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RESUMO 

 

Introdução:  O câncer coloretal (CRC) é a 3º neoplasia mais prevalente no mundo. O irinotecano 
(IRI), fármaco de primeira linha para os tratamentos do CRC e sua metástase hepática, tem 
aumentado a sobrevivência dos pacientes. Contudo, seus efeitos colaterais, incluindo a esteato-
hepatite não alcoólica (NASH), podem limitar o curso do tratamento. Os protocolos baseados em 
irinotecano foram associados com um aumento no risco de NASH de 3,4 vezes. A silimarina 
(SIL) tem mostrado ser capaz de prevenir doenças do fígado gorduroso no contexto clínico e em 
modelos de danos hepáticos induzidos quimicamente. Assim, nosso objetivo foi estudar o efeito 
da SIL na NASH induzida pelo IRI, assim como o mecanismo envolvido. Métodos e 
Resultados: Camundongos Swiss fêmeas (n=8-10), foram divididos em 6 grupos e injetados com 
salina (SAL 5ml/kg i.p.), IRI (50 mg/kg i.p.), SIL (150 mg/kg v.o.) ou IRI (50 mg/kg i.p.) + SIL 
(SIL 1,5, 15, 150 mg/kg v.o.) 3x/semana/7 semanas. Amostras de sangue foram coletadas na 
sétima semana para determinar a concentração sérica das enzimas hepáticas ALT e AST (U/L). 
Animais foram mortos para a coleta do fígado para avaliar do dano tecidual (escores de Kleiner), 
dosagem de lipídeos totais (mg/g de tecido), MDA (nmol/g tecido), NPSH (mg de NPSH/g 
tecido), IL-6 (pg/mg de tecido), IL-10 (pg/mg de proteína) e IL-1β (pg/mg de tecido), 
imunomarcação de óxido nítrico sintase induzida (iNOS), 3-Nitrotirosina (Ntyr), e Receptor Toll 
Like tipo 4 (TLR4), quantificação do fator nuclear kappa B (NFκB) e da α-actina de músculo liso 
(α-SMA) e expressão do gene RSS. ANOVA/Teste de Newman-Keuls ou Kruskal Wallis/ Teste 
de Dunn foram utilizados para análise estatística. Foram consideradas diferentes amostras onde o 
nível descritivo era inferior a 5%. O trabalho foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa 
animal sob o número de protocolo: 21/12. O IRI aumentou de forma significante as transaminases 
hepáticas, o infiltrado neutrofílico, o acúmo de lipídeos, o acúmulo de MDA, a expressão de 
NTyr, a expressão de α-SMA, a expressão de NFκB, a expressão de IL-1β, a expressão de IL-6, a 
expressão de TLR4 e quantificação de DNA bacteriano, quando comparados ao grupo SAL. SIL 
(1,5 mg/kg) melhorou esses parâmetros, exceto a infiltração neutrofílica e a quantificação do 
DNA bacteriano quando comparados ao o grupo IRI (P<0,05). Por outro lado, a dose media de 
SIL (15 mg/kg) foi efetiva apenas no Infiltrado Neutrofílico, na expressão de NTyr, na expressão 
de NFκB e na expressão de IL-6. Adicionalmente, essa dose aumentou a expressão hepática de 
IL-10, a quantificação de DNA bacteriano e a expressão da α-SMA quando comparados com o 
grupo IRI (p<0,05). Contudo, a expressão de iNOS não foi afetada pelo pré-tratamento com SIL 
(P<0,05) e a maior dose foi ainda mais deletéria. Conclusões: O pré-tratamento com SIL previne 
o dano hepático causado pelo IRI provavelmente através da mudança da resposta inflamatória 
mediada por receptores TLR4 e citocinas IL-1, IL-6, IL-10 e NFκB. O dano observado no grupo 
de animais tratados com as maiores doses de SIL parece ser dependente da translocação 
bacteriana do intestido que é associada a ativação do TLR4. Adicionalmente, a silimarina 
contribui para hepatoproteção por inibir o estresse oxidativo e a nitrosilação proteica, prevenindo 
a ativação de mecanismos de fibrose hepática. 
 

Palavras Chave: Inibidores da Topoisomerase I. Silimarina. Neoplasias Colorretais. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is the 3rd most common cancer worldwide. Irinotecan 
(IRI), first-line drug for the treatment of hepatic metastases and its CRC has increased the 
survival of patients. However, its side effects, including non-alcoholic steatohepatitis (NASH), 
may limit the course of treatment. Irinotecan-based protocols have been associated with a 3.4 
times increased risk of NASH. Silymarin (SIL) has shown to be capable of preventing fatty liver 
disease in the clinical setting and in models of liver damage chemically induced. Thus, our goal 
was to study the effect of SIL on IRI-induced NASH, as well as the mechanism involved. 
Methods and results: Female Swiss mice (n = 8-10) were divided into 6 groups and were 
injected with saline (SAL 5 ml / kg ip) IRI (50 mg / kg ip), SIL (150 mg / kg po) or an IRI (50 
mg / kg ip) + SIL (SIL 1.5, 15, 150 mg / kg PO) 3x / week / 7 weeks. Methods and results: 
Female Swiss mice (n = 8) were divided into 6 groups and received saline injection (SAL 5 ml / 
kg ip) IRI (50 mg / kg ip), SIL (150 mg / kg po) or an IRI (50 mg / kg ip) + SIL (SIL 1.5, 15, 150 
mg / kg PO) injection 3x / week / 7 weeks. Blood samples were collected in the seventh week to 
determine the serum concentration of ALT and AST (U / L) liver enzymes. Animals were killed 
to collect liver in order to assess the tissue damage score (Kleiner), serum total lipids (mg / g 
tissue), MDA (nmol / g tissue), NPSH (NPSH mg / g tissue), IL 6 (pg / mg tissue), IL-10 (pg / 
mg protein), and IL-1β (pg / mg tissue), immunostaining of nitric oxide synthase (iNOS), 3-
nitrotyrosine (Ntyr), and Toll like receptor type 4 (TLR4), quantification of nuclear factor kappa 
B (NFkB) and α-smooth muscle actin (α-SMA) and gene expression of the RSS. ANOVA / 
Newman-Keuls test or Kruskal Wallis / Dunn test were used for statistical analysis. Samples were 
considered different, when the p-value was lower than 5%. The study was approved by the ethics 
committee on animal research under protocol number: 21/12. IRI significantly increased liver 
transaminases, the neutrophil infiltration, lipid accumulation, the accumulation of MDA, the 
expression of NTyr, the expression of α-SMA expression of NFkB, the expression of IL-1β, the 
expression IL-6, the expression of TLR4 and quantification of bacterial DNA when compared to 
the SAL group. SIL (1.5 mg / kg) improved these parameters, except neutrophil infiltration and 
quantification of bacterial DNA when compared to IRI group (P <0.05). Moreover, the SIL's 
middle dose (15 mg / kg) was effective only in the neutrophilic infiltrate in NTyr expression, the 
expression of NFkB and expression of IL-6. Additionally, it increased hepatic expression of IL-
10, quantification of bacterial DNA and expression of α-SMA compared to IRI (p <0.05). 
However, iNOS expression was not affected by pretreatment with SIL (P <0.05) and the higher 
dose was even more deleterious. Conclusions: Pre-treatment with SIL prevent liver damage 
caused by IRI probably by changing the inflammatory response mediated by TLR4, IL-1, IL-6, 
IL-10 and NFkB. The damage observed in the group of animals treated with the highest doses of 
SIL seems to be dependent of bacterial translocation from the gut, which is associated with 
activation of TLR4. Additionally, silymarin contributes to hepatoprotection by inhibiting 
oxidative stress and protein nitrosylation, preventing activation of hepatic fibrosis' mechanisms. 
 
Keywords: Topoisomerase I Inhibitors. Silymarin. Colorectal Neoplasms. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) define o câncer como sendo um termo genérico 

para um grande grupo de doenças que podem afetar qualquer parte do corpo (WHO, 2014). 

Incluem-se nessa categoria mais de 100 tipos de tumores malignos de variadas localizações 

(INCA, 2011). 

De acordo com a OMS, uma em cada quatro mortes no mundo é devida ao câncer. 

Portanto, essa doença é hoje uma das maiores causas de morte no mundo, com 14 milhões de 

novos casos a cada ano e 8,2 milhões de mortes por câncer em 2012. Nos EUA são estimados 

1.665.540 de novos casos de câncer em 2014, além disso, espera-se 585.720 pessoas morram 

devido ao câncer nos EUA, e um total de 15.780 novos casos de câncer diagnosticados em 

crianças e adolescentes neste mesmo ano. 

A expectativa de vida da população brasileira vem aumentando consideralvelmente. Esse 

aumento tem sido associado ao maior aparecimento de problemas com câncer. Por isso, o câncer 

é incontestavelmente um problema prioritário de saúde pública em todas as regiões e instâncias 

sociais, desde as mais abastadas até as mais desfavorecidas – cultural, social e economicamente. 

Estima-se para 2015 a ocorrência de 395 mil novos casos de câncer, excluindo os casos de câncer 

de pele não melanoma, sendo o câncer de próstata, mama e coloretal os três mais frequentes. 

O câncer gera um gasto econômico significativo a cada ano. Em 2009, essa doença causou 

uma perda econômica de 216,6 bilhões de dólares além do incontável sofrimento humano (ACS, 

2014). As consequências econômicas de cada caso de câncer incluem os custos diretos e indiretos 

com tratamento, a renda renunciada pelo paciente e por seus familiares impossibilitados de 

trabalhar durante o tratamento, e, mais importante ainda em termos econômicos, é a perda de 

produtividade devido à morte prematura ou deficiência (KNAUL et al., 2014). Em contrapartida, 

os investimentos em pesquisa trouxeram melhorias nos tratamentos e na sobrevida de pacientes. 

Havendo uma queda de 20% no número de mortes devidas ao câncer de 1991 a 2010, evitando-se 

cerca de 1,3 milhões de mortes (ACS, 2014). 

Com um número maior de pacientes sobreviventes ao câncer e em tratamento, o número de 

indivíduos sofrendo as consequências da toxicidade decorrentes desse tratamento tem aumentado. 

Levando ao aparecimento de efeitos colaterais que demandam interferências importantes no 

tratamento, em alguns casos, sendo necessária a sua interrupção. 
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1.1 Câncer colorretal metastático 

 

O Câncer colorretal (CCR) é um dos tipos de câncer mais frequentes e que mais mata no 

mundo. Ele é o terceiro tipo de câncer mais comum entre homens no mundo (746 mil casos – 

10% do total) e o segundo entre as mulheres (614 mil casos – 9,2% do total). Apesar da maioria 

dos novos casos ocorrerem em regiões mais desenvolvidas do planeta (55% dos casos) a maioria 

dos casos de óbito acontecem em regiões menos desenvolvidas (52% das mortes) (WHO, 2014). 

Em 2014 estima-se que no Brasil ocorrerão 15 mil novos casos de câncer de cólon e reto em 

homens e 17 mil em mulheres, sendo as regiões brasileiras mais afetadas por essa doença o Sul, o 

Suldeste e o Centro Oeste (INCA, 2014). 

Essa neoplasia é considerada de bom prognóstico se a doença for diagnosticada em estágios 

iniciais com uma sobrevida geral de 5 anos para 55% dos pacientes em países desenvolvidos e 

40% deles em países em desenvolvimento (INCA, 2014). Porém, em 25% dos pacientes 

diagnosticados com CCR já há instalada uma metástase hepática. Além disso, dos pacientes que 

não apresentam no momento do diagnóstico, metade irá desenvolver metástases hepáticas durante 

o curso da doença (CHEN et al., 2011). 

As metástases hepáticas são as mais frequentes e as mais letais em pacientes com CCR. 

25% dos pacientes apresentam metástases hepáticas no momento do diagnóstico. Dos que não a 

apresentam nesse momento, 30% desenvolverão metástases hepáticas. Além disso, em cerca de 

30% das mortes devido a essa neoplasia, a doença está restrita ao fígado (Kuvshinov e Fong. 

2007), portanto, é de extrema importância o controle dessas metástases nesses pacientes. Na 

última década as estratégias de tratamento do CCR metastático ganharam dois importantes 

aliados com a introdução do Irinotecano e da Oxaliplatina como agentes quimioterápicos aos 

esquemas terapêuticos, aumentando a taxa de sobrevida global em pacientes não tratados, que era 

de 6 a 12 meses (KUVSHINOV; FONG, 2007), para de 20 a 22 meses nos pacientes que 

receberam essas novas drogas (RAMIA-ANGEL et al., 2011). 

Apesar do grande avanço no tratamento clínico do CCR, uma possibilidade real de cura 

pode apenas ser levada em consideração quando aliada a uma remoção cirúrgica de toda a 

evidência da doença mais margens negativas (COSTA et al., 2014). De modo geral, a cirurgia é 

associada a uma quimioterapia pré-operatória, com o objetivo de controlar a doença 

micrometastática e o melhorar o prognóstico do paciente (ADAM et al., 2004; RAMIA-ANGEL 
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et al., 2011). Esse tratamento tem trazido resultados auspiciosos onde se consegue sobrevidas de 

5 anos variando em 30 a 60% (KUVSHINOV; FONG, 2007; WEI et al., 2006), uma média muito 

superior a pacientes não operados que raramente chegavam aos 3 anos de sobrevivência global 

(ROUGIER et al., 1995). 

A quimioterapia pré-operatória é ainda mais importante para pacientes que possuem 

tumores inicialmente irrescecáveis (BISMUTH et al., 1996). Nos quais as metástases hepáticas já 

tomaram aproximadamente 80% do parênquima hepático e não podem ser removidas sem o 

comprometimento da vida do paciente (BISMUTH et al., 1996; POZZO et al., 2004; 

KUVSHINOV; FONG, 2007). Com o uso da quimioterapia pré-operatória, a sobrevida desses 

pacientes pode se igualar a sobrevida daqueles que apresentaram metástases inicialmente 

ressecáveis (ADAM et al., 2004). 

Esse tratamento é conhecido como terapia de conversão e objetiva diminuir o tamanho dos 

tumores possibilitando a posterior remoção cirúrgica. A droga geralmente utilizada na terapia de 

conversão, é o 5-fluoruracil em combinação com a oxaliplatina e/ou o irinotecano, conseguindo-

se com esse tratamento tornar ressecáveis aproximadamente 40% dos tumores inicialmente 

irressecáveis (BISMUTH et al., 1996; ADAM et al., 2004; POZZO et al., 2004). 

Como a terapia combinada (quimioterapia + tratamento cirúrgico) tem trazido resultados 

promissores, o número de indicações tem subido bastante nos últimos anos. Ao mesmo tempo, 

tem subido a preocupação dos oncologistas com o tempo de exposição a esses agentes 

quimioterápicos, uma vez que essas drogas possuem ações deletérias sobre o parênquima 

hepático, com aparecimento de efeitos colaterais altamente correlacionados com o uso dessas 

drogas, a oxaliplatina com a Síndrome da obstrução sinusoidal (RUBBIA-BRANDT, 2004), e o 

irinotecano com a esteato-hepatite (VAUTHE,. 2006). 

Como o fígado, caso esteja são, pode ter grande volume ressecado devido a regeneração 

(80% do volume total) (KUVSHINOV; FONG, 2007) a ressecção cirúrgica dos tumores mais 

margem negativa é uma prática relativamente segura. Contudo, pacientes expostos a um longo 

tempo de quimioterapia podem apresentar efeitos colaterais nesse órgão. Onde é observada uma 

capacidade regenerativa reduzida, que podem transformar até mesmo pequenas ressecções em 

uma insuficiência hepática pós-cirúrgica (HAMMOND et al., 2011). 
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1.2 Irinotecano 

 

O Irinotecano (IRI) é um derivado semi-sintético da camptotecina. Esta substância foi 

inicialmente isolada nos Estados Unidos, por Wall et al., em 1966, de uma planta nativa da China 

e do Tibet, Camptotheca acuminata. O Irinotecano e seu metabólito ativo (SN-38) exercem suas 

atividades antineoplásicas impedindo a duplicação do DNA, através da inibição seletiva da 

topoisomerase I, uma enzima que cliva uma das cadeias da fita dupla de DNA permitindo que a 

outra gire em seu próprio eixo relaxando a pressão de torção necessária para o armazenamento do 

DNA em cromossomos, e também responsável pela religação da fita clivada (CHAMPOUX, 

2001). Como o SN-38 e o irinotecano estabilizam a ligação covalente DNA-Topoisomerase-1, a 

fase S do ciclo celular não consegue ser completada levando a célula a ativar mecanismos de 

morte. Portanto, o irinotecano e seu metabólito são citotóxicos, principalmente para células que 

estão em constante atividade mitótica (CHAMPOUX, 2001). 

Devido ao tipo de ação citotóxica do irinotecano ele é ativo contra diversos tipos de 

tumores, sendo relatados a sua utilização em diferentes tratamentos, como para câncer de ovário 

(FUJII et al., 2002), linfoma de Hodgking (RIBRAG et al., 2003), câncer de pulmão de células 

pequenas e não-pequenas (LANGER, 2004), mama (PEREZ et al., 2004) e de estômago 

(ENZINGER et al., 2005). Além desses, o irinotecano é a droga de primeira linha para o 

tratamento do câncer colorretal (SALTZ et al., 2001; CHESTER et al., 2003). 

O irinotecano é uma pró-droga pois, apesar de ter ação inibidora sobre a topoisomerase I, 

seu principal metabólito ativo, o SN-38 é cerca de mil vezes mais potente (KOIZUMI et al., 

2006). Além disso, o SN-38 passa por um mecanismo de reciclagem no organismo que o mantém 

em níveis séricos consideráveis por um tempo maior. Esse mecanismo é chamado de recirculação 

entero-hepática (Figura 1), nele o SN-38 sofre processo de glicuronidização dando origem a um 

metabólito inativo (SN-38G) que é excretado via bile na via intestinal. Apesar de uma parte ser 

excretada junto com as fezes, grande parte do SN-38G sofre ação da β-glicuronidase produzida 

por bactérias entéricas, podendo novamente ser absorvido no intestino delgado (Figura 1) 

(TAKASUNA et al., 1996; CHESTER et al., 2003; TALLMAN, 2005). 
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Figura 1 - Metabolismo do Irinotecano. 

 

 No fígado, a enzima CYP3A4 atua sobre o CPT-11 (irinotecano) gerando dois 
compostos inativos, APC (7 – etil – 10 - [4 – N - (5 – ácido – aminopentanóico ) – 1 - 
piperidino carboniloxicamptotecina) e NPC (7 – etil – 10 - [ 4 – amino – 1 – piperidino 
] -carboniloxicamptotecina). O NPC pode ser metabolizado pela carboxiesterase (CE) 
em SN-38. A depuração do SN-38 é feita no fígado pelo polipeptídio A1 da família da 
uridina difosfato glicosiltransferase 1 (UGT1A1), gerando glicuronídios de SN-38 (SN-
38G), que são desprovidos de atividade biológica.  CPT-11, SN-38 e SN-38G são 
excretados na bile através das proteínas de transporte MDR1 (multidrug resistance 
protein 1) e MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2) e chegam ao intestino 
delgado. No intestino delgado, o CPT-11 pode ser clivado pela CE intestinal, formando 
mais SN-38. Além disso, o SN-38G pode ser desconjugado pela ação de bactérias 
intestinais produtoras de β-glicuronidase, transformando-se novamente em SN-38. 
Este, por sua vez, é reabsorvido iniciando um processo de recirculação êntero-hepática 
(TAKASUNA et al., 1996; CHESTER et al., 2003; TALLMAN, 2005). 
 Fonte: COSTA et al., 2014. 

 

 

Como existem células do próprio organismo que estão constantemente em divisão, os 

irinotecano e SN-38 também levam a morte celular nesses tecidos, gerando os efeitos colaterais 

da terapia do câncer. Existem diversos efeitos colaterais relacionados à quimioterapia. O 
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irinotecano é conhecido por causar mucosite intestinal e diarreia. Nesse processo, há uma atrofia 

das vilosidades e um aprofundamento das criptas associados a um prejuízo importante da 

integridade do epitélio intestinal (IKUNO et al., 1995; FREITAS, 2007). A quebra na barreira 

intestinal é um ponto importante na fisiopatologia da toxicidade intestinal e extraintestinal do 

irinotecano, uma vez que ela favorece a translocação e infecção bacteriana, que desencadeia 

mecanismos inflamatórios exacerbados que culminam em dano tecidual (GIBSON et al., 2003; 

MARTIN; WALLACE, 2006). 

A translocação bacteriana é importante para a fisiopatologia de outros eventos patológicos 

relacionados ao uso do irinotecano, principalmente para a esteato-hepatite não alcoólica (NASH, 

do inglês Nonalcoholic steatohepatitis) relacionada ao uso desse antineoplásico (COSTA et al., 

2014). A NASH aparece em 1 a cada 12 pacientes que recebem tratamento com irinotecano. Um 

risco 3,45 vezes maior de desenvolver a doença é atribuído a pacientes que recebem irinotecano 

em comparação com aqueles que não recebem quimioterapia (ROBINSON et al., 2012). Na 

NASH induzida por irinotecano, uma série de eventos inflamatórios, desencadeados pela ação de 

bactérias entéricas no fígado, leva a um desequilíbrio metabólico e oxidativo com características 

como: intenso infiltrado inflamatório e acúmulo de lipídeos nos hepatócitos, o que pode culminar 

em fibrose e insuficiência hepática (COSTA et al., 2014). Como pacientes com fígado deficiente 

não possuem poder regenerativo adequado, os pacientes com NASH induzida por irinotecano 

podem apresentar risco de mortalidade pós-metastasectomia (VAUTHEY et al., 2006). 

No contexto do tratamento do câncer colorretal metastático, a NASH aparece como um 

potencial empecilho, uma vez que os tratamentos dos tumores classificados como irressecáveis é 

baseado em quimioterapia pré-operatória para diminuição do tumor (BISMUTH et al., 1996). 

Porém, o aparecimento de toxicidade no parênquima hepático não cancerígeno impossibilita a 

cirurgia, pois é sabido que este órgão perde a sua grande capacidade de regeneração podendo 

culminar, caso a cirurgia se proceda, em uma insuficiência hepática (KANDUTSCH et al., 2008). 

 

1.3 Esteato-Hepatite não alcoólica - NASH 

 

A Doença Gordurosa Não Alcoólica do Fígado (NAFLD, do inglês Nonalcoholic Fatty 

Liver Disease) é uma síndrome rotineiramente encontrada na prática clínica que pode variar 

desde alterações hepáticas sem maiores relevâncias clínicas, como a esteatose simples, até 
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diferentes graus de lesão inflamatória hepática que pode determinar deterioração da função 

hepática com um risco potencial de evolução para cirrose (MULHALL et al., 2002). A NASH se 

inclui como a forma mais grave da NAFLD com presença de esteatose associada a lesões necro-

inflamatórias características como tumefação hepatocítica, inflamação e fibrose hepática 

(BRUNT et al., 1999; HAMAGUCHI et al., 2005). Um paciente que apresente todas essas 

características corre um risco potencial de uma evolução silenciosa para uma cirrose hepática em 

até 24% dos casos (MATTEONI et al., 1999). 

O diagnóstico da NASH é feito por biopsia hepática onde o patologista avalia a presença 

dos achados histopatológicos característicos. Kleiner e colaboradores definiram através de um 

estudo bem delineado, cego, randomizado e com dupla checagem, quais eram os achados mais 

associados a esse problema, sendo encontrados 3 achados diretamente correlacionados. Foram 

atribuídos escores que quantificam cada uma das três variáveis histológicas através da gradação 

da severidade dos achados: esteatose (0 a 3); inflamação lobular (0 a 3); vacuolização (0 a 2). A 

soma desses três escores diagnósticos de NASH, pode variar de 0-2 (ausência de NASH), 3-4 

(NASH marginal) e ≥ 5 (presença de NASH) (KLEINER et al., 2005). Além desses três achados 

principais, Kleiner recomendou a observação da presença de infiltração inflamatória portal e 

fibrose, esses achados tem pouco valor de diagnóstico pois tem baixa capacidade preditiva 

negativa, porém são parâmetros associados a doença que servem como avaliadores de severidade 

(KLEINER et al., 2005). 

A teoria mais aceita para explicar a fisiopatologia da NASH é o modelo chamado de ‘two 

hits’ (dois insultos), neste modelo, o desenvolvimento da esteatose, por fatores como a resistência 

à insulina, Diabetes Melitus e síndromes metabólicas, corresponde à primeira etapa (CHITTURI 

e Farrell., 2001; LIMA et al., 2010) e tornaria o fígado mais susceptível para danos subsequentes, 

segunda etapa. Essa envolve um novo mecanismo de lesão hepática - estresse oxidativo, com a 

peroxidacao lipídica ou exposição do fígado ao lipopolissacarideo (LPS) bacteriano, com a 

ativação de citocinas pró-inflamatórias - que pode ser potencializado quando ocorre em um 

fígado esteatótico (DAY; JAMES, 1998a; CORTEZ-PINTO et al., 2006), finalmente, o 

aparecimento do dano hepatocelular, inflamação e fibrose que caracterizam a NASH (DAY; 

JAMES, 1998b). 

No caso da NASH induzida por irinotecano, Costa e colaboradores sugeriram que diversos 

insultos estariam atuando de forma concomitante. Isso colocaria o fígado em uma situação 
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inflamatória que leva a produção de radicais livres e estresse oxidativo, compromentendo as 

mitocôndrias e, consequentemente, a β-oxidação de lipídeos. O estado inflamatório em um fígado 

esteatótico exarcerbaria ainda mais a situação e culminaria nas lesões características da NASH 

(COSTA et al., 2014). 

Com relação aos mediadores inflamatórios, Costa relatou um aumento de Interleucina-1β 

(IL-1β), Óxido Nítrico Sintase induzida (do inglês, inducible nitric oxide synthase - iNOS) e 

Receptor-4 tipo toll (do inglês, toll like receptor 4 - TLR4) no fígado de animais tratados com 

irinotecano por 7 semanas. Além disso, evidenciou-se uma translocação de bactérias gram-

negativas que se mostraram aumentadas tanto no sangue portal quanto no fígado desses animais. 

Acredita-se que a exposição do fígado às bactérias intestinais e a lesão direta do medicamento 

levaram a um estado inflamatório característico, através da ativação dos receptores TLR4, 

promovendo a liberação de IL-1β e iNOS, que recrutam neutrófilos e aumentam a produção de 

superóxidos, colocando o órgão desse animal em um ciclo vicioso de estresse oxidativo onde a 

disfunção mitocondrial e a peroxidação lipídica amplificam o estado inflamatório e oxidativo, 

que por sua vez afetam novas mitocôndrias em outras células que passam a acumular gordura e 

assim sucessivamente. Essas informações sobre a fisiopatologia abrem precedentes para possíveis 

alvos terapêuticos com boas perspectivas terapêuticas como, por exemplo, o uso de fármacos com 

ação modulatória dos eventos da NASH. Possíveis candidatos seriam os antioxidantes, como a 

silimarina. O esquema proposto por Costa e colaboradores pode ser visto na figura 2. 
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Figura 2 - Esquema explicativo da fisiopatologia da NASH induzida pelo irinotecano proposto 
por Costa e colaboradores (2014). 

 
A presença do metabólito ativo SN-38 na mucosa intestinal determina uma lesão celular que 
debilita a barreira epitelial mucosa e permite a translocação de enterobactérias da luz 
intestinal. A presença destas bactérias gram-negativas na submucosa é reconhecida pela 
imunidade inata através dos TLR4 amplificando a resposta inflamatória local e permitindo que 
alguns microorganismos alcancem vasos capilares intestinais levando a bacteremia portal. As 
enterobactérias gram-negativas chegam ao fígado pelos ramos portais atingindo os sinusóides. 
A endotoxina bacteriana (LPS) é reconhecida pelos receptores TLR-4 presentes nos 
macrófagos locais (células de Kupffer) que se tornam ativados e passam a liberar citocinas 
inflamatórias como a IL-1 como também estimulam a síntese de óxido nítrico via iNOS A IL-
1 promove a atração e diapedese de leucócitos gerando infiltrados neutrofílicos portais e 
lobulares. O óxido nítrico e espécies reativas de oxigênio geram estresse oxidativo causando 
lesão de membranas lipídicas e disfunção mitocondrial o que promove o surgimento de 
esteatose e tumefação dos hepatócitos. A célula estelar, também estimulada por LPS através de 
receptores TLR-4, assume um fenótipo fibrogênico e promove deposição de colágeno.  
Fonte: COSTA et al., 2014. 
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1.4 Silimarina 

 

A silimarina é um complexo de flavonoides antioxidantes derivados da erva do cardo 

leiteiro (Silybum marianum). Entre seus compostos estão a silicristina, silidianina, silibina e 

isosilibina, sendo a silibina o mais potente entre eles (Figura 3). O cardo-leiteiro é um membro da 

família Asteraceae (família bastante extensa de angiospermas conhecidas como girassóis), que 

tem uma longa história como fitoterápico hepatoprotetor, possuindo atualmente diversas 

indicações clínicas para pacientes com doença hepáticas crônicas (MAYER; MYERS; LEE. 

2005; STRADER et al., 2002). 

A principal ação da silimarina é como antioxidante natural. Como ela é rica em compostos 

polifenólicos, ela tem grande capacidade de quelar radicais livres e inibir, mesmo que 

reversivelmente, a ação do citocromo p-450, ou seja, ela interfere no metabolismo e 

biotransformação de diversas moléculas exógenas e endógenas, de modo seletivo, nas reações de 

fase I (FRASCHINI et al., 2002). 

 

Figura 3 - Estrutura química dos compostos polifenólicos do cardo-leiteiro. 

 

Fonte: CALANI et al., 2012. 
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Outro mecanismo conhecido da silimarina, que auxilia na ação antioxidante, é a capacidade 

de estabilizar as membranas, tanto celular, quanto mitocondrial (TROUILLAS et al., 2008) por 

recuperar o potencial dessas membranas (ZHU et al., 2014; VALENZUELA; GARRIDO, 1994). 

Acredita-se que essa capacidade seja resultado do aumento do aporte antioxidante fisiológico do 

fígado, pois a silimarina aumenta a produção, as reservas e a liberação dos glutationa (GSH) no 

fígado, para mais referências consultar revisão de Raione e colaboradores (2002). 

Esses eventos já mostraram na prática que são capazes de proteger o fígado contra diversos 

eventos adversos, como na NASH induzida por obesidade (CACCIAPUOTI et al., 2013), em 

modelos murinos de esteato-hepatite alcoólica (ZHANG et al., 2013), em modelos de lesão 

hepática induzida por tetracloreto de carbono (TROUILLAS et al., 2008) e contra fibrose 

hepática induzida por tioacetamida (CHEN et al., 2012). 

O fígado é um órgão de extrema importância no organismo, participando de eventos 

diversos que são importantes desde a nutrição até a proteção do organismo contra agentes tóxicos 

exógenos, aos quais está constantemente exposto e sujeito a lesões (GUYTON; HALL, 2006). 

Por possuir uma capacidade regenerativa impressionante, quando comparada a outros órgãos, o 

fígado consegue funcionar bem se até 20% de seu parênquima total estiver intacto 

(KUVSHINOV; FONG, 2007). Por isso, essa capacidade de regeneração é vital e a silimarina 

contribuiria nesse contexto como estimuladora da regeneração hepática (FRASCHINI et al., 

2002). 

Os dados da literatura mostram a níveis experimentais e clínicos que o tratamento com a 

silimarina ajuda a recuperar o fígado de forma mais eficaz. Essa ação seria atribuída a ação 

nuclear e nucleolar dessa droga, que induz aumento da síntese de RNA ribossomal e da síntese de 

proteínas no fígado (FRASCHINI et al., 2002; RAINONE, 2005). 

Por outro lado, outras evidências acerca do mecanismo de ação da silimarina foram 

relatados, como ações imunomodulatórias e anti-inflamatórias, dentre elas a inibição da produção 

e secreção mediadores pró-inflamatórios (RAINONE, 2005; POLYAK et al., 2007; KIM et al., 

2013). De forma interessante, a IL-6 parece ser fisiologicamente importante para a regeneração 

hepática, pois após hepatectomia de dois terços do fígado em ratos, os níveis séricos de IL-6 

foram encontrados elevados, principalmente na primeira hora em que se iniciava a síntese de 

DNA nos hepatócitos, seguidos do aumento dos fatores de transcrição: Transdutores de Sinal e 

Ativadores de Transcrição 3 (STAT3) e do C/EBPβ/ fator nuclear-interleucina-6 (NF-IL-6), 
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indicando que esses mediadores parecem ser importante como gatilho de transição da fase G0 

para G1 nos hepatócitos (AKIRA et al., 1990; MAIONE et al., 1998). Além disso, Cressman e 

colaboradores, observaram que camundongos deficientes de produção de de IL-6 (IL-6 -/-) 

falhavam em regenerar o fígado após hepatectomia, pois seus hepatócitos ficavam presos na fase 

G1 de ciclo celular por não conseguir produzir quantidades adequadas de DNA, a suplementação 

desses animais com IL-6 resultava na normalização da capacidade regenerativa (CRESSMAN et 

al. 1996). Apesar da silimarina inibir a liberação da IL-6 durante processos inflamatórios no 

fígado, suas doses terapêuticas não interferiram negativamente na regeneração hepática. Ao 

contrário, as pesquisas apontam parar um aperfeiçoamento dessa capacidade (FRASCHINI et al., 

2002). 

Há outros diversos relatos terapêuticos da silimarina. Foi demonstrado que ela possui ação 

anti-viral em infecções de hepatócitos com o vírus da hepatite C (HCV), onde tanto a silimarina 

bruta quando uma fração padronizada desta, chamada de MK-001, apresentaram ação tanto 

preventiva quanto no tratamento da infecção de forma dose dependente (POLYAK et al., 2007). 

Esses mesmos autores demonstraram, em cultivo de células de origem mononuclear, que a 

silimarina era capaz de inibir a produção do Fator de Necrose Tumoral-Alpha (TNF-α) e do 

Factor Nuclear Kappa B (NF-κB) em uma linhagem de células de hepatoma humano (POLYAK 

et al., 2007). 

Uma limitação da utilização de um hepatoprotetor na terapia do câncer, seria uma 

interferência na ação citotóxica do medicamento. Com relação a silimarina, os relatos apontam 

para o oposto. A silimarina apresenta um efeito anti-proliferativo em cânceres de pele com uma 

ação tanto preventiva, devido a inibição das espécies reativas de oxigênio (EROs), quanto de 

tratamento, pois ela regula sinalizações de sobrevivência celular e mitose como dos reguladores 

p53 e Cip1/p21 entre outros. Há ainda dados que sugerem um efeito positivo da silimarina na 

recuperação do dano causado ao DNA pela radiação ultravioleta (SINGH; AGARWAL, 2005). 

Concentrações altas dessa droga demonstraram efeitos antiproliferativos na linhagem Jurkat 

de células T leucêmicas provenientes de sangue periférico, causando inibição da síntese de DNA, 

parada no cliclo celular da fase G2 para a M e um aumento significante da morte celular. 

Entretanto, neste mesmo delineamento experimental, baixas concentrações apresentavam efeitos 

pro-proliferativos (GHARAGOZLOO; AMIRGHOFRAN, 2007) sugerindo novamente a 

variabilidade na ação desse medicamento de acordo com a dose administrada. 
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Com relação aos os efeitos anti-inflamatórios e imunomodularoes da silimarina, parecem 

ser devido a sua ação inibitória sobre o NF-κB (POLYAK et al., 2007; KIM et al., 2013; LEE et 

al., 2013), com consequente inibição das vias inflamatórias super expressas por sua ativação, e 

aumento na expressão dos reguladores da resposta imune Interleucina-10 (IL-10) e Interferon-γ 

(INF-γ) (RAINONE, 2005; WILASRUSMEE et al., 2002), além de aumentar a produção do 

antagonista endógeno da IL-1 (IL-1RA) (TÄGER, 2001). Entre as vias alteradas pela inibição do 

NF-κB, estão a produção do TNF-α, IL-1β e IL-6. Essa última é bastante envolvida na 

polarização da resposta imunológica agindo na maturação e proliferação de células B e T 

(STREETZ et al., 2000) em um sentido oposto a IL-10, que age, juntamente com outros 

imunomoduladores, em direção a um padrão imunológico de células Th2 e células T reguladoras 

(TAGA; TOSATO, 1992; D’ANDREA et al., 1993; HOWARD et al., 1993; DE VRIES, 1995). 

Finalmente, os diversos efeitos encontrados frente a administração da silimarina variaram 

drasticamente de acordo com a dose administrada, sendo encontrados efeitos antioxidantes na 

maioria das doses, até mesmo em doses reduzidas. Contudo, os efeitos anti-inflamatórios e 

imunomoduladores só começam a ser observados após 10mg/kg. O mais intrigante é que há 

relatos de efeitos pró-inflamatórios em doses acima de 200 mg/kg em camundongos, 

intensificando processos inflematórios, apesar de não ser relatada toxicidade da administração de 

apenas silimarina até mesmo em doses acima de 500 mg/kg. Esses achados evidenciam a 

importância do estudo dessa droga em diversas faixas de dosagem, possibilitando a sua utilização 

em eventos patológicos diversos (FRASCHINI et al., 2002), como na esteato-hepatite induzida 

por irinotecano. 

 

1.5 Justificativa e relevância 

 

Devido à grande frequência desse problema somada à ampla necessidade do uso do 

irinotecano por pacientes com CCR e metástases hepáticas, faz-se necessário o entendimento dos 

mecanismos envolvidos na fisiopatologia dessa doença. Além disso, é necessário encontrar 

alternativas que possibilitem uma melhora na qualidade do parênquima hepático durante e após o 

tratamento quimioterápico do câncer, para que o paciente tenha mais chances de cura com a 

remoção cirúrgica do tumor. 
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A silimarina vem recebendo bastante relatos positivos como hepatoprotetor, como 

evidenciado nos estudos citados anteriormente. Inclusive, a silimarina já é usada como controle 

de proteção hepática em alguns modelos usados para testes de novas drogas. Uma evidência pode 

ser citada no estudo de Obogwu e colaboradores, os autores utilizaram a silimarina como controle 

para testar a capacidade hepatoprotetora do extrato da folha de Mucuna pruriens em um modelo 

de toxicidade por álcool e drogas antituberculose (OBOGWU et al., 2014). 

Contudo, nenhum trabalho foi publicado relatando os efeitos dessa substância sobre a 

toxicidade a antineoplásicos, não havendo, até onde se conhece, propostas consistentes de 

medidas terapêuticas. Esse fato pode ser devido, talvez, à ausência até bem pouco tempo, de um 

modelo confiável de NASH relacionada ao uso de irinotecano (COSTA et al., 2014).  

Dessa forma, para a avaliação da capacidade protetora da silimarina e de outros agentes 

hepatoprotetores, nosso grupo desenvolveu um modelo experimental em camundongos que 

mimetiza todos os achados clínicos da NASH apresentada por pacientes em quimioterapia com 

irinotecano (COSTA et al., 2014). Assim, nosso grupo se propôs a estudar a aplicabilidade dessa 

droga, bem como o mecanismo pelo qual ela agiria nesse contexto. Um objetivo seria aprimorar o 

tratamento do câncer colorretal metastático para que um maior número de pessoas possa se 

beneficiar da terapia de conversão. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos gerais: 

 

2.1.1 Estudar o efeito preventivo da silimarina no desenvolvimento de esteato-hepatite não-

alcoólica experimental induzida pelo irinotecano. 

 

2.2 Objetivos específicos:  

 

2.2.1 Avaliar se a silimarina reduz as alterações dos parâmetros macroscópicos, 

microscópicos e bioquímicos indicativos de estabelecimento da esteato-hepatite experimental 

induzida pelo irinotecano. 

2.2.2 Verificar se o possível efeito protetor da silimarina seria decorrente da modulação de 

eventos inflamatórios e da produção de mediadores e de fatores de transcrição inflamatórios.  

Investigar se a silimarina diminui o fenômeno de translocação bacteriana envolvida na 

fisiopatologia da NASH induzida por irinotecano.  

2.2.3 Estudar o efeito modulador da silimarina sobre o estresse oxidativo na patogênese da 

esteato-hepatite induzida por irinotecano. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Fármacos e reagentes 

 

• Cloridrato de irinotecano (Evoterin®, Evolabis, São Paulo, Brasil, ampola de 100 

mg). 

• Silimarina S0292 (Sigma Aldrich, MO, USA) 

• Anticorpo primário monoclonal de coelho anti-Nitrotirosina (Life Technology, NY, 

U.S.A.) 

• Anticorpo primário monoclonal de coelho anti-TLR-4 (Life Technology, NY, 

U.S.A.). 

• Anticorpo primário policlonal de coelho anti-iNOS (Santa Cruz Biotechnology, CA, 

U.S.A.)  

• Anticorpo primário policlonal de coelho Anti-NF-κB NLS (Santa Cruz 

Biotechnology, CA, U.S.A.) 

• Anticorpo primário policlonal de coelho Anti-Actina (Santa Cruz Biotechnology, CA, 

U.S.A.) 

• Anticorpo primário monoclonal de cabra Anti-α-SMA (Sigma Aldrich, MO, U.S.A.) 

• Anticorpo secundário ligado a fosfatase alcalina anti-IgG de coelho (Sigma Aldrich, 

MO, U.S.A.) 

• Anticorpo secundário ligado a fosfatase alcalina anti-IgG de cabra (Sigma Aldrich, 

MO, U.S.A.) 

• ImunoCruz – Anti-coelho kit ABC (Santa Cruz Biotechnology, CA, U.S.A.) 

 

3.2 Equipamentos 

 

• Centrífuga Eppendorf – 5804R – Hamburgo – Alemanha 

• Sonicador de amostras – Thornton – São Paulo – Brasil 

• Homogenizador de amostras – Polytron PT10-35 – Kinematica – Suiça 

• Vortex – Phoenix – Araraquara – São Paulo – Brasil 

• Microscópico óptico – Olympus BX41TF – Olympus Optical CO – Japão 
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• Autoclave modelo digital horizontal – Stermax – Paraná – Brasil 

• Balança analítica – Sartorius BL 210S 

• Balança digital modelo MF6/ 1- Filizola – São Paulo – Brasil 

• PHmetro modelo MR 10 – Denver Instrument – EUA 

• Deionizador de água – Milipore – São Paulo – Brasil 

• Máquina de gelo – Everest – Rio de Janeiro – Brasil 

• Freezer a -700C Revco Elite Plus – Thermoscientific – EUA 

• Leitor de placas modelo ELX 800 – Bio Tek instruments – EUA 

 

3.3 Animais 

 

Foram utilizados camundongos fêmeas do tipo Swiss, pesando entre 20 a 25g, obtidos junto 

ao biotério setorial da Faculdade de Medicina/ Universidade Federal do Ceará. Os animais foram 

divididos em grupos experimentais (n=8-10) e mantidos todos em um ambiente com controle de 

temperatura (22º ± 2ºC), com acesso livre à alimentação e água e submetidos aos ciclos de claro-

escuro (12h/12h). O protocolo experimental seguiu estritamente as regras do Instituto Nacional 

de Saúde (NIH, do inglês National Institutes of Health), nos Estados Unidos, para o cuidado e 

uso de animais em laboratório e foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética para 

Experimentação Animal local (número de protocolo 21/12). 

 

3.4 Delineamento experimental 

 

Os animais foram divididos em 6 grupos experimentais (n=8-10), conforme a seguir: Grupo 

I: Salina (5 mL/kg, v.o.); Grupo II: Silimarina (150 mg/kg, v.o.); Grupo III: irinotecano (50 

mg/kg, i.p.); Grupos IV: Silimarina (1,5 mg/kg v.o.) + irinotecano (50 mg/kg i.p.); Grupo V: 

Silimarina (15 mg/kg v.o.) + irinotecano (50 mg/kg i.p.); Grupo VI: Silimarina (150 mg/kg v.o.) 

+ irinotecano (50 mg/kg i.p.). Os animais foram administrados com essas drogas 3 vezes por 

semana em dias alternados com um reforço da silimarina no dia seguinte a terceira administração, 

durante 7 semanas consecutivas e, ao final desse período, eutanasiados. Um esquema do 

delineamento experimental é mostrado na Figura 4. 
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Nos dias A os animais recebem silimarina (1,5, 15 ou 150 mg/kg) ou salina por via oral, 1 hora antes de uma injeção de 
irinotecano 50 mg/kg ou salina por via intraperitoneal. Nos dias C os animais receberam um reforço de silimarina ou salina em 
suas respectivas doses por via oral, enquanto nos dias B era realizada uma avaliação ponderal, da diarreia e do estado geral do 
animal. Em dias D nenhum procedimento era realizado com a manipulação dos animais. As setas amarelas significam dias de 
administração das drogas nos animais, as setas vermelhas indicam dias de avaliações clínicas dos animais. 

7 Semanas 

Coleta de sangue e 
tecido hepático para 

avaliações 
laboratoriais. 

Figura 4 - Esquematização do delineamento experimental. 
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3.5 Avaliação clínica dos animais 

 

Nos dias B, os animais eram pesados, um a um, em balança analítica e seus respectivos 

pesos eram registrados em tabelas. Após a pesagem, os animais eram colocados, um a um, em 

ambientes isolados onde eram observados por 10 minutos cada, para a avaliação de seu 

comportamento e seu grau de diarreia. 

A diarreia do animal foi quantificada com a atribuição de escores que variavam de 0 a 3. O 

escore 0 siginificava fezes com aspecto e consistência normal, sem a presença de sujidade 

perianal, o escore 1 representava animais com fezes levemente amolecidas mas sem a presença de 

sujidades perianais. O grau 2 era atibuido a animais com fezes bastante amolecidas mas com 

pouca sujidade perianal, enquanto os animais com bastente sujidade eram considerados grau 3. 

Também se observavam aspectos físicos com animal, como queda e eriçamento de pelo, 

contrações pélvicas e irritabilidade. Os dados registrados serviram para elaboração de uma curva 

de sobrevida e uma curva ponderal. 

 

3.6 Dosagens das concentrações plasmáticas de aminotransferases (ALT e AST) 

 

Os camundongos foram sedados com solução de Tribromo a 2.5% (10 mL/kg, i.p.) e 

tiveram sangue colhido pelo plexo retroorbital. Após centrifugação do sangue a 100 x g/10 min, o 

plasma foi obtido para análise bioquímica de proteínas totais, alanina e aspartato 

aminotransferases (ALT e AST). Para a mensuração, utilizou-se um espectrofotômetro em um 

nível de absorbância de 365 ou 545 nm conforme propriedade, de acordo com a recomendação do 

fabricante (Labtest Diagnostica, Minas Gerais, Brasil). Resumidamente, a ALT e a AST 

catalisam a transferência de grupos amina da alanina para o cetoglutarato, com formação de 

glutamato e piruvato (ALT) e glutamato e oxalacetato (AST). Este é reduzido a lactato (ALT) ou 

a malato (AST) por ação da lactato desidrogenase (LDH) ou da malato desidrogenase (MDH), 

enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD. A conseqüente redução da absorbância em 

340 ou 365 nm, monitorizada espectrofotometricamente, é diretamente proporcional à atividade 

das enzimas na amostra. 
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3.7 Avaliação histopatológica do fígado 

 

As amostras do fígado foram fixadas em solução de formalina tamponada a 10%, 

desidratadas e emblocadas em parafina. Cortes de 5 µm de espessura foram obtidos e depois 

corados com hematoxilina-eosina (H&E), e em seguida examinados por microscopia óptica 

(x100). As lâminas foram analizadas por um patologista experiente que não possuia informações 

sobre o tratamento ou da divisão dos grupos. O diagnóstico e a graduação da NASH foram 

avaliados conforme o Escore de Atividade da NASH (NAS) proposto por Kleiner et al. (2005), 

como a seguir: esteatose (menos que 5% = grau 0; 5-33% = grau 1; 33-66% = grau 2; >66% = 

grau 3); inflamação lobular (ausência de infiltrados por campo de 200 x = grau 0; até 2 infiltrados 

por campo de 200 X = grau 1; 2 a 4 infiltrados por campo de 200 X = grade 2; > 4 infiltrados por 

campo de 200 X = grade 3) e tumefação hepatocítica (escore 0 = ausência; escore 1 = leve; escore 

2 = severa). A presença concomitante desses três parâmetros histológicos foi necessária para 

definir NASH.  

Nas lâminas histopatológicas também se realizou a contagem do número de infiltrados de 

neutrófilos por campo, sendo essa contagem feita de modo cego por dois pesquisadores 

independentes, sendo contatos por peça o total de 10 campos. A escolha do primeiro campo foi 

de forma aleatória, e os demais campos foram contíguos ao campo anterior. 

 

3.8 Ensaio para dosagem de malonaldeído (MDA)  

 

Amostras de fígado foram homogeneizados em 100mg/1mL de KCl 1,15% (homogenato 

10%). Uma alíquota de 500 µL do homogenato foi transferida para um tubo de ensaio e 

adicionados 3 mL de H3PO4 1% e 1 mL de ácido tiobarbitúrico 0,6% (TBA). Essa mistura foi 

fervida em banho-maria por 45 min e, em seguida, resfriada em água gelada, adicionados 4 mL 

de n-butanol, agitada em vortex por 1 min e centrifugada a 1200 g/15min. Utilizou-se a fase 

butanólica para leitura em espectrofotômetro a 520 e 535 nm. A diferença obtida entre as duas 

leituras foi utilizada para calcular o MDA, baseada no coeficiente de extinção molar de 

13700M/cm (Uchiyama e Mihara, 1978).  
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3.9 Determinação dos grupos sulfidrílicos não-protéicos (SH-NP)  

 

Amostras de fígado foram homogeneizados em 100 mg/1 mL de EDTA sódico 0,02M 

gelado. Alíquotas de 400 µL do homogenato foram adicionadas a 320 µL de água destilada, 

80µL de ácido tricloroacético (TCA) a 50%. Após contrifugação, 200 µL do sobrenadante foram 

coletados e, em seguida, 400 µL de tampão Tris 0,4M (pH 8,9) e 10µL de DTNB 0,01M foram 

acrescidos para determinação da absorbância dentro de 5 min a 412 nm. O branco não continha 

homogenato. A concentração de SH-NP foi calculada através da equação da reta de regressão 

obtida de uma curva de calibração de glutationa reduzida (GSH) e expressa em µg de SH-NP/500 

mg de tecido (Boyd et al. 1979). 

 

3.10 Determinação de lipídeos no tecido hepático 

 

As amostras do fígado foram analizadas para determinação da quantidade de lipídeos de 

acordo com o método proposto por Bligh e Dyer (1959). Rapidamente, as amostras foram 

homogenizadas em uma solução de 1:2 entre clorofórmio/metanol seguindo a proporção de 100 

mg de tecido/1,9 mL da solução e agitadas. Em seguida, clorofórmio foi adicionado (0,63 mL) e 

a solução novamente agitada. Finalmente, 0,63 ml de água destilada foi adicionada atingindo a 

proporção final (2:2:1 clorofórmio:metanol:água). A mistura foi centrifugada na temperatura 

ambiente a 200 X g/2 min dando origem a um sistema com duas fases (polar em cima, apolar 

embaixo). A fase inferior foi recuperada e o total de lipídeos foi calculado (mg de lipídeos/g 

amostra) após total evaporação da amostra (100 oC). 

 

3.11 Reação Imunohistoquímica para iNOS, N-Tyr e TLR-4 

 

A partir das amostras de fígado foi realizada uma análise imunohistoquímica para iNOS, N-

Tyr e TLR4, conforme descrito a seguir: as peças histológicas foram desparafinizadas e em 

seguida hidratadas. Após a hidratação, promoveu-se uma recuperação antigênica com tampão 

citrato 0,1 M (pH 6.0) aquecido a 100oC durante 15 min. Após o resfriamento em temperatura 

ambiente durante 20 min, as lâminas foram lavadas em PBS. Em seguida, realizou-se o bloqueio 

da peroxidase endógena com solução peróxido de hidrogênio 3% v/v durante 15 min e lavagem 
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com PBS. Procedeu-se a incubação, por 12 h, com anticorpo primário rabbit Anti-iNOS (Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), AntiN-Tyr e Anti-TLR4 (Life Technology, Life®, NY) 

diluídos em PBS – BSA 5% na proporção de 1:400 (iNOS e TLR4) ou 1:800 (N-Tyr). Em 

seguida as lâminas foram lavadas com PBS e incubadas (30 min) com o anticorpo secundário 

biotinilado (anti-rabbit IgG) diluído em PBS-BSA 5% na proporção de 1:200. Após a remoção do 

anticorpo biotinilado, com lavagem em PBS as lâminas foram incubadas por 30 min com o 

complexo ABC (Horseradish Peroxidase Standard). Após lavagem com PBS e incubação com 

DAB/peróxido (2 min) para dar a cor da reação, as lâminas foram lavadas com H2O destilada e 

desidratadas com uma série graduada de álcool e xilol. Finalmente, realizou-se a contra-coloração 

com hematoxilina de Harry’s e posterior desidratação e montagem das lâminas. Uma análise 

quantitativa da reação seguiu os parâmetros descritos por Yeoh et al., (2005). A coloração foi 

observada sob microscopia óptica por um patologista que desconhecia os tratamentos e o número 

de células marcadas por campo foi contado em 10 campos das lâminas marcadas com iNOS e 

TLR4, enquanto as lâminas marcadas com N-tyr foram quantificadas utilizando o programa de 

processamento de imagem Fiji/ImageJ (Schindelin et al. 2012). 

 

3.12 Análise do envolvimento de bactérias na NASH e nos tratamentos com a silimarina 

 

Para determinar a participação de uma possível translocação bacteriana a partir da 

microbiota intestinal dos animais, amostras do fígado foram coletadas em condições estéreis, 

homogeneizadas em tampão de trisol para a extração do DNA utilizando o kit da Qiagen, 

realizada de acordo com as especificações do fabricante. A reação em cadeia de polimerase foi 

realizada como descrita a seguir: 

 

3.12.1 PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 

 

Como evidenciado na Tabela 1, avaliou-se a presença do gene E. coli 16SrRNA(rrs) 

relacionado com a detecção da Escherichia coli com o aparelho do  iQ5 Real-Time PCR 

Detection System (Bio-Rad Laboratories, Estados Unidos ) (QUETZ et al., 2012). O gene de 

referência utilizado foi o PPIA (Peptidylprolyl Isomerase A). (TATSUMI et al., 2008) 



35 
 

  Para a reação foram utilizados 10 µL de iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, San Diego, 

CA, USA), 2 µL de cada iniciador (0,2 µM) e 3 µL de cDNA das amostras completando com 

água livre de nuclease para um volume final de 20 µL. Os iniciadores utilizados e as condições da 

qPCR estão descritos na Tabela 1. Todas as amplificações foram finalizadas com a curva de 

melting, realizada para assegurar a especificidade da amplificação e detectar a formação de 

dímeros de iniciadores ou qualquer outro produto inespecífico. 

Os valores do quantification cycle (Cq) para os genes testados foram exportados para o 

programa Microsoft Excel (Microsoft, Estados Unidos) e os níveis relativos de expressão do gene 

rrs foram calculados de acordo com a metodologia 2-ΔΔCT, qual ΔΔCT= (CT gene alvo – CT 

gene referência do grupo tratado) / (CT gene alvo – CT gene referência do controle), como 

descrito por Livak e Schmittgen (2001). 

 

Tabela 1 - Detalhamento dos primers utilizados na reação de PCR. 

Processo 
Relacionado 

Genes Sequencias dos iniciadores 
(5´ - 3´) 

Produto 
(pb) 

n°°°° NCBI Condições 
do PCR 

Detecção de 
E. coli 

E. coli 
16SrR

NA 

S – CCCCCTGGACGAAGACTGAC 
AS – ACCGCTGGCAACAAAGGATA 

401 JN547259.1 95°C-20’’ 
63°C-20’’ 
72°C-45’’ 

Referência PPIA S – AATGCTGGACCAAACACAAA 
AS – TTCCACAATGTTCATGCCTT 

117 NM_008907.1 95°C-20’’ 
58°C-20’’ 
72°C-45’’ 

      

 

3.13 Análise de expressão do NF-κB e α-SMA por Western Blot 

 

Os fígados dos animais foram homogeneizados em tampão de RIPA (Tris 50mM; NaCl 

150mM; EDTA 1mM; Triton 1%) e em seguida centrifugadas (1500g/10min.), seus 

sobrenadantes foram separados em um eppendorf devidamente rotulado. A quantidade total de 

proteínas de cada amostra foi mensurada utilizando-se o kit BioRad® com uma curva de BSA de 

6 pontos. Os volumes foram ajustados para que as quantidades de proteínas fossem equivalentes 

em cada amostra para então separar as proteínas por eletroforese em um gel SDS-PAGE. Após a 

separação, as proteínas foram transferidas, também por eletroforese, para uma membrana de 

nitrocelulose onde foram incubadas com uma solução de leite desnatado (Nestlé®) a 5% em 

tambão TBS-T (Tris-NaCl com 1% de Tween 20), durante 2 horas. Após esse período as 
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membranas foram lavadas 3 vezes, cada lavagem com 10 minutos de duração, utilizando o 

tampão TBS-T, procedeu-se então a incubação das membranas com anticorpos primários 

equivalentes a cada dosagem. Os anticorpos primários foram diluídos em Tampão TBS (Tris-

NaCl) na proporção de 1:600, e deixados em contato com a membrana sobre refrigeração e 

agitação branda durante todo o período da noite. Na manhã seguinte as membranas foram 

novamente lavadas e os anticorpos secundários, diluídos em leite desnatado a 5%, foram 

incubados durante 2 horas. Após esse período uma nova lavagem foi realizada e as marcações 

foram reveladas utilizando-se o corante BCIP®/NBT (Sigma Aldrich). 

 

3.14 Análise de expressão do Il-1β, IL-6 e IL-10 por ELISA 

 

A produção de Il-1β, IL-6 e IL-10 foram mensuradas através da determinação quantificação 

dessas citocinas no figado. As amostras do tecido hepático foram colhidas, centrifugadas 

(1500g/10min.) e o procedimento de ELISA foi realizado como descrito a seguir: (1) Incubação 

com 2 µg/ml de anticorpo anti-IL-1β anti IL-6 e anti IL-10 (anticorpo de captura) diluído em 

tampão de bicarbonato (pH 8.2) – 100 µl/poço (placa de 96 poços) por 16-24h a 4° C; (2) 

Lavagem da placa (3x) com PBS-tween 20, 0,1% v/v; (3) Bloqueio com albumina bovina 1% 

diluída em tampão de lavagem, 100 µl/poço por 2h à temperatura ambiente; (4) Lavagem da 

placa (3x); (5) Incubação com a curva padrão de Il-1β, IL-6 e IL-10  diluídas em tampão de 

lavagem e das amostras a serem dosadas (100 µl/poço por 16-24h à 4° C); (6) Lavagem da placa 

(3x); (7) Incubação com anticorpo biotinilado (anticorpo de detecção) diluído 1:1000 em tampão 

de lavagem contendo 1% de soro normal de carneiro por 1 h à temperatura ambiente; (8) 

Lavagem da placa (3x); (9) Incubação com avidina-peroxidase (DAKO) diluída 1:5000 em 

tampão de lavagem, 100 µl/poço por 15 min à temperatura ambiente; (10) Lavagem da placa 

(3x); (11) Incubação com o-fenilenediamina diidrocloreto (OPD) em tampão substrato, 100 

µl/poço, cobrir a placa e deixar no escuro por 5-20 min à temperatura ambiente; (12) A reação foi 

parada com 150 µl/poço de H2SO4 1M; (13) Leitura em espectrofotômetro a 490 nm. Os 

resultados foram expressos em µg/ml como a curva padrão. 
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3.15 Análise estatística 

 

A análise estatística realizada nas curvas de poderais foi o teste Two-way ANOVA. Para os 

dados observados em que foram atribuídos escores, utilizou-se o teste para dados não 

paramétricos de Kruskal Wallis/Teste de múltiplas comparações de Dunn. Para as demais 

amostras, empregou-se o teste ANOVA/Teste de múltiplas comparações de Newman-Keuls. Os 

resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (variáveis com distribuição 

normal) ou pela mediana (mínimo-máximo) (variáveis sem distribuição normal), sendo as 

diferenças consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. A curva de sobrevida foi 

expressa em termos de percentagem de animais vivos, realizando-se o teste de Mantel-Cox log 

rank para determinar a diferença entre as curvas. Um valor de p<0,05 foi aceito como 

significante. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Efeito do tratamento com silimarina sobre a diarreia, perda ponderal e sobrevida em 

animais submetidos a NASH induzida pelo irinotecano. 

 

Os animais submetidos ao modelo de NASH induzida pelo irinotecano apresentaram 

aumento tanto na perda ponderal e na mortalidade (Figura 5) quanto na diarreia (Tabela 2), 

quando comparados ao grupo que recebeu apenas salina (p<0,05). A silimarina não foi capaz de 

prevenir nem a mortalidade nem a perda de peso desses animais em nenhuma das doses utilizadas 

(p>0,05) quando comparado ao grupo irinotecano. Adicionalmente, o irinotecano frequentemente 

induziu diarreia da segunda até quinta semana, quando comparados com o grupo salina (p<0,05). 

A diarreia grave foi observada apenas até a terceira semana e após isso os animais passaram a não 

mais apresentar esse parâmetro. A silimarina em nenhuma das doses foi capaz de prevenir o 

aparecimento desse achado (p<0,05). O grupo controle da silimarina não apresentou diferença 

quando comparado ao grupo salina (p<0,05). 

 

Figura 5 - O tratamento com a silimarina não interfere na mortalidade e na curva ponderal dos 
animais injetados com irinotecano. 
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 A injeção de irinotecano aumenta a perda ponderal e a mortalidade dos animais quando 
comparados ao grupo salina (p<0,05), sendo observada significância estatística na perda 
ponderal a partir da terceira semana de tratamento (A), essa perda de peso se iniciou no 
mesmo período de tempo em que os animais começaram a morrer (B). Adicionalmente o 
pré-tratamento com a silimarina não mostrou eficácia em diminuir a perda ponderal e a 
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mortalidade em nenhuma das doses testadas. Os * significam diferença estatística do grupo 
irinotecano ao ser comparado com o grupo salina, com p<0,05 para o teste Two-way 
ANOVA para curva ponderal e Mantel-Cox log rank para curva de sobrevida. Os # 
significam a diferença estatística observada ao compararmos os grupos teste com o grupo 
irinotecano, com p<0,05 (n=9). 

 

Tabela 2 - Avaliação da diarreia em animais submetidos a NASH induzida pelo irinotecano e 
tratados com silimarina 

 
 Escores semanais de diarreia 

2ª Semana 3ª Semana 4ª Semana 5ª Semana 6ª Semana 7ª Semana 
Sal 0,5 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 
Sil 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-0) 
Iri  2 (0-3)* 2 (0-3)* 1 (0-2)* 1 (0-1)* 0,5 (0-2) 0,5 (0-1) 

S 1,5+IRI 1 (1-3)# 1,5 (1-3)# 1 (1-2)# 1 (0-2) 1 (0-2) 0 (0-1) 
S15+IRI 1 (1-3)# 1 (0-2)# 1 (1-2)# 1 (1-1)# 1,5 (0-2) 0,5 (0-2) 
S150+IRI 1 (1-2) 1 (0-1) 1 (0-2)# 1 (0-1) 1 (0-3) 0 

 

 

 

A injeção de irinotecano induziu o aparecimento de diarreia moderada e grave nos animais 
estudados, sendo observada significância estatística, ao comparar-se com o grupo salina, da 
segunda à quinta semana. O tratamento com a silimarina não foi capaz de prevenir a o 
aparecimento de diarreia em nenhuma das doses testadas. Os * significam diferença 
estatística do grupo irinotecano quando comparado ao grupo salina, com p<0,05 no teste de 
Kruskal-Wallis/Teste de Multiplas comparações de Dunn. Enquando os # representam a 
significância estatística ao comparar-se os grupos teste com o grupo salina com a mesma 
margem de aceitação para o referido teste. (n=9). 

 

 

Após a quinta semana os animais não apresentaram diarreia, quando então passaram a 

apresentar contrações de abdômen e pelve em todos os grupos injetados com irinotecano. Esse 

achado se antecipou no grupo tratado com silimarina 150 mg/kg, quando comparado com o grupo 

irinotecano. Além disso, verificou-se a perda ponderal, eriçamento de pelo e alopecia nesses 

animais durante todo o período experimental (Figura 6). 
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Figura 6 - Principais parâmetros clínicos observados frente a administração de irinotecano. 

 
Comparação da alopecia do grupo salina (A) com a do grupo irinotecano (B) e ilustração 
da sujidade perianal do grupo salina (C) e do grupo irinotecano (D). 
 

4.2 Marcadores bioquímicos e histopatológicos de lesão hepática. 

 

Na indução da NASH o irinotecano alterou todos os parâmetros de toxicidade hepáticas 

avaliados nesse trabalho, ao comparamos esses mesmos parâmetros no grupo salina. A 

quantidade sérica de transaminases hepáticas foi significativamente aumentada pela injeção do 

irinotecano quando comparada ao grupo salina (p<0,05). Além disso, o tratamento com 

silimarina 1,5 mg/kg aboliu esse aumento do ALT e do AST (Figura 7). O grupo controle da 

silimarina não apresentou diferença quando comparado ao grupo salina (p<0,05). 
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Figura 7 - Dosagem sérica de transaminases hepáticas. 

A B 

Sal 150 0 1,5 15
0

50

100

150

200 p<0,05
p<0,05

Silimarina (mg/kg)

Irinotecano (50 mg/kg)

A
S

T 
(U

/L
)

 

Sal 150 0 1,5 15
0

50

100

150

200 p<0,05 p<0,05

Silimarina (mg/kg)

Irinotecano (50 mg/kg)

A
LT

 (
U

/L
)

 

 Os animais com NASH induzida por irinotecano apresentam elevação nas quantidades de 
transaminases hepáticas circulantes e o tratamento com a silimarina na dose de 1,5 mg/kg 
aboliu o aumento nas quantidades plasmáticas de AST (Painel A) e de ALT (Painel B) (n= 
5 – 7; One-way ANOVA /Teste de múltiplas comparações de Newman-Keuls). 

 

 

Com relação ao infiltrado neutrofílico, os animais injetados com o irinotecano apresentaram 

um aumento significativo no número de infiltrados por campo, quando comparados com o grupo 

salina (p<0,05) (Figura 8). Também observou-se que o tratamento com a silimarina na dose de 15 

mg/kg reduziu o número de infiltrados de neutrófilos quando comparados com os animais do 

grupo irinotecano (p<0,05). No que diz respeito ao acúmulo de lipídeos, o irinotecano aumentou 

essa quantidade hepáticos quando comparados com o grupo salina (p<0,05), e a silimarina por 

sua vez, aboliu esse acúmulo de lipídeos em ambas as doses testadas quando comparadas ao 

grupo irinotecano (p<0,05). O grupo controle da silimarina não apresentou diferença quando 

comparado ao grupo salina (p<0,05). 
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Figura 8 - Contagem de infiltrados neutrofílicos e dosagem bioquímica de lipídeos. 
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 O irinotecano aumentou de forma significativa o número de infiltrados neutrofílicos no 
fígado, e o tratamento com a silimarina na dose de 15mg/kg reduziu o número desses 
infiltrados (A). A dosagem bioquímica de lipídeos, mostrou que a silimarina foi capaz de 
abolir o aumento no acúmulo de lipídeos causado pela injeção de irinotecano em todas as 
doses testadas (B) (n = 4 – 5; One-way ANOVA /Teste de múltiplas comparações de 
Newman-Keuls). 

 

 

Os animais submetidos ao modelo de NASH induzida pelo irinotecano apresentaram um 

aumento na expressão de α-SMA quando comparados com os animais do grupo salina (p<0,05). 

Adicionalmente, o tratamento com a silimarina na dose de 1,5 mg/kg foi capaz de reduzir essa 

deposição quando comparado ao grupo irinotecano (p<0,05), enquanto o tratamento com a dose 

de 15 mg/kg aumentar essa deposição (Figura 9). O grupo controle da silimarina não apresentou 

diferença quando comparado ao grupo salina (p<0,05). 
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Figura 9 - O efeito da silimarina sobre a expressão hepática de α-SMA. 
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A injeção de irinotecano durante 7 semanas levou ao aumento da expressão de 
α-SMA quando comparados com o grupo salina (p<0,05). O tratamento com a 
silimarina na dose de 1,5 mg/kg conseguiu reduzir essa expressão quando 
comparado com o grupo irinotecano, porém o tratamento com a dose de 15 
mg/kg intensificou essa expressão quando comparado com o grupo irinotecano 
(n = 3; One-way ANOVA /Teste de múltiplas comparações de Newman-Keuls). 

 

 

A injeção do irinotecano causou um aumento no escore de Kleiner atribuído aos animais 

desse grupo, quando comparado ao grupo salina (p<0,05). Adicionalmente, o tratamento com a 

silimarina na dose de 1,5 mg/kg foi eficaz em reduzir esses escores quando comparados ao grupo 

irinotecano (p<0,05) (Figura 10). O detalhamento desses escores é descrito na Tabela 3. 
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Figura 10 - Sumário dos escores de Kleiner. 
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A indução da NASH com o irinotecano aumentou de forma significativa os escores 
de Kleiner quando comparados ao grupo salina (p< 0,05). O tratamento com a 
silimarina na dose de 1,5 mg/kg foi capaz de reduzir esses escores de forma 
significatica quando comparado ao grupo irinotecano (p<0,05) (n = 4 - 5; One-way 
ANOVA /Teste de múltiplas comparações de Newman-Keuls). 

 

Tabela 3 - Estratificação dos escores de Keliner. 

 Escores de Kleiner 
Infiltração Lobular Esteatose Balonização Total 

Salina 1(0-1) 0(0-1) 0(0-1) 1(0-2) 
Silimarina 150 0,5(0-1) 0(0-1) 0(0-0) 0,5(0-2) 

Irinotecano 1,5(1-2) 0(0-1) 1,5(1-2)* 3(3-4)* 
Sil 1,5 + Iri 1,5(1-2) 0(0-1) 0(0-0)# 2(1-2)# 
Sil 15 + Iri 1(1-3) 0(0-0) 0(0-2) 1(1-5) 

 

 

 

A injeção de irinotecano aumentou de forma significativa o somatório dos 
escores de Kleiner quando comparado aos escores do grupo salina (p<0,05), e o 
tratamento com a silimarina foi capaz de reduzir o somatório desses escores. Os 
* significam diferença estatística do grupo irinotecano quando comparado com 
o grupo salina, com p<0,05 no teste de Kruskal-Wallis/Teste de Multiplas 
comparações de Dunn. Enquanto os #, significam diferença estatística na 
comparação entre o grupo teste e o grupo irinotecano com p<0,05 no teste de 
Kruskal-Wallis/Teste de Multiplas comparações de Dunn (n = 4 – 5). 

 

 

A Figura 11 representa as fotomicrografias dos fígados dos animais do estudo, onde é 

possível observar no grupo irinotecano o desarranjo do parênquima hepático, a balonização (setas 

vermelhas), a esteatose (setas amarelas) e os infiltrados (setas pretas) contrastando com o grupo 
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salina. Além disso, o grupo controle silimarina (150 mg/kg, figura) também apresentou, como o 

grupo salina, arquitetura hepática normal. O grupo tratado com silimarina 1,5 mg/kg apresenta 

um parênquima mais íntegro, quando comparado com o grupo irinotecano, observando-se o 

arranjo cordonal de hepatócitos e dos sinusoides e preservação da arquitetura. Os animais que 

receberam 15 mg/kg de silimarina apresentam áreas extensas de necrose e a arquitetura tecidual 

comprometida. 
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Figura 11 - Fotomicrografia do tecido hepático de animais submetidos a NASH induzida pelo 
irinotecano. 

 

 A injeção de irinotecano induz uma destruição do parênquima hepático, onde é possível se  
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observar balonização (setas vermelhas), esteatose (setas amarelas), infiltrações (setas 
pretas) e áreas de necrose. Os animais pré-tratados com silimarina 1,5 mg/kg apresentam 
uma arquitetura integra dos hepatócitos muito semelhante a observada no grupo controle, 
apesar de haverem numerosos infiltrados inflamatórios. Os animais que receberam 15 
mg/kg de silimarina como tratamento apresentam grande variabilidade individual nos 
resultados, além padrões de lesão muito avançados não condizentes com NASH, onde se 
pode observar grandes áreas de necrose. A coloração utilizada foi H&E. 

 

4.3 Efeito da silimarina sobre os componentes oxidativos da NASH induzida pelo 

irinotecano. 

 

A indução da NASH com irinotecano causou um aumento significativo do acúmulo de 

MDA no tecido hepático e uma diminuição significativa na quantidade de NPSH disponíveis 

nesse órgão, quando comparados com o grupo salina (p<0,05). O tratamento com a silimarina na 

dose de 1,5 mg/kg preveniu o aparecimento desses parâmetros de forma significativa quando 

comparados ao grupo irinotecano (p<0,05). A dose de 15 mg/kg de silimarina não apresentou 

redução significativa de MDA. Contudo, a quantidade de NPSH nos fígados dos animais tratados 

com 15 mg/kg de silimarina estava significativamente aumentada (p<0,05) quando comparados 

aos animais do grupo irinotecano (Figura 12). O grupo controle da silimarina não apresentou 

diferença quando comparado ao grupo salina (p<0,05). 

O estresse oxidativo foi observado também pela expressão da enzima iNOS (Figura 13) e 

pela quantificação dos resíduos de NTyr (Figura 14) no tecido hepático. No grupo irinotecano, 

observou-se um aumento tanto da expressão de iNOS quanto da presença de resíduos de NTyr, 

quando comparados com o grupo salina (p<0,05). O tratamento com silimarina na dose de 1,5 

mg/kg não preveniu o aumento na expressão de iNOS quando comparados com o grupo 

irinotecano (p>0,05), entretanto, reduziu de forma significativa a marcação para NTyr, quando 

comparado ao grupo irinotecano (p<0,05). Adicionalmente, a silimarina na dose de 15 mg/kg 

também foi capaz de reduzir a quantidade de resíduos de NTyr acumulados quando comparados 

com o grupo irinotecano (p<0,05). O grupo controle da silimarina não apresentou diferença 

quando comparado ao grupo salina (p<0,05). 
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Figura 12 - Efeito da silimarina no acúmulo de MDA e redução do NPSH causados pela indução 
de NASH pelo irinotecano. 
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O modelo de NASH induzida pelo irinotecano causa uma diminuição da maquinaria 
antioxidante fisiológica no fígado e um aumento no acúmulo de MDA. O tratamento com 
a silimarina na dose de 1,5 mg/kg reduziu o acúmulo e aumentou de forma significativa as 
quantidades disponíveis de NPSH. A dose de 15 mg/kg interferiu de forma significativa 
apenas na disponibilidade de NPSH (n = 5 - 6; One-way ANOVA /Teste de múltiplas 
comparações de Newman-Keuls). 
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Figura 13 - Efeito da silimarina na expressão de iNOS observada no modelo de NASH induzida 
pelo irinotecano. 
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O modelo de NASH relacionado ao uso de irinotecano induz um aumento significativo na 
expressão de iNOS quando comparados ao grupo salina (p<0,05) e o tratamento com a 
silimarina na dose de 1,5 mg/kg não interfere nessa expressão (n = 6 - 8; One-way 
ANOVA /Teste de múltiplas comparações de Newman-Keuls). 
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Figura 14 - Efeito da silimarina sobre a nitrosilação proteica do tecido hepático de animais 
submetidos a indução de NASH pela injeção de irinotecano. 
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A injeção de irinotecano aumenta a nitrosilação proteinca quando comparada a injeção de 
salina (p<0,05). O tratamento com a silimarina é capaz de prevenir a nitrosilação das 
proteínas dos animais submetidos a esse modelo (p<0,05) (n = 4 - 6; One-way ANOVA 
/Teste de múltiplas comparações de Newman-Keuls). 
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4.4 Efeito da silimarina sobre os componentes inflamatórios do modelo de NASH induzida 

pelo irinotecano. 

 

A IL-1β (Figura 15 A) e a IL-6 (Figura 15 B) encontravam-se aumentadas nos fígados dos 

animais que receberam irinotecano, quando comparadas com o grupo salina (p<0,05). 

Adicionalmente, o tratamento com a silimarina na dose de 1,5 mg/kg foi capaz de reduzir o 

acúmulo das duas citocinas, enquanto a dose de 15 mg/kg reduziu apenas a expressão IL-6, 

quando comparadas com o grupo irinotecano (p<0,05). A expressão IL-10 (Figura 15 C) não foi 

alterada nos animais injetados com irinotecano, quando comparados com o grupo salina (p<0,05), 

porém o tratamento com silimarina na dose de 15 mg/kg apresentou um aumento significativo 

nos níveis hepáticos dessa interleucina (p<0,05). O grupo controle da silimarina não apresentou 

diferença quando comparado ao grupo salina (p<0,05). 

A expressão do NFκB (figura 16) também se encontrava aumentada nos animais injetados 

com irinotecano quando comparados com os animais do grupo salina (p<0,05). Em adição, o 

tratamento com a silimarina reduziu a expressão do NFκB em relação ao grupo irinotecano 

(p<0,05) em todas as doses testadas. O grupo controle da silimarina não apresentou diferença 

quando comparado ao grupo salina (p<0,05). 
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Figura 15 - Efeito do tratamento com silimarina na dosagem de citocinas no tecido hepático de 
animais submetidos a indução de NASH pelo uso de irinotecano. 
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 No modelo de NASH induzida por irinotecano a IL-1β (A) e a IL-6 (B) têm sua expressão 

significativamente aumentada no fígado dos animais injetados com irinotecano quando 
comparados com os animais injetados apenas com salina (p<0,05). O tratamento com 
silimarina na dose de 1,5 mg/kg é capaz de reduzir a liberação de ambas as citocinas, 
enquanto a dose de 15 mg/kg é capaz de reduzir apenas a IL-6. Em contraste, encontramos 
a IL-10 (C) não alterada no grupo irinotecano quando comparado com o grupo salina 
(p<0,05), porém o tratamento com a silimarina na dose 15 mg/kg aumenta essa expressão. 
A dose de 150 mg/kg mostra uma tendência a um aumento, porém não havia amostras 
suficientes para se fazer uma comparação (n = 4 - 6; One-way ANOVA /Teste de 
múltiplas comparações de Newman-Keuls). 
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Figura 16 – Expressão relativa de NFκB no fígado de animais submetidos ao modelo de NASH 
induzida pelo irinotecano e tratados com silimarina. 
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A injeção de irinotecano durante 7 semanas levou ao aumento da expressão de 
NFκB quando comparados com o grupo salina (p<0,05). O tratamento com a 
silimarina conseguiu reduzir essa expressão quando comparado com o grupo 
irinotecano (p<0,05) (n = 2 - 4; One-way ANOVA /Teste de múltiplas 
comparações de Newman-Keuls). 

 

 

4.5 Efeito da silimarina na expressão de TLR4 e presença de bactérias no fígado. 

  

A Figura 17 mostra o aumento significativo da quantidade DNA bacteriano no fígado dos 

animais submetidos NASH induzida pelo irinotecano quando comparados ao grupo salina 

(p<0,05). Adicionalmente, a silimarina não teve interferência significativa na quantificação desse 

DNA bacteriano. Convergentemente, grupo irinotecano apresentou uma imunoexpressão de 

TLR4 (Figura 18) significativamente aumentada quando comparados com o grupo salina 

(p<0,05), enquanto o tratamento com silimarina na dose de 1,5 mg/kg, mas não na dose de 15 

mg/kg, foi capaz de reduzir essa expressão versus o grupo irinotecano (p<0,05). O grupo controle 

da silimarina não apresentou diferença quando comparado ao grupo salina (p<0,05). 
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Figura 17 - Detecção da presença de DNA bacteriano no tecido hepático através de PCR em 
tempo real. 
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 Os animais do grupo irinotecano apresentam um significante menor CT quanto 

comparados ao grupo salina (A), e o tratamento com a silimarina não apresenta diferença 
na quantidade de DNA bacteriano amplificado em nenhuma das doses. Em B é possível 
observar as curvas de CT do grupo salina (azul), do grupo silimarina (verde) do grupo 
irinotecano (vermelho), silimarina 1,5 mg/kg (preto) e silimarina 15 mg/kg (rosa) (n = 3 - 
6; One-way ANOVA /Teste de múltiplas comparações de Newman-Keuls). 
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Figura 18 - Envolvimento da ativação de TLR4 na NASH induzida por irinotecano o efeito da 
silimarina nesse contexto. 
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O grupo irinotecano apresenta uma maior ativação de receptores TLR4 quando comparado 
ao grupo salina (p<0,05). Apenas o tratamento com a silimarina 1,5 mg/kg foi capaz de 
reverter esse achado, quando comparado com o grupo irinotecano (p<0,05) (n = 4 - 6; One-
way ANOVA /Teste de múltiplas comparações de Newman-Keuls). 

 

 

Um sumário dos efeitos da silimarina encontrados no modelo de NASH induzida por 

irinotecano pode visto na tabela 4. A silimarina na dose de 1,5 mg/kg se mostrou mais eficaz pois 
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conseguiu modular a maioria dos marcadores de lesão hepática, além disso, conseguiu modular 

os parâmetros oxidativos prevenindo a exarcerbação do processo inflamatório. 

 

Tabela 4 - Rusumo dos achados observados alterados ou não pelo tratamento com a silimarina. 

Parâmetros S 1,5 S 15 

Sobrevida - - 

Perda ponderal - - 

Escore de diarréria - - 

ALT e AST + - 

Contagem de infiltrados - + 

α-SMA + - 

Escores de Kleiner + - 

MDA + - 

NPSH + + 

iNOS -  

NTyr + + 

IL-1β + - 

IL-6 + + 

IL-10 - + 

NFκB + + 

RRS - - 

TLR4 + - 
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5 DISCUSSÃO 

 

A silimarina é uma mistura de compostos com ações antioxidantes, anti-inflamatórias, 

imunomoduladoras, antivirais e antiproliferativas, sendo essas ações bastante variáveis de acordo 

com a dose e a via de administração. Suas indicações clínicas mais frequentes incluem doenças 

hepáticas, como a doença alcoólica do fígado gorduroso e hepatite viral. Contudo, até onde 

conhecemos não há relatos, de sua aplicabilidade como tratamento curativo para, ou profilático 

contra, lesões hepáticas relacionadas ao tratamento oncológico. 

Dessa forma, o presente trabalho descreveu o efeito dessa droga sobre a esteato-hepatite 

induzida pelo irinotecano. Verificou-se que a ação da silimarina é dual, onde seu efeito protetor é 

observado apenas em baixas doses, enquanto doses maiores contribuem para uma exacerbação do 

dano hepático associado ao uso do irinotecano. Além disso, esses resultados dão suporte aos 

dados de Costa e colaboradores (2014) acerca da importância da oxidação, da inflamação e da 

translocação bacteriana na fisiopatologia da NASH relacionada ao irinotecano, uma vez que a 

silimarina ao inibir o estresse oxidativo conseguiu proteger o fígado na NASH. Em contrapartida, 

o aumento dessa inibição associado à modulação da resposta imunológica, permitiu uma maior 

presença de bactérias no parênquima hepático, possivelmente contribuindo para o agravamento 

do dano. 

É reconhecido, ainda, que o irinotecano causa uma mucosite intestinal importante que cursa 

com diarreia grave contribuindo para a diminuição de peso corpóreo e mortalidade (MELO et al., 

2008; LIMA-JÚNIOR et al., 2012).  O padrão de diarreia descrito nos trabalhos que descrevem a 

mucosite intestinal experimental induzida pelo irinotecano é, de fato, mais grave que o aqui 

observado. Esse fato pode ser explicado pela dose utilizada, uma vez que, naqueles estudos, o 

irinotecano é injetado na dose de 75 mg/kg/dia/4 dias. Entretanto, no presente estudo trabalhou-se 

com a dose de 50 mg/kg. Após a 5ª semana de tratamento, os animais do grupo modelo passam a 

não mais apresentar diarreia. Contudo, verificaram-se contrações pélvicas condizentes com 

cólica. Esse fenômeno foi observado inclusive em animais tratados com silimarina. Como o 

tratamento com a silimarina não protegeu os animais da diarreia em nenhuma das doses testadas, 

é provável que não tenha protegido também da mucosite intestinal associada a este sinal, 

possivelmente explicando a perda ponderal e a elevada mortalidade.  



58 
 

Esses dados corroboram com a literatura. Vargas-Mendoza e colaboradores (2014) 

demonstraram que a silimarina, apesar de atenuar a lesão hepática, não parece influenciar a 

sobrevida dos pacientes com cirrose alcoólica. Além disso, a silimarina pode não ter apresentado 

efeito sobre a mucosite, pois após sua administração oral, ela apresenta uma recirculação entero-

hepática tão intensa que sua concentração hepática é 4 vezes maior que sua concentração 

plasmática (RAIONE, 2005). 

Com essas informações a acerca do estado clínico dos animais, questionou-se se a 

silimarina apresentaria efeito positivo sobre a lesão hepática característica da NASH induzida 

pelo irinotecano. Para isso, avaliaram-se os parâmetros gerais de lesão hepática, como, por 

exemplo, a dosagem plasmática de transaminases hepáticas, a infiltração neutrofílica, o acúmulo 

de lipídeos no parênquima hepático e a expressão da α-actina de músculo liso (α-SMA), um 

indicador de fibrose em fase de estabelecimento. 

As trasaminases hepáticas são marcadores plasmáticos clássicos de lesão hepática 

(CACCIAPUOTI et al., 2013; COSTA et al., 2014; AL-HARBI et al., 2014; OBOGWU et al., 

2014; PRAKASH et al., 2014; VARGAS-MENDOZA et al., 2014). No presente estudo, a 

silimarina na dose de 1,5 mg/kg conseguiu reduzir os níveis séricos de ALT e AST, o que 

corrobora com dados da literatura, pois à silimarina é relatada uma capacidade de reduzir 

transaminases séricas causadas pela hepatotoxicidade do tetracloreto de carbono (AL-HARBI et 

al., 2014) e da tioacetamida (CHEN et al., 2011). Nos referidos estudos, tais resultados foram 

obtidos com doses mais elevadas. Entretanto, o processo patológico estudado era de natureza 

diferente, pois no modelo ora empregado há uma combinação de componentes oxidativos, 

inflamatórios e infecciosos (COSTA et al., 2014). 

O componente inflamatório também é importante no contexto de todos os tipos NASH, 

principalmente para a NASH relacionada ao uso de irinotecano. Nesse modelo, Costa e 

colaboradores relataram que os eventos inflamatórios pareciam ser o fenômeno iniciador do 

problema. Com isso, a contagem do número de infiltrados inflamatórios nos tecidos hepáticos dos 

animais do estudo evidenciou que a silimarina conseguiu reduzir a migração de células 

inflamatórias apenas na dose de 15 mg/kg, mas não na menor dose. A migração de neutrófilos 

para o local de inflamação é um evento observado principalmente durante a resposta imune inata, 

com a participação de citocinas pró-inflamatórias características da fase aguda, como o TNF-α e 

a IL-1β (ABBAS; LICHTMAN, 2011). Dessa forma, acredita-se que a dose de 15 mg/kg tenha 
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influenciado a migração de neutrófilos, uma vez que a silimarina é constantemente relatada como 

anti-inflamatória e inibidora da expressão das citocinas pró-inflamatórias de fase aguda, em doses 

a partir de 10 mg/kg (TÄGER et al., 2001; STEPHEN et al., 2007). 

No que diz respeito ao acúmulo de lipídeos no parênquima hepático, três mecanismos são 

conhecidos pelos quais esse fenômeno pode ocorrer: aumento do aporte de ácidos graxos devido 

à dieta ou devido a uma quebra de adipócitos da periferia; aumento da síntese endógena de 

lipídeos; ou pela disfunção mitocondrial que leva a uma diminuição da β-oxidação lipídica 

(CHITTURI; FARRELL, 2001). Em nosso estudo não houve aporte dietético indutor de 

esteatose, nem havia motivos para uma síntese aumentada de ácidos graxos nos grupos 

experimentais em relação ao grupo controle. Portanto, é provável que o mecanismo de acúmulo 

de lipídeos deva-se à disfunção mitocondrial e à consequente inibição da oxidação fisiológica dos 

ácidos graxos. 

Costa et al. (2014), ao estabelecerem o modelo NASH causada pelo quimioterápico 

irinotecano, levantaram a hipótese de que uma possível translocação bacteriana advinda do 

intestino em direção ao fígado via veia porta hepática. Essa hipótese foi levantada a partir da 

demonstração, mediante semeadura do sangue portal em meio de cultura, do aumento de 

unidades formadoras de colônias de amostras coletadas dos animais injetados com irinotecano 

quando comparados ao grupo controle. Adicionalmente, identificou-se, principalmente, a 

presença de Escherichia coli em amostras provenientes desses animais que receberam o 

quimioterápico. 

A principal via de sinalização endotoxicêmica secundária a uma infecção por bactérias 

gram-negativas, como a E. coli, é mediada pelo TRL4 (RAETZ et al., 1991), produzindo uma 

série de mediadores inflamatórios secundários que recrutam a primeira linha de combate à 

infecção. Uma exacerbação desse processo leva a um quadro inflamatório característico da 

endotoxemia causada pela estimulação desses receptores com LPS (SAMAVATI et al., 2009). 

Contudo, existem outras vias de lesão celular associadas à infecção por E. coli. Dentre elas, tem-

se descrito um grupo de proteínas que são reconhecidas pelas células de mamíferos através de 

outros receptores que não a família dos receptores Toll-like (KEGG, 2014). Neste contexto, as 

proteínas do sistema de secreção tipo III da E. coli (T3SSs), presentes nos revestimentos celulares 

dessas bactérias, poderiam ser importantes. Essas proteínas permitem que as bactérias injetem 

proteínas efetoras diretamente no citoplasma de outras células (COBURN et al., 2007). Elas são 
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reconhecidas nas células animais pela proteína efetora associada à mitocôndria (map) e pelos 

efetores EspF. O map e o EspF atuam por cascatas de fosforilação que ativa mediadores 

intracelulares como N-WAS e WAVE-2 que atuam através do complexo Arp2/3, culminando em 

um rearranjo das proteínas do citoesqueleto (COBURN et al., 2007). Esse complexo de proteínas 

também é responsável por causar danos aos tecidos infectados. O dano associado à ação do T3SS 

inclui citotoxicidade direta que leva ativação de vias de necrose ou de apoptose devido à 

disfunção mitocondrial, mediada principalmente por map e EspF. (COBURN et al., 2007; KEGG, 

2014). 

A função mitocondrial é vital para o metabolismo celular em geral, pois ela é a mais 

importante unidade de produção de energia nas células de mamíferos (ALBERTS et al., 2002). 

Essa função pode ter sido afetada por eventos característicos da NASH induzida pelo irinotecano, 

como o estresse oxidativo e a endotoxemia causada pela infecção com bactérias gram-negativas. 

Como os resultados desse trabalho mostram uma diminuição no acúmulo de lipídeos no fígado de 

animais pré-tratados com silimarina apenas na menor dose, acreditam-se que a diminuição do 

estresse oxidativo e uma menor ativação TLR4 permitiram a preservação da função mitocondrial. 

Como não há relatada na literatura qualquer ação da silimarina sobre o metabolismo de lipídeos e 

o estudo de Zhu e colaboradores demonstrou a ação da silimarina sobre a disfunção mitocondrial, 

melhorando a fluidez e o potencial de membrana (ZHU et al., 2014), acreditamos que o aumento 

de lipídeos observado nos animais tratados com irinotecano seja uma consequência direta da 

disfunção mitrocontrial. 

Agindo de forma sinérgica nesse processo está a inflamação. Existem relatadas duas 

consequências inflamatórias que culminam com o acúmulo de lipídeos no fígado. De forma 

direta, a produção de citocinas inflamatórias interfere com o metabolismo de lipídeos através da 

inibição da produção da lipoproteína lipase nos hepatócitos (BUTTERWITH; GRIFFIN, 1989). 

De forma indireta, a inflamação contribui com a disfunção mitocondrial, pois a reposta 

inflamatória aumenta a produção de substâncias oxidantes (ABBAS; LICHTMAN, 2011). Em 

um cenário de estresse oxidativo exarcerbado esse fenômeno pode ter um papel importante. Esses 

dados dão suporte ao achado de Costa e colaboradores (2014), os quais propuseram que o 

acúmulo de gordura no fígado era secundário à inflamação, diferentemente do que se tem 

relatado para a fisiopatologia da NASH desencadeada por outros estímulos patológicos. 
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Assim, a fibrose hepática no modelo de NASH induzida pelo irinotecano pode ser 

observada apenas com a extensão do tratamento por 9 semanas, mas não em tempos menores. A 

fibrose hepática é um processo crônico que pode ser causado por diversos estímulos danosos 

como, álcool, infecção viral e outras toxinas que causam danos hepáticos (CHEN et al., 2012). A 

principal característica da fibrose é o acúmulo de matriz extracelular, cuja observação em 

estágios iniciais é difícil, sendo necessário, para tal, a utilização de técnicas especiais de 

preparação da lâmina, como, por exemplo, a coloração com o tricrômico de Masson. Ainda 

assim, nesses estágios esse achado é observado muito discretamente (KLEINER; BRUNT, 2012). 

As células hepáticas que sofrem dano produzem mediadores como proteína ativadora-1 

(AP-1), Fator 6 semelhante a Kruppel (KLF-6) e NF-κB, que ativam as células estrelares do 

fígado, ativando células positivas para α-SMA semelhantes a miofibroblastos. Essas são as 

responsáveis pela formação da cicatriz fibrótica (MANN; SMART, 2002; BATALLER; 

BRENNER, 2005). O aumento da α-SMA no tecido hepático é, portanto, um indicativo de uma 

fibrose que começa a se instalar. Como é possível se dosar essa proteína pela técnica de Western 

Blot em quantidades bastante pequenas, esse achado mostra que a lesão iniciada pelo uso o 

irinotecano está caminhando para uma fibrose posterior nesses animais. Os dados do presente 

trabalho mostram que os animais tratados com a silimarina na menor das doses não iniciaram 

esse processo devido provavelmente à prevenção do dano associado ao uso do irinotecano. 

No estudo de Costa e colaboradores (2014), demonstrou-se o estabelecimento da NASH 

nos animais por meio dos critérios clínicos de Kleiner, além da dosagem das transaminases 

séricas. Dos critérios considerados relevantes, três deles, quais sejam, infiltração lobular, 

esteatose e fibrose, foram evidenciados no presente estudo por meio de outra abordagem, além da 

análise por escores. No estabelecimento do modelo, Costa e colaboradores encontraram as 3 

alterações histopatológicas principais da NASH: a tumefação hepatocítica, a esteatose e a 

inflamação lobular. Em nossa abordagem, apenas duas dessas alterações foram encontradas com 

frequência nos animais do grupo modelo: a tumefação e a inflamação. A esteatose foi observada 

em baixa frequência, porém a dosagem de lipídeos totais no fígado pelo método bioquímico 

mostrou que o grupo lesão apresentou um maior acúmulo hepático de gorduras. 

Quando o fígado acumula lipídeos em excesso, este padrão pode ser de duas formas. Uma 

distribuição macrovesicular, que representa um curso clínico benigno, com hepatócitos 

distendidos por um vacúolo único que desloca o núcleo para a periferia (TILG, 2010). A segunda 
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forma de arranjo de gorduras hepáticas é a forma microvesicular difusa, a qual está associada a 

processos mais graves e agudos que apresentam disfunção mitocondrial, sendo essa última forma 

altamente correlacionada a um pior prognóstico e ao desenvolvimento de insuficiência hepática 

(DAY; JAMES, 1998a). A esteatose microgotas, o padrão encontrado no modelo por Costa e 

colaboradores, é um achado bastante subjetivo e pode haver dificuldades de observação 

dependendo do corte histopatológico. Portanto, utilizamos os achados histopatológicos e a 

dosagem bioquímica de lipídeos totais para conseguirmos diagnosticar com precisão a NASH nos 

animais. 

Kleiner e colaboradores consideram importantes para a NASH dois outros achados 

histopatológicos, a fibrose e a infiltração portal. Contudo, esses autores consideraram que esses 

achados tinham importância na predição dos prognósticos dos pacientes e não no fechamento do 

diagnóstico de NASH, uma vez que são achados que aparecem em etapas mais avançadas da 

doença quando o problema assume uma característica de cronificação. 

Cientes até aqui de que a silimarina na dose 1,5 mg/kg foi capaz de interferir positivamente 

em todos os marcadores de lesão hepática avaliados, exceto o infiltrado neutrofílico, e que a 

silimarina na dose de 15 mg/kg foi eficaz apenas na prevenção do infiltrado neutrofílico e no 

acúmulo de lipídeos, questionou-se a razão para tal discrepância nos resultados obtidos com as 

duas doses. 

De acordo com a teoria mais aceita acerca da fisiopatologia da NASH (two hits theory), o 

estresse oxidativo assume um papel vilão em potencial. Corroborando com essa premissa, Costa e 

colaboradores (2014) relataram a importância do estresse oxidativo na fisiopatologia da NASH 

induzida pelo irinotecano. Há também relatos de que a silimarina protege o fígado contra danos 

através de dois mecanismos antioxidantes. Primeiramente, ela aumenta a disponibilidade da 

maquinaria antioxidante natural do fígado, evidenciada principalmente pelo aumento de NPSH 

disponível. Além disso, a silimarina possui um efeito antioxidante direto, pois ela age como um 

quelante de radicais livres e superóxidos (FRASCHINI et al., 2002). De qualquer maneira, ambos 

esses mecanismos são altamente dose-dependentes e via de administração-dependentes. Johnson 

e colaboradores relataram que os efeitos da silimarina podem variar desde anti-inflamatórios até 

pró-inflamatórios, dependendo da dose administrada, sendo relatadas exacerbações de processos 

inflamatórios quando são administradas doses elevadas em camundongos. Adicionalmente, a via 
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de administração mostrou impacto na farmacocinética e na ação farmacológica da droga 

(JOHNSON et al., 2003). 

Observando os efeitos do estresse oxidativo no modelo de NASH induzida por irinotecano 

desenvolvido por Costa e colaboradores, avaliou-se o MDA presente nas amostras, um indicativo 

de peroxidação lipídica. Sua presença indica um estresse oxidativo, que causa desnaturação de 

membranas e peroxidação (ZHANG et al., 2013). Como esse aldeído é o principal resultado da 

peroxidação da membrana poli-insaturada de ácidos graxos, ele é usado para indicar dano 

tecidual envolvendo cadeias de reações de peroxidação (ZHU et al., 2014).   

No presente estudo, evidenciou-se uma diminuição da quantidade de MDA no fígado dos 

animais dos grupos tratados com silimarina na dose de 1,5 mg/kg. A diferença estatística não foi 

observada na dose intermediária (15 mg/kg), porém, a dosagem de NPSH mostrou que todos os 

grupos tratados com silimarina apresentaram níveis de NPSH bastante próximos dos animais 

tratados apenas com salina, levando-nos a acreditar que os efeitos antioxidantes da silimarina 

foram bastante eficazes no modelo de NASH. 

Outro componente importante do estresse oxidativo é a formação dos radicais livres, como 

o peroxinitrito (ONOO-). Essa formação pode ser por via inflamatória, secundária a ativação de 

receptores TLR4, com aumento da expressão da iNOS levando a formação de NO, que ao ragir 

com o superóxido (O2-) produz o ONOO-, causando danos celulares (ABBAS; LICHTMAN, 

2011; HUIE; PADMAJA, 1993). Quando o ONOO- reage com proteínas do tecido normal, 

formam-se subprodutos de nitro-tirosina (NTyr), os quais permitem a detecção da atuação desse 

potente radical livre sobre os tecidos (HUIE; PADMAJA, 1993). A via de sinalização mais 

importante para a expressão da iNOS é dependente de NFκB, recrutado após a sinalização do 

TLR4. Os monômeros de NFkB se ligam a dois sítos de reconhecimento do gene iNOS e só então 

a transcrição do gene é iniciada (MURPHY et al., 1996). No presente estudo, verificou-se que a 

expressão de iNOS não foi diminuída pelo tratamento com a silimarina na dose de 1,5 mg/kg. Em 

contraste, a expressão do KFκB estava diminuída nesse grupo. Como a silimarina inibe o 

recrutamento do NFκB uma via alternativa de produção de iNOS pode ter ganho importância 

nesse sistema. Há relatos recentes da partição da via JNK/c-Jun na ativação de mediadores 

inflamatórios incluindo a iNOS. Vo e colaboradores (2014) demonstraram a correlação da 

inibição da fosforilação da c-Jun com a diminuição da expressão da iNOS.  
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Apesar silimarina na menor dose não ser capaz de diminuir a expressão de iNOS, à 

imunohistoquímica verificou-se uma menor imunomarcação de NTyr, sugerindo que talvez o 

peroxinitrito não tenha se formado em quantidades significativas capazes de causar danos ao 

parênquima hepático, a despeito da maior produção de NO, com menor potencial lesivo, naquele 

tecido. 

De forma controvérsia, ainda que dos dados sobre o perfil antioxidante da silimarina sejam 

positivos em ambas as doses, ela conseguiu reverter o dano hepático causado pela injeção do 

irinotecano apenas na dose mais baixa. Esse achado foi evidenciado pelos marcadores de lesão 

hepática utilizados nesse estudo. Nesse ponto, a discrepância entre os efeitos dessas duas doses 

de silimarina ainda permanecia sem explicação clara. Além disso, novos questionamentos 

surgiram. O que poderia desencadear esse estresse oxidativo observado no grupo irinotecano? 

Devido a isso, a avaliação do componente inflamatório parecia relevante, pois poderiam ser 

encontradas diferenças nos mediadores inflamatórios presentes nos grupos testes, bem como seria 

possível determinar um possível desencadeador do estresse oxidativo. 

Como explicado anteriormente, a produção de citocinas pró-inflamatórias interferem no 

metabolismo de lipídeos no fígado (BUTTERWITH; GRIFFIN, 1989). Além disso, o próprio 

estresse oxidativo parece ter grande importância nesse processo. Contraditoriamente, apesar da 

presença dos principais marcadores de lesões hepáticas, nos animais do grupo pré-tratados com 

silimarina na dose intermédia, não encontramos processo inflamatório importante nas amostras 

desses animais e nem um estresse oxidativo pronunciado. 

O mecanismo pelo qual a silimarina geralmente atua é bastante complexo. Há relatos de 

que ela possui ação anti-inflamatória e imunomodulatória, sendo capaz de reduzir a produção de 

mediadores inflamatórios, como TNF-α, óxido nítrico (NO) e IL-6 (STEPHEN et al., 2007), além 

de aumentar a liberação do antagonista endógeno do receptor de IL-1, o IL-1ra (TÄGER et al., 

2001). Essas ações são alcançadas, provavelmente, pois essa droga também é capaz de reduzir a 

produção de um fator de transcrição que está envolvido na produção de todos esses mediadores, o 

NF-kB (LEE et al., 2013). Em células não estimuladas, o NF-kB existe no citoplasma na forma 

inativa, em dímeros com o IkB. A ativação desse fator de transcrição pode se dar de diversas 

formas, incluindo danos à membrana celular, estresse oxidativo e infecção bacteriana. Uma vez 

ativado, ele se separa do IkB e migra para o núcleo onde se liga aos elementos de resposta ao 
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fator de transcrição promovendo a expressão de diversas moléculas, incluindo proteínas de 

adesão, citocinas, quimiocinas e iNOS (ZHANG et al., 2013). 

Costa e colaboradores (2014) ao definir o modelo encontrou um aumento da citocina IL-1β 

no tecido hepático dos camundongos tratados com irinotecano, associando esse achado à 

estimulação dos receptores TLR4 encontrados superexpressos nesses mesmos tecidos. Na 

presente investigação, a dose mais baixa de silimarina diminuiu a concentração de IL-1β e a dose 

mais alta não apresentou efeito sobre essa citocina. 

A resposta fisiológica a infecções por microrganismos sejam elas virais, bacterianas ou de 

qualquer outra natureza, envolve uma resposta imediata (inata) e uma resposta adaptativa 

(JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; NUNEZ MIGUEL et al., 2007). A resposta imediata envolve 

o reconhecimento de padrões moleculares de constituintes desses patógenos (RAETZ et al., 1991; 

HUNTER, 2006; ABBAS; LICHTMAN, 2011). Esse reconhecimento é feito por um grupo de 

receptores chamados de ‘receptores de reconhecimento de padrão’ (PRR’s) sendo a família dos 

TLR um dos mais importantes componentes dos PRR’s (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). 

O LPS é um importante estimulador do sistema imunológico, pois ele é um dos principais 

constituintes da membrana celular de bactérias gram-negativas (RAETZ et al., 1991), tendo 

correlação com o desenvolvimento de doenças inflamatórias que podem estar associadas com 

danos em diversos órgãos e morte (RAETZ et al., 1991; HUNTER, 2006). O principal receptor 

de reconhecimento do LPS pertence à família dos TLR, o TLR4. Esse consiste de um domínio 

transmembrana que conecta o domínio extracelular, de reconhecimento do LPS, ao domínio 

intracelular (NUNEZ MIGUEL et al., 2007). 

O TLR4 possui uma região bastante semelhante ao receptor de interleucina 1, chamado 

atualmente de domínio Toll/IL-1 (TIR). Em sua porção intracelular, há ligação às proteínas 

adaptadoras MyD88 e o recrutamento da kinase associada a IL-1R (IRAK-1), com 

subsequentemente fosforilação e ativação de kinases como MAPKs, ERK1/2, JNK que levam à 

ativação dos fatores de transcrição NF-κB e AP-1. Esses últimos são os principais promotores de 

transcrição de proteínas pró-inflamatórias (GAY et al., 2006; NUNEZ MIGUEL et al., 2007; 

SAMAVATI et al., 2009). 

A silimarina já foi relatada como inibidora da ação do NF-κB e, portanto, da ação das 

citocinas pró-inflamatórias produzidas por sua ativação (FRASCHINI et al., 2002; JOHNSON et 

al., 2003; RAINONE, 2005), sendo descrito na literatura que doses a partir de 10 mg/kg já 
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apresentavam essa ação de forma bastante significativa (JOHNSON et al., 2003). Em nosso 

estudo, encontramos que a IL-1β foi diminuída pela dose de 1,5 mg/kg de silimarina, mas não 

pela dose de 15 mg/kg. Esse dado parece inicialmente controverso, mas se voltarmos nossa 

atenção para o fato de que os animais tratados com a dose menor não apresentavam ativação 

aumentada dos receptores TLR4 e nem estresse oxidativo associado de dano tecidual, então é 

normal que esses animais não apresentem, no fígado, um aumento de citocinas pró-inflamatórias. 

Com base na literatura sabemos que a dose média usada nesta pesquisa seria responsável 

por uma possível redução em citocinas pró-inflamatória, porém os dados obtidos em trabalhos 

publicados não se referem especificamente a uma redução da IL-1β, mas sim a uma redução na 

sua ação. Tager e colaboradores (2001) estudaram a recuperação do estatus tiol, promovida pelo 

tratamento com a silimarina, de macrófagos peritoneais provenientes de pacientes em diálise 

peritoneal continua (CAPD), mantendo uma observação do componente inflamatório do processo 

através da dosagem por ELISA de citocinas como IL-6, IL-1β e antagonista do receptor de IL-1 

(IL-1ra). Esses autores encontraram, nesse contexto, uma diminuição da expressão da IL-6 e um 

aumento da expressão de IL-1ra, assim como uma não alteração da expressão de IL-1β (TÄGER 

et al., 2001). 

Além disso, a IL-1β é produzida fisiologicamente como um precursor chamado de pró-IL-

1β, uma proteína de 35kDa que deve ser processada para se tornar a molécula ativa e então ser 

secretada (DINARELLO, 1998). A principal molécula que cliva a pró-IL-1β é a Caspase-1, ela 

corta essa molécula após o resíduo de ácido aspártico na posição 116, resultando em uma IL-1β 

altamente reativa e pronta para ser secretada. (DINARELLO, 1998; SAMAVATI et al., 2009).  

Outra possibilidade para o aumento dessa citocina nos animais tratados com a dose média 

de silimarina, seria a existência de uma via alternativa de produção de IL-1β. Sabemos que a 

principal ação anti-inflamatória da silimarina vem de sua ação de inibição sobre o NF-κB, mas a 

ativação de receptores toll-like também pode levar à ativação de MAP3K e, posteriormente, à 

fosforilação de ERK1/2, JNK e p38, que agem através do fator de transcrição AP-1 e podem 

aumentar a expressão de IL-1β (SAMAVATI et al., 2009). Samavati e colaboradores 

demonstraram que, tanto em uma linhagem de macrófagos, quanto em uma cultura primária de 

células dendríticas da medula óssea de camundongos e uma cultura primária de macrófagos 

peritoneais, a expressão de IL-1β é dependente da fosforilação do STAT3, uma vez que a 

utilização de inibidor da forforilação do STAT3 inibe a produção de IL-1β após a estimulação 
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LPS (SAMAVATI et al., 2009). Okugawa e colaboradores estudaram a ativação de macrófagos 

induzida pelo LPS buscando o envolvimento de JAK2 nesse processo. Nesse estudo, eles 

trataram a linhagem celular de macrófagos com inibidores de JAK2, PI3K, e JNK. A utilização 

do inibidor de JNK diminuiu a expressão de IL-1β de forma tão marcante quanto a combinação 

da utilização dos inibidores de JAK2 e PI3K, observando inclusive, que a utilização desses dois 

inibidores separadamente apresentava apenas uma influência parcial sobre a produção dessa 

interleucina (OKUGAWA et al., 2003). 

Esses autores demonstram que a produção de IL-1β pela estimulação do LPS nos receptores 

TLR4 pode se dar por diversas vias sendo algumas independentes de NF-κB. Então, a explicação 

para a não redução da expressão de IL-1β pela silimarina poderia ser pela liberação da IL-1β 

proveniente de uma produção prévia com clivagem no momento do estímulo inflamatório e/ou 

ainda de uma via alternativa de produção. Porém, esse mediador não estaria agindo de forma 

efetiva devido a uma possível competição com o seu antagonista endógeno de receptor. 

Além de estimular a produção de IL-1β, a ativação dos receptores de TLR4 leva à produção 

de vários outros mediadores pró-inflamatórios, como, por exemplo, TNF-α e IL-6. Em nossos 

dados não foi encontrado um aumento expressivo de TNF-α (dados não exibidos). Isso pode ser 

devido ao tempo em que a avaliação foi realizada, uma vez que essa citocina é comumente 

observada em processos inflamatórios agudos (ABBAS; LICHTMAN, 2011) e esse é um modelo 

de lesão subcrônica. Contudo, não é descartada a possibilidade de que essa citocina seja relevante 

nesse processo fisiopatológico. 

A IL-6 é um monômero de 184 aminoácidos com 26 kD, encontrada em um único gene na 

posição 7p21, secretada principalmente por células T e macrófagos para estimular a resposta 

imune durante infecções e traumas (SEHGAL et al., 1995; STREETZ et al., 2000; JANEWAY; 

MEDZHITOV, 2002). Essa interleucina é um dos principais mediadores da febre e é um potente 

estimulador da produção das proteínas de fase aguda (Proteina C Reativa – PCR, Soro Amiloide 

A – SAA), e fibrinogênio, além de atuar como fator de crescimento e diferenciação para células 

B- e T- do sistema imunológico (STREETZ et al., 2000). 

A produção de IL-6 após a estimulação com LPS, é devida, principalmente, à via clássica 

de ativação do NF-κB (FEDER et al., 1993). Além disso, o aumento da ativação dos receptores 

de IL-1 leva a um considerável aumento de IL-6 por dois mecanismos distintos que atuam em 

paralelo, a via PI3K/AKT/IKKα que leva a ativação do AP-1 e a via dependente de PI3K/AKT 
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que precede a ativação do NFκB (TOSATO E JONES, 1990; KANDERE-GRZYBOWSKA et 

al., 2003; CAHILL; ROGERS, 2008). Contudo, os relatos mais recentes mostram que a primeira 

dessas vias é a via decisiva na produção de IL-6 após a estimulação com IL-1. 

Uma vez que a silimarina, através se seu mecanismo inibidor de NFκB (LEE et al., 2013) e 

inibidor de IL-1β (TÄGER et al., 2001), foi capaz de reduzir a produção de IL-6, e como a IL-6 

tem notória função de diferenciação das células B em plasmócitos e também de aumentar a 

produção de anticorpos, principalmente IgG e IgA (STREETZ et al., 2000), o sistema de defesa 

do organismo pode ficar comprometido. 

O estudo de Cressman e colaboradores (1996) demonstrou de maneira bastante elegante 

que a IL-6 é importante também para a regeneração hepática. Esses autores observaram que 

camundongos deficientes de produção de de IL-6 (IL-6 -/-) falhavam em regenerar o fígado após 

hepatectomia e os hepatócitos apresentavam-se em fase G1 de ciclo celular, sem síntese de DNA 

(CRESSMAN et al., 1996). Além disso, demonstraram que o tratamento desses animais com IL-6 

resultava na normalização da capacidade regenerativa. Esses dados nos dão uma ideia do motivo 

pelo qual os animais tratados com silimarina na dose média apresentavam um maior dano 

hepático e uma maior produção de α-SMA, uma vez esses animais além de não conseguirem 

combater a infecção adequadamente, apresentavam uma capacidade de regeneração hepática 

deficiente. 

A função da IL-6 também é regulada pela presença da citocinas anti-inflamatórias como a 

IL-10 (KNOLLE et al., 1997). Menezes e colaboradores relatam que o fígado apresenta uma 

secreção espontânea de IL-10 (MENEZES et al., 2009), que modula a constantemente a 

inflamação nesse órgão. Além disso, Knolle e colaboradores demonstraram que as células de 

Kupffer secretam IL-6 frente ao desafio com LPS, de forma dose-dependente, e que essas 

mesmas células expressam espontaneamente IL-10 (KNOLLE et al., 1997). Além disso, esse 

grupo estudou a interferência da IL-10 sobre a secreção de IL-6 encontrando que a 

suplementação exógena de IL-10 consegue diminuir a expressão de IL-6 de maneira dose 

dependente até o ponto em que essa expressão seja totalmente abolida (KNOLLE et al., 1997). 

A IL-10 é uma interleucina essencialmente anti-inflamatória que possui diversas 

possibilidades de ação em seu sítio promotor (MOORE et al., 1993; OPAL et al., 1998). Esta age 

ativando elementos de transcrição gênica como, por exemplo, elementos de resposta a 

glicocorticoides, AMPc, AP-1 e NFκB (MOORE et al., 1993). A IL-10 é produzida por diversas 
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tipos celulares, incluindo monócitos, linfócitos CD4+, linfóctos T CD8+, linfócitos B, 

keratinócitos e células de Kupffer. Sendo ela produzida pela ativação do NFκB e do AMPc 

(OPAL et al., 1998) é liberada em estágios mais tardios das respostas inflamatórias sistêmicas, 

como um mecanismo natural de defesa contra a exacerbação do estímulo pró inflamatório 

(HOWARD et al., 1993; OPAL et al., 1998). 

A IL-10 é liberada principalmente frente a duas situações: a presença de estímulos 

inflamatórios sistêmicos e a presença de uma infecção severa (HOWARD et al., 1993; de VRIES, 

1995). Sua síntese diminuída pela presença de IL-4, IL-1β e INF-γ (TE VELDE et al., 1992; 

DÖCKE et al., 1997) e a própria IL-10 inibe a produção de IL-12, INF-γ, óxido nítrico e TNF 

(GAZZINELLI et al., 1992; MARCHANT et al., 1994). A IL-10 também foi reportada por 

diminuir a atividade de células apresentadoras de antígenos, por diminuir a expressão de 

moléculas como a molécula de histocompatibilidade principal tipo II (MHC-II) e a molécula de 

adesão intercelular tipo I (ICAM-1) (MOORE et al., 1993; WILLEMS et al., 1994). 

A estimulação do receptor TLR4 também pode levar a produção de IL-10. Siegemund e 

Sauer demonstraram o mecanismo molecular pelo qual a ativação de TLR4 muda o perfil de 

citocinas produzidas. Eles reportaram que a enzima P110δ diminui a abundância do lipídeo 

PtdIns(4,5)P2, que tem função de ancoragem da proteína TIRAP. Essa age em conjunto com a 

proteína adaptadora Myd88, formando o complexo TIRAP-MyD88 que ativa a transcrição de 

genes de mediadores pró-inflamatórios. Quando o PtdInd(4,5)P2 não está presente, o complexo 

TLR4-ligante é endocitado e o estímulo subcelular passa a ser mediado pelo complexo TRAM-

TRIF que ativa a transcrição de genes de mediadores anti-inflamatórios, principalmente IL-10 e 

IFN-β (SIEGEMUND; SAUER, 2012). 

Em nosso estudo, encontramos um aumento significativo de IL-10 nos animais tratados 

com silimarina nas duas maiores doses. Esse achado era esperado, pois a literatura mostra que a 

silimarina promove uma maior produção de IL-10 (RAINONE, 2005). 

No fígado, ao enfrentar uma infecção severa, a ação excessiva da IL-10 pode ser um 

problema, uma vez que fisiologicamente há uma produção intrínseca desse mediador nesse órgão. 

O trabalho de Menezes e colaboradores demonstra bem a importância da IL-10 para o combate a 

infecções no fígado. Eles demonstraram que a migração de neutrófilos para o fígado frente a 

estimulação com LPS apresenta um padrão diferente do visto sistemicamente e em outros órgãos, 

e que essa mudança no padrão de proteínas de adesão era devida a uma produção local excessiva 
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de IL-10 após o estímulo endotoxêmico (MENEZES et al., 2009). A IL-10 diminui a expressão 

da proteína de superfície MAC-1 nos neutrófilos que circulam pelos sinusoides, ficando a cargo 

da proteína CD44 a fixação dos neutrófilos nesses vasos. A fixação promovida pela CD44 é 

eficiente para adesão, mas não para a diapedese. Como consequência, uma camada de neutrófilos 

é formada nos sinusoides, promovendo uma certa filtração, visto que os neutrófilos poderiam 

encontrar as bactérias ainda nos vasos e lá promover sua ação bactericida sem prejudicar, por 

consequência disso, as células do parênquima hepático (MENEZES et al., 2009). 

Esse mecanismo de defesa criado pelo fígado para se proteger ao mesmo tempo de 

intoxicações e de danos oxidativos pode ter falhado em nosso modelo devido à grande 

capacidade antioxidante da silimarina. Nesse ponto, encontramos uma diferença essencial entre 

os animais dos grupos de doses baixa e média de silimarina. Devido à ação antioxidante não 

exacerbada no grupo de menor dose, a reação de fase aguda, por intermédio dos neutrófilos, pode 

combater adequadamente a infecção. Entretanto, ao mesmo tempo, a ação oxidativa dos 

neutrófilos estava sendo modulada pela baixa dose do antioxidante, evitando assim os dois hits 

necessários para a instalação da lesão, como teorizado por Costa e colaboradores (2014). Já o 

grupo que recebeu a dose média, devido à uma baixa capacidade bactericida, necessitava, além 

do sistema de defesa eficiente, um sistema de regeneração adequado. Ao falhar nesses dois 

pontos, os animais desenvolveram uma lesão hepática pronunciável que terminou por propiciar 

um curso de lesão para a fibrose. 

Em resumo, a dose menor de silimarina protegeu o fígado do dano tecidual relacionado ao 

uso do irinotecano e nossos dados apontam para uma proteção mediada pelo controle do estresse 

oxidativo sem comprometimento das funções imunológicas imediatas e adaptativas, pois a uma 

maior inibição da oxidação pode interferir com a ação bactericida dos neutrófilos permitindo que 

a endotoxemia se instale de fato. Esse parece ser o motivo pelo qual a maior dose não apresentou 

efeito protetor, uma vez que os parâmetros relacionados a estresse oxidativo se encontraram 

controlados, mas o fígado desses animais não se encontrava em bom estado à análise 

histopatológica. 

Com isso, nossos dados mostram a eficácia de uma droga já utilizada na prática clínica para 

uma situação diferente de seu uso habitual. Além disso, fornece informações importantes que 

ajudaram a entender a fisiopatologia da NASH induzida por irinotecano, dando indícios de como 

modular o balanço de citocinas pró- e anti- inflamatórias, bem como o equilíbrio oxidativo para 
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que esse órgão possa combater adequadamente a infecção advinda da translocação bacteriana 

consequente à mucosite intestinal instalada nesses animais. Isso, traz perspectivas de novos testes 

inclusive clínicos, como uma combinação da silimarina com outros fármacos.  

A figura 19 mostra a adição da IL-6 como um ponto importante na fisiopatologia da NASH 

induzida pelo irinotecano. Além disso, aponta os pontos modulados pela silimarina que são 

importantes para proteção hepática, nesse contexto. 

 

Figura 19 - Adaptação do modelo de Costa e colaboradores (2014). 

 
A silimarina protege do dano hepático característico da NASH induzida pelo irinotecano por 
provavelmente por reduzir os parâmetros inflamatórios e oxidativos. 
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6 CONCLUSÃO 

 

A silimarina apresentou efeito hepatoprotetor no modelo de NASH induzida pelo irinotecano 

evidenciado pela diminuição dos escores histopatológicos e ensaios bioquímicos. O mecanismo 

envolve a inibição do estresse oxidativo e a nitrosilação proteica. Adicionalmente, a silimarina 

diminui da expressão de NFκB e produção de IL-1 eIL-6, além de aumentar a produção de IL-10. 
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