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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 distúrbios relacionados ao estresse oxidativo, incluindo hepatopatias e 

doenças neurológicas, como a Doença de Parkinson. Embora a silimarina seja referida por possuir uma 

variedade de propriedades farmacológicas, incluindo efeitos anti-inflamatório, anticancerígeno e 

neuroprotetor, informações sobre o seu potencial antimicrobiano e modulador de fármacos contra a 

resistência microbiana são escassas na literatura. Além disso, o possível envolvimento da ação 

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 não 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 ação de 

antimicrobianos in vitro. Os resultados demonstraram que a silimarina sequestrou o radical DPPH 

(2,2-difenil-1-picrilidrazina) e também reduziu significativamente a peroxidação lipídica em 

homogeneizado de cérebro de ratos induzida por nitroprussiato de sódio (5 M) e Fe
+2

 (10 M). A 

silimarina protegeu contra a oxidação dos grupos tióis proteicos (e não proteicos) induzida pelos pró-

oxidantes e evitou a diminuição na atividade da catalase causada pelos pró-oxidantes, na concentração 

de 30 g/mL. A incubação de diferentes concentrações de silimarina aumentou a atividade da enzima 

Na
+
/K

+
-ATPase e reduziu a atividade das enzimas MAO-A e MAO-B. No entanto, a inibição da 

MAO-B foi mais pronunciada. A avaliação dos parâmetros cinéticos demonstrou que a silimarina não 

alterou de forma significativa os valores de Km para a MAO-A e MAO-B, mas causou diminuição nos 

valores de Vmax para as duas isoformas da enzima. No que diz respeito à atividade antimicrobiana, a 

silimarina e o seu principal componente ativo, a silibinina, não demonstraram atividade antibacteriana 

e antifúngica clinicamente relevante (com valores de CIM - concentração inibitória mínima superiores 

a 500 µg/mL). No entanto, a silibinina apresentou atividade antibacteriana clinicamente significativa 

contra Escherichia coli com CIM/8 de 64 µg/mL. A combinação de silibinina ou silimarina 

demonstrou efeito sinérgico modulando a eficácia de fármacos antibióticos (amicacina, gentamicina, 

ciprofloxaxino ou imipenem) ou antifúngicos (mebendazol ou nistatina) particularmente da classe dos 

aminoglicosídeos, 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 

antagônico com a nistatina contra Candida albicans, Candida tropicalis e Candida kruzei. Em 

conclusão, os resultados mostraram que a silimarina altera as atividades da Na
+
/K

+
-ATPase e MAO, 

indicando que o seu efeito neuroprotetor não está apenas associado à sua capacidade antioxidante. O 

potencial da silimarina e da silibinina para modular o efeito de fármacos antimicrobianos sugere uma 

alternativa para o controle das infecções bacterianas provocadas pela resistência aos antibióticos. 

 

Palavras-chave: Silimarina. Silibinina. Estresse oxidativo. Monoamina oxidase. Na
+
/K

+
-ATPase. 

Peroxidação lipídica. Concentração inibitória mínima. Modulação 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
2+ 

(10 µM) and SNP (sodium nitroprusside, 5 µM) 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 µg/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 µg/mL). However, silybin showed 

clinically significant antibacterial activity against Escherichia coli with MIC/8 = 64 µg/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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APRESENTAÇÃO 

 

 

Esta tese aborda assuntos relativos à linha de pesquisa de estresse oxidativo e 

patologias humanas associadas. Encontra-se estruturada da seguinte forma: 

No item INTRODUÇÃO consta uma Revisão da Literatura com explanação sobre os 

temas abordados na tese.  

Os itens MATERIAIS E MÉTODOS, RESULTADOS e DISCUSSÃO estão 

apresentados na forma de dois artigos seguindo às normas dos respectivos periódicos. 

Os itens DISCUSSÃO E CONCLUSÕES estão no final da tese e trazem 

interpretações e comentários sobre os resultados descritos nos artigos à luz dos autores e 

ainda, o item PERSPECTIVAS DO ESTUDO aponta a possibilidade de novos estudos a 

partir dos resultados obtidos. 

As REFERÊNCIAS estão citadas nos artigos, e as referências utilizadas para a 

INTRODUÇÃO E DISCUSSÃO estão elencadas no final da tese.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 A Geração de espécies reativas e o estresse oxidativo 

 

 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) são 

produzidas durante os processos metabólicos fisiológicos. Essas, incluem espécies não 

radicalares, como o peróxido de hidrogênio (H2O2) e radicalares, tais como, o ânion 

superóxido (O-
2
.), o radical hidroxila (OH

.
), o óxido nítrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO

-
), 

estando envolvidas na fagocitose, na produção energética, no crescimento celular, na 

sinalização intercelular e na síntese de importantes substâncias bioativas (DROGE, 2002; 

DIAZ et al., 1998). 

Os radicais livres (RL) apresentam uma estrutura química que possui um elétron 

desemparelhado em seu eixo orbital externo, o que o torna extraordinariamente reativo à 

interação com elementos celulares. Um RL é extremamente instável, possui vida média muito 

curta e procura estabilidade por meio do pareamento de seus elétrons. Logo, os radicais livres 

podem causar danos à saúde humana por reagirem com substratos biológicos, proteínas, 

lipídeos de membrana, sendo que os danos mais graves são aqueles provocados ao ácido 

desoxirribonucleico (DNA) e ao ácido ribonucleico (RNA) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

1998; HALLIWELL, 2006). 

Reconhecidamente um RL pode reagir com os ácidos graxos poli-insaturados 

presentes nas membranas celulares e provocar alterações estruturais significativas na 

permeabilidade da membrana, com extravasamento de fluídos e sua ruptura. Alguns tecidos e 

órgãos apresentam uma suscetibilidade maior à ação de EROs. O cérebro é um órgão 

particularmente vulnerável, pois possui baixos níveis de defesa antioxidante e ainda, altos 

níveis de ácidos graxos poli-insaturados, além de utilizar grandes quantidades de oxigênio, 

sendo, portanto, mais vulnerável aos efeitos provocados pelas EROs (SULTANA; 

BUTTERFIELD, 2004).  

As EROs e outros radicais livres podem ser produzidas por fontes endógenas ou 

exógenas. As principais fontes endógenas de radicais livres são as mitocôndrias, através do 

metabolismo oxidativo; os peroxissomos, os quais são ricos em enzimas que geram H2O2; o 

citocromo P-450, o qual catalisa reações que geram o O
-
2; a fagocitose, a qual acelera o 
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consumo de oxigênio e subsequente formação de RL. Como fontes exógenas, podem ser 

citados a radiação, o cigarro, solventes orgânicos, fármacos, como o paracetamol, por 

exemplo (SALVADOR; HENRIQUES, 2004). 

É importante mencionar que a produção excessiva de EROs e/ou de ERNs ou uma 

deficiência nas defesas antioxidantes ou ainda, a combinação de ambas situações, pode 

acarretar uma condição conhecida por estresse oxidativo - EO (SILVA et al., 2005; VALKO 

et al., 2006), sendo necessária a ação de um sistema de defesa antioxidante não enzimático 

e/ou enzimático para a manutenção do equilíbrio redox. Fazem parte do sistema de defesa 

antioxidante endógeno importantes enzimas, a exemplo da catalase - Cat, superóxido 

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 exógenos como vitaminas A, E e C e flavonoides, por exemplo (FINKEL; 

HOLBROOK, 2000). Dentre os antioxidantes endógenos podemos ressaltar a glutationa, a 

qual constitui um importante recurso para evitar danos oxidativos. Essa biomolécula é 

imprescindível a funções vitais como, manutenção do equilíbrio tiólico e neutralização de 

radicais livres (SALVADOR; HENRIQUES, 2004; LU, 1999).  

A partir da compreensão dos danos que o EO pode provocar ao organismo humano, 

vários modelos de indução de dano oxidativo in vitro e in vivo tem sido propostos e 

empregados para a avaliação da capacidade antioxidante de extratos de plantas e seus 

constituintes fitoquímicos com vistas à descobertas de produtos antioxidantes de origem 

vegetal (HALLIWELL, 2006). 

 

 

1.1.1 Indutores químicos de dano oxidativo 

 

 

Alguns compostos químicos podem induzir o estresse oxidativo em organelas 

celulares, sendo inclusive utilizados em modelos experimentais in vitro. O ferro é um 

elemento essencial às funções orgânicas. Porém, o excesso deste íon pode ocasionar uma 

produção excessiva de radicais livres, disfunção mitocondrial, distúrbios na homeostase do 

cálcio que, por conseguinte, irão desencadear dano ao citoesqueleto e morte celular (OWENN 

et al., 1997; CONNOR, 1997). O mecanismo pelo qual o ferro promove a lesão celular está 

relacionado à produção de radicais hidroxila, a partir da reação de Fenton. Nesta, um metal de 
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transição reduzido, como o ferro, doa um elétron para o H2O2, o qual é posteriormente 

convertido ao radical hidroxila (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1998). 

Outro composto citotóxico é o nitroprussiato de sódio (NPS) dada à sua capacidade de 

liberar cianeto e/ou óxido nítrico. O óxido nítrico está envolvido em vários processos 

fisiológicos, como a neurotransmissão, a regulação do estado inflamatório (agregação 

plaquetária e vasodilatação), quimiotaxia e ainda, efeito bactericida (SAHA et al., 2006; 

YUAN, et al., 2009). Entretanto, em elevadas concentrações, o óxido nítrico
 
pode conduzir à 

formação do peroxinitrito (ONOO
-
) como resultado de reação do ânion superóxido, 

potencializando o status oxidativo, levando à peroxidação lipídica, oxidação de proteínas e 

danos ao DNA (BATES et al., 1991; CHEN et al., 1991; DAWSON et al., 1991; RAUHALA 

et al., 1998). Adicionalmente, o óxido nítrico interfere no sistema de defesa antioxidante 

devido à sua capacidade de inibir a atividade de enzimas, como a catalase (COOPER, 1999; 

BROWN, 1995). Por sua vez, o cianeto causa inibição no complexo IV da cadeia respiratória, 

agindo na citocromo oxidase com subsequente bloqueio no transporte de elétrons e da 

fosforilação oxidativa. Como resultado deste processo, tem-se uma utilização insuficiente do 

oxigênio (JENSEN, 2002). 

Esses modelos de indução de dano oxidativo celular auxiliam, portanto, na avaliação 

do potencial antioxidante de substâncias apontadas como possuidoras de efeito protetor contra 

o estresse oxidativo. Este, por sua vez, pode ser responsável por uma diversidade de 

condições mórbidas, dentre elas, doenças neurológicas. Portanto, acredita-se na relevância de 

se investigar o possível 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 sulfidrílica sensível a ação de agentes 

oxidantes, responsável pela clivagem de uma molécula de adenosina trifosfato (ATP), com 

formação de adenosina difosfato (ADP), liberando energia para o transporte transmembrana 

de Na
+
 e K

+
. Esta enzima é imprescindível ao equilíbrio eletrolítico celular, ao controle dos 

potenciais de membrana celular, bem como, à regulação da liberação e captação de 

neurotransmissores (ZHAN et al., 2004). Encontra-se presente em grandes quantidades nos 

neurônios e células gliais (KWON et al., 2003).  
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A manutenção do gradiente iônico negativo dentro da célula (altas concentrações de 

Na
+
 extracelular e de K

+
 intracelular) é vital às funções celulares, bem como, para a 

excitabilidade neuronal e equilíbrio do volume de células neuronais (ERECINSKA; SILVER, 

1994). O déficit de energia, o aumento excessivo na produção de espécies reativas e 

consequente, estresse oxidativo celular acarretam alterações na atividade da Na
+
/K

+
-ATPase 

(ZHANG et al., 2008).  Estudos apontam que prejuízos à enzima Na
+
, K

+
-ATPase conduzem 

à entrada excessiva de cálcio para o interior da célula, e que esta sobrecarga, ocasiona eventos 

citotóxicos, disfunção mitocondrial, geração de radicais livres e apoptose (GREENE et al., 

1993; DEDEOGLU et al., 2002).  

A regulação da atividade da Na
+
/K

+
-ATPase é realizada por moduladores endógenos e 

pela fosforilação proteica, sendo que a função da mesma pode ser prejudicada por situações 

de estresse oxidativo (FOLMER et al., 2004; MICHEL et al., 2007). Evidências científicas 

apontam que uma diminuição na atividade desta enzima está relacionada com a patogenia da 

depressão (EI-MALLAKH; WYATT, 1995; EI-MALLAKH; LI, 1993) e déficits cognitivos 

em vários modelos de doenças neurológicas, como a Doença de Parkinson (DP) e Doença de 

Alzheimer (JOVICIC et al., 2008; BAGH et al., 2008). Modelos experimentais demonstraram 

que o tratamento crônico com fármacos antidepressivos (p.e.: Fluoxetina) é capaz de ativar a 

enzima Na
+
/K

+
-ATPase em cérebro de ratos (ZANATTA et al., 2001). 

 

 

1.2 O envolvimento da monoamino oxidase na patogênese de doenças neurológicas 

 

 

A enzima monoamino oxidase (MAO), contendo o cofator flavina-adenosina-

dinucleotídeo (FAD) acoplado à membrana mitocondrial externa, é encontrada nos terminais 

nervosos, fígado e outros órgãos, sendo responsável pela desaminação oxidativa e inativação 

de aminas biogênicas, convertendo-as em aldeídos correspondentes. Neurotransmissores, a 

exemplo da dopamina, norepinefrina e serotonina, são substratos da MAO (RANG et al., 

2012). Duas isoformas da MAO oxidam as monoaminas (MAO-A e MAO-B), cuja diferença 

primordial é a especificidade quanto ao substrato e à inibição. As duas isoformas demonstram 

estruturas terciárias bem semelhantes. Porém, apresentam particularidades em seus sítios 

catalíticos, característica responsável pela diferença na suscetibilidade à inibição. As 

diferenças mais pronunciadas ocorrem na área do sítio ativo relacionada ao reconhecimento 

do substrato (SOZIO et al., 2012). Ambas isoformas são encontradas no tecido neuronal, 
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sendo que a MAO-A metaboliza preferencialmente serotonina e norepinefrina. Por sua vez, a 

MAO-B é 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 à neuropatogênese da DP é o estresse oxidativo resultante 

da excessiva geração de EROs. Diversos processos celulares são estimulados por baixas 

concentrações de EROs. Entretanto, estas espécies podem aumentar a peroxidação lipídica e 

modificar proteínas e ácidos nucléicos, resultando em neurodegeneração (ZOROV et al., 

2005). O estresse oxidativo associado ao metabolismo da dopamina tem sido relacionado à 

produção de espécies reativas e de metabólitos tóxicos nos neurônios dopaminérgicos, onde a 

dopamina funcionaria como uma neurotoxina endógena, favorecendo a exposição neuronal a 

danos oxidativos. Este seria um dos mais relevantes fatores envolvidos na fisiopatologia da 

DP (JENNER, 2004). Como parte do processo de oxidação não enzimática, a dopamina perde 

um elétron levando à formação de radical dopamina semiquinona, que pode oxidar proteínas e 

modificar o DNA. A sequência de eventos, com perda de mais um elétron, conduz à formação 

de dopamina orto-quinona, que pode reagir com tióis e proteínas. Acrescente-se que a 

presença de metais de transição e/ou oxigênio molecular contribui para a formação de EROs 

(SULZER; ZECCA, 2000).  

A oxidação enzimática da dopamina, por ação da MAO-A ou MAO-B, leva à 

formação do aldeído correspondente, DOPAL (3,4-di-hidroxifenilacetaldeído) e à geração de 

H2O2, que por sua vez, em presença de Fe
2+

, participa da produção de radicais hidroxila. O 

DOPAL é um aldeído extremamente reativo que apresenta toxicidade bem superior à 

dopamina, sendo que a formação de EROs na oxidação do DOPAL está relacionado ao seu 

envolvimento na DP (ANDERSON et al., 2011).   

Evidências da literatura demonstram que alterações na concentração de monoaminas 

podem causar prejuízos em diversas funções fisiológicas. A atividade anormal da MAO-B 

tem sido associada a várias patologias neurológicas, como a Doença de Parkinson (DP) e 

Doença de Alzheimer, ao passo que a MAO-A está relacionada à problemas psiquiátricos, 

como a depressão e a ansiedade (YOUDIM; BAKHLE, 2006).  

É importante esclarecer que a regulação destas enzimas é fator de grande relevância. 

Desta forma, inibidores da MAO-A são empregados no tratamento da depressão, enquanto 

que inibidores seletivos da MAO-B são utilizados na terapêutica da Doença de Parkinson 

(ADLER, 2011). Assim, dois inibidores seletivos são utilizados no tratamento da DP: 

selegilina e rasagilina. Inibidores seletivos da MAO-B, quando empregados nas doses usuais 
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recomendadas, não 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 Doença de Parkinson com inibidores seletivos da MAO-B, 

a exemplo da selegilina, é mais efetiva para pacientes mais jovens e em estágio iniciais da 

doença, sendo que os portadores da forma avançada da doença, poderiam sofrer um 

incremento dos efeitos adversos (motores e cognitivos) da levodopa. Adicionalmente, a 

anfetamina e metanfetamina, metabólitos da selegilina, podem causar sintomas como insônia 

e ansiedade. Outra consequência da inibição da MAO-B cerebral, seria a diminuição global do 

catabolismo da dopamina, com subsequente redução da formação de radicais livres, 

oferecendo um efeito neuroprotetor (GOODMAN; GILMAN, 2012). Neste contexto, alguns 

estudos têm demonstrado a ação neuroprotetora de inibidores da MAO-B em diversos 

modelos da DP (LANGSTON et al., 1984; JENNER, 2004), além de atividade antioxidante e 

antiapoptótica (YOUDIM; EDMONDSON; TIPTON, 2006).  

A partir destas considerações, torna-se relevante a pesquisa por compostos naturais e 

seus constituintes que exerçam atividade sobre enzimas importantes na função 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 são geradas durante a fagocitose e são 

importantes para neutralizar a invasão microbiana, participando da defesa do organismo 

contra o processo infeccioso. Entretanto, sua produção aumentada pode ser responsável por 

danos inflamatórios (GOMES et al., 2008). A ativação do sistema imune é um importante 

mecanismo de defesa contra infecções microbianas, sendo que na presença de infecção, a 

estimulação de mediadores pró-inflamatórios promove o recrutamento de células de defesa, a 

exemplo de neutrófilos e monócitos para combater esse estágio (GARCIA VIDAL; 

CARATTALÁ, 2012; KUMAR; SHAMA, 2010). Entretanto, uma resposta inflamatória 

exacerbada decorrente, por exemplo, do estresse oxidativo, pode provocar danos aos tecidos, 

aumentando a suscetibilidade a doenças 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 investigação de propriedades 

antimicrobianas. Produtos naturais tem representado uma modalidade alternativa ao uso de 

medicamentos sintéticos, em especial, pela perspectiva de menores efeitos adversos além de 

menor toxicidade, interações entre os fármacos e mecanismos de resistência microbiana 

desencadeada em parte, pelo uso indiscriminado ou mesmo incorreto de antimicrobianos 

(COLOMBO et al., 2006; PIGRAU; ALMIRANTE, 2009). 

Neste cenário, as infecções provocadas por fungos continuam influenciando na 

morbidade e mortalidade mundiais, particularmente, em pacientes imunodeprimidos. Espécies 

de Candida estão envolvidas na ocorrência de doenças oportunistas, sendo que Candida 

albicans, Candida glabrata, Candida kruzei, Candida tropicalis e Candida parapsilosis 

representam cerca de 95-97% das infecções invasivas relacionadas a este gênero (PEMÁN; 

SALAVERT, 2012). É importante ressaltar que infecções por C. albicans acometem cerca de 

17% dos pacientes internados em unidades de terapia intensiva. Este fato apoia a relevância 

da descoberta de novas drogas antimicrobianas mais efetivas para o tratamento (RAPP, 2004; 

GULLO, 2009).  

De forma similar, as infecções bacterianas e de maneira particular, às causadas por 

bactérias resistentes respondem por uma parcela significativa de morbidade e óbitos em todo 

o mundo. Vale ressaltar, que as bactérias possuem a capacidade de adquirir resistência aos 

medicamentos utilizados para tratamento e transmiti-la de forma muito rápida. Mesmo com os 

consideráveis avanços tecnológicos na indústria farmacêutica, o desenvolvimento de novos 

fármacos não tem conseguido acompanhar a acelerada evolução microbiana (NASCIMENTO 

et al., 2000).  

As bactérias Gram-negativas e Gram-positivas estão envolvidas nas infecções em 

humanos. Os patógenos como o S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus e S. haemolyticus 

são bactérias Gram positivas, que estão frequentemente relacionadas com infecções 

importantes. O S. aureus é frequentemente encontrado colonizando a microbiota natural da 

pele, sendo que a perda da integridade cutânea ou alterações no estado imunológico podem 

levar ao surgimento de infecções, estando ainda envolvido em infecções como abcessos, 

furunculose, miocardite, endocardite, pneumonia, meningite e artrite bacteriana, além de 

infecções nosocomiais associadas a intervenções cirúrgicas (LOWY, 1998; VERHOEFF 

et al., 1999).  

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

infecções resistentes a antibióticos usados comumente em seu tratamento, sendo 
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potencialmente infectante e associada a doenças infeciosas de caráter oportunista (MARTIN; 

YOST, 2011). A Escherichia coli, por sua vez, é uma bactéria Gram-negativa, causadora de 

infecções importantes, conhecida por produzir enterotoxinas, responsáveis por diarreias 

infecciosas, de relevância clínica, especialmente, em crianças menores de 1 ano de idade 

(KONOWALCHUK; DICKIE; STAVRIC, 1977). Diferentes cepas de E. coli estão 

relacionadas a infecções do trato urinário, intestinal, de ferida cirúrgica e septicemia 

(GERMANO; GERMANO, 2011). 

É importante esclarecer que os antimicrobianos apresentam diferentes mecanismos de 

ação, como por exemplo, a toxicidade seletiva, a inibição da síntese da parede celular e de sua 

função, a inibição da síntese proteica ou da síntese dos ácidos nucleicos. Desse modo, os 

betalactâmicos, como o imipenem, são inibidores seletivos da síntese da parede celular, sendo 

ativos contra bactérias em crescimento. O fármaco betalactâmico se liga a receptores 

celulares, inibindo a reação de transpeptidação, conduzindo ao bloqueio da síntese do 

peptidoglicano (polímero complexo e distinto, constituinte da parede celular das bactérias). Já 

os aminoglicosídeos, ligam-se à subunidade ribossomal 30S antes da formação do ribossomo 

microbiano, bloqueiam a atividade normal do complexo de iniciação para a formação de 

peptídeos e conduzem à formação de uma proteína não funcional. De maneira diferente, as 

quinolonas inibem a replicação do DNA bacteriano interferindo na ação da DNA girase 

(topoisomerase II) e da topoisomerase IV durante o crescimento e a reprodução bacteriana 

(BROOKS et al., 2012).    

Existem vários mecanismos através dos quais os microrganismos podem exibir 

resistências aos antimicrobianos. De uma maneira geral, os microrganismos podem produzir 

enzimas que destroem o fármaco ativo; podem também, alterar sua permeabilidade ao 

fármaco antimicrobiano; desenvolver um alvo estrutural alterado para o fármaco; ou ainda 

uma via metabólica alterada, a qual omite a reação inibida pelo fármaco, e ainda possuem a 

capacidade de adquirir resistência por elaborarem uma enzima alterada que possui menor 

afinidade pelo fármaco (BROOKS et al., 2012). Um importante mecanismo de resistência 

bacteriana aos aminoglicosídeos, penicilinas e cefalosporinas consiste na inativação do 

fármaco por enzimas. A resistência aos aminoglicosídeos também pode depender da ausência 

de permeabilidade a esses fármacos em consequência de alterações na membrana externa e 

comprometimento do transporte ativo para o interior da célula (JUNIOR; FERREIRA; 

CONCEIÇÃO, 2004). A inativação enzimática também ocorre em algumas enzimas 

conhecidas como beta-lactamases, as quais inativam penicilinas e cefalosporinas. Essas 

enzimas são frequentemente produzidas por bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, 
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aeróbicas e anaeróbicas, e provocam a ruptura do anel beta-lactâmico, resultando na 

inativação do antibiótico. As modificações moleculares para impedir a ligação do antibiótico 

ao seu sítio de ligação ocorrem com beta-lactâmicos. Esse tipo de resistência também ocorre 

em quinolonas, onde a célula bacteriana modifica o sítio de ligação na DNA-girase ou 

topoisomerase II (GEORGOPAPADAKOU; LIU, 1990).  

Muito embora os mecanismos de ação de antimicrobianos sejam úteis por alterar a 

estrutura celular, o metabolismo ou enzimas específicas para bactérias, a resistência 

bacteriana é mediada por situações que alteram o alvo dos fármacos ou reduzem a 

permeabilidade da célula bacteriana ao fármaco ou ainda, promovem o efluxo da droga, com 

subsequente retirada do antibiótico para o meio extracelular de forma mais rápida que a sua 

difusão pela membrana bacteriana, mantendo uma concentração insuficiente para bloquear as 

funções celulares (VERMELHO; BASTOS; BRANQUINHA, 2007). Dentre os principais 

mecanismos de resistência fúngica estão também o aumento do efluxo celular do fármaco, a 

diminuição na sua captação, a sua modificação ou degradação e ainda, alterações nos sítios de 

ação (SEGATO, 2008).  

Em se tratando de bactérias Gram-negativas, a diminuição na permeabilidade da 

parede celular representa um importante mecanismo de resistência aos antibióticos 

(LIVERMORE, 2003). Nessa perspectiva, várias plantas têm sido pesquisadas não somente 

pelo potencial antimicrobiano direto, mas também, pela capacidade de modificar a ação de 

antibióticos (GIBBONS, 2004; GURIB-FAKIM, 2006). Os mecanismos de extratos de 

plantas responsáveis pela ação inibitória do crescimento bacteriano se devem, em parte, à 

natureza hidrofóbica de alguns de seus componentes. (NICOLSON; EVANS; O’TOOLE, 

1999).  

Assim, alguns componentes presentes em extratos de plantas podem aumentar a 

permeabilidade celular aos antibióticos, demonstrando um efeito de sinergismo com estes 

fármacos (BURT, 2004). Estes efeitos podem ser observados através da combinação de 

antibióticos com produtos naturais em concentrações sub-inibitórias (COUTINHO et al., 

2008; COUTINHO et al., 2009). Esta estratégia é denominada de shotgun herbs, na qual se 

utilizada da combinação de plantas e fármacos, podendo ser empregada uma terapêutica com 

um ou mais extratos associados, os quais podem ter efeito em vários alvos. Nessa perspectiva, 

diferentes terapêuticas podem ser aplicadas com sinergismo ou antagonismo de substâncias 

naturais com antimicrobianos (WAGNER; ULRICH-MERZENICHI, 2009; COUTINHO 

et al., 2010). 
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Pesquisas revelam que plantas ricas em compostos fenólicos e flavonoides possuem 

atividade antimicrobiana in vitro (TEPE et al., 2004). A atividade antifúngica de flavonoides 

tem sido relacionada à propriedade destes compostos de formar complexos com proteínas 

solúveis das células fúngicas e ainda, a sua natureza lipofílica, tem a capacidade de romper a 

membrana destas células (ARIF; MANDAL; DABUR, 2011; SALAS et al., 2011). 

Constitui, portanto um desafio para pesquisadores, a investigação com vistas à 

descoberta de novos agentes terapêuticos contra infecções provocadas por patógenos 

multirresistentes, sendo que neste aspecto, os produtos naturais ganham especial importância 

(CHEN et al., 2005; FOWLER et al., 2011). 

 

 

1.4 Considerações gerais sobre Silimarina e Silibinina 

 

 

Os produtos naturais assumem papel relevante para a descoberta de drogas, estando ao 

longo da evolução da humanidade, presentes no uso para prevenção e tratamento de doenças 

(DAVID; DAVID, 2006; NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003), o que certamente tem 

mobilizado o interesse de pesquisadores de diversas áreas no sentido de identificar 

propriedades bioativas. O uso de plantas, extratos e seus constituintes químicos para o 

tratamento de doenças representa uma importante modalidade terapêutica (GILANI; 

ATA-UR-RAHMAN, 2005). 

Dentre os constituintes fitoquímicos, os flavonoides geram um interesse particular 

pelo seu efeito antioxidante. Esta atividade está relacionada à estrutura química destes 

compostos, como por exemplo, os hidrogênios dos grupos hidroxila e as duplas ligações dos 

anéis benzênicos. De maneira geral, os compostos fenólicos são antioxidantes que doam 

elétrons e desta forma, impedem a iniciação dos danos provocados por radicais livres, sendo 

extremamente sensíveis à oxidação enzimática e não-enzimática (RICE-EVANS; MILLER; 

PAGANGA, 1996). Os flavonoides exercem seus efeitos antioxidantes pela capacidade de 

sequestrar radicais livres, prevenir a progressão da formação de radicais, quelar metais de 

transição como o Fe²
+
 e o Cu

+
, bloquear a propagação do processo de peroxidação lipídica, 

com consequente diminuição do dano oxidativo e morte celular (KYUNGMI; EBELER, 

2008; DUGAS et al., 2000).  

A espécie Silybum 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 doenças hepáticas. Pertencente à família Asteraceae, é 

nativa do Mediterrâneo 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-padrão, o qual é 

formado por 70% de flavonolignanas (silibinina ou silibina, isosilibina, silicristina silidianina 

e dehidrosilibina) e 30% restantes são constituintes químicos indefinidos, correspondendo a 

compostos polifenóis, poliméricos e oxidados (KREN; WALTEROVA, 2005). A silibina ou 

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

FESTI, 2011). 

 

 

  

Figura 1 – Estrutura química da Silibinina. 

Fonte: Adaptado de Lu et al., (2009). 

 

 

 

Figura 2 – Estrutura química 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 (SIMÁNEK et al., 2000). Pesquisas demonstram que a absorção oral da 

Silimarina é cerca de 23-47% (DIXIT et al., 2007) e o pico na concentração plasmática desta 

substância é em torno de 4-6h. O seu uso é considerado seguro, sem efeitos adversos 

secundários 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 

monócitos humanos não demonstraram citotoxicidade (BANNWART et al., 2010). 

A silimarina possui várias propriedades farmacológicas, dentre as quais podemos citar 

ação anti-inflamatória (MIADONNA et al., 1987), antitumoral (KATIYAR et al., 1997), 

antifibrótica e citoprotetora (BOIGK et al., 1997). Sua capacidade antioxidante tem sido 

atribuída às flavonolignanas e polifenóis presentes em sua composição (VALENZUELA et 

al., 1989; NENCINE; GIORGI; MICHELI, 2007). Estudos apontam que este extrato possui 

habilidade de atravessar a barreira hematoencefálica, e assim, exercer um efeito neuroprotetor 

(WANG et al., 2002). 

Dados da literatura mostram que a Silibinina ou silibina, constituinte majoritário da 

Silimarina apresenta importantes atividades farmacológicas, como neuroproteção (SAKAI 

et al., 2001) e nefroproteção (DIETZMANN et al., 2002), além de ser apontado pelos seus 

efeitos antioxidante, anti-inflamatório, estabilizador de membrana e antiapoptótico 

(LIGERET et al., 2008).  

Embora vários estudos in vitro e in vivo indiquem que a Silimarina possui atividade 

antioxidante, os mecanismos moleculares envolvidos nos seus efeitos ainda não estão bem 

esclarecidos (MANDEGARY et al., 2013). Entretanto, este composto parece exercer efeito na 

supressão do fator de transcrição nuclear kappa B (NF-kB), reconhecidamente envolvido na 

transcrição de genes relacionados à resposta imune e inflamatória (ATAWIA, et al., 2013). 

Admite-se, portanto, que estudos envolvendo o efeito da Silimarina na proteção a doenças 

neurodegenerativas ainda são escassos. 

A Silimarina também demonstrou eficiência na proteção de neurônios dopaminérgicos 

contra a neurotoxicidade induzida por lipopolissacarídeos, na inibição da ativação da 

micróglia e na liberação de mediadores inflamatórios (WANG et al., 2002). Considerando que 

a micróglia está envolvida no processo de defesa cerebral, a sua ativação conduz à liberação 

de fatores inflamatórios, radicais livres e eicosanoides, os quais contribuem para a 

neurodegeneração da mesma (MINGHETTI; LEVI, 1998). 

Um estudo realizado com Silimarina e melatonina concluiu que ambos os compostos 

apresentaram neuroproteção, a qual esteve relacionada com a diminuição na expressão gênica 

de vários moduladores do estresse oxidativo, do dano apoptótico, inflamatório e da disfunção 

mitocondrial diante da exposição a pesticidas como o Paraquat (1,1’-dimetil-4,4’-dicloreto de 

bipiridilo) e o Maneb (etileno bis-ditiocarbamato de manganês), modelos estes relacionados à 

Doença de Parkinson (SINGHAL et al., 2013). 
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Diante deste cenário, o estresse oxidativo tem sido relacionado à etiologia de 

importantes doenças, o que certamente tem mobilizado o interesse de pesquisadores com 

vistas à descoberta de substâncias com potencial antioxidante, incluídas nesta perspectiva, 

fármacos para o tratamento mais efetivo das doenças neurológicas crônico-degenerativas.  

Vale destacar também, que o excesso de radicais livres predispõe ao surgimento de 

processos infecciosos, podendo também trazer prejuízos ao tratamento de infecções, sendo 

vislumbrada a busca por substâncias derivadas de produtos naturais que possam modificar a 

ação de fármacos empregados na terapêutica antimicrobiana habitual. 

Compreende-se que a avaliação do efeito in vitro da Silimarina sobre o status 

oxidativo e atividade de enzimas com significativa importância em nível de Sistema Nervoso 

Central, bem como, da atividade antimicrobiana e modulatória de fármacos antimicrobianas 

da Silimarina e Silibinina, possa impulsionar novas pesquisas com estes produtos com vistas à 

descoberta de modalidades de tratamento. 

 

 

 



 

 

2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

O objetivo deste estudo consiste prioritariamente, em verificar a influência da 

Silimarina, bem como de seu constituinte majoritário, sobre o status oxidativo e enzimático 

envolvendo a MAO e a Na
+
/K

+
-ATPase, sua ação antimicrobiana, ação sobre o efeito de 

fármacos antimicrobianos, na perspectiva de utilização da Silimarina como substância 

adjuvante ao tratamento de doenças neurológicas e na terapêutica a infecções resistentes. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

- Caracterizar o extrato-padrão da Silimarina através de Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência; 

 

- Avaliar a influência in vitro da Silimarina quanto a: 

 

→ capacidade antioxidante total e a ação sequestradora do radical DPPH; 

→ proteção contra a peroxidação lipídica, pelo método de TBARS diante de pró-

oxidantes; 

→ atividade da catalase e a oxidação de grupos tióis proteicos e não proteicos na 

presença de pró-oxidantes; 

→ atividade da Na
+
/K

+
-ATPase e monoamino oxidase. 

 

- Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) da Silimarina e da Silibinina 

contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus e 

diferentes linhagens fúngicas (Candida albicans, Candida kruzei e Candida 

tropicalis); 
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- Determinar a atividade modulatória da Silimarina e da Silibinina em associação 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 estão apresentados na forma de dois artigos. 

Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências destes, encontram-se 

estruturados de acordo com as normas das respectivas revistas nas quais foram publicados.  
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4 DISCUSSÃO 

 

 

Muitos estudos têm demonstrado o efeito antioxidante da Silimarina e seus 

constituintes. Entretanto, a maior ênfase tem sido dada à proteção contra o dano oxidativo 

hepático. Desta forma, este estudo direcionou à avaliação da atividade in vitro deste extrato-

padrão em parâmetros 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 fármacos 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 

têm possuem ação antioxidante, e ainda, promovem o aumento da glutationa, do ácido 

ascórbico (VALENZUELA et al., 1989) e da atividade da superóxido dismutase (MUZES 

et al., 1991), além de reduzir os níveis de MDA em ratos tratados com acetaminofeno 

(NENCINI; GIORGI; MICHELI, 2007).  

Enfatiza-se que compostos polifenois, como flavonoides, são efetivos como 

antioxidantes, por sua capacidade de sequestrar radicais livres envolvidos na iniciação do 

processo de peroxidação lipídica (ex.: o ânion superóxido (O
-
2) 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 íons metálicos, 

impedindo-os de atuarem como catalisadores  na produção de radicais livres 

(KANDASWAMI; MIDDLETON, 1994; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; 

RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997). 

A partir da compreensão de que o cérebro está mais vulnerável à ação de agentes pró-

oxidantes (a exemplo do Fe
2+ 

e do NPS), dada à sua alta concentração de ácidos graxos poli-

insaturados e baixo nível de defesas antioxidantes (SMITH et al., 2013), investigou-se o 

efeito antioxidante de Silimarina em tecido cerebral de ratos, através do método de TBARS, 

no qual foram utilizados diferentes agentes indutores de dano lipídico para avaliar a ação de 

substâncias na prevenção ou atenuação 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 concentrações reduziram a peroxidação lipídica induzida por pró-

oxidantes. A partir destes dados, é pertinente mencionar que a análise cromatográfica 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 fenólicos como ácido gálico, ácido cafeico e ácido elágico. 

Portanto, o potencial protetor de Silimarina contra o dano lipídico decorrente do estresse 

oxidativo parece estar relacionado à complexa mistura de componentes do extrato que 

poderiam atuar de modo sinérgico.  

Os produtos naturais que possuem flavonoides e polifenóis, entre outras classes de 

metabólitos secundários, apresentam capacidade de proteger contra o estresse oxidativo 

decorrente da peroxidação lipídica (KREN; WALTEROVÁ, 2005; TROUILLAS et al., 

2008). Assim, pesquisas realizadas com Silibina mostraram a sua capacidade de atenuar a 

produção de MDA decorrente da peroxidação lipídica (LU et al., 2009). 

Estudos revelam que a Silimarina possui efeito inibitório sobre a produção de óxido 

nítrico (NO) e a expressão da enzima óxido nítrico sintase induzível em macrófagos 

peritoneais de camundongos tratados com lipopolissacarídeo (MANAN et al., 1999). 

Sabe-se que o sistema de defesa do organismo contra as ERO e ERN é constituído por 

macromoléculas (enzimas) e micromoléculas, sendo que estas últimas podem também ser 

originárias da dieta. Assim, a enzima catalase está envolvida nesta proteção por promover a 

dismutação do peróxido de hidrogênio (H2O2) em oxigênio e água, conforme demonstrado 

abaixo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006): 

 

                            catalase 

           2 H2O2                             O2 + 2H2O 

                            NADPH 

 

Desse modo, considerando os resultados obtidos sobre a ação da Silimarina na 

proteção do dano oxidativo aos lipídeos de membrana, investigou-se o seu efeito sobre 

marcadores enzimáticos de estresse oxidativo. Identificou-se que a Silimarina evitou a 

diminuição na atividade da catalase causada pelos pró-oxidantes, na concentração de 30 µg/ml. 

Neste aspecto, pesquisas demonstram que a redução da atividade da catalase, a exemplo do 

consumo de defesas antioxidantes em situações de estresse oxidativo (EO), acarretará 

acúmulo do H2O2, provocando toxicidade às células. Nestas condições, substâncias com 

potencial antioxidante são definidas como àquelas capazes de, em baixas concentrações, 

diminuir ou retardar a oxidação de um substrato oxidável, as quais poderiam atuar na 

manutenção do sistema de defesa diante do EO (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1998; 

VALKO et al., 2006).   
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Ainda nesta perspectiva, os polifenóis apresentam importante capacidade de restaurar 

a atividade de enzimas envolvidas no sistema de defesa antioxidante, a exemplo da catalase, 

em condições que demandam o aumento da atividade desta enzima, a exemplo da exposição a 

agentes pró-oxidantes (SCHAFFER et al., 2013), demonstrando importante propriedade 

neuroprotetora diante do estresse inflamatório e oxidativo (CALABRESE et al., 2012). 

A relevância do H2O2 para a produção 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, é uma 

biomolécula, que apresenta importante papel no sistema de defesa antioxidante, função 

relacionada à presença do grupamento tiol (-SH), atuando em ciclos entre a sua forma oxidada 

e reduzida, através da atuação de duas enzimas, a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa 

redutase (GR) (BABIOR, 1997).  

Grupos tióis estão envolvidos na manutenção do estado redox intracelular 

representando, portanto, um parâmetro essencial à preservação da homeostasia diante do 

estresse oxidativo (SIES, 1999). A Silimarina protegeu a oxidação de grupos tióis (proteico e 

não-proteico) induzida por agentes pró-oxidantes (Fe²
+
 e NPS) em homogeneizado de cérebro 

de ratos. Este dado é relevante considerando que os tióis são importantes agentes redutores, 

dada à 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 proteína de membrana encontrada nas células 

animais, responsável pelo transporte de íons Na
+ 

para fora e K
+
 para o interior das células, 

através da membrana plasmática, desempenhando um papel chave no balanço de fluidos e 

eletrólitos, sendo que este gradiente é crucial para a manutenção do potencial de membrana 

(REINHARD et al., 2013). A inibição da Na
+
, K

+
-ATPase compromete de forma significativa 

o equilíbrio deste potencial de membrana, com consequente elevação do Ca²
+ 

intracelular e 

excitotoxicidade neuronal (ZHANGA et al., 2013). 

Tendo em vista a importância da Na
+
, K

+
-ATPase na regulação de processos vitais e 

ainda, que o decréscimo em sua atividade acarreta eventos tóxicos às células, incluindo a 

neurotoxicidade (ERECINSKA; SILVER, 1994; ZHANGA et al., 2013), acredita-se na 

relevância deste dado, uma vez que a Silimarina poderia auxiliar na proteção do Sistema 

Nervoso Central contra o dano oxidativo, somando-se a isso também, a capacidade 

antioxidante demonstrada desta substância, neste estudo. 
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Dessa forma, considerando que o estresse oxidativo, a inflamação, a apoptose, a 

disfunção mitocondrial, entre outros eventos, estão envolvidos na patogênese de doenças 

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 peroxidação lipídica 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 concentração de 300 µg/mL apresentou efeito inibitório sobre a 

MAO-A, enquanto que a MAO-B foi inibida a partir da concentração de 30 µg/mL.  

A avaliação do perfil cinético de inibição da MAO revelou que a Silimarina não 

alterou o valor de Km para MAO-A (27.0±4.43µM) e para MAO-B (12.47.0±2.09µM), 

comparado aos valores de Km obtidos na ausência do extrato (17.02±2.50µM, MAO-A; 

11.56±1.27µM, MAO-B). Entretanto, comparando-se o valor de Km para MAO-A e MAO-B, 

na presença da Silimarina, observa-se que para a MAO-B houve uma maior diminuição deste, 

muito embora, sem valor estatístico. Considerando, portanto, que o Km mantém uma 

correlação 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 inibição 

mais acentuada desta isoforma da MAO. 

Os resultados mostraram que a Silimarina causou um discreto decréscimo nos valores 

da Vmáx, na ordem de 0.41±0.023nmol/min/mg de proteína na presença do extrato, para 

0.56±0.024nmol/min/mg de proteína na ausência da Silimarina, quando avaliada a atividade 

sobre a MAO-A. Para a MAO-B, os dados demonstraram um declínio na Vmáx de 

0.54±0.025nmol/min/mg de proteína na presença da Silimarina, para 0.98±0.028nmol/min/mg 

na ausência do extrato. Vale ressaltar que estes resultados foram significativos para ambas 

isoformas da MAO.    

Comparando-se os valores de Vmáx para a MAO-A e MAO-B, na presença e na 

ausência da Silimarina, é possível identificar que este decréscimo foi maior para a MAO-B, o 

que também é sugestivo de que a interação enzima-substrato conduz a uma inibição mais 

significativa sobre a MAO-B, com subsequente diminuição da Vmáx à medida que se aumenta 

a concentração do inibidor. A literatura afirma que inibidores não-competitivos afetam a Vmáx, 

sem causar alterações no valor de Km (NELSON; COX, 2001). 

Dados da literatura apoiam que a MAO teria uma importante função na patogenia de 

doenças neurológicas e psiquiátricas, dada à sua participação no metabolismo de 

neutransmissores (BERTON; NESTLER, 2006). Os inibidores da MAO exercem um efeito 

inibitório através de sua ligação ao sítio ativo da enzima. Outro aspecto importante seria a 
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perda da seletividade com doses maiores ou repetitivas dos inibidores. Assim, a terapêutica 

impõem limitações de uso tais como, perturbações do sono, irritabilidade e agitação, 

alterações cardiovasculares, hipertensão e disfunções sexuais. Nessa perspectiva, sabe-se que 

fármacos capazes de exercer efeito inibitório sobre a MAO são utilizadas para o tratamento de 

doenças neurológicas como a depressão, e que especialmente, inibidores seletivos da MAO-B, 

são empregados no tratamento da DP (YOUDIM; WEINSTOCK, 2004). 

Desta forma, as substâncias com capacidade de inibir seletiva e reversivelmente a 

MAO, em particular a MAO-B, são 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 responsável pela degradação da β-feniletilamina, a qual promove a 

liberação de dopamina e inibe sua recaptação. Logo, inibidores da MAO-B possibilitam um 

aumento nos níveis de dopamina e melhora na transmissão dopaminérgica, o que seria 

particularmente significativo para pacientes com DP, os quais apresentam elevados níveis de 

MAO-B no cérebro e consequente diminuição de dopamina (CHEN; SWOPE, 2005).  

Ainda nesta perspectiva, Ou; Chen; Shih (2006) demonstraram que a inibição da 

MAO-A previne a apoptose celular e exerce efeito de neuroproteção. Assim, a Silimarina se 

apresenta, a partir do seu significativo efeito inibitório sobre as isoformas da MAO, como 

uma substância promissora na investigação de novas terapias para a depressão e/ou DP. Desta 

forma, flavonoides derivados da espécie Silybum marianum (L.) Gaertn., vêm sendo 

estudados na perspectiva de tratamento de doenças neurodegenerativas em associação ao 

estresse oxidativo (YIN et al., 2011). 

Considerando o envolvimento do EO em diversas patologias, inclusive uma maior 

predisposição de indivíduos a processos infecciosos, acredita-se que substâncias capazes de 

atenuar o dano oxidativo a tecidos e órgãos possam também apresentar importante efeito 

preventivo contra o estresse inflamatório e apoptótico decorrente da geração exacerbada de 

espécies reativas de oxigênio/nitrogênio e de radicais livres. Sabe-se que as EROs e ERNs são 

geradas durante a fagocitose para neutralizar a invasão microbiana, a exemplo do óxido 

nítrico (NO), o qual é amplamente produzido pela ação da óxido nítrico sintase induzível 

(NOSi) ativando macrófagos e neutrófilos durante a reação imunológica. No entanto, estas 

espécies também podem exercer toxicidade através da geração do peroxinitrito ao reagir com 

o radical superóxido (GOMES et al., 2008; KOSTKA, 1995). Assim, o peroxinitrito formado 

pelas células fagocíticas pode, em elevadas concentrações, provocar severos danos a 

biomoléculas através do estresse nitrosativo, sendo responsável pela ocorrência de várias 

doenças (HALLIWELL, 1997). Dessa maneira, a resposta inflamatória exagerada pode 
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predispor a invasão microbiana e ao surgimento de doenças oportunistas e ainda, 

comprometer o tratamento de infecções. 

As doenças infecciosas são responsáveis por percentual significativo de mortes na 

população mundial, sendo motivo de grande preocupação especialmente, pelo uso inadequado 

de antimicrobianos no que diz respeito à utilização irracional de antibióticos que favorece a 

emergência de cepas microbianas multirresistentes (CORREIA et al., 2007; FISHMAN, 

2006). 

É válido referir o aumento da importância clínica de infecções hospitalares em todo o 

mundo, sobretudo, associadas a mecanismos de resistência microbiana, o que certamente tem 

mobilizado pesquisadores a investigar as propriedades de plantas e seus derivados na 

perspectiva de modificar a ação de antimicrobianos (SILVA et al., 2008; GURIB-FAKIM, 

2006). No Brasil, há relatos de infecções causadas por S. aureus resistentes em parte, a 

antibióticos de elevado espectro como a vancomicina (NOWAKONSKI, 2000).  

A investigação do efeito antimicrobiano de extratos de plantas pode ser realizada por 

meio da determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM), que representa a menor 

concentração na qual não ocorre nenhum crescimento microbiano (JAVADEPOUR et al., 

1998), sendo esta considerada irrelevante à prática clínica quando superior a 500 µg/mL 

(DALL’AGNOL et al., 2003; TANAKA et al., 2005).  

Nesse contexto, combinações de extratos de plantas a antibióticos, em concentrações 

sub-inibitórias (CIM/8) têm sido utilizadas, sendo uma importante estratégia uma vez que, 

apresentam baixo risco de aumentar a resistência aos fármacos (WAGNER; ULRICH-

MERZENICH, 2009; COUTINHO et al., 2008). No entanto, estes também podem influenciar 

no efeito dos antibióticos, aumentando ou revertendo a ação do fármaco (OLIVEIRA et al., 

2011). 

Desta forma, os resultados desta pesquisa demonstraram que a Silimarina possui baixa 

atividade antibacteriana contra as cepas padrão avaliadas, com valores de CIM superiores a 

512 µg/mL. A Silibinina também não demonstrou importante efeito antibacteriano contra S. 

aureus e P. aeruginosa, com valor de CIM de 1.024 µg/mL. No entanto, contra E. coli, o 

valor de CIM foi de 64 µg/mL, sendo relevante do ponto de vista clínico. Os resultados para a 

atividade antifúngica da Silimarina e Silibinina demonstraram valores de CIM de 1.024 

µg/mL para todas as linhagens.  

Os dados observados neste estudo apontam para efeito modulador sinérgico quando a 

Silimarina e a Silibinina estiveram associadas aos antibióticos, especialmente, aos 

aminoglicosídeos (gentamicina e amicacina) contra as diferentes cepas bacterianas avaliadas. 
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E ainda, demonstram efeito antagônico quando a Silimarina e a Silibinina foram associadas à 

nistatina contra as leveduras de C. albicans, C tropicalis e C. kruzei e nenhum efeito 

significativo em associação ao mebendazol. 

Assim, a Silimarina demonstrou atividade sinérgica na modulação de 

aminoglicosídeos (amicacina e gentamicina) contra E. coli, sendo que o seu componente 

majoritário (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, o que as torna mais resistentes à ação de 

antibióticos que não conseguem transpô-la de forma efetiva (GUIMARÃES; MOMESSO; 

PUPO, 2010). 

Estudos avaliando a atividade antibacteriana de compostos fenólicos demonstram que 

S. aureus e P. aeruginosa são mais suscetíveis à ação destes metabólitos secundários 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 presença dos 

antibióticos amicacina e ciprofloxacino contra P. aeruginosa, sendo que a Silimarina também 

apresentou significativo efeito sinérgico quando associada à gentamicina para esta mesma 

cepa bacterina. O efeito sinérgico de Silimarina em associação ao ciprofloxacino, um 

antibiótico da classe das fluoroquinolonas que apresenta amplo espectro (CROSS; 

MANETSCH, 2010), tem importância particular em infecções causadas por bacilos Gram-

negativos, e ainda, patógenos multirresistentes aos beta-lactâmicos e aos aminoglicosídeos.   

Vale salientar que a Silibinina apresentou efeito antagônico quando associada à 

gentamicina e imipenem/cilastatina sódica contra P. aeruginosa. Nesse sentido, muito embora 

várias pesquisas relatem o efeito de sinergismo que os extratos de plantas possuem associados 

a antimicrobianos de uso clínico, a atividade antagônica também tem sido referida 

(COUTINHO et al., 2009; TINTINO et al., 2013; BEHLING et al., 2004; GRANOWITZ; 

BROWN, 2008).  

É importante enfatizar os resultados observados contra S. aureus, sendo que a 

Silimarina e a Silibinina tiveram atividade de sinergismo quando combinados aos antibióticos 

amicacina, gentamina e imipenem/cilastatina sódica. Este último, consiste em um antibiótico 

da classe de carbapenens, os quais são beta-lactâmicos de amplo espectro, estáveis diante de 

beta-lactamases com atividade contra bacilos Gram-positivos e negativos (MELETIS et al., 

2010), que exercem seus efeitos por se ligarem a proteínas fixadoras de penicilina e 

impedirem a síntese da parede celular (ZHANEL et al., 2007).  



53 

 

Compostos fenólicos possuem a capacidade de formar complexos com proteínas 

solúveis extracelulares que se ligam à 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 penetração do antibiótico (BURT, 2004). Este mecanismo seria 

particularmente interessante para a ação de aminoglicosídeos, 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 à presença de 

grupos fenólicos hidroxila que interferem na síntese bacteriana por mecanismos de inibição 

enzimática (ÀVILA et al., 2008; LI et al., 2012).  

A partir do exposto, compreende-se ser relevante a busca por novos agentes 

terapêuticos antimicrobianos os quais ofereçam alternativas aos tratamentos de infecções 

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

 

 



 

 

5 CONCLUSÕES 

 

 

Este estudo foi realizado a partir da perspectiva de que o extrato-padrão da Silimarina, 

amplamente utilizado para várias doenças relacionadas ao estresse oxidativo, poderia exercer 

influência antioxidante em testes in vitro, utilizando-se de homogeneizado de cérebro de 

ratos, bem como, alterar o status enzimático de importantes enzimas envolvidas no 

funcionamento do Sistema Nervoso Central, como a Na
+
/K

+
-ATPase e a monoamino oxidase. 

As análises cromatográficas da Silimarina confirmaram a presença de silibina A, 

silibina B e compostos fenólicos como, o ácido gálico, o ácido cafeico e o ácido elágico, 

sendo portanto, um composto promissor para avaliações de capacidade antioxidante. A 

Silimarina possui efeito antioxidante in vitro e foi capaz de proteger contra o dano oxidativo 

aos lipídeos de membrana na presença de pró-oxidantes. Nesse contexto, conclui-se que a 

Silimarina se apresenta como um composto antioxidante com potencial para uso em 

problemas de saúde associados ao estresse oxidativo. Sugere-se também que os constituintes 

químicos da Silimarina podem interagir com a membrana celular atuando na proteção contra a 

peroxidação lipídica.    

A Silimarina também protegeu contra a oxidação dos grupos tióis proteicos e não 

proteicos, na presença de pró-oxidantes e, foi capaz de evitar uma diminuição na atividade da 

catalase causada pelos pró-oxidantes. Esses dados são promissores uma vez que substâncias (a 

exemplo de flavonoides) com habilidade de prevenir a degradação do sistema de defesa 

antioxidante são vislumbradas para o tratamento de doenças 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 inibição da MAO-B foi 

bem mais pronunciada. Reconhecendo a relevância de inibidores da enzima monoamina 

oxidase para o tratamento de doenças neurológicas (como a Doença de Parkinson e Doença de 

Alzheimer), pode-se inferir que a Silimarina possui potencial terapêutico para doenças que 

afetam o Sistema Nervoso Central, e que os resultados obtidos permitem sugerir que a 

Silimarina apresenta uma perspectiva ampliada de uso para a Doença de Parkinson. É possível 

concluir, portanto, que a Silimarina altera as atividades da Na
+
/K

+
-ATPase e monoamina 

oxidase, indicando que o seu efeito neuroprotetor não está apenas associado com sua 

capacidade antioxidante. 
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A Silimarina e a Silibinina não apresentaram atividade antibacteriana e antifúngica 

clinicamente relevante. A Silibinina demonstrou atividade antibacteriana clinicamente 

significativa contra Escherichia coli. Ambas demonstraram atividade sinérgica na resistência 

microbiana, em especial com os aminoglicosídeos, 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 terapêutica 

adjuvante para ultrapassar o problema das infecções bacterianas provocadas pela resistência 

aos antibióticos. 

Esta pesquisa reafirma o potencial antioxidante in vitro da Silimarina e aponta 

caminhos para uma possível ação neuroprotetora, dada a interação e subsequente, alteração da 

atividade de importantes enzimas envolvidas na regulação do funcionamento do Sistema 

Nervosos Central. A partir dos resultados, a Silimarina desponta como substância com 

capacidade para o tratamento de doenças neurológicas que apresentem também, correlação 

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. Não obstante, Silimarina e Silibinina têm importante efeito sinérgico na modulação 

com drogas antibacterianas, particularmente, com aminoglicosídeos. Nesse sentido, os dados 

desta pesquisa vislumbram como perspectivas: 

 

- Estudos in vivo em modelos alternativos (Drosophila melanogaster) para avaliação 

do efeito de Silimarina em parâmetros de estresse oxidativo e alterações comportamentais; 

- Estudos in vivo para investigação de atividade em processos patológicos a nível de 

Sistema Nervoso Central; 

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

terapêutica contra bactérias multirresistentes. 
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