a migracdo e adesdo de células endoteliais e
consequentemente a formacdo de tubos (LIU et al, 2017; POCASAP;
WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2018). Estudos mostram que o sulforafano, além de
atuar diretamente nas células endoteliais (LIU et al., 2018, POCASAP;
WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2018), diminuindo migracdo e adesdo celular
(POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2018), também apresenta acéo nas
proprias células HepG2. Como apresentado na Tabela 1, o tratamento com o
sulforafano foi capaz de suprimir o recrutamento e estimulo de HepG2 as células
endoteliais de maneira dose dependente (LIU et al., 2017), o que indica que 0 composto
poderia inibir o efeito pro-migratério que as células HepG2 apresentam nas células
endoteliais humanas (HUVECs)(LIU et al., 2017).

Além disso, a inducdo da angiogénese pode ser mediada por moléculas que séo
liberadas na corrente sanguinea, como o VEGF (do inglés Vascular Endothelial Growth
Factor)(HAUGEN et al., 2018), que é considerado o mensageiro chave nesse processo
(LIU et al., 2017; MUNIR et al., 2020). O VEGF é produzido por varios tipos celulares,
por exemplo, células tumorais, fibroblastos e células inflamatorias. Eles interagem com
VEGFR (do inglés Receptor Vascular endothelial growth factor) que se encontram
principalmente nas células endoteliais (MUNIR et al.,, 2020). A interacdo de VEGF-
VEGFR nas células endoteliais inicia a via de sinalizac&o intracelular que resulta na
maturacdo, sobrevivéncia, migracdo e proliferacdo das células endoteliais (MUNIR et
al., 2020). VEGF também foi identificado como o sinal angiogénico principal na
mediacdo paracrina do HCC (LIU et al., 2017) e muitos quimioterapicos indicados para
essa patologia se baseiam na inibicdo desse fator (CHEN et al., 2020). Assim, regular a
expressdo de VEGF pode ser uma estratégia para controle da angiogénese no HCC.

A expressdao de VEGF é amplamente controlada por dois ativadores de
transcricdo principais: STAT3 (do inglés, Signal Transducer and Activator of
Transcription 3) e HIF-1a (do inglés, Hypoxia-Inducible Factor 1-Alpha)(LIU et al.,
2017)(Figura 1). STAT3 regula a proliferacdo, maturagdo e sobrevivéncia celular e
€ um ativador transcricional direto do gene VEGF. Além disso, STAT3 também induz a
expressdo de HIF1l-a (TOLOMEO; CASCIO, 2021), um regulador importante para a
angiogénese tumoral e para o controle da apoptose de células endoteliais, geralmente

ativado nas condi¢cbes de hipoxia dos tumores. A principal via envolvida na sua
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ativacdo € a da PI3K (Figura 1). Quando ativado HIF-1a migra do citosol para o
ndcleo, desencadeando uma cascata de sinalizagcado que entre outros pontos culmina na
expressdo de VEGF (LEE; GOLDFINGER, 2014). STAT 3 e HIF1-a podem entéo ligar-
se simultaneamente ao promotor de VEGF, levando a sua ativacdo transcricional
(TOLOMEO; CASCIO, 2021).

Em varios céanceres, incluindo no HCC, esses fatores sdo regulados
positivamente (LIU et al.,, 2017). O nivel de STAT 3 esta diretamente correlacionado
com mau prognostico do cancer (KUNNUMAKKARA et al., 2018). Além disso, ja foi
demonstrado que a supressao de fatores como STAT 3 e HIF-1a inibe o crescimento
do hepatocarcinoma (LIU et al., 2017). Como apresentado na Tabela 1, um estudo
realizado em células HepG2 mostrou que o sulforafano e seus metabdlitos foram
capazes de diminuir a ativacdo de STAT 3 (LIU et al., 2017). Além disso, o
composto também mostrou reduzir as concentracdes de IL-6, citocina considerada a
ativadora mais bem estabelecida de STAT 3 (ZHAO et al., 2018; AL-BAKHEIT; ABU-
QATOUSEH, 2020)(Tabela 1). Um outro estudo realizado in vivo, com embrido de
galinha, mostrou resultados semelhantes. Nele, sulforafano foi capaz de reduzir o
volume dos tumores, provavelmente como consequéncia da sua atuacdo na reducgéo
dos niveis de HIF1-a e VEGF nos tecidos tumorais (LIU et al., 2017)(Tabela 2). A
atuacdo do sulforafano nesses fatores transcricionais entdo reforca seu potencial em

agir no controle da angiogénese.

4.8 Cenario geral: biodisponibilidade, seguranca e perspectivas do sulforafano

A quimioprevencdo pela alimentacdo é uma abordagem com baixo custo,
facilmente aplicavel e acessivel que pode prevenir o surgimento de doencgas cronicas
como o cancer (STURM; WAGNER, 2017). Entretanto, para avaliacdo da viabilidade da
utiizacdo de um composto bioativo como agente quimiopreventivo, além da
compreensao da sua atividade, a discusséo sobre sua biodisponibilidade e seguranga é
de extrema importéancia (LA MARCA et al., 2012).

Nos vegetais cruciferos encontram-se o0s precursores do sulforafano, os

glucosinolatos. Os glucosinolatos sdo metabdlitos secundarios estaveis, sollveis em
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agua, produzidos em varias plantas da familia Brassicaceae (género Brassica). Eles
conttm enxofre em suas estruturas e quando hidrolisados dao origem aos
isotiocianatos (KIM et al., 2018). H4 uma série de precursores dessa classe, porém a
glucorafanina (4-metilsulfnilbutilglucosinolato)(LIU et al., 2019) é a mais estudada do
grupo (GAO et al., 2021).

A hidrélise desses precursores acontece pela acdo da enzima mirosinase, que
esta presente nas células vegetais e nas bactérias da microbiota intestinal humana
(KIM et al.,, 2018). A maioria dos isotiocianatos absorvidos por mamiferos pela
alimentacdo sdo formados pela acdo de mirosinase de bactérias do trato
gastrointestinal (LA MARCA et al., 2012). Nos vegetais, a enzima esta presente na
parede das células e os glucosinolatos em um compartimento fisicamente separado.
Apenas quando as células vegetais sofrem algum tipo de estresse, como rompimento
da parede celular por trituracdo ou aquecimento do vegetal, os glucosinolatos sao
modificados pela mirosinase (LA MARCA et al., 2012; KAMAL et al., 2020; GAO et al.,
2021; KRAJKA-KUZNIAK; BAER-DUBOWSKA, 2021).

A mirosinase cliva a beta-tio-ligacdo de glucosideo da molécula de
glucosinolato, produzindo glicose, sulfato e um intermediario aglucon instavel. Este
aglucon se reorganiza espontaneamente para formar um isotiocianato especifico
(MATUSHESKI; JEFFERY, 2001), sofrendo influéncia de fatores como pH, temperatura
e 0 proprio tipo de precursor (MATUSHESKI; JEFFERY, 2001; KAMAL et al., 2020;
GAO et al., 2021). No brocolis, o glucosinolato primario é a glucorafanina que é
convertida em sulforafano (MATUSHESKI; JEFFERY, 2001; KENSLER et al., 2005). A
inativacdo da enzima causada pelo cozimento de brécolis frescos ou pelo procedimento
de branqueamento-congelamento, mostrou reduzir a  biodisponibilidade
de isotiocianatos em seres humanos (STURM; WAGNER, 2017). Apds esses
procedimentos a hidrdlise dos glucosinolatos fica dependente apenas da atividade das
enzimas da flora entérica. Assim, nesses casos, a variacao interindividual da microbiota
humana se torna determinante para formacgdo dos isotiocianatos (KENSLER et al.,
2005).

Estudos relataram perfil cinético favoravel de isotiocianatos de ocorréncia natural
(POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2018). No organismo, 0s isotiocianatos

sdo absorvidos pelas células intestinais por difusdo passiva. Os compostos sao
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conjugados a GSH pela enzima GST, gerando os metabdlitos sulforafano-GSH (SFN-
GSH). Eles sofrem uma sequéncia rea¢des enzimaticas da via do acido mercapturico,
formando produtos ditiocarbamatos ao sofrer conjugacdo com cisteina glicina (SFN-
CG), cisteina (SFN-Cys) e N-acetilcisteina (SFN-NAC)(Figura 3)(STURM; WAGNER,
2017; LIU et al., 2018). ApOs metabolizagdo os produtos sdo transportados para os rins
para serem excretados pela urina (KENSLER et al., 2005; STURM; WAGNER, 2017).
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Figura 3: Metabolismo do sulforafano no organismo humano. A glucorafanina, precursora do
sulforafano, pode ser metabolizada pela enzima mirosinase presente na microbiota intestinal. Em
seguida, o sulforafano sofre metabolismo de primeira passagem no figado, através da via do
acido mercaptuarico, formando assim os ditiocarbamatos (SFN-CG, SFN-Cys e SFN-NAC) que
serdo eliminados na urina.

Adaptado de Linus Pauling Institute, 2021.

Os isotiocianatos sofrem metabolismo de primeira passagem, ou seja, apos
absorcdo gastrointestinal passam  pelo sistema porta hepatico (POCASAP;
WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2019). Esse processo rapidamente produz
metabolitos e reduz a concentracdo do isotiocianato ingerido antes da distribuicdo para
outros tecidos do corpo (POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2019). Eles
também s&o encontrados em concentracdes mais baixas na circulagdo sistémica
(POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2018). O metabolismo dos
isotiocianatos tem como caracteristica a meia vida curta dos compostos no organismo
(KENSLER et al., 2005). Um estudo realizado em seres humanos que receberam 200
MM de isotiocianatos de brocolis, contendo principalmente sulforafano, mostrou que a
meia vida dos compostos é de aproximadamente 1,8 horas (YE et al., 2002). J4, por

exemplo, resveratrol, composto bioativo que ndo sofre extenso metabolismo entero-
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hepatico, apresenta meia vida aproximada de 9,2 horas em seres humanos (WANG;
SANG, 2018). Em contrapartida, os isotiocianatos apresentam concentraces hepéticas
significativas apds administracédo oral, tornando-os uma opc¢éo importante para estudos
de quimioprevencdo do HCC (POCASAP; WEERAPREEYAKUL; THUMANU, 2019).

Muito se questiona sobre os efeitos desejaveis dos compostos bioativos so
serem observados em doses elevadas, que ndo séo viaveis para o consumo humano.
Alguns agentes quimiopreventivos dietéticos mostram atividades anticancerigenas
quando testados in vitro, mas quando testados in vivo ndo conseguem demonstrar
eficAcia comparéavel, devido, muitas vezes, a questdo de dose do composto avaliado
(KRAJKA-KUZNIAK; BAER-DUBOWSKA, 2021). Ao contrario de outros
compostos bioativos, 0s glucosinolatos estdo presentes em concentracfes
relativamente altas em por¢cdes habitualmente consumidas de vegetais cruciferos
(LINUS PAULING INSTITUTE, 2021), apresentando também alta biodisponibilidade oral
(TELANG:; JI; MORRIS, 2009). Além disso, estudos demonstram que as concentragfes
de sulforafano necessarias para citoprote¢cao sao reduzidas, na ordem de 10 yM, o que
€ possivel ser alcancado in vivo, inclusive em seres humanos (GAN et al., 2010).
Ademais, devido ao metabolismo de primeira passagem, as concentracdes hepaticas
dos isotiocianatos sdo maiores que as plasmaticas (POCASAP; WEERAPREEYAKUL,;
THUMANU, 2019), favorecendo assim a observacao de efeitos citoprotetores no figado
(AL-BAKHEIT; ABU-QATOUSEH, 2020).

Um estudo demonstrou que o consumo de uma refeicdo rica em vegetais
cruciferos proporciona uma concentracao fisiolégica de sulforafano que varia de 1 a 7
MM no plasma (LIU et al., 2017). Foi demonstrado em seres humanos que 0 consumo
de 200 uM de isotiocianato de brocolis (aproximadamente 35 mg de sulforafano) pode
resultar em cerca de 2 uM de sulforafano no plasma apos cerca de 2 horas (YE et al.,
2002; AL-BAKHEIT; ABU-QATOUSEH, 2020). Outro estudo clinico demonstrou a
concentracédo de até 7,3 uM de sulforafano no plasma apés o consumo de 100 g de
brécolis contendo 345 uM (aproximadamente 60 mg) de sulforafano e seus metabdlitos
(GASPER et al., 2005; AL-BAKHEIT; ABU-QATOUSEH, 2020).

A quantidade de sulforafano no brocolis depende de muitos fatores como
espécie, forma de cultivo e parte do vegetal considerada (LINUS PAULING INSTITUTE,

2021). Neste sentido, brotos de brécolis sdo considerados uma fonte rica de sulforafano
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que se diferenciam da planta madura por conter até 50 vezes mais glucorafanina
(KENSLER et al., 2005). Além disso, eles apresentam também concentracdes de
sulforafano 10 vezes maiores do que as encontradas nas flores do vegetal (PASKO et
al., 2018). Entre as mesmas estruturas do brocolis também existe variacdo. Foi
demonstrado que o brocolis apresenta 60 mg de sulforafano a cada 100g do vegetal
(GASPER et al., 2005). Porém, a quantidade de sulforafano pode variar de 113 mg
(PASKO et al., 2018) até 1153 mg (NAKAGAWA, K. et al., 2006) a cada 100g de broto
de brocolis seco. Assim, considerando a menor quantidade de sulforafano no brécolis
(60 mg/100 g) e a menor correlacdo entre sulforafano consumido e quantidade no
plasma (200uM/ 2uM), cerca de 300 g de brécolis ja forneceria aproximadamente 175
mg de sulforafano. Essa quantidade resultaria em, aproximadamente, 10 uyM do
isotiocianato no plasma, viabilizando dessa forma a sua atividade biolégica, inclusive
como agente quimiopreventivo.

Mais estudos sé@o necessarios para explorar questdes de dosagens adequadas
destes compostos. Entretanto, mesmo que a biodisponibilidade do sulforafano presente
nos alimentos seja o ponto limitante para seu uso como agente quimiopreventivo,
alternativas ainda podem ser exploradas. Técnicas de cultivo podem ser utilizadas para
aumentar a concentracdo de sulforafano nos vegetais cruciferos. Ja foi demonstrado,
por exemplo, que a couve cultivada em condicdes controladas apresenta
concentracfes de sulforafano mais altas do que aquelas cultivadas em campo aberto
(KIM et al., 2018).

Em relacdo a seguranca, € importante para a quimioprevencdo a utilizacdo de
agentes que tenham toxicidade reduzida (LIU et al., 2018). Resultados do ensaio de
viabilidade de um estudo in vitro indicaram que células tratadas com sulforafano em até
32 uM nao foram associadas a nenhum efeito toxico (AL-BAKHEIT; ABU-
QATOUSEH, 2020). Extrato de semente de brécolis ndo mostrou atividade mutagénica
no teste de Ames (ZHOU et al., 2015), ensaio bacteriano desenhado especificamente
para deteccdo de substancias que causam danos ao DNA (MORTELMANS; ZEIGER,
2000). Em animais, foi observado que a administracido de 30-60 mg/kg de glucorafanina
foi segura (LAI et al., 2008) e nenhuma evidéncia de potencial genotoxico foi observada
em ensaios in vivo com doses de até 10 g de extrato de semente de brécolis por kg de

peso corporal (ZHOU et al., 2015). Esse mesmo estudo realizado em ratos apontou
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como NOAEL (do inglés No Observed Adverse Effect Level) a ingestdo de 3000 mg /kg/
dia de extrato de semente de brdcolis (ZHOU et al., 2015). Em seres humanos, os
dados sdo escassos, entretanto, em um ensaio clinico ndo foram observados efeitos
adversos com a ingestdo de 30 mg de glucorafanina (KIKUCHI, 2015). Mais estudos em
seres humanos sdo necessérios para avaliagdo dos efeitos de maiores concentracdes
de sulforafano no organismo. Mesmo assim, de acordo com FDA, a extrapolagdo das
doses de NOAEL entre espécies através da normalizacdo da area de superficie
corporal é considerada um método adequado (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION,
2005) e para esse caso do sulforafano, a ingestdo de 480 mg/kg/dia de extrato de
semente de brdcolis, com 15% de glucosinolato, pode ser considerada segura. Neste
sentido, mesmo que de forma pouco precisa, caso comparado as quantidades minimas
de sulforafano a ser consumida para ser observado efeitos citoprotetores
(aproximadamente 175 mg), 0 composto se mostraria seguro.

A utilizacdo do sulforafano também pode ser explorada em outros cenérios. A
combinacéo de agentes quimiopreventivos, que diferem em seus mecanismos de acao,
fornece maior eficacia por potencializar os efeitos antineoplasicos (THAKKA et al.,
2013; RIZEQ et al.,, 2020; KRAJKA-KUZNIAK; BAER-DUBOWSKA, 2021). Ja foi
observado, por exemplo, que a associacdo do sulforafano com outros compostos
bioativos, como a quercetina e a epigalocatequina, resulta em maior atividade
quimiopreventiva do cancer de pancreas e reduz a quimiorresisténcia em modelo
experimental de cancer de ovéario (CHEN et al., 2013; APPARI et al., 2014). Essa é
uma alternativa que também pode ser mais estudada no cenério do HCC. Além disso, a
combinacdo de compostos bioativos com terapias anticancer tem se mostrado uma
alternativa com vantagens importantes. A abordagem, além de ser um meio de combate
a resisténcia as terapias, reduz a dose dos farmacos e contribui para diminuicdo da
toxicidade e do custo do tratamento (CHAN; CHEN; FONG, 2018; CHAMBERLIN et al.,
2019). Em modelos in vivo de cancer de cabeca e pescoco, o sulforafano permitiu uso
de doses mais baixas de cisplatina e 5-fluorouracil por aumentar a citotoxicidade dos
farmacos (ELKASHTY; TRAN, 2020). Além disso, ele mostrou aumentar a sensibilidade
a radioterapia em modelos in vitro e in vivo do HCC (REN et al., 2017), reforcando seu

potencial para o controle da patologia.
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5. CONCLUSAO

A andlise dos resultados dos estudos in vitro e in vivo considerados para
elaboracdo desta revisdo mostrou que o sulforafano modula vias envolvidas em
diferentes fases da carcinogénese (Figura 4), que sdo classicamente desreguladas no
cancer de figado. Dessa forma, 0 composto se mostrou um agente quimiopreventivo
eficaz em diferentes modelos experimentais de HCC. Entretanto, mais estudos ainda
sd80 necessarios para avaliar dosagem e fonte adequada para o composto
desempenhar seus efeitos quimiopreventivos de forma segura.

A utilizacdo do sulforafano para controle do HCC se mostra promissora.
Diferente das alternativas utilizadas atualmente contra essa patologia, por ser uma
abordagem quimiopreventiva utilizando compostos da alimentacéo, ela apresenta baixo
custo e toxicidade reduzida. Se comparado a outros isotiocianatos, 0 composto também
se mostrou mais seletivo para as células tumorais do que para células normais. Além
disso, o alcance das concentracdes fisiologicas minimas para sua acdo como agente
quimiopreventivo se mostra potencialmente seguro e viavel. Diferente de outros
compostos bioativos, 0s isotiocianatos estdo presentes em concentracdes
relativamente altas, em por¢cdes comumente consumidas de vegetais cruciferos e, seus
metabdlitos também apresentam atividade biolégica. Esses e outros beneficios do
sulforafano podem ainda ser melhores explorados através de estratégias como: a
combinac¢cédo do composto com diferentes compostos bioativos da dieta, aumentando a
eficacia da abordagem e/ou a sua associacdo em terapias antineoplasicas, reduzindo

custos e efeitos colaterais dos tratamentos.
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Figura 4. Sulforafano como agente quimiopreventivo em diferentes etapas da
hepatocarcinogenése. Ao atuar na inativagdo da aflatoxina, no combate das infec¢Bes virais da
hepatite B e C e na reducéo da obesidade, de NAFLD e NASH, o sulforafano controla o
desenvolvimento dos fatores de risco do hepatocarcinoma e consequentemente protege a
transformagdo de células normais as células iniciadas. Por apresentar efeitos anti-inflamatorios,
antioxidantes e atuar no metabolismo de compostos téxicos, reduzindo a expresséo de enzimas
de fase | e aumentando a expressdo de enzimas de fase Il, o sulforafano bloqueia o inicio da
carcinogénese. Compostos como sulforafano que atuam prevenindo a iniciagdo do céncer sao
denominados agentes bloqueadores do tumor. Uma vez que reduz a proliferacdo celular, induz a
morte celular e controla o microambiente inflamatério, o sulforafano atua também como agente
supressor do cancer inibindo a promog¢éo de células iniciadas as células pré-neoplésicas. Por
promover a reducdo da angiogénese, migracdo e adesdo celular, ele contribui para que células
pré-neoplésicas ndo evoluam para neoplasia.

Adaptado de Trejo-Solis et al., 2013; Saeidni, Abdollahi, 2014; Singh, Suman, Shukla, 2014.
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