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AVELAR, Camila ribeiro de. Efeito da silimarina sobre indicadores bioquimicos em
pacientes portadores de Doenga Hepatica: revisao sistematica com metanalise. 81f.
2016. Dissertacao (Mestrado) — Escola de Nutricdo, Universidade Federal da Bahia,
Salvador, 2016.

RESUMO

A silimarina € um conjunto de flavolignanas, presente na planta Silybum marianum,
usada ha muitos anos em desordens hepaticas, por ser considerada
hepatoprotetora. Isso se deve ao seu potencial terapéutico devido a propriedades
antioxidante, anti-inflamatoria e imunomoduladora. Apresenta também efeito redutor
de indicadores bioquimicos, como transaminases e ferritina, as quais estao
associadas a danos e progressao de doencas hepaticas. Assim, revisar seus efeitos,
avaliando a qualidade das evidéncias cientificas sobre este fitoterapico em
portadores de doencas hepéticas se mostra importante para esclarecer seus reais
beneficios. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da silimarina sobre os niveis
séricos de Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST) e
Gama glutamil transpeptidase (yGT) em pacientes portadores de doenca hepética.
Trata-se de uma revisdo sistematica com metanalise de ensaios clinicos
randomizados e controlados que avaliaram o efeito da silimarina em pacientes
portadores de doencas hepaticas, publicados até 31 de janeiro de 2016. Esse estudo
foi realizado com base nas disposi¢cOes do Peferred Reposting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses:The PRISMA Statement. Também avaliou-se a
qualidade metodolégica dos estudos selecionados. E como resultado, foi elaborado
um artigo considerando todas as variaveis avaliadas, como niveis de ALT, AST e
yGT apos uso de silimarina, avaliacdo desses indicadores de acordo com tempo de
intervencao e composicdo do produto oferecido (silimarina isolada ou associada a
nutrientes) e investigacao da qualidade metodoldgica dos estudos. Concluiu-se que
0 uso da silimarina parece exercer efeito positivo na reducédo de ALT e AST, sem
apresentar impacto nos niveis de yGT, porém os resultados observados nao
apresentaram relevéncia clinica. Observou-se ainda alto grau de heterogeneidade e
baixa qualidade metodoldgica, sugerindo a necessidade da elaboracdo de estudos
com desenhos metodolégicoas mais adequados.

Palavras-chaves: Silimarina, Silybum marianum, Doenca Hepética, Doenca Hepética

Gordurosa Nao-alcodlica, Metanalise.



AVELAR, Camila ribeiro de. Effects of silymarin on biochemical indicators in patients
with liver disease: systematic review with meta-analysis. 81pp. 2016. Master
Dissertation — Escola de Nutricdo, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2016.

ABSTRACT

Silymarin is a group of flavonoid present in the Silybum marianum plant, used for
many years in liver disorders, because it is hepatoprotective. This is due to their
therapeutic potential due to the antioxidant, anti-infammatory and
immunomodulatory properties. It also has a reducing effect of biochemical indicators,
such as transaminases and ferritin, which are associated with damage and
progression of liver disease. Thus, to review its effects, evaluating the quality of the
scientific evidence about this herbal medicine in patients with liver diseases is
important to clarify its real benefits. The objective of this work was to evaluate the
effect of silymarin on the serum levels of Alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), and Gamma glutamyl transpeptidase (yGT) in patientes with
liver disease. This is a systematic review with a meta-analysis of randomized
controlled trials that evaluated the effect of silymarin in patients with liver disease,
published by January 31th, 2016. This study was based on the provisions of Peferred
Reposting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses: The PRISMA
Statement. The methological quality of the selected studies was also evaluated. As
a result, an article was prepared considering all variables evaluated, such as ALT,
AST and yGT levels after the use of silymarin, evaluation of these indicators according
to intervention time and composition of the product offered (isolated silymarin or
associated with nutrients) and investigation of the methodological quality of the
studies. It was concluded that the use of silymarin seems to exert a positive effect on
the reduction of ALT and AST and, without affecting the yGT levels, but the results
observed were not clinically relevant. There was also a high degree of heterogeneity
and low methodological quality of the studies, suggesting the need to elaborate
studies with more adequate methodological designs.

Keywords: Silymarin, Silybum marianum, Liver diseases, Non-Alcoholic Fatty Liver

Disease, Meta-analysis.
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APRESENTACAO

O objetivo desta dissertacdo foi realizar uma revisdo sistematica com
metandlise de ensaios clinicos aleatorizados e controlados que avaliaram o efeito da
silimarina sobre os niveis séricos de Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato
aminotransferase (AST) e Gama glutamil transpeptidase (yGT) de pacientes

portadores de Doenca Hepatica.

Estudos tem demonstrado efeito benéfico da silimarina em pacientes com
doencas hepaticas e discutido seu potencial como coadjuvante no tratamento dessas
enfermidades. Resultados clinicos favoraveis como melhora dos indicadores
bioguimicos, reducao da inflamacéo e melhora do perfil hepatico foram observados
em ensaios clinicos nos pacientes tratados com silimarina. Apesar de alguns estudos
demonstrarem resultados positivos, outros ndo relataram significAncia estatistica na

melhora de indicadores bioquimicos e perfil hepatico.

Assim, a realizacdo de trabalho que revise sistematicamente e realize uma
metanalise pode auxiliar a esclarecer os reais efeitos da silimarina, bem como se a
sua utilizagdo pode ser considerada como coadjuvante no tratamento de pacientes
portadores de doencas hepaticas. Portanto, esta dissertacdo engloba o projeto
contendo a revisao de literatura sobre o tema estudado e o artigo que foi produzido,
intitulado “Efeito da silimarina sobre indicadores bioquimicos em pacientes

portadores de doenca hepatica: revisdo sistematica com metanalise.”
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PARTE 1. PROJETO DE DISSERTACAO

1. INTRODUCAO

Doenca crbnica do figado € umas das principais causas de morbidade e
mortalidade no mundo, sendo as infecgbes virais, como hepatite C, obesidade e
inflamacéo os fatores etioldgicos mais importantes (GRAVITZ, 2011; LAZO et al,
2011; CHARK et al, 2011).

Por ser considerada hepatoprotetora, Silybum marianum é uma das plantas
mais utilizadas como coadjuvante no tratamento de doencas hepaticas, e tem sido
bastante usada em pacientes portadores de cirrose, hepatites crénicas e doenca
hepatica associada ao consumo de alcool e exposicdo a toxinas ambientais.
Atualmente, € uma das ervas medicinais mais estudadas em Doenca Hepética
Gordurosa Nao Alcoodlica (DHGNA) e esteatohepatite ndo-alcodlica (NASH) e tem se
mostrado segura, bem tolerada, com limitados efeitos adversos também para esse
grupo de pacientes (RAINONE, 2005; SALLER et al., 2008; MILOSEVIC et al., 2014).

A silimarina é um flavonoide extraido da planta Silybum marianum, composta
por aproximadamente 50% de silibinina, que é considerada o componente mais
biologicamente ativo da silimarina (AHRQ, 2000; SCHRIEBER et al., 2011).

Estudos in vitro indicam que a silimarina atua principalmente como
antioxidante, reduzindo a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e
peroxidacdo lipidica, aumentando as concentracdes enddgenas de enzimas
antioxidantes como glutationa peroxidase, glutationa redutase, superéxido
dismutase e catalase (FEHER et al.,, 1988; PRADHAN, GIRISH, 2006;
ABEVANOLLI, 2011). Exerce efeito anti-inflamatorio significativo, principalmente pela
interacdo com proteinas kinases e reducdo da expressdo (downregulation) da
cicloxigenase 2, além da inibicho de fator nuclear Kappa B (NFkB) e
consequentemente, efeito anti-inflamatério no parénquima hepatico (ABENAVOLI et
al., 2010). Atua também como imunomodulador e agente antifibrético, devido a
reducado da ativacdo ou inducdo de apoptose das células estreladas (células de Ito)
ou aumentando a degradacéao dos depositos de colageno no parénquima hepatico
(LOGUERCIO et al., 2007; SALAMONE et al., 2012). Além disso, € considerado um

agente bloqueador de toxinas, pois possui a capacidade de se ligar a receptores
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presentes nas membranas dos hepatécitos inibindo a ligacdo de agentes nocivos
nesses sitios (TUCHWEBER et al., 1979; FAULSTICH et al., 1980).

Ensaios clinicos demonstraram que a silimarina também pode melhorar o
metabolismo de glicose e lipideos, reduzindo resisténcia a insulina (RI) e risco
cardiovascular, além de melhorar niveis de Alanina aminotransferase (ALT) e
Aspartato aminotransferase (AST) (VELUSSI et al., 1997; LOGUERCIO et al., 2007;
HAJAGHAMOHAMMADI, ZIAEE, RAFLEI, 2008; WANG et al., 2012; SOLHI et al.
2014).

A farmacocinética da silimarina pode ocorrer de forma diferente a depender
da padronizacdo dos principios ativos, do tipo da doenca hepética e consequente
capacidade de metabolizacéo do figado, o que pode exercer importante efeito na sua
eficacia em diferentes popula¢cbes (SCHRIEBER et al., 2008).

Em estudo de intervencdo Palasciano et al. (1994) demonstraram que a
silimarina pode minimizar lesdo hepatica induzida por drogas psicotropicas
reduzindo danos de lipoperoxidacdo hepética, comum no tratamento com essas
drogas. Ensaio clinico realizado por Luangchosiri et al. (2015) também demonstrou
que a silimarina pode diminuir a incidéncia de lesdo hepética induzida por drogas
anti-tuberculose, tendo, portanto, efeito protetor.

Diversos estudos clinicos tém evidenciado o potencial terapéutico da
silimarina em pacientes portadores de diferentes doencas hepaticas por meio de
achados histoldgicos e laboratoriais (BARES et al., 2008; HAJAGHAMOHAMMADI,
ZIAEE, RAFLEI, 2008; HASHEMI, HAJIANI, SARDABI, 2009; HUTCHINSON,
BOMFORD, GEISSLER, 2012; CACCIAPUOQTI et al., 2013; MILOSEVIC et al., 2014;
SOLHI et al., 2014), apesar de alguns trabalhos que avaliaram o efeito da silimarina
apresentarem resultados nao significantes (GORDON et al., 2006; FRIED et al.,
2012). Entretanto, é importante salientar que os estudos utilizaram diferentes
concentracdes de silimarina e formulacdes diversas, o que dificultou uma analise
comparativa dos trabalhos por falta de padronizacdo do principio ativo, além de
desenhos metodoldgicos questionaveis. Dessa forma, revisar sistematicamente
esses estudos torna-se uma ferramenta relevante para avaliar os reais beneficios da
silimarina, que é comumente prescrita e utilizada na pratica clinica de muitos

profissionais de saude.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doencas Hepaticas

As doencas hepéticas mais frenquentes sao de natureza inflamatéria e em
geral designadas como hepatites, que podem ser agudas ou cronicas. As hepatites
agudas e crbnicas possuem etiologias e caracteristicas morfologicas variadas. As
causas mais comuns de doencas inflamatorias cronicas do figado sao as infec¢des
virais (virus da hepatite B e C), doencgas autoimunes, doenca alcodlica do figado e
DHGNA. Outras doencas também cursam com inflamacéo como doencas biliares
cronicas, doencas metabdlicas hereditarias e agressdes hepaticas por substancias
hepatotoxicas (FREITAS; FREITAS, 2014)

Estudo realizado no México por Méndez-Sanches et al. (2005) estimou
aproximadamente dois milhdes de casos de doencas hepaticas crbnicas para o ano
de 2050. Estima-se que, no mundo, cerca de 325 milhGes de individuos estejam
infectados cronicamente pelo virus da hepatite B, aproximadamente 2 a 3% sejam
portadores do virus da hepatite C (130-170 milhdes de pessoas) e que 20 a 30% da
populacdo adulta esteja afetada por DHGNA (SOUTO, 1999; LAUER, WALKER,
2001; VEENA et al., 2014).

As doencas hepdticas crénicas resultam em grande impacto no estado
nutricional, independentemente de sua etiologia, o0 que pode influenciar
negativamente o progndstico dos portadores dessas patologias (MCCULLOUGH,
2006; PLAUTH et al., 2006). A avaliacdo e o tratamento nutricional compdem uma
etapa fundamental no tratamento clinico desses pacientes, bem como nha
minimizacdo e/ou no adiamento da sintomatologia comum nessas doencas (RORIZ
et al., 2014).

2.2 Silimarina

Silimarina € uma mistura complexa de flavonolignanas extraida da planta
Silybum marianum (L.) Gaertn popularmente conhecida como Cardo mariano, e
mundialmente como Milk Thistle, pertencente a familia das
Asteraceae/Compositaceae. Os principais componentes da silimarina sdo as

flavonolignanas isdmeras silibina A e B (juntas conhecidas como silibinina),
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isosilibina A e B, silicristina, silidianina e outro flavondéide precursor, taxifolina. A
silibinina foi descoberta como o primeiro membro de uma familia das flavonolignanas
em 1959, sendo considerado o ativo primario e predominante da silimarina
(BIEDERMAN et al., 2014).

De forma geral, extratos padronizados com silimarina contém
aproximadamente 65 a 80% de flavonolignanas e 20 a 35% de acidos graxos e
compostos fendlicos com uma variedade de efeitos regulatérios metabdlicos
(COMELLI et al., 2007). Silybum marianum € uma planta, cujos frutos e sementes,
tém sido usados como “remédio” hd mais de 2000 anos no tratamento de desordens
do figado e faz parte da Medicina Tradicional Chinesa. Encontrada na Europa,
Estados Unidos, América do Sul e Asia. Tradicionalmente, as folhas tém sido usadas
em saladas e o fruto torrado utilizado como substituto do café (POLYAK, FERENCI,
PAWLOTSKY, 2013).

2.2.1 Absorcao e Metabolismo

De forma geral, a silimarina possui baixa biodisponibilidade intestinal (WU et
al, 2007). A biodisponibilidade da silibinina, maior componente da silimarina, parece
depender de fatores como presenca de substéncias associadas com capacidade
solubilizante como flavondides, derivados fendlicos, aminoéacidos, tocoferois,
gorduras e da sua prépria concentracdo na preparacao (VOINOVICH et al., 2009).
Sua absorcédo é aumentada quando esta na forma complexada com fosfolipideos, a
qual é encontrada na maioria dos produtos padronizados, comercialmente
disponiveis (MASTRON et al., 2015).

Estudos sobre farmacocinética relatam que apos ingestao oral de extratos
padronizados de Silybum marianum, as flavonolignanas sdo absorvidas e
eliminadas, com meia vida para a silibinina de 6 horas, sendo rapidamente
metabolizada no figado por enzimas de fase Il, que utilizam a conjuga¢cdo como via
de biotransformacéo (FLORY et al., 1980; BARZAGHI et al., 1990). Dessa forma,
niveis plasmaticos podem alcancar concentracdo maxima aproximadamente de 1 a
2 horas com estimativa de meia vida de 4 a 6 horas. Estudo experimental observou
gue apos consumo oral de silibinina houve aumento significante da atividade da
glutationa S-transferase e quinona redutase no figado, pulmao, estdbmago, pele e
intestino, sendo dose e tempo dependentes (ZHAO & AGARWAL, 1999).
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A silibinina € encontrada na circulagéo principalmente na forma conjugada,
mas hé relatos de que em individuos saudaveis, 10 a 17% pode esta na forma livre
nao-conjugada no plasma (WEYHENMEYER, MASCHER, BIRKMAYER, 1992;
CALANI et al., 2012). Aproximadamente 20% a 40% da silimarina é conjugada e
excretada pela bile, 3 a 8% excretada na urina e o que nao foi absorvido excretado
por meio das fezes (SALLER et al., 2008).

2.2.2 Mecanismos de acao

Acéo antioxidante

Estudo farmacoldgico relata que a silimarina pode contribuir para as defesas
antioxidantes por varias vias. E capaz de neutralizar ou remover uma gama de
radicais livres de forma direta (FU et al., 2009). Estudos em animais demonstraram
que a silimarina inibiu a producao de radicais livres, de forma dose dependente, em
células de Kupffer isoladas de ratos (DEHMLOW, ERHARD, GROOT, 1996;
DEHMLOW, MURAWSKI, GROOT, 1996).

Trabalhos experimentais evidenciaram que esse composto também é capaz
de prevenir a formacado de espécies reativas de oxigénio, pela inibicdo de enzimas
responsaveis por essa producdo nas mitocbndrias ou pela manutencdo da
integridade da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, em condi¢cdes de
stress. Estes efeitos poderiam evitar disfun¢cdes mitocondriais, uma vez que 0s
radicais livres induzem modificacBes protéicas, peroxidacao lipidica e dano ao DNA
mitocondrial (DETAILLE et al., 2008; SEKINE & ICHIJO, 2015). Em estudo com ratos
submetidos a isquemia/reperfusdo, a silimarina foi capaz de prevenir mudancas
mitocondriais ocorridas durante esse processo, inibindo, portanto, lesdo celular
(ROLO et al., 2003).

Outros estudos experimentais observaram inibicdo da peroxidacao lipidica
(KOKSAL et al., 2009) e aumento das concentracdes enddgenas de enzimas com
efeito antioxidante como glutationa redutase, glutationa peroxidase, superoxido
dismutase e catalase (FEHER et al., 1988; MURIEL & MOURELLE, 2006; PRADHAN
& GIRISH, 2006). Além da participacdo da silimarina na manutengcéo de um status

redox adequado por estimular a sintese dessas enzimas (PERVAIZ, 2006) e também
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de antioxidantes ndo enzimaticos modulando via de fatores de transcrigdo como
NFkB (fator nuclear Kappa B) e Nrf2 (Fator nuclear eritréide 2).

A via Nrf2 resulta no aumento da expressdo de genes que codificam
moléculas citoprotetoras, como as sirtuinas, que participam de uma classe de
proteinas com importante agdo na sobrevivéncia das células. As sirtuinas estéo
envolvidas no aumento da regulacdo (upregulation) de sistemas de defesas
antioxidantes (WU, WU, WEI, 2014). Além disso, também aumentam a expressao de
genes codificadores de enzimas de detoxificacdo de fase Il e suas vias de
conjugacdo do processo de biotransformacdo hepéatica e realiza aumento
(upregulation) na reparacéo e degradacao de moléculas danificadas durante o stress
oxidativo (LUSHCHAK, 2011). Estudo em modelos experimentais de esteatohepatite
nao-alcodlica observou aumento da translocacdo nuclear de Nrf2 e consequente
protecdo contra estresse oxidativo nos animais alimentados com silimarina (KIM et
al., 2012). A via NFkB induz fatores de transcricdo associados a regulacéo de varios
processos celulares, incluindo inflamacédo e estresse oxidativo e a similarina parece
inibir a expressao de genes regulados por essa via que estdo associados a aumento
da inflamagéao e estresse oxidativo (RAMASAMY, AGARWAL, 2008).

Acdao anti-inflamatéria, hepatoprotetora e imunomoduladora

A silimarina também parece exercer atividade anti-inflamatoria,
imunomoduladora e hepatoprotetora por diversas vias. A atividade anti-inflamatéria
de compostos fendlicos tem sido demonstrada em estudos in vitro e in vivo (MANNA
et al., 1999; GHARAGOZLOO et al., 2010; GIORGI et al., 2012; KIM et al., 2013).
Os polifendis, inclusive a silimarina, podem afetar a inflamacgéo, principalmente,
como moduladores de vias de sinalizacao redox inflamatéria (GUPTA et al., 2014).

Compostos fenadlicos possuem atividade anti-inflamatoria pela modulagéo da
expressdo de genes proé-inflamatérios, como cicloxigenases, lipoxigenases, 6xido
nitrico sintase e de citocinas proé-inflamatérias como TNF-a (Fator de necrose
tumoral a) e IL-1 (Interleucina 1) (STEVENSON & HURST, 2007). A silimarina é
considerada um potente inibidor da ativacéo do fator de transcricdo nuclear NFkB
(KIM et al., 2013). Estudo in vitro com células humanas demonstrou inibicdo de
TNF-a mediado pelo NFkB em dose dependente de silimarina (MANNA et al.,

1999). Outros trabalhos experimentais sugerem que ela é capaz de inibir a
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expressao de citocinas inflamatérias como TNF-a, leucotrienos B4, moléculas de
adesdo, como as E-selectinas, moléculas transmembrana expressas na superficie
de leucdcitos envolvidos com padrao inflamatério (DEHMLOW, ERHARD, GROOT,
1996; KANG et al., 2003; ABENAVOLI et al., 2010).

Segundo estudo in vitro, a silimarina também atua na inativacao intra-hepatica
do fator de transcrigdo nuclear NFkB, maior mecanismo de sua atividade
hepatoprotetora, pois previne subsequentes sintese de citocinas inflamatérias
como TNF, IFN-y (Interferon Gama), IL-2 (Interleucina 2), IL-4 (Interleucina 4),
quimiocinas, leucotrienos B4 e oOxido nitrico sintetase induzivel (iNOS) e
consequente processo inflamatério no parénquima hepéatico (DEHMLOW,
MURAWSKI, GROOT, 1996). O efeito hepatoprotetor da silimarina parece ser ainda
mais amplo. Ha diversos relatos de atividade antifibrética, devido a reducéo da
formacao de colageno intra-hepatico e retardo da ativacdo de células hepaticas
estreladas, envolvidas no processo de fibrogénese, além de promover regeneracao
dos hepatdcitos, como demonstrado em estudos experimentais (MOURELLE et al.,
1989; BOIGK et al., 1997; JIA et al., 2001; LIEBER et al., 2003).

Acredita-se que a silimarina estabiliza as membranas celulares, evitando a
entrada de substancias quimicas téxicas nas células, reduzindo o dano
hepatocelular induzida por drogas; e estimula a sintese e atividade de enzimas
responsaveis pelo processo de biotransformacdo hepatica, como glutationa S-
transferase (MATEEN, RAINA, AGARWAL, 2013). Estudo observou que em
estresse oxidativo induzido por etanol, a silimarina também parece proteger o
figado, devido a reducdo dos niveis de ALT e AST, aumento da atividade de
superéxido dismutase e glutationa S-peroxidase, além da reducdo de
malonildialdeido no figado dos animais (ZHANG et al., 2013).

Além de modular expressado génica de moléculas e sinalizacao de células do
sistema imune envolvidas com processo inflamatério, como ja discutido, supde-se
que a silimarina também pode exercer imunomodulacdo devido a sua passagem
intestinal. Polifendis, como a silimarina, sdo extensamente metabolizados pelas
bactérias do intestino em diversos produtos finais, o que poderia afetar a ecologia de
batérias simbioticas podendo alterar a fisiologia do hospedeiro, melhorando a saude
gastrointestinal e modulando o equilibrio da microbiota (MOCO, MARTIN, REZZI,

2012). Provavelmente ha uma modulacdo da microbiota pelo estimulo a proliferagéo
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de lactobacillus e bifidobactérias, o que teria importante efeito papel imunomodulador
(SURAI, 2015).

Acdao antineoplasica

Nas ultimas duas décadas, estudos in vitro, in vivo e ensaios clinicos tém sido
publicados relatando potencial efeito antineoplasico da silimarina devido a inibicéo
dos processos de proliferacdo celular, inflamacéo, angiogénese, metabolismo de
células neoplasicas e estimulo a apoptose (ZI, MUKHTAR, AGARWAL, 1997;
VARGUESE et al., 2005; RAMAKRISHNAN et al., 2006; RAMAKRISHNAN et al.,
2007; RAMAKRISHNAN et al., 2009; EL-KAMARY et al., 2009; HAWKE et al., 2010).
A silibinina pode ativar pontos de controle celular, alterando a interacdo entre
quinases dependentes de ciclinas (CDKSs) e as inibidoras das quinase dependentes
de ciclinas (CDKIs). Acredita-se que a silibinina seja capaz de diminuir os niveis de
CDKs, que induzem progresséao do ciclo celular e ativar CDKIs, inibindo, portanto, a
proliferagao celular (ZI & AGARWAL, 1999; DEEP etal., 2006; MATEEN et al., 2010).

Existem evidéncias que a silimarina possui notavel potencial antiangiogénico,
por inibir fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), seus receptores e enzima
INOS (SINGH et al., 2005; SINGH et al., 2006; RAINA et al., 2008). Influencia
diversas vias de sinalizacdo celular e moléculas incluindo proteinas quinases
ativadas por mitdgenos (MAPKS), proteina ativadora 1 (AP1), fator indutor de hipdxia
1 a (HIF-1a), STATs (Signal transducer and activator of transcriptions), PI3K/Akt
(fosfatidilinositol 3-quinase/proteina quinase), B- catenina, IGF-IGFBP3 (Insulin-like
growth fator-binding protein 3), NFKB, cicloxigenases-2 e outras vias associadas a
processos neoplasicos (SINGH et al., 2004; SINGH et al., 2006; JUNG et al., 2009;
SINGH et al., 2009; LI et al., 2010; RAJAMANICKAM et al., 2010).

Outra hipotese é que o potencial antineoplasico da silimarina também pode
ser explicado pela sua capacidade de inibir a via do mTOR (mammalian Target of
Rapamycin), associada a proliferacdo celular, por duas vias, suprimindo a funcéo
mitocondrial pela ativagdo de AMPK (AMP-activated protein kinase) para inibir mTOR
ou induzir diretamente a ativagdo do complexo DDIT4/Reddl (DNA-damage-
inducible transcript 4 protein/ DNA damage responses 1), e desta forma suprimindo
aviado mTOR (LI et al., 2010; LOVELACE et al., 2015).
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Supde-se que a silimarina possa aumentar os niveis citosolicos de citocromo
C mitocondrial que esta associado a upregulation da expressédo de proteinas pro-
apoptoéticas como p53, Bax, proteinas ativadoras do fator 1 e caspase 3 e
downregulation da expressdo de proteinas anti-apoptoticas, Bcl-2 (Célula B de
linfoma 2) e proteinas associadas a proliferacdo celular, como CDK1 (Proteina
quinase dependente de ciclina 1), protooncogene c-Myc e [-catenina
(RAMAKRISHNAN et al., 2009).

Os principais mecanismos de acdo da silimarina citados nesta revisao estao

resumidos da figura 1.
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Figura 1: Possiveis mecanismos de acdo da silimarina. O efeito inibitério da
silimarina na expressao e/ou ativa¢ao do receptor que sinaliza varias vias e cascatas
subsequentes associadas a inflamacéo, estresse oxidativo e céancer (PIK3/Akt,
NFkB, STATs, MAPKSs), além de inibir -catenina, relacionada a proliferacéo celular

7z

e cancer. A silimarina € capaz de aumentar expressdo de Nrf2, associado ao
aumento de enzimas hepaticas de fase Il, sirtuinas e enzimas antioxidantes,
reduzindo producao de radicais livres e estresse oxidativo. Aumenta expresséo de

Bax nas mitocondrias e caspases 3, induzindo apoptose.
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2.3 Seguranca da administracao via oral

E possivel encontrar suplementos a base de silimarina em diferentes
dosagens e formas quimicas. Estudos clinicos relatam uso de doses que variam de
210mg a 1200mg ao dia, sendo que a dose mais utilizada é de aproximadamente
420mg ao dia (JACOBS et al., 2002) considerada segura e bem tolerada. Além disso,
nao foram encontrados relatos de morte ou eventos adversos graves nos estudos.

A incidéncia de eventos adversos € considerada baixa. Um estudo que revisou
sistematicamente ensaios clinicos com individuos que ingeriram siliamrina referiu
incidéncia de aproximadamente 1%, tendo o efeito laxativo como sintoma mais
comumente observado quando em uso de doses acima de 1500mg ao dia (SALLER
et al., 2008). H4 relatos de nauseas, desconforto epigastrico e urticaria, embora em
outros estudos esses sintomas também tenham sido observados no grupo controle
nao tendo portanto, relacdo com a ingestdo de silimarina (PARES et al., 1998;
ADRAC, 1999). Em animais, a silimarina parece exercer efeito laxativo quando
administrada em altas doses, mas alguns pesquisadores acreditam que esse efeito
pode ocorrer apenas durante os dias de consumo, nao sendo mantido
posteriormente, e pode ser devido ao grande efeito estimulador do figado e vesicula
(BAHMANI, ZARGARAN, RAFIEIAN-KOPAEI, 2014).

Alguns tipos de reacdes alérgicas podem acontecer em individuos sensiveis
aos componentes naturais do Silybum marianum. Ha relato na literatura de um caso
de anafilaxia em paciente com alergia determinada anteriormente a Kiwi (ADRAC,
1999).

Supbe-se que a silimarina possa interagir de forma positiva com outras
medicacfes, reduzindo por exemplo, a demanda de insulina, em pacientes
diabéticos com cirrose (VELUSSI et al.,, 1997) ou reduzindo efeitos adversos
causados por alcool e medicamentos como quimioterapicos, estatinas, drogas
psicotropicas, acetaminofeno, ciclosporina (PALASCIANO et al.,1994; MATEEN,
RAINA, AGARWAL, 2013; ZHANG et al., 2013; LUANGCHOSIRI et al., 2015).

Ensaio clinico que avaliou efeito da silimarina nos sinais, sintomas e
marcadores laboratoriais de pacientes com hepatite aguda independente da etiologia
observou boa tolerancia desses individuos, devido a auséncia de efeitos adversos,
além da melhora de sintomas e biomarcadores analisados (EL-KAMARY et al.,

2009). Desta forma, o uso via oral da siliamarina pode ser considerado bem tolerado
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e caracterizado por um excelente perfil de seguranca para diferentes grupos de
pacientes (PARES et al., 1998).

2.4Silimarina nas Doencas Hepaticas

Considerando as propriedades antioxidante, anti-inflamatoéria e mecanismos
de acado da silimarina discutidos, é possivel entender seu potencial beneficio nas
diversas desordens hepéticas. Por isso, Silybum marianum é uma das plantas mais
estudadas para portadores dessas doencas. Estudos experimentais (CAMPOS et
al., 1989; ALTHAGAFY et al., 2013; BLAISING et al., 2013) e clinicos (VELUSSI et
al., 1997; POST-WHITE, LADAS, KELLY, 2007; PAR, ROTH, 2009; HAWKE et al.,
2010; BEINHARDT et al., 2011) confirmam atividade farmacoldgica da silimarina e
seus beneficios para pacientes com doenca hepatica. Existem relatos de beneficios
do uso da silimarina em casos de lesdo hepética induzida por drogas como
acetaminofeno, tetracloreto de carbono, fenilidrazina e até por radiacdo, ha,
demonstrando a importancia deste fitoterapico como hepatoprotetor. O que pode
estar associado a protecéo que a silimarina pode exercer nas membranas celulares,
estabilizando-as e evitando dano celular, além de minimizar o estresse oxidativo
(CAMPOS et al., 1989; MURIEL et al., 1992; HAKOVA et al., 1993; HALIM et al.,
1997; LUANGCHOSIRI et al., 2015).

Estudo com pacientes portadores de hepatite pelo virus C, com diagnostico
de DHGNA e com ferritina elevada, demonstrou que o uso da silimarina promoveu
reducado significativa dos niveis de ferritina (BARES et al., 2008). Resultado de
grande relevancia clinica, uma vez que hiperferritinemia esta associada com a rapida
progresséao da doenca hepatica (MOIRAND et al., 1997; FORD & COGSWELL, 1999;
WREDE et al., 2006; YONEDA et al., 2010; KOWDLEY et al., 2012; YONEDA et al.,
2014). Além de marcador de estoque de ferrro, a ferritina também é considerada um
marcador inflamatorio, pois niveis elevados de citocinas inflamatérias como TNF-a e
IL-1a parecem induzir sintese da cadeia H da ferritina, sugerindo que a inflamacéo e
0 estresse oxidativo sédo capazes de alterar a regulacéo da ferritina (TORTI & TORTI,
2002). Assim, a silimaria também pode ser interessante nesses casos, ja que parece
ser capaz de modular vias indutoras de inflamacé&o e estresse oxidativo, por reduzir
expressdo de gens pro-inflamatérios e aumentar concentracbes de enzimas

antioxidantes, neutralizando e inibindo producéo de espécies reativas de oxigénio.
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Além de diminuir niveis de ferritina, ha registros de que a silimarina também
€ capaz de reduzir transaminases hepéticas em pacientes portadores de NASH
(HASHEMI et al., 2009; MASSODI et al., 2013; SOLHI et al., 2014), bem como reduzir
resisténcia a insulina e peroxidacao lipidica em pacientes diabéticos com cirrose
(VELUSSI et al.,, 1997), impactando de forma positiva no tratamento desses
individuos. Todos esses achados também podem ser explicados pelo potencial anti-
inflamatorio e antioxidante da silimarina, ja& abordados, os quais também podem
exercer efeitos benéficos no metabolismo glicémico e lipidico desses pacientes.

Estudos in vitro demonstram efeito antiviral da silimarina, devido a capacidade
de bloquear infeccéo pelo virus da hepatite C (HCV) (POLYAK et al., 2007; POLYAK
et al., 2010; WAGONER et al., 2010; WAGONER et al., 2011; POLYAK et al., 2013).
Ensaios clinicos também demonstraram inibicdo da replicacdo do VHC e
consequente reducao do risco de cirrose em portadores do virus C que utilizaram
formulacdes intravenosas de silibinina (FERENCI et al., 2008; NEUMANN et al.,
2010; BEINHARDT et al., 2011; BEINHARDT et al., 2012). Resultados que podem
estar associados ao potencial imunomodulador da silimarina, o qual é capaz de
modular resposta imune, além de inibir expressdo de moléculas de adesdo na
membrana de leucocitos com padrdao pré-inflamatérios (KANG et al., 2003;
ABENAVOLI, CAPASSO, CAPASSO, 2010).

O potencial na prevencao de canceres e propriedade antitumoral da silimarina
também é relatado em varias publicagcbes (CHEUNG et al.,, 2010; DEEP &
AGARWAL, 2010; VAID & KATIYAR, 2010; RAINA & AGARWAL, 2013; MATEEN,
RANA, AGARWAL, 2013; DEEP & AGARWAL, 2013). Estudos in vitro e in vivo
demonstram que a silimarina € capaz de inibir crescimento de células de cancer de
figado e aumentar taxa de apoptose nestas células por diversas vias de sinalizacao
(VARGHESE et al., 2005; POOK, TOH, MAHENDRAN, 2006; RAMAKRISHNAN et
al., 2006; RAMAKRISHNAN et al., 2008; CHEN et al., 2009). Outros estudos tém
demonstrado efeito anti-neoplasico também para diversos tipos de canceres extra-
hepaticos (AGARWAL et al., 2003; CHU et al., 2004; RAMAKRISHMAN et al., 2007;
RAMAKRISHMAN et al., 2009). Dados que corroboram a propriedade anti-
proliferativa, pro-apoptotica e antiangiogénica da silimarina.

Apesar de alguns estudos clinicos apresentarem resultados controversos ou
sem significAncia estatistica, outras publicacdes demonstram que o uso da silimarina

pode ser benéfico para pacientes com doencas hepaticas (HASHEMI et al., 2009;
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MASSODI et al., 2013; STIUSO et al., 2014; LUANGCHOSIRI et al., 2015). Siegel et
al. (2014) observaram melhora dos niveis sericos de citocinas em paciente portador
de hepatocarcinoma celular avancado. Gued;j et al. (2012) sugerem que a silimarina
pode bloquear infec¢do viral, reduzindo a carga viral, além de ser bem tolerada por

esses pacientes.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Realizar uma revisdo sistematica com metanalise sobre o efeito da silimarina
nos niveis séricos de Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase

(AST) e Gama glutamil transpeptidase (yGT) em pacientes portadores de doenca

hepatica.

3.2 Especificos

- Sumarizar os dados dos ensaios clinicos selecionados;

- Revisar os dados destes ensaios clinicos sobre o efeito da silimarina em

pacientes portadores de doenca hepética;

- Relatar efeitos adversos descritos nos estudos avaliados;

- Determinar a medida sumaria da média dos niveis de ALT, AST e yGT do total

dos estudos avaliados;
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4. JUSTIFICATIVA

O uso de fitoterapicos faz parte das Préticas integrativas do SUS e pode ser
uma opcao terapéutica coadjuvante simples e de facil acesso para muitos individuos,
podendo impactar de forma positiva no tratamento dos pacientes portadores de
Doencas hepaticas. O uso da silimarina nas afec¢des hepaticas € descrito na
literatura como milenar e tem sido comumente prescrito na prética clinica de muitos
profissionais de saude, além de ser ingerido por automedicacdo por muitos
pacientes. Estudos experimentais e clinicos sugerem beneficios do uso da silimarina
em diversas desordens hepéticas, discutindo seus principais mecanismos de ac¢ao.
Alguns ensaios clinicos observam resultados positivos, em outros, os resultados sédo
controversos ou sem significAncia estatistica. Diante das diferencas e
particularidades metodologicas dos estudos faz-se necessario a realizacdo de uma
revisdo sistemética com metandlise para esclarecimentos sobre os reais beneficios

da silimarina nas doengas hepaticas.
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5. METODOLOGIA DO PROJETO DE DISSERTACAO

5.1 Desenho do estudo

Trata-se de uma revisdo sistemética com metanalise de ensaios clinicos
aleatorizados e controlados que avaliaréo o efeito da silimarina em pacientes adultos
e idosos de ambos os sexos portadores de denca hepatica, publicados até 31 de
janeiro de 2016. O desfecho avaliado sera niveis de ALT, AST e Gama GT antes e

apos uso da silimarina.

5.2 Identificacédo e selecdo dos artigos

Esta revisdo sisteméatica com metandlise sera realizada levando em
consideracao Peferred Reposting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses:
The PRISMA Statement (MOHER et al., 2009).

5.3 Estratégias de busca

Busca-se ensaios clinicos aleatorizados e controlados nas bases de dados
The Cochrane Central Register of Controlled Trails na Cochrane Library,
Pubmed/Medline, Scopus, Web of Science, Lilacs e Clinical Trials. Por se tratar de
um tema muito especifico, a pesquisa sera conduzida sem restricdo inicial de idiomas
e ano de publicacao, visando evitar perdas de importantes estudos elegiveis ou de
estudos cujos resultados possam ser relevantes na formacéo de opinido do meio

técnico e cientifico.

Serdo utilizados os termos indexados “silybum marianum”, “milk thistle”,

” “* ” “* ” “* ” [ ” 13

“silymarin”, “silybin”, “silibinin”, “silydianin”, “silychristin”, “carduus marianus”, “liver

” o« ” o ” o«

disease”, “chronic liver disease”, “end stage liver disease”, “drug-induced liver injury”,

“Nonalcoholic fatty liver disease”, “fatty liver”, “alcoholic fatty liver”, “alcoholic liver
disease”, “fibrosis”, “liver cirrhosis”, “nonalcoholic steatohepatitis”, “alcoholic
steatohepatitis”, “alcoholic liver disease”, “hepatocellular carcinoma”, “viral liver

disease”, “hepatitis B”, “hepatitis C”, “hemochromatosis”, “liver steatosis”, “alcoholic

hepatitis” e “chronic hepatitis” nos idiomas inglés, portugués e espanhol. Todas essas
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palavras chaves serdo combinadas utilizando os operadores boleanos “OR” e “AND”
nas varias bases de dados. A construcdo da estratégia busca levar em consideragéo
a questdo de pesquisa estruturada pelo acronimo PICO, sendo definido apenas os
termos para os componentes Populacdo, Intervencdo e Controle. Nao serdo
definidos os termos para o “O” de desfecho para evitar atribuir especificidade nao
desejada nessa etapa de coleta dos dados (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

A busca sera realizada por dois revisores de forma independente e os
desacordos seréo avaliados e discutidos por um terceiro avaliador.

5.4 Selecao dos estudos

5.4.1 Avaliagédo da elegibilidade dos estudos

Sera realizado, pela dupla de revisores, um processo de avaliacdo da
elegibilidade dos estudos por meio da etapa de triagem com leitura dos titulos e
resumo, e etapa de confirmacgéo pela leitura do texto completo, identificando-se as
duplicatas, em todas as bases de dados descritas. Na etapa de confirmacéo, a razao
da excluséo de cada artigo sera registrada em um formuléario de fluxo para selecao
dos artigos. As discordancias entre os revisores, referentes a elegibilidade dos

artigos, serao resolvidas pelo terceiro revisor.

5.4.2 Critérios de inclusao

Serdo incluidos ensaios clinicos aleatorizados e controlados com pacientes
portadores de Doencas Hepaticas que adotaram o uso de silimarina oral, na forma
de extrato ou isolada, bem como silimarina combinada com outros nutrientes. Os
ensaios deverdo disponibilizar informacdes sobre a intervencdo (doses e
detalhamento do produto utilizado), bem como avaliacao qualitativa e niveis de ALT,

AST e yGT no baseline e ao final da intervencao.
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5.4.3 Critérios de exclusao

Serao excluidos artigos que utilizarem medicamentos associados a silimarina,
nao disponibilizarem dados descritivos do grupo controle ou grupo intervencéao,
utilizarem desenho crossover e artigos que ap0s o0 contato com 0s autores ndo se
obtiver repostas para fornecimento de dados necessérios as andlises. Estudos que
utilizaram como medidas descritivas a mediana e intervalo interquartil para as
variaveis desfecho ndo poderdo ser incluidos. Ensaios clinicos cujos acessos na
integra ndo forem possiveis devido ao ano de publicag&o ou indisponibilidade online

também seréo excluidos.

5.5 Extracédo dos dados

Os artigos elegiveis nesta revisdo foram analisados pelos dois revisores, de
maneira independente. Para o processo de extracao dos dados, os artigos elegiveis
foram lidos na integra e utilizou-se uma ficha padronizada (anexo 1) para cada artigo,
com todos os critérios de selecdo estabelecidos. Os dados referentes as medidas
descritivas das variaveis desfecho, no baseline e ao final da intervencéo, foram

registrados em planilha no programa Excel.

5.6 Avaliacdo da qualidade metodoldgica dos artigos

A qualidade metodoldgica dos artigos incluidos nessa revisdo sera avaliada
de acordo com checklist adaptado de Downs & Black (1998). Esse checklist avalia
critérios como descricdo das informacgdes nos estudos, itens para analisar validade
externa itens referentes a participantes, intervencao e testes estatisticos, além da
validade interna, como fatores de confundimento e possiveis vieses de selecdo e o
poder dos estudos.

Os artigos serdo avaliados com base nos seguintes critérios: (1) definicdo dos
objetivos/hipétese; (2) descricdo dos resultados; (3) caracterizacao dos participantes
incuidos no estudo; (4) descricdo da exposicao; (5) qualidade da descricdo dos
principais resultados; (6) relatos dos intervalos de confianga de 95% e/ou p valor
para os principais desfechos; (7) representatividade dos individuos convidados a

participar do estudo; (8) representatividade dos individuos incluidos na investigacao;
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(9) clareza se algum dos estudos foi baseado em post hoc; (10) uso apropriado de
testes estatisticos utilizados para avaliar os principais resultados; (11) validade e
confiabilidade das medidas dos principais desfechos; (12) se a analise estatistica
inclui ajuste adequado para as principais variaveis de confusao.

Os ensaios clinicos também serdo avaliados de acordo com o0s seguintes
itens: (1) as informacBes sobre as caracateristicas da perda de seguimento; (2)
analise ajustada para diferentes tempo de seguimento; (3) se os participantes dos
grupos de intervencao e controle foram recrutados da mesma populacéo; (4) se os
participantes dos grupos intervencao e controle foram recrutados no mesmo periodo
de tempo; (5) relato de cegamento da intervencgao para participantes e avaliadores;
e (6) se as perdas de seguimento foram consideradas.

Para avaliar a qualidade sera estabelecido para resposta dicotébmica “sim”
pontuacdo 1 ou “ndo” pontuagédo 0 para cada item do checklist. Ao final ser& realizado
um somatério da pontuacdo e calculado percentual para cada artigo incluido na
metanalise. Considera-se-a como percentual de qualidade metodoldgica ideal valor
igual ou superior a 80%, de acordo com Downs & Black (1998).

O risco de viés dos estudos sera avaliado de acordo com os critérios da
Colaboracdo Cochrane para desenvolvimento de revisdes sistematicas de
intervencdo (HIGGINS, GREEN, 2011).

5.7 Andlise estatistica dos dados

A analise estatistica sera realizada utilizando o programa de MAC STATA 12
(Stata Corp, College Station, TX, USA). Sera realizado o calculo da diferenca de
médias padronizadas entre 0s grupos para cada indicador avaliado e seus
respectivos intervalos de confianca, que serdo apresentados em graficos Forest plot.

O pressuposto da homogeneidade dos estudos sera testado por meio da
extensdo da heterogeneidade interpretado pela porcentagem total de variagao entre
os estudos analisados com a estatistica I? (teste de inconsisténcia de Higgins). Esse
teste de inconsisténcia com p-valor maior que 50% sera usado como indicador de
heterogeneidade moderada. E a depender da heterogeneidade entre os estudos,
poderd ser utilizado modelo de efeitos fixos ou aleatérios para estimar a extenséo
global. Os vieses de publicacdo serdo avaliados pelo grafico Funnel plot e do modelo

de regressdo de Egger. A heterogeneidade da metanalise serd avaliada por
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metaregressdo e a possivel influéncia de variaveis serdo testadas. Em todas as

andlises, sera considerado significativo um p valor inferior a 0,05.
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6. RESULTADOS DO PROJETO DE DISSERTACAO

Os resultados desse projeto de pesquisa serdo apresentados na forma de artigo
cientifico intitulado “Efeito da silimarina sobre indicadores bioquimicos em
pacientes portadores de Doenca Hepética: revisdo sisteméatica com

metanalise.” que sera submetido para revista cientifica.
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PARTE 2. ARTIGO

Efeito da silimarina sobre indicadores bioguimicos em pacientes portadores

de Doenca Hepética: revisdo sistematica com metanalise.

Camila Ribeiro de Avelar, Emile Miranda Pereira, Priscila Ribas de Farias Costa,

Rosangela Passos de Jesus, Lucivalda Pereira Magalhdes de Oliveira.

Resumo

INTRODUCAO: As doencas hepaticas mais frenquentes sdo de natureza
inflamatéria as quais possuem etiologias e caracteristicas variadas. Silybum
marianum € uma das espécies de plantas mais pesquisadas como coadjuvante no
tratamento de doencas hepéticas e parece melhorar indicadores bioquimicos
relacionados a dano e progressdo de doencas do figado. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito da silimarina sobre os niveis séricos de ALT, AST e yGT em
portadores de doencas hepaticas. METODOS: Realizou-se uma revisao sistematica
com metandlise de ensaios clinicos aleatorizados e controlados que avaliaram o
efeito da silimarina em pacientes com doencas hepéticas, publicados até 31 de
janeiro de 2016. RESULTADOS: Foram identificadas 10904 publicagbes, sendo
incluidas 17 na revisdo sistematica e 6 na metanalise. Nesta metanalise o0s
resultados indicaram reducao de 0,26Ul/mL nos nives de ALT e de 0,53Ul/mL nos
niveis séricos de AST ap0s uso da silimarina, ambos estatisticamente significantes,
mas sem relevancia clinica. Ndo foi observada nenhuma alteracéo significante nos
niveis de yGT. Os estudos avaliados apresentaram alto grau de heterogeneidade e
baixa qualidade metodologica. CONCLUSAO: Os resultados dessa metanalise
demonstram que o uso da silimarina reduziu minimamente, mas sem relevancia
clinica, os niveis séricos de ALT e AST em pacientes com DHGNA. E é notoéria a
necessidade da realizagdo de novas publicagcdes com desenhos metodolégicos mais
adequados, com atencdo especial na realizacdo das etapas de planejamento e

execucao dos ensaios clinicos.
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Abstract

INTRODUCTION: The most frequent liver diseases are of inflammatory nature, which
have different etiologies and characteristics. Silybum marianum is one of the most
researched plant species as a coadjuvant in the treatment of liver disease and
appears to improve biochemical indicators related to damage and progression of liver
diseases. This article aims to evaluate the effect of silymarin on serum levels of ALT,
AST and yGT in patients with liver disease. METHODS: A systematic review with
meta-analysis of randomized and controlled clinical trials evaluating the effect of
silymarin in patients with liver disease, published by January, 31th 2016 was
conducted. This sudy took into account the provisions of thhe Peferred Reporting
ltems for Systematic Reviews and Meta-Analysis: The PRISMA Statement.
RESULTS: A total of 10904 publications were indentified, including 17 in the
systematic review and 6 in the meta-analisys. In this meta-analysis, some intervention
studies have observed improvement in the biochemical and clinical indicators
evaluated in patients with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), including hepatic
steatosis and NASH, after the use of silymarin. The results indicated a reduction of
0.26 Ul/mL in the levels of ALT and 0.53 Ul/mL in the serum levels of AST after the
use of silymarin, both statiscally sifnificant, but without clinical relevance. No
significant change in yGT levels was observed. There was also a high degree of
heterogenity and low methological quality of the studies evaluated. CONCLUSION:
The results of this meta-analysis show that the use of silymarin minimally reduced,
but without clinical relevance, the serum levels of ALT ans AST in patients with
NAFLD. And it is notorious that new publications with better methodological designs
are needed, with special attention being given to the planning and execution stages

of clinical trials.
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INTRODUCAO

As doencas hepéaticas mais frenquentes sao de natureza inflamatoria as quais
possuem etiologias e caracteristicas variadas. As causas mais comuns de doencas
inflamatorias crénicas do figado sé@o as infec¢des virais (virus da hepatite B e C),
doencas autoimunes, doencga alcodlica do figado e DHGNA. Outras doencgas
também cursam com inflamacdo como doencas biliares crénicas, doencas
metabdlicas hereditarias e agressdes hepaticas por substancias hepatotéxicas?.
Méndez-Sanches et al.2 estimaram aproximadamente dois milhdes de casos de
doencas hepaticas cronicas para o ano de 2050.

O tratamento nutricional compde uma etapa fundamental no tratamento clinico
desses pacientes, bem como na minimiza¢do e/ou no adiamento da sintomatologia
comum nessas doencas® e a prescricdo de fitoterapicos pode ser uma ferramenta
complementar as estratégias alimentares convencionais®.

A silimarina faz parte do grupo dos flavonoides e é extraida da planta Silybum
marianum, fitoterdpico que vem sendo muito estudado em diversas desordens
hepaticas. E composta por aproximadamente 50% de silibinina, que é considerada
0 componente biologicamente mais ativo da silimarina®®. Silypum marianum é uma
das plantas mais utilizadas em doencas hepdéticas, por ser considerada
hepatoprotetora e tem sido bastante usada em portadores de cirrose, hepatites
cronicas e doenca hepética associada ao consumo de alcool e exposicao a toxinas
ambientais’8°. Atualmente, é uma das ervas medicinais mais estudadas para o
tratamento de Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica (DHGNA) e
esteatohepatite (NASH) e o seu uso tem se mostrado seguro, bem tolerado, com
limitados efeitos adversos também para esses grupos de pacientes%11.12,

A silimarina atua principalmente como antioxidante, reduzindo a producéo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) e peroxidacdo lipidica, aumentando as
concentracbes enddgenas de enzimas antioxidantes como glutationa peroxidase,
glutationa redutase, superoxido dismutase e catalase!'®141516 Exerce efeito anti-
inflamatorio significativo, principalmente pela inibicdo do fator de transcrigéo nuclear
NFkB e consequentemente reducdo de citocinas inflamatérias no parénquima
hepético, além da interacdo com proteinas kinases e reducdo da expressdo

(downregulation) da cicloxigenase 21718,
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Atua também como imunomodulador e agente anti-fibrotico, devido a reducéo
da ativacdo ou estimulo a apoptose das células estreladas hepaticas, ou
aumentando a degradacdo dos depésitos de colageno no parénquima
hepatico!®202L, Além disso, é considerada um hepatoprotetor pela capacidade de
estabilizar as membranas celulares de hepatécitos, evitando a entrada de
substancias quimicas toxicas nessas células. A silimarina se liga a receptores
presentes nessas membranas, inibindo a ligacéo de toxinas nesses sitios, reduzindo
o dano hepatocelular induzido por farmacos??23. Também estimula a sintese e
atividade de enzimas responsaveis pelo processo de biotransformacao hepética,
como glutationa S-transferase?+2°,

Estudos demonstram que a silimarina exerce efeito importante na reducdo dos
niveis de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) em
doencas hepaticas, sendo considerada benéfica no tratamento desses
pacientes?226:27.28,

Entretanto, é importante salientar que a maioria desses estudos apresentam
variacfes metodoldgicas consideraveis, além de terem utilizado doses variadas com
diferentes concentracdes de silimarina e formulagées diversas, o que dificulta uma
andlise comparativa dos trabalhos e um consenso sobre o uso clinico deste
fitoterdpico e seus efeitos sobre indicadores bioquimicos como as enzimas
hepaticas. Dessa forma, o0 objetivo deste artigo é realizar uma revisdo sistematica
com metanalise sobre o efeito da silimarina nos niveis de ALT, AST e Gama glutamil
transpeptidase (yGT) em pacientes portadores de Doencas Hepaticas. A presente
revisdo sistematica pode ser considerada uma publicacdo util para avaliar o real
beneficio da silimarina tdo comumente prescrita e utilizada como coadjuvante no

tratamento de doencas hepaticas.

METODOLOGIA

Identificacéo e selec&o dos artigos

Trata-se de uma revisdo sistematica com metanalise de ensaios clinicos
aleatorizados e controlados que avaliaram o efeito da silimarina em pacientes
portadores de doenca hepética, publicados até 31 de janeiro de 2016. Esta revisdo

foi realizada levando em consideracdo as disposicdes do PRISMA (Peferred
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Reposting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses)?®: Buscou-se ensaios
clinicos aleatorizados e controlados nas bases de dados The Cochrane Central
Register of Controlled Trails na Cochrane Library, Pubmed/Medline, Scopus, Web of
Science, Lilacs e Clinical Trials. A pesquisa foi conduzida sem restricdo de ano de
publicacéo.

Utilizou-se os termos indexados “silybum marianum?, “milk thistle”, “silymarin”,
“silybin”, “silibinin”, “silydianin”, “silychristin”, “cardus marianus”, “liver disease”,
“chronic liver disease”, “end stage liver disease”, “drug-induced liver injury”,
“Nonalcoholic fatty liver disease”, “fatty liver”, “alcoholic fatty liver”, “alcoholic liver
disease”, “fibrosis”, ‘“liver cirrhosis”, “nonalcoholic steatohepatitis”, “alcoholic
steatohepatitis”, “alcoholic liver disease”, “hepatocellular carcinoma”, “viral liver
disease”, “hepatitis B”, “hepatitis C”, “hemochromatosis”, “liver steatosis”, “alcoholic
hepatitis” e “chronic hepatitis” nos idiomas inglés, portugués e espanhol. Todas essas
palavras chaves foram combinadas utilizando os operadores boleanos “OR” e “AND”
nas varias bases de dados. A construcdo da estratégia de busca levou em
consideracdo a questdo de pesquisa estruturada pelo acrénimo PICO, sendo
definido apenas os termos para 0os componentes Populagéo, Intervencéo e Controle.
Nao foram definidos os termos para o “O” de desfecho para evitar atribuir

especificidade ndo desejada nessa etapa de coleta dos dados®°.

A busca ativa dos artigos cientificos foi realizada por dois revisores de forma
independente e os desacordos identificados foram avaliados e discutidos por um
terceiro avaliador. Foi realizado, pela dupla de revisores, um processo de avaliacao
da elegibilidade dos estudos por meio da etapa de triagem com leitura dos titulos e
resumo. Posteriormente foi realizada a etapa de confirmacgéo pela leitura do texto
completo, identificando-se as duplicatas em todas as bases de dados descritas. Na
etapa de confirmagdo, o motivo da exclusdo de cada artigo foi registrado num
formulario de fluxo de selecdo dos artigos. As discordancias entre 0s revisores,

referentes a elegibilidade dos artigos, foram resolvidas pelo terceiro revisor.
Critérios de incluséo

Foram incluidos ensaios clinicos aleatorizados e controlados com pacientes
adultos e idosos de ambos os sexos portadores de Doencas Hepaticas que

realizaram suplementacéo com silimarina oral, na forma de extrato ou isolada, assim
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como silimarina combinada com outros nutrientes. Incluiu-se estudos nos idiomas
inglés, portugués e espanhol. Os ensaios deveriam disponibilizar informagoes sobre
a intervencédo tais como, doses e detalhamento do produto utilizado, bem como
meédia e desvio padréo dos niveis séricos de ALT, AST e yGT no baseline e ao final

da intervencéo.
Critérios de exclusao

Foram excluidos artigos que utilizaram medicamentos associados a
silimarina, nao disponibilizaram dados descritivos do grupo controle ou intervencéao,
utilizaram desenho de estudo crossover e também aqueles que ap6s contato, ndo
se obteve respostas dos autores para fornecimento de dados nao disponiveis nos
artigos. Estudos que utilizaram mediana e intervalo interquartii com medidas
descritivas das variaveis desfecho ndo puderam ser incluidos na metandlise. Trials
cujos acessos na integra ndo foram possiveis devido ao ano de publicacdo, ou por

indisponibilidade online também foram excluidos.

Extracdo dos dados

Os artigos elegiveis foram analisados por dois revisores, de maneira
independente. Para o processo de extracdo de dados, os artigos elegiveis foram
lidos na integra e utilizou-se uma ficha padronizada para cada artigo, com todos os
critérios de selecéo estabelecidos. Os dados das variaveis no baseline e ao final da

intervencao foram registrados em planilha no programa Excel®.

Avaliacdo da qualidade metodolégica dos artigos

A gualidade metodolégica dos artigos incluidos nesta revisao foi avaliada de
acordo com checklist de Downs and Black3! adaptado. Esse checklist avalia critérios
como descricao das informagdes nos estudos, itens para analisar validade externa
itens referentes a participantes, intervencao e testes estatisticos, além da validade
interna, fatores de confundimento e possiveis vieses de selecdo e o poder dos
estudos.

Os artigos foram avaliados com base nos seguintes critérios: (1) definicdo dos

objetivos/hipétese; (2) descricdo dos resultados; (3) caracterizacdo dos participantes
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incluidos no estudo; (4) descricdo da exposicdo; (5) qualidade da descricdo dos
principais resultados; (6) relatos dos intervalos de confianca de 95% e/ou p valor
para os principais desfechos; (7) representatividade dos individuos convidados a
participar do estudo; (8) representatividade dos individuos incluidos na investigacao;
(9) clareza se algum dos estudos foi baseado em post hoc; (10) uso apropriado de
testes estatisticos utilizados para avaliar os principais resultados; (11) validade e
confiabilidade das medidas dos principais desfechos; (12) se a analise estatistica
inclui ajuste adequado para as principais variaveis de confuséao.

Os ensaios clinicos também foram avaliados de acordo com o0s seguintes
itens: (1) as informacdes sobre as caracteristicas da perda de seguimento; (2)
analise ajustada para diferentes tempos de seguimento; (3) se os participantes dos
grupos de intervencgao e controle foram recrutados da mesma populacéo; (4) se os
participantes dos grupos intervencao e controle foram recrutados no mesmo periodo
de tempo; (5) relato de cegamento da intervencgao para participantes e avaliadores;
e (6) se as perdas de seguimento foram consideradas.

Para avaliar a qualidade estabeleceu-se resposta dicotdbmica “sim” com
pontuacdo 1 ou “ndo” com pontuacdo 0 para cada item do checklist. Ao final foi
realizado um somatério da pontuacéo e calculado percentual para cada publicacao.
Considerou-se como percentual de qualidade metodoldgica ideal valor igual ou
superior a 80%, de acordo com Downs and Black3!.

O risco de viés dos estudos foi avaliado de acordo com os critérios da
Colaboracdo Cochrane para desenvolvimento de revisdes sistematicas de
intervencdo®2. Nao foi possivel avaliar viés de publicacdo pelo grafico Funnel plot e
testar sua assimetria pelo teste de Egger’'s devido ao reduzido numero de estudos

incluidos.

Anélise estatistica

Para o processo de extracdo dos dados, os artigos elegiveis foram lidos na
integra e utilizou-se uma ficha clinica padronizada para cada artigo, com todos os
critérios de selecéo estabelecidos. Os dados referentes as medidas descritivas das
variaveis desfecho no baseline e ao final da intervencdo foram registrados em

planilha do Excel®.
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A medida sumaria utilizada nesta metandlise foi a diferenca de médias
padronizadas entre os grupos para cada indicador avaliado (ALT, AST e yGT) e seus
respectivos intervalos de confianca, que foram apresentados em graficos Forest plot.
Calculou-se a diferenca de médias padronizadas globais usando modelo de efeitos
aleatérios em funcao da elevada heterogeneidade dos estudos. O pressuposto da
homogeneidade dos estudos foi testado por meio da extensdo da heterogeneidade
interpretado pela porcentagem total de variagéo entre os estudos analisados com a
estatistica 12 (teste de inconsisténcia de Higgins). Esse teste de inconsisténcia maior
que 50% foi usado como indicador de heterogeneidade moderadas3,

Também foram realizadas analises de subgrupos de acordo com tipo de
intervencéo (silimarina isolada ou silimarina associada a nutrientes) e tempo de
intervencdo (= 6meses ou < 6meses) para identificar possiveis diferencas. A
heterogeneidade da metandlise foi avaliada por metaregresséo e a influéncia das
variaveis: tamanho da amostra, tempo de tratamento e tipo de intervencéo foram
testadas. Em todas as analises, foi considerado significativo um p valor inferior a
0,05.

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa de MAC STATA 12
(Stata Corp. College Sattion, TX, USA).

RESULTADOS

Selecéo dos estudos

A busca eletrbnica identificou 10.904 publicac6es, sendo excluidas 207
duplicatas e 10.413 artigos pela leitura do titulo e dos resumos, totalizando 284
estudos elegiveis para analise aprofundada. Foram excluidos 267 artigos devido a
guestdbes como: impossibilidade de acesso ao artigo na integra (n=68), nao
aleatorizacédo (n=104), ensaios clinicos ndo controlados (n=80), desenho crossover
(n=1), uso de silimarina intravenosa (n=4), populacéo pediatrica (n= 1), intervencéo
associada a medicamentos (n=4), auséncia de valores dos marcadores bioquimicos
(AST, ALT e yGT) apos intervencao (n=2) e auséncia de dados do grupo controle (n=
3). Assim, a revisao sistematica foi realizada com 17 publicacGes e destas, apenas

6 foram incluidas na metanalise (figura 1), uma vez que 5 delas usaram mediana
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como medida descritiva e 6 tinham auséncia de dados descritivos necessarios a

analise.
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4 artigos com intervencdo associada com medicamentos
2 artipos ndo apresentaram walores finais dos
¥ indicadores bioguimicos
3 artigos sem dados do grupo controle
za E Artiges incluidos na
= -
= metanalise
=

Figura 1: Fluxograma de sele¢&o dos artigos incluidos na metanalise.

Caracteristicas dos estudos

A tabela 1 apresenta as principais caracteristicas dos estudos e pacientes
incluidos na revisdo sistematica. Sete estudos®19.26:343536.37 foram realizados na
Europa, seis?7:28:38.39.4041 ng Asja, trés*24344 na Africa e um na América*® e o ano de
publicacao variou de 1994 a 2016. O tamanho amostral dos artigos variou de 30 a

370 individuos, totalizando 1558 adultos e idosos, de ambos os sexos. Os estudos
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avaliaram injdria hepatica induzida por drogas®4%4!, portadores do virus C#34445,
individuos com hepatite aguda*?> e DHGNA, sendo que destes estudos, trés?:383°
artigos incluiram pacientes com diagnéstico de NASH e um3® avaliou individuos com
DHGNA e Sindrome Metabdlica (SM), sendo um artigo piloto'®. O trabalho de
Loguercio et al.'® apresentava um subgrupo com pacientes portadores do virus da
hepatite C, mas optou-se por ndo incluir este subgrupo nas andlises, por ser
considerado inviavel analisar esse pequeno numero de pacientes. A duracédo do
follow up (seguimento) variou de 4 semanas a 12 meses, a dose de silimarina oral
utilizada foi de 210mg a 700mg e frequéncia de ingestao de duas a cinco vezes ao
dia. Quatro trabalhos®3%4045 relataram cegamento, descrevendo desenho
metodolégico como duplo-cego. Doze estudos®?26.27.28:38,39,40,41,42,43,44.45 ytjlizaram
apenas extrato seco de Silybum marianum, que contém a silimarina ou a silimarina
isolada, dois®*3° utilizaram a silimarina associada a vitamina E e trés®3.37 estudos
usaram silibina com vitamina E e fosfatidilcolina. Todos artigos avaliaram ALT,
entretanto o estudo de Velussi et al.?® s§ avaliou enzimas hepaticas no baseline,
quatrol6454344 ngo avaliaram AST e 0ito?827:29.36:39424344 njo avaliaram yGT.
Seis?6:27:28:39.3637  estudos ndo relataram dados sobre efeitos adversos,
seis®1934.354L45 njo identificaram nenhum desses efeitos, quatro#?41.4243 realizaram
avaliacdo especifica e apenas um?3® descreveu que eventos adversos graves néao
foram observados e que efeitos colaterais foram similares em frequéncia e incomuns

em ambos 0s grupos avaliados.



Tabela 1: Sumario das caracteristicas dos ensaios clinicos

ESTUDO ANO ORIGEM POPULACAO DOSE SILIMARINA INTEVENCAO CRITERIOS DE FOLLOW DESFECHOS
INCLUSAD up
Loguercio 2007 [talia A9 pacientes 4 x 94 mg silibina +194  Silimarina DHGNA sem doenca Gmesese  ALT, vGT, insulina e
eral? adultos com mg de fosfatidilcolina + Controle  ndo  crénica do figado 12 meses HOMA
DHGMNA 90mg de vitamina E tratados (dieta
(Reasik®) ao dia + atividade
fisica)
Hashemier 2009 Iran 100 pacientes 2 ¥ 140mg de Silimarina USG evidenciando G meses ALT, AST, vGT, FA,
als= adultos com silimarina (Livergol&)} Controle esteatose, elevacdo de Glicemia, triglicérides
DHGNA (MASH) aodia ALT em mais de 1,2 do e colesterol
valor normal, exclusdo de
doencas conicas do figado,
evidéncia histologica de
MASH ou presenca de
fator de risco como DM ou
obesidade
Massodier 2013 Iran 100 pacientes 2 ¥ silimarina com 140  Silimarina MASH confirmada por USG 3 meses AST e ALT
als adultos com mg ao dia Controle e niveis elevados de AST e
DHGMNA (NASH) ALT
Solhieral® 2014 Iram 64 pacientes 3x T0mg de silimarina Silimarina MASH confirmada por USG & semanas  ALT e AST
adultos com (Livergol®) ao dia Controle abdominal & elevacio
DHGNA (NASH) persistente de AST e ALT
mais de 1,2 acima do valor
normal nos ultimos 6
meses
Aller er al® 2015 Espanha 36 pacientes 2 ¥ Siybum maranum  Silimarina DHGMA confirmada paor 3 meses Glicemia, triglicerides,
adultos com 540,3mg + vitaminaE  Controle n3o bidpsia hepatica AST, ALT, vGT e
DHGMNA — 386mg (Eurosil 858) tratados (dieta HOMA IR
ao dia + atividade
fisica)
Sorrentino 2015 [talia T8 adultos com 2 ¥ silimarina 210mg+  Silimarina 5M e DHGNA confirmada 3 meses Esteatose hepafica,
er al® SM e DHGMA 30U vitamina E Controle ndo  porUsSG indice de acumulo de

(Eurosil 85®) ao dia

tratados (dieta)

lipideos, ALT, AST,
+&T, Triglicérides,
colesterol, LOL, HDL,
Hb glicada e Glicemia
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Continuacado. Tabela 1. Sumario das caracteristicas dos ensaios clinicos

ESTUDO ANO ORIGEM POPULACAD DOSE SILIMARINA INTEVENCAOQ CRITERIOS DE FOLLOW DESFECHOS
INCLUSAD up
Abenavoli 2015 Italia 30 adultos 2x Silibina Grupo ADieta Sobrepesoe DHGMA & meses IMC, peso,
ef af caucasianos com  94mg+fosfatidilcolina hipoclorica confirmada por USG circunferéncia da
sobrepeso e 184mg + vitamina E Grupo B:Dieta cintura, pressao
DHGHNA &9 28mg ao dia +silimarina arterial, AST, ALT,
Grupo C 7T, bilirrubina,
controle glicemia, HOMA-IR,
insulina, Triglicérides,
colesterol total, HOL,
LOL, creatining,
azotemia, indice de
esteatose hepatica
Luangchosi 2015 Tailandia 55 adultos e 3x silimarina 140mg ao  Silimarina Diagnostico de tuberculose 4 semanas  ALT, AST, fosfatase
ri et arftt idosos com dia Controle pulmaonar, =18 anocs, alcalina, 7GT,
tuberculose tratamento com drogas proteinas totais,
pulmonar anti-tuberculose albumina, bilirrubinas,
S0D, glutationa,
malonildialdeido,
risco de injuria
hepatica por droga
anti-tuberculose,
eventos adversos
El-Kamary 2009 Egito 105 adultos com  3x silimarina 140mg ao  Silimaring ALT=100UIL com ictericia 8 semanas ALT, AST,
at af'® hepatite aguda dia (Legalon®) Controle & 3 ou mais sintomias de bilirrubinaz, sintomas
de efinlogias (polivitaminico)  hepatite aguda de hepatite aguda,
variadas eventos adversos
Fried etar™ 2012 EUA 154 adultos com 5 x silimarina 140myg Grupol:silimar HCWV e ALT=65U/L ou 24 ALT, RMA HCV
HCW ac dia (Legalon&) — ina 420mg pacientes sem SuUcessona  SEmManas
T00mg GrupoZ:silimar  terapia com inferferon
3x silimarina 140mg ac  ina 700mg
dia (Legalon&) — Grupo3:
420mg controle
Hajaghamo 2003 Iran 50 adultes com 1x 140mg de silimarina DHGMA confirmada por 2 meses Peso, IMC, AST, ALT
hammadi ef DHGMA (Livergoé®) ao dia USG e niveis elevados de

af"

ALT e AST.
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ESTUDO ANO ORIGEM POPULACAO DOSE SILIMARINA INTEVENCAD CRITERIOS DE FOLLOW DESFECHOS
INCLUSADO up
Stiuso er 2014 [talia 30 adultos com 2 x 94 mq silibina +154  Silimarina MASH confirmada 12 meses Miveis de substancias
ar? MASH mqg de fosfatidilcolina +  Controle histologicamente ue reagem com
89.28mg de vitamina E acido tiobarbitdrico,
(Reasil®) ao dia axido nitrico, S0OD,
catalase, IMC,
glicemia, insulina,
HOMA, AST, ALT,
7&T, escore para
DHGNA
Velussi er 15487 [talia 60 adultos e 600maq silimarina ao Silimarina Diabeticos tratados com 12 meses Glicemia, glicemia
are idosos diabéticos dia Controle insulina com cirrose pos-prandial,
Com cilmose alcodlica (bidpsia), idade hemoglobina glicada
alcodlica entred5 e 70 anos e malonildialdeido
Yakoot et 2012 Eaqito 65 pacientes 3x silimarina 140mg ac  Grupol:espirulin @ HCV gendtipo 4, enzimas 6 meses Resposta virologica,
ars adultos e idosos  dia a 500mg hepéticas elevadas, ALT, escore de
com HCV Grupo2: virgem de terapia qualidade de vida,
genotipo 4 silimarina antiviral eventos adversos
Grupo3:contrale
Fhang et 2015 China 370 pacientes 2% 5. mananum 200mg  Silimarina =12 anos com & semanas  ALT, AST,
aM adultos com Controle tuberculose e em terapia bilimubinas, vGT,
tuberculose em anti-tuberculose fosfatase alcalina
terapia anfi-
tuberculose
Tanamly et 2004 Eqito 141adultos e 3% silimarna 140mg a0 Silimarina HCV 12 meses RMNA HCV, ALT,
aps idosos com HCV  dia (Legalon&) Controle{polivita fibrose, eventos
minica) adversos
Palasciano 1594 [talia 60 mulheres 2 400mg silimarina ac  GrupolAdrogas  Mulheres entre 40 e 60 3 meses AST, ALT, vGT,
et af adultas em uso dia +silimarina anos, tratados com malonildialdeida,
de drogas Grupo1B: fenotiazinas efou bilirubinas
psicoticas drogas+controle  bufifenonas por pelo
Grupo2A:sem menas 5 anos, AST ou
drogas e com  ALT com valores 2x
gilimarina acima do normal
Grupo2B:  sem

drogas & com
controle
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Avaliacédo da qualidade metodoldgica dos estudos incluidos na metanalise

Dentre os 6 estudos incluidos nesta metandlise apenas um? foi duplo-cego e
relatava o método de aleatorizacdo utilizado. Nado foram descritas analises de
intencdo de tratamento nos estudos avaliados. Apenas um estudo3® apresentou
adequacao metodoldgica (92,5%), superior, portanto, a 80% conforme pontuacgéo do
checklist adaptado de Downs and Black®!. As principais limitagées observadas nos
estudos foram: (1) auséncia na descricao da caracterizagao dos participantes com
perda de seguimento®343%; (2) falta de relato do cegamento para intervencéo dos
participantes e avaliadores!?28:343538; (3) ndo houve realizacédo de andlises ajustadas
para diferentes tempos de seguimento?:25:28:34.3538: (4) 3 randomizacgdo néo foi oculta
para pacientes e equipe até recrutamento completo!%28:343538; e (5) auséncia de
ajustes adequados para fatores de confusdo nas andlises das quais 0s principais

achados foram retirados19:28:34.35.38.39

Analise de Risco de Viés

N&o foram realizadas analises do gréfico de funil (funel plot) e do teste de
Egger pois estas sdo recomendadas para metanalises com pelo menos 10 estudos,
ndo sendo indicado para este trabalho®2.

Realizou-se uma avaliacdo do risco de viés de ensaios clinicos randomizados
de acordo com os critérios da Colaboracdo Cochrane?®? para desenvolvimento de
revisdes sistematicas de intervencao (figura 1). Observou-se alto de risco de viés em
relacdo ao cegamento dos participantes e pesquisador, uma vez que apenas um
estudo era duplo cego?®®, além disso, relatos sobre a alocacdo, cegamento da
avaliacdo dos resultados e outros vieses potenciais nao ficaram bem esclarecidos
nos estudos avaliados. Observou-se baixo risco de viés para informacoes
seletivas?®38.3° e sobre geracdo de sequencia aleatéria em metade dos estudos
analisados?®342 (figura 1). Apenas os estudos de Massodi et al.*® e Solhi et a.l?®,

apresentaram metade dos itens avaliados como baixo risco para viés (figura 1).
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Figura 2: Avaliacdo do risco de viés. (a) Sumario do risco de viés: revisdo da
avaliacdo dos autores sobre cada item do risco de viés para cada estudo incluido.
(b) Gréfico do risco de viés: revisdo da avaliacdo dos autores sobre cada item do

risco de viés apresentados em % para todos os estudos incluidos.

Resultados da Metandlise

Os resultados da metanalise estédo apresentados na tabela 2, figura 3a, 3b, 3c
e 4a, 4b e 4c. Esta metanalise incluiu um total de 437 individuos. Todos os artigos
avaliaram niveis de ALT, um?® trabalho ndo tinha mensuracdes dos niveis de AST e

apenas trés'®3435 tinham dosagens de yGT. Os trabalhos incluidos avaliaram apenas
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pacientes portadores de DHGNA e as publicacdes que avaliaram outras doencas
hepaticas foram excluidas naturalmente nas etapas de triagem e confirmacdo dos
artigos elegiveis. Entretanto, o trabalho de Loguercio et al.!® apresentava um
subgrupo com pacientes portadores de VHC, mas optou-se por ndo incluir estes
pacientes nessa metanalise. Nos grupos tratados com silimarina quatro
estudos!®?83839 gpservaram reducdo significante dos niveis séricos de ALT,
trés?838.39 demonstraram reducdo significante de AST e apenas um?® observou
diminuicao significante dos niveis séricos de yGT.

Assim, quando comparados 0s grupos intervengado com 0s grupos controle de
todos os estudos incluidos na metanélise, observou-se uma reducgdo de 0,26Ul/mL
(IC 95%: -0.46, -0.07) na média dos valores séricos de ALT do grupo tratamento,
guando comparado ao grupo controle (figura 3a) e, reducéo de 0.53UI/mL (IC 95%:
-0.74, -0.32) na média dos valores séricos de AST do grupo tratado, comparando-se
ao grupo controle (figura 3b), sendo ambas estatisticamente significativas. Nenhuma
alteracao significante nos niveis de Gama yGT foi identificada (figura 3c).

Foi realizada ainda uma andlise de subgrupos para identificar possiveis
diferencas em relacdo a caracteristicas da intervencdo. Considerou-se como
subgrupos diferentes os estudos que realizaram intervencdo com silimarina
isolada?®383° ou silimarina associada a outros nutrientes'®3+3% assim como os
estudos que apresentaram tempo de seguimento (follow up) diferentes (igual ou
superior a 6 meses e menor que 6 meses) tanto para os niveis séricos de ALT como
AST (figura 4a, 4b e 4c). Nao foi possivel considerar esses subgrupos para avaliacao
de yGT e para os niveis de AST referentes ao tempo de intervencdo devido ao
namero insuficiente de estudos para possibilitar a realizacdo dessas analises.

Ao comparar grupo controle e tratamento, identificou-se uma tendéncia de
reducdo de 0.59Ul/mL (IC 95%:-0.83, -0.34) na média dos valores séricos de ALT
dos individuos tratados apenas com silimarina e de 0.23Ul/mL nesse mesmo
marcador (IC 95%:-0.08, 0.53), naqueles tratados com silimarina associada a outros
nutrientes. No entanto, ndo houve significancia estatistica (figura 4a). Nao sendo
observada, portanto, diferencas significantes quanto a essas formas de intervencgéo
(silimarina isolada ou associada).

A analise da média dos valores séricos de AST demonstrou reducdo de
0.86Ul/mL (IC 95%:-1.12, -0.61; p=0.003) nos individuos tratados apenas com

silimarina isolada (figura 4b). Esses resultados também ndo apresentaram
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diferencas significativas entre os tipos de intervencdo, semelhante a analise
referente aos niveis de ALT. Da mesma forma, a avaliacdo dos subgrupos de tempo
de intervencdo e niveis de ALT ndo apresentaram diferencgas significativas entre si

(figura 4c).
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Tabela 2: Resultados dos estudos selecionados para metanalise.

ESTUDO INDICADORES RESULTADOS
UTILIZADOS

Loguercio et ALT, vGT N&o houve nenhum evento adverso em ambos os grupos. Grupo intervencdo apresentou reducdo significativa da esteatose

al., 200719 hepatica no score da ultrassonografia (mudanca de 2-3 para 1-2) apds 6 e 12 meses (p<0,01). Reducdo significativa de ALT e
vGT apos 6 e 12 meses apenas no grupo intervencao (p<0,01). Tratamento afetou os niveis de ALT e Gama GT independente
de mudancas no IMC dos participantes. Ndo foram avaliados dados do grupo com portadores de VHC.

Hashemiet  ALT, AST Houve reducdo significativa nas medias dos niveis de ALT apenas no grupo intervencdo (113,54 vs 73,14U1KmL) (p<0.001). O

al., 200928 % de pacientes com normalizacdo (ALT=40) foi de 32% apos 3meses e 52% apos 6meses no grupo intervencdo e a diferenca
nesses % entre grupo controle e intervencao foi significativa (p=0,001). Também houve reducdo significativa nas medias de
AST apenas no grupo intervencdo (71,42 vs 49,66 Ul/mL) (p=0,006). O % de pacientes com normalizacio (AST<40) foi 46%
apos 3meses e 62% apas 6meses no grupo intervencdo e a diferenca nesses % entre grupo controle e intervencdo também
foi significativa (p=0,0001).

Massodi et ALT, AST MNdo houve nenhum evento adverso grave e os efeitos colaterais foram similares em frequéncia e incomuns em ambos o0s

al., 201330 grupos. Houve reducdo significativa nas médias dos niveis de ALT apenas no grupo intervencio (84,06 vs 68 54U1/mL)
(p=0.001) & nas médias dos niveis de AST também apenas no grupo intervencdo (71,94 vs 54, 70Ul/mL) {p=<0,001).

Solhi et al., ALT, AST Houve diferenca significativa nas médias dos niveis de ALT apenas no grupo intervencdo (91,3 vs 38,4Ul/mL) (p=0,026) € nos

20143 niveis de AST também apenas no grupo intervencdo (62,8 vs 30,5U1/mL) (p=0,038).

Aller et al., ALT, AST, vGT MNéo houve eventos adversos nos dois grupos. Houve melhora significativa no score de fibrose em ambos os grupos (p<0,05).

2015% Houve diferenca significativa na reducdo da média dos niveis de vGT (81,5 vs 46,2Ul/L) (p<0,05) no grupo intervencao e
também no grupo controle (80,5 vs 50,3UI/L) (p<0,05). Houve reducdo significativa apenas na média dos niveis de ALT (70,8
vs 54, TUIL) (p<0,05) e AST (41,6 vs 36UI/L) (p<0,05) no grupo controle.

Sorrentino ALT, AST, vGT N&o foram relatados eventos adversos em ambos 05 grupos. Niveis médios de ALT, AST e yGT estavam dentro do limite da

et al., 2015

normalidade no baseline. Houve reducdo significativa apenas nas medias de medidas do tamanho do lobo direito do figado
pelo USG (17,24 vs -0,96cm) (p=0,044).
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Silimarina Controle Peso Diferenga de
Estudo médias (95%IC) Diferen¢a de médias (95% IC)
Média DP N Média DP N

Hashemi et al., 2009 731 624 50 89.9 41.8 50 23.79% -0,32 [-0.71, 0.08] --

Aller et al., 2015 52.7 26.0 18 54,7 18.0 18 8.66% -0,09 [-0.74, 0.56] —'—

Loguercio et al., 2007 59.0 20.0 39 45.2 34.0 20 12.32% 0.54 [-0,01, 1.09] :""

Solhi et al., 2014 384 11.8 33 52.3 299 31 14.68% -0.62 [-1.12,-0.12] -

Massodi et al., 2013 68.5 5,5 50 73.3 5.6 50 22.02% -0.86 [-1.27, -0.45] *

Sorrentino et al., 2015 28.0 223 43 24.8 14.6 35 18.53% 0.17 [-0.28, 0.62] ""'

Total (95%IC) 233 204 100% -0.26 [-0.46, -0.07] ¢

Heterogeneidade: x*=22.26, g.1.=5(p=0.000) /*=77.5%

Teste DM=0 z=2.70 p=0.007 1 .
o 10

Figura 3a: Niveis de ALT
Silimarina Controle Peso Diferenca de
Estudo médias (95%IC) Diferen¢a de médias (95% IC)
Média DP N Média DP N

Hashemi et al., 2009 49.7 33.3 50 66.2 27.4 50 27.66% -0.55 [-0.95, -0.15] ...

Aller et al., 2015 41.6 20.0 18 36.0 11.8 18 10.18% 0.34 [-0.32, 1.00] -'—

Solhietal., 2014 305 8.2 33 36.2 124 31 17.69% -0.55 [-1.05, -0.05] -+

Massodi et al., 2013 54,7 5.5 50 61.6 3.4 50 22.32% -1.50 [-1.94, -1.05] -

Sorrentino et al., 225 124 43 21.4 113 35  22.15% 0.09 [-0.35, 0.54] s 2

2015 '3

Total (95%IC) 194 184 100% -0.53 [-0.74, -0.32] :

Heterogeneidade: x*=32.50, g.|.=4 (p=0.000) />=87.7%

Teste DM=0 2z=4.93 p=0.000

o 10

Figura 3b: Niveis de AST
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Silimarina Controle Peso Diferenga de
médias (95%IC) Diferen¢a de médias (95% IC)

Estudo Média DP N Média DP N

Aller et al., 2015 46.2 27.0 18 50.3 27.0 18  22.70% -0.15 [-0.81, 0.50] _L

Loguercio et al., 2007 60.0 33.0 39 640 350 20 33.39% -0.12 [-0.66, 0.42] g

Sorrentino et al., 2015 33.3 216 43 28.6 14.7 35 43.90% 0.26 [-0.21, 0.73]

Total (95%IC) 100 73 100% 0.04 [-0.27, 0.35]

Heterogeneidade: x*=1,47, g.|. =2(p=0.478) I’=0%

Teste DM=0 z=0.24 p=0.809

L] T
o 10
Figura 3c: Niveis de yGT
Silimarina Controle Peso Diferenca de
Estudo ou subgrupos médias (95%IC) Diferenca de médias (95% IC)
Média DP N Média DP N

SILIMARINA
Hashemi et al., 2009 73.1 624 50 89.9 41.8 50 23.79% -0,32 [-0.71, 0.08] -
Solhi et al., 2014 384 11.8 33 52.3 299 31 14.68% -0.62 [-1.12,-0.12] |
Massodi et al., 2013 68.5 5,5 50 73.3 5.6 50 22.02% -0.86 [-1.27, -0.45] =
Subtotal (95%IC) 133 131 60.49%  -0.59 [-0.83, -0.34] 0
Heterogeneidade: y2=3.53, g.1.=2 I?=43,4% p=0.171
SILIMARINA ASSOCIADA 2
Aller et al., 2015 527 26.0 18 54.7 18.0 18 8.66% -0,09 [-0.74, 0.56]
Loguercio et al., 2007 59.0 20.0 39 452 340 20 12.32% 0.54 [-0,01, 1.09] L
Sorrentino et al., 2015 28.0 223 43 24.8 14.6 35 18.53% 0.17 [-0.28, 0.62] :}
Subtotal (95%IC) 100 73  39.51% 0.23 [-0.08, 0.53]
Heterogeneidade: x2=2.22, g.1.=2 /’=9.9% p=0.330
Total (95%IC) 100% -0.26 [-0.46, -0.07] {:I
Heterogeneidade: y2=22.26, g.l.=5 ’=77.5% p=0.000
Teste Heterogeneidade entre os grupos: x=16.51, g.l.=1 p=0.000 o 11[:,

Figura 4a: Niveis de ALT segundo tipo de produto utilizado na intervencéao.
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Silimarina Controle Peso Diferenca de

Estudo ou subgrupos médias (95%IC) Diferen¢a de médias (95% IC)
Média DP N Média DP N

SILIMARINA

Hashemi et al., 2009 49.7 33.3 50 66.2 274 50 27.66% -0.55 [-0.95, -0.15] ¥+

Solhi et al., 2014 305 8.2 33 36.2 124 31 17.69% -0.55 [-1.05, -0.05] ——

Massodi et al., 2013 547 55 50 61.6 3.4 50 22.32% -1.50 [-1.94, -1.05] -

Subtotal (95%IC) 133 131 67.47% -0.86 [-1.12, -0.61] q}

Heterogeneidade: x>=11.77, g.1.=2 >=83% p=0.003

SILIMARINA ASSOCIADA

Aller et al., 2015 41.6 20.0 18 36.0 11.8 18 10.18% 0.34 [-0.32, 1.00] e

Sorrentino et al., 2015 225 24 43 214 113 35 22.15% 0.09 [-0.35, 0.54] -

Subtotal (95%IC) 61 53 32.33% 0.17 [-0.20, 0.54] (s

Heterogeneidade: x2=0.37, g.l.=1 I*=0% p=0.542

Total (95%IC) 100%  -0.53[-0.74,-0.32] 9

Heterogeneidade: x>=32.50, g.l.=1 >=87.7% p=0.000

Teste Heterogeneidade entre os grupos: x=20.36, g.l.=1 p=0.000 U 1'0

Figura 4b: Niveis de AST segundo tipo de produto

utilizado na intervencao.

Heterogeneidade: x?=22.26, g.1.=5 >=77.5% p=0.000
Teste Heterogeneidade entre os grupos: x=3.42, g.I.=1 p=0.065

Silimarina Controle Peso Diferenca de
Estudo ou subgrupos médias (95%IC) Diferenca de médias (95% IC)

Média DP N Média DP N
2 6 MESES ;
Hashemi et al., 2009 73.1 624 50 89.9 418 50 23.79% -0,32 [-0.71, 0.08] +
Loguercio et al., 2007 59.0 20.0 39 452 340 20 12.32% 0.54 [-0,01, 1.09] . .
Subtotal (95%IC) 89 70 36.11% -0.02 [-0.34, 0.30] '{}
Heterogeneidade: x2=6.18, g.l.=1 ’=83.8% p=0.013 I
< 6 MESES |
Aller et al., 2015 52.7 26.0 18 547 180 18 8.66% -0,09 [-0.74, 0.56] ——
Solhi et al., 2014 384 11.8 33 523 299 31 14.68% -0.62 [-1.12,-0.12] ""
Massodi et al., 2013 68.5 55 50 733 56 50 22.02% -0.86 [-1.27, -0.45] )
Sorrentino et al., 2015 28.0 22.3 43 248 146 35 18.53% 0.17 [-0.28, 0.62] =
Subtotal (95%IC) 144 134 63.89% -0.40 [-0.64, -0.16] {j
Heterogeneidade: y2=12.66, g.1.=3 >=76.3% p=0.005 ;
Total (95%IC) 100% -0.26 [-0.46, -0.07] li'#

1]

10

Figura 4c: Niveis de ALT segundo tempo de intervencao.
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Heterogeneidade e meta-regressao

A presente analise observou que os estudos avaliados apresentaram alto grau
de heterogeneidade, com teste de inconsisténcia (1?) maior que 50%. Foram
realizadas duas meta-regressdes uma tendo a ALT como desfecho e outra para a
AST. N&o foi possivel realizar meta-regressao para yGT, considerando-se o reduzido
namero de estudos. Na primeira meta-regressdo, constatou-se que o tamanho da
amostra (p=0,901), o tempo de tratamento (p=0,233) e tipo de intervencéao (silimarina
isolada e silimarina associada) (p=0,143) ndo explicaram a heterogeneidade entre
os estudos. Da mesma forma, na segunda meta-regressdo verificou-se que o
tamanho da amostra (p=0,941), o tempo de tratamento (p=0,163) e tipo de
intervencao (p=0,089) também ndo conseguiram explicar a heterogeneidade dos

estudos (dados nao apresentadaos em tabelas).

DISCUSSAO

Nesta revisdo, alguns estudos de intervencdo observaram melhora dos
indicadores bioquimicos e clinicos avaliados em pacientes portadores de doenca
hepética gordurosa néo alcodlica (DHGNA), incluindo esteatose hepatica e NASH,
apos uso de siliamarina. Apesar dos resultados da metandlise indicarem que 0 uso
de silimarina esta associado a reducéo dos niveis séricos de ALT e AST, os valores
encontrados ndo apresentam relevancia clinica. Os estudos!®34353° também
mostraram limitados efeitos adversos e boa tolerancia ao uso da silimarina como
relatado em outros trabalhos%11.12,

Alguns estudos relatam que a silimarina é capaz de melhorar indicadores
bioguimicos em pacientes portadores de doencas hepéticas de etiologias
diversas?*0:46.:4748.49.50 além da reducdo dos niveis de ALT e AST serem comumente
descritas em outros estudos 48495152 A hipétese descrita pelos pesquisadores é que
as propriedades antioxidantes da silimarina sdo capazes de reduzir espécies reativas
de oxigénio, inibindo, portanto, danos celulares®. Além da melhora no sistema
antioxidante, observado em estudos experimentais, devido ao aumento de enzimas
como glutationa redutase, glutationa peroxidase, superoxido dismutase e catalase,
todas com funcdo antioxidante!®5455 e de antioxidantes ndo enzimaticos, por meio

da modulacéo de vias de fatores de transcricdo génica associadas®®%’. Por outro
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lado, h& relato de estudos similares que, apesar de demonstrarem diferencas nos
valores desses indicadores, essas néo foram estatisticamente significantes*>°8.

E importante ressaltar que existe um numero reduzido de trials com
metodologias rigorosas que considerem questdes importantes como uso de produtos
bem caracterizados, avaliacdo em doencas hepéticas especificas, tamanho amostral
adequado, representatividade da populacdo estudada, tempo de intervencéo
adequado e realizacdo de analises estatisticas apropriadas. Esses fatores séo
bastante divergentes entre os estudos, o que pode interferir diretamente tanto nos
resultados positivos, como nos achados controversos, representando uma
importante limitacdo para conclusdes sobre esse tema.

Identificou-se nesta metanalise que um ensaio clinico®® que encontrou valores
normais de ALT, AST e yGT no baseline, achado que néo surpreende, visto que
alguns pacientes podem ser portadores de DHGNA e n&o apresentarem alteragdes
nos niveis de enzimas hepaticas®®6%61- Assim, no referido estudo®® nado houve
relevancia nos resultados desses marcadores apés intervencdo, uma vez que no
baseline, os pacientes ja ndo apresentavam alteracdo nestes marcadores. Verificou-
se também que outro ensaio clinico®* incluido nesta analise demonstrou reducéo
significativa de yGT no grupo controle e intervengdo, devido provavelmente as
diferencas do desenho metodolégico utilizado. Neste estudo, ambos os grupos
apresentavam prescricdo de dieta hipocalérica e atividade fisica, o que
provavelmente influenciou os parametros clinicos e bioguimicos dos pacientes com
DHGNA.

Estudos tem associado niveis elevados de ALT ou a razdo AST:ALT>1 em
pacientes portadores de DHGNA com progresséao da doenca e presenca de fibrose
hepatocelulart?6364, Em varias publicacdes®>%667 tem sido considerado a mudanca
de estilo de vida com intervencdo dietética e pratica de atividade fisica, como
estratégias com impacto na melhora de marcadores e funcdo hepatica para
individuos com DHGNA. Apesar disso, observou-se que ainda sdo necessarios mais
dados disponiveis na literatura referentes ao padrdao de adesado desse perfil de
pacientes a mudanca de estilo de vida e orientacées nutricionais fornecidas por
profissionais da saude. E importante considerar também, o crescente aumento da
prevaléncia da DHGNA nos ultimos anos, sendo inclusive considerada como
problema de salde publica mundial®?2. Diante desse cenario, pesquisadores tém

investigado estratégias terapéuticas coadjuvantes, como a fitoterapia, e considerado
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0 uso da silimarina como uma possibilidade para melhorar indicadores bioquimicos
desses pacientes?®383% Porém, os estudos disponiveis sdo de baixa qualidade
metodoldgica, além dos resultados positivos encontrados ndo apresentarem
relevancia clinica, como encontrado nesta metandlise. Por isso, ainda ndo ha
evidéncias cientificas suficientes para recomendacdo da silimarina como
possibilidade de alternativas terapéuticas coadjuvantes para reducao de indicadores

bioquimicos em pacientes portadores de Doenca Hepatica.

Importante destacar que o0s testes de inconsisténcia realizado nesta
metanalise, demonstraram que o0s estudos avaliados apresentaram alto grau de
heterogeneidade, geralmente presente em metanalises envolvendo ensaios
clinicos®, principalmente quando se avalia temas tdo especificos e que apresentam
poucos estudos com desenhos metodolégicos bem adequados, como é o caso da
fitoterapia e especificamente, do uso da silimarina. Além disso, detalhamento da
intervencdo, cegamento, selecdo e recrutamento da populacdo e auséncia de
ajustes nas analises estatisticas podem ser fatores que interferem nos resultados
finais, bem como o alto e médio risco de viés observados nos estudos.

Nesta metandlise, identificaram-se ensaios com amostras pequenas e,
portanto, pouca representatividade da populacdo, o que pode ter favorecido a
elevada heterogeneidade, uma vez que estudos com amostras maiores fornecem
maior precisdo na associacdo. Auséncia de analises referentes a intencao de tratar
nos estudos também podem ser considerados fatores que interferiram nos
resultados e conclusfes finais. Outro fator metodoldgico relevante refere-se ao
cegamento dos estudos avaliados, apenas um é duplo-cego, representando mais
uma inconsisténcia dos trabalhos avaliados. Apesar da metaregressao realizada néo
ter identificado interferéncia do tamanho da amostra, tempo de tratamento e tipo de
intervencao nos resultados, considera-se que esses resultados possam ter sofrido
forte influéncia da baixa qualidade metodologica, observada em todos os estudos,
de forma geral, conforme avaliacéo feita pelos métodos utilizados.

Em concluséo, os resultados dessa metanalise demonstram que o uso da
silimarina reduziu minimamente, mas sem relevancia clinica, os niveis séricos de
ALT e AST em pacientes com doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica. Apesar das
redugbes observadas néo traduzirem uma relevancia clinica, podem sinalizar para

uma possivel estratégia terapéutica adicional no controle de DHGNA. Ao se discutir
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os dados encontrados, é importante considerar a grande variabilidade e fragilidade
metodoldgica desses estudos, achado bastante comum em publicacdes que avaliam
fitoterapicos. Portanto, percebe-se a necessidade da realizacdo de novos estudos
com desenhos metodolégicos mais adequados, com atencao especial na realizagédo
das etapas de planejamento e execug¢do dos ensaios clinicos. Isso proporcionara
evidéncias cientificas mais consolidadas, podendo contribuir para uma maior
seguranca na indicacdo ou ndo de doses de silimarina a serem prescritas pelos

profissionais de saude habilitados.
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ANEXO A

FICHA CLINICA PARA AVALIACAO DE ELEGIBILIDADE

Efeito da silimarina sobre indicadores bioquimicos em pacientes portadores de Doenga Hepatica:

revisdo sistematica com metanalise

1. REVISOR:

2. IDENTIFICAGAO DO ARTIGO:

2.1 - Autor:
2.2 — Revista:
2.3 — Ano de publicacao: Volume:

n2 da 12 pdgina do artigo:

3. CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

3.1 — Ensaio clinico randomizado e controlado?

3.2 —Qual a populagdo de estudo?

3.3 — Qual a doenca hepatica?

3.4 — Pacientes estavam fazendo tratamento

convencional?

3.5 —Qual o produto de silimarina utilizado?

3.6 — Asilimarina estd associada a outras substancias ou

nutrientes?

4, CONFIRMACAO DA ELEGIBILIDADE
Estudo incluido?

Se excluido ou nao estiver claro, qual o
motivo?

5. OBSERVAGOES
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ANEXO B
Checklist Dow &Black

1:sim ;0 ndo

Critérios para avaliacio de estudos observacionais adaptados a partir de Downs & Black

Dominio Relato

1.A hipotese/objetive do estudo esta claramente descrita?

2.0s desfachos a serem medidos estio claramente dascritos na introdugio ou na segio de métodos?

3.As caracteristicas dos participantes incluidos ne estudo estio claramente descritas?

4. As intervengdes (exposigies) estio claramente descritas?

3. A distnibuigie dos principais fatores de confusio nos gropes de comparagio estd claramente descrita?

6. Os principais resultados de estudos estio claramente descritos?

7. O estudo apresentou as estimativas de dispersio e variabilidade dos dados para os principais achados?

8. Todos os eventos adversos foram reportados?

0. As caracteristicas dos pacientes com perda de sepuimento foram descritas?

10. Os intervalos de confianga de 95% e/ou valores de p foram relatados para os principais desfechos, exceto quandoe o valor de p foi menor que 00017

Validade Externa

11. Os participantes convidados para participar do estude foram representatives de teda a populagio de onde foram recrutados?

12. Os individues incluidos ne estudo sio representativos da populagio inteira de onde foram recrutados?

13. A equipe, os lugares e as instalages onde os participantes do estudo foram tratadoes (exposto ou recutados), sio representatives do tratamento que a maioria
dos pacientes recebe?

14.Faram feitos esforgos para manter pacientes sem conhecimento sobre a exposigac [cegamenta ndo é aplicavel para estudos observacionais)

15. Faram feitaz esfargos para manter avaliadares sem conheciments sobre a expasigan ¥

1E. Se algum dos rezultados do estudo foi bazeado em post hoc™, isto Foi feito com clareza?

17. Em estudos clinicos randomizadaos e estudos de coarte, as analizes foram ajustadas para diferentes tempa de seguimenta? Ou em estudas de caso
caontrale, o tempao entre a expasicio e desfecho foi o mesmo para cazos e contrales ¥

18.0= testes estatisticos utilizados para avaliar oz principaiz desfechos foram apropriados?

18. Houve aderéncia dintervencfo [se aplicivel)?

20. As medidas das principais desfechos faram acuradas (validas e confifveiz]?

Internal validity - confounding [selection bias)

21. Oz pacientes em diferentes grupos de interveng 3o [ensaios e estudos de coarte] ow em casos—controle foram recutados da mesma populagio?

22. Uz pacientes em diferentes grupos de intervengdo [enzaios e estudos de coonte] ou em casos-controle faram recrutados no mesmo periodo de
tempo?

23. Oz sujeitos do estudo foram randomizados para os grupos de intervencio?

2d. A interveng Ao randomizada foi oculta para oz pacientes e para a equipe até que o recrutamenta estivesse completo e inevogawel?

25, Houve um ajuste adequado dos fatores de confusdo nas analises a partir das quais os principais achadas foram tiradeos?

26. Az perdas dos pacientes no andamenta faram levadas em conta?

Dominio Poder

27. Destudo tem poder suficiente para detectar um efeito clinicaments impartante quando o valor de p [(“probability value™ para uma diferenga que &
devida ao acaso éinferior 2 5% 7

Total




