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RESUMO

Atualmente, medicações fitoterápicas e homeopáticas vêm sendo bastante
utilizadas tanto na medicina humana como na medicina veterinária para tratamento de
depressão, obesidade, ansiedade, doenças do trato respiratório, câncer e outras. O uso
de medicamentos homeopáticos de Viscum (Viscum album L.) como tratamento
complementar em casos de câncer tem sido frequente há muitos anos na medicina
integrativa humana, entretanto na medicina veterinária esse uso é recente, sendo
empregado principalmente em animais de companhia. Na homeopatia, existem
princípios básicos que devem ser seguidos, os quais preconizam o tratamento pela
diluição e dinamização da mesma substância que produz os sintomas. Para o combate
ao câncer, medicamentos com atividade antioxidante são importantes tanto para o
combate à doença quanto para amenizar os efeitos da quimioterapia, porém sua
possível citotoxicidade é um parâmetro que não pode ser negligenciado. Diante disto,
esta pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante de produtos
homeopáticos obtidos de tintura-mãe de viscum e sua ação citotóxica em
células-tronco mesenquimais de cão através do ensaio colorimétrico MTT nas
concentrações de 10 a 50 µL/mL, e método de captura do radical 2,2´-azinobis
(3etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS), em que as amostras foram adquiridas da
empresa INJECTCENTER®. Por meio dos resultados, foi possível observar que a amostra
de VAD3 possui menor atividade antioxidante e maior ação citotóxica do que a amostra
VA200CH. Estudos complementares in vivo se fazem necessários para que possamos
dar prosseguimento às investigações sobre a eficácia desses produtos.

Palavras-Chave: Homeopatia; Oncologia; Plantas medicinais; Visco.
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1. INTRODUÇÃO

A avaliação da atividade antioxidante é de extrema relevância, pois a partir dela se

sabe a propriedade protetiva de um determinado composto que pode ser utilizado para

procedimentos fitoterápicos, como por exemplo, no tratamento complementar de

neoplasias, que são as principais causas de óbitos em animais de estimação. Ademais, os

tratamentos convencionais, como a quimioterapia, podem gerar um aumento do stress

oxidativo e consequentemente uma formação de grande quantidade de radicais livres, os

quais causam efeitos deletérios a moléculas e células animais. Adicionalmente, estudos de

citotoxicidade são muito importantes para garantir que além da eficácia, o fitoterápico seja

seguro para seus pacientes. Com isto, a caracterização da citotoxicidade in vitro é uma

prática comum na avaliação biológica de produtos para a saúde e fundamental para a análise

inicial da biocompatibilidade dos mesmos. O projeto foi baseado no estudo de determinação

da atividade antioxidante e avaliação citotóxica de plantas medicinais que são utilizadas na

medicina tradicional brasileira. De acordo com Figueiredo (2014), o uso de visco (Viscum

album L.) como terapia complementar, tem-se demonstrado eficaz na redução de efeitos

deletérios e de toxicidade dos tratamentos convencionais, além do fortalecimento do

sistema imunológico e da amenização dos sintomas neoplásicos em pequenos animais,

resultando em um aumento da sobrevida, diminuição de efeitos secundários das e aumento

da qualidade de vida.

O objetivo deste projeto foi avaliar a atividade antioxidante de produtos a base de

Viscum album utilizados na terapia complementar em neoplasias de pequenos animais e

investigar uma possível ação citotóxica do mesmo em células-tronco mesenquimais de cão.

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

2.1. Plantas Medicinais

A biodiversidade é constituída por alguns elementos, dentre eles as plantas

medicinais, que começaram a ser utilizadas como medicamentos caseiros e na farmacologia

em algumas localidades, onde se tornaram conhecidas como matéria-prima para a

fabricação de fitoterápicos. Assim como todas as outras plantas, as medicinais possuem as

funções no ambiente de amenizarem a poluição do solo, pois suas raízes possuem uma

malha que fixam a terra, evitando que ela seja contaminada (FIRMO et al., 2010; HARAGUCHI

e CARVALHO, 2010).
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Para alguns autores, as plantas medicinais são todas aquelas que, quando aplicadas

em um ser humano ou animal, exercem ação terapêutica, auxiliando o organismo a

normalizar funções fisiológicas prejudicadas, restaurar a imunidade enfraquecida, promover

a desintoxicação e o rejuvenescimento. Este algo atuante é chamado de princípio ativo, seja

ele composto de uma única substância existente na planta ou de um conjunto que age

sinergicamente, chamado de complexo fitoterápico. Porém para a planta ser considerada

verdadeiramente medicinal, é necessário que seja identificado o seu princípio ativo e que ele

seja avaliado farmacologicamente (FIRMO et al., 2010; HARAGUCHI e CARVALHO, 2010;

LORENZI e MATOS, 2008).

2.2. Compostos fenólicos e atividade antioxidante

Os compostos fenólicos são derivados do metabolismo secundário de plantas

medicinais, sendo importante para o seu crescimento e reprodução, possuindo atividade

antioxidante. São enquadrados em distintas categorias como ácidos fenólicos provenientes

do ácido benzóico e cinâmico, fenóis simples, cumarinas, flavonóides, estilbenos, taninos

condensados e hidrolisáveis, lignanas e ligninas (ANGELO, 2006).

A atividade antioxidante dos compostos deve-se pelas propriedades redutoras e

estruturas químicas, que acabam desempenhando um importante papel no sequestro de

radicais livres durante as etapas de iniciação e propagação do processo oxidativo. O método

usualmente utilizado para medir a atividade antioxidante é pela captura do radical 2,2’ -

azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS), que pode ser gerado através de uma

reação química, eletroquímica ou enzimática, medindo as atividades dos compostos de

natureza hidrofílica e lipofílica (RUFINO, 2007; SOUSA et al., 2007).

2.3. Plantas medicinais e a homeopatia

A homeopatia foi aplicada inicialmente há 200 anos atrás, pelo médico alemão

Samuel Hahnemann, conhecido como o pai da homeopatia. Ela possui alguns princípios

básicos, como a “lei dos semelhantes”, que preconiza o tratamento pela diluição e

dinamização da mesma substância que produz sintomas em uma pessoa saudável, chamado

de “princípio da globalidade”, que determina que a homeopatia se concentra no ser como

um todo e não apenas na doença, avaliando sua constituição física e temperamental, e, por

fim, o “princípio da infinitesimalidade”, que demonstra que os medicamentos homeopáticos
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são utilizados em altas diluições, anulando os efeitos indesejáveis e mantendo ação

terapêutica de forma mais profunda e duradoura (VANZELA & BITENCOURT, 2017).

Os medicamentos homeopáticos podem ser derivados dos reinos animal, vegetal e

mineral, e substâncias produzidas nos organismos vivos como resultados de processos

fisiológicos. No reino vegetal, as plantas mais utilizadas para a produção de medicamentos

são Anemose pulsatilla L. (Anêmona) e Thuya occidentalis L. (Árvore-da-vida), sendo estas

usadas para tratamentos de depressão puerperal, bronquite, enfisema e asma (VANZELA &

BITENCOURT, 2017; NASER et al., 2005; TAMANAKA, 2019).

2.4. Avaliação da citotoxicidade de plantas medicinais

Com o passar do tempo, o tratamento com plantas medicinais em formas de xaropes,

chás, tinturas e inalações tem se tornado popularmente conhecido. Entretanto, a maioria das

plantas utilizadas nunca foram avaliadas em relação aos seus efeitos tóxicos em nível celular,

já sendo relatado que chás e infusões de algumas espécies possuem substâncias tóxicas

mutagênicas (NASCIMENTO et al., 2021; FAGUNDES et al., 2017). De acordo com Fagundes et

al. (2017) a proliferação adequada de uma célula é indicada pelo seu índice mitótico que é

utilizado como parâmetro para avaliação da análise citotóxica de extratos de plantas

medicinais, servindo no desenvolvimento de drogas com baixa toxicidade.

Segundo Soto e Campelo (2016), o ensaio de citotoxicidade celular in vitro é um

sistema muito importante para definição da toxicidade de extratos de plantas medicinais,

indicando se estes compostos podem ou não ocasionar morte celular. O método de análise

mais utilizado é o ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio) que envolve na

conversão do corante solúvel em água utilizados nas células em um formazan roxo insolúvel

pela ação da enzima redutase mitocondrial (KUMAR et al., 2018).

2.5. Viscum album

O gênero Viscum faz parte do grupo de plantas que parasitam outras espécies, sendo,

em sua maioria, duas espécies nativas da África e Madagascar. A espécie Viscum album L.,

conhecida como visco, é encontrada na Europa Central, sendo utilizada na medicina

complementar em estudos fenomenológicos, fitoquímicos, pré-clínicos e clínicos (MAGANO,

2012). Tem como sua composição principal a lectina, que apresenta efeito citotóxico em

células tumorais e aumenta o efeito de fármacos anticancerígenos. Além da viscotoxina, um
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composto que causa interferência na angiogênese tumoral, estimulando o sistema imune

(BETTIOL, 2011).

Ainda há poucos relatos sobre a atividade antioxidante deste gênero, porém já

existem trabalhos que constatam a sua eficácia antimicrobiana, anticâncer, antiviral, indutora

de apoptose e atividades imunomoduladoras e, portanto, pode ser considerada uma boa

fonte para outras aplicações medicinais (ÖNAY-UÇAR et al., 2006; PAUN et al., 2009).

Um estudo realizado com humanos portadores de câncer pancreático, em estágio

final ou em metástase, demonstrou que, os pacientes tratados apenas com extrato de visco

obtiveram um tempo de sobrevida de 2 meses a mais que os pacientes do grupo controle, os

quais não foram submetidos a nenhum tipo de tratamento (OSTERMANN et al., 2020).

Enquanto um estudo com aplicação de altas doses de visco em carcinoma precoce de bexiga

apresentou menor taxa de recorrência do câncer, comparado ao que seria considerado

padrão para esse tipo de tumor e uma regressão de 56% nos marcadores tumorais restantes,

indicando controle e redução do crescimento tumoral (GUNVER et al., 2017).

De acordo com Pires (2019), a associação da acupuntura veterinária com aplicação de

Viscum em tratamentos oncológicos reduz efeitos adversos de vômitos e náuseas, além do

fortalecimento do sistema imune. A aplicação do fitoterápico deve ser feita no acuponto

VG-14, localizado entre a sétima vértebra cervical e a primeira torácica. Outros autores

também relatam a eficácia do tratamento da planta associada à solução aquosa de látex de

Janaúba (Himatanthus drasticus) em neoplasias da cavidade oral, tendo como resultado a

diminuição da massa tumoral (ALCÂNTARA et al., 2015).

3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1. Aquisição das amostras

As amostras homeopáticas foram cedidas pela empresa INJECTCENTER®, já

preparadas pela empresa. As amostras foram denominadas de VA200CH e VAD3 (figura 1 e

2) devido às quantidades de diluições para formulação do produto, sendo que a VAD3

contém a substância do insumo ativo. Ambas foram utilizadas tanto no ensaio MTT como na

determinação de atividade antioxidante.
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3.2.

Ensaio MTT

O ensaio MTT foi realizado pela equipe da BIO CELL Terapia Celular®, por meio do

cultivo de células-tronco mesenquimais de cão em garrafas, até atingirem a confluência de

80%.

1. Posteriormente as células-tronco foram tripsinizadas e plaqueadas em placas de 96

poços na concentração de 2,5 x 104 células/mL em meio de cultivo DMEM.

2. Após 24 horas, o meio foi substituído por meio adicionado de VAD3 em uma placa,

e VA200CH em outra placa, em cinco concentrações diferentes, que variaram de 10

a 50 µL/mL

3. Também foram mantidos poços controle, formados apenas por meios de cultivo e

células.

4. Todos os meios foram preservados 48 horas em cultivo e realizados 6 poços por

tratamento. 

5. Após esse período, foi realizado o ensaio colorimétrico de MTT (figura 3), com

adição de reagente de MTT e incubação por mais 4 horas em ambiente escuro.

6. Foi adicionado DMSO para diluição dos cristais de formazam e realizada a leitura de

absorbância em espectrofotômetro em 570nm.

7. A viabilidade celular foi expressa em porcentagem e calculada da seguinte forma:

% viabilidade celular = média da absorbância do tratamento x 100
média da absorbância do controle
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Figura 3. Ilustrações do ensaio colorimétrico de MTT.

FONTE: Brunel, 2021.

3.3. Determinação de atividade antioxidante

A determinação de atividade antioxidante foi realizada a partir do método da captura

do radical 2,2´-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS), modificado pela

EMBRAPA (2007), sendo as quantidades utilizadas em dobro, porém nas mesmas

proporções:

1. Preparado da solução estoque ABTS 7Mm (384 mg de ABTS em 100 mL de água

destilada).

2. Preparado a solução de persulfato de potássio 140 Mm (378,4 mg para 10 mL

de água destilada).

3. Preparado do Radical ABTS a partir das soluções de persulfato de potássio e

estoque ABTS (1.776µL/100mL), colocada em vidro âmbar, em temperatura

ambiente e deixada no escuro por 16 horas. Podendo ser usado somente no dia

da análise.

4. O radical ABTS foi diluído em etanol até uma leitura de ± 700nm a 734nm,

resultando na diluição de 1:70 (v/v).

5. Utilizado 30 microlitros das amostras e 3 mL do radical ABTS (em triplicata) e

após 6 minutos, realizada a leitura em 734 nanômetros no espectrofotômetro,

utilizando um branco (etanol) para calibração do espectrofotômetro (figura 4).

6. As absorbâncias obtidas foram jogadas na curva padrão.
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Figura 4. Espectrofotômetro.

Curva padrão do Trolox:

1. Preparado a solução padrão de trolox 2 mM (25 mg de trolox em álcool etílico e

completado o volume para 50 mL em um balão volumétrico com álcool etílico,

foi homogeneizado e transferido para um frasco de vidro âmbar, devidamente

etiquetado. Podendo somente ser utilizado no dia da análise.

2. A partir da solução padrão de trolox (2.000 M), preparou-se em balões

volumétricos de 1 mL, soluções variando a concentração de 100 M a 1.500 M,

conforme a tabela 1.

Tabela 1. Preparo das soluções da curva padrão.
Solução padrão Trolox

(mL)
Álcool etílico

(mL)
Concentração final

(μL)

0,15 9,5 100
2,5 7,5 500
5 5 1000

7,5 2,5 1500
10 0 2000
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3. Em ambiente escuro, foi transferido uma alíquota de 30 µL de cada solução de

trolox (100 µM, 500 µM, 1.000 µM, 1.500 µM e 2.000 µM) para tubos de

ensaio, misturado com 3,0 mL da solução do radical ABTS e homogeneizado.

4. Foi realizada a leitura em 734 nanômetros e após 6 minutos da mistura, e

utilizado álcool etílico como branco para calibrar o espectrofotômetro.

5. A partir das absorbâncias obtidas das diferentes diluições dos extratos, plotar a

absorbância no eixo Y e a diluição (mg/L) no eixo X.

6. Em seguida, determinar a equação da reta. Para calcular a AAT, deve-se

substituir na equação da reta a absorbância equivalente a 1.000 µM do padrão

trolox (Eq. 1).

7. O valor obtido para o termo x corresponde à diluição da amostra (mg/L)

equivalente a 1.000 µM de trolox (Eq. 2).

Equação 1:

Absorbância correspondente a 1.000 µM de trolox

Equação 2:

Cálculo das diluições do extrato (mg/L) equivalente a 1.000 µM de trolox

8. A partir do resultado encontrado (x) na equação 2, dividir por 1.000 para ter o

valor em g.
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9. O resultado (Eq. 3) é calculado pela divisão de 1.000 (µM) pelo valor de X(g) e

multiplicado por 1(g) para encontrar o valor final (Z) que é expresso em µM

trolox / g de fruta (porção comestível).

Equação 3:

Cálculo final expresso em (µM trolox / g)

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1. Ensaio MTT

Para mensuração da viabilidade celular, foram

realizados 6 poços de cada amostra nas

concentrações de 10 a 50 µL/mL e controle, e a partir da leitura foram feitas as médias com

os valores obtidos como mostrados na tabela 2 e 3.

Tabela 2. Média das concentrações a partir da leitura de absorbância da amostra
VA200CH.

CONCENTRAÇÃO (µL/mL) MÉDIA

Controle 0,389

10 0,384

20 0,374

30 0,365

40 0,353

50 0,360

Tabela 3. Média das concentrações a partir da leitura de absorbância da amostra VAD3.

CONCENTRAÇÃO (µL/mL) MÉDIA

Controle 0,676

10 0,388

20 0,243

30 0,191

40 0,171

50 0,204



17

A partir do ensaio, foi possível avaliar que a amostra VAD3 apresentou maior

citotoxicidade em todas as concentrações testadas, principalmente na concentração de 40

µL/mL (figura 5). Enquanto a amostra VA200CH foi menos citotóxica em todas as suas

concentrações como demonstrado na figura 6. Na preparação dos medicamentos

homeopáticos, uma das fases é a diluição, em que, com a finalidade de seguir o princípio da

infinitesimalidade ou da dose mínima, são feitas sucessivas diluições da substância,

diminuindo a concentração do princípio ativo, reduzindo assim, por conseguinte, a

citotoxicidade celular do preparado (ANDRADE; NUNES; AGUIAR, 2012).

A concentração do insumo ativo obedece à escala decimal (D), sendo que, na

primeira dinamização (D1), tem-se uma diluição correspondente a uma parte de insumo

ativo em nove partes de insumo inerte/excipiente. Já na segunda dinamização decimal (D2),

a diluição é correspondente a uma parte da D1 em nove partes do insumo inerte. A

preparação em questão, D3, corresponde à terceira dinamização, onde tem-se uma diluição

correspondente a uma parte de D2 em nove partes do insumo inerte/excipiente (LEFEBVRE;

BONAMIN; OLIVEIRA, 2007).

Em um trabalho realizado por Lopes (2008), foi realizada avaliação da citotoxicidade

com VAD3 em células Caco-2 (adenocarcinoma de colón), adquiridas pela mesma empresa e

realizada pelo ensaio de MTT, porém análise dos resultados foi feita por espectroscopia de

Raman Dispersivo em 830nm. De acordo com o estudo, VAD3 reduziu a viabilidade celular,

atingindo a atividade mitocondrial da célula. Além disto, outro estudo realizado por

cromatografia com VAD3 em adenocarcinoma de mama humano também demonstrou maior

dano citotóxico (MELO et al., 2020). Neste contexto, os resultados destes trabalhos se

tornam positivos por se tratar de células neoplásicas, mostrando a eficácia do tratamento de

VAD3 em neoplasias.
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Figura 5. Determinação do percentual da viabilidade celular referente as concentrações
utilizadas (10 a 50 µL/mL) das amostras VAD3.

Figura 6. Determinação do percentual da viabilidade celular referente as concentrações
utilizadas (10 a 50 µL/mL) das amostras VA200CH.

De acordo com esses resultados, verificamos que a amostra VAD3 apresentou maior

citotoxicidade em comparação com a VA200CH, pois diminuiu a viabilidade das células

mesenquimais de cães no ensaio em até 70%, enquanto a VA200CH, na mesma concentração

(50 microlitros/mL), diminuiu em menos de 10% a viabilidade destas células.

4.2. Determinação de atividade antioxidante
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Para a avaliação da atividade, como já descrito, o método de eleição utilizado foi

ABTS. De acordo com Sucupira et al. (2012), este método em relação aos outros possui uma

grande vantagem pois pode ser utilizado tanto em amostras lipossolúveis como

hidrossolúveis, além de apresentar uma boa estabilidade, rápido e com resultados

reproduzíveis. 

Os resultados obtidos das amostras constam na tabela 4 e 5, e a partir destes dados

foi realizado a média dos valores, sendo 738nm para VA200CH e 684nm para VAD3. Os

ensaios das amostras evidenciaram que a atividade antioxidante de VA200CH foi superior à

de VAD3, o que já era esperado por serem amostras diluídas.

Tabela 4. Atividade antioxidante das triplicatas da amostra VA200CH.

VA200CH ABSORBÂNCIA – 734NM

Branco 750

Amostra 1 657

Amostra 2 694

Amostra 3 700

Tabela 5. Atividade antioxidante das triplicatas da amostra VAD3.

VAD3 ABSORBÂNCIA – 734NM
Branco 750

Amostra 1 716

Amostra 2 749

Amostra 3 749

Na literatura, não há trabalhos que descrevem a atividade antioxidante de produtos

derivados da planta pelo método ABTS. Porém em um trabalho realizado por Önay-Uçar et

al. (2006) descreveu a capacidade antioxidante dos extratos puros de visco pelo método

DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) lidos na absorbância de 517nm para evitar dados

imprecisos. De acordo com o estudo, o Viscum álbum apresentou uma boa atividade

antioxidante e efeito protetor contra hidroperóxidos. Porém segundo Oliveira (2015) o

método DPPH, mesmo sendo bastante utilizado para a determinação de extratos puros e de

medicamentos, não consegue caracterizar um composto como antioxidante totalmente,
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sendo necessário realizar outros ensaios utilizando ABTS ou método de TRAP (Total Radical –

Trapping Antioxidant Parameter).

De acordo com Szurpnicka et al. (2020) um estudo realizado em ratos hipertensos

induzidos por glicocorticoides utilizando como tratamento extrato de visco, diminuiu a

pressão arterial sistólica e os níveis de peroxidação lipídica e isto pode estar relacionado

devido a ação antioxidante e da liberação de óxido nítrico da planta. De acordo com o autor,

a atividade antioxidante de Viscum album irá depender da sua arvore hospedeira e fatores

ambientais como estação, clima e temperatura que podem afetar os componentes

antioxidantes. Pelas amostras terem sido adquiridas, não foi possível avaliarmos em qual

arvore ambas foram coletadas.

5. CONCLUSÃO

Por meio dos resultados, foi possível observar que as amostras de VAD3 possuem

menor atividade antioxidante e maior ação citotóxica do que a amostra VA200CH. Esse

resultado sugere que por ter maior atividade antioxidante o VA200CH pode proteger mais as

células, já que se mostrou menos citotóxica que VAD3. Ensaios específicos com células

tumorais precisam agora ser feitos para se verificar se o padrão observado aqui ocorre

também em células malignas.

Ademais, ainda existem outras pesquisas que devem ser realizadas sobre ação

antioxidante e citotoxicidade dos homeopáticos devido a escassez na literatura mesmo com

o uso atual do composto tanto na medicina humana como na medicina veterinária de

pequenos animais, sendo possível tirar proveito destes avanços na medicina de animais

silvestres. Além que, este foi o primeiro estudo a avaliar a atividade antioxidante de produtos

homeopáticos a partir do método ABTS.
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