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RESUMO 

 
O Zika virus (ZIKV) é um arbovírus pertencente à família Flaviviridae e ao gênero 

Flavivirus. Em humanos, causa a febre Zika, uma doença com sintomas tais como febre, 

mialgia e cefaleia. Ainda, a infecção pelo ZIKV é relacionada a casos de microcefalia e 

síndrome de Guillain-Barré no Brasil. Até o momento, não há vacina licenciada e/ou 

tratamento específico para a febre Zika, portanto, a busca por compostos com atividade 

antiviral pode ser uma alternativa promissora para o tratamento da doença. Neste contexto, 

existem muitos compostos naturais capazes de gerar benefícios saudáveis, e a silimarina, um 

conjunto de flavonoides extraído da planta cardo de leite (Silybum marianum), se destaca 

pelas suas propriedades antioxidante, hepatoprotetora e antiviral. Assim, o principal objetivo 

desse trabalho foi avaliar a atividade antiviral in vitro da silimarina contra o ZIKV. A 

citotoxicidade da silimarina e sua atividade antiviral contra o ZIKV foram testados em células 

Vero, utilizando diferentes concentrações de silimarina e o ZIKV numa multiplicidade de 

infecção (moi) de 1. A viabilidade celular e a atividade antiviral global foram avaliadas 

através do teste de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). A 

capacidade da silimarina em reduzir o número de cópias do genoma viral foi também avaliada 

por qRT-PCR, bem como sua capacidade de inibir a formação das Unidades Formadoras de 

Placa (UFP). Posteriormente foi avaliada a atividade da silimarina em etapas pré e pós 

infecção e a capacidade de inativar a partícula viral e inibir as etapas de adsorção e 

penetração. Para tal, a silimarina foi adicionada às células em diferentes tempos e etapas da 

infecção viral e, após 24 horas, o sobrenadante foi coletado para determinar o título de vírus 

por contagem das UFP. A silimarina apresentou CC50 (Concentração Citotóxica para 50% das 

células) de 247µg/mL, CE50 (Concentração Efetiva para 50% das células) de 19,3µg/mL e IS 

(Índice de Seletividade) de 12,8, apresentando melhor atividade antiviral na concentração de 

100µg/mL. A silimarina reduziu a produção viral em todos os tempos em que foi adicionada, 

sendo a maior redução observada quando foi feito um pré-tratamento das células, 2 horas 

antes da infecção. Ainda, a silimarina apresentou efeito virucida e de inibição da penetração e 

adsorção viral, reduzindo os títulos virais em cerca de duas unidades logarítmicas. Deste 

modo, é possível concluir que a silimarina possui significante atividade antiviral in vitro 

contra o ZIKV e, portanto, pode ser um forte candidato para ser utilizado no tratamento das 

infecções humanas causadas por esse vírus. 
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ABSTRACT 

 

Zika virus (ZIKV) is an arbovirus belonging to the family Flaviviridae and to the genus 

Flavivirus. In humans, it causes the Zika fever, a disease with symptoms such as fever, 

myalgia and headache. Also, ZIKV infection is associated with cases of microcephaly and 

Guillain-Barré syndrome in Brazil. To date, there is no vaccine and/or specific treatment for 

the disease. In this context, there are many sets of biological compounds with healthy benefits 

and silymarin, a set of flavonoids extracted from the thistle milk plant (Silybum marianum), 

stands out for its well-known antioxidant, hepatoprotective and antiviral properties. Thus, the 

main objective of this work was to evaluate the in vitro antiviral activity of silymarin against 

ZIKV. The cytotoxicity of silymarin and its antiviral activity against ZIKV were tested on 

Vero cells using different concentrations of silymarin and ZIKV at a multiplicity of infection 

(moi) of 1. Cell viability and overall antiviral activity were assessed by the MTT test (3- (4,5-

Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide). The ability of silymarin to reduce 

the number of copies of the viral genome was also assessed by qRT-PCR, as well as its ability 

to inhibit the formation of plaque forming units (PFU). Subsequently, the activity of silymarin 

was evaluated in pre and post infection stages and the ability to inactivate the viral particle 

and to inhibit the steps of adsorption and penetration. To this end, silymarin was added to the 

cells at different times and stages of viral infection and, after 24 hours, the supernatant was 

collected to determine the virus titer by counting the PFU. Silymarin presented CC50 

(Cytotoxic Concentration for 50% of cells) of 247 µg / mL, EC50 (Effective Concentration for 

50% of cells) of 19.3 µg/mL and IS (Index of Selectivity) of 12.8, showing better antiviral 

activity at the concentration of 100µg/mL. Silymarin reduced viral production at all times 

when it was added, the largest reduction being observed when cells were pre-treated, 2 hours 

prior to infection. Furthermore, silymarin showed virucidal effect and inhibition of viral 

penetration and adsorption, reducing viral load in about two log units. Thus, it is possible to 

conclude that silymarin has significant antiviral activity in vitro against ZIKV and therefore 

may be a strong candidate for use in the treatment of human infections caused by this virus.
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1 – INTRODUÇÃO 

 

O gênero Flavivirus da família Flaviviridae compreende um vasto número de vírus. Muitos 

desses vírus são patógenos para humanos e são transmitidos por artrópodes, incluindo o 

Japanese encephalitis virus (JEV), West Nile virus (WNV), Yellow fever virus (YFV), 

Dengue virus (DENV) e Zika virus (ZIKV) (KALAYANAROOJ, 2011). Apesar de ser um 

patógeno humano, a importância médica do ZIKV não foi totalmente apreciada até a recente 

epidemia nas Américas.  

Estima-se que 80% dos indivíduos infectados pelo ZIKV sejam assintomáticos, já a 

maioria das infecções sintomáticas resulta em febre, artralgia, erupção cutânea, cefaléia e 

conjuntivite (LEDUR; REHEN, 2017). Recentemente, a rápida disseminação do ZIKV 

revelou doenças mais graves associadas à infecção, como a síndrome de Guillain-Barré em 

adultos e a microcefalia em bebês nascidos de mães infectadas (PITTS et al., 2017; ELGNER 

et al., 2018). Ao contrário da maioria dos flavivírus, que são conhecidos por causar infecções 

agudas que são eliminadas pela resposta imune do hospedeiro, a persistência do ZIKV em 

fluidos corporais (sêmen, saliva e urina) por semanas a meses após o início dos sintomas, bem 

como sua infecção a longo prazo de tecidos como os testículos, sugerem a necessidade de 

intervenções farmacológicas que possam ajudar a eliminar o vírus (GOURINAT et al., 2015; 

MUSSO et al., 2015a; ATKINSON et al., 2016; PITTS et al., 2017). 

Apesar da rápida disseminação e manifestações clínicas graves associadas à infecção 

pelo ZIKV, não existem terapêuticas ou medicamentos candidatos anti-ZIKV disponíveis, 

provavelmente devido à complacência histórica em torno desse vírus. Portanto, há uma 

necessidade urgente de encontrar possíveis inibidores anti-ZIKV que possam ser avaliados 

como potenciais candidatos terapêuticos (ADCOCK et al., 2017). 

O desenvolvimento de novos compostos antivirais apresenta vários desafios e requer 

esforço relevante em planejamento e validação de medicamentos. Portanto, explorar o 

reaproveitamento de produtos farmacêuticos já aprovados ou o uso de compostos naturais 

pode fornecer alternativas para o desenvolvimento de novos antivirais (MOUNCE et al., 

2017). 

A busca de medicamentos derivados de plantas é uma prática antiga na pesquisa 

científica e existem atualmente muitas substâncias ativas sendo utilizadas para uma variedade 

de doenças. A silimarina, dentre essas substâncias, tem ganhado destaque (CAMINI et al., 

2018). A silimarina é o extrato da planta Silybum marianum, que consiste em pelo menos sete 



DA SILVA, T.F.  Introdução 

2 

 

flavonolignanas e o flavonoide taxifolin (KROLL; SHAW; OBERLIES, 2007). Tem sido 

usada para tratar uma variedade de distúrbios hepáticos, incluindo hepatite, cirrose e 

envenenamento por cogumelos selvagens (RAINONE, 2005). Atualmente, a silimarina tem 

atividade antiviral comprovada para o Hepatitis C virus (HCV) (WAGONER et al., 2010), 

também membro da família Flaviviridae, e outros arbovírus como o Chikungunya virus 

(CHIKV) (LANI et al., 2008) e Mayaro virus (MAYV) (CAMINI et al., 2018). Portanto, 

devido ao seu potencial antiviral, no presente estudo, foi avaliada a atividade antiviral da 

silimarina contra o ZIKV em uma análise in vitro em células Vero. 
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2 – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 – Arbovírus 

 

2.1.1 – Características gerais 

 

Os vírus transmitidos por artrópodes (arbovírus) podem ser passados aos hospedeiros 

vertebrados por uma variedade de vetores, sendo os principais os mosquitos e os carrapatos. A 

maioria dos arbovírus que causam algum dano à saúde humana são patógenos zoonóticos, ou 

seja, têm sua origem a partir de ciclos de transmissão silvestre envolvendo artrópodes e 

animais selvagens, que servem como hospedeiros de reserva e/ou amplificação. Muitos desses 

vírus são capazes de causar grandes epidemias (WEAVER; REISEN, 2010). 

 O Catálogo de Arbovírus do Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC, EUA) 

contem mais de 100 espécies pertencentes a várias famílias virais e a lista tem aumentado 

continuamente nos últimos anos devido à melhores técnicas de isolamento e identificação de 

vírus. Entre todos os arbovírus, os responsáveis por causar doenças em humanos fazem parte 

de um pequeno número de gêneros pertencentes, principalmente, à ordem Bunyavirales e às 

famílias Togaviridae, Reoviridae e Flaviviridae (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND 

PREVENTION, ; BARZON, 2018). Os ciclos e os mecanismos relacionados à manutenção e 

transmissão dos arbovírus para humanos, especialmente por mosquitos, podem ser agrupados 

nas seguintes categorias: 

 

1- Infecção por disseminação via animais silvestres. O vetor adquire o vírus por meio de 

um animal silvestre e posteriormente o transmite para um humano na hora do repasto 

sanguíneo (Figura 1A). Alguns arbovírus que causam um dano significativo em humanos por 

meio dessa disseminação silvestre são o WNV, transmitido por mosquitos, e o vírus da 

encefalite transmitida por carrapatos (WEAVER, 2018). 

 

2- Infecção por disseminação via animais domesticados. Ocorre uma amplificação viral 

inicialmente em animais domésticos que, posteriormente, servem como reservatórios para 

infecção de humanos por meio dos vetores (Figura 1B). Exemplos incluem o Rift Valley fever 

virus (RVFV), o JEV e cepas do Encephalitis equine venezuelan virus (VEEV), cujos 

hospedeiros reservatórios são bovinos, suínos e equínos, respectivamente (WEAVER, 2018). 
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3- Transmissão homem-artrópode-homem. Ocorre entre pessoas infectadas que, ao serem 

picadas, transferem o vírus para o artrópode e esse pode, posteriormente, transmitir o vírus 

para outra pessoa (Figura 1C). Esse modelo de transmissão tem alto potencial infectante e 

pode se espalhar rapidamente para áreas distantes, podendo gerar endemias temporárias e até 

mesmo grandes epidemias(WILDER-SMITH et al., 2017). Para alguns vírus, como DENV, 

CHIKV e ZIKV, os seres humanos são hospedeiros amplificadores naturais e, devido ao alto 

nível de viremia, os indivíduos infectados podem transmitir o vírus diretamente ao vetor 

artrópode, permitindo a transmissão do tipo homem-artrópode-homem (MARTINA et al., 

2017). 

 

  
Figura 1. Ciclo de transmissão dos arbovírus. Os ciclos de transmissão podem acontecer de três formas: A-
Infecção por disseminação via animais silvestres. B- Infecção por disseminação via animais domesticados. C- 
Transmissão homem-artrópode-homem. Fonte: adaptado de (WEAVER, 2018). 

 

Ciclos epidêmicos com disseminação de arbovírus podem se tornar permanentes 

(endemia), como ocorreu com os quatro sorotipos do DENV (VASILAKIS et al., 2011) e com 

o CHIKV (CHEN et al., 2016). 

Ainda que a transmissão zoonótica possa ser encontrada em ambientes urbanos, como 

a circulação do WNV em aves, o tipo de transmissão mais comum em áreas urbanas ocorre 

entre humanos com transmissão por mosquitos antropofílicos, especialmente o Aedes aegypti. 

A eficiência deste tipo de disseminação depende de basicamente dois fatores-chaves, sendo 

eles: a capacidade do vírus se multiplicar em quantidades suficientes para infectar o vetor e a 

disponibilidade de vetores compatíveis com vírus e capazes de fazer a transmissão inter-

humana (WEAVER, 2018). 
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No Brasil, os arbovírus podem ser encontrados em praticamente todo o território 

nacional, sendo predominantes em regiões mais quentes e úmidas.  As mudanças climáticas 

correntes têm afetado a prevalência dos arbovírus no território devido à elevação da 

temperatura, aumentando a área propicia ao desenvolvimento dos vetores artrópodes e 

também da aproximação entre áreas urbanas e áreas silvestres, favorecendo a transmissão 

zoonótica (CRUZ; VASCONCELOS, 2008; LIANG; GAO; GOULD, 2015). 

O ZIKV foi o responsável pela mais recente epidemia em ambiente urbano causada 

por arbovírus no Brasil, começando em 2015. Embora seu ciclo zoonótico seja conhecido 

desde 1947 acreditava-se que transmissões seriam apenas em casos esporádicos, com 

sintomas leves a ausentes. Foi apenas em 2007, com pequenos surtos na região do Gabão e da 

Micronésia, que foi identificada a transmissão pelos mosquitos Aedes albopictus e A. hensilli, 

levando a sugerir a possibilidade de uma transmissão ocorrendo entre humanos (WEAVER, 

2018). 

 

2.1.2 – Família Flaviviridae, gênero Flavivirus 

 

O primeiro vírus capaz de causar doença no ser humano foi descoberto há mais de um século 

pelo cientista Walter Reed ao perceber que o agente causador da febre amarela poderia ser 

filtrado a partir do soro de um indivíduo infectado e era capaz de produzir os mesmos 

sintomas quando injetado em outro individuo, e que o mesmo havia sito transmitido a 

humanos por meio de mosquitos (KNIPE; HOWLEY, 2013). Atualmente sabe-se que o YFV 

é apenas um dos vários membros da grande família Flaviviridae, assim chamada por razão do 

seu membro honorário (do Latim flavus, "amarelo") (KNIPE; HOWLEY, 2013). A essa 

família pertencem quatro gêneros: Flavivirus (53 espécies), Pestivirus (do latim pestis, 

“praga”) (11 espécies), Hepacivirus (do grego hepar, “fígado”) (14 espécies) e Pegivirus 

(persistente GB vírus) (11 espécies) (INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY 

OF VIRUSES, 2018). Os membros da família Flaviviridae compartilham semelhanças 

morfológicas, na organização genômica e nas estratégias utilizadas para a multiplicação 

(KNIPE; HOWLEY, 2013). 

Alguns elementos são comuns a todos os membros da família Flaviviridae. Os vírions 

são envelopados, sendo o envelope composto por uma bicamada lipídica contendo duas ou 

mais tipos da glicoproteína do envelope E e da proteína M protegendo um nucleocapsídeo de 

estrutura icosaédrica formado pela proteína viral C, o qual contem o genoma viral de RNA de 



DA SILVA, T.F.  Revisão bibliográfica 

6 

 

cadeia simples, senso positivo (HARRIS et al., 2008; SMIT et al., 2011; LINDENBACH et 

al., 2013). A Figura 2 mostra uma representação esquemática da estrutura da partícula viral.  

 

 
Figura 2. Estrutura dos flavivírus. Os flavivírus são vírus envelopados com uma única fita de RNA senso 
positivo envolvida por um capsídeo, formado pelas proteínas C. O envelope viral é formado por dímeros de 
proteína E associadas à proteína M e uma bicamada lipídica. Fonte: adaptado de “ViralZone”, SIB Instituto 
Suíço de Bioinformática (http://viralzone.expasy.org/6756?outline=all_by_protein). 
 

Após a ligação do vírus na célula, sua entrada é mediada por endocitose. O pH baixo 

do endossoma faz com que o envelope viral se funda com a membrana da vesícula, ocorrendo 

a liberação do genoma do vírus no citoplasma. O genoma tem a função de mRNA, produzindo 

todas as proteínas virais, além de servir como molde para novas cópias de genoma que serão 

incorporadas nas novas partículas virais a serem produzidas. O mRNA viral produz uma única 

proteína que depois é clivada com o auxilio de proteases do hospedeiro e da maquinaria viral, 

sendo que as proteínas estruturais estão localizadas mais próximo à porção N terminal do 

genoma (MIYANARI et al., 2003) (Figura 3). A replicação do genoma viral ocorre no 

citoplasma, enquanto a estrutura básica do envelope é montada no ER. Em seguida, o genoma 

viral se associa ao capsídeo e a partícula viral é liberada na superfície celular (HARRIS et al., 

2008; KNIPE; HOWLEY, 2013). O ciclo completo de multiplicação viral pode ser observado 

no esquema da Figura 4. 

Dentro da família Flaviviridae, o gênero Flavivirus é o maior com relação ao número 

de espécies, sendo muitas dessas responsáveis por considerável morbidade e mortalidade em 

todo o mundo (PIERSON; DIAMOND, 2012). Os membros com impacto na saúde pública 

incluem o DENV, YFV, JEV, WNV e o ZIKV. Normalmente esses vírus são transmitidos por 

meio da picada de mosquitos ou carrapatos, levando a uma série de consequências, dentre as 

mais graves encefalite e doença hemorrágica. Embora existam vacinas disponíveis para 
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alguns flavivírus com eficácia comprovada (YFV e JEV) (BEASLEY; LEWTHWAITE; 

SOLOMON, 2008; MONATH; VASCONCELOS, 2015), ainda existe uma necessidade 

urgente de vacinas e terapêuticas adicionais contra outros vírus importantes do gênero. 

 

 
Figura 3: Organização do genoma de flavivírus e topologia de membrana de proteínas virais maduras – 
DENV como exemplo. O genoma do DENV é traduzido em 10 proteínas, 3 estruturais e 7 não-estruturais que 
são traduzidas como uma única proteína e depois clivadas. As setas indicam locais de clivagem das proteínas. 
NS1, a única proteína não estrutural que reside no lúmen do retículo endoplasmático (ER), e NS2A são 
essenciais para a replicação do vírus e produção de partículas infecciosas; a subunidade de protease de serina 
NS2B atua como cofator da NS3; A NS3 é uma proteína com função de protease e helicase; A NS4A é uma 
proteína integral da membrana com atividade indutora de curvatura da membrana; o péptido 2K serve como um 
péptido sinal para inserção de NS4B na membrana do ER; A NS4B é uma proteína sem atividade enzimática 
relatada que interage com a NS3 e é absolutamente necessária para a replicação do vírus; NS5 é responsável pelo 
capeamento do RNA-5’, pela metilação do genoma viral, e atividade polimerásica responsável pela síntese de 
RNA viral. Fonte: adaptado de (NEUFELDT et al., 2018). 
 

 Anualmente estima-se que o DENV infecta cerca de 390 milhões de pessoas no 

mundo, sendo que cerca de 25% de todas as infecções são sintomáticas (BHATT et al., 2013). 

Com relação ao ZIKV, no período de janeiro de 2015 a dezembro de 2017, 223.336 casos de 

infecções foram confirmados nas Américas segundo relatório da organização Pan-americana 

de Saúde. Destes, 137.288 casos foram confirmados apenas no Brasil (PAN AMERICAN 

HEALTH ORGANIZATION, 2017). A recente epidemia causada pelo ZIKV tem promovido 

uma necessidade de melhor controle e identificação dos Flavivirus, em particular do ZIKV, 

em prol da saúde publica mundial (HASAN et al., 2018). 
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Figura 4: O ciclo de multiplicação dos flavivírus. Figura autoexplicativa. Fonte: adaptado de (PIERSON; 

DIAMOND, 2012).  

 

2.1.3 –  Zika virus 

 

O ZIKV foi primeiro isolado no ano de 1947 e descrito no ano de 1952 por Dick e 

colaboradores (1952). Seu isolamento ocorreu a partir do soro de macacos Rhesus, mantidos 

em um projeto sentinela para estudo do YFV, na floresta Zika em Uganda, a qual deu o nome 

ao vírus. No ano seguinte, na mesma floresta, o ZIKV foi isolado a partir de um pool de Aedes 

africanus (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). O primeiro caso de infecção em humanos 

ocorreu na Nigéria, em 1954, sendo detectado o vírus em um entre três pacientes com 

sintomas característicos (MACNAMARA, 1954). Cerca de 20 anos depois, um estudo 

comprovou que aproximadamente 40% da população nigeriana possuía anticorpos para o 

ZIKV (FAGBAMI, 1979). 

 Desde então, o ZIKV tem causado infecções esporádicas em humanos nas regiões da 

África e da Ásia, comprovadas pelo isolamento do vírus (POND, 1963; MARCHETTE; 

GARCIA; RUDNICK, 1969; HENDERSON; KIRYA; HEWITT, 1970; FAGBAMI, 1979; 

OLSON et al., 1981; MONLUN et al., 1993; AKOUA-KOFFI et al., 2001) e pela detecção de 

anticorpos reativos em pessoas saudáveis (SMITHBURN et al., 1954; SMITHBURN; KERR; 



DA SILVA, T.F.  Revisão bibliográfica 

9 

 

GATNE, 1954; POND, 1963; GESER; HENDERSON; CHRISTENSEN, 1970; ROBIN; 

MOUCHET, 1975; DARWISH et al., 1983).  

 A primeira grande epidemia do ZIKV foi relatada em 2007 nas Ilhas Yap dos Estados 

Federados da Micronésia, onde foram confirmados 185 casos, sem morbidade grave ou 

mortalidade (DUFFY et al., 2009). Em 2013, foi a vez da Polinésia Francesa enfrentar a 

epidemia de ZIKV e, no início de 2014, o ZIKV apareceu no hemisfério ocidental 

(GATHERER; KOHL, 2016). Um ano depois, as autoridades brasileiras confirmaram os 

primeiros 16 casos de infecção pelo ZIKV no Brasil e até o fim de 2015 suspeitava-se que o 

ZIKV fosse a causa de 4.200 possíveis casos de microcefalia e morte de 29 crianças nos país 

(HEUKELBACH et al., 2016). A partir do surto no Brasil, casos isolados de infecções pelo 

ZIKV foram detectados nos Estados Unidos e na Europa em 2015 (DYER, 2015) e na China 

em 2016 (DENG et al., 2016), provavelmente trazidos por viajantes vindo das Américas. A 

Figura 5 mostra a distribuição das epidemias de ZIKV no mundo até 2016.  

 

 
Figura 5. Países afetados pelo ZIKV. Categoria 1- países com um surto notificado a partir de 2015; Categoria 
2- países com possível transmissão endêmica ou evidência de infecções por ZIKV transmitidas por mosquito 
local em 2016; Categoria 3- países com evidência de infecções por ZIKV transmitidas por mosquito local até 
2015, mas sem documentação de casos em 2016; Categoria 4- área com um vetor competente estabelecido, mas 
sem transmissão documentada, passada ou atual, não documentada. Fonte: adaptado de (OZKURT; CINAR 
TANRIVERDI, 2017). 
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 A transmissão do ZIKV ocorre geralmente por picada de mosquitos do gênero Aedes 

infectados, com predominância do A. aegypti em regiões tropicais. Além dos vetores, o ZIKV 

pode ser transmitido também por meio de transfusões sanguíneas (FRANCHINI; VELATI, 

2016; MARANO et al., 2016), por transmissão vertical/perinatal (BESNARD et al., 2014) e 

sexual (MUSSO et al., 2015b; GATHERER; KOHL, 2016). O vírus também foi recentemente 

encontrado em amostras de urina (GOURINAT et al., 2015), sêmen (ATKINSON et al., 

2016) e saliva (MUSSO et al., 2015a), mostrando seu potencial de transmissão. 

 A infecção pelo ZIKV normalmente possui sintomas brandos como febre, dores 

musculares, cefaléia e erupções cutâneas, sendo auto-limitante, com duração media de 1-2 

semanas (WANG; WANG; AN, 2016). A infecção pelo ZIKV tem sido associada a distúrbios 

neurológicos como a síndrome de Guillain-Barré (CAO-LORMEAU et al., 2016; FAUCI; 

MORENS, 2016) e à malformação em fetos como microcefalia (YUAN et al., 2017; 

ALVARADO-SOCARRAS et al., 2018). Comumente, o diagnóstico da febre Zika tem sido 

realizado apenas com base na apresentação clínica, o que é complicado devido à similaridade 

dos seus sintomas com outras arboviroses endêmicas (FAUCI; MORENS, 2016). O ZIKV 

pode ser identificado por meio de técnicas como RT-PCR, detectando especificamente o RNA 

viral em pacientes. O período de viremia do ZIKV é curto, dificultando sua identificação no 

sangue de pacientes após o desaparecimento dos sintomas. No entanto, o vírus ainda 

permanece por um período maior na saliva e na urina, podendo o vírus ser detectado nessas 

amostras (GOURINAT et al., 2015; CAMPOS et al., 2016). 

Devido ao reduzido número de casos de infecção pelo ZIKV antes do grande surto em 

2015, houve um descaso no estudo do vírus e, como consequência, não existe até o momento 

nenhuma vacina ou tratamento aprovados contra a infecção (IOOS et al., 2014). No presente 

momento, a forma mais eficaz de prevenção contra a febre Zika é o controle de vetores e o 

tratamento atual baseia-se principalmente no alivio dos sintomas causados pela infecção 

(WANG; WANG; AN, 2016). Baseado nisso, a busca de alternativas para o tratamento da 

infecção pelo ZIKV torna-se essencial, em especial a busca por soluções naturais como o uso 

de plantas medicinais e seus extratos. Uma das principais classes de substâncias obtidas de 

plantas com atividade antiviral é a classe dos flavonoides (VIROL et al., 2017) 
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2.2 – Flavonoides 

 

2.2.1 – Histórico 

 

No decorrer da história da humanidade, uma variedade de plantas com atividades biológicas 

tem sido identificada e utilizada no tratamento das mais diversas doenças. A maioria das 

civilizações atuais utiliza frequentemente plantas para cuidados básicos com a saúde, sendo 

que, de acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), cerca de 80% da população faz 

uso constante de plantas medicinais para se manterem saudáveis (EKOR, 2014). 

Atualmente, centenas de fármacos utilizados na terapêutica contêm em sua 

composição compostos ativos derivados de plantas. Dentre eles estão os flavonoides, os 

taninos, as fitoalexinas e as lignanas, que são responsáveis por favorecer o desenvolvimento e 

crescimento adequado das plantas (MIDDLETON et al., 2000). 

Flavonoides, como membro da classe dos polifenóis, são os metabólitos secundários 

encontrados em maior quantidade em diversos vegetais e em todas as partes das plantas 

(MIDDLETON et al., 2000). Tais compostos são produzidos pelas plantas como resposta a 

diversas condições de estresse, sendo eles um importante mecanismo de defesa contra 

doenças e predadores (MANDAL; CHAKRABORTY; DEY, 2010; CARLETTI; NERVO; 

CATTIVELLI, 2014). O primeiro trabalho mostrando uma potencial atividade biológica para 

os flavonoides foi realizado pelo cientista Albert Szent-Gyorgyii em 1938, o qual demonstrou 

a capacidade de evitar sangramento e fragilidade gengival, relacionadas ao escorbuto,de 

flavonoides extraídos da casca de frutas cítricas (SAMUELSON, 1999). Até os dias atuais, 

uma ampla gama de atividades têm sido associadas aos flavonoides, como: antioxidante, anti-

inflamatória, neuro e hepatoprotetora, antibiótica, antiviral e anticancerígena (KHAN et al., 

2013; XIA et al., 2013; GORLACH; FICHNA; LEWANDOWSKA, 2015; IRANSHAHI et 

al., 2015). 

A busca por substâncias isoladas de plantas com atividade antiviral data da década de 

1950, quando compostos derivados de 288 plantas foram testados contra o vírus influenza A 

em ovos embrionados (CHANTRILL et al., 1952). Entre as décadas de 1950 e 2000, foi 

identificada uma variedade de plantas e isolados com atividade antiviral. 

 

2.2.2 – Estrutura e características químicas 
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Até a última década foram estruturalmente identificados mais de 6.000 flavonoides diferentes 

(FERRER et al., 2008). A estrutura geral de um flavonoide é composta de um núcleo flavan e 

um esqueleto de 15 átomos de carbono formando dois anéis benzênicos (anéis A e B) e um 

anel pireno heterocíclico ligando-os (anel C) (Figura 6) (KUMAR; PANDEY, 2013). 

Os flavonoides são divididos em diversas classes, como: flavonóis, flavonas, 

flavononas, antocianidinas, flavans, isoflavonoides, biflavonoides, entre outros (CROFT, 

1998). As classes de flavonoides podem ser diferenciadas de acordo com o padrão de 

substituição do anel de pireno e nível de oxidação. Substâncias dentro da mesma classe são 

diferentes devido a variedade de substituintes dos anéis benzênicos. Os flavonoides podem ser 

geralmente encontrados nas plantas na forma de agliconas, glicosídeos e derivados metilados. 

A biossíntese dos mesmos ocorre por meio da via fenilpropanóide, modificando uma 

fenilalanina em 4-coumaroil-CoA, posteriormente deslocado para a via de biossíntese de 

flavonoides (FALCONE FERREYRA; RIUS; CASATI, 2012). Um grupo de enzimas, como 

as hidroxilases e as redutases, tem a capacidade de modificar o esqueleto dos flavonoides 

simples, gerando as diversas classes. Em seguida, enzimas da classe das transferases fazem 

adições de açúcares, grupos acila e grupos metila no esqueleto dos flavonoides, alterando sua 

solubilidade e reatividade (BOWLES et al., 2005). 

 

 
Figura 6. Estrutura química das classes de flavonoides. Fonte: adaptado de (VIROL et al., 2017). 
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2.2.3 – Atividades biológicas 

 

Há aproximadamente 50 anos, eram escassas ou vagas as informações acerca dos principais 

mecanismos de ação dos flavonoides, embora há séculos tem-se o conhecimento que certas 

substâncias derivadas de plantas possuem uma variedade de atividades biológicas (ROBAK; 

GRYGLEWSKI, 1996). Uma importante atividade associada aos flavonoides é a 

neutralização e eliminação de derivados de “Espécies Reativas de Oxigênio” (ERO). Ainda, 

experimentos in vitro foram capazes de demonstrar atividades antialérgicas, 

anticarcinogênicas, anti-inflamatórias e propriedades antivirais (MIDDLETON; 

KANDASWAMI, 1992). 

 

2.2.3.1 – Efeito antioxidante 

 

A capacidade de agir como antioxidante é a mais bem descrita atividade atribuída a 

basicamente todas as classes de flavonoides. As classes de flavonoides consideradas mais 

eficientes na proteção contra ERO são as flavonas e catequinas (DE GROOT, 1994).  

Células e tecidos estão sendo continuamente ameaçados por danos causados por ERO 

e outros radicais livres, que são produzidos por meio do metabolismo celular normal ou após 

indução por agentes externos (DE GROOT, 1994; GRACE, 1994). Até o momento, não foi 

possível esclarecer todos os mecanismos e a sequência de eventos em que radicais livres 

conseguem interferir em funções celulares. No entanto, a peroxidação lipídica tem se 

mostrado como potencial mecanismo resultando em dano da membrana celular. Tal dano leva 

a uma alteração na carga líquida da célula, modificando propriedades de pressão osmótica, 

causando inchaço e, por consequência, morte celular (GRACE, 1994). 

As ERO são capazes de recrutar mediadores inflamatórios levando ao início de uma 

inflamação que gera dano tecidual (NIJVELDT et al., 2001; CAMINI et al., 2017a). Para 

evitar os efeitos danosos das ERO, os organismos vivos desenvolveram diversos mecanismos 

protetores. Os principais utilizados pelas células incluem enzimas, como Superóxido 

Dismutase (SOD), Catalase e Glutationa Peroxidase, bem como moléculas não enzimáticas, 

como glutationa, ácido ascórbico e tocoferol (NIJVELDT et al., 2001; CAMINI et al., 2017b, 

2017a).  

Os flavonoides possuem diversas maneiras de prevenir danos causados por espécies 

reativas, sendo a principal delas a eliminação direta do radical. Os flavonoides são oxidados 
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pelos radicais que levam a formação de um radical menos reativo e mais estável. Eles são 

capazes de estabilizar as ERO, ligando-se à parte reativa do radical. Devido à alta reatividade 

do grupo hidroxila dos flavonoides, os radicais são inativados, de acordo com a seguinte 

equação (LUDMILA G. KORKINA AND LGOR B. AFANAS’EV, 1996), em que R• é um 

radical livre e O• é um radical livre de oxigênio: 

 

Flavonoide (OH) + R•  è   Flavonoide (O•) + RH (I) 

 

Por meio da neutralização e eliminação dos radicais livres, os flavonoides são capazes 

de inibir a oxidação de lipoproteínas de baixa densidade (LDL) in vitro (KERRY; ABBEY, 

1997). Essa atividade protege as partículas de LDL e, em teoria, pode ser considerado que os 

flavonoides também favoreçam na prevenção da aterosclerose.  

 

2.2.3.2 – Atividade hepatoprotetora 

 

Diversos flavonoides, como quercetina, apigenina, rutina, naringenina, catequina e 

venorutona são conhecidos por sua atividade hepatoprotetora (TAPAS; SAKARKAR; 

KAKDE, 2008). No mesmo caminho, as antocianinas têm a traído cada vez mais atenção 

devido ao seu efeito preventivo contra diversas doenças (ZHU et al., 2012).  

Zhu e colaboradores (2012) demonstraram que a antocianina cianidina-3-O-𝛽-

glucosídeo (C3G) pode diminuir os níveis de ERO hepáticos e de marcadores pró-

apoptóticos, reduzindo também a peroxidação lipídica, inibindo a liberação de citocinas pró-

inflamatórias e protegendo contra o desenvolvimento de esteatose (ZHU et al., 2012).  

Compostos flavonoides isolados a partir de Laggera alata apresentaram atividade 

hepatoprotetora causada pelo tetracloreto de carbono (CCl4-) em hepatócitos cultivados de 

ratos neonatos. Uma faixa de concentração variando entre 1–100µg/mL do flavonoide foi 

capaz de melhorar a viabilidade celular e inibir o extravasamento do conteúdo celular de 

aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), causado pelo CCl4- (WU 

et al., 2006). O mesmo flavonoide, in vivo, em doses orais de 50, 100 e 200mg/kg também foi 

capaz de reduzir os níveis de AST e ALT, além de proteína total e albumina no soro e os 

níveis de hidroxiprolina e ácido siálico no fígado dos animais (WU et al., 2006).  
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2.2.3.3 – Atividade anti-inflamatória 

 

A inflamação é um processo biológico natural gerado em resposta a uma lesão tecidual, uma 

infecção ou uma irritação química, tendo inicio por meio da liberação de mediadores 

inflamatórios no local, levando à atração de células do sistema imunológico via circulação 

sanguínea e linfática (PAN; LAI; HO, 2010). Posteriormente, há a liberação de ERO, 

“Espécies Reativas de Nitrogênio” (ERN) e citocinas pró-inflamatórias para combater 

patógenos e restaurar o tecido lesado. O processo inflamatório é, geralmente, rápido e auto-

limitante, no entanto, uma exacerbação da atividade imune e uma inflamação prolongada 

podem levar ao aparecimento de distúrbios crônicos (PAN; LAI; HO, 2010). 

Flavonoides podem alterar a função de complexos enzimáticos altamente relacionados com a 

geração e propagação de processos inflamatórios, especialmente enzimas como tirosina e 

serina-treonina quinases (KUMAR; PANDEY, 2013). A inibição de quinases deve-se à 

ligação competitiva do flavonoide com o ATP nos sítios catalíticos de enzimas envolvidas no 

processo de transdução de sinais e de ativação de células do sistema imunológico. Aos 

flavonoides tem sido atribuída a capacidade de inibir enzimas como a óxido nítrico sintase 

induzível, a ciclo-oxigenase e a lipo-oxigenase, responsáveis pela a produção de uma enorme 

quantidade de óxido nítrico, prostaglandinas, leucotrienos e demais mediadores como 

citocinas, quimiocinas ou moléculas de adesão (TUNON et al., 2009).  

 

2.2.3.4 – Atividade antibacteriana 

 

Alguns flavonoides são sintetizados por plantas com o objetivo de proteger contra infecções 

de modo que muitos desses flavonoides tiveram sua atividade antimicrobiana descoberta para 

uma ampla gama de microrganismos. Diversos estudos têm demonstrado a atividade 

antimicrobiana de extratos vegetais ricos em flavonoides, incluindo apigenina, glicosídeos de 

galangina, flavona e flavonol, isoflavonas, flavanonas e calçonas (CUSHNIE; LAMB, 2005; 

MISHRA et al., 2011, 2013).  

Os flavonoides com atividade antibacteriana podem possuir diversos mecanismos de 

ação. Um desses é a formação de complexos com proteínas bacterianas por meio de interações 

químicas, como pontes de hidrogênio e interações hidrofóbicas, até mesmo com a formação 

de ligações covalentes (COWAN, 1999). Alguns dos modos de ação da atividade 

antimicrobiana podem estar relacionados à inativação de adesinas microbianas, de enzimas e 
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proteínas de transporte celular, entre outros. Flavonoides de características lipofílicas têm 

ainda a capacidade de promover o rompimento de membranas microbianas (COWAN, 1999). 

Para exemplificar, as catequinas têm sido extensivamente pesquisadas em razão da sua 

atividade antimicrobiana contra o Vibrio cholerae, Streptococcus mutans, Shigella e outras 

bactérias (KUMAR; PANDEY, 2013).  

 

 

 

2.2.3.5 – Atividade antiviral 

 

Devido a sua vasta disponibilidade e efeitos colaterais relativamente baixos, os compostos 

naturais, como os flavonoides, têm sido uma importante aposta na descoberta e 

desenvolvimento de novos medicamentos para tratar infecções por vírus. Os flavonoides 

tiveram sua atividade antiviral reconhecida em meados da década de 1940 e a maioria dos 

trabalhos relaciona essa atividade com a inibição de enzimas associadas ao ciclo de 

multiplicação viral (KUMAR; PANDEY, 2013). Critchfield, Butera e Folks(1996) reportam 

que o flavan-3-o1 é mais eficaz do que flavonas e flavononas em inibir seletivamente o vírus 

da imunodeficiência humana tipos 1 e 2 (HIV-1 e HIV- 2), bem como infecções causadas por 

vírus semelhantes ao HIV. A baicalina, um dos flavonoides extraídos e isolados da Scutellaria 

baicalensis (Lamieaceae), tem o potencial de inibir a infecção e multiplicação do HIV-1 

(KUMAR; PANDEY, 2013). Além da baicalina, outros flavonoides como arobustaflavona e a 

hinociflavona são também capazes de inibir a transcriptase reversa do HIV-1 (LI et al., 2000). 

Recentemente a baicalina teve sua atividade antiviral também comprovada contra o CHIKV 

(OO et al., 2018). Ainda, os flavonoides crisina, acacetina e apigenina foram reportados por 

impedir a ativação da HIV-1 por meio de um novo mecanismo, provavelmente associado à 

inibição da transcrição viral (CRITCHFIELD; BUTERA; FOLKS, 1996).  

Diversas combinações entre flavonas e flavonóis demonstram uma atividade antiviral 

por meio de sinergismo, como o kaempferol e a luteolina, que apresentam efeito sinérgico 

contra o Herpes simplex virus (HSV) (KUMAR; PANDEY, 2013). Há também o sinergismo 

entre flavonoides e drogas já utilizadas no tratamento antiviral como o demonstrado pela 

quercetina, capaz de potencializar o efeito do aciclovir contra o HSV (CUSHNIE; LAMB, 

2005).  
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Zandi e colaboradores (ZANDI et al., 2011) descreveram as propriedades anti-DENV-

2 da quercetina, hesperetina, naringina e daidzeína em diferentes estágios da infecção e do seu 

ciclo de multiplicação. A quercetina foi considerada mais eficaz contra o DENV-2 em células 

Vero. A inibição da enzima polimerase viral e uma ligação ao ácido nucléico ou proteínas do 

capsídeo do vírus foram propostos como os mecanismos de ação antivirais (ZANDI et al., 

2011).  

 

2.2.4 – Silimarina 

 

A silimarina é um complexo extraído, principalmente, das sementes da planta do cardo de 

leite (Silybum marianum L. Gaertn). O cardo do leite é membro da família das Asteraceae, 

uma família vasta e generalizada de angiospermas que incluem margaridas, flores do gênero 

áster e girassóis (POLYAK; FERENCI; PAWLOTSKY, 2013). 

A silimarina é registrada no Chemical Abstracts Service sob o número 84604-20-6, e 

tem como principais componentes bioativos sete flavonolignanos, que compartilham o mesmo 

peso molecular (PM 482), derivados de um único flavonoide, o taxifolin (PM 326) (KUMAR; 

PANDEY, 2013). Apesar do vasto número de estudos utilizando a silimarina e seus 

componentes, ainda há uma inconsistência em relação a sua nomenclatura. Para tanto, 

recomenda-se utilizar a nomenclatura definida por Kroll, Shaw e Oberlies (2007): 

• Silimarina é o extrato inteiro contendo sete flavonolignanos e o taxifolin; 

• A silibinina é uma mistura de silibina A e silibina B na proporção de 1:1; 

• Os flavonolignanos remanescentes são: isosilibina A, isosilibina B, silicristina, 

isosilicristina e silidianina; 

• O flavonoide encontrado na silimarina é o taxifolin. 

 As estruturas correspondentes aos oito componentes da silimarina são mostradas na 

Figura 7. Em uma solução de silimarina, estima-se que as porcentagens dos oito principais 

componentes sejam silibina A (16%), silibina B (24%), isosilibina A (6%), isosilibina B (4%), 

silidianina (16%), silicristina (12%), iso-silcristina (2%) e taxifolin (2%) (POLYAK; 

FERENCI; PAWLOTSKY, 2013). Os valores somam a um valor inferior a 100% devido aos 

demais componentes do extrato sendo que a silimarina corresponde a cerca de 70% a 80% do 

total, de modo que polifenóis e ácidos graxos complementam o restante do extrato 

(POLYAK; FERENCI; PAWLOTSKY, 2013). 
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Somente nos últimos cinco anos, foram registradas mais de 1.100 publicações sobre a 

silimarina indexadas no PubMed. O extrato do cardo do leite e seus componentes apresentam 

notável variedade de atividades biológicas, desde a inibição do crescimento de muitos tipos de 

linhagens celulares tumorais (KARIMI et al., 2011), até a redução do estresse oxidativo em 

múltiplos tipos de células, incluindo hepatócitos (POLYAK et al., 2010; CAMINI et al., 

2018), macrófagos (TÄGER et al., 2001) e neurônios (LU et al., 2009), assim como a inibição 

de muitas vias intracelulares de transdução de sinal (DEEP; AGARWAL, 2010). 

 
Figura 7. Estrutura e nomenclatura dos principais compostos encontrados na silimarina. Fonte:adaptado 
de POLYAK; FERENCI; PAWLOTSKY, 2013. 
 

Tem sido relatado que a silimarina é capaz de estimular a atividade enzimática da 

RNA polimerase 1 dependente de DNA no fígado e, consequentemente, aumentar a 

biossíntese de RNA e a expressão proteica, resultando na proliferação celular e regeneração 

hepática (KUMAR; PANDEY, 2013). As propriedades farmacológicas e terapêuticas da 

silimarina estão relacionadas com a regulação da permeabilidade e integridade da membrana 

da célula, a capacidade de inibir a produção de leucotrienos, neutralizar e eliminar as ERO, 

inibir NF-𝜅B, reduzir as proteínas quinases e a produção de colágeno (HE; KIM; SHARMA, 
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2004). Além disso, a silimarina tem aplicações clínicas no tratamento e controle da cirrose e 

hepatite tóxica induzida por acetaminofeno (paracetamol) e cogumelos tóxicos (SALLER; 

MEIER; BRIGNOLI, 2001). 

Uma atividade da silimarina e de seus componentes (simples ou conjugados) que vem 

sendo explorada nos últimos anos é a sua capacidade de agir como antiviral, já havendo 

estudos com atividade confirmada contra o HCV (WAGONER et al., 2011), HIV-1 

(MCCLURE et al., 2012), Influenza A virus (SONG; CHOI, 2011), Hepatitis B virus (HBV) 

(HUANG et al., 2017), CHIKV (LANI et al., 2008) e MAYV(CAMINI et al., 2018). Tendo 

em vista que ainda não há tratamento específico nem vacina aprovada para infecções pelo 

ZIKV, o objetivo deste trabalho foi testar a silimarina como possível agente antiviral contra o 

ZIKV, visto que a febre Zika é uma doença emergente e, por tanto, um problema de saúde 

pública que precisa ser resolvido. 
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3 – OBJETIVOS 

 
 
3.1 – Objetivo Geral 

 

Avaliar in vitro a atividade antiviral da silimarina contra o Zika virus (Flaviviridae) 

 

3.2 – Objetivos Específicos 

 

• Avaliar a citotoxicidade da silimarina em células Vero; 

• Avaliar a atividade antiviral global da silimarina contra o ZIKV; 

• Avaliar a produção de cópias do genoma viral e de vírus dependente da dose de 

silimarina; 

• Avaliar a inibição da formação de Unidade Formadoras de Placas (UFP); 

• Avaliar a atividade da silimarina em diferentes tempos de tratamento pré e pós-

infecção pelo ZIKV; 

• Avaliar a atividade virucida da silimarina; 

• Avaliar a capacidade da silimarina de inibir a adsorção e/ou a internalização do ZIKV. 
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4 – MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 – Células e vírus 

 

Células de rim de macaco verde africano (Vero) foram obtidas da American Type Culture 

Colletion (ATCC, EUA). Essas células foram mantidas em estufa a 37ºC, 5% de CO2, com 

meio de cultivo RPMI (Roswell Park Memorial Institute, Cultilab, Brasil) suplementado com 

5% de Soro Fetal Bovino (SFB, Cultilab, Brasil), penicilina/estreptomicina (200U/mL, 

Sigma-Aldrich, EUA) e fungizona (2,5 mg/mL, Sigma-Aldrich, EUA).  

A amostra de ZIKV utilizada foi obtida de um paciente com quadro clínico sem 

complicações, no estado de Pernambuco - Brasil (Cepa PE-243/215), gentilmente cedida pela 

professora Erna Geessien Kroon do Laboratório de Vírus da Universidade Federal de Minas 

Gerais (cadastro no SisGen AF85085). Para produção dos estoques, o ZIKV foi multiplicado 

em garrafas médias (182cm2) contendo monocamada de células C6/36 (células de mosquitos 

Aedes albopictus, ATCC, EUA), que foram incubadas em estufa BOD (Demanda Bioquímica 

de Oxigênio) a 28ºC até o efeito citopático (ECP) atingir cerca de 90%. O sobrenadante da 

infecção celular foi clarificado, aliquotado em microtubos e armazenado a -80ºC para 

posterior titulação e uso. 

 

4.2 – Titulação viral 

 

Células Vero foram cultivadas em placas de seis poços (1x106 células/poço) e, após 90% de 

confluência, foram adicionados a 5 poços 200µL de diluições seriadas do ZIKV, feitas em 

RPMI 0% SFB, deixando um poço como controle de células, no qual foram adicionados 

200µL de RPMI 0% SFB. Após 1h de adsorção, com homogeneização constante, o meio foi 

removido e a cada poço foram adicionados 2mL de RPMI 2,5% SFB acrescido de 

carboximetilcelulose (CMC) a 2%, seguindo nova incubação a 37ºC, 5% CO2. Após 48 horas, 

o meio foi removido e as células foram fixadas em solução 10% de formol por 30 minutos. 

Após o descarte e lavagem do formol, a monocamada foi corada com solução hidroalcoólica 

de cristal violeta (20% etanol e 1% cristal violeta). O título foi expresso pelo número de 

unidades formadoras de placas (UFP) obtido nas câmaras cujas diluições apresentaram entre 

30 e 300 placas de lise, multiplicado pelo inverso da diluição, e convertido para UFP/mL. 
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4.3 – Silimarina 

 

A silimarina foi adquirida comercialmente (Sigma-Aldrich, EUA) e uma solução estoque foi 

preparada em dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich, EUA), na concentração de 

2,5mg/mL, e armazenada a -20°C. Para a realização dos experimentos, a solução estoque foi 

diluída com RPMI e filtrada com filtro de seringa 0,2 µm (Millipore, EUA) no momento do 

uso. A concentração do DMSO em soluções de trabalho preparadas com RPMI foi mantida 

em 0,1%. 

 

4.4 – Ensaio de citotoxicidade 

 

O ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazólio) foi realizado 

para avaliar a citotoxicidade da silimarina em células Vero. Foram realizados três 

experimentos independentes, apresentando em cada experimento 8 controles de células, 8 

controles negativos (meio contendo 0,1% de DMSO) e 10 amostras de cada concentração de 

silimarina. 

Células Vero foram implantadas em placas de 96 poços, numa densidade de 2x104 

células/poço. No dia seguinte foram tratadas com diferentes concentrações de silimarina (400, 

200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125µg/mL). As placas foram então incubadas a 37°C com 5% 

de CO2. Após 48h, foi adicionado 30µL de MTT por poço, mantendo a incubação a 37°C com 

5% de CO2 por 2h. Após esse período, foram adicionados 120µL de DMSO por poço e 

mantido em agitador de placas por 15 minutos à temperatura ambiente. Foi então realizada a 

leitura da absorbância no comprimento de onda de 495nm em leitor de microplacas tipo 

VICTOR™ X3 Multilabel. A concentração citotóxica foi definida como a concentração do 

composto que reduziu 50% da viabilidade celular (CC50) em comparação às células controles. 

Os valores de CC50 foram obtidos a partir da análise da regressão linear da curva de 

concentração/citotoxicidade, obtida utilizando-se os valores encontrados pela equação: 

 

𝐶𝐶50 =	
𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠	𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠	𝑥	100
𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠	𝑛ã𝑜	𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠  

 

4.5 – Ensaios antivirais 

 

Todos os ensaios antivirais foram realizados em triplicatas independentes e cada amostra foi 

titulada em triplicata para garantir uniformidade dos resultados. 
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4.5.1 – Ensaio da atividade antiviral pelo MTT 

 

O ensaio primário para se avaliar o efeito antiviral foi o ensaio de MTT. Os experimentos 

foram realizados utilizando 8 controles de células, 8 controles de vírus (moi de 1), 8 amostras 

de controle tratado com silimarina, 8 amostras de controle negativo (meio contendo 0,1% de 

DMSO) e 8 amostras de cada concentração de silimarina e infectadas com o ZIKV numa moi 

de 1. 

Células Vero foram semeadas em placas de 96 poços numa densidade de 2x104 

células/poço. Após 24 horas, as células foram tratadas com diferentes concentrações de 

silimarina (200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125µg/mL) e imediatamente infectadas com o 

ZIKV (moi de 1). As placas foram então incubadas a 37°C com 5% de CO2 durante 24 horas. 

Após esse período, as placas foram observadas sob o microscópio e avaliou-se o grau de ECP 

como medida da inibição da multiplicação do vírus. O ensaio de MTT foi realizado conforme 

o item 4.4 para confirmar os resultados observados pelo ECP. As leituras das absorbâncias 

foram feitas a 495nm no leitor de microplacas tipo VICTOR™ X3 Multilabel. 

A concentração efetiva/protetiva para 50% das células infectadas (CE50) foi calculada 

por meio da equação abaixo, onde A: células tratadas e infectadas; B: controle de vírus; C: 

controle de células: 

 

𝐶𝐸50 =	
(𝐴 − 𝐵)𝑥	100

𝐶 − 𝐵  

 

Foi calculado também o Índice de Seletividade (IS) da silimarina. O IS é um 

parâmetro importante na avaliação da atividade antiviral de uma substância, pois fornece a 

relação entre os efeitos farmacológicos/doses efetivas e citotóxicos dos compostos em estudo. 

O IS expressa a razão entre a CC50 e a CE50. Portanto, o IS foi calculado conforme a equação: 

 

𝐼𝑆 =
𝐶𝐶50

𝐶𝐸50
 

 

4.5.2 – Ensaio de inibição da produção de cópias do genoma viral e de vírus dependente da 

dose 

  

Após a realização do ensaio de antiviral global, quatro concentrações foram escolhidas para 

avaliar a capacidade da silimarina em inibir a produção de cópias do genoma viral e de vírus.  
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Células Vero foram semeadas em 4 placas de 6 poços (1x106 células/poço) e mantidas 

por 24h a 37°C com 5% de CO2 para atingir 90% de confluência. Cada placa foi destinada a 

uma concentração de silimarina e, em cada placa, um poço foi destinado ao controle de 

células (CC; não tratado e não infectado), um ao controle viral (CV; infectado e não tratado), 

um ao controle de silimarina (CS; tratado e não infectado) e três poços silimarina mais vírus 

(SV; infectado e tratado). O meio foi descartado e 200µL de vírus (moi 1) foram adicionados 

aos poços CV e SV. Nos demais poços foram adicionados 200µL de meio fresco. Após 1h de 

adsorção a 37°C com 5% de CO2, com homogeneização constante, o meio foi removido, os 

poços lavados 2 vezes com solução salina tamponada de fosfato (PBS) 1X e 2mL da solução 

de silimarina na concentração correspondente a cada tratamento foi adicionada nos poços CS 

e SV, sendo que nos demais poços foi adicionado meio fresco. As placas foram então 

incubadas a 37°C com 5% de CO2 por 24h. Após esse tempo, o RNA total foi extraído e foi 

feita a PCR em tempo real para quantificar cópias do genoma viral (conforme explicitado no 

item 4.5.2.1). Amostras do sobrenadante foram coletadas para titulação de vírus conforme 

descrito no item 4.2.  

 

4.5.2.1 – Extração do RNA total e produção do cDNA (RT-PCR) 

 

A extração de RNA total da monocamada de células foi realizada com Brazol (LGC 

biotecnologia, Brasil) seguindo as recomendações do fabricante. Em seguida, o RNA foi 

quantificado em espectrofotômetro NanoVue (GE Healthcare, Reino Unido) e estocado no 

freezer -80ºC até o uso. Para a síntese do cDNA, 2µg do RNA total foram usados como molde 

e as reações feitas para um volume final de 20µL, utilizando-se a enzima MultiScribeTM 

(50U/µL) e oligos randômicos (GeneAmpR RNA PCR, Applied Biosystems, EUA), nas 

concentrações e condições indicadas pelo fabricante. 

 
4.5.2.2 – PCR em tempo real (qRT-PCR) 

 

O número relativo de cópias do genoma viral do ZIKV foi avaliado pela técnica de PCR em 

tempo real (qRT-PCR). Os cDNAs obtidos pela RT-PCR foram usados como moldes nas 

reações de PCR em tempo real, que foram realizadas com o kit SYBR Green PCR Master 

Mix (Applied Biosystems, EUA), conforme recomendações do fabricante. As reações foram 

feitas a 95ºC, 15seg e 60ºC 1min, 40 vezes. O aparelho ABI 7500 Real Time PCR Instrument 

(Applied Biosystems, EUA) foi utilizado e os valores de DCt foram corrigidos pelo valor do 

gene normalizador da b-actina. O valor 2-DDCt de cada amostra foi calculado e utilizado para 
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expressão dos resultados. Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados para amplificar o 

genoma do ZIKV são mostrados na Tabela 1 (LANCIOTTI et al., 2008). Os oligos usados 

para amplificar o gene normalizador da b-actina foram construídos com base na literatura 

(OLIVEIRA et al., 2011).  

 

Tabela 1. Primers utilizados para amplificação do genoma viral do  ZIKV 

Primer Posição* Sequência (5’è3’) 

ZIKV 1086 1086–1102 CCGCTGCCCAACACAAG 

ZIKV 1162c 1162–1139 CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT 

* Baseado no ZIKV MR 766-GenBank código de acesso AY632535 (LANCIOTTI et al., 2008). 

 

4.5.3 – Teste de redução de placas 

 

Para avaliar a capacidade da silimarina de reduzir o número de UFP do ZIKV em células 

Vero, foi preparada uma placa de 6 poços a qual foi incubada até atingir confluência de 90%. 

Após incubação, o meio foi removido e os poços infectados com 300µL de meio contendo 

quantidade de vírus capaz de formar 400, 200 e 100 UFP. Para adsorção viral, a placa foi 

incubada por 1h a 37°C com 5% de CO2 e agitação constante. Em seguida, o meio foi 

removido e os poços lavados com PBS1X. A silimarina (100 µg/mL) foi dissolvida em meio 

RPMI com 2% CMC e 2,5% SFB e adicionada aos poços correspondentes ao tratamento. 

Meio RPMI com 2% CMC e 2,5% SFB sem silimarina foi adicionado aos poços restantes. A 

placa foi incubada a 37°C com 5% de CO2 por 48h e revelada conforme descrito no item 4.2. 

 

4.5.4 – Atividade antiviral tempo-dependente 

 

Esse teste avalia a redução da produção viral dependente do tempo em que a silimarina é 

adicionada em relação à infecção viral, sendo avaliados os tempos de 2 horas antes da 

infecção (-2h), 0 horas (vírus e silimarina adicionados juntos) (0h), 1 hora pós-infecção (hpi) 

(silimarina adicionada 1 hora após a infecção), 2 hpi, 4 hpi e 6 hpi. A concentração de 

silimarina utilizada foi de 100µg/mL e o ZIKV numa moi de 1 (Figura 8).  
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Figura 8. Esquema representativo das etapas de tratamento do teste de atividade antiviral tempo 
dependente. Os tempos 24h indicam tempo de incubação, já os tempos -2h, 0h, 1h, 2h, 4h e 6h indicam o tempo 
no qual a silimarina foi adicionada à cultura celular em relação ao momento em que as células foram infectadas 
com o ZIKV. Durante todo o experimento as células foram mantidas incubada em estufa a 37°C com 5% CO2. 
 

Duas placas de 24 poços foram semeadas com células Vero (2,5x105 células/poço) e 

mantidas por 24h a 37°C com 5% de CO2 para atingir 90% de confluência.  As placas 

apresentaram, cada, 3 poços referentes ao CC e 3 poços referentes ao CV, além de 6 poços no 

total para cada tempo analisado. Após incubação o meio foi removido e os poços 

correspondentes ao tempo -2h foram tratados com 250µL de solução de silimarina (contendo 

100µg/mL), enquanto os demais poços receberam meio fresco, e as placas mantidas incubadas 

a 37°C com 5% de CO2. Após duas horas o meio foi removido de todos os poços, exceto CC e 

-2h, e foi adicionado 250µL de meio contendo ZIKV (moi de 1) em todos os poços, exceto 

CC, ao mesmo tempo que foi adicionado 250µL de solução de silimarina (contendo 

100µg/mL) nos poços referentes ao tempo 0 seguido de incubação. 1, 2, 4 e 6 horas depois, 

250µL de meio contendo ZIKV (moi de 1) foram adicionados nos poços correspondentes a 

cada tempo. Após a adição nos poços de 6 hpi as placas foram incubadas nas mesmas 

condições por 24h a contar do momento da infecção. Após a incubação o sobrenadante foi 

coletado e titulado (conforme item 4.2). 

 

4.5.5 – Avaliação da atividade virucida 

  

A atividade virucida baseia-se na capacidade da substância de destruir ou inativar diretamente 

a partícula viral. Para avaliar se a silimarina possuía ação virucida sob o ZIKV, foram 

preparados um tubo (A) contendo uma mistura vírus (moi de 10) e silimarina (100µg/mL); um 

tubo (B) contendo somente vírus (moi de 1); um tubo (C) contendo somente solução de 

silimarina (100µg/mL). Os 3 tubos foram mantidos em incubação a 37°C com 5% de CO2 por 

2 horas. Após incubação, a solução do tubo A foi diluída 10 vezes (A1) de modo que o moi 
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fosse reduzido para 1 e que a concentração de silimarina fosse reduzida para 10µg/mL, 

conhecidamente sem efeito antiviral. Em seguida, o meio de cultura de placas de 6 poços 

contendo monocamada de células Vero (90% de confluência) foi removido e foram 

adicionados 300µL de meio fresco nos poços referentes ao CC; 300µL da solução B nos 

poços referentes ao CV; 300µL da solução C nos poços referentes ao CS; 300µL da solução 

A1 nos poços referentes à avaliação do efeito virucida da silimarina. A placa foi incubada a 

37°C com 5% de CO2 por 1h, com frequente agitação, para adsorção viral. Após esse período 

o meio foi removido e os poços lavados com PBS 1X sendo, em seguida, preenchidos com 

2mL de meio fresco. As placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO2 por 24h sendo que, 

após a incubação, o sobrenadante foi coletado e titulado (conforme item 4.2) (Figura 9). 

 

 
Figura 9. Esquema representativo das etapas de tratamento do teste virucida. Os tempos 24h indicam 
tempo de incubação a 37°C e 5% CO2, enquanto os outros tempos seguem a temperatura de incubação 
representada a frente do tempo. 
 

4.5.6 – Avaliação da inibição da adsorção viral 

 

Para avaliar a capacidade da silimarina de inibir a adsorção viral, foi preparada uma placa de 

6 poços com células Vero e essa incubada até atingir confluência de 90%. A placa foi então 

resfriada a 4ºC por 30 minutos, o meio foi removido e 300µL de uma solução de silimarina 

(100µg/mL) foram adicionados nos poços referentes ao CS e nos poços referentes ao 

tratamento SV. Ainda, 300µL de meio fresco foram adicionados aos poços referentes ao CV e 

CC. A placa foi mantida a 4ºC por 1h. Após o período de incubação, o meio foi removido e os 

poços lavados 1 vez com PBS 1X, sendo em seguida infectados com 300µL de solução de 

vírus (moi de 1) nos poços SV e CV e 300µL de meio fresco nos poços CC e CS, seguido de 

outra incubação a 4ºC por 1h. Ao termino da incubação, o meio foi removido, os poços 

lavados com PBS 1X e completados com 2 mL de meio fresco. A placa foi então incubada a 
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37°C com 5% de CO2 por 24h sendo que, após a incubação, o sobrenadante foi coletado e 

titulado (conforme item 4.2) (Figura 10). 

 

 
Figura 10. Esquema representativo das etapas de tratamento do teste de inibição da adsorção viral. Os 
tempos 24h indicam tempo de incubação a 37°C e 5% CO2, enquanto os outros tempos seguem a temperatura de 
incubação representada a frente do tempo. As incubações a 37°C e 5% CO2 foram realizadas em estufa 
umidificada e as incubações a 4°C foram realizadas em refrigerador. 
 

4.5.7 – Avalição da inibição da internalização viral 

 

Uma placa de 6 poços foi preparada com células Vero e incubadas até atingir confluência de 

90%. A placa foi então resfriada a 4ºC por 30 minutos, o meio removido e as células foram 

infectadas com 300µL do ZIKV (moi de 1) nos poços referentes ao CV e ao tratamento SV. 

Ainda, 300µL de meio fresco foram adicionados nos poços referentes ao CS e CC. A placa foi 

mantida a 4ºC por 1h. Após o período de incubação, o meio foi removido e os poços lavados 

1 vez com PBS 1X, sendo em seguida tratados com 300µL de solução de silimarina nos poços 

SV e CS e 300µL de meio fresco nos poços CC e CV, seguido de incubação a 37ºC por 1h. 

Ao término da incubação, o meio foi removido, os poços lavados com PBS 1X, lavados com 

tampão citrato para inativação dos vírus não internalizados, lavados novamente com PBS 1X 

e completados com 2 mL de meio fresco. A placa foi então incubada a 37°C com 5% de CO2 

por 24h sendo que, após a incubação, o sobrenadante foi coletado e titulado (conforme item 

4.2) (Figura 11). 
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Figura 11. Esquema representativo das etapas de tratamento do teste de inibição da internalização viral. 
Os tempos 24h indicam tempo de incubação a 37°C e 5% CO2, enquanto os outros tempos seguem a temperatura 
de incubação representada a frente do tempo. As incubações a 37°C e 5% CO2foram realizadas em estufa 
umidificada e as incubações a 4°C foram realizadas em refrigerador. 
 

4.6 – Análise Estatística 

 

Os dados foram analisados pelo programa GraphPadPrism, versão 5.01 e expressos como 

média ± Desvio Padrão (DP). O teste t-student e o teste One-Way Anova, com 95% de 

confiança, foram utilizados para determinar o nível de diferença entre as células infectadas e 

controles e entre as dosagens, respectivamente, onde *p≤0,05, **p≤0,01, ***p≤0,001 e 

****p≤0,0001. 
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5 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 – Avaliação da citotoxicidade e atividade antiviral global da silimarina 

 

5.1.1 – Determinação da CC50 

 

Para avaliar in vitro a atividade antiviral da silimarina anti-ZIKV, primeiramente avaliamos 

sua citotoxicidade em células Vero e a concentração capaz de reduzir 50% da viabilidade 

celular (CC50). Através do ensaio de MTT foi encontrado um valor de CC50 igual a 

247,57µg/mL. Não houve citotoxicidade observada para células tratadas com 0,1% de DMSO 

(concentração final de solvente usado para dissolver a silimarina nos meios de cultura de células). 

 

5.1.2 – Avaliação da atividade antiviral global da silimarina 

 

Para avaliar se a silimarina apresentaria atividade antiviral contra o ZIKV, fez-se, em células 

Vero, um ensaio de atividade antiviral global utilizando-se o MTT, que avaliou a viabilidade das 

células após a infecção e tratamento. Como pode ser visto na Figura 12, considera-se que a 

silimarina tem potencial para desenvolvimento futuro como agente antiviral, pois seu uso resultou 

em uma redução da infecção pelo ZIKV com base na inibição no teste de MTT. As concentrações 

de 200, 100, 50 e 25 µg/mL apresentaram diferença significativa em relação ao controle viral. 

 

 
Figura 12.  Atividade antiviral global da silimarina contra o ZIKV em células Vero. Células Vero foram 
infectadas ou não com o ZIKV (moi de 1) e tratadas com a silimarina nas concentrações de 200, 100, 50, 25, 
12,5, 6,25 e 3,125 µg/mL. Após 48h avaliou-se a atividade global anti-ZIKV pelo ensaio de MTT. Resultados 
foram normalizados por meio dos seus respectivos valores de absorbância a 495nm em relação ao controle de 
célula não infectado (CC) definido como 100%. ***p≤0.001, **p≤0.01 e *p≤0.05 comparado com o controle 
viral (CV) usando one-way ANOVA e pós-teste de Tukey.  
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5.1.3 – Cálculo da CE50 e do IS 

 

O efeito anti-ZIKV da silimarina em células Vero também foi avaliado calculando-se a 

Concentração Efetiva para 50% das células (CE50) e o Índice de Seletividade (IS). Com os dados 

provenientes do ensaio antiviral foi possível obter um valor de CE50 igual a 19,26µg/mL, 

calculado pela análise de regressão linear no software Excel®, com R² superior a 0,9. Ou seja, 

na concentração de 19,26µg/mL de silimarina, 50% das células Vero são protegidas da infecção 

pelo ZIKV. Foi também possível calcular o valor de IS, uma correlação entre a CC50 e a CE50, 

sendo o mesmo igual a 12,85. 

Pela análise do resultado encontrado de CE50 para a silimarina é possível perceber que 

a concentração protetiva é bem menor do que a encontrada para CC50 (247,57 µg/mL), 

indicando que o composto apresenta sua atividade antiviral em uma concentração menor e 

segura. Com relação aos valores de IS, Mokoka e colaboradores(2013) afirmam que valores 

inferiores a 1 estão mais relacionados à citotoxicidade do composto do que a própria atividade 

antiviral do mesmo. Já Aguiar (2011) afirma que somente substâncias que apresentam IS 

superior a 10 podem ser consideradas seguras para o uso, apresentando uma janela terapêutica 

(relação entre a dose efetiva e a dose tóxica) considerada segura. 

 

5.2 – Inibição da produção de cópias do genoma viral e de vírus dependente da dose 

 

Em seguida, foi avaliada a capacidade da silimarina em reduzir a replicação do genoma viral e 

a produção de vírus, em diferentes concentrações. A Figura 13A representa a carga viral 

relativa, mostrando que houve uma redução significativa na produção de cópias do genoma 

viral em todas as concentrações testadas, com p≤0,0001. Quando avaliado a produção de 

vírus, ou seja, a quantidade de partículas viáveis produzidas (Figura 13B), foi possível 

observar um padrão similar ao encontrado na análise molecular. A concentração de 200µg/mL 

de silimarina foi capaz de inibir completamente a produção de vírus, enquanto que nas outras 

concentrações testadas (100, 50 e 25µg/mL), houve produção de vírus, mas em quantidades 

inferiores ao CV, com p≤0,0001 em todas as concentrações.  
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Figura 13. Inibição da produção de cópias do genoma viral e de vírus dependente da dose de silimarina. O 
gráfico A representa a carga viral com base na amplificação do genoma viral intracelular, analisada por qRT-
PCR. O gráfico B representa o número de partículas virais produzidas e secretadas no sobrenadante, avaliadas 
pelo teste de titulação viral. ****p≤0,0001 em comparação ao controle de vírus (CV) (teste t-Student). 

 

Um estudo mostra que os compostos derivados de silimarina, Legalon SIL 

(formulação comercial), e flavonoides estruturalmente relacionados podem inibir a atividade 

da RNA-polimerase-RNA-dependente (RdRp) do HCV em ensaios in vitro, com valores de 

CE50 na faixa de 75–100µM (AHMED-BELKACEM et al., 2010). Wagoner e colaboradores 

mostraram que durante a entrada de HCV, os vírions são localizados em vesículas contendo 

clatrina (WAGONER et al., 2010). À medida que os endossomos amadurecem em 

endossomos tardios, a interação com a clatrina cessa e o HCV segue sua multiplicação 

(POLYAK et al., 2014). Foi demonstrado que, na presença de silibinina, a dissociação de 

HCV de vesículas de clatrina não ocorre, as partículas ficam presas em endossomas precoces 

mantendo movimentos de baixa velocidade e nunca se associando aos endossomas tardios 

(WAGONER et al., 2010). Assim, a silibinina é capaz de inibir os principais passos na 

entrada do HCV dependente da clatrina nos hepatócitos. Os dados sugerem que a silibinina 

pode afetar processos celulares fundamentais que poderiam ter profunda influência sobre 

patógenos além do HCV. Esses estudos tipificam como se pode usar produtos naturais ou 

misturas contendo produtos naturais para investigar as funções celulares para elucidar os 

principais processos biológicos e seus efeitos nas interações patógeno-hospedeiro 

(WAGONER et al., 2010). 

Lani e colaboradores, utilizando células Vero, identificaram que a silimarina pode 

interferir na replicação do RNA do CHIKV, afetando o sistema de replicase viral. Nesse 



DA SILVA, T.F.  Resultados e discussão 

33 

 

estudo, foi avaliada a atividade da silimarina e da silibina em estágios pré- e pós-infecção, 

sendo encontrada uma redução no RNA viral de aproximadamente 99% quando a mesma foi 

adicionada 2hpi, com menores reduções nos demais tempos. Além disso, por meio de análise 

de proteínas por Western blot, foi possível observar uma redução dose-dependente nos níveis 

das proteínas não estruturais do CHIKV (LANI et al., 2008). Nossos resultados mostraram 

uma considerável redução nos níveis de RNA do ZIKV intracelular em células Vero tratadas 

com a silimarina, indicando que essa poderia exercer alguma atividade no processo de 

replicação do genoma do ZIKV também.  

Os próximos objetivos do trabalho buscaram elucidar em quais etapas da 

multiplicação do ZIKV a silimarina estaria atuando. Para tal, no primeiro teste, a silimarina 

foi adicionada em tempos variados pré e pós-infecção. Ainda, foi avaliada sua atividade 

virucida e sua capacidade de bloquear a adsorção e a internalização do vírus. 
 

5.3 – Avaliação da atividade antiviral da silimarina por redução das UFP 

 

Com os resultados obtidos nos itens 5.1 e 5.2 (ensaio de atividade antiviral global e de 

redução de cópias de genoma viral e de vírions dependente da dose), foi então estabelecida a 

concentração de 100µg/mL de silimarina para prosseguir com os ensaios posteriores. Apesar 

de a concentração de 200 µg/mL ter apresentado os melhores resultados, ela não foi escolhida 

por estar mais próxima da CC50 (247,57µg/mL). 

 A avaliação da redução de UFP foi realizada em placa de 6 poços contendo células 

Vero. Dois poços foram infectados com quantidades diferentes do ZIKV (100, 200 ou 400 

UFP), sendo que um deles foi tratado com 100µg/mL de silimarina (SV) e o outro usado 

como controle de vírus (CV). Após a incubação por 48h, a placa foi fixada com solução de 

formaldeído 10% e corada com solução de cristal violeta 1%. 

Como pode ser observado na Figura 14, a concentração de 100µg/mL de silimarina foi 

capaz de reduzir 100% das UFP, independente da quantidade de vírus usada no inóculo (100, 

200 ou 400 UFP), reforçando mais uma vez o potencial anti-ZIKV da silimarina. 
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Figura 14. Atividade antiviral da silimarina contra o ZIKV pelo Ensaio de Redução de Placa. Células Vero 
foram infectadas com diferentes quantidades do ZIKV: A e D foram infectadas com 100 UFP, B e E com 200 
UFP e C e F com 400 UFP. Após adsorção, nos poços A, B e C foi adicionado meio com carboximetilcelulose 
(CMC) 2% SFB. Nos poços D, E e F foi adicionado meio com CMC 2% SFB e silimarina (100µg/mL). Após 
48h realizou-se a revelação e observação das UFP. 
 

5.4 – Atividade antiviral da silimarina dependente do tempo de adição da droga 

 

Em seguida, para avaliar qual estágio do ciclo de multiplicação do ZIKV a silimarina poderia 

estar atuando, foi feito um ensaio onde a silimarina foi adicionada às células em diferentes 

momentos da infecção, sendo eles -2h (duas horas antes da infecção), 0h (simultaneamente à 

infecção), 1h (uma hora após a infecção), 2h (duas horas após a infecção), 4h (quatro horas 

após a infecção) e 6h (seis horas após a infecção). Ao final de 24h, contando a partir do 

momento da infecção, o sobrenadante foi titulado e o título de vírus determinado. 

 Como mostra a Figura 15, houve uma redução no título de vírus em todos os tempos 

de adição da substância (p≤0,001), com um destaque para o tempo -2h (tratamento 2h antes da 

infecção), o qual foi o único tempo com diferença significativa em relação aos demais. Uma 

maior redução quando a substância é adicionada antes da infecção pode indicar uma atividade 

nas etapas de adsorção viral e de internalização, bem como uma possível atividade virucida, 
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do mesmo modo que uma redução nos tempos de adição pós-infecção pode indicar uma 

atividade intracelular da silimarina.  

 

 
Figura 15. Atividade antiviral da silimarina tempo-dependente. Células Vero foram tratadas com 100 µg/mL 
de silimarina nos tempos indicados e infectadas com ZIKV numa moi de 1 (tempo 0). Ao final de 24h, contando 
a partir do momento da infecção, o sobrenadante foi titulado e o título de vírus determinado. ***p≤0,001 em 
comparação ao controle viral (teste t-Student). # representa diferença entre o tempo -2h e os demais (*p≤0,05 – 
teste One-Way Anova).  
 

Assim como ocorreu com a silimarina nesse estudo, em um estudo utilizando a 

curcumina contra o ZIKV foi observado um decréscimo de produção de vírus em todos os 

tempos nos quais a substância foi testada, pré e pós-infecção em células HeLa (MOUNCE et 

al., 2017). A apresentação de atividade mesmo quando a substância é adicionada após a 

infecção pode estar relacionada à duração do experimento, visto que no período de 24h (este 

estudo) ou 48h (MOUNCE et al., 2017), vários ciclos de multiplicação viral ocorreram 

podendo a substância agir nas partículas virais liberadas. Outra proposta para explicar o fato 

seria uma possível ação da substância no processo de replicação do RNA viral ou expressão 

das proteínas virais (MOUNCE et al., 2017). É preciso considerar que a capacidade do vírus 

de se ligar a um receptor, entrar na célula e replicar o seu material genético é um processo 

muito complexo e que oferece uma gama de oportunidades para o desenvolvimento de 
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estratégias antivirais. Com base nesses resultados foram então realizados testes para avaliar a 

atividade da silimarina em cada uma dessas etapas, incluindo o teste de atividade virucida, 

inibição de adsorção e internalização. 

 

 

5.5 – Avaliação da atividade virucida, inibição da adsorção e internalização viral 

 

Como é possível observar na Figura 16, em todos os 3 testes foram observadas reduções 

significativas no titulo de vírus, com uma redução de até 1,5 unidades logarítmicas em 

comparação ao controle viral. Ou seja, a silimarina apresentou atividade virucida contra o 

ZIKV, bem como foi capaz de inibir as etapas de adsorção e penetração do vírus na célula.  

 

 
Figura 16. Silimarina é capaz de reduzir a produção viral agindo como virucida e atuando nas etapas de 
adsorção e internalização. ***p≤0,001 em comparação ao controle viral (teste t-Student). 
 

No estudo realizado por Wagoner e colaboradores (2011) com o HCV e a silimarina, 

resultados semelhantes foram obtidos com relação à inibição do processo de adsorção e de 

internalização, utilizando células Huh-7.5 pré-tratadas por 1h com 40, 80 e 160µM de 
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silimarina e incubadas por 72h. Quando a silimarina estava presente apenas durante a ligação 

do vírus, houve pouco efeito na replicação do HCV. No entanto, quando a silimarina foi 

adicionada às células imediatamente após a ligação e durante as outras etapas da infecção, a 

expressão de proteínas do HCV diminuiu. A silimarina inibiu a entrada do HCV em 80% a 

10µM, enquanto 20µM levaram a uma redução de 90% na fusão. Os dados sugerem que a 

silimarina não afeta a ligação, mas inibe a entrada do HCV no estágio de fusão (WAGONER 

et al., 2010). 

Polyak e colaboradores mostraram também que a silibinina (uma mistura de silibina A 

e silibina B; 1:1) é capaz de inibir a dissociação da malha de clatrina que envolve o 

endossoma primário contendo o HCV, assim o vírus fica preso dentro da vesícula já que perde 

a capacidade de se fundir ao endossoma secundário e não há o declínio do pH necessário para 

a liberação do genoma viral no citoplasma (POLYAK et al., 2014). 

Desde que o HCV também é um flavivírus e baseado no fato de muitos flavivírus são 

internalizados por mediação das clatrinas (SMIT et al., 2011), é possível propor que o mesmo 

ocorra com o ZIKV, o que poderia explicar à menor produção de vírus encontrada nos ensaios 

envolvendo a silimarina e seus efeitos nas etapas de adsorção, internalização e na análise 

tempo-depende, especialmente o resultado referente ao tratamento pré-infecção. 

Até o momento não há na literatura nenhum estudo, in vitro, in vivo ou in silico, que 

relacione a silimarina ou qualquer um de seus componentes com o ZIKV. Um estudo in silico 

realizado com o DENV mostrou que a silimarina, dentre um total de 2750 substâncias 

extraídas de plantas, apresentou a maior afinidade com a proteína não estrutural NS4B do 

vírus (QADDIR et al., 2017). Desde que DENV e ZIKV pertencem à mesma família 

(Flaviviridae) e gênero (Flavivirus), pode-se supor que também haja uma atividade da 

silimarina na proteína não estrutural NS4B do ZIKV. Como mencionado anteriormente, a 

proteína NS4B não tem uma função sozinha, mas ela se associa com a proteína NS3 tornando-

se essencial no processo de replicação (NEUFELDT et al., 2018).  

Camini e colaboradores, eu seu trabalho apresentando a atividade da silimarina na 

concentração de 25µg/mL contra o MAYV em células HepG2, mostrou também que a 

silimarina, além de possuir atividade antiviral, foi capaz de reduzir significativamente os 

níveis de ERO nas células infectadas, protegendo as células do dano oxidativo (CAMINI et 

al., 2018). Outro estudo realizado por nosso grupo de pesquisa sugere que o ZIKV também 

seja capaz de causar um desequilíbrio na homeostase redox da célula de modo que a atividade 

antioxidante da silimarina seria desfavorável ao vírus (Dados não publicados). No entanto, 



DA SILVA, T.F.  Resultados e discussão 

38 

 

mais estudos envolvendo o equilíbrio redox, a silimarina e o ZIKV deverão ser feitos para 

elucidar a correlação entre efeito antiviral e antioxidante da silimarina.  
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6 – CONCLUSÃO 

 
Com esse trabalho é possível concluir que a silimarina apresenta atividade antiviral in vitro 

contra o ZIKV, em células Vero, agindo principalmente em etapas anteriores à replicação do 

genoma viral. Uma redução na quantidade de vírus observada em todos os testes realizados 

indica que a silimarina possa atuar em diferentes etapas do ciclo de multiplicação viral, e 

também na própria célula, impedindo de algum modo que a produção de novos vírus ocorra. 

Desse modo, a silimarina se apresenta como uma substância potencial para o tratamento de 

infecções pelo ZIKV. No entanto, mais estudos relacionados à atividade da silimarina nas 

etapas de replicação do genoma viral e de estudos envolvendo análise de bloqueio de vias 

metabólicas essenciais, bem como sua capacidade de restaurar o equilíbrio redox celular, 

devem ser realizados para consolidar a silimarina como tratamento efetivo para a infecção. 

Perspectivas futuras ainda abrangem levar o tratamento para testes in vivo buscando entender 

melhor como a silimarina age e qual é sua real eficácia frente a um organismo complexo, 

avaliando vias de administração, dosagens e tempos de tratamento para se obter um perfil 

mais preciso da atividade antiviral. É preciso ainda lembrar que a silimarina, enquanto 

substância natural, possui uma menor propensão de gerar efeitos adversos ao organismo, além 

de que suas demais atividades biológicas já consolidadas, como antioxidante, anti-

inflamatória, anticancerígena, neuro e hepatoprotetora podem trazer uma série de benefícios a 

mais ao individuo fazendo uso do tratamento.  
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