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RESUMO

Atualmente, medicacBes fitoterapicas e homeopdticas vém sendo bastante
utilizadas tanto na medicina humana como na medicina veterinaria para tratamento de
depressao, obesidade, ansiedade, doencas do trato respiratdério, cancer e outras. O uso
de medicamentos homeopaticos de Viscum (Viscum album L.) como tratamento
complementar em casos de cancer tem sido frequente hd muitos anos na medicina
integrativa humana, entretanto na medicina veterinaria esse uso é recente, sendo
empregado principalmente em animais de companhia. Na homeopatia, existem
principios basicos que devem ser seguidos, os quais preconizam o tratamento pela
diluicdo e dinamizacao da mesma substancia que produz os sintomas. Para o combate
ao cancer, medicamentos com atividade antioxidante sdo importantes tanto para o
combate a doenca quanto para amenizar os efeitos da quimioterapia, porém sua
possivel citotoxicidade é um pardmetro que ndo pode ser negligenciado. Diante disto,
esta pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante de produtos
homeopaticos obtidos de tintura-mae de viscum e sua acdo citotdxica em
células-tronco mesenquimais de cdo através do ensaio colorimétrico MTT nas
concentragbes de 10 a 50 pL/mL, e método de captura do radical 2,2"-azinobis
(3etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), em que as amostras foram adquiridas da
empresa INJECTCENTER®. Por meio dos resultados, foi possivel observar que a amostra
de VAD3 possui menor atividade antioxidante e maior a¢do citotéxica do que a amostra
VA200CH. Estudos complementares in vivo se fazem necessarios para que possamos
dar prosseguimento as investigacoes sobre a eficacia desses produtos.

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

A avaliacdo da atividade antioxidante é de extrema relevancia, pois a partir dela se
sabe a propriedade protetiva de um determinado composto que pode ser utilizado para
procedimentos fitoterapicos, como por exemplo, no tratamento complementar de
neoplasias, que sao as principais causas de ébitos em animais de estimacdo. Ademais, os
tratamentos convencionais, como a quimioterapia, podem gerar um aumento do stress
oxidativo e consequentemente uma formacdo de grande quantidade de radicais livres, os
quais causam efeitos deletérios a moléculas e células animais. Adicionalmente, estudos de
citotoxicidade sdo muito importantes para garantir que além da eficacia, o fitoterapico seja
seguro para seus pacientes. Com isto, a caracterizacdo da citotoxicidade in vitro é uma
pratica comum na avaliagao bioldgica de produtos para a saude e fundamental para a analise
inicial da biocompatibilidade dos mesmos. O projeto foi baseado no estudo de determinacao
da atividade antioxidante e avaliacdo citotdxica de plantas medicinais que sdo 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 redugdo de efeitos
deletérios e de toxicidade dos tratamentos convencionais, além do fortalecimento do
sistema imunolégico e da amenizacdo dos sintomas neopldsicos em pequenos animais,
resultando em um aumento da sobrevida, diminuicdo de efeitos secundarios 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 possivel acdo citotdxica do mesmo em células-tronco mesenquimais de cdo.

2. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1. Plantas Medicinais

A biodiversidade é constituida por alguns elementos, dentre eles as plantas
medicinais, que comegaram a ser utilizadas como medicamentos caseiros e na farmacologia
em algumas localidades, onde se tornaram conhecidas como matéria-prima para a
fabricacdo de fitoterapicos. Assim como todas as outras plantas, as medicinais possuem as
funcGes no ambiente de amenizarem a poluicdo do solo, pois suas raizes possuem uma
malha que fixam a terra, evitando que ela seja contaminada (FIRMO et al., 2010; HARAGUCHI
e CARVALHO, 2010).



Para alguns autores, as plantas medicinais sdo todas aquelas que, quando aplicadas
em um ser humano ou animal, exercem agdo terapéutica, auxiliando o organismo a
normalizar fungdes fisiolégicas prejudicadas, restaurar a imunidade enfraquecida, promover
a desintoxicacdo e o rejuvenescimento. Este algo atuante é chamado de principio ativo, seja
ele composto de uma unica substancia existente na planta ou de um conjunto que age
sinergicamente, chamado de complexo fitoterapico. Porém para a planta ser considerada
verdadeiramente medicinal, é necessario que seja identificado o seu principio ativo e que ele
seja avaliado farmacologicamente (FIRMO et al., 2010; HARAGUCHI e CARVALHO, 2010;
LORENZI e MATOS, 2008).

2.2. Compostos fendlicos e atividade antioxidante

Os compostos fendlicos sdao derivados do metabolismo secundario de plantas
medicinais, sendo importante para o seu crescimento e reproduc¢do, possuindo atividade
antioxidante. S3o enquadrados em distintas categorias como acidos fendlicos provenientes
do acido benzdico e cindmico, fendis simples, cumarinas, flavonéides, estilbenos, taninos
condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (ANGELO, 2006).

A atividade antioxidante dos compostos deve-se pelas propriedades redutoras e
estruturas quimicas, que acabam desempenhando um importante papel no sequestro de
radicais livres durante as etapas de iniciagcdo e propagac¢do do processo oxidativo. O método
usualmente utilizado para medir a atividade antioxidante é pela captura do radical 2,2’ -
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), gue pode ser gerado atraves de uma
reacao qui'mica, eIetroquimica ou enzimatica, medindo as atividades dos compostos de

natureza hidrofilica e lipofilica (RUFINO, 2007; SOUSA et al., 2007).

2.3. Plantas medicinais e a homeopatia

A homeopatia foi aplicada inicialmente ha 200 anos atras, pelo médico alemao
Samuel Hahnemann, conhecido como o pai da homeopatia. Ela possui alguns principios
basicos, como a “lei dos semelhantes”, que preconiza o tratamento pela diluicdo e
dinamizacdo da mesma substancia que produz sintomas em uma pessoa saudavel, chamado
de “principio da globalidade”, que determina que a homeopatia se concentra no ser como
um todo e ndo apenas na doenca, avaliando sua constituicdo fisica e temperamental, e, por

fim, o “principio da infinitesimalidade”, que demonstra que os medicamentos homeopaticos
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sdo utilizados em altas diluicGes, anulando os efeitos indesejaveis e mantendo acdo
terapéutica de forma mais profunda e duradoura (VANZELA & BITENCOURT, 2017).

Os medicamentos homeopdticos podem ser derivados dos reinos animal, vegetal e
mineral, e substdncias produzidas nos organismos vivos como resultados de processos
fisioldgicos. No reino vegetal, as plantas mais utilizadas para a produgao de medicamentos
s3o Anemose pulsatilla L. (Anémona) e Thuya occidentalis L. (Arvore-da-vida), sendo estas
usadas para tratamentos de depressdo puerperal, bronquite, enfisema e asma (VANZELA &

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

2.4. Avaliagao da citotoxicidade de plantas medicinais

Com o passar do tempo, o tratamento com plantas medicinais em formas de xaropes,
chas, tinturas e inalagdes tem se tornado popularmente conhecido. Entretanto, a maioria das
plantas utilizadas nunca foram avaliadas em relacdo aos seus efeitos téxicos em nivel celular,
ja sendo relatado que chas e infusGes de algumas espécies possuem substancias toxicas
mutagénicas (NASCIMENTO et al., 2021; FAGUNDES et al., 2017). De acordo com Fagundes et
al. (2017) a proliferacdo adequada de uma célula é indicada pelo seu indice mitdtico que é
utilizado como parametro para avaliacdo da andlise citotoxica 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 definicdo da toxicidade de extratos de plantas medicinais,
indicando se estes compostos podem ou n3do ocasionar morte celular. O método de analise
mais utilizado é o ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) que envolve na
conversao do corante soluvel em agua utilizados nas células em um formazan roxo insoluvel

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

2.5. Viscum album

O género Viscum faz parte do grupo de plantas que parasitam outras espécies, sendo,
em sua maioria, duas espécies nativas da Africa e Madagascar. A espécie Viscum album L.,
conhecida como visco, é encontrada na Europa Central, sendo utilizada na medicina
complementar em estudos fenomenoldgicos, fitoquimicos, pré-clinicos e clinicos (MAGANO,
2012). Tem como sua composicdo principal a lectina, que apresenta efeito citotdxico em

células tumorais e aumenta o efeito de farmacos anticancerigenos. Além da viscotoxina, um
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composto que causa interferéncia na angiogénese tumoral, estimulando o sistema imune
(BETTIOL, 2011).

Ainda ha poucos relatos sobre a atividade antioxidante deste género, porém ja
existem trabalhos que constatam a sua eficacia antimicrobiana, anticancer, antiviral, indutora
de apoptose e atividades imunomoduladoras e, portanto, pode ser considerada uma boa
fonte para outras aplicacdes medicinais (ONAY-UCAR et al., 2006; PAUN et al., 2009).

Um estudo realizado com humanos portadores de cancer pancredtico, em estagio
final ou em metdstase, 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 ndo foram submetidos a nenhum tipo de tratamento (OSTERMANN et al., 2020).
Enquanto um estudo com aplicagao de altas doses de visco em carcinoma precoce de bexiga
apresentou menor taxa de recorréncia do cancer, comparado ao que seria considerado
padrdo para esse tipo de tumor e uma regressao de 56% nos marcadores tumorais restantes,
indicando controle e reducdo do crescimento tumoral (GUNVER et al., 2017).

De acordo com Pires (2019), a associacdo da acupuntura veterinaria com aplicacdo de
Viscum em tratamentos oncolégicos reduz efeitos adversos de vomitos e nduseas, além do
fortalecimento do sistema imune. A aplicacdo do fitoterapico deve ser feita no acuponto
VG-14, localizado entre a sétima vértebra cervical e a primeira toracica. Outros autores
também relatam a eficacia do tratamento da planta associada a solu¢do aquosa de latex de
Janauba (Himatanthus drasticus) em neoplasias da cavidade oral, tendo como resultado a

diminuicdo da massa tumoral (ALCANTARA et al., 2015).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Aquisicao das amostras

As amostras homeopaticas foram cedidas pela empresa INJECTCENTER®, ja
preparadas pela empresa. As amostras foram denominadas de VA200CH e VAD3 (figura 1 e
2) devido as quantidades de diluicbes para formulagdo do produto, sendo que a VAD3
contém a substancia do insumo ativo. Ambas foram utilizadas tanto no ensaio MTT como na

determinacao de atividade antioxidante.

Figuera SEQ Figwra V™

Figura SEQ Figura \* ARABIC 1. ARABIC 2 Armocaira de W
Amostra de VA200CH. Figurs 1. Amostea de WAZD0CH
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Ensaio MTT

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

cultivo de células-tronco mesenquimais de cdo em garrafas, até atingirem a confluéncia de

80%.

Posteriormente as células-tronco foram tripsinizadas e plaqueadas em placas de 96
pocos na concentragdo de 2,5 x 10* células/mL em meio de cultivo DMEM.

Ap0ds 24 horas, o meio foi substituido por meio adicionado de VAD3 em uma placa,
e VA200CH em outra placa, em cinco concentracdes diferentes, que variaram de 10
a 50 pL/mL

Também foram mantidos pogos controle, formados apenas por meios de cultivo e
células.

Todos os meios foram preservados 48 horas em cultivo e realizados 6 pogos por
tratamento.

ApOs esse periodo, foi realizado o ensaio colorimétrico de MTT (figura 3), com
adicdo de reagente de MTT e incubag¢do por mais 4 horas em ambiente escuro.

Foi adicionado DMSO para diluicdo dos cristais de formazam e realizada a leitura de
absorbancia em espectrofotémetro em 570nm.

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

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

rocience ¥ ‘

FONTE: Brunel, 2021.

3.3. Determinagao de atividade antioxidante

A determinacdo de atividade antioxidante foi realizada a partir do método da captura
do radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS), modificado pela
EMBRAPA (2007), sendo as quantidades utilizadas em dobro, porém nas mesmas
proporgoes:

1. Preparado da solucdo estoque ABTS 7Mm (384 mg de ABTS em 100 mL de agua
destilada).

2. Preparado a solucdo de persulfato de potdssio 140 Mm (378,4 mg para 10 mL
de dgua destilada).

3. Preparado do Radical ABTS a partir das solucdes de persulfato de potassio e
estoque ABTS (1.776uL/100mL), colocada em vidro ambar, em temperatura
ambiente e deixada no escuro por 16 horas. Podendo ser usado somente no dia
da analise.

4. O radical ABTS foi diluido em etanol até uma leitura de + 700nm a 734nm,
resultando na diluicdo de 1:70 (v/v).

5. Utilizado 30 microlitros das amostras e 3 mL do radical ABTS (em triplicata) e
apds 6 minutos, realizada a leitura em 734 nan6metros no espectrofotémetro,
utilizando um branco (etanol) para calibracdo do espectrofotometro (figura 4).

6. As absorbancias obtidas foram jogadas na curva padrao.



Curva padrdo do Trolox:

1. Preparado a solugdo padrdo de trolox 2 mM (25 mg de trolox em alcool etilico e
completado o volume para 50 mL em um baldo volumétrico com alcool etilico,
foi homogeneizado e transferido para um frasco de vidro ambar, devidamente
etiquetado. Podendo somente ser utilizado no dia da analise.

2. A partir da solucdo padrdo de trolox (2.000 M), preparou-se em balGes

volumétricos de 1 mL, solugdes variando a concentragdo de 100 M a 1.500 M,

conforme a tabela 1.

Figura 4. Espectrofotometro.

Tabela 1. Preparo das solucdes da curva padrao.

Solugdo padrao Trolox

Alcool etilico

Concentragao final

(mL) (mL) (kL)
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 aliquota de 30 uL de cada solugdo de
trolox (100 uM, 500 puM, 1.000 uM, 1.500 uM e 2.000 uM) para tubos de
ensaio, misturado com 3,0 mL da solugao do radical ABTS e homogeneizado.

4. Foi realizada a leitura em 734 nanbmetros e apds 6 minutos da mistura, e

utilizado alcool etilico como branco para calibrar o espectrofotémetro.

5. A partir das absorbancias obtidas das diferentes diluicdes dos extratos, plotar a
absorbancia no eixo Y e a dilui¢do (mg/L) no eixo X.

6. Em seguida, determinar a equacdo da reta. Para calcular a AAT, deve-se
substituir na equacao da reta a absorbancia equivalente a 1.000 uM do padrao
trolox (Eq. 1).

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

equivalente a 1.000 uM de trolox (Eq. 2).
Equagdo 1:

Absorbancia correspondente a 1.000 uM de trolox

y=-ax+bh

onde:
¥ =1.000 uM do trolox

v = Absorbancia correspondente a 1.000 pM de trolox

Equagdo 2:

Calculo das diluicdes do extrato (mg/L) equivalente a 1.000 UM de trolox

y=ax+b

onde:
y = Absorbancia correspondente a 1.000 pM de trolox (Equacgdo 1) x

= Diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a 1.000 pM de trolox

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

valorem g.
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9. O resultado (Eq. 3) é calculado pela divisdo de 1.000 (uM) pelo valor de X(g) e
multiplicado por 1(g) para encontrar o valor final (Z) que é expresso em uM
trolox / g de fruta (por¢do comestivel).

Equacgdo 3:

Calculo final expresso em (1M trolox / g)

X(g)=x/1.000
Z =1.000 / X(g).1

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Ensaio MTT

Para mensuracdao da viabilidade celular, foram
realizados 6 pocos de cada amostra nas
concentracBes de 10 a 50 pL/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 concentra¢des a partir da leitura de absorbancia da amostra

VA200CH.
CONCENTRAGCAO (pL/mL) MEDIA
Controle 0,389

10 0,384

20 0,374

30 0,365

40 0,353

50 0,360

Tabela 3. Média das concentragdes a partir da leitura de absorbancia da amostra VAD3.

CONCENTRACAO (pL/mL) MEDIA
Controle 0,676

10 0,388

20 0,243

30 0,191

40 0,171

50 0,204
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A partir do ensaio, foi possivel avaliar que a amostra VAD3 apresentou maior
citotoxicidade em todas as concentracdes testadas, principalmente na concentra¢ao de 40
uL/mL (figura 5). Enquanto a amostra VA200CH foi menos citotoxica em todas as suas
concentracbes como demonstrado na figura 6. Na preparacdo dos medicamentos
homeopaticos, uma das fases é a diluicdo, em que, com a finalidade de seguir o principio da
infinitesimalidade ou da dose minima, sdo feitas sucessivas diluicbes da substancia,
diminuindo a concentragdo do principio ativo, reduzindo assim, por conseguinte, a
citotoxicidade celular do preparado (ANDRADE; NUNES; AGUIAR, 2012).

A concentracdo do insumo ativo obedece a escala decimal (D), sendo que, na
primeira dinamiza¢do (D1), tem-se uma diluicdo correspondente a uma parte de insumo
ativo em nove partes de insumo inerte/excipiente. Ja na segunda dinamiza¢do decimal (D2),
a diluicdo é correspondente a uma parte da D1 em nove partes do insumo inerte. A
preparacdo em questdo, D3, corresponde a terceira dinamiza¢do, onde tem-se uma diluicao
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 avaliacdo da citotoxicidade
com VAD3 em células Caco-2 (adenocarcinoma de coldn), adquiridas pela mesma empresa e
realizada pelo ensaio de MTT, porém andlise 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 citotoxico (MELO et al., 2020). Neste contexto, os resultados destes trabalhos se
tornam positivos por se tratar de células neopldsicas, mostrando a eficacia do tratamento de

VAD3 em neoplasias.



Figura 5. Determinacao do percentual da viabilidade celular referente as concentragdes
utilizadas (10 a 50 pL/mL) das amostras VAD3.
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Figura 6. Determinacao do percentual da viabilidade celular referente as concentragdes
utilizadas (10 a 50 pL/mL) das amostras VA200CH.
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De acordo com esses resultados, verificamos que a amostra VAD3 apresentou maior

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

mesenquimais de cdes no ensaio em até 70%, enquanto a VA200CH, na mesma concentracao

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

4.2. Determinacao de atividade antioxidante
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Para a avaliacdo da atividade, como ja descrito, o método de eleicdo utilizado foi
ABTS. De acordo com Sucupira et al. (2012), este método em relacdo aos outros possui uma
grande vantagem pois pode ser utilizado tanto em amostras lipossoliveis como
hidrossoluveis, além de apresentar uma boa estabilidade, rapido e com resultados
reproduziveis.

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 a

de VAD3, o que ja era esperado por serem amostras diluidas.

Tabela 4. Atividade antioxidante das triplicatas da amostra VA200CH.

VA200CH ABsoRBANCIA — 734NM
Branco 750
Amostra 1 657
Amostra 2 694
Amostra 3 700

Tabela 5. Atividade antioxidante das triplicatas da amostra VAD3.

VAD3 ABSORBANCIA - 734NM
Branco 750

Amostra 1 716

Amostra 2 749

Amostra 3 749

Na literatura, ndo ha trabalhos que descrevem a atividade antioxidante de produtos
derivados da planta pelo método ABTS. Porém em um trabalho realizado por Onay-Ucar et
al. (2006) descreveu a capacidade antioxidante dos extratos puros de visco pelo método
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) lidos na absorbancia de 517nm para evitar dados
imprecisos. De acordo com o estudo, o Viscum dlbum apresentou uma boa atividade
antioxidante e efeito protetor contra hidroperdxidos. Porém segundo Oliveira (2015) o
método DPPH, mesmo sendo bastante utilizado para a determinacdo de extratos puros e de

medicamentos, ndo consegue caracterizar um composto como antioxidante totalmente,
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sendo necessario 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
pressdo arterial sistdlica e os niveis de peroxidacdo lipidica e isto pode estar relacionado
devido a acdo antioxidante e da liberagdo de éxido nitrico da planta. De acordo com o autor,
a atividade antioxidante de Viscum album ird depender da sua arvore hospedeira e fatores
ambientais como estacdo, clima e temperatura que podem afetar os componentes
antioxidantes. Pelas amostras terem sido adquiridas, ndo foi possivel avaliarmos em qual
arvore ambas foram coletadas.

5. CONCLUSAO

Por meio dos resultados, foi possivel observar que as amostras de VAD3 possuem
menor atividade antioxidante e maior acdo citotdxica do que a amostra VA200CH. Esse
resultado sugere que por ter maior atividade antioxidante o VA200CH pode proteger mais as
células, ja que se mostrou menos citotéxica que VAD3. Ensaios especificos com células
tumorais precisam agora ser feitos para se verificar se o padrdao observado aqui ocorre
também em células malignas.

Ademais, ainda existem outras pesquisas que devem ser realizadas sobre acao
antioxidante e citotoxicidade dos homeopaticos devido a escassez na literatura mesmo com
o uso atual do composto tanto na medicina humana como na medicina veterindria de
pequenos animais, sendo possivel tirar proveito destes avancos na medicina de animais
silvestres. Além que, este foi o primeiro estudo a avaliar a atividade antioxidante de produtos

homeopaticos a partir do método ABTS.
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