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Resumo:

A alimentagao, como é cientifica e empiricamente sabido, constitui um pilar da saude.
Na sociedade, ao longo das épocas, também em fungao de culturas diversas, os habitos
alimentares vao mudando, contribuindo para a saide ou para o aumento da incidéncia de
algumas condic¢oes patologicas. A nutrigenomica ajuda-nos a traduzir em pormenor, numa
base cientifica, a influéncia de compostos da dieta na regulagio da expressao dos nossos
genes, abrindo possibilidades para novas terapias, mas também contribuindo com
informagoes que fomentam habitos alimentares mais saudaveis.

O Nrf2, nuclear factor erythroid-2-related factor 2, € um alvo interessante uma vez que
desempenha um papel central na regulagao de resposta celular ao stress, que podem ser uteis
nas mais diversas patologias, assim como na manuten¢ao da homeostasia num individuo
saudavel.

Varios estudos tém identificado um leque alargado de compostos da dieta com papel
relevante na ativagao deste fator de transcrigao. Neste trabalho, sera comparada a capacidade
de indugao da ativagao do Nrf2 em suplementos da dieta, bem como a sua biodisponibilidade,
contribuindo assim para um conhecimento mais profundo sobre o papel da dieta na regulagao

dos genes e na saude humana.

Abstract:

Food, as scientific and empirically known, is a pillar of health. In society, over the ages, also
according to different cultures, diet habits are changing, contributing to health or increasing the
incidence of certain pathological conditions. Nutrigenomics help us translate in detail, on a scientific
basis, the influence of dietary compounds in the regulation of gene expression, opening up possibilities
for new therapies, while also contributing with information that encourage healthier diet habits.

The Nrf2, nuclear factor erythroid 2-related factor 2 is an attractive target because it plays
a central role in regulating cellular response to stress and can be useful in various diseases, as well
as in the maintenance of homeostasis in a healthy individual.

Various studies have identified a wide range of dietary compounds that have a role in the
activation of this transcription factor. In this paper, we compared the ability of these compounds,
that are presente in diet supplements, to induce Nrf2 activation as well as its bioavailability, thus

contributing to a better understanding about the role of diet in gene regulation and human health.



l. | Introducao

Ao longo do século XX a ciéncia nutricional tem-se focado na descoberta de
vitaminas' e minerais’, na definicio do seu uso e no impacto que a deficiéncia destas tem na
saide’. No entanto, os problemas de saude relacionados com a alimentagio do mundo
desenvolvido desviaram-se do conceito de subnutricao e tomaram o rumo da sobrenutricao,
obesidade e diabetes mellitus tipo 2.*

Assim, com o objetivo de prevenir estas doengas, a medicina moderna mudou a
direcao da sua investigacdo para perceber como a dieta pode otimizar e manter a
homeostasia das nossas células, tecidos, 6rgaos e organismo. Isto requer a compreensao dos
mecanismos e processos através dos quais os nutrientes atuam e interagem com os genes,
proteinas e metabolismo. Como tal, a pesquisa nutricional deixou o foco da epidemiologia e
fisiologia para seguir a bioquimica biologia molecular e genética, nascendo a nutrigenémica.

A nutrigendmica traz-nos uma nova terminologia e técnicas experimentais que se
traduzem, essencialmente, numa abordagem inovadora a investigagao nutricional, que nos
permite o estudo global da expressao genética numa célula ou organismo na vertente em que
é influenciada por compostos ingeridos na dieta.

O entusiasmo em redor desta area vem do aumento da percegao de que existe
potencial nas altera¢oes alimentares, bem como que estas permitem promover a saude e
prevenir ou tratar doengas que estao relacionadas com a dieta.

Neste momento, com o aumento da incidéncia de pandemias que se relacionam com
a alimentagao (obesidade, hipertensao, diabetes ...), a nutrigenomica revela-se uma
ferramenta fundamental na abordagem molecular de diversas patologias, podendo ser
considerada um caminho do futuro na prevengao e, até, tratamento das condigoes citadas.

A descoberta de que moléculas derivadas da dieta estao em constante conversagao
com complexos sistemas de controlo intracelular demonstrou que a alimentagao é muito
mais que uma fonte de micro e macronutrientes. Assim sendo, seguindo este modelo,
nenhum suplemento multivitaminico ira substituir a enorme diversidade de fitoquimicos
presentes numa dieta equilibrada.

Do ponto de vista social, € muito facil confecionar comida saborosa combinando
alguns ingredientes. O verdadeiro desafio esta em fazer uma alimentagao, realmente saudavel
e equilibrada, que seja agradavel ao paladar. Deste modo, é preciso um trabalho conjunto

dos profissionais de genética, industrias de saide publica, ciéncia nutricional e culinaria.’



Ao longo deste trabalho vou focar-me, fundamentalmente, no Nrf2 dado o seu papel
central na regulagdo da expressao génica e resposta celular a estimulos externos,
nomeadamente, compostos exogenos consumidos na dieta.

O Nrf2 é um fator de transcrigao conhecido ha mais de 10 anos por ser um importante
ativador de genes antioxidantes, responsaveis por importantes respostas protetoras. Mais
recentemente, tem-se mostrado que os seus efeitos citoprotetores vao muito para além dos
seus efeitos antioxidantes. Estes incluem a ativagdo de dezenas de genes envolvidos na
desintoxicagao de varios xenobioticos; diminuicao de respostas inflamatérias; melhoria no
funcionamento mitocondrial; e estimulagao da autofagia, processo pelo qual agregados de

proteinas tdxicas e organelos disfuncionais podem ser degradados.®

2. | Nutrigenémica

De um ponto de vista da apresentagao a um publico leigo, a nutrigendmica tem sido
divulgada como “a nova ciéncia de nutrigenémica ensina-nos o que alimentos especificos dizem
aos nossos genes. O que comemos determina diretamente as mensagens genéticas que o
nosso corpo recebe. Estas mensagens, por outro lado, controlam todas as moléculas que
constituem o nosso metabolismo: as moléculas que dizem ao nosso corpo para queimar ou
armazenar calorias. Se conseguirmos aprender a linguagem dos nossos genes e controlar as
mensagens e instrugoes que eles dao ao nosso corpo e metabolismo, podemos alterar
radicalmente a forma como a alimentagao interage com o nosso corpo, perder peso e otimizar

a nossa saude.”’

De um ponto de vista cientifico, a nutrigenomica envolve o estudo e caracterizagao
dos efeitos de compostos ingeridos na dieta na expressao de genes, na modificagao da
atividade de proteinas e do metabolismo. Em suma, foca-se no efeito dos nutrientes no
genoma, proteoma e metaboloma. Logo, elucida em termos mecanisticos e moleculares o

impacto que estes nutrientes especificos e regimes nutricionais tém na saude (Fig.1).?
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Fig. | Abordagem nutrigenémica na prevencao de doencas. Os componentes
presentes na dieta tém impacto na regulagao génica influenciando, consequentemente, a
expressao proteica e perfil metabdlico, podendo originar um resultado benéfico para o

organismo. (Retirado de Neeha et al., 2013)°

Fundamentalmente, uma abordagem nutrigenomica providencia:

e Uma amostra instantanea dos genes que estao On/Off (potencial genético) a
qualquer momento;

e Uma imagem de como um gene ou proteina colabora para produzir a resposta
observada;

¢ O método para determinar a influéncia dos nutrientes na expressao
genética/proteica.’

Espera-se que o aumento do conhecimento nesta area permita uma compreensao
intergrada do modo como a dieta afeta o metabolismo e o controlo homeostatico, que sera
entao usado para prevenir o desenvolvimento de doengas croénicas relacionadas com a dieta
como, por exemplo, a Obesidade e a Diabetes Mellitus Tipo-2.°

Non-communicable diseases (NCDs) — especialmente doengas cardiovasculares, cancros,
doengas respiratérias cronicas e diabetes — causaram 60% das mortes a nivel global em 2005
(aproximadamente 35 milhoes de mortes). O numero total de mortes devido a NCDs estao
previstos aumentar ainda mais 17% ao longo dos préximos 10 anos. Em 2020, estima-se que
as NCDs serao a causa de 80% das doencas a nivel mundial, causando a morte de 7 em cada
|0 pessoas apenas em paises em desenvolvimento. Isto coloca um peso consideravel em
orcamentos de saude limitados, particularmente em economias emergentes. Assim, a
promissora area da nutrigenomica deve ser levada seriamente em relagao a esta epidemia

crescente, tanto em paises desenvolvidos como em paises em desenvolvimento.’



Posto isto, para desmistificar estas doencas cronicas, o trabalho em nutrigendmica esta
a expandir-se rapidamente em varias partes do mundo sendo que, segundo a base de dados

da Scopus, os Estados Unidos da América e Reino Unido apresentam as maiores contribuigoes

(Fig. 2).5
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Fig. 2 Contribuicdao para a investigacao nutrigenémica. Os Estados Unidos da
Ameérica e o Reino Unido exibem um maior nimero de publicagoes, seguindo-se a Espanha,

Holanda, Canada, Franca, Itdlia e Alemanha. (Tirado de Neeha et al., 2013)°

3. | Ativacao genética via Nrf2

O Nrf2, no estado nao induzido, encontra-se maioritariamente no citoplasma num
complexo inativo com outra proteina conhecida como Keapl. Em situagoes basais ausentes
de stress, o Nrf2 cuja semivida é aproximadamente 20 minutos'®, é continuamente degradado
por via proteossomal pela via ubiquitina-proteossoma, para que os seus niveis sejam mantidos
baixos''. Quando um sinal apropriado é detetado pelos residuos de cisteina da Keapl, ha a
inibicao da atividade da ubiquitina-E3-ligase no complexo Keapl-Cul3. A disrupgao da
associagao Nrf2-Keapl leva a diminuigao da taxa de protedlise, aumentando,
consequentemente, a acumulagao de Nrf2 no nucleo onde se alinha com uma curta sequéncia
de nucledtidos na regiao promotora dos seus genes alvo, induzindo genes citoprotetores e
enzimas antioxidantes, resultando numa resposta adaptativa. Esta sequéncia é conhecida como
Elemento de Resposta Antioxidante (ARE) ou Elemento de Resposta Eletrofilica (EpRE). Para
se ligar, o Nrf2 dimeriza com outra basic leucine zipper (bZIP), uma das pequenas proteinas
Maf, para formar um complexo que se liga aos AREs.'? Estes AREs nao se encontram apenas
nas regioes promotoras de genes antioxidantes, mas também em genes envolvidos em outras

fungdes, particularmente outras fungdes citoprotetoras.®
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Fig. 3 llustracdo esquematica da regulacio do Nrf2 em condi¢Ges basais e
de stress. No estado basal, o Nrf2 encontra-se no citoplasma num complexo multiproteico
em que se destaca a Keapl. Este complexo é continuamente degradado no proteossoma. A
oxidagao de residuos de cisteina na Keapl leva a dissociagioo do complexo, permitindo a
liberat¢ao do Nrf2 que, apos fosforilagao, transloca para o nlcleo onde se liga ao ARE,

induzindo a expressio de genes de defesa. (Tirado de Kumar et al., 2014)"

E ainda considerado que a fosforilagio do Nrf2 por cinases nos residuos de serina e
tionina facilita a dissociagio do Nrf2-Keap| e subsequente translocacio para o nicleo.'

Os agentes que reagem com os grupos tiol das cisteinas da Keap| sao eletrofilicos e/ou
oxidantes, sendo que a reagao com estes grupos é tida em conta como o mecanismo mais
importante de regulagao de Nrf2. No entanto, ha muitos outros mecanismos de regulagao,
fazendo o sistema de controlo de Nrf2 muito complexo.®

Em caso de agressio, como por exemplo intoxicagdo com paracetamol, ha uma
deplegao rapida das reservas de GSH. Contudo, a célula ativa uma resposta adaptativa onde a

Keapl| sente a presenca do metabolito N-acetil-p-benzoquinona-imina (NAPQ)I), ativando
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subsequentemente o Nrf2 que, por sua vez, vai promover a sintetize de GSH. No entanto,
este mecanismo nao & muito eficiente em situagoes agudas, uma vez que os tempos de

tradugido para a sintese de proteinas dos genes alvo do Nrf2 podem demorar quatro horas."

4. | Efeitos benéficos da ativacao do Nrf2

4.1 | Efeitos Antioxidantes dependentes do Nrf2

A variedade de enzimas produtos dos genes alvo do Nrf2 sao eficientes e versateis.
Varias razoes podem explicar a sua eficiéncia e diversidade: (1) nao sao consumidos
estequiometricamente como os antioxidantes que atuam diretamente como o ascorbato e
tocoferois; (2) tém uma duragao de agao longa, com semividas compreendidas entre dias e,
por isso, a sua inducao nao precisa de ser continua; (3) restauram os antioxidantes diretos
produzidos endogenamente, como a coenzima Q10 e tocoferois, ao reverté-los ao estado
reduzido (em particular pela via NQOI pois, tanto a coenzima Q10 como os tocoferais, sao

quinonas).

Um dos genes antioxidantes mais estudados que sao ativado pelo Nrf2 é o gene da
quinona oxidoredutase (NQOI).

A NQOI tem sido descrita como a enzima citoprotetora protagonista, e codificada
pelo que é considerado um dos genes induziveis mais consistentes e robustos na sua classe.'
Para além disto, é ainda sabido que a sua atividade diminuiu com a idade, sendo que a regulagao
da sua atividade, induzida pelo Nrf2, é descrita como uma forma de manter as defesas celulares
com o avangar de idade. A NQO| exibe uma especificidade ampla para substratos, sendo que
os seus efeitos benéficos se estendem muito para além do seu famoso papel enquanto enzima
de fase I."

As suas outras fungoes, descritas de seguida, podem contribuir para a sua capacidade
citoprotetora e incluem: (l) protegao contra quinonas derivadas do benzeno, como o
benzo(a)pireno, um carcinogénico usualmente encontrado nos gases de exaustao, fumo de
cigarro e carnes grelhadas na brasa'®; (2) redugio de quinonas estrogénicas aos respetivos
grupos fenois, um processo associado com a diminuigao do risco de cancro da mama devido
aos elevados niveis de metabolitos do estrogénio'’; (3) agdo sobre o radical superéxido,
embora numa ordem de magnitude mais baixa do que a superdxido dismutase'®; (4)
estabilizagio do p53, o gene anticancerigeno mais comummente alterado'; (5) reparagdo da

coenzima Q10 (ubiquinona) oxidada e os tocoferdis a sua forma reduzida."



Ha varios polimorfismos do gene NQOI, sendo que sao associados a um maior risco
carcinogénico. A variante C609T do gene é um dos poucos polimorfismos de nucleétido unico
(SNP) comuns, conhecido por eliminar quase por completo a atividade enzimatica. Deste
modo, o NQO| atrai muita investigagao devido aos seus multiplos efeitos na defesa celular."

No seguimento do trabalho, sera também abordada enquanto avaliador de capacidade

de indugao.

Um segundo gene antioxidante vulgarmente estudado ativado pelo Nrf2 é o gene da
heme oxigenase | (HO-I). Esta enzima converte o heme livre, que tem efeitos pro-oxidantes,
em ferro, monoxido de carbono e biliverdina, sendo esta uUltima convertida no antioxidante
bilirrubina (por uma reacdo também estimulada pelo Nrf2, codificado pelos dois genes
biliverdina redutase). O ferro libertado pela heme oxigenase é sequestrado pela ferritina e,
como o Nrf2 induz cada um dos 4 genes da ferritina, previne o stress oxidativo derivado do
ferro.”

Este controlo coordenado de mdltiplos genes, produzindo proteinas com fungoes
interligadas para produzir uma importante resposta biologica tem sido associado, de forma

recorrente, com a regulagio genética mediada pelo Nrf2.°

Dois genes de superoxido dismutase (SOD) sao estimulados pelo Nrf2, com cada SOD

- SOD| e SOD?2 - a diminuir o stress oxidativo ao diminuir a concentragio de superéxido.®

A glutationa reduzida (GSH) tem sido descrita como o mais importante antioxidante
de baixo peso molecular produzido no corpo humano. Cada um dos 3 genes que codificam
enzimas necessarias a sintese da GSH sao ativados pelo Nrf2, tal como o gene que codifica a
glutationa redutase — enzima que converte a glutationa oxidada (GSSG) a glutationa reduzida

(GSH)."”

Em suma, como se pode ver acima, ha muitos genes estimulados pelo Nrf2 que estao
envolvidos na protegao antioxidante. Contudo, ha ainda outros genes ativados por este que
contribuem para: codificar produtos que atuam na remogao de compostos toxicos da

peroxidagao lipidica; codificar enzimas que tém um papel na eliminagdo e reparagao de
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produtos de oxidacao; e ajudar a remover produtos oxidantes produzidos no processo de

reparacio de ADN danificado.’

4.2 | Genes desintoxicantes ativados pelo Nrf2

Para as centenas de milhdes de pessoas em todo o mundo que sao expostas
diariamente a niveis substanciais de toxicos, a desintoxicagdo pode ser o mecanismo
citoprotetor dependente do Nrf2 mais relevante.®

Ha um total de 25 genes ativados pelo Nrf2 sendo que, cada um codifica uma enzima
diferente que atua na desintoxicagao de varios xenobioticos toxicos.

Entre estes 25 genes, ha 12 que tém um papel no metabolismo de varios xenobioticos
toxicos que contém carbono. Nao sao responsaveis pela conjugagao, mas auxiliam no
processo.

Ha também, entre estes 25 genes desintoxicantes, 5 ativados pelo Nrf2 que aumentam
a conjugacao da glutationa, | que aumenta a conjugacao do sulfato e 2 que promovem a
glucuronidagao. Cada um destes 8 genes tem o papel de aumentar a excre¢ao dos toxicos,
apos conjugagio.”

Existem ainda outros genes ativados pelo Nrf2, que aumentam o transporte dos
quimicos xenobidticos para fora da cela, promovendo a subsequente excrecio do corpo®.

Dois genes potencialmente importantes na desintoxicagao, nao referidos
anteriormente, sio o Mtl e Mt2 que codificam a metalotioneina e sao induzidos pelo Nrf2?'.

A metalotioneina tem o papel de quelar, transportar e excretar tanto metais
fisiologicos (como o zinco, cobre e selénio) como xenobidticos (como o cadmio, mercurio,
chumbo e arsénio)®>. No entanto, num estudo a curto prazo de toxicidade de cadmio, foi
concluido que os efeitos nas respostas antioxidantes foram mais importantes do que os efeitos
produzidos pela metalotioneina na produgio de resisténcia a toxicidade do cadmio®'.

Foi também mostrado que o Nrf2 estimula a excregao de mercurio, sendo que os
autores atribuem tal capacidade ao aumento de glutationa reduzida. E importante relembrar
que a glutationa € o tiol de baixo peso molecular mais comum no corpo e, atendendo a que
mercurio, chumbo, cadmio e arsénio, todos reagem com grupos tiol, sera expectavel que o
aumento da glutationa reduzida, dependente do Nrf2, contribua para a desintoxicagao destes

metais toxicos®.

11



4.3 | Efeitos Anti-inflamatoérios do Nrf2

A ativagao de Nrf2 produz varios efeitos anti-inflamatorios, nomeadamente, diminuicao
de NF-kB e diminuicao de uma série de mediadores inflamatérios como citocinas, quimiocinas,
moléculas de adesao, ciclo-oxigenase-2 (COX-2), metaloproteinase e forma indutivel da 6xido
nitrico sintase (iNOS).*

A interagao entre o Nrf2 e o NF-kB é muito complexa, tendo cada um o efeito de
aumentar e diminuir o outro. Apesar de ser claro o facto de que a via do NF-kB ¢ inibida por
muitos ativadores do Nrf2, o mecanismo especifico responsavel por este acontecimento ainda
é algo incerto. No entanto, novas evidéncias indicam que o NF-kB pode reprimir
reciprocamente, a sinalizagdo do Nrf2 ao nivel da transcrigao™.

Dois efeitos anti-inflamatérios diretos do Nrf2 sao a estimulagao da transcrigao do
gene da citocina IL-10%, anti-inflamatéria, e também diminuigio das respostas regulatorias
produzidas pelo TGF-p?%,

Resumindo, o Nrf2 produz um vasto numero de efeitos anti-inflamatorios, muitos deles
mediados pela diminuigao da atividade da NF-kB e outros pelo aumento da IL-10, dependente

do Nrf2¢.

4.4 | Biogénese e Autofagia Mitocondrial

A maioria das doencgas listadas na Tabela | sao caracterizadas pela disfuncao do
metabolismo energético e mitocondrial. O Nrf2 produz o aumento da biogénese mitocondrial
ao ativar um largo numero de genes envolvidos no metabolismo energético, ativando também
um gene relacionado que contribui na agio - o Nrfl?.

E sabido que o Nrf2 e a AMPK tém imensa influéncia um no outro, sendo que esta
dltima é estimulada pelo AMP, que monitoriza os niveis de energia. Posto isto, € possivel que
esta seja uma importante interacdo no controlo de respostas mitocondriais®,

Ha também alguns nutrientes, estimulantes do Nrf2, que atuam ainda aumentando o
processo de autofagia pelo qual mitocondrias, outros organelos danificados e agregados
nocivos de proteinas (envolvidos no processo de doengas neuro degenerativas, por exemplo)
sao degradados. Parte deste processo de autofagia ocorre através de um processo dependente

do Nrf2%,

12



4.5 | Doencas prevenidas e/ou tratadas pelo aumento de Nrf2, pelo menos

em modelos animais

O aumento dos niveis de Nrf2 tem demonstrado prevenir e/ou tratar uma alargada
lista de doengas cronicas, presentes na Tabela |. Reciprocamente, baixar ou eliminar as
funcoes do Nrf2 tem mostrado um aumento na suscetibilidade a essas mesmas doencas.

A maioria destes estudos foram realizados em modelos animais, embora também haja

um aumento de estudos humanos a ser reportados.

Diseases

Cardiovascular diseases including atherosclerosis, ischemic cardiovascular disease, vascular
endothelial dysfunction, and heart failure

Neurodegenerative diseases including Alzheimer’s, Parkinson’s, ALS, Huntington’s diseases
Cancer (prevention)

Chronic kidney diseases

Metabolic diseases: Type 2 diabetes; metabolic syndrome; obesity

Several types of toxic liver disease

Chronic lung diseases including emphysema, asthma, and pulmonary fibrosis

Sepsis

Autoimmune diseases

Inflammatory bowel disease
HIV/AIDS
Multiple sclerosis

Epilepsy
Tabela | Lista de doencas tratadas ou prevenidas pelo aumento dos niveis
de Nrf2 Todas estas doengas tém em comum eventos de stress oxidativo ou inflamagao, e,

em muitas delas, também é sabido haver envolvimento de disfungao mitocondrial. (Adaptado

de Martin L Pall et al.,, 2015)°

Para além destas doengas, ha informagoes de outras, que podem ser prevenidas ou
tratadas com o aumento de Nrf2, embora tenham sido menos estudadas do que as presentes
na Tabela |. Estas incluem hemoglobinopatias como anemia falciforme e B-talassémia, malaria,
doengas da espinal medula, traumas cerebrais, depressao severa, esquizofrenia e bipolaridade,
Ulceras gastricas, glaucoma, cataratas e hiperplasia benigna da prostata.

E claro que ainda precisamos de muito mais investigacio relativamente a estas
atividades do Nrf2 atras nomeadas, mas estes estudos sugerem que o espectro no qual o Nrf2

consegue ser protetor, pode ser maior do que o abrangido pela Tabela I°.
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5. | Aumento de Nrf2 por nutrientes e outros fatores

A Tabela 2 indica uma lista de fatores que tém demonstrado atuar, pelo menos em
parte, aumentando o Nrf2. Cada um dos nove fatores listados na Tabela 2 tem extensa

literatura sobre os seus efeitos benéficos para a saude.

Health-promoting factors

Many but not all phenolic antioxidants

Gama-tocopherols and tocotrienols (but a-tocopherol has little activity)

Isothiocyanates from broccoli, cabbage and other cruciferous foods

Triterpenoids and other terpenes

Sulfur compounds including allyl sulfides in garlic/onion/allium foods

Many carotenoids with lycopene apparently the most active

Fish oil (long chain omega-3 fatty acids DHA and EPA)

Modest oxidative stress (hormesis)

Exercise, works in part via modest oxidative stress; may also work in the vasculature via

laminar shear stress

Tabela 2 Lista de fatores que promovem aumento dos niveis de Nrf2 Apesar

de todos os nove terem apresentado influéncia no aumento de Nrf2, muitos deles podem
claramente atuar de outras formas que nao envolvem o Nrf2 para promover a saude.

(Adaptado de Martin L Pall et al., 2015)°

Os compostos fenodlicos atuam através de diferentes mecanismos para aumentar o
Nrf2. No entanto, alguns fendlicos sao completamente inativos no processo. Os que parecem
atuar mais diretamente saos os orto ou para dihidroxifendis, que podem ser oxidados a
quinonas, aumentando entido o Nrf2."> O papel do anel fendlico é visto também no segundo
tipo de quimicos presentes na Tabela 2: as diferentes formas de Vitamina E. As estruturas com
gama sio muito mais ativas que o a-tocoferol no que toca ao aumento do Nrf2.** O a-
tocoferol, que é a forma comum encontrada nos suplementos de vitamina E, tem modesta
atividade no aumento de Nrf2. No entanto, pode diminuir a atividade in vivo porque aumenta
a degradagao das outras formas de vitamina E no corpo, nomeadamente as duas anteriormente
mencionadas.”'

Trés destas classes de quimicos atuam através dos seus produtos de oxidagao para
aumentar os niveis de Nrf2. Os acidos gordos 6mega-3 de cadeia longa - docosa-hexaendico
(DHA) e eicosapentaenodico (EPA); os carotenoides atuam primariamente, e possivelmente de
forma total, por via dos seus produtos de oxidagao; e muitos antioxidantes fendlicos através

das quinonas, seus produtos de oxidagao.
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Ha ainda outros compostos fitoquimicos capazes de aumentar o Nrf2, alguns mais
dificeis de caracterizar que aqueles listados na Tabela 2. Por exemplo, alguns compostos
fenolicos derivados de plantas que também aumentam o Nrf2. Derivados de plantas cruciferas
também promovem o aumento de Nrf2, tal como o acido o-lipdico. Foi também reportado
que o butirato produzido pela fermentagao de fibra no célon estimula o aumento de Nrf2 no
colonécitos.®

O exercicio esta associado com um aumento do fluxo de glicose e oxigénio através da
mitocondria, sendo um processo que aumenta os niveis de espécies reativas de oxigénio
(ROS), tal como o superdxido, funcionando em parte devido a um modesto stress oxidativo.
No entanto, foi demonstrado que as tipicas alteragoes na expressao genética, relacionadas
com o exercicio, sao completamente anuladas pela ingestao diaria de suplementos de vitamina
C e E em doses de 1000mg e 400 UlI, respetivamente. Uma revisao destacou 23 estudos que
mostram que a ingestao de suplementos antioxidantes interfere com as adaptagoes que os
treinos fisicos induzem.”> Como é apoiada a ideia de que o Nrf2 é ativado por um sinal pro-
oxidante suave, doses altas de suplementos antioxidantes podem atenuar os sinais requeridos

para que sejam ativadas defesas endégenas.”

6. | Sulforafano e outros ativadores Nrf2 usados como suplementos

E do conhecimento comum que vegetais cruciferos (como por exemplo o brécolo, o
repolho, couve-flor, couve-de-bruxelas) sao uma boa fonte de micronutrientes. No entanto,
o seu valor para a saude humana vai muito para além dos seus nutrientes: os fitoquimicos que
contém, capazes de modificar a expressio genética.™

A maioria dos estudos em cruciferos tém-se focado no broécolo, Brassica oleracea
(vegetal e rebentos), como fonte de compostos bioativos com potencial nutrigenomico.
Nestas ultimas duas décadas, o interesse no papel do brécolo tem aumentado, seguindo as
evidéncias de que a inducao de enzimas de desintoxicagao possa ser responsavel pela maioria
dos beneficios para a saude atribuidos a ingestio de vegetais.*

Apos o isolamento do sulforafano derivado do brocolo, foi constatado que era um

ativador de enzimas de fase Il importante e muito potente.*
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O sulforafano [Il-isotiocianato-(4R)-(metilsulfinil) butano: CH;S(O)(CH,),-N=C=S§] ¢é
uma pequena (MM=177.29) molécula alifatica lipofilica sulforada, que nao esta presente nos
cruciferos ou outras plantas. Em vez disso, as plantas do género Brassica contém um precursor
biologicamente inativo, a glucorafanina (GRN), que esta contida no vacuolo da célula da planta
em conjunto com uma enzima, a mirosinase (MYR), que estd compartimentada
separadamente.” E apenas quando se da a rutura da célula da planta que a GRN e a MYR

entram em contacto, produzindo enzimaticamente o sulforafano (Fig. 4).”®

NOSO;

\S/A,\/, S 5 \ " OH Myrosinase N \\S/\/A\/N_C_S

o R Ol oy Microorganisms 5
OH

4-methylsulfinylbutyl Glucosinolate (4-MSB) Sulforaphane

(Glucoraphanin)

Fig. 4 Processo de formacao do sulforafano O sulforafano é produzido pela

conversao enzimatica da glucorafina sob agao da mirosinase (Adaptado de Boddupalli et al.,

2012)%

Comparativamente com o seu precursor estavel GRN, o sulforafano é relativamente
instavel. Tal facto traz implicages para aspetos culinarios do brocolo e outros cruciferos. O
brocolo nao é o unico vegetal que rende sulforafano, mas é o que rende as maiores
quantidades, com o seu conteudo de GRN a ser, aproximadamente, 75% dos glucosinolatos
totais.*

Cortar, mastigar ou provocar a rutura das células da planta de outra forma inicia a
sintese de sulforafano que pouco tempo depois, ao contrario do seu precursor estavel (GRN),

comega a degradar-se.'

O Sulforafano € um indutor monofuncional, ou seja, induz apenas as enzimas de Fase
IIl. De relevancia clinica é o facto de as enzima de Fase Il terem uma semivida relativamente
longa. Num estudo, usando células epiteliais de pigmento retinal de adulto (ARPE-19), a
NQOI esteve ativa mais de cinco dias.*

O Sulforafano é um indutor potente de Nrf2 com consequente indugao de defesas
celulares. Em cultura celular o efeito é rapido, com a ativagao pelo sulforafano a ocorrer

dentro de 30 minutos em células de epitélio bronquial humano BEAS-2B. Usando analise
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microarray para investigar o efeito do sulforafano no figado de um rato murino selvagem, foi
constatado o aumento de expressao de 1725 genes apos 3 horas e, passadas |12 horas, 3396

genes foram alterados.”

6.1. | Quinona Redutase (NQO) Avaliador de Capacidade de Inducao

A atividade da NQO| é utilizada como um procedimento rapido de screening e

biomarcador de atividade anticarcinogénica de fitoquimicos*.

O termo “Valor CD” descreve a concentragao necessaria para duplicar a atividade de
NQOI em hepatécitos de rato murino®. O valor CD é (til para comparar potenciais efeitos
nutrigenomicos de compostos bioativos ingeriveis. Estes também sao importantes para
classificar a Brassica spp. de acordo com o seu potencial anticancerigeno relativo. Quando
varios cruciferos foram comparados relativamente ao seu efeito indutor de Nrf2, os
isotiocianatos (ITCs) do repolho, couve e nabo revelaram menos capacidade de indugao que
o sulforafano derivado do brocolo. Esta propriedade pode explicar, parcialmente, a razao pela
qual o brécolo é mais investigado do que as outras plantas pertencentes a Brassica spp™.

Em informacdo de estudos comparando os valores CD de fitoquimicos bem
conhecidos, o sulforafano mostrou a maior poténcia, visto que apenas uma concentragao de

0.2uM é necesséria para duplicar a atividade da NQO 1%

. Comparativamente, os valores CD
de outros fitoquimicos sao mais baixos, sendo que os compostos que apresentam as
concentragoes molares mais baixas sao os compostos com mais atividade de indugao. Assim,
os valores CD conhecidos para fitoquimicos disponiveis em suplementos orais comuns sao:
andrographolides (1.43 uM), quercetina (2.50 yM), B-caroteno (7.2 pM), resveratrol (21 pM),
indole-3-carbinol do brécolo vegetal maduro (50 pM), clorofila (250 pM), a-criptoxantina (1.8
mM), e zeaxantina (2.2 mM). Em outro estudo, mais recente, foram também apurados os
seguintes resultados: curcumina (2.7 pM), silimarina (3.6 pM), tamoxifeno (5.9 pM), acido
ascorbico (>50 yM). Posto isto, a atividade indutora de NQOI destes fitoquimicos é,
comparativamente, sulforafano > andrographolides > quercitina > curcumina > silimarina >
tamoxifeno > beta-caroteno > resveratrol > clorofila > a-criptoxantina > zeaxantina®.

E notavel que o valor CD do sulforafano seja 13,5 vezes superior ao da curcumina, 18
vezes superior que a silimarina, e 105 vezes superior que o resveratrol, todos fitoquimicos

que sao extensamente promovidos pelos seus aclamados efeitos promotores de satde. Muitos

dos suplementos que afirmam focar a desintoxicagao sao baseados em ingredientes como a
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clorofila ou vitamina C tendo, no entanto, uma capacidade indutora de NQOI
comparativamente baixa®.

6.2. | Biodisponibilidade

A parte das variacdes da capacidade de indugio do Nrf2, uma segunda barreira para a
eficacia clinica é a biodisponibilidade. Quando a biodisponibilidade é baixa, estudos de culturas
celulares podem exagerar na concentragao intracelular que um composto ingerido pode
atingir, sendo pouco provavel demonstrar o beneficio clinico indicado pelo trabalho in vitro®.
Para que seja considerado o potencial de eficacia clinica de um fitoquimico, o composto ativo
e/ou algum dos seus metabolitos ativos deve atingir as células alvo numa concentragao
apropriada. A disponibilidade oral dos polifenois é, tipicamente, <10% variando entre 2 e 20%,
sendo que muitos a tém bastante proximo de 1%*. E também importante referir que cozinhar
e processar os alimentos reduz significativamente o conteido em polifenois*.

Muitos suplementos contém moléculas fitoquimicas como a curcumina (curcuma),
catequinas (cha verde), resveratrol (uvas) e acido elagico (amoras e roma), por exemplo.
Muitas das evidéncias usadas para promover suplementos com estes compostos sao de
estudos in vitro ou animais, com evidéncias clinicas limitadas para suportar as afirmagoes.
Suplementos contendo estes fitoquimicos alegam frequentemente o seu efeito antioxidante,
apesar da quantidade a atingir a circulagao e as células alvo ser raramente adequado para

alterar o estado “redox”®

. Culturas celulares pré-clinicas e estudos animais podem envolver
altas doses de fitoquimico. Essas doses sao raramente praticas a nivel clinico, considerando a
média de ingestao presente na dieta que é, aproximadamente | grama por dia de compostos

fracamente biodisponiveis™.
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Fig. 4 Biodisponibilidade comparativa de fitoquimicos comummente
utilizados em suplementos O Sulforafano apresenta a maior biodisponibilidade. (Retirado

de Houghton, 2016)*

A curcumina, o resveratrol e silibina (principal componente ativo da silimarina) sao
exemplos de suplementos populares de polifenois, para os quais os achados pré-clinicos nao
podem ser prontamente extrapolados para o ambiente clinico.

A figura 4 compara a biodisponibilidade de varios polifen6is com o sulforafano
(curcumina ~1%"', resveratrol <1%** e silibina ~0,73%"’). Em cada caso, a biodisponibilidade
sistémica compara a concentragao plasmatica de uma dose oral com uma dose intravenosa e

é expressa em percentagem.*

A curcumina é estimada por ter atividade anti-inflamatoria in vitro em virtude da sua
capacidade de inibir o fator de transcrigio NF-kB.>* Num estudo que investigava a inflamagio
em tenocitos humanos, para que houvesse inibicao da inflamagao induzida pela IL-1f, foram
necessarias altas doses de 5-20 uM.>> No entanto, doses orais muito altas de curcumina em
humanos (até 8g) levaram a que os niveis intracelulares atingissem apenas 0.5-2.0 pM,
claramente nao alcangando uma concentragao da mesma ordem. Suplementos comummente
recomendados até 180mg foram indetetaveis no plasma.*

No entanto, ha evidéncia de efeito no tecido gastrointestinal, onde o transporte ocorre
através de uma simples membrana de enterdcitos. Pacientes com cancro colorectal foram

administrados com doses até 3.6g diarias de curcumina. O M|G, um marcador de dano de
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DNA, diminuiu 38% no tecido coloretal, mostrando que a dose diaria de 3,6g tem eficacia
farmacolodgica a nivel dos colonocitos mas com distribuicao negligenciavel fora do intestino,

confirmando a sua pobre biodisponibilidade.”

O resveratrol recebeu atengao internacional apos estudos em animais indicarem que
, . . 58 . ..

era responsavel por um efeito promotor de longevidade.”™ Apenas animais injetados com
resveratrol desde o nascimento viveram mais tempo; aqueles que comegaram a meia-idade
nao obtiveram beneficio a este nivel. O beneficio parece ser devido ao aumento da expressao
de genes de sobrevivéncia, dos quais alguns sao também expressos durante restrigao calérica.”

Este efeito de longevidade nunca foi testado em humanos, portanto a dose apropriada
nao é conhecida nem o seu beneficio confirmado. Apesar de ser bem absorvido, o resveratrol
apresenta uma biodisponibilidade baixa: de uma dose oral de 25mg em humanos, pelo menos
70% apareceram como metabolitos no plasma, com a maior parte da dose oral a ser

. 52 . ’ . .

recuperada na urina.”” Tal como a curcumina, o resveratrol é rapidamente absorvido pelos
enterocitos/colonocitos, pelo que apresenta potenciais beneficios a nivel intestinal. Uma
revisao de 3650 publicagoes sobre o resveratrol, conclui que as evidéncias nao sao fortes o
suficiente para justificar a recomendagao do resveratrol a humanos para além da dose que se

obtém da dieta, que é estimada ser ~4mg diarias para adultos.®

A silimarina, o principal complexo flavonoide encontrado na Silybum marianum, tem
um longo historial em termos de uso tradicional em doengas relacionadas com o figado sendo
que existe disponivel em suplementos associados a desintoxicagio hepatica.*’ A silibinina,
composto mais ativo do complexo, € insoltivel em agua, com a baixa biodisponibilidade de
0,73%.” Quando a desintoxicagdo por otimizagio das enzimas de fase Il for o objetivo, talvez
seja de valor considerar tanto os valores CD como a biodisponibilidade. Mais uma vez, estas
evidéncias colocam sérias duvidas sobre a eficacia de certos fitoquimicos nas doses tipicamente
encontradas nos suplementos promovidos no mercado. Nao obstante, outros ensaios
publicados mostram que a silimarina exibe propriedades hepatoprotetoras em humanos,

indicando que outro mecanismo deve ser responsavel, que nao a ativagio do Nrf2.*'
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Brocolos com MYR inativada resultam numa diminuigao de 10-20% na conversao para
isotiocianato. Apesar de a microflora do célon apresentar atividade semelhante com a enzima
MYR, a conversao para os isotiocianatos ativos varia entre |% e 40% da dose, sendo que existe
uma vasta variedade na populagao de bactérias. Como tal, os suplementos inativos em MYR
sao imprevisiveis, uma vez que nem os consumidores nem os médicos tém forma de saber se
um individuo porta microflora com atividade MYR e em que extensao. Posto isto, a presenga

de mirosinase ativa leva ao aumento substancial da biodisponibilidade do sulforafano.*

A natureza lipofilica e o baixo peso molecular do sulforafano permitem uma difusao
passiva para as células. E rapidamente absorvido, sendo que atinge o pico de concentragio
plasmatica logo passada uma hora apos ingestao.”

A biodisponibilidade absoluta oral foi de 80%, na dose mais baixa estudada. No entanto,
na dose mais alta estudada, a biodisponibilidade foi de apenas 20%. Esta observagao levanta a
possibilidade de que o sulforafano possa ser, em alguma extensao, absorvido através de um
mecanismo dependente de transporte, que fica saturado com doses mais elevadas. Para além
disso, os isotiocianatos tém uma grande afinidade pelas proteinas plasmaticas, presumidamente
pela sua facil interagao com grupos — SH, e é concebivel que o sulforafano, quando em doses
altas, sature os locais de ligagao deixando uma porg¢ao livre disponivel para o metabolismo e
excrecio. E importante referir que a albumina contém um Unico residuo livre de cisteina
(Cys34) e que os valores decrescentes de semivida observados, dependentes de dose, sao
concordantes com tal mecanismo. Nao obstante, em doses mais baixas, nao foram verificadas
diferengas relevantes de concentragao plasmatica entre as 6 e 24h apds administragao
intravenosa ou oral visto que, mais uma vez de acordo com o que foi referido anteriormente,
nestas condigoes o sulforafano se encontra maioritariamente ligado as proteinas plasmaticas
estando, nestas circunstancias, indisponivel para ser metabolizado e excretado.

Em suma, o sulforafano é rapidamente absorvido atingindo alta biodisponibilidade
absoluta, em doses baixas. No entanto, demonstra uma farmacocinética dependente da dose,
com a biodisponibilidade a diminuir com o aumento da dosagem. Esta observagao implica que
o consumo de suplementos de sulforafano possa nao ser tao eficaz como pensado, no que

toca a obtencdo de elevadas concentragdes plasmaticas do composto.®’
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7. | Regulacao Negativa da via Nrf2/ARE

Como tem sido referido, a ativagao do Nrf2 tem potencial terapéutico e a inducao da
via Nrf2/ARE produz uma resposta celular contra o stress oxidativo. No entanto, ha
preocupagoes relativamente ao estimulo desta via de sinalizagao. Keap [-knockout mice indicou
que constante ativagcao do Nrf2 pode ter resultados adversos sérios como hiperqueratose do

trato digestivo superior e promogio da aterosclerose (Fig. 5)."

5H 5H 5SH 5-5 SOH
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HMG-Coi
reductase
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\
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Fig. 5 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase, que catalisa o passo limitante
na sintese do colesterol € mostrado como exemplo de uma enzima que é inativada
pelo stress oxidativo e que é regulada indiretamente pelo Nrf2. Ao diminuir o stress
oxidativo, ha um aumento de HMG-CoA redutase ativa que conduz ao aumento da biossintese

de colesterol e, por consequéncia, aumento da aterosclerose. (Adaptado de Hayes et al,

2014)®

Para além disso, ¢ interessante que a diminuicao da expressao de Nrf2, mediada por
RNA interferente em células cancerigenas do pulmao, induza a formagao de ROS, suprima o
crescimento tumoral e aumente a sensibilidade a quimioterapia, que induz a morte celular.*
Portanto, a inibicao da via Nrf2/ARE pode fornecer uma abordagem benéfica contra a

resisténcia a firmacos, em tratamentos apropriados.'?
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8. | Conclusao

O Nrf2 desempenha fungdes fulcrais na defesa do nosso organismo, tanto contra
agressoes externas como de produtos do nosso proprio metabolismo. O conhecimento
presente neste documento sustenta que &, de fato, peca fundamental na resposta celular ao
stress, induzindo a expressao de enzimas de protecao e manutencao celulares e, portanto,
central 2 homeostasia, afirmando-se como um foco interessante para resolugao de distUrbios
de saude. Do ponto de vista da nutrigenémica, a ativagao do Nrf2 é um dos processos bem
conhecidos que sustenta, em termos mecanisticos e moleculares, a influéncia de compostos
ingeridos na dieta na modificagao da expressao génica e, logo, no metabolismo.

As afirmagoes presentes em suplementos manifestam-se exageradas uma vez que,
como foi visto, a capacidade de indugcao e biodisponibilidade sao muitos baixas para
desencadear uma resposta significativa a nivel sistémico, a exce¢ao do sulforafano. Contudo,
alguns demonstram eficacia pratica a nivel gastrointestinal.

O sulforafano, apesar de apresentar a maior capacidade de indugao e
biodisponibilidade, comparando com os outros fitoquimicos citados, nao exibe essa valéncia
para doses mais altas, sendo que também é um entrave a obtencao de elevadas concentragoes
plasmaticas e efeitos sistémicos.

Para além disso, foi também verificado que ha situagdes em que a regulagao negativa
da via Nrf2/ARE é benéfica, e que o aumento exagerado e continuado é prejudicial.

Concluindo, devemos adotar uma alimentagao saudavel e equilibrada, assim como um
estilo de vida que promova a saude sem conceber a ideia de que existe o elixir da vida,
realizando exercicio fisico e informando-nos sobre os suplementos que queremos tomar, nao

admitindo a partida como verdadeiros os argumentos apresentados nas embalagens.
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Beneficial effects | Deleterious effects

Nrf2 activity

Fig. 6 Efeitos da ativacdo génica regulada pelo Nrf2 Baixos niveis de Nrf2
(indicado a cinzento) em condigdes como o envelhecimento que leva a niveis reduzidos de
genes e enzimas citoprotetoras. Induzindo o Nrf2 usando quimicos dietéticos presentes em
frutas e vegetais providéncia protegao contra varias doengas (indicado a verde). Estimulagao
continua e altos niveis de Nrf2 (mostrado a vermelho) conduzem a efeitos nefastos tais como

aterosclerose e resisténcia a varios farmacos. (Tirado de Kumar et al., 2014)"
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