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RESUMO
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Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

SILIMARINA MODIFICA A ATIVIDADE DA NA*/K*-ATPASE E DA
MAO E MODULA A ACAO DE ANTIMICROBIANOS IN VITRO

AUTORA: DAYANNE RAKELLY DE OLIVEIRA
ORIENTADORA: Dré. ROSELEI FACHINETTO
CO-ORIENTADOR: Dr. IRWIN ROSE ALENCAR DE MENEZES
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 10 de junho de 2015.

A Silimarina é um complexo de flavonolignanas isolado das sementes de Silybum marianum, sendo
utilizada no tratamento de disturbios relacionados ao estresse oxidativo, incluindo hepatopatias e
doencas neuroldgicas, como a Doenca de Parkinson. Embora a silimarina seja referida por possuir uma
variedade de propriedades farmacoldgicas, incluindo efeitos anti-inflamatorio, anticancerigeno e
neuroprotetor, informagdes sobre o seu potencial antimicrobiano e modulador de farmacos contra a
resisténcia microbiana sdo escassas na literatura. Além disso, o possivel envolvimento da acdo
antioxidante no seu efeito neuroprotetor, e sobre a atividade de enzimas importantes do Sistema
Nervoso Central (como a Na'/K'-ATPase e a monoamina oxidase - MAO), ainda ndo foi
completamente elucidado. Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito da silimarina na
atividade das enzimas Na‘/K*-ATPase e MAO bem como a sua capacidade de modular a acdo de
antimicrobianos in vitro. Os resultados demonstraram que a silimarina sequestrou o radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilidrazina) e também reduziu significativamente a peroxidagdo lipidica em
homogeneizado de cérebro de ratos induzida por nitroprussiato de sodio (5 uM) e Fe*? (10 uM). A
silimarina protegeu contra a oxidagdo dos grupos tidis proteicos (e ndo proteicos) induzida pelos pro-
oxidantes e evitou a diminuicdo na atividade da catalase causada pelos pré-oxidantes, na concentragéo
de 30 ug/mL. A incubacéo de diferentes concentragdes de silimarina aumentou a atividade da enzima
Na'/K*-ATPase e reduziu a atividade das enzimas MAO-A e MAO-B. No entanto, a inibicdo da
MAO-B foi mais pronunciada. A avaliacdo dos parametros cinéticos demonstrou que a silimarina nao
alterou de forma significativa os valores de K, para a MAO-A e MAO-B, mas causou diminui¢ao nos
valores de V. para as duas isoformas da enzima. No que diz respeito a atividade antimicrobiana, a
silimarina e o seu principal componente ativo, a silibinina, ndo demonstraram atividade antibacteriana
e antifngica clinicamente relevante (com valores de CIM - concentragdo inibitoria minima superiores
a 500 pg/mL). No entanto, a silibinina apresentou atividade antibacteriana clinicamente significativa
contra Escherichia coli com CIM/8 de 64 pg/mL. A combinagdo de silibinina ou silimarina
demonstrou efeito sinérgico modulando a eficacia de farmacos antibidticos (amicacina, gentamicina,
ciprofloxaxino ou imipenem) ou antiflngicos (mebendazol ou nistatina) particularmente da classe dos
aminoglicosideos, contra as cepas multirresistentes de E. coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus. No entanto, a silibinina antagonizou o efeito antibacteriano da gentamicina e
do imipenem contra P. aeruginosa. Da mesma forma, a silimarina e a silibinina tiveram efeito
antagbnico com a nistatina contra Candida albicans, Candida tropicalis e Candida kruzei. Em
concluséo, os resultados mostraram que a silimarina altera as atividades da Na'/K*-ATPase e MAO,
indicando que o seu efeito neuroprotetor ndo esta apenas associado a sua capacidade antioxidante. O
potencial da silimarina e da silibinina para modular o efeito de fA&rmacos antimicrobianos sugere uma
alternativa para o controle das infec¢des bacterianas provocadas pela resisténcia aos antibioticos.

Palavras-chave: Silimarina. Silibinina. Estresse oxidativo. Monoamina oxidase. Na'/K*-ATPase.
Peroxidacao lipidica. Concentracdo inibitoria minima. Modulacdo antimicrobiana.
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The Silymarin is a flavonolignan complex isolated from milk thistle seeds of Silybum marianum being
used in the treatment of injury related to oxidative stress, including liver and neurological diseases, as
Parkinson disease. Although silymarin has been reported to possess a variety of pharmacological
properties including anti-inflammatory, anticarcinogenic and neuroprotective effects, information
regard its antimicrobial and drug modulator potential against microbial resistance is scanty in the
literature. In addition, the possible involvement of antioxidant activity in its neuroprotective effect,
and on the activity of important enzymes of the central nervous system (i.e., Na'/K*-ATPase and
monoamine oxidase (MAO)) have not yet been completely elucidated. Therefore, the objective of this
study was to investigate the effect of silymarin on the activity of the enzymes Na*/K*-ATPase and
MAO as well as its ability in to modulate the action of antimicrobials in vitro. The results
demonstrated that silymarin scavenged the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical and, also
reduced significantly the Fe’* (10 pM) and SNP (sodium nitroprusside, 5 uM) induced lipid
peroxidation in rat brain homogenate. Silymarin protected against the oxidation of thiol groups
(protein and non-protein) induced by the pro-oxidants, and avoided the reduction in the activity of
catalase caused by pro-oxidants at a concentration of 30 pg/mL. The incubation of different
concentrations of silymarin increased the activity of Na'/K*-ATPase enzyme and reduced the activity
of the enzymes MAO-A and MAO-B. However, the inhibition of MAO-B was more pronounced. The
evaluation of the kinetic parameters demonstrated that Silymarin did not alter significantly the Km
values for MAO-A and MAO-B, but caused a decrease in Vmax values for both isoforms of the
enzyme. With regard to the antimicrobial activity, silymarin and its major active constituent silybin,
did not demonstrate antibacterial and antifungal activities not relevant from a clinical point of view
(with values of MIC - minimal inhibitory concentration- > 500 pg/mL). However, silybin showed
clinically significant antibacterial activity against Escherichia coli with MIC/8 = 64 pg/mL. The
combination of sylimarin and silybin demonstrated synergistic activity modulating the efficacy of
antibiotics drugs (amikacin, gentamicin, ciprofloxaxin ou imipenem) or antifungal (mebendazole ou
nystatin), particularly from the class of aminoglycosides, against multiresistant strains Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. However, silybin antagonized the
antibacterial effect of gentamicin and imipenem against P. aeruginosa. Similarly, silymarin and
silybin had antagonistic effect with nystatin against Candida albicans, Candida tropicalis and
Candida kruzei. In conclusion, the results showed that silymarin alters the activities of Na'/K*-ATPase
and monoamine oxidase, indicating that its neuroprotective effect is not only associated to its
antioxidant capacity. The potential of silymarin and silybin to modulate the effects of the drugs
suggests an alternative to control bacterial infections caused by antibiotics resistance.

Keywords: Silymarin. Silibinin. Oxidative stress. Monoamine oxidase. Na'/K'-ATPase. Lipid
peroxidation. Minimal inhibitory concentration. Antimicrobial modulation.
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APRESENTACAO

Esta tese aborda assuntos relativos a linha de pesquisa de estresse oxidativo e
patologias humanas associadas. Encontra-se estruturada da seguinte forma:

No item INTRODUGCAO consta uma Reviso da Literatura com explanacao sobre 0s
temas abordados na tese.

Os itens MATERIAIS E METODOS, RESULTADOS e DISCUSSAO estfo
apresentados na forma de dois artigos seguindo as normas dos respectivos periddicos.

Os itens DISCUSSAO E CONCLUSOES estdo no final da tese e trazem
interpretacdes e comentarios sobre os resultados descritos nos artigos a luz dos autores e
ainda, o item PERSPECTIVAS DO ESTUDO aponta a possibilidade de novos estudos a
partir dos resultados obtidos.

As REFERENCIAS estdo citadas nos artigos, e as referéncias utilizadas para a
INTRODUGCAO E DISCUSSAO estéo elencadas no final da tese.



1 INTRODUCAO

1.1 A Geragéo de espécies reativas e o0 estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e especies reativas de nitrogénio (ERNS) sdo
produzidas durante os processos metabdlicos fisiologicos. Essas, incluem espécies nédo
radicalares, como o perdxido de hidrogénio (H.O,) e radicalares, tais como, o &nion
superdxido (O’2), o radical hidroxila (OH’), o éxido nitrico (NO) e o peroxinitrito (ONOQO"),
estando envolvidas na fagocitose, na producdo energética, no crescimento celular, na
sinalizacdo intercelular e na sintese de importantes substancias bioativas (DROGE, 2002;
DIAZ et al., 1998).

Os radicais livres (RL) apresentam uma estrutura quimica que possui um elétron
desemparelhado em seu eixo orbital externo, o que o torna extraordinariamente reativo a
interacdo com elementos celulares. Um RL é extremamente instavel, possui vida média muito
curta e procura estabilidade por meio do pareamento de seus elétrons. Logo, os radicais livres
podem causar danos a saude humana por reagirem com substratos bioldgicos, proteinas,
lipideos de membrana, sendo que os danos mais graves sdo aqueles provocados ao &cido
desoxirribonucleico (DNA) e ao acido ribonucleico (RNA) (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1998; HALLIWELL, 2006).

Reconhecidamente um RL pode reagir com o0s &cidos graxos poli-insaturados
presentes nas membranas celulares e provocar alteragdes estruturais significativas na
permeabilidade da membrana, com extravasamento de fluidos e sua ruptura. Alguns tecidos e
Orgdos apresentam uma suscetibilidade maior & acdo de EROs. O cérebro ¢ um orgéo
particularmente vulneravel, pois possui baixos niveis de defesa antioxidante e ainda, altos
niveis de acidos graxos poli-insaturados, além de utilizar grandes quantidades de oxigénio,
sendo, portanto, mais vulneravel aos efeitos provocados pelas EROs (SULTANA,;
BUTTERFIELD, 2004).

As EROs e outros radicais livres podem ser produzidas por fontes enddgenas ou
exogenas. As principais fontes enddgenas de radicais livres sdo as mitocondrias, através do
metabolismo oxidativo; 0s peroxissomos, 0s quais sdo ricos em enzimas que geram H,O;; o

citocromo P-450, o qual catalisa reacdes que geram o O7,; a fagocitose, a qual acelera o
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consumo de oxigénio e subsequente formacdo de RL. Como fontes exdgenas, podem ser
citados a radiacdo, o cigarro, solventes organicos, farmacos, como o paracetamol, por
exemplo (SALVADOR; HENRIQUES, 2004).

E importante mencionar que a producdo excessiva de EROs e/ou de ERNs ou uma
deficiéncia nas defesas antioxidantes ou ainda, a combinacdo de ambas situacdes, pode
acarretar uma condicdo conhecida por estresse oxidativo - EO (SILVA et al., 2005; VALKO
et al., 2006), sendo necessaria a acdo de um sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico
e/ou enzimatico para a manutencao do equilibrio redox. Fazem parte do sistema de defesa
antioxidante endogeno importantes enzimas, a exemplo da catalase - Cat, superdxido
dismutase — Sod, glutationa peroxidase — GPx e glutationa redutase — GR, além de
antioxidantes, como a glutationa - GSH, podendo também, a dieta humana ser fonte de
antioxidantes exdgenos como vitaminas A, E e C e flavonoides, por exemplo (FINKEL;
HOLBROOK, 2000). Dentre os antioxidantes enddgenos podemos ressaltar a glutationa, a
qual constitui um importante recurso para evitar danos oxidativos. Essa biomolécula é
imprescindivel a funcbes vitais como, manutencdo do equilibrio tidlico e neutralizacdo de
radicais livres (SALVADOR; HENRIQUES, 2004; LU, 1999).

A partir da compreensao dos danos que o EO pode provocar ao organismo humano,
varios modelos de inducdo de dano oxidativo in vitro e in vivo tem sido propostos e
empregados para a avaliacdo da capacidade antioxidante de extratos de plantas e seus
constituintes fitoquimicos com vistas a descobertas de produtos antioxidantes de origem
vegetal (HALLIWELL, 2006).

1.1.1 Indutores quimicos de dano oxidativo

Alguns compostos quimicos podem induzir o estresse oxidativo em organelas
celulares, sendo inclusive utilizados em modelos experimentais in vitro. O ferro é um
elemento essencial as funcdes orgénicas. Porém, o excesso deste ion pode ocasionar uma
producdo excessiva de radicais livres, disfuncdo mitocondrial, distdrbios na homeostase do
calcio que, por conseguinte, irdo desencadear dano ao citoesqueleto e morte celular (OWENN
et al., 1997; CONNOR, 1997). O mecanismo pelo qual o ferro promove a lesdo celular esta

relacionado a producdo de radicais hidroxila, a partir da reagdo de Fenton. Nesta, um metal de
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transicdo reduzido, como o ferro, doa um elétron para o H,O,, o qual é posteriormente
convertido ao radical hidroxila (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1998).

Outro composto citotoxico € o nitroprussiato de sodio (NPS) dada a sua capacidade de
liberar cianeto e/ou Oxido nitrico. O &xido nitrico estd envolvido em varios processos
fisiol6gicos, como a neurotransmissdo, a regulacdo do estado inflamatério (agregacéo
plaquetéria e vasodilatacdo), quimiotaxia e ainda, efeito bactericida (SAHA et al., 2006;
YUAN, et al., 2009). Entretanto, em elevadas concentracdes, 0 6xido nitrico pode conduzir a
formacdo do peroxinitrito (ONOQO’) como resultado de reacdo do anion superoxido,
potencializando o status oxidativo, levando a peroxidacédo lipidica, oxidacdo de proteinas e
danos ao DNA (BATES et al., 1991; CHEN et al., 1991; DAWSON et al., 1991; RAUHALA
et al., 1998). Adicionalmente, o 6xido nitrico interfere no sistema de defesa antioxidante
devido a sua capacidade de inibir a atividade de enzimas, como a catalase (COOPER, 1999;
BROWN, 1995). Por sua vez, o cianeto causa inibi¢cdo no complexo 1V da cadeia respiratoria,
agindo na citocromo oxidase com subsequente bloqueio no transporte de elétrons e da
fosforilacdo oxidativa. Como resultado deste processo, tem-se uma utilizacdo insuficiente do
oxigénio (JENSEN, 2002).

Esses modelos de indugdo de dano oxidativo celular auxiliam, portanto, na avalia¢éo
do potencial antioxidante de substancias apontadas como possuidoras de efeito protetor contra
0 estresse oxidativo. Este, por sua vez, pode ser responsavel por uma diversidade de
condi¢cdes morbidas, dentre elas, doencas neuroldgicas. Portanto, acredita-se na relevancia de
se investigar o possivel efeito de produtos antioxidantes sobre enzimas importantes ao

funcionamento do Sistema Nervoso Central.

1.1.2 Enzima Na'/K*-ATPase

A Na'/K*-ATPase é uma enzima de natureza sulfidrilica sensivel a acdo de agentes
oxidantes, responsavel pela clivagem de uma molécula de adenosina trifosfato (ATP), com
formacgéo de adenosina difosfato (ADP), liberando energia para o transporte transmembrana
de Na* e K. Esta enzima ¢é imprescindivel ao equilibrio eletrolitico celular, ao controle dos
potenciais de membrana celular, bem como, a regulacdo da liberacdo e captacdo de
neurotransmissores (ZHAN et al., 2004). Encontra-se presente em grandes quantidades nos
neurdnios e células gliais (KWON et al., 2003).
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A manutencdo do gradiente ibnico negativo dentro da célula (altas concentragdes de
Na® extracelular e de K intracelular) é vital as fungbes celulares, bem como, para a
excitabilidade neuronal e equilibrio do volume de células neuronais (ERECINSKA; SILVER,
1994). O déficit de energia, 0 aumento excessivo na producdo de espécies reativas e
consequente, estresse oxidativo celular acarretam alteragOes na atividade da Na'/K*-ATPase
(ZHANG et al., 2008). Estudos apontam que prejuizos a enzima Na*, K*-ATPase conduzem
a entrada excessiva de célcio para o interior da célula, e que esta sobrecarga, ocasiona eventos
citotoxicos, disfuncdo mitocondrial, geracdo de radicais livres e apoptose (GREENE et al.,
1993; DEDEOGLU et al., 2002).

A regulacdo da atividade da Na*/K*-ATPase é realizada por moduladores enddgenos e
pela fosforilagdo proteica, sendo que a funcdo da mesma pode ser prejudicada por situacdes
de estresse oxidativo (FOLMER et al., 2004; MICHEL et al., 2007). Evidéncias cientificas
apontam que uma diminuicdo na atividade desta enzima esta relacionada com a patogenia da
depressdo (EI-MALLAKH; WYATT, 1995; EI-MALLAKH; LI, 1993) e déficits cognitivos
em varios modelos de doencas neuroldgicas, como a Doenca de Parkinson (DP) e Doenca de
Alzheimer (JOVICIC et al., 2008; BAGH et al., 2008). Modelos experimentais demonstraram
que o tratamento crénico com farmacos antidepressivos (p.e.: Fluoxetina) € capaz de ativar a
enzima Na'/K*-ATPase em cérebro de ratos (ZANATTA et al., 2001).

1.2 O envolvimento da monoamino oxidase na patogénese de doencas neuroldgicas

A enzima monoamino oxidase (MAO), contendo o cofator flavina-adenosina-
dinucleotideo (FAD) acoplado a membrana mitocondrial externa, é encontrada nos terminais
nervosos, figado e outros 6rgéos, sendo responsavel pela desaminagdo oxidativa e inativacao
de aminas biogénicas, convertendo-as em aldeidos correspondentes. Neurotransmissores, a
exemplo da dopamina, norepinefrina e serotonina, sdo substratos da MAO (RANG et al.,
2012). Duas isoformas da MAO oxidam as monoaminas (MAO-A e MAO-B), cuja diferenca
primordial é a especificidade quanto ao substrato e a inibi¢do. As duas isoformas demonstram
estruturas terciarias bem semelhantes. Porém, apresentam particularidades em seus sitios
cataliticos, caracteristica responsdvel pela diferenca na suscetibilidade a inibicdo. As
diferengas mais pronunciadas ocorrem na area do sitio ativo relacionada ao reconhecimento

do substrato (SOZIO et al., 2012). Ambas isoformas sdo encontradas no tecido neuronal,
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sendo que a MAO-A metaboliza preferencialmente serotonina e norepinefrina. Por sua vez, a
MAO-B ¢ encontrada especialmente nas plaquetas, e possui maior afinidade pela
feniletilamina e benzilamina. No tecido cerebral, a dopamina é de forma predominante,
oxidada pela MAO-B, localizada nas células gliais (BINDA et al., 2011; ELHWUEGI, 2004).

Um dos fatores relacionados a neuropatogénese da DP é o estresse oxidativo resultante
da excessiva geracdo de EROs. Diversos processos celulares sdo estimulados por baixas
concentracdes de EROs. Entretanto, estas espécies podem aumentar a peroxidacéo lipidica e
modificar proteinas e acidos nucléicos, resultando em neurodegeneracdo (ZOROV et al.,
2005). O estresse oxidativo associado ao metabolismo da dopamina tem sido relacionado a
producdo de espécies reativas e de metabdlitos toxicos nos neurénios dopaminérgicos, onde a
dopamina funcionaria como uma neurotoxina enddgena, favorecendo a exposicdo neuronal a
danos oxidativos. Este seria um dos mais relevantes fatores envolvidos na fisiopatologia da
DP (JENNER, 2004). Como parte do processo de oxidacdo ndo enzimatica, a dopamina perde
um elétron levando a formac&o de radical dopamina semiquinona, que pode oxidar proteinas e
modificar o DNA. A sequéncia de eventos, com perda de mais um elétron, conduz a formacéo
de dopamina orto-quinona, que pode reagir com tiois e proteinas. Acrescente-se que a
presenca de metais de transi¢cdo e/ou oxigénio molecular contribui para a formacdo de EROs
(SULZER; ZECCA, 2000).

A oxidacdo enzimatica da dopamina, por acdo da MAO-A ou MAO-B, leva a
formacdo do aldeido correspondente, DOPAL (3,4-di-hidroxifenilacetaldeido) e a geracdo de
H,O,, que por sua vez, em presenca de Fe?*, participa da producdo de radicais hidroxila. O
DOPAL ¢ um aldeido extremamente reativo que apresenta toxicidade bem superior a
dopamina, sendo que a formacdo de EROs na oxidacdo do DOPAL esta relacionado ao seu
envolvimento na DP (ANDERSON et al., 2011).

Evidéncias da literatura demonstram que alteracGes na concentracdo de monoaminas
podem causar prejuizos em diversas funcdes fisiologicas. A atividade anormal da MAO-B
tem sido associada a varias patologias neurologicas, como a Doenca de Parkinson (DP) e
Doenca de Alzheimer, ao passo que a MAO-A esté relacionada a problemas psiquiatricos,
como a depressao e a ansiedade (YOUDIM; BAKHLE, 2006).

E importante esclarecer que a regulacio destas enzimas é fator de grande relevancia.
Desta forma, inibidores da MAO-A sdo empregados no tratamento da depressdo, enquanto
que inibidores seletivos da MAO-B sé&o utilizados na terapéutica da Doenga de Parkinson
(ADLER, 2011). Assim, dois inibidores seletivos s&o utilizados no tratamento da DP:

selegilina e rasagilina. Inibidores seletivos da MAO-B, quando empregados nas doses usuais
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recomendadas, ndo inibem de maneira significativa o metabolismo periférico das
catecolaminas, podendo ser usados em conjunto com levodopa sem riscos adicionais aos
pacientes (ELMER; BERTONI, 2008).

Entretanto, o tratamento da Doenca de Parkinson com inibidores seletivos da MAO-B,
a exemplo da selegilina, é mais efetiva para pacientes mais jovens e em estagio iniciais da
doenga, sendo que os portadores da forma avancada da doenca, poderiam sofrer um
incremento dos efeitos adversos (motores e cognitivos) da levodopa. Adicionalmente, a
anfetamina e metanfetamina, metabdlitos da selegilina, podem causar sintomas como insénia
e ansiedade. Outra consequéncia da inibi¢gdo da MAO-B cerebral, seria a diminuigéo global do
catabolismo da dopamina, com subsequente reducdo da formacdo de radicais livres,
oferecendo um efeito neuroprotetor (GOODMAN; GILMAN, 2012). Neste contexto, alguns
estudos tém demonstrado a acdo neuroprotetora de inibidores da MAO-B em diversos
modelos da DP (LANGSTON et al., 1984; JENNER, 2004), além de atividade antioxidante e
antiapoptdética (YOUDIM; EDMONDSON; TIPTON, 2006).

A partir destas consideracdes, torna-se relevante a pesquisa por compostos naturais e
seus constituintes que exercam atividade sobre enzimas importantes na funcdo do Sistema
Nervoso Central e que apresentem uma perspectiva para alternativas de tratamento efetivas e

com menos efeitos adversos.

1.3 Potencial antimicrobiano de produtos naturais

Reconhecidamente as EROs e ERNs sdo geradas durante a fagocitose e séo
importantes para neutralizar a invasdo microbiana, participando da defesa do organismo
contra o processo infeccioso. Entretanto, sua producdo aumentada pode ser responsavel por
danos inflamatorios (GOMES et al., 2008). A ativacdo do sistema imune € um importante
mecanismo de defesa contra infeccbes microbianas, sendo que na presenca de infeccdo, a
estimulagdo de mediadores pro-inflamatdrios promove o recrutamento de células de defesa, a
exemplo de neutréfilos e mondcitos para combater esse estagio (GARCIA VIDAL;
CARATTALA, 2012; KUMAR; SHAMA, 2010). Entretanto, uma resposta inflamatoria
exacerbada decorrente, por exemplo, do estresse oxidativo, pode provocar danos aos tecidos,
aumentando a suscetibilidade a doengas infecciosas (KUMANOTO, 2011), podendo também,
comprometer o tratamento antimicrobiano (ZELANTE et al., 2007).
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Nesse contexto, diferentes extratos de plantas e seus constituintes com capacidade
antioxidante tem despertado o interesse de pesquisadores para a investigacdo de propriedades
antimicrobianas. Produtos naturais tem representado uma modalidade alternativa ao uso de
medicamentos sintéticos, em especial, pela perspectiva de menores efeitos adversos alem de
menor toxicidade, interacbes entre os farmacos e mecanismos de resisténcia microbiana
desencadeada em parte, pelo uso indiscriminado ou mesmo incorreto de antimicrobianos
(COLOMBO et al., 2006; PIGRAU; ALMIRANTE, 2009).

Neste cenério, as infeccbes provocadas por fungos continuam influenciando na
morbidade e mortalidade mundiais, particularmente, em pacientes imunodeprimidos. Espécies
de Candida estdo envolvidas na ocorréncia de doencgas oportunistas, sendo que Candida
albicans, Candida glabrata, Candida kruzei, Candida tropicalis e Candida parapsilosis
representam cerca de 95-97% das infeccdes invasivas relacionadas a este género (PEMAN:;
SALAVERT, 2012). E importante ressaltar que infecces por C. albicans acometem cerca de
17% dos pacientes internados em unidades de terapia intensiva. Este fato apoia a relevancia
da descoberta de novas drogas antimicrobianas mais efetivas para o tratamento (RAPP, 2004;
GULLO, 2009).

De forma similar, as infecgdes bacterianas e de maneira particular, as causadas por
bactérias resistentes respondem por uma parcela significativa de morbidade e ébitos em todo
o mundo. Vale ressaltar, que as bactérias possuem a capacidade de adquirir resisténcia aos
medicamentos utilizados para tratamento e transmiti-la de forma muito rapida. Mesmo com 0s
consideraveis avancos tecnoldgicos na industria farmacéutica, o desenvolvimento de novos
farmacos ndo tem conseguido acompanhar a acelerada evolugdo microbiana (NASCIMENTO
et al., 2000).

As bactérias Gram-negativas e Gram-positivas estdo envolvidas nas infeccbes em
humanos. Os patdgenos como o S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus e S. haemolyticus
sdo bactérias Gram positivas, que estdo frequentemente relacionadas com infeccoes
importantes. O S. aureus é frequentemente encontrado colonizando a microbiota natural da
pele, sendo que a perda da integridade cutanea ou altera¢fes no estado imunoldgico podem
levar ao surgimento de infeccgdes, estando ainda envolvido em infec¢cbes como abcessos,
furunculose, miocardite, endocardite, pneumonia, meningite e artrite bacteriana, além de
infeccbes nosocomiais associadas a intervencgdes cirargicas (LOWY, 1998; VERHOEFF
etal., 1999).

A Pseudomonos aeruginosa é um bacilo Gram-negativo aerdbico, relacionado a

infeccbes resistentes a antibidticos usados comumente em seu tratamento, sendo
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potencialmente infectante e associada a doencas infeciosas de carater oportunista (MARTIN;
YOST, 2011). A Escherichia coli, por sua vez, é uma bactéria Gram-negativa, causadora de
infeccbes importantes, conhecida por produzir enterotoxinas, responsaveis por diarreias
infecciosas, de relevancia clinica, especialmente, em criancas menores de 1 ano de idade
(KONOWALCHUK; DICKIE; STAVRIC, 1977). Diferentes cepas de E. coli estdo
relacionadas a infec¢bes do trato urinério, intestinal, de ferida cirlrgica e septicemia
(GERMANO; GERMANO, 2011).

E importante esclarecer que os antimicrobianos apresentam diferentes mecanismos de
acdo, como por exemplo, a toxicidade seletiva, a inibicdo da sintese da parede celular e de sua
funcéo, a inibicdo da sintese proteica ou da sintese dos acidos nucleicos. Desse modo, 0s
betalactamicos, como o imipenem, sdo inibidores seletivos da sintese da parede celular, sendo
ativos contra bactérias em crescimento. O farmaco betalactimico se liga a receptores
celulares, inibindo a reacdo de transpeptidacdo, conduzindo ao bloqueio da sintese do
peptidoglicano (polimero complexo e distinto, constituinte da parede celular das bactérias). Ja
os aminoglicosideos, ligam-se a subunidade ribossomal 30S antes da formacéo do ribossomo
microbiano, bloqueiam a atividade normal do complexo de iniciacdo para a formacdo de
peptideos e conduzem a formacgdo de uma proteina ndo funcional. De maneira diferente, as
quinolonas inibem a replicacdo do DNA bacteriano interferindo na acdo da DNA girase
(topoisomerase 11) e da topoisomerase 1V durante o crescimento e a reproducdo bacteriana
(BROOKS et al., 2012).

Existem varios mecanismos através dos quais 0s microrganismos podem exibir
resisténcias aos antimicrobianos. De uma maneira geral, os microrganismos podem produzir
enzimas que destroem o farmaco ativo; podem também, alterar sua permeabilidade ao
farmaco antimicrobiano; desenvolver um alvo estrutural alterado para o farmaco; ou ainda
uma via metabdlica alterada, a qual omite a reacdo inibida pelo farmaco, e ainda possuem a
capacidade de adquirir resisténcia por elaborarem uma enzima alterada que possui menor
afinidade pelo farmaco (BROOKS et al., 2012). Um importante mecanismo de resisténcia
bacteriana aos aminoglicosideos, penicilinas e cefalosporinas consiste na inativacdo do
farmaco por enzimas. A resisténcia aos aminoglicosideos também pode depender da auséncia
de permeabilidade a esses farmacos em consequéncia de alteragdes na membrana externa e
comprometimento do transporte ativo para o interior da célula (JUNIOR; FERREIRA,;
CONCEICAO, 2004). A inativacdo enzimatica também ocorre em algumas enzimas
conhecidas como beta-lactamases, as quais inativam penicilinas e cefalosporinas. Essas

enzimas sdo frequentemente produzidas por bactérias Gram-negativas e Gram-positivas,



20

aerdbicas e anaerdbicas, e provocam a ruptura do anel beta-lactdmico, resultando na
inativacdo do antibiotico. As modificagbes moleculares para impedir a ligacdo do antibidtico
ao seu sitio de ligacdo ocorrem com beta-lactdmicos. Esse tipo de resisténcia também ocorre
em quinolonas, onde a célula bacteriana modifica o sitio de ligacdo na DNA-girase ou
topoisomerase |1 (GEORGOPAPADAKOU; LIU, 1990).

Muito embora os mecanismos de a¢do de antimicrobianos sejam Uteis por alterar a
estrutura celular, o metabolismo ou enzimas especificas para bactérias, a resisténcia
bacteriana € mediada por situacdes que alteram o alvo dos farmacos ou reduzem a
permeabilidade da célula bacteriana ao farmaco ou ainda, promovem o efluxo da droga, com
subsequente retirada do antibiético para o meio extracelular de forma mais rapida que a sua
difusdo pela membrana bacteriana, mantendo uma concentracdo insuficiente para bloquear as
funcbes celulares (VERMELHO; BASTOS; BRANQUINHA, 2007). Dentre os principais
mecanismos de resisténcia fangica estdo também o aumento do efluxo celular do farmaco, a
diminuicdo na sua captacdo, a sua modificacdo ou degradacéo e ainda, alteragfes nos sitios de
acdo (SEGATO, 2008).

Em se tratando de bactérias Gram-negativas, a diminuicdo na permeabilidade da
parede celular representa um importante mecanismo de resisténcia aos antibidticos
(LIVERMORE, 2003). Nessa perspectiva, vérias plantas tém sido pesquisadas ndo somente
pelo potencial antimicrobiano direto, mas também, pela capacidade de modificar a acdo de
antibidticos (GIBBONS, 2004; GURIB-FAKIM, 2006). Os mecanismos de extratos de
plantas responsaveis pela acdo inibitéria do crescimento bacteriano se devem, em parte, a
natureza hidrofébica de alguns de seus componentes. (NICOLSON; EVANS; O’TOOLE,
1999).

Assim, alguns componentes presentes em extratos de plantas podem aumentar a
permeabilidade celular aos antibidticos, demonstrando um efeito de sinergismo com estes
farmacos (BURT, 2004). Estes efeitos podem ser observados através da combinagdo de
antibidticos com produtos naturais em concentragfes sub-inibitorias (COUTINHO et al.,
2008; COUTINHO et al., 2009). Esta estratégia € denominada de shotgun herbs, na qual se
utilizada da combinacdo de plantas e farmacos, podendo ser empregada uma terapéutica com
um ou mais extratos associados, 0s quais podem ter efeito em varios alvos. Nessa perspectiva,
diferentes terapéuticas podem ser aplicadas com sinergismo ou antagonismo de substancias
naturais com antimicrobianos (WAGNER; ULRICH-MERZENICHI, 2009; COUTINHO
et al., 2010).
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Pesquisas revelam que plantas ricas em compostos fendlicos e flavonoides possuem
atividade antimicrobiana in vitro (TEPE et al., 2004). A atividade antifingica de flavonoides
tem sido relacionada a propriedade destes compostos de formar complexos com proteinas
sollveis das celulas fangicas e ainda, a sua natureza lipofilica, tem a capacidade de romper a
membrana destas células (ARIF; MANDAL; DABUR, 2011; SALAS et al., 2011).

Constitui, portanto um desafio para pesquisadores, a investigacdo com vistas a
descoberta de novos agentes terapéuticos contra infeccbes provocadas por patdgenos
multirresistentes, sendo que neste aspecto, os produtos naturais ganham especial importancia
(CHEN et al., 2005; FOWLER et al., 2011).

1.4 Considerac0es gerais sobre Silimarina e Silibinina

Os produtos naturais assumem papel relevante para a descoberta de drogas, estando ao
longo da evolugdo da humanidade, presentes no uso para prevencao e tratamento de doencas
(DAVID; DAVID, 2006; NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003), o que certamente tem
mobilizado o interesse de pesquisadores de diversas areas no sentido de identificar
propriedades bioativas. O uso de plantas, extratos e seus constituintes quimicos para 0
tratamento de doencas representa uma importante modalidade terapéutica (GILANI;
ATA-UR-RAHMAN, 2005).

Dentre os constituintes fitoquimicos, os flavonoides geram um interesse particular
pelo seu efeito antioxidante. Esta atividade estd relacionada a estrutura quimica destes
compostos, como por exemplo, os hidrogénios dos grupos hidroxila e as duplas ligacfes dos
anéis benzénicos. De maneira geral, os compostos fendlicos sdo antioxidantes que doam
elétrons e desta forma, impedem a iniciacdo dos danos provocados por radicais livres, sendo
extremamente sensiveis a oxidacdo enzimatica e nao-enzimatica (RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA, 1996). Os flavonoides exercem seus efeitos antioxidantes pela capacidade de
sequestrar radicais livres, prevenir a progressao da formacdo de radicais, quelar metais de
transicio como o Fe2" e o Cu*, bloquear a propagacdo do processo de peroxidacio lipidica,
com consequente diminuicdo do dano oxidativo e morte celular (KYUNGMI; EBELER,
2008; DUGAS et al., 2000).

A espécie Silypum marianum (L.) Gaertn., conhecida popularmente como Cardo

Mariano, Cardo Santo e Serralha-de-folhas-pintadas, tem sido largamente utilizada na
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medicina popular para o tratamento de doencas hepaticas. Pertencente a familia Asteraceae, é
nativa do Mediterraneo e cultivada na Europa e nas Américas (NENCINE; GIORGI;
MICHELI, 2007; VALENZUELA; GUERRA, 1985).

A partir de Silybum marianum se extrai a Silimarina, um extrato-padrdo, o qual €
formado por 70% de flavonolignanas (silibinina ou silibina, isosilibina, silicristina silidianina
e dehidrosilibina) e 30% restantes sdo constituintes quimicos indefinidos, correspondendo a
compostos polifenois, poliméricos e oxidados (KREN; WALTEROVA, 2005). A silibina ou

silibinina é o seu constituinte majoritario, compreendendo de 50 a 70% (LOGUERCIO;

FESTI, 2011).
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Figura 1 — Estrutura quimica da Silibinina.
Fonte: Adaptado de Lu et al., (2009).

silibina A silibina B

Figura 2 — Estrutura quimica da Silibina A e Silibina B.
Fonte: Adaptado de Santos (2014).

A Silimarina foi obtida de sementes de Silybum marianum (L.) Gaertn. pela primeira
vez em 1968 (SIMANEK et al., 2000). Pesquisas demonstram que a absorcdo oral da
Silimarina é cerca de 23-47% (DIXIT et al., 2007) e o pico na concentracdo plasmética desta
substancia € em torno de 4-6h. O seu uso é considerado seguro, sem efeitos adversos

secundarios mesmo em altas doses, tanto em animais quanto em humanos (SALLER;
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MEIER; BRIGNOLI, 2001). Estudos in vitro sobre o efeito de Silibinina na viabilidade de
mondcitos humanos ndo demonstraram citotoxicidade (BANNWART et al., 2010).

A silimarina possui varias propriedades farmacoldgicas, dentre as quais podemos citar
acao anti-inflamatéria (MIADONNA et al., 1987), antitumoral (KATIYAR et al., 1997),
antifibrdtica e citoprotetora (BOIGK et al., 1997). Sua capacidade antioxidante tem sido
atribuida as flavonolignanas e polifendis presentes em sua composi¢cdo (VALENZUELA et
al., 1989; NENCINE; GIORGI; MICHELI, 2007). Estudos apontam que este extrato possui
habilidade de atravessar a barreira hematoencefélica, e assim, exercer um efeito neuroprotetor
(WANG et al., 2002).

Dados da literatura mostram que a Silibinina ou silibina, constituinte majoritario da
Silimarina apresenta importantes atividades farmacologicas, como neuroprotecdo (SAKAI
et al., 2001) e nefroprotecdo (DIETZMANN et al., 2002), além de ser apontado pelos seus
efeitos antioxidante, anti-inflamatério, estabilizador de membrana e antiapoptdtico
(LIGERET et al., 2008).

Embora varios estudos in vitro e in vivo indiqguem que a Silimarina possui atividade
antioxidante, os mecanismos moleculares envolvidos nos seus efeitos ainda ndo estdo bem
esclarecidos (MANDEGARY et al., 2013). Entretanto, este composto parece exercer efeito na
supressdo do fator de transcri¢cdo nuclear kappa B (NF-kB), reconhecidamente envolvido na
transcricdo de genes relacionados a resposta imune e inflamatoria (ATAWIA, et al., 2013).
Admite-se, portanto, que estudos envolvendo o efeito da Silimarina na prote¢do a doencas
neurodegenerativas ainda sao escassos.

A Silimarina também demonstrou eficiéncia na protecao de neurénios dopaminérgicos
contra a neurotoxicidade induzida por lipopolissacarideos, na inibicdo da ativacdo da
microglia e na liberacdo de mediadores inflamatorios (WANG et al., 2002). Considerando que
a microglia esta envolvida no processo de defesa cerebral, a sua ativagdo conduz a liberacéo
de fatores inflamatdrios, radicais livres e eicosanoides, 0s quais contribuem para a
neurodegeneracdo da mesma (MINGHETTI; LEVI, 1998).

Um estudo realizado com Silimarina e melatonina concluiu que ambos 0s compostos
apresentaram neuroprotecdo, a qual esteve relacionada com a diminui¢do na expressdo génica
de varios moduladores do estresse oxidativo, do dano apoptético, inflamatério e da disfungéo
mitocondrial diante da exposigdo a pesticidas como o Paraquat (1,1’-dimetil-4,4’-dicloreto de
bipiridilo) e o Maneb (etileno bis-ditiocarbamato de manganés), modelos estes relacionados a
Doenca de Parkinson (SINGHAL et al., 2013).
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Diante deste cenario, o estresse oxidativo tem sido relacionado a etiologia de
importantes doencas, 0 que certamente tem mobilizado o interesse de pesquisadores com
vistas a descoberta de substancias com potencial antioxidante, incluidas nesta perspectiva,
farmacos para o tratamento mais efetivo das doencas neurologicas cronico-degenerativas.

Vale destacar também, que o excesso de radicais livres predispde ao surgimento de
processos infecciosos, podendo também trazer prejuizos ao tratamento de infecgdes, sendo
vislumbrada a busca por substancias derivadas de produtos naturais que possam modificar a
acao de farmacos empregados na terapéutica antimicrobiana habitual.

Compreende-se que a avaliagdo do efeito in vitro da Silimarina sobre o status
oxidativo e atividade de enzimas com significativa importancia em nivel de Sistema Nervoso
Central, bem como, da atividade antimicrobiana e modulatoria de farmacos antimicrobianas
da Silimarina e Silibinina, possa impulsionar novas pesquisas com estes produtos com vistas a

descoberta de modalidades de tratamento.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo consiste prioritariamente, em verificar a influéncia da
Silimarina, bem como de seu constituinte majoritério, sobre o status oxidativo e enzimético
envolvendo a MAO e a Na'/K'-ATPase, sua acdo antimicrobiana, acdo sobre o efeito de
farmacos antimicrobianos, na perspectiva de utilizacdo da Silimarina como substancia

adjuvante ao tratamento de doencas neuroldgicas e na terapéutica a infecgdes resistentes.

2.2 Objetivos especificos

- Caracterizar o extrato-padrdo da Silimarina através de Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia;

- Avaliar a influéncia in vitro da Silimarina quanto a:

— capacidade antioxidante total e a agdo sequestradora do radical DPPH,;

— protecdo contra a peroxidacdo lipidica, pelo método de TBARS diante de pro-
oxidantes;

— atividade da catalase e a oxidacdo de grupos tiois proteicos e ndo proteicos na
presenca de pro-oxidantes;

— atividade da Na'/K"-ATPase e monoamino oxidase.

- Determinar a Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) da Silimarina e da Silibinina
contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus e
diferentes linhagens flungicas (Candida albicans, Candida kruzei e Candida

tropicalis);
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- Determinar a atividade modulatéria da Silimarina e da Silibinina em associacao a
drogas antimicrobianas contra cepas multirresistentes de E. coli, P. aeruginosa e S.

aureus e de C. albicans, C. kruzei e C. tropicalis.



3 RESULTADOS

Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados na forma de dois artigos.
Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias destes, encontram-se

estruturados de acordo com as normas das respectivas revistas nas quais foram publicados.
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Silymarin is an extract of the milk thistle seeds Silybum marianum (L.) Gaerth used to treat liver disorders
and recently reported as a putative neuroprotective agent against neurologic diseases including Parkin-
son’s disease. However, its action mechanism is not completely investigated. In the present study, we
investigated in vitro the antioxidant effects of silymarin as well as on Na*/K"-ATPase and monoamine
oxidase (MAQ) activity in rat brain homogenate. HPLC fingerprinting of silymarin extract revealed the
main component present is silibinin. Furthermore, silymarin showed a total antioxidant capacity and
ability to scavenging the DPPH radical dependent of the concentration used. Silymarin decreased lipid
peroxidation induced by both pro-oxidants tested, sodium nitroprusside (SNP) and iron (Fe2*), respec-
tively. Silymarin also avoided the loss in activity of catalase and protein and non-protein thiol oxidation
pre-incubated with SNP or Fe?*. With regard to MAO and Na*/K*-ATPase activity, silymarin inhibited
MAO in a noncompetitive way with a higher potency to MAO-B and could activate Na*/K*-ATPase. Taken
together, our in vitro data suggest that neuroprotective effects of silymarin may involve antioxidant and
modulatory effects on MAO and Na*/K*-ATPase activity.

© 2015 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

The generation of reactive oxygen species (ROS) is a physiolog-
ical process, which is derived from aerobic metabolism. However,
the overproduction of ROS can lead to an imbalance in the antioxi-
dant defense system, causing a condition known as oxidative stress
(Halliwell, 2011). In this context, some tissues and organs possess a
greater susceptibility to increase of ROS. The brain is a particularly
vulnerable organ because it has low levels of antioxidant defense,
high levels of polyunsaturated fatty acids and uses large amounts
of oxygen which became the central nervous system more vulner-

*# Corresponding author at: Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universi-
dade Federal de Santa Maria, RS 97105-900, Brazil. Tel.: +55 3220 8096;
fax: +55 3220 8241.
E-mail address: roseleirf@gmail.com (R. Fachinetto).

http://dx.doi.org/10.1016/j.indcrop.2015.03.060
0926-6690/© 2015 Published by Elsevier B.V.

able to the effects caused by ROS (Halliwell et al., 1992; Sultana and
Butterfield, 2004).

It is suggested that oxidative stress plays a major role in the
progression of a wide range of neurological disturbances such as
Parkinson's disease, Huntington’s disease, Alzheimer's disease and
others (Santos et al, 2014; Schapira et al.,, 2014) being Na*/K*-
ATPase considered a potent neuroprotective modulator (Zhang
et al., 2013). Na*/K*-ATPase is a heterodimeric membrane pro-
tein which maintains the electrochemical gradients for Na* and K*
across cell membranes in all tissues (Kaplan, 2002; Jorgensen et al.,
2003)and is sensible to redox status of the cells (Figtree et al., 2012).
Some studies have suggested that, Na*/K*-ATPase could be a target
of natural compounds (Kurella et al., 1999; Almaliti et al,, 2013).
Another enzyme considered as an important target to neurode-
generative disease, especially Parkinson’s disease is monoamine
oxidase (MAO) (Youdim and Bakhle, 2006). MAO has two iso-
forms, MAO-A and MAO-B, distributed along of tissues being the
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inhibition of MAO-B related to ameliorating Parkinson’'s disease
(Youdim and Bakhle, 2006) while, the inhibition of MAO-A could
promote the protection against cell apoptosis (Ou et al., 2006).

Literature data has demonstrated that natural compounds with
antioxidant activity could represent important tool for decreasing
the progression of neurodegenerative diseases in animal models as
well as in humans (Busanello et al., 2011, 2012; Lu et al., 2009;
Peroza et al., 2013; Rasool et al.,, 2014; Reckziegel et al., 2013),
In accordance, silymarin is an extract composed by flavonoids
from the plant Silybum marianum (Pepping, 1999) largely used
to treat liver diseases (Abenavoli et al., 2010). Silymarin is a
lipophilic extract basically composed by a mixture of lignan-
derived flavonols, containing mainly silibinin (silybin) followed by
silydianin, silychristin, and isosilybin (Kvasnicka et al., 2003), Sily-
marin has pharmacological properties as anti-hepatotoxic agent
(Salleretal.,,2001), anti-inflammatory (Miadonnaet al., 1987}, anti-
tumor (Katiyar et al., 1997), antifibrotic and cytoprotective (Boigk
et al., 1997). Furthermore, silymarin has recently been reported
to be a putative neuroprotective agent against several neurode-
generative diseases including Alzheimer’s disease (Lu et al., 2009),
Parkinson’'s disease (Singhal et al., 2011), and cerebral ischemia
(Razaetal, 2011). Moreover, silymarin compounds have the ability
to cross the blood brain barrier, and thus, exert a neuroprotective
effect (Wang et al., 2002). Literature data suggest that antioxidant
property of silymarin may contribute to its pharmacological prop-
erties (Galhardi et al., 2009) but it is not an exclusive mechanism
(Borah et al., 2013).

Considering that the targets of silymarin are not completely elu-
cidated, this study investigated in vitro the possible antioxidant
effects of silymarin as well as on Na*/K*-ATPase and MAO activity.

2. Materials and methods
2.1. Drugs

Silymarin was commercially acquired from DEG® importation
(Brazil). Other reagents were from analytical grade.

2.2. Quantification of compounds by HPLC-DAD

Reverse phase chromatographic analyses were carried out
under gradient conditions using Cyg column (4.6 mm x 250 mm)
packed with 5 pm diameter particles. The mobile phase was water
containing 1% formic acid (A) and methanol (B), and the compo-
sition gradient was: 15% of B until 10 min and changed to obtain
20%, 30%, 50%, 60%, 70%, 20% and 10% B at 20, 30, 40, 50, 60, 70
and 80 min, respectively, following the method described by Abbas
ef al. (2014) with slight modifications. Silymarin extract was ana-
lyzed at a concentration of 2.4 mg/mL, the identification of silibinin
(A and B), gallic acid, ellagic acid and caffeic acid were performed by
comparing their retention time and UV absorption spectrum with
those of the commercial standards. The flow rate was 0.6 mL/min,
injection volume 40 pL and the wavelength were 254 nm for gallic
acid, 280 nm for silibinin (A and B) and 327 nm caffeic and ellagic
acids. All the samples and mobile phase were filtered through
0.45 p.m membrane filter (Millipore) and then degassed by ultra-
sonic bath prior to use. A stock solution of standards references
was prepared in the HPLC mobile phase at a concentration range
0f 0.030-0.250 mg/mL. The chromatography peaks were confirmed
by comparing its retention time with those of reference standard
and by DAD spectra (200-500nm). Calibration curve for gallic
acid: Y=11945+1268.4 (r=0.9997), caffeic acid: Y=13407 + 1361.8
(r=0.9992), ellagic acid: Y=13485+1195.9 (r=0.9993), silibinin A:
Y=12683+1185.9 (r=0.9999) and silibinin B; Y=13045x+1376.1
(r=0.9995). All chromatography operations were carried out at

ambient temperature and in triplicate. The limit of detection (LOD)
and limit of quantification (LOQ) were calculated based on the
standard deviation of the responses and the slope using three
independent analytical curves. LOD and LOQ were calculated as
3.3-10a/S, respectively, where o is the standard deviation of the
response and S is the slope of the calibration curve (Boligon et al.,
2013).

2.3. Determination of total phenolic compounds

The total phenolic content was determined by mixing the sily-
marin at concentration of 45 j.g/mL with 10% Folin-Ciocalteu’s
reagent (v/v), which was followed by the addition of 7.5% sodium
carbonate (NazCO3). The reaction mixture was incubated at 45°C
for 15 min, and the absorbance was measured at 765 nm. GA was
used as standard for phenolic compounds (Singleton et al., 1999).

2.4. Total antioxidant capacity assay

The total antioxidant capacity of the silymarin was evalu-
ated by the phosphomolybdenum method as previously described
by Prieto et al. (1999). Silymarin at a concentration range of
10-250 pg/mL was combined with reagent solution (0.6 M sulfuric
acid, 28 mM sodium phosphate and 4 mM ammonium molybdate).
The reaction was incubated in a water bath at 95°C for 90 min.
After cooling the mixture to room temperature, the absorbance was
measured at 695 nm. The ascorbic acid (1-50 jLg/mL) was used as
positive control.

2.5. DPPH radical scavenging activity assay

The ability of silymarin in to scavenging the radical 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH) was performed in
accordance with Choil et al. (2002). Briefly, DPPH 0.15mM was
added toa medium containing different concentrations of silymarin
(10-250 pg/mL). The medium was incubated for 30 min at room
temperature and the decrease in absorbance measured at 518 nm
depicted the scavenging activity of silymarin against DPPH radical
(Brand Williams et al,, 1995). The values are expressed as percent-
age of inhibition of DPPH absorbance in relation to the control
values without the silymarin. The ascorbic acid (5-100 j.g/mL) was
used as positive control.

2.6. Animals

Male Wistar rats weighing 220-250¢g from breeding colony
(Animal House, UFSM, Brazil) were kept in cages with four or
five animals each with continuous access to food and water. The
cages were maintained into ventilated shelving in a room with
temperature-controlled (22 +1°C) and on a 12-h light/dark cycle
with the lights on at 7:00 am. All experiments were performed in
accordance to the guidelines of the National Council of Control of
Animal Experimentation (CONCEA) and approved by ethical com-
mission of UFSM under the number 018/2014.

2.6.1. Tissue preparation

Rats were anesthetized with a solution of ketamine:xylazine
(90:12 mg/kg, respectively). After, the animals were decapitated
and whole brain tissue was rapidly dissected, placed on ice and
weighed. Tissue was immediately homogenized in 10 mM Tris/HCI,
pH7.4(1:10 - w:v). The homogenate was centrifuged for 10 min at
4000 = g to yield a pellet, which was discarded, and the low-speed
supernatant (S1) was used for in vitro analysis.
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Fig. 1. Representative high performance liquid chromatography profile of silymarin, detection UV was at 288 nm. Gallic acid (peak 1), caffeic acid (peak 2), ellagic acid (peak

3), silibinin A (peak 4) and silibinin B (peak 5).

2.7. TBARS production

The in vitro potential of silymarin in preventing lipid peroxida-
tion was determined by pre-incubating a 100 p.L aliquot of S1 for
1hat37°C, with pro-oxidant agents (SNP 5 .M or FeSO4 10 M) in
the presence or absence of different concentrations of silymarin
(3-100 pg/mL). Immediately after the pre-incubation, 100 pL of
8.1% SDS, 500 p.L of acetic acid (pH 3.4) and 500 pL of thiobarbi-
turic acid (TBA) 0.6% were added to the mixture reaction, followed
by incubation for 1h at 100°C and the absorbance was measured
at 532 nm. Standard curve of MDA was made for each experiment.
The values are expressed as nmol MDA/g of tissue (Ohkawa et al.,
1979).

2.8. Catalase

The activity of antioxidant enzyme catalase was evaluated after
pre-incubation 200 pL aliquot of S1 for 1h at 37°C, with pro-
oxidant agents (SNP 5pM or FeSO4 10pM) in the presence or
absence of different concentrations of silymarin (3-100 j.g/mL).
After, the reaction mixture was centrifuged at 3.000 rpm for 10 min
and an aliquot of 50 p.L supernatant was used for measuring cata-
lase activity by the previously described method of Aebi (1984)
which monitors the disappearance of Hy0; at 240nm under a
medium containing phosphate buffer pH 7.0 at 25°C. The enzy-
matic activity was expressed in pumol de H,02/g of tissue/min.

2.9. Thiel oxidation

In this experiment, an aliquot of ST was pre-incubated at same
experimental conditions of catalase (describe above) and after 1h,
the protein and non-protein thiol levels were determined according
to Ellman, 1959 and Schaffer et al. (2013). For protein thiol levels
an aliquot of 50 pL of the pre-incubation mixture was used. For
non-protein thiol levels, 10% TCA was added 1:1 to an aliquot of
50 L of the pre-incubation mixture, centrifuged at 3.000 rpm for
10min and the supernatants were then used. Ellman’s reagent 5,
5’-dithiobis (2-nitrobenzoic acid)(DTNB) was added to the samples
of protein and nonprotein thiol and the chromogen was mea-
sured spectrophotometrically at 412nm. Results of protein and
non-protein thiols levels were expressed as jumol protein thiol/g
tissue and |Lmol non-protein thiol/g tissue, respectively.

2.10. Na*/K*-ATPase activity

The activity of enzyme Na*/K*-ATPase was determined as
described by Fiske and Subbarow, 1925 with some modifications,
using S1 from rat brain as previously described. Briefly, the assay
medium consisted of 50 mM Tris-HCl buffer (pH7.5), 125 mM NaCl,
20 mM KCl, 3mM MgCl;, and 50 g of protein in the presence or
absence of 100 .M ouabain and with different concentrations of

Table 1

Composition of Silymarin.
Compounds Silymarin LOD LOQ

mg/g pg/mL g/mL

Gallic acid 216+ 001a 0.009 0.029
Caffeic acid 5.09 £ 0.03b 0.032 0.105
Ellagic acid 11.68 £ 0.02¢ 0.018 0.059
Silibinin A 1275+ 001 ¢ 0.011 0.034
Silibinin B 15.93 £ 0.03d 0.027 0.890

Results are expressed as mean + standard deviations(5D) of three determinations.
Averages followed by different letters differ by Tukey test at p <0.05.
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Fig. 2. (A) Total antioxidant capacity of the silymarin. Values are expressed as
absorbance means + SEM of 3 individual experiments. (B) Effect of silymarin on the
inhibition of DPPH radical. Values are expressed as absorbance means +SEM of 3
individual experiments.

silymarin (3-300 jLg/mL). The mixture was pre-incubated during
10 min at 37 °Cand the reaction started by addition of 3 mM adeno-
sine triphosphate (pH 6.8). After 30 min at 37 °C, the reaction was
stopped by addition of color reagent (2% ammonium molybdate
and 5% Triton X-100). Saturating substrate concentrations were
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used. The amount of inorganic phosphate (Pi) released was quanti-
fied by the colorimetric method described by Fiske and Subbarow,
1925 using KH,PO, as reference standard. The reaction product
was determined at 450 nm. Na*/K*-ATPase activity was expressed
in pmol Pi/mg protein/min.

2.11. Determination of the kinetic parameters of MAO inhibition
in vitro

Silymarin was tested for its in vitro inhibitory potential on MAO-
A and MAO-B activities in rat brain mitochondrial preparations
by a fluorometric method using kynuramine as a substrate, as
previously described (Villarinho et al., 2012). Briefly, assays were
performed in duplicate in a final volume of 500 pL containing
0.25 mg of protein and incubated at 37 °C for 30 min. Activities of
the A and B isoforms were isolated pharmacologically by incor-
porating 250 nM pargyline (selective MAO-B inhibitor) or 250 nM
clorgyline (selective MAO-A inhibitor) into the reaction mix. The
reaction mixture (containing mitochondrial fractions, silymarin
and inhibitors) was pre-incubated at 37 °C for 10 min, and the reac-
tion was started by the addition of 50 |LL of kynuramine (90 .M for
MAO-A and 60 pM for MAO-B). Also, silymarin was tested at a con-
centration range of 1 to 300 pg/mL, and the IC5p and K values for
both MAO isoforms were determined.

For kinetic experiments, various concentrations of kynuramine
(1-100 M) were used, and the MAO-A and MAO-B activity was
determined in the absence or presence of different concentrations
of silymarin (30-300 p.g/mL) in order to calculate Ky and Vinax
values.
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Fig. 3. Effects of silymarin on (A) SNP(5 uM)- or (B) Fe2*(10 pM)-induced lipid per-
oxidation in rat brain homogenates. Data show mean+SEM from three to four
independent experiments performed in duplicate. One-way ANOVA followed by
Dunnett’s test. *, ***Significant differences compared to basal (without pro-oxidant
agent) and #, #4## significant differences in relation to induced by Fe* or SNP.
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Fig.4. Effectsofsilymarinoncatalase levels of rat brain homogenates pre-incubated
with (A) Fe?* (10 M) or (B) SNP (5 juM). Data show mean +SEM from three to four
independent experiments performed in duplicate. One way ANOVA followed by
Dunnett’s test. *Significant differences compared to basal and ## significant differ-
ence in relation to pre-incubated with pro-oxidant agent.

2.12. Protein determination

The protein content was determined according to Lowry (1951),
using bovine serum albumin (BSA) as a standard.

2.13. Statistical analysis

Data were statistically analyzed by one-way ANOVA, fol-
lowed by a post hoc test when appropriate. The results were
considered statistically significant when p<0.05. The results of
MAO were expressed as the means +SEM. The results were
expressed as means £ SEM. Km (pg/mL) and Vmax (nmol/min/mg
protein) values were calculated by nonlinear regression using the
Michaelis-Menten equation.

3. Results
3.1. HPLC fingerprint and phenolic compounds of silymarin

HPLC fingerprinting of Silymarin extract revealed the pres-
ence of the gallic acid (tg=10.19min; peak 1), caffeic acid
(tg =24.97 min; peak 2), ellagic acid (tg =31.76 min; peak 3), silib-
ininA(tg =42.17 min; peak 4) and silibinin B (tg = 45.89 min; peak 5)
(Fig. 1and Table 1). As it was previously demonstrated (Zholobenko
and Modriansky, 2014) the determination of phenolic compounds
showed silymarin is composed basically by phenolic compounds
(999 £ 12.13 pg gallic acid equivalent/mg of silymarin).
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Fig. 5. Effects of silymarin on protein (A and B) and non-protein (C and D) thiol content of rat brain homogenate incubated with SNP (5 uM) or Fe?* (10 pM) different
pro-oxidant agents. Data show mean + SEM from three to four independent experiments performed in duplicate. One way ANOVA followed by Dunnett's test. *, *** significant
differences compared to basal and ##, ### significant differences in relation to pre-incubated with pro-oxidant agent.

3.2. Total antioxidant and DPPH radical scavenger capacity of
silymarin

Silymarin showed a total antioxidant capacity dependent of
the concentration being 250 pg/mL of Silymarin equivalent to
25 pg/mL of ascorbic acid (Fig. 2A). Furthermore, silymarin was
evaluated on its ability to scavenging the DPPH radical, and it
presented significant antioxidant effect with an 1C5p of 92.36
(g/mL) £ 15.88 (Fig. 2B).

3.3. Effects of silymarin on SNP and Fe?*-induced lipid
peroxidation

SNP and Fe?* increased brain lipid peroxidation as demon-
strated by elevation in MDA levels (p<0.05) when compared
to basal levels. Silymarin decreased lipid peroxidation induced
by both pro-oxidants, SNP (IC55=19.33 +4.55 jug/mL) and FeZ*
(1C50=28.2 £ 8.06 j.g/mL) in a concentration dependent manner
(Fig. 3A and B, respectively).

34. Effects of silymarin on SNP and Fe**-induced loss in catalase
activity

The pre-incubation of homogenates with SNP or Fe?* decreased
the catalase activity when compared to control (p<0.05; Fig. 4A
and B). Silymarin restored the activity of this enzyme only at a
concentration of 30 pg/mL when compared to pre-incubated with
Fe?* (p<0.05; Fig. 4B). Additionally, the reduction in catalase activ-
ity was not observed when the samples were incubated with
different concentration of silymarin but without pro-oxidants (data
not shown).

3.5. Effects of silymarin on SNP and Fe2*-induced thiol oxidation

Regarding the effect of silymarin on the oxidation of thiol
groups, the results demonstrated that pre-incubation with both
pro-oxidants SNP or Fe2* decreased the levels of thiol groups (pro-
tein and non-protein) compared to control. Silymarin protected
thiol groups from oxidation caused by SNP at concentrations of
30-300 pg/mL (p<0.05; Fig. 5A and C). When the oxidation of thiol
groups was caused by Fe2*, silymarin exhibited a significant effect
only at concentrations of 100-300 p.g/mL (p < 0.05; Fig. 5B and D).
However, silymarin per se did not cause any significant effect on
protein and non-protein thiol groups (data not shown).

3.6. Effects of silymarin on Na*/K*-ATPase activity

It was also evaluated the effects of silymarin on Na*/K*-
ATPase of rat brain homogenates. Silymarin at concentrations of
30-300 p.g/mL significantly activates the enzyme (p <0.05; Fig. 6).

3.7. Effects of silymarin on MAQO activity

Silymarin inhibited both MAO isoforms. However, the inhibitory
effect on MAO-A occurred only at a concentration of 300 pg/mL
while MAO-B was inhibited from 30pg/mL in concentration-
dependent manner (Fig. 7A and B).

Subsequently, kinetic experiments for isoforms MAO activity
were carried out using different concentrations of substrate.
Silymarin did not alter the Ky, value (27.0+4.34 pM) for MAO-
A and (1247 +£2.09pM) for MAO-B compared to Km values
obtained in the absence of silymarin (17.02 £2.50pM, MAO-A;
1156 £1.27 pM, MAO-B) (Fig. 7C and D). However, it caused
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relative low quantity in antioxidant defense (Halliwell et al., 1992;
Sultana and Butterfield, 2004). By the other hand, natural products
containing flavonoids, tannins, polyphenols, and other classes of
secondary metabolites, have the ability to protect against oxida-
tive stress (Kren and Walterovd, 2005; Trouillas et al., 2008) being
suggested as important pharmacological agents to counteract brain
oxidative process which are present in neurodegenerative diseases
(Rasool et al., 2014). Therefore, firstly we investigated if silymarin
could be antioxidant in different in vitro protocols as well as to
confirm the presence of if its major component silibinin. Silibinin
(silybin) is a natural occurring flavolignan isolated from de fruits of
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Fig. 6. Effect of Silymarin on Na*/K'-ATPase activity in rat brain. Results are
expressed as mean +SEM for three to four independent experiments performed in
duplicate. One way ANOVA followed by Dunnett's test. *- **, ***Significant difference
compared with control.

a decrease in the Vpax value (0.414+0.023 nmol/min/mg pro-
tein) for MAO-A and (0.54+0.025nmol/min/mg protein) for
MAO-B compared to Vmax values obtained in the absence
of silymarin (0.56+0.024 nmol/min/mg protein, MAOQ-A;
(0.98 + 0.028 nmol/min/mg protein) MAO-B, respectively, (Fig. 7C
and D).

4. Discussion

Qurresults demonstrated that silymarin has antioxidant activity
in vitro. Furthermore, silymarin differently alters the activity of two
enzymes, by increasing the Na*/K*-ATPase activity and decreasing
MAQO activity in vitro.

Itis recognized that cellular oxidative metabolism produces ROS
which may cause lipid peroxidation and cell damage (Halliwell,
2011). In this context, the central nervous system is particularly
susceptible to ROS because its high oxygen consumption and
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S. marianum which possess two stereoisomers, A and B. The struc-
tural difference of both stereoisomers confers to them different
pharmacological properties (Zholobenko and Modriansky, 2014).
As an example, silibinin B (but not A) is able to activate estro-
gen receptors while both isomers act as iron chelating (Borsari
et al,, 2001). As it is described in the literature, the major com-
ponent present in silymarin was silibinin. Furthermore, silymarin
presented antioxidant capacity being 250 pg/mL of Silymarin
equivalent to 25 pg/mL of ascorbic acid. The stable free radical
DPPH is widely used for quickly assessing the ability of antioxidants
to scavenge it (Brand Williams et al., 1995). Silymarin presented a
scavenger effect of DPPH radical with an IC5q of 92.36 pug/mL. Liter-
ature suggests that species derived from S. marianum have ability
to scavenger free radicals, and also to promote an increment of
glutathione, ascorbic acid (Valenzuela et al., 1989) and superox-
ide dismutase activity (Miizes et al., 1991) as well as to reduce
MDA levels in vivo models (Nencine et al., 2007). Here we used two
pro-oxidant agents, Fe?* and SNP, to evaluate the efficacious of sily-
marin in vitro. SNP causes cytotoxicity via the release of cyanide
and/or nitric oxide (Bates et al., 1991; Chen et al,, 1991; Dawson
et al, 1991; Rauhala et al., 1998) and have been suggested to play
a role in brain diseases as Alzheimer's, and Parkinson’s diseases
(Bolanos and Almeida, 1999; Castill et al,, 2000; Prast and Philippou,
2001; Weisinger, 2001). Indeed, SNP is a chemical inducer of lipid
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Fig. 7. Inhibitory potential of silymarin on in vitro (A) MAO-A and (B) MAO-B activities in the mitochondrial fraction of rat brain. Substrate concentration curves for in vitro
(C) MAO-A and (D) MAO-B activity in the absence or presence of silymarin (30, 100 or 300 p.g/mL) in the mitochondrial fraction of rat brain. Values are means + SEM of three
experiments performed in duplicate. One-way ANOVA followed by Tukey's test. *Significant differences from control. 2P<Significant differences among the concentrations

34



D.R. de Oliveira et al. / Industrial Crops and Products 70 (2015) 347-355 353

peroxidation (Wagner et al., 2006), since it rapidly releases NO* in
tissue preparations (Bates et al., 1991). This radical easily produces
peroxynitrite (ONOO~) and superoxide anion radical (0,*~), thus,
leading to lipid peroxidation and production of additional free rad-
icals (Beckman et al., 1990} which could also decrease the activity
of antioxidant enzymes as example catalase. By the other hand,
free iron can induce neurotoxicity (Bostanci and Bagirici, 2008) via
stimulation of Fenton reaction (Fraga and Oteiza, 2002) with its
levels increased in some degenerative diseases (Aisen et al., 1999;
Qian et al,, 1997). Furthermore, after the release of NO, SNP or
[NO-Fe—(CN)s]*"is converted to iron containing [(CN)s-Fe]*~ and
[(CN)4—Fe]2- species (Loiacono and Beart, 1992) and the iron moi-
ety may react with SNP which could also lead to formation of highly
reactive oxygen species, such as hydroxyl radicals via the Fenton
reaction (Craf etal.,, 1984). Accordingly, it is worth noting that sily-
marin also demonstrated its efficacy in to reduce lipid peroxidation
induced by pro-oxidant Fe2* and SNP and avoid the loss of cata-
lase activity caused by the pro-oxidant Fe?* at a concentration of
30 pg/mL. Furthermore, the present study showed that sylimarin
protected protein and non-protein thiol groups from oxidation
caused by Fe?* and SNP. These results reinforce the in vitro studies to
predict the activity of natural compounds in vive since we showed
similar results to those in vivo studies. An in vitro study using cell
culture also demonstrated that in low concentrations of silymarin,
catalase activity was restored after oxidative insult by manganese
(Chtourouetal.,2011). A possible explanation is that in the concen-
tration of 30 g/ mL of silymarin the antioxidant effectis only able to
avoid the effects of pro-oxidants. By the other hand, at 100 j.g/mL,
the amount of silymarin also interacts with the enzyme avoiding
the recovery of its activity. However, we think this interaction in
not directly in thiol groups since silymarin per se had not effects nei-
ther on catalase nor thiol groups. Corroborating our data, silymarin
per se did not modify thiol content and catalase activity neither
in vitro (Chtourou et al,, 2011) nor in vivo studies (Muthumani
and Prabu, 2014). Furthermore, we demonstrated the concentra-
tions of silymarin needed to reduce TBARS levels are lower than on
thiol groups suggesting the lipophilic characteristics of the com-
pounds (mainly silibinin) contribute to better antioxidant effects on
lipid peroxidation. These data also reinforce that besides silymarin
(specially the component silibinin) has iron chelating properties
(Borsarietal,, 2001; Hutchinson et al.,, 2010) this is not the only one
mechanism responsible for its effects. Accordingly, literature has
proposed that silymarin acts breaking the free radical chain reac-
tion (Weber et al., 2006) and chelating metal ions (Borsari et al,,
2001). In addition to antioxidant properties, molecules naturally
presented in medicinal plants have presented specific activities in
important target involved in brain disease (Bandaruk et al., 2012;
Pereira et al, 2014). In this context, we investigated the effect
of silymarin on two enzymes, Na*/K*-ATPase and MAO activity.
Na*/K*-ATPase is a membrane protein responsible for the active
transport of Na* and K* ions across the plasma membranes of most
higher eukaryotes using the energy derived from the hydrolysis
of the ATP (Kaplan, 2002). It is recognized that the inactivation
of Na*/K*-ATPase leads to a partial depolarization of cell mem-
brane which causes an excess of calcium influx into neuronal cells
and, consequently, excitotoxicity (Beal et al,, 1993). Considering
the high enzyme concentration Na*/K*-ATPase in brain cellular
membranes and the large consumption of the ATP generated, this
plays a crucial role in neuronal excitability (Erecinska and Silver,
1994), where as a decrease in its activity maintains relationship
with psychiatric disorders (Wood et al., 1991). Silymarin increased
the activity of Na*/K*-ATPase in vitro from 30 pg/mL suggesting this
enzyme could be an important target to neuroprotective effects of
silymarin. As Na*/K*-ATPase depends on the integrity of cell mem-
brane to its function the effect of silymarin could be due to its
membrane-stabilizing properties which in turn might be related

to the blocking of lipid peroxidation in cell membranes (Basiglio
et al,, 2009).

Another enzyme that seems to play important roles in several
psychiatric and neurological disorders is MAO which catalyzes the
oxidative deamination of biogenic amines (Youdim and Bakhle,
2006). The inhibition of this enzyme decreases the formation of
acidic metabolites and hydrogen peroxide is increased which is
related to neuroprotective effects (Youdim and Bakhle, 2006). Sily-
marin inhibited both isoforms of MAO with a higher potency to
inhibit MAO-B. Furthermore, we also evaluated the kinetic profile
of MAO inhibition by silymarin, Silymarin did not alter the Km value
of both MAO isoforms. However, it caused a decrease in the Vpax
value for MAO-A and MAO-B compared to Vipay values obtained in
the absence of silymarin suggesting this interaction is not on active
site of the enzyme due to noncompetitive nature inhibition.

5. Conclusion

In conclusion, Silymarin showed antioxidant activity in vitro,
preventing lipid peroxidation in brain tissue and avoiding the
decrease of the antioxidant defense system. Furthermore, we
showed for the first time that silymarin alters the activity of Na*/K*-
ATPase and MAO. The results indicate that the antioxidant activity
of silymarin is not probably the only one mechanism related to its
neuroprotective effect.
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Silymarin is a standardized extract from the dried seeds of the milk thistle (Silybum marianum L. Gaertn.) clinically used as
an antihepatotoxic agent. The aim of this study was to investigate the antibacterial and antifungal activity of silymarin and its
major constituent (silibinin) against different microbial strains and their modulatory effect on drugs utilized in clinical practice.
Silymarin demonstrated antimicrobial activity of little significance against the bacterial strains tested, with MIC (minimum
inhibitory concentration) values of 512 ug/mL. Meanwhile, silibinin showed significant activity against Escherichia coli with a MIC
of 64 pug/mL. The results for the antifungal activity of silymarin and silibinin demonstrated a MIC of 1024 ug/mL for all strains.
Silymarin and silibinin appear to have promising potential, showing synergistic properties when combined with antibacterial drugs,
which should prompt further studies along this line.

1. Introduction

Microbial infections have become one of the principal
problems of public health in the world, affecting all coun-
tries, developing or developed. It can be related to the process
of natural selection in bacterial development or the natural
consequence of the adaptation of bacteria to exposure
to antibiotics in the course of the indiscriminate use of
antibiotics in humans and animals. Various cases related to
resistance have been reported, including methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) [1], penicillin-nonsusceptible
Streptococcus pneumoniae (PNSSP), vancomycin-resistant

enterococci (VRE), extended spectrum beta-lactamase-
(ESBL-) producing Enterobacteriaceae, and Candida sp
resistant to imidazoles.

Staphylococcus aureus is a common cause of cutaneous
and soft tissue infections, as well as invasive illness, such
as bacteremia, septic arthritis, osteomyelitis, and necrotizing
pneumonia 2, 3]. Escherichia coli is a Gram-negative bacillus
that causes infections, especially neonatal, such as meningitis
and septicemia, and even diarrheal diseases, in the whole
world, particularly affecting children up to 5 years old. E.
coli is typical of the intestinal flora and commensal of the
vaginal flora [4, 5]. Also, Pseudomonas aeruginosa has often



been associated with occurrence of hospital infections and
antibiotic resistance events [6, 7].

Microbial resistance is thus problematic for public health,
especially coupled to virulence potential of these multire-
sistant pathogens. Accordingly, we should emphasize the
relevance of the discovery of new drugs with antimicro-
bial capacity and/or showing synergism with drugs already
employed in clinical practice [8]. Thus, in the last years, there
has been increased use of plants and their derivatives as
an alternative modality in the treatment of various diseases,
including infections caused by microorganisms [9].

Infections by yeasts of Candida occur on cutaneous and
mucosal surfaces, but, in some cases, they become severe
by causing systemic infection, especially in immunocompro-
mised patients. Moreover, therapeutic options are still lim-
ited, particularly in treating resistant pathogens [10]. Addi-
tionally, the indiscriminate use of broad spectrum antibiotics
has contributed to the development of fungal infections [11].

Silymarin is a standardized extract from the dried seeds
of the milk thistle (Silybum marianum L. Gaertn.), family
Asteraceae [12]. Silymarin contains approximately 70-80%
flavonolignans and 20-30% nonidentified oxidized polyphe-
nolic compounds fraction. The mixture of flavonolignans
consists mainly of silybin (silibinin), the major bioactive com-
ponent of the extract, and isomeric isosilybin, silychristin,
and silydianin and two flavonoids (taxifolin and quercetin)
[13, 14]. Silibinin currently is recommended for use in
alcoholic liver disease. Ethanol induces free radical formation
through multiple pathways, resulting in steatohepatitis and
cirrhosis with chronic use [15, 16].

Silymarin has clinical use as antihepatotoxic agent [17],
has anti-inflammatory properties [18], and is antitumor [19],
antifibrotic, and cytoprotective [20]. Studies have reported
the synergistic activity of silibinin when combined with
ampicillin and gentamicin against bacteria that attack the oral
cavity [21]. However, there are few works that have evaluated
the antimicrobial capacity of silymarin and silibinin, demon-
strating the need to extend the study of their therapeutic use
in this regard.

The objective of this work was to investigate silymarin
and its major component, silibinin, for possible antimicrobial
effects and drug-modifying activity when combined with
antibacterial and antifungal drugs commonly used in the
clinic and also to compare the activity of the two agents.

2. Materials and Methods

2.1. Quantification of Compounds by HPLC-DAD. Reverse
phase chromatographic analyses were carried out under
gradient conditions using C,g column (4.6 mm x 250 mm)
packed with 5 ym diameter particles. The mobile phase was
water containing 1% formic acid (A) and methanol (B), and
the composition gradient was 15% of B for 10 min and was
changed to obtain 20%, 30%, 50%, 60%, 70%, 20%, and 10%
B at 20, 30, 40, 50, 60, 70, and 80 min, respectively, following
the method described by Boligon et al. [22] with slight mod-
ifications. Silymarin extract was analyzed at a concentration
of 2.4 mg/mL; the identification of silybin (A and B), gallic
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acid, and caffeic acid was performed by comparing their
retention time and UV absorption spectrum with those of
the commercial standards. The flow rate was 0.6 mL/min,
the injection volume was 40 uL, and the wavelength was
254 nm for gallic acid, 280 nm for silybin (A and B), and
327 nm for caffeic acid. All the samples and mobile phase were
filtered through 0.45 ym membrane filter (Millipore) and
then degassed by ultrasonic bath prior to use. A stock solution
of standards references was prepared in the HPLC mobile
phase at a concentration range of 0.030-0.250 mg/mL. The
chromatography peaks were confirmed by comparing DAD
(Diode Array Detector) retention time with those of reference
standard and by DAD spectra (200 to 500 nm). Calibration
curve for gallic acid is ¥ = 11945 + 1268.4 (r = 0.9997), for
caffeic acid is Y = 13407 + 1361.8 (r = 0.9992), for silybin A is
Y =12683 +1185.9 (r = 0.9999), and for silybin Bis Y =13045x
+1376.1 (r = 0.9995). All chromatography operations were
carried out at ambient temperature and in triplicate. The limit
of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) were
calculated based on the standard deviation of the responses
and the slope using three independent analytical curves. LOD
and LOQ were calculated as 3.3 and 100/S, respectively,
where o is the standard deviation of the response and S is the
slope of the calibration curve.

2.2. Preparation of Stock Selution and Test Solutions. Stock
solutions of silymarin and silibinin were prepared at a
concentration of 10 mg/mL in 1mL of dimethylsulfoxide
(DMSO). Using this concentration, the compounds were
diluted in 1 mL of sterile distilled water to obtain a concen-
tration of 1024 pg/mL (test solution).

2.3. Fungal and Bacterial Strains. The minimal inhibitory
concentration (MIC) of silymarin and silibinin was deter-
mined using the bacterial strains Escherichia coli 25922,
Staphylococcus aureus 25923, and Pseudomonas aeruginosa
9027 and the fungal strains Candida albicans 62, C. krusei 02,
and C. tropicalis 20. All strains were obtained from the Clini-
cal Mycology Laboratory of the Federal University of Paraiba.
In the antibiotic-modifying assays, we used the multiresis-
tant bacterial strains from the clinical isolates Pseudomonas
aeruginosa 03, Escherichia coli 06, and Staphylococcus aureus
10 and the standard yeasts Candida albicans, INCQS 40006,
C. krusei, INCQS 40095, and C. tropicalis, INCQS 400042.

We utilized the following culture media for bacteria: heart
infusion agar (HIA; Difco Laboratories Ltda.) and brain heart
infusion broth (BHI at 10% as indicated by the manufacturer;
Acumedia Manufacturers Inc.). Sabouraud dextrose broth
was used for fungi. All culture media were prepared following
the manufacturer’s instructions. Fungal and bacterial cultures
were maintained at 4°C in HIA. Before the tests, the strains
were passaged using the above media and incubated at 37°C
for 24 h. The plated strains were inoculated into BHI broth
and again incubated at 37°C for 24 h. A small aliquot of the
cultivated inoculum was removed and diluted in sterile saline
to give turbidity equivalent to 0.5 on the McFarland scale,
corresponding to 10° CFU/mL [23]. The resistance profile and
origin of the bacterial strains are described in Table 1.
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TABLE 1: Origin of bacterial strains and their resistance to antibiotics.

Bacteria Origin

Resistance profile

Aztreonam, Amoxicillin, Ampicillin, Ampicillin, Amoxicillin, Cefadroxil, Cefaclor,

Escherichia coli 06 Surgical wound

Cephalothin, Ceftazidime, Ciprofloxacin, Chloramphenicol, Imipenem,

Kanamycin, Sulphametrim, Tetracycline, and Tobramycin

Pseudomonas aeruginosa 03 Urine culture

Ceftazidime, Imipenem, Ciprofloxacin, Piperacillin-Tazobactam, Levofloxacin,
Meropenem, and Ampicillin

Staphylococcus aureus 10 Surgical wound

Oxacillin, Gentamicin, Tobramycin, Ampicillin, Kanamycin, Neomycin,
Paromomycin, Butirosin, Sisomicin, and Netilmicin

2.4. Drugs. The antibacterial drugs utilized were amikacin,
gentamicin, ciprofloxacin, and imipenem/cilastatin sodium,
and the antifungals employed were mebendazole and nystatin
(Sigma Co., St. Louis, USA), at an initial concentration of
2500 ug/mL and 1024 pg/mL, respectively. All drugs were
dissolved in sterile water. Silymarin powder was obtained
commercially from DEG importation (Santa Maria, Brazil).
Silibinin was obtained from Sigma Co. The reagent sodium
resazurin was utilized as the indicator of bacterial growth; it
was also obtained from Sigma Co. and stored at 4°C away
from light. In reading the assay, a color change from blue
to pink due to the reduction of resazurin indicated bacterial
growth [24].

2.5. Determination of Minimal Inhibitory Concentration
(MIC). Antimicrobial activity of the assayed products was
determined by the microdilution assay. A volume of 100 uL
of 10% BHI medium was added to each well of a 96-well
microplate and 100 uL. of the test product was used to do
a twofold serial dilution giving concentrations of 512 to
8 pg/mL. Next, 100 uL of the bacterial or yeast suspension
was added to all wells except the negative control or blank.
The negative control contained 100 uL of 10% BHI medium
and 100 pL of test product. Meanwhile, the positive control
contained the bacterial or yeast suspension and 10% BHI.
The plates were placed in an incubator for 24h at 37°C
[25]. Bacterial growth was determined utilizing resazurin,
while fungal growth was evaluated according to turbidity.
The assays were done in triplicate. MIC was defined as the
lowest concentration at which no growth was observed in
accordance with NCCLS [23].

2.6. Test for Antibiotic-Modifying Activity. Silymarin and
silibinin were tested for possible antibiotic-modifying activity
by their combination with the antibacterial and antifungal
drugs listed above, according to the method proposed by
Coutinho et al. [26], where the test products were used at a
subinhibitory concentration (MIC/8).

2.7 Statistical Analysis. EFach experiment was performed
six times and the results were normalized by calculation
of geometric mean values. Error deviation and standard
deviation of the geometric mean were revealed. Statistical
analyses were performed using GraphPad Prism, version
5.02. Differences between treatment with antibiotics in the
absence and in the presence of the products were examined

TaBLE 2: Composition of Silymarin extract.

Compounds Silymarin LOD LOQ
mg/g pg/mlL pg/mL
Gallic acid 216 £ 0.01* 0.009 0.029
Caffeic acid 5.09 + 0.03 0.032 0.105
Silybin A 12.75 + 0.01° 0.011 0.034
Silybin B 15.93 +0.03¢ 0.027 0.89

Results are expressed as mean + standard deviations (SD) of three determi-
nations.
Averages followed by different letters differ by Tukey’s test at P < 0.05.

using two-way analysis of variance (ANOVA). The differences
mentioned above were analyzed by Bonferroni posttest and
they were considered statistically significant when P < 0.05.

3. Results

3.1. HPLC Analysis. HPLC fingerprinting of silymarin extract
revealed the presence of gallic acid (t; = 10.19 min; peak 1),
caffeic acid (t; =24.97 min; peak 2), silybin A (t; =42.17 min;
peak 3), and silybin B (t; = 45.89 min; peak 4). Calibration
curve for gallic acid is Y = 11945 + 1268.4 (r = 0.9997), for
caffeic acid is Y = 13407 + 1361.8 (r = 0.9992), for silybin A
is ¥ = 12683 + 1185.9 (r = 0.9999), and for silybin Bis Y =
13045x + 1376.1 (r = 0.9995) (Table 2; Figure 1).

3.2. Antibacterial Activity and Modulation of Antibiotic Activ-
ity by Silymarin Extract and Silibinin. Silymarin demon-
strated antimicrobial activity that was clinically irrelevant,
with MIC values of 512 pg/mL. The results demonstrating
the modulatory antibiotic activity of silymarin and silibinin
are demonstrated in Figures 2-4 and the silymarin at a con-
centration of 64 ug/mL was combined with the antibiotics.
Silibinin showed a MIC 0f1024 pg/mL and was thus clinically
irrelevant for the strains Staphylococcus aureus ATCC 25923
and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, so a concentration
of 128 pg/mL was used in drug-modifying assays. However,
for Escherichia coli ATCC 25922, the MIC was 64 ug/mL, and
thus, a concentration of 8 pg/mL was used in drug-modifying
assays.

Silymarin and silibinin demonstrated antifungal activity
with MIC value of 1024 yg/mL for all strains, and thus, a
concentration of 128 yg/mL was used for both products to
evaluate antibiotic-modifying activity.
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FIGURE 1: Representative high performance liquid chromatography profile of Silymarin, detection UV was at 288 nm. Gallic acid (peak 1),
caffeic acid (peak 2), silybin A (peak 3), and silybin B (peak 4) ((a) and (b)).
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FIGURE 2: MIC (ug/mL) of the antibiotics in the absence and
presence of silymarin and silibinin at subinhibitory concentrations
for E. coli strain EC06.

Silymarin demonstrated significant synergistic activity in
modulating the effect of aminoglycosides against E. coli (P <
0.001), reducing the MIC from 312.5 to 156.25 pyg/mlL for
amikacin and from 78.125 to 39.06 pg/mL for gentamicin.
Silibinin showed similar synergism when combined with
gentamicin (P < 0.001), lowering the MIC from 78.125 to
39.06 pg/mL when compared to the control. Silymarin and
silibinin showed significant synergism in the presence of the
antibiotics amikacin with a reduction in MIC from 78.125 to
39.06 pg/mL (P < 0.001) and ciprofloxacin with a reduction
in MIC from 78.125 to 39.06 ug/mL (P < 0.001) against P
aeruginosa compared to the control. Silymarin also demon-
strated a significant synergistic effect when combined with
gentamicin lowering the MIC from 156.25 to 78.125 ug/mL
(P < 0.001) in relation to the control.
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FIGure 3: MIC (ug/mL) of the antibiotics in the absence and
presence of silymarin and silibinin at subinhibitory concentrations
for P. aeruginosa strain PA03.

It is important to mention that silibinin showed an antag-
onistic effect when combined with gentamicin and imipe-
nem. But against S. aureus, silymarin and silibinin displayed
substantial synergistic activity when combined with the anti-
biotics amikacin, reducing the MIC from 19.53 to 1.22 pg/mL
(P < 0.001), gentamicin, lowering the MIC from 19.53 to
9.76 ug/mL (P < 0.001), and imipenem, reducing the MIC
from 39.06 to 2.44 ug/mL (P < 0.001), compared to the
control.

The results demonstrating the modulatory effect against
antifungal drugs were demonstrated in Figures 5 and 6. The
antifungal modulatory activity of the products tested indi-
cated an antagonistic effect against C. albicans, C. tropicalis,
and C. krusei, when compared to nystatin and no significant
effect in combination with mebendazole.
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4. Discussion

Infections caused by pathogens such as P aeruginosa, S.
aureus, E. coli, and C. albicans have a high prevalence, where
they are responsible for the increase in worldwide morbimor-
tality of infections [27]. Factors involved in this increase
vary from insufficient supply of antimicrobials, especially in
poorer countries, to occurrence of antibiotic resistance. Thus,
in the last decades, there has been an increase in the popular
use of plants and their derivatives for infections caused by
microorganisms [28].

Various studies on the evaluation of the antimicrobial
activity of natural products have been conducted with the
aim of broadening the spectrum of antimicrobial therapy.
However, it is important to mention that the microdilution
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FIGURE 6: MIC (pg/mL) of the mebendazole in the absence and
presence of silymarin and silibinin at subinhibitory concentrations
for C. albicans, C. tropicalis, and C. krusei.

method, employed in the present investigation, currently
represents the technique most accepted for this bioassay [29].

Silybum marianum (L.) Gaertn. (Carduus marianus L.
Asteraceae) (milk thistle) has been used for more than 2000
years to treat liver and gallbladder disorders, including hep-
atitis, cirrhosis, and jaundice, and to protect the liver against
poisoning from chemical and environmental toxins [12].
Silymarin is an active component of this plant, a standardized
extract obtained from the seeds of S. marianum containing
approximately 70 to 80% of the silymarin flavonolignans and
approximately 20 to 30% is chemically undefined fraction,
comprising mostly polymeric and oxidized polyphenolics
compounds [30]. Silibinin is a major bioactive component of
silymarin [13].

The incidence of studies investigating the biological
activities of silymarin and silibinin has increased, given the
variety of important pharmacological effects associated with
these compounds, together with the fact that the use of sily-
marin/silibinin is considered safe, where there have been few
reports of adverse effects [31, 32]. Recent in vivo and in vitro
studies have demonstrated that silibinin has antioxidant, anti-
inflammatory, antitumor, and antiarthritic properties [31].
Also, silibinin has shown antibacterial activity against the
Gram-positive bacteria Bacillus subtilis and Staphylococcus
epidermidis [33].

Findings have pointed to a synergistic drug-modifying
effect when silymarin and silibinin were combined with
antibiotics, especially aminoglycosides, against the different
bacterial strains evaluated, where silibinin had an antago-
nistic effect when combined with imipenem and gentamicin
against P. aeruginosa. Accordingly, phenolic compounds, for
example, flavonoids and lignans, have demonstrated their
therapeutic potential as antimicrobial agents, where they are
considered responsible for this activity [34, 35]. The syner-
gistic effect of flavonoids combined with commonly utilized
antibiotics is well supported in the literature, emerging as
an important complementary treatment modality in research
[36].
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It is believed, therefore, that phenolic compounds possess
the capacity to form complexes with extracellular soluble
proteins that bind to bacterial cell wall [37]. Studies have
shown that many natural compounds alter the permeability
of the cell membrane, favoring the penetration of antibiotics
[38]. The interaction with bacterial enzymes can also be
related to the synergistic mechanism of natural products
with antibiotics [39], which can be obtained from an extract
or from the combination of extracts, synthetic products,
antibiotics, and other natural products [40, 41].

With respect to the antibacterial action of flavonoids,
studies have demonstrated a significant inhibitory effect on
DNA topoisomerase activity by the formation of complexes
that alter enzyme binding [42]. In this perspective, the
antibacterial activity of these compounds could also be
related to the presence of hydroxyl phenolic groups that
interfere with the bacterial synthetic processes by enzyme
inhibition [43, 44].

Our results pointed to an antagonistic effect when sily-
marin and silibinin were combined with nystatin against the
yeasts C. albicans, C tropicalis, and C. krusei. This result was
probably due to the cell structure of the fungi, mainly the
chitin cell wall of these microorganisms, which apparently
affects the action of antifungal agents and drug-moditying
activity of natural products. However, new studies are needed
to determine how this occurs. Considering the growing use of
antifungal agents in cancer treatment and infectious diseases
in general, these agents have contributed to the increase in
drug resistance, leading to the need to discover new and
alternative treatment modalities [45]. Thus, plant species rich
in active metabolites such as flavonoids merit attention [46].

5. Conclusions

This work indicates the possibility of the usage of silymarin
and silibinin as a source of new drugs as adjuvants in the anti-
biotic therapy against multidrug resistant bacteria (MDR),
being a promising choice against the concerning problem of
the antibiotic resistance.
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4 DISCUSSAO

Muitos estudos tém demonstrado o efeito antioxidante da Silimarina e seus
constituintes. Entretanto, a maior énfase tem sido dada a protecdo contra o dano oxidativo
hepatico. Desta forma, este estudo direcionou a avaliacdo da atividade in vitro deste extrato-
padrdo em parametros de estresse oxidativo, bem como, de sua atividade sobre as enzimas
monoamino oxidase e Na'/K'-ATPase, e ainda, o efeito antimicrobiano da Silimarina e
Silibinina e modulador de farmacos antimicrobianos.

Os resultados demonstraram que a Silimarina tem importante capacidade de sequestrar
o radical DPPH. Dados da literatura apontam que derivados da espécie Silybum marianum
tém possuem acdo antioxidante, e ainda, promovem o aumento da glutationa, do acido
ascorbico (VALENZUELA et al., 1989) e da atividade da superoxido dismutase (MUZES
etal.,, 1991), além de reduzir os niveis de MDA em ratos tratados com acetaminofeno
(NENCINI; GIORGI; MICHELLI, 2007).

Enfatiza-se que compostos polifenois, como flavonoides, s&o efetivos como
antioxidantes, por sua capacidade de sequestrar radicais livres envolvidos na iniciagdo do
processo de peroxidacdo lipidica (ex.: o anion superoxido (O%,) e o radical hidroxila (OH),
protegendo os tecidos contra danos provocados pelo estresse oxidativo, e atuando por
sinergismo com outros antioxidantes, além de serem capazes de se ligar a ions metélicos,
impedindo-os de atuarem como catalisadores na producdo de radicais livres
(KANDASWAMI; MIDDLETON, 1994; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997).

A partir da compreensédo de que o cerebro esta mais vulneravel a acdo de agentes pro-
oxidantes (a exemplo do Fe?* e do NPS), dada & sua alta concentragdo de 4cidos graxos poli-
insaturados e baixo nivel de defesas antioxidantes (SMITH et al., 2013), investigou-se 0
efeito antioxidante de Silimarina em tecido cerebral de ratos, através do método de TBARS,
no qual foram utilizados diferentes agentes indutores de dano lipidico para avaliar a acdo de
substancias na prevencao ou atenuacao deste dano, sendo uma técnica largamente empregada
para esta finalidade (PUNTEL et al., 2007).

Os resultados demonstraram que a silimarina possui atividade antioxidante in vitro, na
medida em que diferentes concentracdes reduziram a peroxidacao lipidica induzida por proé-

oxidantes. A partir destes dados, é pertinente mencionar que a andlise cromatografica de
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Silimarina revelou majoritariamente os constituintes silibina A (12.75%£0.01) e silibina B
(15.93+0.03) e ainda, compostos fendlicos como acido galico, acido cafeico e acido elégico.
Portanto, o potencial protetor de Silimarina contra o dano lipidico decorrente do estresse
oxidativo parece estar relacionado a complexa mistura de componentes do extrato que
poderiam atuar de modo sinérgico.

Os produtos naturais que possuem flavonoides e polifendis, entre outras classes de
metabolitos secundarios, apresentam capacidade de proteger contra o estresse oxidativo
decorrente da peroxidacdo lipidica (KREN; WALTEROVA, 2005; TROUILLAS etal.,
2008). Assim, pesquisas realizadas com Silibina mostraram a sua capacidade de atenuar a
producdo de MDA decorrente da peroxidacéo lipidica (LU et al., 2009).

Estudos revelam que a Silimarina possui efeito inibitério sobre a producdo de éxido
nitrico (NO) e a expressdao da enzima Oxido nitrico sintase induzivel em macréfagos
peritoneais de camundongos tratados com lipopolissacarideo (MANAN et al., 1999).

Sabe-se que o sistema de defesa do organismo contra as ERO e ERN ¢é constituido por
macromoléculas (enzimas) e micromoléculas, sendo que estas Ultimas podem também ser
originarias da dieta. Assim, a enzima catalase esta envolvida nesta protecdo por promover a
dismutacdo do perdxido de hidrogénio (H,0,) em oxigénio e &gua, conforme demonstrado
abaixo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006):

catalase
2 H,0O, » O, + 2H,0
NADPH

Desse modo, considerando os resultados obtidos sobre a acdo da Silimarina na
protecdo do dano oxidativo aos lipideos de membrana, investigou-se o seu efeito sobre
marcadores enzimaticos de estresse oxidativo. ldentificou-se que a Silimarina evitou a
diminuicdo na atividade da catalase causada pelos pro-oxidantes, na concentragdo de 30 pg/ml.
Neste aspecto, pesquisas demonstram que a reducdo da atividade da catalase, a exemplo do
consumo de defesas antioxidantes em situagdes de estresse oxidativo (EO), acarretard
acumulo do H,0,, provocando toxicidade as células. Nestas condic¢Oes, substancias com
potencial antioxidante sdo definidas como aquelas capazes de, em baixas concentracoes,
diminuir ou retardar a oxidacdo de um substrato oxidavel, as quais poderiam atuar na
manutencdo do sistema de defesa diante do EO (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1998;
VALKO et al., 2006).
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Ainda nesta perspectiva, os polifendis apresentam importante capacidade de restaurar
a atividade de enzimas envolvidas no sistema de defesa antioxidante, a exemplo da catalase,
em condi¢cOes que demandam o aumento da atividade desta enzima, a exemplo da exposicéo a
agentes pro-oxidantes (SCHAFFER et al., 2013), demonstrando importante propriedade
neuroprotetora diante do estresse inflamatorio e oxidativo (CALABRESE et al., 2012).

A relevancia do H,0, para a producgéo de estresse oxidativo decorre da sua habilidade
em transpor as membranas celulares e gerar o radical hidroxila, sendo capaz de oxidar grupos
tiol muito reativos como o contido na glutationa reduzida (GSH). A GSH, por sua vez, € uma
biomolécula, que apresenta importante papel no sistema de defesa antioxidante, funcdo
relacionada a presenca do grupamento tiol (-SH), atuando em ciclos entre a sua forma oxidada
e reduzida, através da atuacdo de duas enzimas, a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa
redutase (GR) (BABIOR, 1997).

Grupos tidis estdo envolvidos na manutencdo do estado redox intracelular
representando, portanto, um parametro essencial a preservacdo da homeostasia diante do
estresse oxidativo (SIES, 1999). A Silimarina protegeu a oxidacdo de grupos tiois (proteico e
ndo-proteico) induzida por agentes pré-oxidantes (Fe2* e NPS) em homogeneizado de cérebro
de ratos. Este dado ¢ relevante considerando que os tidis sdo importantes agentes redutores,
dada a capacidade de doar elétrons exercendo papel fundamental na defesa do organismo
contra os danos provocados pelo estresse oxidativo (BONNEFOY; DRAI; KOSTKA, 2002).

Outro resultado importante foi o efeito da Silimarina em ativar a Na'/K*-ATPase em
cérebro de ratos. A Na'/K'-ATPase é uma proteina de membrana encontrada nas células
animais, responsavel pelo transporte de ions Na" para fora e K* para o interior das células,
através da membrana plasmaética, desempenhando um papel chave no balanco de fluidos e
eletrolitos, sendo que este gradiente é crucial para a manutencdo do potencial de membrana
(REINHARD et al., 2013). A inibicdo da Na, K*-ATPase compromete de forma significativa
o equilibrio deste potencial de membrana, com consequente elevacdo do Ca?" intracelular e
excitotoxicidade neuronal (ZHANGA et al., 2013).

Tendo em vista a importancia da Na*, K*-ATPase na regulacdo de processos vitais e
ainda, que o decréscimo em sua atividade acarreta eventos toxicos as células, incluindo a
neurotoxicidade (ERECINSKA; SILVER, 1994; ZHANGA et al., 2013), acredita-se na
relevancia deste dado, uma vez que a Silimarina poderia auxiliar na protecdo do Sistema
Nervoso Central contra o dano oxidativo, somando-se a isso também, a capacidade

antioxidante demonstrada desta substancia, neste estudo.
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Dessa forma, considerando que o estresse oxidativo, a inflamacdo, a apoptose, a
disfungdo mitocondrial, entre outros eventos, estdo envolvidos na patogénese de doencas
neurodegenerativas (SINGH et al., 2011; SIMUNOVIC et al., 2009; SINGHAL et al., 2013),
é importante referir que os resultados desta pesquisa apontam para um efeito neuroprotetor da
Silimarina contra a peroxidacdo lipidica em cérebro de ratos. Além disso, este flavonoide
também foi capaz de reduzir a atividade das duas isoformas da enzima monoamino oxidase
(MAO), sendo que somente a concentracao de 300 pg/mL apresentou efeito inibitorio sobre a
MAO-A, enquanto que a MAO-B foi inibida a partir da concentracdo de 30 pg/mL.

A avaliacdo do perfil cinético de inibicdo da MAO revelou que a Silimarina nédo
alterou o valor de K, para MAO-A (27.0£4.43uM) e para MAO-B (12.47.0+2.09uM),
comparado aos valores de K, obtidos na auséncia do extrato (17.02+2.50uM, MAO-A;
11.56+1.27uM, MAO-B). Entretanto, comparando-se o valor de Ky, para MAO-A e MAO-B,
na presenca da Silimarina, observa-se que para a MAO-B houve uma maior diminuigéo deste,
muito embora, sem valor estatistico. Considerando, portanto, que o Ky mantém uma
correlacdo com a afinidade do substrato pela enzima (NELSON; COX, 2001), os resultados
sugerem que a Silimarina teria uma maior afinidade pela MAO-B, o que se reflete na inibicédo
mais acentuada desta isoforma da MAO.

Os resultados mostraram que a Silimarina causou um discreto decréscimo nos valores
da Vmax, Na ordem de 0.41+0.023nmol/min/mg de proteina na presenca do extrato, para
0.5620.024nmol/min/mg de proteina na auséncia da Silimarina, quando avaliada a atividade
sobre a MAO-A. Para a MAO-B, os dados demonstraram um declinio na Vpn de
0.54+0.025nmol/min/mg de proteina na presenca da Silimarina, para 0.98+0.028nmol/min/mg
na auséncia do extrato. Vale ressaltar que estes resultados foram significativos para ambas
isoformas da MAO.

Comparando-se os valores de Vs para a MAO-A e MAO-B, na presenca e na
auséncia da Silimarina, é possivel identificar que este decréscimo foi maior para a MAO-B, 0
que também é sugestivo de que a interagdo enzima-substrato conduz a uma inibicdo mais
significativa sobre a MAO-B, com subsequente diminuicdo da Vs & medida que se aumenta
a concentracao do inibidor. A literatura afirma que inibidores ndo-competitivos afetam a Vpax,
sem causar alteracdes no valor de K, (NELSON; COX, 2001).

Dados da literatura apoiam que a MAO teria uma importante funcdo na patogenia de
doencas neuroldgicas e psiquidtricas, dada & sua participagdo no metabolismo de
neutransmissores (BERTON; NESTLER, 2006). Os inibidores da MAO exercem um efeito

inibitdrio através de sua ligacdo ao sitio ativo da enzima. Outro aspecto importante seria a
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perda da seletividade com doses maiores ou repetitivas dos inibidores. Assim, a terapéutica
impdem limitagdes de uso tais como, perturbacdes do sono, irritabilidade e agitacéo,
alteracdes cardiovasculares, hipertensao e disfuncdes sexuais. Nessa perspectiva, sabe-se que
farmacos capazes de exercer efeito inibitorio sobre a MAO séo utilizadas para o tratamento de
doencas neuroldgicas como a depressao, e que especialmente, inibidores seletivos da MAO-B,
sdo empregados no tratamento da DP (YOUDIM; WEINSTOCK, 2004).

Desta forma, as substancias com capacidade de inibir seletiva e reversivelmente a
MAO, em particular a MAO-B, sdo amplamente vislumbradas por pesquisadores. Isto se deve
ao fato de que a MAO-B corresponde a 80% da MAO total presente em cérebro de humanos e
ainda, é a principal responsavel pela degradacdo da B-feniletilamina, a qual promove a
liberacdo de dopamina e inibe sua recaptacdo. Logo, inibidores da MAO-B possibilitam um
aumento nos niveis de dopamina e melhora na transmissdo dopaminérgica, 0 que seria
particularmente significativo para pacientes com DP, os quais apresentam elevados niveis de
MAO-B no cérebro e consequente diminuigdo de dopamina (CHEN; SWOPE, 2005).

Ainda nesta perspectiva, Ou; Chen; Shih (2006) demonstraram que a inibi¢do da
MAO-A previne a apoptose celular e exerce efeito de neuroprotecdo. Assim, a Silimarina se
apresenta, a partir do seu significativo efeito inibitorio sobre as isoformas da MAO, como
uma substancia promissora na investigacao de novas terapias para a depressao e/ou DP. Desta
forma, flavonoides derivados da espécie Silypbum marianum (L.) Gaertn., vém sendo
estudados na perspectiva de tratamento de doencas neurodegenerativas em associa¢do ao
estresse oxidativo (YIN et al., 2011).

Considerando o envolvimento do EO em diversas patologias, inclusive uma maior
predisposicdo de individuos a processos infecciosos, acredita-se que substancias capazes de
atenuar o dano oxidativo a tecidos e Orgdos possam também apresentar importante efeito
preventivo contra o estresse inflamatorio e apoptotico decorrente da geracdo exacerbada de
especies reativas de oxigénio/nitrogénio e de radicais livres. Sabe-se que as EROs e ERNSs séo
geradas durante a fagocitose para neutralizar a invasdo microbiana, a exemplo do oxido
nitrico (NO), o qual é amplamente produzido pela acdo da éxido nitrico sintase induzivel
(NOSI) ativando macréfagos e neutrofilos durante a reagdo imunolégica. No entanto, estas
especies também podem exercer toxicidade através da geracdo do peroxinitrito ao reagir com
o radical superdxido (GOMES et al., 2008; KOSTKA, 1995). Assim, o peroxinitrito formado
pelas células fagociticas pode, em elevadas concentracGes, provocar severos danos a
biomoléculas através do estresse nitrosativo, sendo responsavel pela ocorréncia de varias

doencas (HALLIWELL, 1997). Dessa maneira, a resposta inflamatdria exagerada pode
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predispor a invasdo microbiana e ao surgimento de doencas oportunistas e ainda,
comprometer o tratamento de infecgdes.

As doengas infecciosas sdo responsaveis por percentual significativo de mortes na
populacdo mundial, sendo motivo de grande preocupacéo especialmente, pelo uso inadequado
de antimicrobianos no que diz respeito a utilizacdo irracional de antibiéticos que favorece a
emergéncia de cepas microbianas multirresistentes (CORREIA et al., 2007; FISHMAN,
2006).

E valido referir o aumento da importancia clinica de infecces hospitalares em todo o
mundo, sobretudo, associadas a mecanismos de resisténcia microbiana, o que certamente tem
mobilizado pesquisadores a investigar as propriedades de plantas e seus derivados na
perspectiva de modificar a acdo de antimicrobianos (SILVA et al., 2008; GURIB-FAKIM,
2006). No Brasil, ha relatos de infecgdes causadas por S. aureus resistentes em parte, a
antibidticos de elevado espectro como a vancomicina (NOWAKONSKI, 2000).

A investigacdo do efeito antimicrobiano de extratos de plantas pode ser realizada por
meio da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), que representa a menor
concentracdo na qual ndo ocorre nenhum crescimento microbiano (JAVADEPOUR et al.,
1998), sendo esta considerada irrelevante & pratica clinica quando superior a 500 pg/mL
(DALL’AGNOL et al., 2003; TANAKA et al., 2005).

Nesse contexto, combinacBes de extratos de plantas a antibidticos, em concentracbes
sub-inibitérias (CIM/8) tém sido utilizadas, sendo uma importante estratégia uma vez que,
apresentam baixo risco de aumentar a resisténcia aos farmacos (WAGNER; ULRICH-
MERZENICH, 2009; COUTINHO et al., 2008). No entanto, estes também podem influenciar
no efeito dos antibidticos, aumentando ou revertendo a ac¢do do farmaco (OLIVEIRA et al.,
2011).

Desta forma, os resultados desta pesquisa demonstraram que a Silimarina possui baixa
atividade antibacteriana contra as cepas padrdo avaliadas, com valores de CIM superiores a
512 pg/mL. A Silibinina também ndo demonstrou importante efeito antibacteriano contra S.
aureus e P. aeruginosa, com valor de CIM de 1.024 pg/mL. No entanto, contra E. coli, o
valor de CIM foi de 64 pg/mL, sendo relevante do ponto de vista clinico. Os resultados para a
atividade antifungica da Silimarina e Silibinina demonstraram valores de CIM de 1.024
pg/mL para todas as linhagens.

Os dados observados neste estudo apontam para efeito modulador sinérgico quando a
Silimarina e a Silibinina estiveram associadas aos antibidticos, especialmente, aos

aminoglicosideos (gentamicina e amicacina) contra as diferentes cepas bacterianas avaliadas.
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E ainda, demonstram efeito antagdnico quando a Silimarina e a Silibinina foram associadas a
nistatina contra as leveduras de C. albicans, C tropicalis e C. kruzei e nenhum efeito
significativo em associa¢ao ao mebendazol.

Assim, a Silimarina demonstrou atividade sinérgica na modulacdo de
aminoglicosideos (amicacina e gentamicina) contra E. coli, sendo que o0 seu componente
majoritario (Silibinina) apresentou sinergismo somente quando associado a gentamicina. Este
resultado é particularmente importante para bactérias Gram-negativas, as quais possuem uma
estrutura da parede celular mais complexa, 0 que as torna mais resistentes a acdo de
antibiéticos que ndo conseguem transpd-la de forma efetiva (GUIMARAES; MOMESSO;
PUPO, 2010).

Estudos avaliando a atividade antibacteriana de compostos fendlicos demonstram que
S. aureus e P. aeruginosa sao mais suscetiveis a acdo destes metabdlitos secundarios do que
E. coli e C. albicans (FATTOUCH et al., 2007). Os resultados deste estudo mostram que a
Silimarina e a Silibinina apresentaram importante atividade de sinergismo na presenca dos
antibidticos amicacina e ciprofloxacino contra P. aeruginosa, sendo que a Silimarina também
apresentou significativo efeito sinérgico quando associada a gentamicina para esta mesma
cepa bacterina. O efeito sinérgico de Silimarina em associagdo ao ciprofloxacino, um
antibidtico da classe das fluoroquinolonas que apresenta amplo espectro (CROSS;
MANETSCH, 2010), tem importéancia particular em infeccOes causadas por bacilos Gram-
negativos, e ainda, patdgenos multirresistentes aos beta-lactamicos e aos aminoglicosideos.

Vale salientar que a Silibinina apresentou efeito antagénico quando associada a
gentamicina e imipenem/cilastatina sodica contra P. aeruginosa. Nesse sentido, muito embora
varias pesquisas relatem o efeito de sinergismo que os extratos de plantas possuem associados
a antimicrobianos de uso clinico, a atividade antagbnica também tem sido referida
(COUTINHO et al., 2009; TINTINO et al., 2013; BEHLING et al., 2004; GRANOWITZ;
BROWN, 2008).

E importante enfatizar os resultados observados contra S. aureus, sendo que a
Silimarina e a Silibinina tiveram atividade de sinergismo quando combinados aos antibioticos
amicacina, gentamina e imipenem/cilastatina sodica. Este Gltimo, consiste em um antibidtico
da classe de carbapenens, os quais sdo beta-lactamicos de amplo espectro, estaveis diante de
beta-lactamases com atividade contra bacilos Gram-positivos e negativos (MELETIS et al.,
2010), que exercem seus efeitos por se ligarem a proteinas fixadoras de penicilina e
impedirem a sintese da parede celular (ZHANEL et al., 2007).
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Compostos fendlicos possuem a capacidade de formar complexos com proteinas
soluveis extracelulares que se ligam a parede celular bacteriana (TSUCHIYA et al., 1996).
Alguns estudos apontam a capacidade de produtos naturais em alterar a permeabilidade da
membrana celular e facilitar a penetracdo do antibidtico (BURT, 2004). Este mecanismo seria
particularmente interessante para a acdo de aminoglicosideos, os quais exercem seu efeito
bactericida ao se ligarem ao ribossomo bacteriano, necessitando penetrarem no interior da
célula para agir (OLIVEIRA; CIPULLO; BURDMANN, 2006).

O potencial antibacteriano de flavonoides estaria também relacionado a presenca de
grupos fendlicos hidroxila que interferem na sintese bacteriana por mecanismos de inibicao
enzimatica (AVILA et al., 2008; LI et al., 2012).

A partir do exposto, compreende-se ser relevante a busca por novos agentes
terapéuticos antimicrobianos os quais oferecam alternativas aos tratamentos de infeccdes

provocadas por patdgenos resistentes, sejam estes de origem vegetal, animal ou sintéticos.



5 CONCLUSOES

Este estudo foi realizado a partir da perspectiva de que o extrato-padrdo da Silimarina,
amplamente utilizado para vérias doencas relacionadas ao estresse oxidativo, poderia exercer
influéncia antioxidante em testes in vitro, utilizando-se de homogeneizado de cérebro de
ratos, bem como, alterar o status enzimatico de importantes enzimas envolvidas no
funcionamento do Sistema Nervoso Central, como a Na'/K*-ATPase e a monoamino oxidase.

As andlises cromatogréficas da Silimarina confirmaram a presenga de silibina A,
silibina B e compostos fendlicos como, o acido galico, o acido cafeico e o acido elagico,
sendo portanto, um composto promissor para avaliagdes de capacidade antioxidante. A
Silimarina possui efeito antioxidante in vitro e foi capaz de proteger contra o dano oxidativo
aos lipideos de membrana na presenca de pré-oxidantes. Nesse contexto, conclui-se que a
Silimarina se apresenta como um composto antioxidante com potencial para uso em
problemas de salde associados ao estresse oxidativo. Sugere-se também que 0s constituintes
quimicos da Silimarina podem interagir com a membrana celular atuando na protecdo contra a
peroxidacao lipidica.

A Silimarina também protegeu contra a oxidacdo dos grupos tidis proteicos e ndo
proteicos, na presenca de pro-oxidantes e, foi capaz de evitar uma diminuicdo na atividade da
catalase causada pelos pré-oxidantes. Esses dados sdo promissores uma vez que substancias (a
exemplo de flavonoides) com habilidade de prevenir a degradacdo do sistema de defesa
antioxidante sdo vislumbradas para o tratamento de doencas associadas ao estresse oxidativo.

Os resultados demonstraram que a Silimarina foi capaz de ativar a Na'/K*-ATPase, ao
passo em que inibiu a atividade da MAO-A e MAO-B, sendo que a inibicdo da MAO-B foi
bem mais pronunciada. Reconhecendo a relevancia de inibidores da enzima monoamina
oxidase para o tratamento de doencas neuroldgicas (como a Doenca de Parkinson e Doenca de
Alzheimer), pode-se inferir que a Silimarina possui potencial terapéutico para doencgas que
afetam o Sistema Nervoso Central, e que os resultados obtidos permitem sugerir que a
Silimarina apresenta uma perspectiva ampliada de uso para a Doenca de Parkinson. E possivel
concluir, portanto, que a Silimarina altera as atividades da Na'/K*-ATPase e monoamina
oxidase, indicando que o seu efeito neuroprotetor ndo estd apenas associado com sua

capacidade antioxidante.
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A Silimarina e a Silibinina ndo apresentaram atividade antibacteriana e antifingica
clinicamente relevante. A Silibinina demonstrou atividade antibacteriana clinicamente
significativa contra Escherichia coli. Ambas demonstraram atividade sinérgica na resisténcia
microbiana, em especial com os aminoglicosideos, contra as bactérias multirresistentes. Nesse
contexto, o potencial modulador, especialmente de sinergismo, quando a Silimarina e a
Silibinina foram associadas a drogas antibacterianas, sugere uma possibilidade terapéutica
adjuvante para ultrapassar o problema das infec¢des bacterianas provocadas pela resisténcia
aos antibioticos.

Esta pesquisa reafirma o potencial antioxidante in vitro da Silimarina e aponta
caminhos para uma possivel acdo neuroprotetora, dada a interacdo e subsequente, alteracdo da
atividade de importantes enzimas envolvidas na regulacdo do funcionamento do Sistema
Nervosos Central. A partir dos resultados, a Silimarina desponta como substancia com
capacidade para o tratamento de doencas neuroldgicas que apresentem também, correlacdo

com o estresse oxidativo.



6 PERSPECTIVAS DO ESTUDO

Os resultados deste estudo apontam que Silimarina tem potencial antioxidante in vitro
e altera a atividade da enzima Na*, K*-ATPase, e de ambas isoformas da enzima monoamino
oxidase. Ndo obstante, Silimarina e Silibinina tém importante efeito sinérgico na modulacao
com drogas antibacterianas, particularmente, com aminoglicosideos. Nesse sentido, os dados

desta pesquisa vislumbram como perspectivas:

- Estudos in vivo em modelos alternativos (Drosophila melanogaster) para avaliacao
do efeito de Silimarina em parametros de estresse oxidativo e alteracBes comportamentais;

- Estudos in vivo para investigacdo de atividade em processos patolégicos a nivel de
Sistema Nervoso Central,

- Ensaios in vivo para explorar o potencial adjuvante de Silimarina e Silibinina na

terapéutica contra bactérias multirresistentes.
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