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RESUMO 
 

MACHADO, Ana Rita Thomazela. Avaliação toxicogenética do dissulfeto de 
dialila associado ao agente quimioterápico sorafenibe: investigação de morte 
celular e expressão de proteínas em células hepáticas humanas in vitro. 2022. 
107f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto, 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022.  
 
O carcinoma hepatocelular é um dos tipos de cânceres mais comuns em adultos. 
O sorafenibe (SORA) é o fármaco de escolha, mas muitos pacientes exibem 
progressão tumoral durante a quimioterapia impulsionando a busca por novos 
tratamentos. A ocorrência da doença pode ser reduzida e/ou seu desenvolvimento 
controlado por meio de efeito sinérgico de fármacos tradicionais e compostos 
bioativos da dieta como o dissulfeto de dialila (DADS), composto organosulfurado 
do alho que exerce atividade antitumoral. Assim, o objetivo deste trabalho foi 
avaliar os efeitos do DADS isolado e associado ao quimioterápico SORA, sobre a 
resposta em célula tumoral de carcinoma hepatocelular (HepG2). Foram realizados 
ensaios de citotoxicidade, morte celular por apoptose e autofagia, migração e 
invasão celular, genotoxicidade e expressão de genes e proteínas relacionadas à 
sinalização de morte tumoral por meio de RT-qPCR e western blot 
respectivamente. No tratamento isolado houve uma redução na viabilidade celular 
a partir de DADS 50 µM e SORA 4 µM. Houve inibição da proliferação celular, 
aumento da proporção de células apoptóticas, aumento na porcentagem de células 
em G1/S acompanhado de diminuição na migração e invasão celular em DADS 
200 µM e SORA 8 µM. Observamos aumento da razão de células autofágicas e do 
dano genotóxico em todos os tratamentos testados. Houve alteração na expressão 
de genes TNF, MMP2, FOS e CHEK2 e das proteínas BAX, BCL-2, CASP3, 
CASP8, LC3 e NRF2. A associação entre os compostos demonstrou efeito 
sinérgico na atuação do fármaco, por meio da modulação de genes e proteínas 
correlacionados com parada de ciclo celular (diminuição de CHEK2), morte celular 
por apoptose (diminuição de FOS e aumento de BAX) e morte por autofagia 
(aumento de LC3). Nossos resultados demonstraram que DADS e SORA, em 
tratamento simultâneo, podem reduzir significativamente a sobrevivência de células 
HepG2 por diferentes mecanismos moleculares. Considerando o combination index 
do tratamento com SORA, com diferentes concentrações de DADS sobre a morte 
celular, essa associação pode representar uma promissora alternativa terapêutica 
para o tratamento de pacientes com carcinoma hepatocelular em estágios 
avançados. 
 
Palavras-chave: câncer de fígado; nutracêutico; Allium sativum L.; dano ao DNA; 
nutrigenômica. 
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ABSTRACT 
 

MACHADO, Ana Rita Thomazela. Toxicological evaluation of diallyl disulfide 
associated with the chemotherapeutic agent sorafenib: investigation of cell 
death and expression of proteins in human liver cells in vitro. 2022. 107f. Thesis 
(Doctoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Universidade de 
São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 
 

Hepatocellular carcinoma is one of the most common cancers in adults. Sorafenib is 
the drug of choice, but many patients follow tumor progression during chemotherapy 
which encourage new treatments. The occurrence or development of the disease can 
be altered by the synergistic effect of traditional drugs and diet bioactive compounds 
like diallyl disulfide (DADS), and organosulfur isolated from allium with antitumor 
effects. Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of DADS alone and 
associated with the chemotherapy SORA in cell viability, apoptosis and autophagy, 
cell migration and invasion, genotoxicity and expression of genes and proteins 
related to tumor death signaling in hepatocellular carcinoma tumor cells (HepG2). In 
the isolated treatment, there was a reduction in cell viability from DADS 50 µM and 
SORA 4 µM. There was inhibition of cell proliferation, increase in the proportion of 
apoptotic cells and in the percentage of cells in G1/S followed by a decrease in cell 
migration and invasion in DADS 200 µM and SORA 8 µM. The ratio of autophagic 
cells and genotoxic damage increased in all treatments tested. There were 
alterations in the expression of TNF, MMP2, FOS and CHEK2 genes and in the BAX, 
BCL-2, CASP3, CASP8, LC3 and NRF2 proteins. The DADS and SORA association 
demonstrated a synergistic effect through the modulation of genes and proteins 
correlated with cell cycle arrest (decrease in CHEK2), apoptosis (decrease in FOS 
and increase in BAX) and autophagy (increase of LC3). Our results demonstrated 
that this association, in simultaneous treatment, can significantly reduce the survival 
of HepG2 cells by different molecular mechanisms. Since the combination index of 
this association between SORA and different concentrations of DADS on cell death, 
this association may represent a promising and alternative therapeutic option in the 
development of new clinical protocols for the treatment of patients with advanced 
stage hepatocellular carcinoma. 
 
Keywords: liver cancer; nutraceutical; Allium sativum L.; DNA damage; 
nutrigenomics. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Carcinoma hepatocelular  

 

O câncer de fígado é o sétimo tipo de câncer mais prevalente no mundo, 

cuja incidência foi de 9,5/100.000 habitantes e a mortalidade de 8,7/100.000 

habitantes no ano de 2020 em ambos os sexos. É o quinto tipo mais incidente 

e o segundo de maior mortalidade entre homens (SIEGEL et al., 2021). Na 

população mundial, a sobrevida média dos pacientes após 5 anos é de apenas 

18% (ZHENG et al., 2018). O câncer primário de fígado continua sendo um 

grande problema para todos os sistemas de saúde em todo o mundo (HUANG 

et al., 2020). Dentre todos os tipos de cânceres hepáticos, o carcinoma 

hepatocelular humano é o de maior relevância (CHACKO; SAMANTA, 2016; 

HSIEH et al., 2016) sendo responsável por aproximadamente 90% dos casos 

de tumores não metastáticos do fígado (VILLANUEVA, 2019). 

Existem variações globais substanciais na incidência e mortalidade por 

carcinoma hepatocelular devido às diferenças no tempo e nível de exposição a 

fatores de risco ambientais e infecciosos, disponibilidade de recursos de saúde 

e a capacidade de detectar a doença em estágios iniciais sendo capaz de 

fornecer um tratamento potencialmente curativo (YANG et al., 2019).  

A infecção crônica por hepatite B e C são as causas mais importantes no 

desenvolvimento do carcinoma hepatocelular sendo responsáveis por 80% dos 

casos (YANG; ROBERTS, 2010; EL-SERAG, 2012; MCGLYNN et al., 2021). 

Estima-se que 257 milhões de pessoas em todo o mundo tenham hepatite B 

crônica e que 20 milhões de mortes entre 2015 e 2030 serão atribuíveis a 

hepatite aguda, hepatite crônica, cirrose e carcinoma hepatocelular causados 

por hepatite B (OMS, 2016). Além disso, calcula-se que 57 milhões de pessoas 

tenham infecção crônica por hepatite C, da qual 10-20% desenvolverá 

complicações hepáticas (TANG et al., 2018). Na maioria dos casos, e 

particularmente em países desenvolvidos, o carcinoma hepatocelular se 

desenvolve como uma sequela de hepatite crônica prolongada, que ocorre 

após os pacientes desenvolverem cirrose hepática (YANG et al., 2019). A 

cirrose alcoólica também é um fator de risco importante para o 

desenvolvimento do carcinoma hepatocelular, mas de menor importância que a 
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cirrose desencadeada por hepatite (WEST et al., 2017). 

A doença hepática gordurosa não alcoólica é um importante fator de 

risco para o carcinoma hepatocelular na maioria dos países desenvolvidos 

(YOUNOSSI et al., 2016a; YOUNOSSI et al., 2016b), sendo o diabetes mellitus 

e a obesidade os principais fatores de risco clínicos para o desenvolvimento da 

doença (WELZEL et al., 2013) que pode desencadear o carcinoma 

hepatocelular mesmo na ausência de cirrose (MITTAL et al., 2016). Ainda, o 

diabetes mellitus está associado a um risco de duas a três vezes maior do 

desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (EL-SERAG et al., 2006; YANG 

et al., 2016). A resistência à insulina e a consequente produção de espécies 

reativas que desencadeiam inflamação parece ter papel na 

hepatocarcinogênese (YANG et al., 2019). 

Há uma forte interação entre a hepatite B e a exposição à aflatoxina no 

risco de câncer hepático (ROSS et al., 1992) a infecção crônica por HBV pode 

induzir a metabolização da aflatoxina B1 inativa à sua forma mutagênica 

AFB1–8,9-epóxido pelo citocromo P450. Ainda, o reparo por excisão, que 

normalmente é responsável pela remoção de adutos de DNA, é inibido pela 

proteína oncogênica do vírus da hepatite B (KEW, 2003). As aflatoxinas são 

micotoxinas potencialmente hepatocarcinogênicas que contaminam cereais e 

sementes oleaginosas sendo a aflatoxina B1,  produzida por Aspergillus sp, a 

de maior relevância (WANG et al., 2020) e reconhecida  por desencadear 

mutações importantes no gene supressor tumoral TP53 (GOUAS et al., 2009).  

O tratamento do carcinoma hepatocelular envolve um complexo 

processo de tomada de decisão, levando em consideração não apenas a 

extensão do tumor e as comorbidades do paciente, mas também a gravidade 

da disfunção hepática (YANG et al., 2019). Frequentemente é diagnosticado 

em estágios avançados da doença, quando as terapias potencialmente 

curativas, que incluem ressecção, ablação ou transplante, têm a sua eficácia 

limitada (CHACKO; SAMANTA, 2016; HSIEH et al., 2016; LLOVET et al., 

2016). Nesses pacientes, a terapia sistêmica permanece essencial e seu papel 

central e potencial estimularam pesquisas na década passada  (HUANG et al., 

2020). Além disso, o carcinoma hepatocelular tem uma heterogeneidade 

genética incomum, o que leva a resistência à quimioterapia e raramente é 

passível de radioterapia, diminuindo efetivamente as opções terapêuticas e, 
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consequentemente, levando a um pior prognóstico (SHIN; CHUNG, 2013). 

O carcinoma hepatocelular possui alta heterogeneidade molecular, que é 

documentada em três níveis (NAULT; VILLANUEVA, 2015). O primeiro nível é 

na comparação de tumores entre pacientes (heterogeneidade interpaciente). 

As análises moleculares de grandes estudos identificaram diferentes 

subclasses moleculares que categorizam amplamente os pacientes em dois 

grupos: subclasses de proliferação e não proliferação (HOSHIDA et al., 2009; 

VILLANUEVA et al., 2011). As duas outras formas de heterogeneidade 

documentada incluem aquela observada entre nódulos tumorais dentro do 

mesmo paciente (heterogeneidade intertumoral) (TORRECILLA et al., 2017) e 

entre regiões diferentes do mesmo nódulo tumoral (heterogeneidade 

intratumoral) (KENMOCHI et al., 1987).  

O sorafenibe (SORA), um inibidor de multiquinase de uso oral, é o 

fármaco disponível para tratamento dos estágios avançados da doença, e sua 

eficácia está relacionada à indução de morte das células cancerosas e 

alteração do microambiente tumoral. O fármaco age inibindo quinases 

intracelulares e da superfície de membrana celular envolvidas na sinalização 

celular, angiogênese e morte celular por apoptose (ANVISA, 2019). Tem como 

alvo os receptores do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR) 1-3, 

receptor-β do fator de crescimento derivado das plaquetas (PGRFR-β) e 

quinases da família do fibrossarcoma rapidamente acelerado (Raf) (KIM; 

VIATOUR, 2020). No entanto, aumenta a sobrevida apenas 2 a 3 meses, isto é, 

muitos pacientes exibem progressão tumoral mesmo durante a quimioterapia e 

este medicamento só pode ser usado em indivíduos com a função hepática 

preservada (LLOVET et al., 2016). O benefício clínico do SORA permanece 

modesto e a complexa patogênese molecular do carcinoma hepatocelular 

estimulou a investigação de combinações de sorafenibe com outros fármacos 

de direcionamento molecular (GAO et al., 2015). Assim, é razoável esperar que 

seu uso combinado proporcione benefícios em comparação com a monoterapia 

(HUANG et al., 2020). 

Na última diretriz da National Comprehensive Cancer Network (NCCN) 

2021, a dose recomendada de sorafenibe foi reduzida e o regime preferencial 

foi alterado para atezolizumab + bevacizumabe, padrão no tratamento de 

carcinoma hepatocelular de primeira linha. Além disso, a imunoterapia 
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antiproteína de morte celular programada 1 (anti-PD-1) pode ser usada como 

tratamento de segunda linha. Ensaios clínicos de fase III sugeriram 

recentemente a eficácia de novos fatores antiangiogênicos, como 

cabozantinibe e ramucirumab, como opção de tratamento de segunda linha. 

Com considerações sobre o surgimento de toxicidade, os ensaios clínicos 

estão investigando combinações das terapias direcionadas acima mencionadas 

com a imunoterapia como tratamento de primeira linha (KOULOURIS et al., 

2021; WEN et al., 2022). 

Devido às opções limitadas de tratamento, aliado ao mau prognóstico da 

doença, há uma necessidade crítica de novas terapias adicionais a fim de 

melhorar a sobrevida e/ou a qualidade de vida dos pacientes (ABDEL-HAMID 

et al., 2018). Resultados de vários estudos pré-clínicos e clínicos durante as 

últimas décadas encorajam o desenvolvimento de metabólitos secundários de 

plantas e componentes de alimentos bioativos para prevenção e tratamento do 

câncer. Agentes naturais, incluindo produtos vegetais, têm sido amplamente 

usados para desenvolvimento de novos medicamentos anticâncer, e mais de 

60% dos medicamentos anticâncer atualmente aprovados são derivados de 

fontes naturais (GULLETT et al., 2010; NEWMAN; CRAGG, 2012; BISHAYEE; 

SETHI, 2016; KOTECHA et al., 2016). 

 

1.2 Compostos bioativos e terapia combinada  

 

Atualmente, considerando os efeitos adversos induzidos por fármacos, a 

tolerância e resistência medicamentosa, os compostos bioativos de alimentos e 

nutracêuticos têm recebido mais atenção à medida que surgem como uma 

nova abordagem na prevenção e tratamento de doenças, com as vantagens de 

serem mais acessíveis, menos tóxicos em relação a medicamentos e 

disponíveis para a população. Os nutracêuticos são compostos bioativos 

presentes em diferentes tipos de alimentos, principalmente em frutas e 

hortaliças, isolados da matriz alimentar, que fornecem efeitos benéficos para a 

saúde além das funções nutricionais (MAO et al., 2018). Vários estudos 

descritos em uma revisão recente da literatura apontam os seus benefícios na 

redução dos efeitos das doenças autoimunes, prevenção do câncer e atividade 

imunomoduladora (ALALI et al., 2021). 
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Os compostos bioativos são ainda capazes de atingir diferentes vias de 

sinalização alteradas, interferindo durante a tumorigênese precoce e também 

durante os processos carcinogênicos tardios, como a invasão, fase pro-

angiogênica e fase metastática (BRAICU et al., 2017), além de muitos produtos 

naturais dietéticos possuírem inibição seletiva sobre células cancerosas (JO et 

al., 2006). Os isotiocianatos de vegetais crucíferos (couve-flor, repolho e 

brócolis), o sulfeto de dialila (um composto organossulfurado do alho), 

isoflavonas (extraída da soja) e o licopeno (um carotenoide do tomate) 

demonstraram efeitos na redução do processo hepatocarcinogênico (ZHOU et 

al., 2016). 

A terapia combinada, medicamento e composto bioativo, permite 

direcionar simultaneamente diferentes vias envolvidas no câncer, aproveitando 

diferentes mecanismos de ação a fim de reduzir o desenvolvimento de 

quimiorresistência (HOUSMAN et al., 2014). Estudos têm demonstrado que 

compostos bioativos da dieta desempenham um papel importante na inibição e 

tratamento de cânceres (SUBRAMANIAM et al., 2019) incluindo o carcinoma 

hepatocelular. A quercetina é um dos polifenóis mais estudados, encontrada na 

cebola, maçã, frutas vermelhas, chá e vinho tinto. Exerce seu potencial 

quimiopreventivo pela inibição e indução das vias de sinalização de 

sobrevivência e morte em células de câncer hepático (OUYANG et al., 2014). 

Dai e colaboradores (2016) demonstraram que a quercetina inibiu a 

proliferação de células de carcinoma hepatocelular humano e induziu apoptose 

por regulação positiva da expressão das proteínas Bad e Bax e regulação 

negativa da expressão de Bcl-2 e Survivina in vitro. Além disso, a quercetina 

inibiu o crescimento do tumor e aumentou a eficácia terapêutica do 5-

fluorouracil in vitro e in vivo. 

Estudos demonstraram que a curcumina, um polifenol de ocorrência 

natural isolado da Curcuma longa, pode reduzir os efeitos adversos causados 

pela cisplatina, incluindo nefrotoxicidade (KUHAD et al., 2007), citotoxicidade 

(YOUM et al., 2017) e neurotoxicidade (MENDONCA et al., 2013). Além disso, 

a curcumina também pode driblar a resistência a cisplatina e aumentar a 

sensibilidade das células tumorais (BORTEL et al., 2015). Amentoflavona, um 

flavonoide derivado da Scutellaria baicalensis¸ promove apoptose in vitro em 

células tumorais hepáticas resistentes ao SORA por meio da modulação da via 



6 
 

extrínseca e intrínseca (CHEN et al., 2017).  

O tratamento associado de SORA com compostos fitoquímicos 

demonstrou efeito promissor. SORA quando associado ao carbinol-3-indol (i3c) 

aumentou a citotoxicidade em células HepG2 mediada por apoptose, promoveu 

parada de ciclo celular na fase G0/G1 e diminuiu seu potencial angiogênico 

(ABDELMAGEED et al., 2016). A combinação de barberina com SORA inibiu 

de maneira dose- tempo-dependente a proliferação de células tumorais de 

fígado (SMMC‑7721e HepG2), aumentou a expressão de PARP e CASP-3 

clivadas e diminuiu a expressão de BCL-2 e VEGF (HUANG et al., 2018). O 

tratamento associado com a fisetina foi mais efetivo na redução do crescimento 

de células humanas de melanoma por meio do aumento da apoptose, clivagem 

de caspase-3 e PARP, expressão de Bax e Bak, inibição de Bcl-2 e da 

expressão de PI3K, fosforilação de MEK1/2, ERK1/2, AKT e mTOR (PAL et al., 

2015).  

 

1.3 Alho e dissulfeto de dialila 

 

A dieta têm sido uma boa fonte de novas moléculas farmacologicamente 

ativas (EL-SABER BATIHA et al., 2020). O alho (Allium sativum L.), um 

membro da família  Amaryllidaceae, é uma planta perene bulbosa originária da 

Ásia central, nordeste do Irã ou deserto Kirghiz da Rússia Ocidental (NAGINI, 

2008; BAEK et al., 2019; MORALES-GONZALEZ et al., 2019). O bulbo de alho 

é comumente usado como um item alimentar, tempero e para fins medicinais. 

O alho é uma das plantas cultivadas mais antigas do mundo e de propriedades 

terapêuticas (NICASTRO et al., 2015; MORALES-GONZALEZ et al., 2019). É 

uma especiaria herbácea aromática e uma das plantas mais utilizadas como 

ingrediente em preparações da medicina tradicional com efeitos profiláticos e 

terapêuticos (AYAZ; ALPSOY, 2007; ADAKI et al., 2014).  

A análise fitoquímica do alho revelou a presença de compostos químicos 

bioativos com e sem enxofre (BOZIN et al., 2008; ZHANG et al., 2020). O alho 

é uma fonte rica de compostos organossulfurados com mais de 33 diferentes 

tipos. Esses compostos contribuem no sabor e benefícios para a saúde 

(NAGINI, 2008; BUTT et al., 2009; ZHANG et al., 2020). O bulbo de alho 

contém ~ 65% de água, ~ 28% de carboidratos, ~ 2,3% de compostos 



7 
 

organussulfurados, ~ 2% de proteína, ~ 1,2 % de aminoácidos livres e ~ 1,5% 

de fibra, bem como ácidos graxos, fenóis e oligoelementos (NAGINI, 2008; 

BUTT et al., 2009; ZHANG et al., 2020). O alho também contém vários 

compostos bioativos não-enxofre, como saponinas, sapogeninas, saponinas 

esteroides, compostos fenólicos, compostos polissacarídeos, alcaloides, 

aminoácidos essenciais, flavonoides, glicosídeos, adenosina, alixina, 

glicosídeos esteroides, lectinas, antocianinas, óleo essencial, prostaglandinas, 

frutano, pectina, vitaminas B1, B2, B6, C e E, biotina, ácido nicotínico, ácidos 

graxos, glicolipídios e fosfolipídios (DE GREEF et al., 2021). 

Devido às diferenças na solubilidade, ambos os conjuntos de compostos 

têm diferentes biodisponibilidade e características farmacocinéticas. O 

composto hidrossolúvel que tem sido mais extensivamente estudado é o S-

alilcisteína, enquanto o composto lipossolúvel mais estudado é a alicina 

(MILNER, 2006).  

O principal composto organossulfurado tanto no alho cru quanto no alho 

em pó é a aliína, composto não volátil devido aos seus grupos amino e 

carboxila. Quando o alho cru é fatiado, mastigado ou esmagado, uma enzima 

vacuolar chamada aliinase é liberada. Essa enzima reage com a aliína e 

produz intermediários reativos. Então, o ácido alilsulfênico reage 

espontaneamente com uns aos outros para formar um tiossulfinato de alquenil 

alceno, um alceno instável conhecido como alicina – responsável por seu odor 

pungente típico. A alicina imediatamente se decompõe formando uma 

variedade de compostos organossulfurados, incluindo sulfeto de dialila, 

dissulfeto de dialila (DADS), trissulfeto de dialila, ditiínas e ajoeno (Figura 1). 

Esta decomposição ocorre dentro de horas à temperatura ambiente e dentro de 

minutos durante o cozimento (DE GREEF et al., 2021). 
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Figura 1. Reações catalíticas enzimáticas da aliína e formação de diferentes 
compostos organussulfurados do alho 

 

Fonte: Adaptado de De Greef et al., 2021. 

 

Os componentes do alho exercem efeitos quimioterápicos por meio da 

modulação de várias vias de sinalização e genes envolvidos na oncogênese, 

invasão e metástase. Foi demonstrado que os compostos derivados do alho 

aumentam a regulação das proteínas de sinalização envolvidas na apoptose 
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(Bax, FAS, caspases, citocromo c, Rb, p21 e p53), diminuem os fatores pró-

inflamatórios (NF-κB, COX-2, interleucinas e citocinas), aumentam a parada do 

ciclo celular, aumentam os marcadores (GSH) e enzimas antioxidantes 

(catalase, SOD, glutationa peroxidase), diminuem os fatores angiogênicos 

(VEGF e HIF-1α), inibem os fatores proliferativos (ciclinas, EGRF e MEK1), e 

diminuem os fatores pró-invasivos (MMP-9, MMP-2 e Snai1) (DE GREEF et al., 

2021). 

Seus efeitos imunomoduladores e antitumorais têm sido demonstrados 

in vitro e in vivo. Shang et al. (2019) relataram que os mecanismos anticâncer 

dos extratos de alho foram atribuídos à inibição do crescimento e proliferação 

celular, regulação do metabolismo carcinogênico, estimulação da apoptose, 

prevenção da angiogênese, invasão e migração e, portanto, redução de efeitos 

adversos. Compostos organossulfurados presentes nos extratos lipossolúveis 

podem promover parada no ciclo celular, induzir a morte celular por apoptose, 

aumentar a acetilação de histonas, influenciar a comunicação intercelular na 

junção gap e modular o estado redox intracelular (ICIEK et al., 2009). Em 

relação ao câncer, estudos epidemiológicos têm demonstrado associação 

negativa do alho com uma variedade de tipos de cânceres, com a maioria 

desses efeitos mencionados sendo atribuídos principalmente aos compostos 

organossulfurados do alho (CHU et al., 2013; RYU; KANG, 2017; AGBANA et 

al., 2020). Por causa dessas atividades sobre o câncer, o alho se tornou um 

dos principais temas de interesse em pesquisas quimiopreventivas e 

quimioterápicas (DE GREEF et al., 2021). 

O DADS é um composto organossulfurado derivado de alho e algumas 

outras plantas do gênero Allium. Junto com o trissulfeto de dialila e o 

tetrassulfeto de dialila é um dos principais componentes do óleo destilado de 

alho (YI; SU, 2013). É um líquido amarelado, insolúvel em água e com um forte 

odor de alho. É produzido durante a decomposição da alicina, que é liberada 

após esmagamento do alho e outras plantas do gênero. É um componente 

importante do alho cozido e um composto organossulfurado natural no alho 

processado que representa 40-60% do total de sulfetos lipossolúveis (YI; SU, 

2013). 

Estudos farmacológicos demonstraram que DADS possui inúmeras 

atividades biológicas, entre as quais a antimicrobiana (LI et al., 2018; UZUN et 
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al., 2019) e anticâncer (YI; SU, 2013; XIA et al., 2019) são as atividades mais 

eficazes e com maior número de estudos, sendo consideradas as principais 

razões para a ingestão de alho em humanos. Além de suas atividades 

anticâncer, os efeitos farmacológicos do DADS também são estendidos as 

células, tecidos ou órgãos não cancerosos. Anti-inflamação e anti-oxidação são 

dois principais mecanismos para os efeitos protetores celulares de DADS (QIU 

et al., 2020; XU et al., 2020). Mecanismos incluindo a ativação de proteínas 

quinase B (Akt) e quinase 1/2 regulada por sinal extracelular (ERK1/2) 

(KHATUA et al., 2016; MA et al., 2020; XU et al., 2020) e a inibição de histona 

desacetilases (HDACs) (MYZAK et al., 2006), também medeiam os efeitos 

protetores celulares do DADS, constituindo um modulador efetivo de proteínas 

quinases/fosfatases, que inibe as fases de iniciação e promoção tumoral (YI; 

SU, 2013). Seus mecanismos de ação incluem: a ativação de enzimas 

metabolizadoras que detoxificam carcinógenos, supressão da formação de 

adutos de DNA, regulação da parada do ciclo celular, indução de apoptose, 

inibição da angiogênese, modificação das histonas e diminuição da invasão 

tumoral (MILNER, 2006; MIRODDI et al., 2011). Sua atividade antitumoral in 

vitro já foi descrita em células de câncer de mama (LEI et al., 2008), cólon 

(SONG et al., 2009), próstata (XIAO et al., 2020) e fígado (WEN et al., 2004).  

Antioxidantes são substâncias que previnem, reduzem ou reparam 

danos nos tecidos causados por espécies reativas. Vários estudos mostraram 

que o DADS possui uma variedade de propriedades andtioxidantes 

(LOCATELLI et al., 2017; JANG et al., 2018; LIU et al., 2018; ZHANG et al., 

2020), o que inclui um efeito direto na produção de espécies reativas (SONG et 

al., 2021). O tratamento com DADS pode ativar enzimas antioxidantes, como 

glutationa S-transferase (GST), catalase, heme oxigenase-1 (HO-1) e 

superóxido dismutase, que podem converter peróxidos em substâncias menos 

tóxicas ou inativas por meio da redução da oxidação, protegendo células e 

tecidos de espécies reativas (LEE; JOHNSON, 2004; KRAJKA-KUZNIAK et al., 

2017; LIU et al., 2018). 

As propriedades antiproliferativas do DADS em diferentes linhagens de 

células tumorais humanas, estão relacionadas com a capacidade desse 

composto bioativo em bloquear as células na fase G2/M do ciclo celular (YI; 

SU, 2013). Suangtamai e Tanyong (2016) verificaram que o dissulfeto de dialila 
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foi capaz de induzir morte celular por apoptose e autofagia em linhagens de 

leucemia mielóide (K562 e NB4) por meio da ativação da via mTOR. O DADS 

também aumentou a taxa de células em apoptose pela redução da expressão 

do gene BCL-2, apesar de baixa citotoxicidade em células epiteliais humanas 

do esôfago de Barrett (BAR-T), que são reconhecidas como precursoras do 

adenocarcinoma de esôfago (FENG et al., 2017). Em células de leucemia 

humana (linhagem HL-60) esse composto bioativo apresentou múltiplos alvos 

para intervenção, tais como indução de apoptose e bloqueio do ciclo celular na 

fase G2/M e alterou a expressão de proteínas associadas com os processos de 

invasão e migração celular (LING et al., 2017), sendo a sua ação antitumoral 

regulada pela via Rac1-ROCK1-LIMK1-cofilina 1 (LING et al., 2020). Nas 

células da linhagem de câncer de mama triplo-negativo o DADS foi capaz de 

aumentar a frequência de células em apoptose e reduzir o potencial 

metastático dessas células, por meio da redução da expressão dos genes BCL-

2 e MMP-9 (HUANG et al., 2015).  

A linhagem celular humana endotelial de cordão umbilical (HUVEC) foi 

utilizada em alguns experimentos a fim de comparar os resultados encontrados 

com aqueles obtidos na linhagem tumoral hepática HepG2 e observar se há 

seletividade dos resultados. Outros estudos na literatura também utilizaram a 

linhagem HUVEC como modelo de células não tumoral comparando seus 

resultados com os obtidos em células HepG2 (HAN et al., 2008; CORIAT et al., 

2012; XIANG et al., 2015; VAKILI ZAHIR et al., 2018; YURDACAN et al., 2019; 

MUSTAFA et al., 2020). As células endoteliais estão envolvidas na troca de 

metabólitos entre o sangue e os tecidos, na homeostase sanguínea, na 

cicatrização de feridas e podem ser alvo de numerosos xenobióticos 

(HENDERSON, 1991; GUTIERREZ-PRAENA et al., 2012). 

Os resultados promissores do dissulfeto de dialila em diferentes 

linhagens tumorais estimulam novas pesquisas com esse composto bioativo na 

prevenção ou tratamento, em novas abordagens para pacientes oncológicos 

com hepatocarcinoma celular em estágio avançado. Assim, a hipótese desse 

estudo foi avaliar um possível efeito sinérgico na combinação do dissulfeto de 

dialila e do quimioterápico sorafenibe sobre a indução de morte das células 

HepG2, por mecanismos de autofagia e/ou apoptose, indução de danos no 

DNA e modulação da expressão de proteínas.  
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2. CONCLUSÕES 

 

A partir dos resultados apresentados, nas condições experimentais 

descritas, podemos concluir: 

 No ensaio de viabilidade celular por resazurina, o dissulfeto de dialila 

diminuiu a viabilidade celular em células HepG2 após 48h de tratamento à 

partir de 100 µM e em células HUVEC após 24h. E o sorafenibe a partir de 4 

µM.  

 Na viabilidade pelo ensaio de LIVE/DEAD, observamos diminuição da 

viabilidade celular a partir da concentração de 50 µM em ambas linhagens 

celulares. 

 O tratamento simultâneo por 72h foi o mais efetivo na redução da 

viabilidade celular e em células HepG2 todas as combinações testadas foram 

mais efetivas que o tratamento isolado na avaliação da viabilidade celular por 

resazurina e LIVE/DEAD em células HepG2 e as associações de 50 e 200 µM 

DADS + 8 µM SORA. Em células HUVEC, todos os tratamentos isolados e 

somente a maior concentração associada reduziu a viabilidade celular. 

 Houve inibição da proliferação de células HepG2 nas concentrações de 

100 e 200 µM de DADS e em todas as concentrações testadas em células 

HUVEC. 8 µM de sorafenibe diminuiu a proliferação de ambas as linhagens 

celulares. Todavia, o tratamento associado demonstrou inibir a proliferação 

celular de maneira igual ao tratamento isolado com sorafenibe. 

 Há um aumento na proporção de células HepG2 apoptóticas no 

tratamento de 200 µM de dissulfeto de dialila e 8 µM de sorafenibe e um efeito 

sinérgico na combinação dos compostos. Há um aumento na porcetagem de 

células em G1/S no tratamento com sorafenibe.  

  A razão de células autofágicas aumentou em todos os tratamentos 

isolados em HepG2 e na maior combinação associada testada. Em células 

HUVEC, todos os tratamentos isolados aumentaram a razão, mas apenas a 

maior combinação associada testada foi maior que os tratamentos isolados. 

 Há uma diminuição na migração de células HepG2 e HUVEC em todos 

os tratamentos (isolados e associados) à partir de 24h de tratamento sem 

alteração estatística entre eles.  
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 A invasão celular foi inibida em células HepG2 e HUVEC no tratamento 

isolado por sorafenibe e 200 µM DADS e na maior associação testada. 

 Observa-se diminuição na produção de ER nas células HepG2 nas 

concentrações testadas de dissulfeto de dialila e sorafenibe em todos os 

tempos testados e uma inibição do efeito na produção de ER do sorafenibe 

quando associado ao dissulfeto, observando-se seu efeito antioxidante. 

 Todas as concentrações testadas aumentaram o dano genotóxico pelo 

ensaio do cometa, mas apenas a maior associação foi mais efetiva que os 

compostos isolados em células HepG2. 

 Há alteração na expressão de genes TNF, MMP2, FOS e CHEK2 em 

células HepG2 e das proteínas BAX, BCL-2, CASP3, CASP8, LC3 e NRF2. 

 Em células HUVEC, os genes alterados foram CDK1, CD44, CHEK2, 

TNF e as proteínas BAX, CASP3 e CASP8. 

 
CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados apresentados mostraram efeito sinérgico do efeito do 

medicamento sorafenibe na inibição da viabilidade celular e na indução de 

morte celular por apoptose e autofagia, indução de gentotoxicidade em células 

humanas HepG2 na associação com o DADS no protocolo de tratamento 

simultâneo. Os dados de proliferação celular, migração e invasão não 

apresentaram os mesmos efeitos sinérgicos entre o sorafenibe e o DADS. 

O tratamento associado também não foi seletivo para as células 

tumorais e apresentou efeitos sinérgicos na inibição da viabilidade de células 

HUVEC. Contudo, a fração de sobrevivência no ensaio clonogênico observada 

nos tratamentos associados foi maior nas células HUVEC em comparação com 

as células HepG2. As alterações na expressão de genes e proteínas 

demonstram que a via de sinalização PI3K/Akt/mTOR está envolvida nos 

resultados encontrados. 

 Considerando o combination index da associação do sorafenibe e 

diferentes concentrações de DADS sobre a viabilidade e morte celular, além da 

baixa citotoxicidade do DADS em células HepG2 e HUVEC, essa associação 

pode representar uma promissora e alternativa opção terapêutica no 

desenvolvimento de novos protocolos clínicos para o tratamento de pacientes 
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com carcinoma hepatocelular em estágios avançados.  
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