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Resumo: O uso de fitoterapicos tem se tornado cada vez mais popular no
cotidiano, onde o resgate dos tratamentos naturais aponta por avancgos
em novas pesquisas e validagdes de sua qualidade e eficacia no cenario
cientifico. A espécie vegetal Silybum marianum é conhecido popularmente
como Cardo Mariano, Cardo Santo ou Silimarina, tendo mostrado seu va-
lor como planta medicinal com vasta utilizagcédo pela populagdo em geral.
Estudos demonstram que entre suas diversas agdes, destaca-se na ativi-
dade anti-hipercolesterolémica e antioxidante relacionadas a seus meta-
bdlitos secundarios, contribuindo para o controle da peroxidagao lipidica e
dos niveis de colesterol total e sérico. Considerando a ampla variedade de
atividades bioldgicas apresentadas pelo Cardo Mariano e seus metabdli-
tos, em especial a silibina, a presente pesquisa buscou apresentar como
objetivo avaliar a agao hepatoprotetora do Sylibum Marianum. Dessa for-
ma, para a realizagao do estudo foi necessario utilizar o programa Chem-
draw e as plataformas do PASS online e GUSAR, com intuito de avaliar o
potencial biolégico e téxico de compostos quimicos presentes na Sylibum
Marianum por meio de um estudo in silico. Através do estudo foi possivel
explorar mais sobre o Sylibum Marianum e a silibina para a prevencgao e
tratamentos de varias doengas hepaticas, uma vez que as patologias de
natureza hepatica constituem o quinto maior fator de mortalidade na Uniao
Europeia, conseguindo evoluir para quadros mais severos de fibrose he-
patica e cirrose.

Palavras-chave: Atividade bioldgica. Fitomedicamentos. Hepatoprotetor.
Sylibum marianum.

Analysis of the hepatoprotective action of Sylibum
Marianum through an in silico approach

Abstract: The use of herbal medicines has become increasingly popular
in everyday life, where the rescue of natural treatments points to advan-
ces in new research and validation of their quality and effectiveness in
the scientific scenario. The plant species Silypbum marianum is popularly
known as Cardo Mariano, Cardo Santo or Silymarin, having shown its




value as a medicinal plant with wide use by the
general population. Studies show that among its
various actions, it stands out in the anti-hyper-
cholesterolemic and antioxidant activity related
to its secondary metabolites, contributing to the
control of lipid peroxidation and total and serum
cholesterol levels. Considering the wide variety
of biological activities presented by Cardo Ma-
riano and its metabolites, especially silybin, the
present research sought to present the objecti-
ve of evaluating the hepatoprotective action of
Sylibum Marianum. Thus, in order to carry out
the study, it was necessary to use the Chem-
draw program and the PASS online and GUSAR
platforms, in order to evaluate the biological and
toxic potential of chemical compounds present
in Sylibum Marianum through an in silico study.
Through the study, it was possible to explore
more about Sylibum Marianum and silybin for the
prevention and treatment of various liver disea-
ses, since liver diseases are the fifth biggest fac-
tor of mortality in the European Union, managing
to evolve to more severe cases of liver fibrosis
and cirrhosis.

Key words: Biological activity. Hepatoprotective.
Phytomedicines. Sylibum marianum.

Introducao

As plantas medicinais foram descobertas pelo
homem através da procura de alimentos, e des-
de entdo, foram aplicadas empiricamente para
o tratamento de patologias (WAGNER; WIESE-
NAUER, 2006). Com o tempo, o uso de fitoterapi-
cos para a contribuicdo na melhoria da saude foi
ganhando espaco em todo o mundo, surgindo a
necessidade cada vez maior de novas pesquisas
e comprovagdes de sua qualidade e eficacia no
cenario cientifico. Um bom exemplo a ser citado é
a espécie vegetal Silybum marianum, uma planta
que possui poucas pesquisas das propriedades
medicinais e que é utilizada durante séculos como
remédio natural para doengas do figado e do tra-
to biliar, revelando seu valor com vasta utilizacédo
pela populagao em geral. Conhecido popularmen-
te como cardo mariano, cardo santo, silimarina,
cardo santa maria, cardo branco, cardo de nos-
sa-senhora e serralha de folhas pintadas € uma
espécie medicinal extraida de uma planta nativa
do mediterraneo, integrante da familia Asterace-
ae, usada por mais de dois séculos pela medicina
tropical por apresentar diversas atividades como
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acao antioxidante e principalmente hepatopro-
tetora, eliminando os radicais livres e inibindo a
peroxidagao lipidica (MEDEIROS; FERNANDES,
2019).

No ano de 1999, Sonnenbichler et al. isolou uma
mistura chamada de silimarina, cujos principais
componentes sao: silibinina (60%), silicristina
(20%), silidianina (10%) e isosilibina (5%), sendo
esses encontrados em maiores concentragoes
nas frutas, sementes e folhas da planta (FLORA
et al.,1998).
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Dentre os componentes apresentados, a silibi-
nina é utilizada principalmente na prevencgao e
tratamento de varias doengas hepaticas, e atua
na protegao contra uma série de hepatotoxinas
(FLORA et al., 1998). Em modelos animais, tém
apresentado protegao contra lesdes hepaticas
induzidas por toxinas como galactosemia, tetra-
cloreto de carbono, alcool, paracetamol, tioace-
tamida, benzopireno, talio, endotoxinas, entre
outros (SINGH; AGARWAL, 2002). Observa-se
um crescimento na utilizacdo do cardo mariano
cada vez maior. Dois fatores poderiam explicar
este aumento. O primeiro seria a ascensao que
ocorre na area cientifica, a qual permite o avancgo
do fitoterapico para tratar certas patologias he-
paticas. O segundo é a busca intensificada, pela
populacéao, por terapias menos agressivas desti-
nadas ao atendimento primario a saude (MACE-
DO et. al., 2016).
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O Silybum marianum possui um potencial tera-
péutico cada vez mais relevante, pois conforme a
OMS, as patologias de natureza hepatica consti-
tuem o quinto maior fator de mortalidade na Uniao
Europeia. A fisiopatologia decorre do dano aos he-
patécitos, onde ocorre uma cascata de ativagao de
dois tipos de células: células estreladas hepaticas
e células de kupffer. Caso haja evolugao do pro-
cesso de fibrose, sucede a cirrose em que ocorre
a producéao de nédulos difusos, geragao de shunts
vasculares e capilarizacdo dos sinusoides do fi-
gado culminando para um processo regenerati-
vo desorganizado do parénquima hepatico. Essa
progressao pode ter diversas causas dentre elas
€ possivel citar: hepatite b e c; cirrose alcodlica;
doencgas autoimunes; doenga gordurosa do figado
nao alcodlica; hepatobiliar; alteragbes congénitas
tal como a doenga de wilson; motivada pela utili-
zacgao de alguns medicamentos; defeito na acao
da proteina alfa 1-antitripsina; tirosinemia, hemo-
cromatose e galactosemia (MEDEIROS; FERNAN-
DES, 2019).

O estudo do potencial terapéutico de plantas
medicinais tradicionalmente utilizadas faz com
que o acesso da populagdo a medidas resolu-
tivas para determinados processos fisiopatolégi-
cos torne-se facilitado, ja que abaixa os custos,
auxilia a renda local e reestabelece a oferta da
doenca. Tendo tais fatos em vista, a contribuicao
deste estudo se objetiva pela importancia da tro-
ca de conhecimento entre os beneficios da acao
hepatoprotetora proporcionada pelo Sylibum ma-
rianum, o qual ira possibilitar interagcdo com a
comunidade, melhorando assim, o conhecimento
fitoterapico sobre a planta medicinal. Ademais, o
estudo tem como intuito auxiliar no avanco teo-
rico referente ao conhecimento das substancias
presentes nos extratos do Sylibum marianum,
em relacao ao uso popular quanto a atividade he-
patoprotetora. Agrega-se a isso, uma analise de
predicdo complementar que confirme os efeitos
ja descritos em outros estudos, bem como expo-
nha novas propriedades do principal extrato do
Sylibum marianum, a silibinina, através de uma
avaliagao computacional.

Material e Métodos

Para a realizagao dos estudos in silico, as infor-
macgodes quimicas como: estrutura quimica da
molécula e massa molecular dos compostos pre-
sentes no Silybum marianum foram obtidas por
meio do programa Chemdraw (http://www.chems-
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pider.com/). Com esses dados foi possivel reali-
zar os estudos in silico do principal componente
do Silybum marianum, a silibinina, proposto no
objetivo do estudo. Ademais, o componente em
estudo foi submetido aos softwares PASS (Pre-
diction of activity spectra for substances) online e
GUSAR, disponiveis de forma gratuita. O PASS
online é um software gratuito criado para avaliar
o potencial biolégico geral de uma molécula or-
ganica in silico sobre o organismo humano, ele
permite previsdes simultdneas de diversos tipos
de atividades biolégicas baseados na estrutura
quimica dos compostos organicos. Além disso, o
software proporciona a estimativa do potencial de
atividade de uma substancia, podendo esta ser
classificada como indices Pa (probabilidade “de
ser ativo”) e Pi (probabilidade “de ser inativo”), o
mesmo pode ser acessado pelo enderecgo: (http://
www.pharmaexpert.ru/passonline/ ).

O software GUSAR (http://www.pharmaexpert.
ru/gusar/index.html ) avalia a decomposigao
de estruturas quimicas em descritores que sao
comparados com os descritores de compostos
disponiveis em um banco de dados de compos-
tos biologicamente ativos. Por meio desta ferra-
menta é possivel realizar o estudo in silico para
determinacédo da dose letal em 50% (LD50) em
ratos dos compostos quimicos nas formas de ad-
ministragdo subcutanea, intravenosa, via-oral e
intraperitoneal.

O componente organico silibinina foi avaliado con-
forme seu metabolismo oxidativo celular (inibidor
da permeabilidade de membrana, eliminador de
radicais livres, inibidor da peroxidase lipidica, ini-
bidor da enzima oxirredutase, antioxidante, inibidor
da expressdo de 6xido nitrico sintase-2 (NOS2) e
antagonista de o6xido nitrico), potencial anti-infla-
matério (estimulante de enzima caspase 3, estimu-
lante da enzima caspase 8, estimulante do fator de
transcricao NF kappa B, inibidor da expressao de
fator de necrose tumoral (TNF), inibidor da enzi-
ma ATPase, antagonista de Interferon gamma) e
atividades farmacoldgicas (radioprotetor, antimu-
tagénico, vasoprotetor, retinoprotetor, estimulante
de eritropoiese, anticarcinogénico, quimiopreven-
tivo, imunossupressor, antineoplasico, antifugico,
anti-inflamatério, hepatoprotetor, antimetastatico e
citoprotetor).

Ja para a analise da biodisponibilidade oral teori-
ca do produto foi utilizada a “Regra dos Cinco” de
Lipinski, que estabelece que pelo menos quatro
de cinco requisitos devam ser apresentados para
que o composto possua uma boa biodisponibilida-
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de. Assim, para que compostos sejam absorvidos,
devem possuir miLogP menor ou igual a 5,00 MM
(massa molar) menor ou igual a 500 g.mol-1; Area
de superficie polar (TPSA) menor ou iguala 140
A ou a soma do numero de aceptores e doadores
de ligagcao de hidrogénio menor que 12; Maximo
de 10 grupos aceptores de ligacao de hidrogénio
(nALH), que é expresso pela soma de atomos de
N e O; Maximo de 5 grupos doadores de ligagao
de hidrogénio(nDLH), expresso pela soma de OH e
NH na molécula (LIPINSKI et al., 2012). Para esta
predi¢cao, foi empregado o programa Molinspiration
Cheminformatics: (http://www.molinspiration.com/
cgi-bin/properties ).

O banco de dados favoreceu a obtengao da for-
ma canonical SMILE das moléculas do composto
silibinina do cardo mariano, e o software entregou
previsdes simultaneas de muitos tipos de atividade
biolégica, com base na estrutura dos compostos
organicos. Por fim, a codificacdo das moléculas
para a realizacao de predicdes foi obtida no site
Pubchem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ ) para
as analises posteriores.

Resultados e Discussao

Dentre os metabdlitos ativos do Sylibum Maria-
num, a silibinina (Figura 1) foi selecionada para
este estudo, pois ela foi um metabdlito secundario
do cardo mariano que apresentou melhor desem-
penho e maior potencial de interagdo hepatoprote-
tora segundo as pesquisas feitas por este trabalho.
A silibilina foi submetida a triagem farmacocinética
nos softwares SwissADME e Molinspiration. Esses
softwares utilizaram parametros como a massa
molecular (MW), numero de titulo de hidrogénios
aceitaveis (NHBA), numero de titulo de hidrogénios
doaveis (nHBD), refratividade molar (MR), area de
superficie polar topoldgica (TPSA) para predicoes
de propriedades farmacocinéticas de cada subs-
tancia. Foi realizada a classificacdo Druglikeness
segundo a Regra dos Cinco de Lipinski com ne-
nhuma violagdo para a silibinina, o que reflete a
capacidade deste composto apresentar comporta-
mentos farmacocinéticos semelhantes a farmacos
empregados por via oral. Além disso, a capacida-
de de absorgao pelo trato gastrointestinal (TGI), a
lipofilicidade, a solubilidade em agua, a permea-
bilidade pela barreira hematoencefalica (BHE), a
dose letal média (DL50) e a classe de toxicidade
foram obtidas nos softwares SwissADME e Pro-
Toxll. Todos os resultados elencados aqui estéao
resumidos na Tabela 1.
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Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do metabdlito silibi-
nina da espécie Sylibum Marianum L; classificagao Drugli-
keness e suas violag6es; e capacidade de absor¢ao no TGl,
permeabilidade na BHE, DL50 e classe de toxicidade

Composto Silibinina
Formula Molecular C25H22010
mw 482,44g/mol
nHBA 10
nHBD 5
MR 120,55
TPSA 155,14 A2
MLOGP 1,47
Druglike Sim
Violagbes 0
Absorgdo TGI Baixo
BHE Né&o
DL50 2000mg/Kg
Classe de toxicidade 4
Média de lipofilicidade 1,51
Solubilidade em dgua Moderada
Coeficiente de particdo 2,36
octanol/dgua (logP)
Nimero de titulos rotativos 4

Legenda: MW-massa molecular; nHBA- nimero de titulo de
hidrogénio aceitaveis; nHBD-numero de titulo de hidrogénios
doaveis; MR-refratividade molar; TPSA-area de superficie po-
lar topoldgica; MLOGP-método topoldgico implementado de
Moriguchi e Lipinski; TGI-trato gastrointestinal; BHE-barreira
hematoencefalica; DL50-dose letal media.

A silibinina possui propriedades farmacocinéti-
cas interessantes, além de ser classificada como
druglikeness e n&o ter nenhuma violagdo segun-
do a Regra dos Cinco de Lipinski, ndo precisar
atravessar a barreira hematoencefalica, ter uma
dose letal média aceitavel e estar em uma boa
classe de toxicidade. No que tange a biodispo-
nibilidade oral tedrica, foi possivel perceber que
no Molinspiration fornece um conjunto de con-
tribuicdes baseadas na estrutura molecular da
silibinina. Este método é muito amplo e capaz
de processar todas as moléculas organicas e or-
ganometalicas. Esse conjunto de contribuigdes
deve respeitar a “regra dos cinco” proposto por
Lipinsk, que de 5 pontos importantes para que
haja biodisponibilidade da substancia pelo orga-
nismo e é necessario haver pelo menos 4 deles
na molécula analisada.

Conforme os resultados apresentados na tabela
1, o composto apresenta propriedade hidrofébica
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e tamanho adequado para que consiga permear
0 corpo, ou seja, tem a capacidade de penetrar
a membrana bioldgica e acessar o sitio de agao
ja que apresentou o miLog P igual a 2,36 obede-
cendo a regra em que miLog P < 5. Na anélise
de sitios doadores e aceptores de ligagcao de hi-
drogénio, assim como o valor de TPSA e numero
de titulos rotativos mostraram que atendem a re-
gra dos cinco para boa biodisponibilidade oral da
substancia estudada. Estas propriedades estéo
diretamente relacionadas com a farmacocinética
molecular, implicando que a silibinina pode ser
um forte candidata a se tornar um medicamento.
No que concerne ao metabolismo celular oxidati-
vo da silibinina encontrada na matriz quimica do
Sylibum Marianum, pode-se observar relevantes
efeitos bioativos (Tabela 2). Em todos eles, a
probabilidade de ser ativa (Pa) se mostrou su-
perior a probabilidade de ser inativa (Pi). A si-
libinina, molécula majoritaria da matriz quimica
do Sylibum Marianum, mostrou-se com elevada
capacidade de eliminar radicais livres (Pa: 0,956
/ Pi: 0,001), e o maior potencial antioxidante (Pa:
0,859 / Pi: 0,003).

Ademais, o produto da acido da enzima peroxida-
se lipidica é responsavel pela formagao de com-
postos instaveis e, como resultado positivo, a
silibinina mostrou expressivo resultado quanto a
capacidade de inibigdo dessa enzima (Pa: 0,909
/ Pi: 0,003). Dessa forma, esta claro que o meca-
nismo de acgao citoprotetora da silibinina ocorre
por inibicdo da peroxidacgao lipidica, uma vez que
ela exerce acao estabilizadora na membrana ce-
lular, prevenindo ou inibindo a via da 5-lipoxige-
nase. Essa inibigdo protege contra a toxicidade
hepatica, causada por uma grande variedade de
agentes como radicais livres, tetracloreto de car-
bono, tolueno ou xileno.

Em uma revisao da literatura (MILAGRES et al.,
2020), foi enfatizado que a silibinina apresenta-
-se como atenuadora da inflamagao, podendo
ser indicada para para individuos com problemas
hepatico inflamatério, como pro exemplo: Doen-
¢a hepatica gordurosa nao alcodlica e esteato-
-hepatite. De modo geral, a pesquisa menciona-
da anteriormente corrobora com os achados aqui
descritos. Em relacdo a acao hepatoprotetora,
o presente estudo se mostrou de grande valia.
Como descrito na Tabela 2, observou-se o poten-
cial hepatoprotetor através silibinina (Pa: 0,939 /
Pi: 0,002). Outro ponto importante sobre a silibi-
nina, que além de ser relatada em iniUmeros tra-
balhos com atividade hepatoprotetora, também
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apresenta agao quimiopreventiva para cancer
in vitro e in vivo (SANTOS, 2010). Ou seja, foi
possivel comprovar nos estudos que a silibinina
apresenta as seguintes probabilidades para ati-
vidade quimiopreventiva: Pa: 0,797 / Pi: 0,004.
Outrossim, o efeito antimutagénico foi mais um
parametro usado nesta avaliacdo. No que se re-
fere a silibinina, o estudo constatou-se atividade
antimutagénica de moderada a forte, consoante
ao que foi descrito pela plataforma PASS Online:
Pa de 0,743 e Pi de 0,005. Isso indica um passo
positivo na determinagdo do uso seguro da sili-
binina.

Outros importantes papéis da silibinina estao re-
lacionados as atividades de integridade da mem-
brana (Pa: 0,957 / Pi: 0,003), intensificadora da
expressao TP53 (Pa: 0,914 / Pi: 0,005), estimu-
lante da caspase 3 (Pa: 0,798 / Pi: 0,006), indu-
tora da CYP3A4 (Pa: 0,785/ Pi: 0,008), inibidora
da histidine quinase (Pa: 0,783 / Pi: 0,004), im-
portante para os disturbios hepaticos (Pa: 0,778 /
Pi: 0,004). Dessa forma, percebe-se que a silibi-
nina pode levar a prevencao e tratamento de va-
rias doencgas hepaticas, e atuar como protetora
contra uma série de hepatotoxinas.

Esta citoprotecado, que atua em varios mecanis-
mos, ainda nao é totalmente compreendida. No
entanto, varios estudos tém mostrado que a sili-
binina atua na estabilizacdo da membrana, anti-
peroxidacao lipidica e, principalmente, como po-
derosa antioxidante capaz de sequestrar radicais
livres e espécies reativas de oxigénio, resultando
em melhora na maquinaria celular e aumentando
o potencial antioxidante das células (BORGES,
2015).

Em outra revisdo da literatura (BOGDAN-ALLE-
MANN, 2008), foi possivel notar que a silibinina
€ um bioflavandide extraido da fruta de Sylibum
marianum muito utilizado por suas proprieda-
des antialérgicas e estimulante do sistema cir-
culatério. Por sua natureza fendlica, a silibinina,
comportou-se como antioxidante capaz de reagir
com numerosos radicais livres, incluindo radicais
hidroxila, formando compostos mais estaveis e
menos reativos. Estudos in vivo mostraram os
efeitos fotoprotetores da aplicacao tépica da si-
libinina antes ou logo apds a irradiagao de UV.
Deste modo, existe evidéncia razoavel para in-
cluir sua combinagao em protetores solares, fato
este que comprova-se pelo estudo na Plataforma
PASS online que evidenciou uma Pa: 0,817 e Pi:
0,003 para inibicdo de monofenol monooxigena-
se.
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Tabela 2. Avaliagdao do potencial de atividade da silibilinina
através do PASS online

Pa Pi
0,001
0,003

Atividade

0,956
0,957

Eliminador de radicais livres

Agonista de
membrana

integridade de

0,939
0,914

0,002
0,005

Hepatoprotetor

Intensificador de
TP53

expressio

0,909
0,859
0,797
0,743
0,798
0,785
0,783
0,778

0,003
0,003
0,004
0,005
0,006
0,008
0,004
0,004

Inibidor da peroxidase lipidica

Antioxidante

Quimiopreventivo

Antimutagénico

Estimulante de caspase 3

Indutor de CYP3A4

Inibidor de histidina quinase

Tratamento de disturbios

hepaticos

A silibinina tém estado em destaque devido as
suas multiplas atividades benéficas que nao estéo
diretamente relacionadas com a sua atividade he-
patoprotetora e antioxidante, sobretudo comporta-
mento hipocolesterolémico, cardioprotetor, neuro-
protetor, anti-inflamatério e antifibrotico. Também
demonstrou ser auxiliar no tratamento de proble-
mas no pancreas, equilibrio glicémico e atenuar
danos causados por agentes quimicos e radiagao
UVB (BORGES, 2015; FRIAS et al., 2013). Com
base no estudo, pode-se observar a importancia da
silibilina, composto ativo principal de S. marianum
frente a diversas patologias. Isso ilustra o potencial
terapéutico dessa espécie vegetal.

Conclusao

O estudo in silico da silibilina demonstrou que este
componente apresentou varios possiveis efeitos
biolégicos no corpo humano, bem como perfil de
baixo risco tedrico de apresentar citotoxicidade,
sendo segura para uso terapéutico, sendo neces-
sarios mais estudos. Porém deve-se ressaltar que
o estudo in silico permite uma avaliagao prévia do
perfil biologico dessa substancia antes mesmo de
serem sintetizados. Diante disso, a silibilina torna-
-se uma possivel candidata ao desenvolvimento
de uma agente ativo ja que apresentou um perfil
promissor para se tornar um farmaco, sendo ne-
cessarios mais estudos para esclarecer seus me-
canismos de agao.

Além disso, os resultados desse estudo demons-
tram que o uso da silibilina reduziu minimamente,
mas sem relevancia clinica, os niveis séricos de
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ALT e AST em pacientes com doenga hepatica
gordurosa n&o alcodlica constatados em estudos
durante a pesquisa. Apesar das redugdes observa-
das nao traduzirem uma relevancia clinica, podem
sinalizar para uma possivel estratégia terapéutica
adicional no controle de Doenga Hepatica Gordu-
ra Nao Alcodlica (DHGNA). Portanto, ndo se pode
afirmar que a silibilina possui essa atividade, porém
a farmacologia computacional permitiu afirmar que
existe um potencial terapéutico da silibilina para
DHGNA, o que permite o avanco para estudos in
vitro e in vivo mais aprofundados e com desenhos
metodolégicos mais adequados, com atengao es-
pecial na realizagao das etapas de planejamento e
execucgao dos ensaios clinicos. Isso proporcionara
evidéncias cientificas mais consolidadas, podendo
contribuir para uma maior segurancga na indicagao
ou nao de doses de silibilina a serem prescritas pe-
los profissionais de saude habilitados.
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