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RESUMO 

 
Nos últimos anos diversos autores têm mostrado os benefícios da homeopatia na 
melhora da qualidade de vida e sobrevida de pacientes com câncer. Dados 
preliminares do grupo mostraram em ensaios in vitro, que o tratamento de células de 
melanoma murino B16F10 com ultradiluições de Viscum album (Va) obtido da árvore 
hospedeira Quercus robur durante o verão da Suíça (Qr), nas escalas de 12DH, 
200CH e 5LM mostraram diminuição tanto na viabilidade dessas células, como na 
produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e da citocina MCP-1 quando 
comparadas as células tratadas com o quimioterápico carboplatina. Entretanto, os 
efeitos in vivo do tratamento com diferentes escalas homeopáticas e tinturas mães de 
Va no modelo de melanoma murino não foram ainda esclarecidos. Assim, o objetivo 
do presente estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com tinturas mãe (TM) de Va 
obtidos das árvores hospedeiras Abies alba e Quercus robur no verão da Suíça e 
diferentes escalas homeopáticas de Va obtido da árvore hospedeira Quercus robur 
durante o verão da Suíça em relação à sobrevida e manifestações clínicas em 
camundongos com melanoma. Para isto,  camundongos C57BL/6 foram inoculados 
com células B16F10 e, após aparecimento do nódulo tumoral (aproximadamente 6 
dias), foram tratados três vezes por semana com  água, álcool 10%, carboplatina, 
tinturas mães (TM) de Va coletadas de Quercus robur (VaQr) ou Abies alva (VaAa) ou 
preparações ultradiluídas de VaQr nas potencias de 12DH, 200CH ou 5LM, até 
aproximadamente 30 dias. Análises histopatológicas do tumor, baço, fígado e pulmão 
foram realizadas em conjunto com a quantificação de citocinas no lisado tumoral e no 
soro, em animais eutanasiados 14 dias após surgimento da massa tumoral. 
Avaliações do estado geral dos animais e do crescimento tumoral foram realizadas 
em dias alternados até aproximadamente 30 dias após inoculação das células 
tumorais. Os resultados obtidos sugerem que os tratamentos com VaQr na 12DH e 
5LM promovem aumento da sobrevida e do peso corporal, bem como uma tendência 
ao aumento da qualidade de vida dos animais com melanoma, visto que estes 
apresentaram menores manifestações clínicas quando comparados aos demais 
grupos de tratamento, principalmente o grupo carboplatina. Em conjunto, os dados 
aqui apresentados são inéditos e de alta relevância para o esclarecimento dos efeitos 
de Va ultradiluído no tratamento de melanoma, além de fornecer suporte a abrir novas 
perspectivas para estudos futuros com Va ultradiluído, principalmente na potência 
5LM, como promissora terapia complementar para tumores agressivos. 
 
Palavras-chave: Câncer de pele, células B16F10, homeopatia, viscum album, 
Quercus robur, Abies alba e terapias integrativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

In recent years, several authors have shown the benefits of homeopathy in improving 
the quality of life and survival of cancer patients. Preliminary data from the group 
showed in vitro assays that the treatment of B16F10 murine melanoma cells with 
ultradilutions of Viscum album (Va) obtained from the host tree Quercus robur during 
the Swiss summer (Qr), in the scales of 12DH, 200CH and 5LM showed a decrease 
both in the viability of these cells and in the production of reactive oxygen species 
(ROS) and the cytokine MCP-1 when compared to cells treated with the chemotherapy 
drug carboplatin. However, the in vivo effects of treatment with different homeopathic 
scales and Va mother tinctures in the murine melanoma model have yet to be clarified. 
Thus, the aim of the present study was to evaluate the effects of treatment with mother 
tinctures (TM) of Va obtained from the host tree Abies alba and Quercus robur in the 
summer of Switzerland and different homeopathic scales of Va obtained from the host 
tree Quercus robur during the summer of Switzerland regarding survival and clinical 
manifestations in mice with melanoma. For this, C57BL/6 mice were inoculated with 
B16F10 cells and, after the appearance of the tumor nodule (approximately 6 days), 
they were treated three times a week with water, 10% alcohol, carboplatin, mother 
tinctures (TM) of Va collected from Quercus robur (VaQr) or Abies alva (VaAa) or ultra-
diluted preparations of VaQr in the strengths of 12DH, 200CH or 5LM, up to 
approximately 30 days. Histopathological analyzes of the tumor, spleen, liver and lung 
were performed together with the quantification of cytokines in the tumor lysate and 
serum, in euthanized animals 14 days after the appearance of the tumor mass. 
Evaluations of the animals' general condition and tumor growth were performed on 
alternate days until approximately 30 days after tumor cell inoculation. The results 
obtained suggest that treatments with VaQr at 12DH and 5LM promote increased 
survival and body weight, as well as a tendency to increase the quality of life of animals 
with melanoma, since these presented less clinical manifestations when compared to 
the other groups of animals. treatment, mainly the carboplatin group. Together, the 
data presented here are unprecedented and highly relevant for clarifying the effects of 
ultradiluted Va in the treatment of melanoma, in addition to providing support and 
opening new perspectives for future studies with ultradiluted Va, mainly at 5LM 
potency, as a promising complementary therapy. for aggressive tumors. 
 
Keywords: Skin cancer, B16F10 cells, homeopathy, viscum album, Quercus robur, 
Abies alba and integrative therapies. 
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I. REVISÃO DA LITERATURA 

 

O termo "melanoma" foi originalmente empregado em 1838 por Robert Carswell 

que o utilizou para descrever lesões malignas pigmentadas na pele, no entanto, a 

primeira descrição que se refere ao melanoma, surgiu durante o período 460 a 375 

a.C. nas escrituras de Hipócrates (WAINSTEIN; BELFORT, 2004; INGRAFFEA, 

2013). O melanoma forma-se a partir da transformação maligna dos melanócitos, 

células produtoras de melanina responsáveis pela pigmentação e proteção da pele 

contra a radiação ultravioleta (UV). Estas células se originam embriologicamente da 

crista neural, sendo a pele seu principal sítio primário (INGRAFFEA, 2013). 

Na veterinária, o melanoma tem sido descrito na maioria das espécies de 

animais domesticados, incluindo cães, gatos, cavalos, porcos e em animais silvestres 

terrestres e marinhos. Entretanto, cães são aqueles que apresentam maior incidência 

da neoplasia (OLIVEIRA et al., 2019). Um estudo com 2.350 casos de tumores 

melanocíticos em cães mostrou que 70% eram melanomas malignos e 30% eram 

tumores benignos. A localização diverge, contudo, a cavidade oral (62%) e a pele 

(27%) são os locais mais comuns, seguidos por região digital (6%), ungueal (4%) e 

ocular (1%) respectivamente (VAN DER WEYDEN et al., 2020). Como os cães vivem 

próximos aos humanos, eles são influenciados por fatores ambientais semelhantes 

que podem levar a doenças crônicas e câncer (OLIVEIRA et al., 2019).  

Já os felinos apresentem menor incidência da neoplasia quando comparados 

aos cães, quando são diagnosticados, a localização mais comum é intraocular, sendo 

a íris a área mais afetada. Nesses casos a ocorrência de metástase é de 63% (VAN 

DER WEYDEN et al., 2020). Com frequência na veterinária, as neoplasias passam 

despercebidas pelos tutores e, quando é identificada a massa tecidual, geralmente se 

encontra progressiva, em estágio avançado. O diagnóstico é dado pela observação 

dos sinais clínicos e conclusivo através de exame histopatológico e biópsia (SARDÁ, 

2018).  

Em seres humanos, o câncer é considerado a segunda maior causa de morte 

entre crianças e adultos no mundo, sendo um importante problema de saúde pública, 

atrás apenas das doenças cardiovasculares (BRAY et al., 2018). 

Segundo dados da Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (International 

Agency for Research on Cancer – IARC), estima-se que ocorrerão 18 milhões de 

novos casos de câncer no mundo e 9,6 milhões de óbitos (BRASIL, 2022). 
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No Brasil, para o triênio 2023-2025, a estimativa do Instituto Nacional do Câncer 

(INCA) apontou para cerca de 704 mil novos casos de câncer, aumento este de 79 mil 

novos casos quando comparado a estimativa do triênio 2020-2022. Destes 704 mil 

novos casos, 221 mil serão do câncer de pele não melanoma, que é o mais frequente 

na população mundial (BRASIL, 2020; BRASIL, 2022).  

Embora o melanoma não figure entre os tipos de câncer mais incidentes, ele é 

o tipo de câncer de pele mais agressivo devido ao seu elevado potencial metastático 

e por ser resistente à maioria das terapias. Como em outros tipos de câncer, a 

presença da doença metastática no melanoma confere o pior prognóstico e o mais 

alto índice de mortalidade entre os cânceres de pele. Para o triênio 2020-2022, era 

esperado que o melanoma correspondesse a 4.200 novos casos em homens e 4.250 

novos casos em mulheres (SHANNAN, 2016; BRASIL, 2020). Contudo, com a nova 

estimativa publicada para o triênio 2023-2025, estima-se que ocorrerão 8.980 novos 

casos, destes, 4.640 serão em homens e 4.340 em mulheres (BRASIL, 2022). 

Ainda que o diagnóstico de melanoma normalmente traga medo e apreensão, 

quando realizado de forma precoce, melhora a sobrevida dos pacientes. A sobrevida 

média mundial estimada em 5 anos é de 69%, sendo de 73% nos países 

desenvolvidos e de 56% nos países em desenvolvimento, com diminuição da 

mortalidade geral de 70 a 80% após o diagnóstico precoce (GUIDETTI et al., 2016). 

No tratamento da doença metastática, a quimioterapia tem-se mostrado 

inefetiva no aumento da sobrevida global desses pacientes. Os quimioterápicos 

antineoplásicos mais comumente estudados (dacarbazina, temozolomida, 

nitrosureias, os análogos da platina e os agentes com ação nos microtúbulos) 

apresentam taxas de respostas semelhantes. Já os efeitos colaterais e a tolerância 

ao tratamento variam de acordo com o medicamento escolhido (BRASIL, 2014). 

Embora os tratamentos convencionais englobem a quimioterapia, radioterapia 

e cirurgia, uma das alternativas quem vem sendo empregadas para o tratamento de 

diversos tipos de câncer é a imunoterapia com o uso de anticorpos monoclonais 

(VIDAL et al., 2018). Estudos mostraram que pacientes que utilizaram anticorpos 

monoclonais no tratamento do melanoma metastático como: ipilimumab (Yervoy®), 

antagonista do antígeno 4 dos linfócitos T citotóxicos (anti-CTLA-4) e os anticorpos 

monoclonais pembrolizumab (Keytruda®) e nivolumab (Opdivo®), antagonistas do 

receptor da proteína de morte programada 1 (anti-PD1) mostraram melhora da 

sobrevida, entretanto, os medicamentos biológicos apresentam alto custo, o que limita 
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o acesso da população em geral a este tipo de tratamento (ACHKAR; TARHINI, 2017; 

VIDAL et al., 2018). 

Considerando que os efeitos colaterais dos medicamentos impactam 

negativamente na vida do indivíduo doente, além do alto custo, muitos pacientes com 

câncer têm procurado cada vez mais novas alternativas de tratamento (FRENKEL et 

al., 2010; BAGOT et al., 2021). Essa busca também vem crescendo por tutores de 

pets, visto que os pequenos animais fazem, cada dia mais, companhia e parte das 

famílias. Dessa forma, existe também uma preocupação com a qualidade de vida 

deles (ROCHA, 2019).  

O emprego de terapêuticas não convencionais no tratamento de diversas 

doenças e transtornos da saúde vêm aumentando substancialmente nas últimas 

décadas. Estas terapias podem ser administradas de forma complementar ou 

integrada ao modelo biomédico vigente e, são utilizadas em todos os países e por 

todas as camadas das populações (TEIXEIRA, 2017).  

Uma das terapias complementares comumente utilizada para o tratamento do 

câncer é a homeopatia, ciência nascida na Alemanha, no início do século XIX e 

desenvolvida pelo médico alemão Christian Frederich Samuel Hahnemann. Baseia-

se no princípio da similitude, no qual medicamentos preparados a partir de 

substâncias capazes de causar determinados sintomas em um indivíduo sadio, 

quando administradas em indivíduos doentes, em doses altamente diluídas podem 

curar estes mesmos sintomas (MONTEIRO; IRIART, 2007; BONAMIN, 2016).  

Conforme a farmacopeia homeopática, os medicamentos ultradiluídos são 

preparados seguindo três escalas: centesimal, decimal e cinquenta milesimal. A 

escala centesimal Hahnemanniana (CH) é preparada na proporção de 1/100, ou seja, 

uma parte do insumo ativo em 99 partes de insumo inerte ou veículo, seja ele água 

ou álcool, perfazendo um total de 100 partes. A escala decimal (DH) é preparada na 

proporção de 1/10, uma parte do insumo ativo em nove partes de insumo inerte, 

perfazendo um total de 10 partes. A escala cinquenta milesimal (LM) é preparada na 

proporção de 1/50.000, uma parte do insumo ativo em 49 mil partes de insumo inerte, 

perfazendo um total de 50.000 partes. Os medicamentos homeopáticos são 

manipulados de acordo com procedimentos de diluição, seguidos de sucussão e/ou 

trituração (BRASIL, 2011). 

No tratamento do câncer, preparações fermentadas do extrato de Viscum 

album (Va) vêm sendo utilizadas como terapia complementar há aproximadamente 
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100 anos, entretanto, o Va já era utilizado há séculos pela medicina popular como 

tratamento para epilepsia, infertilidade, indigestão, hipertensão, vertigem e asma 

(FELENDA et al., 2019; PENALOZA et al., 2020). O Va foi mencionado pela primeira 

vez em 1904 por Rudolf Steiner. É uma planta medicinal, considerada semiparasita 

cujo extrato pode ser obtido a partir de diversas árvores hospedeiras, tais como o 

pinheiro (Pinus), abeto (Abies), amendoeira (Prunus dulcis), espinheiro (Crataegus), 

freixo (Fraxinus), macieira (Malus), olmo (Ulmus), salgueiro (Salix), álamo (Populus) 

ou carvalho (Quercus). Em todos os casos, a planta introduz o haustório 

(prolongamento da raiz) no hospedeiro se perpetuando nesta condição (BONAMIN et 

al., 2017; HOLANDINO et al., 2018; HOLANDINO et al., 2020; ALMEIDA et al., 2023). 

Os extratos de Va aquoso contêm diversos componentes: flavonoides, 

triterpenos, lectinas, polissacarídeos, aminoácidos, viscotoxinas e diversos alcalóides. 

Dentre os princípios ativos existentes nesta planta, as lectinas I, II, III são as mais 

investigadas, que junto com as viscotoxinas são apontadas como os principais 

agentes antitumorais presentes no extrato por induzir apoptose e necrose nas células-

alvo (CARVALHO, 2015). As lectinas se unem a estruturas glicosadas da membrana, 

penetram na célula e atingem os ribossomos inibindo a síntese de proteínas e levando 

à morte da célula por apoptose. As viscotoxinas agem diretamente nas membranas 

celulares alterando a sua estrutura e provocando a morte celular por necrose (KALIKS, 

2017). Já os extratos de Va etanólicos possuem flavonoides, ácidos fenólicos e 

terpenoides, dessa forma sendo considerado com grande potencial para aplicações 

biológicas, como antioxidante, antimicrobiano e hipolipidêmico (MELO, 2023). 

O preparo destes extratos de Va segue rígidos padrões farmacotécnicos de 

acordo com conceitos antroposóficos, que levam em consideração a árvore 

hospedeira e a época do ano ideal para a colheita, assim como para o preparo 

homeopático das Tinturas Mães (TMs) de Va (CARVALHO, 2015; HOLANDINO et al., 

2018; FELENDA et al., 2019; HOLANDINO et al., 2020). 

Dentre as principais espécies de hospedeiros de Va estão as árvores: Malus 

domestica, Quercus sp., Ulmus sp., Pinus sylvestris e Abies alba. Pesquisas com 

Viscum parasita de Malus domestica, Quercus sp. e Abies alba colhido no verão 

evidenciaram maior índice de viscotoxinas na sua composição química e maior 

mortalidade sobre culturas de células tumorais (HOLANDINO et al., 2018; 

HOLANDINO et al., 2020). 
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TMs preparadas a partir de amostras de Va coletadas no verão de 2016 e 2017 

e, no inverno de 2018, em diferentes locais da Suíça, apresentaram maiores 

concentrações de viscotoxina nas coletas de verão de Abies alba, Malus domestica e 

Quercus robur, bem como maiores níveis de mortalidade celular foram atribuídos ao 

seu perfil fotoquímico e aos seus maiores teores de viscotoxina (HOLANDINO et al., 

2018; HOLANDINO et al., 2020). 

Adicionalmente, estudo in vitro analisou o perfil químico de tinturas mãe de Va, 

bem como seus efeitos em linhagens de células tumorais B16F10, K562 (leucemia 

mielogênica crônica humana) e células não tumorais MA-104 (células renais de 

macaco). O tratamento com as tinturas mãe de Va apresentaram atividade anticâncer 

contra as linhagens de células tumorais B16F10 e K562 mostrando citotoxicidade 

tumoral seletiva com indução de apoptose e efeitos no ciclo celular (MELO et al., 

2018).  

Todavia, um estudo utilizando protocolo de diluições alternadas de extrato 

aquoso de Va mostraram que, animais portadores de tumor de Ehrlich na forma 

ascítica, apresentaram melhora da qualidade de vida após o tratamento com esse 

protocolo. Embora não tenha sido observado aumento na sobrevida, foi evidenciado 

pelo maior consumo de alimento e menores efeitos imunossupressores do tumor 

sólido ao promover a recuperação das subpopulações linfocitárias no baço, 

especialmente das células T CD4+ e CD8+, para níveis comparáveis aos animais livres 

de tumor (CARVALHO, 2015). O tratamento com diluições alternadas ainda foi capaz 

de reduzir o crescimento tumoral no tecido subcutâneo, enquanto o tratamento 

somente com Va na potência 3DH reduziu em quase 100% o crescimento tumoral no 

tecido subcutâneo, sem induzir necrose local e sem modificar parâmetros 

imunológicos. No entanto, todos os protocolos testados no estudo, aumentaram a 

intensidade de edema no sítio primário do tumor, sugerindo ação pró-inflamatória local 

(BONAMIN et al., 2019). 

Estudos preliminares do grupo de pesquisa, que buscou investigar possíveis 

diferenças nos efeitos dos extratos de Va obtidos de hospedeiros diferentes (Quercus 

robur e Abies alba), colhidos nas estações de inverno e verão sobre células de 

melanoma B16F10, além de avaliar os efeitos dos medicamentos homeopáticos de 

Va preparados em diferentes escalas de diluição sobre células de melanoma B16F10, 

mostrou que as TMs de Va de Abies alba e Quercus robur, obtidos no verão, 

promoveram diminuição do metabolismo celular, aumento na população de células 
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em processo de morte por necrose com alta citotoxicidade e que o estresse oxidativo 

variou dependendo da espécie, além de haver modulação no perfil inflamatório, 

alterações morfológicas significativas de sofrimento e morte celular com apenas 1 

hora de tratamento (DO PRADO, 2021).  

Já em relação às ultradiluições, Do Prado (2021) mostrou que houve 

modulação dos processos celulares, tanto com relação ao metabolismo, quanto com 

relação à sua replicação e estresse oxidativo, bem como alterações nos padrões de 

inflamação, mitose e migração. As potencias 12DH, 200CH e 5LM de Va de Quercus 

robur de verão apresentaram diminuição da viabilidade celular, diminuição na 

produção de EROS em relação a carboplatina, alterações sugestivas de mitose, sendo 

que o tratamento com Va 12DH também apresentou diminuição no metabolismo. Já a 

diluição de Va 200CH de Quercus robur de verão induziu maior morte por necrose. 

Todos os tratamentos apresentaram diminuição na produção da citocina MCP1 

(proteína quimiotática de monócitos-1) que é uma citocina pró-inflamatória importante 

no processo de infiltração leucocitária no melanoma, além de estimular a secreção de 

outras citocinas, como IFN- γ, IL-6, TNF-α e fator TGF-β. Tanto sua presença, como 

a das citocinas subsequentes à sua ação, possuem um efeito protetor contra o 

crescimento tumoral no melanoma murino B16F10 in vivo (NAKASONE et al., 2012; 

DO PRADO, 2021). 

Embora a eficácia clínica e os benefícios associados à sobrevida dos 

tratamentos com Va continuem sendo contestados, estudos têm demonstrado suas 

propriedades antitumorais e imunomoduladoras (BONAMIN et al., 2017; FELENDA et 

al., 2019). 

Conforme explanado acima, estudos tanto in vivo como in vitro demonstraram 

os efeitos do Va como um potente antitumoral contra diferentes tipos de tumores. 

Entretanto, ainda são inexistentes os trabalhos que utilizaram as TMs e diferentes 

escalas homeopáticas no tratamento in vivo com Va no intuído de observar o 

desenvolvimento de células de melanoma. Diante das evidências do aumento de 

indivíduos com melanoma por ano e, a elevada procura por terapias complementares 

de fácil acesso, baixo custo e que proporcionem melhor qualidade de vida aos 

pacientes com câncer, faz-se necessário promover novos estudos para a otimização 

do uso de tais medicamentos na oncologia prática. Assim, considerando a escassez 

de dados na literatura sobre os efeitos de ultradiluições de Va preparadas segundo a 

Farmacotécnica Homeopática clássica e os dados in vitro obtidos por Do Prado (2021) 
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em modelo de melanoma utilizando as TMs e ultradiluições de Va coletado em 

diferentes estações e de diferentes árvores hospedeiras, o presente estudo fornecerá 

dados inéditos dos efeitos in vivo de TM de Va e de diferentes escalas de diluição. A 

seguir, será apresentado a versão do artigo que será encaminhado a revista Research 

in Veterinary Science. 
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Resumo 

 

Nos últimos anos diversos autores têm mostrado os benefícios da homeopatia na 
melhora da qualidade de vida e sobrevida de pacientes com câncer. Dados 
preliminares do grupo mostraram em ensaios in vitro, que o tratamento de células de 
melanoma murino B16F10 com ultradiluições de Viscum album (Va) obtido da árvore 
hospedeira Quercus robur durante o verão da Suíça (Qr), nas escalas de 12DH, 
200CH e 5LM mostraram diminuição tanto na viabilidade dessas células, como na 
produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) e da citocina MCP-1 quando 
comparadas as células tratadas com o quimioterápico carboplatina. Entretanto, os 
efeitos in vivo do tratamento com diferentes escalas homeopáticas e tinturas mães de 
Va no modelo de melanoma murino não foram ainda esclarecidos. Assim, o objetivo 
do presente estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com tinturas mãe (TM) de Va 
obtidos das árvores hospedeiras Abies alba e Quercus robur no verão da Suíça e 
diferentes escalas homeopáticas de Va obtido da árvore hospedeira Quercus robur 
durante o verão da Suíça em relação à sobrevida e manifestações clínicas em 
camundongos com melanoma. Para isto,  camundongos C57BL/6 foram inoculados 
com células B16F10 e, após aparecimento do nódulo tumoral (aproximadamente 6 
dias), foram tratados três vezes por semana com  água, álcool 10%, carboplatina, 
tinturas mães (TM) de Va coletadas de Quercus robur (VaQr) ou Abies alva (VaAa) ou 
preparações ultradiluídas de VaQr nas potencias de 12DH, 200CH ou 5LM, até 
aproximadamente 30 dias. Análises histopatológicas do tumor, baço, fígado e pulmão 
foram realizadas em conjunto com a quantificação de citocinas no lisado tumoral e no 
soro, em animais eutanasiados 14 dias após surgimento da massa tumoral. 
Avaliações do estado geral dos animais e do crescimento tumoral foram realizadas 
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em dias alternados até aproximadamente 30 dias após inoculação das células 
tumorais. Os resultados obtidos sugerem que os tratamentos com VaQr na 12DH e 
5LM promovem aumento da sobrevida e do peso corporal, bem como uma tendência 
ao aumento da qualidade de vida dos animais com melanoma, visto que estes 
apresentaram menores manifestações clínicas quando comparados aos demais 
grupos de tratamento, principalmente o grupo carboplatina. Em conjunto, os dados 
aqui apresentados são inéditos e de alta relevância para o esclarecimento dos efeitos 
de Va ultradiluído no tratamento de melanoma, além de fornecer suporte a abrir novas 
perspectivas para estudos futuros com Va ultradiluído, principalmente na potência 
5LM, como promissora terapia complementar para tumores agressivos. 
 
Palavras-chave: Câncer de pele, células B16F10, homeopatia, viscum album, 
Quercus robur, Abies alba, terapias integrativas. 

 

1. INTRODUÇÃO  

O melanoma é uma neoplasia que acomete os melanócitos que são células 

responsáveis por produzir a melanina, cuja função é dar coloração à pele, além de 

proteção contra a radiação ultravioleta. Trata-se de uma neoplasia que pode se 

apresentar de forma benigna ou maligna, caracterizada como nódulos geralmente 

pigmentados, podendo estar localizados em diversos pontos, como face, tronco, patas 

dos animais, entre outros. É um câncer potencialmente letal e sua incidência mundial 

tem aumentado ao longo dos últimos anos, sendo responsável pela maioria das 

mortes por câncer de pele (VAN DER WEYDEN et al., 2020; AHMED et al., 2020; 

STRUB et al., 2020). Além de sua conhecida importância para a saúde humana, os 

melanomas são comuns em cães, normalmente em raças que possuem uma maior 

pigmentação, sem predileção sexual, ocorrendo mais predominantemente na forma 

oral (62% dos casos), seguida da região cutânea (27%). Já em gatos, o melanoma é 

raro em qualquer região, entretanto quando apresentado, se desenvolve normalmente 

na região ocular e nesses casos, a metástase se apresenta em cerca de 63% dos 

casos (LINDOSO, 2017; VAN DER WEYDEN et al., 2020). 

O prognóstico do melanoma maligno é desfavorável, pois embora as novas 

imunoterapias direcionadas mostraram melhora da sobrevida, os custos elevados 

destes tratamentos tornam seu acesso restrito, além de haver resistência à 

quimioterapia (DAVIS et al., 2019; VAN DER WEYDEN et al., 2020; AHMED et al., 

2020; STRUB et al., 2020). Com isso, seres humanos e tutores de animais buscam 

cada vez mais por tratamentos complementares, pois estes visam promover de forma 

integrada às práticas de medicina convencional, o bem-estar e qualidade de vida, 
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além de potencializarem os efeitos das terapias convencionais (KANHERKAR et al., 

2017; SHARMA B.; SHARMA P., 2019; BAGOT et al., 2021). 

Uma das terapias que vem sendo utilizadas é a homeopatia, desenvolvida há 

cerca de 200 anos pelo médico alemão Christian Frederich Samuel Hahnemann. As 

formas ultradiluídas dos medicamentos homeopáticos podem ser preparadas de 

acordo com três tipos principais de escalas: decimal (DH), centesimal (CH) e 

cinquenta-milesimal (LM) (SHARMA B.; SHARMA P., 2019; FELENDA et al., 2019). 

Entre os medicamentos utilizados no tratamento adjuvante em casos 

oncológicos estão os extratos de Viscum album (Va) usados há aproximadamente 100 

anos. Entretanto, sua eficácia clínica e os benefícios associados à sobrevida 

continuem sendo contestados, apesar de já terem estudos que demonstrem suas 

propriedades antitumorais e imunomoduladoras (BONAMIN et al., 2017; FELENDA et 

al., 2019). O preparo dos extratos de Va segue rígidos padrões antroposóficos, que 

levam em consideração a árvore hospedeira e a época do ano ideal para a colheita 

(FELENDA et al., 2019). Dentre as principais espécies de hospedeiros de Va estão as 

árvores: Malus domestica, Quercus sp., Ulmus sp., Pinus sylvestris e Abies alba. 

Pesquisas com Viscum parasita de Malus domestica, Quercus sp. e Abies alba colhido 

no verão evidenciam maior índice de viscotoxinas na sua composição química e maior 

mortalidade sobre culturas de células tumorais (HOLANDINO et al., 2018; 

HOLANDINO et al., 2020). Em relação aos princípios ativos existentes nos extratos 

de Va etanólico, os lavonóides, ácidos fenólicos e terpenóides são as classes 

químicas mais descritas nestas espécies, com grande potencial para aplicações 

biológicas, como antioxidante, antimicrobiano e hipolipidêmico (MELO, et al., 2023). 

Do Prado (2021) mostrou em um estudo in vitro com células B16F10 que, 

ultradiluições de Va promovem modulação dos processos celulares, tanto em relação 

ao metabolismo, como à sua replicação, estresse oxidativo, bem como alterações no 

perfil de citocinas  inflamatórias. Neste contexto, autores mostraram que as potencias 

12DH, 200CH e 5LM de Va cuja árvore hospedeira era Quercus robur coletado no 

verão da Suíça, apresentaram diminuição tanto da viabilidade celular como da 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e, da citocina MCP1 (proteína 

quimiotática de monócitos-1), quando comparadas  ao tratamento com  carboplatina. 

Já em relação aos tratamentos com as tinturas mãe (TMs) de Va de obtidas das 

árvores hospedeiras Abies alba e Quercus robur e colhidas também no verão da 

Suíça, promoveram diminuição do metabolismo celular, aumento na população de 
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células em processo de morte por necrose com alta citotoxicidade, com variações do 

estresse oxidativo, modulação do perfil inflamatório, com alterações morfológicas 

significativas de sofrimento e morte celular com apenas 1 hora de tratamento (DO 

PRADO, 2021).  

Embora estudos com preparações aquosas de Va sejam amplamente 

publicados, há uma escassez em relação as preparações dos extratos alcoólicos de 

Viscum. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos in vivo 

do tratamento com Va utilizando TMs das árvores hospedeiras Abies alba (VaAa) e 

Quercus robur (VaQr), obtidas no verão da Suíça, assim como das ultradiluições de 

VaQr nas potencias 12DH, 200CH e 5LM, em relação à evolução do tumor,  sobrevida, 

e manifestações clínicas em camundongos com melanoma. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Cultura de células de melanoma murino B16F10  

  

Células da linhagem B16F10 foram mantidas em meio RPMI (Sigma, St. Louis, 

MO, USA) acrescido com 10% de soro bovino fetal (SFB) e 1% de ciprofloxacina 

(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO2. Ao 

atingir a confluência de aproximadamente 80% as células foram descoladas por breve 

exposição à tripsina para repique ou posteriores ensaios. 

 

2.2 Preparo dos medicamentos 

 

As tinturas mãe (TMs) do Viscum album foram cedidas gentilmente pela Prof.ª 

Drª. Carla Holandino da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ, Rio de Janeiro 

– Brasil) em uma concentração de 50% de álcool. O preparo das TMs foi realizado 

conforme a Farmacopeia Homeopática Brasileira, 3.ª edição (BRASIL, 2011) a partir 

de plantas colhidas das árvores hospedeiras de Quercus robur (TM Qr) e Abies alba 

(TM Aa) na estação de verão da Suíça. Dessa forma, as TMs foram preparadas 

sempre nos dias dos tratamentos, na proporção de 1:5 (TM/ Água Mili Q estéril), com 

o intuito de chegar à concentração final de 10% de álcool para minimizar a toxicidade 

do álcool para os animais.  
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O preparo do veículo (álcool 30%) e dos medicamentos ultradiluídos (12DH, 

200CH e 5LM) foi realizado na farmácia homeopática HN Cristiano, em São Paulo, a 

partir de uma alíquota da respectiva TM (TM Qr). Para tratamento dos animais, veículo 

e medicamentos ultradiluídos foram diluídos em água na proporão 1:3 (3 (Álcool/Água 

Pura Estéril Mili Q ou Ultradiluição/Água Pura Estéril Mili Q),  para alcançar a 

concentração final de álcool de 10% também para minimizar a toxicidade para os 

animais. Toda manipulação dos medicamentos foi realizada em fluxo laminar e após 

a diluição final, os medicamentos foram filtrados usando filtro de seringa 0.22 μm 

(Millipore®) e colocados em frascos âmbar previamente autoclavados, para completa 

esterilização. Os medicamentos foram embalados em papel alumínio e armazenados, 

separadamente, em temperatura ambiente, local escuro e livre de campo magnético 

e variações de temperatura.  

O quimioterápico carboplatina (B-platin – Blausiegel® - Lote: 21030649 

Validade: 09/09/2022) na concentração de 10% foi obtido de farmácia especializada 

(Singular medicamentos especiais – Palmas/Tocantins). Os rótulos de todos os 

medicamentos foram substituídos por códigos desconhecidos pela equipe de 

pesquisa para que o ensaio fosse realizado em cego. Os códigos foram revelados 

apenas após a análise estatística. 

 

2.3 Animais 

 

Os ensaios foram divididos em duas etapas. Em cada etapa foram utilizados 

35 camundongos fêmeas C57BL/6 specific pathogen-free (SPF), adultos com 8 

semanas de idade, pesando entre 17 e 23 gramas (g), provenientes do Centro de 

Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) da Universidade Federal de 

São Paulo. Os animais foram mantidos em microisoladores, com temperatura de 20 ± 

1 °C e ciclo de luz controlada (ciclo de 12 horas claro/escuro), com água autoclavada 

e ração esterilizada por ionização, ad libitum. Os animais não receberam 

medicamento para reduzir a dor, pois estes podem interferir nas análises dos 

resultados. Para minimizar o estresse e sofrimento, os animais foram observados em 

dias alternados e, caso apresentassem sinais evidentes de desconforto ou sofrimento, 

os animais eram submetidos a eutanásia por decapitação usando guilhotina. 

O delineamento experimental e todos os procedimentos realizados com os 

animais para o desenvolvimento do trabalho foram aprovados pela Comissão de Ética 
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no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Paulista (UNIP) conforme Protocolo N° 

CEUA N 6777120620 (Anexo 1). 

 

2.4 Desafio tumoral e tratamentos 

 

Para verificar os efeitos de diferentes diluições homeopáticas e TMs de Va 

sobre células de melanoma murino, os ensaios foram também divididos em duas 

etapas, sendo que a primeira etapa buscou determinar os efeitos dos tratamentos de 

Va no desenvolvimento do melanoma murino e a segunda etapa buscou determinar 

os efeitos do Va sobre crescimento tumoral, manifestações clínicas e tempo de vida 

de camundongos desafiados com células de melanoma murino B16F10.  

Para isso, os animais foram inoculados no flanco esquerdo, por via subcutânea 

(s.c) com 1,5 x 105 células de melanoma B16F10 ressuspendidas em 100 µL de 

solução salina injetável estéril, após prévia assepsia com álcool no local de injeção e 

em seguida, divididos em 8 grupos de tratamentos: água, álcool 10% dinamizado, 

carboplatina, TM Aa, TM Qr, ultradiluições realizadas a partir da TM Qr  nas potencias 

12DH, 200CH e 5LM. Após o surgimento do tumor (aproximadamente 6 dias após a 

inoculação das células B16F10), os animais foram tratados 3x por semana (segunda, 

quarta e sexta), por via oral (v.o) com 20 µL do respectivo tratamento (exceto o grupo 

carboplatina).  

Como controles negativos, dois grupos foram considerados: 1) grupo água ou 

sem tratamento, no qual os animais receberam somente água pura estéril por via oral 

e, 2) grupo veículo, no qual os animais receberam por via oral veículo (solvente) 

utilizado para o preparo das ultradiluições (álcool 10% dinamizado). Como controle 

positivo, um grupo de animais foi tratado com o quimioterápico carboplatina (100 

mg/kg), dose única por via intraperitoneal (i.p) (SOUZA, 2013; SOUSA, 2020), no 

mesmo dia de início dos tratamentos dos demais grupos.  Para excluir viés relacionado 

ao estresse da manipulação dos animais, o grupo carboplatina recebeu também 20 

µL v.o de água do próprio bebedouro nos demais dias de tratamento, assim como os 

demais controles e tratamentos receberam no primeiro dia do início dos tratamentos, 

solução salina dose única por via intraperitoneal (i.p). O número de animais por grupo 

(n) foi constituído por 4 animais para os grupos controles (água, álcool, carboplatina), 

bem como os tratados com TM Qr e TM Aa. Já os grupos tratados com as potências 
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(12DH, 200CH e 5LM) foram constituídos por 5 animais cada, sendo ao todo 8 grupos 

experimentais. 

A primeira fase durou 14 dias após o surgimento tumoral. Neste dia (14º), os 

animais foram eutanasiados para coleta de sangue total, massa tumoral e diversos 

órgãos para análises histopatológicas e/ou quantificação de citocinas do perfil 

Th1/Th2/Th17 no soro e no lisado tumoral (itens 2.7, 2.8 e 2.9, respectivamente). 

Todas as análises realizadas foram comparadas em relação ao grupo de animais sem 

tratamento. Já na segunda fase, avaliações em dias alternados, por aproximadamente 

30 dias após inoculação das células tumorais B16F10 foram realizadas para 

determinar o crescimento tumoral, aspectos clínicos e tempo de vida (endpoint) dos 

animais com melanoma, após respectivos tratamentos. Análises do crescimento 

tumoral, peso corporal, expressões faciais (indicativas de dor ou desconforto) como: 

aperto orbital, protuberância do nariz, protuberância da bochecha, posição das orelhas 

e mudança do bigode, condição da pele (ulcerações), pêlos, alterações 

comportamentais como: prostração, letargia e dificuldade na movimentação foram 

realizadas. Caso algum animal apresentasse algum sinal de dor (conforme descrito 

no item 2.5), necrose nas áreas de inoculação do tumor e/ou falta de locomoção ele 

era submetido a eutanásia antes dos 30 dias de observação, conforme descrito no 

item 2.3. 

 

2.5 Ensaio de endpoint 

 

Após desafio tumoral, os animais foram observados em dias alternados para 

detecção de óbitos ou sinais que indicassem presença de ulcerações sob o tumor, dor 

ou dificuldade de locomoção. Em relação à avaliação da qualidade de vida, os critérios 

que foram levados em consideração foram: peso do animal, tamanho tumoral, 

presença de ulcerações, letargia e expressões faciais indicativas de dor ou 

desconforto. 

A codificação de expressões faciais foi avaliada através de: aperto orbital, 

protuberância do nariz, protuberância da bochecha, posição das orelhas e mudança 

do bigode, conforme Figura 1, seguindo os seguintes escores: 0 = sem dor; 1 = dor 

moderada; 2 = dor severa (LANGFORD et al., 2010).  

Animais apresentando algum dos sinais anteriormente descritos, foram 

imediatamente eutanasiados por decapitação.  
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Figura 1: Para cada uma das cinco características, são mostradas imagens de ratos 

exibindo comportamento correspondente aos três valores. 

 

 

Fonte: Langford et al., 2010. 

 

 

2.6 Volume tumoral e peso corporal 

 

O crescimento da massa tumoral foi aferido em dias alternados com paquímetro 

digital Digimess® 100.174BL (Digimess, São Paulo, Brasil). 

 Medidas de comprimento e largura foram realizadas a partir do surgimento do 

nódulo tumoral (aproximadamente sexto dia após a inoculação), até o dia da eutanásia 

(aproximadamente vigésimo sexto dia, após inoculação das células tumorais). Para o 

cálculo do volume tumoral foi utilizada a equação: 𝑽(𝒎𝒎𝟑) = 𝒅𝟐∗(𝑫/2). Onde d 

representa o menor valor e D o maior valor, obtidos pelas medidas de comprimento e 

largura realizadas em dias alternados. 

Peso em g dos animais também foi determinado antes do desafio com as 

células tumorais e 3x por semana. 
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2.7 Análise histopatológica  

 

Animais desafiados com células B16F10 e tratados durante 2 semanas com os 

respectivos tratamentos foram eutanasiados por decapitação no 14º dia após o 

surgimento tumoral. Após colheita de sangue total para obtenção de soro, o baço, 

pulmão, fígado e massa tumoral (metade) foram colhidos para análises 

histopatológicas e corados por hematoxilina eosina (HE). Para coloração HE, o 

material colhido foi fixado em formol 10% até 24 horas. Posteriormente, os tecidos 

foram submetidos às etapas de: desidratação, diafanização e inclusão da parafina 

para então serem obtidos os cortes por microtomia (4 µm). Os cortes foram 

desparafinados, reidratados e corados com HE. As análises das lâminas foram 

realizadas em microscópio óptico convencional (NIKON ECLIPSE E200, Tokyo, 

Japan). Para as análises dos parâmetros nas lâminas, foi atribuído score 0 = quando 

não identificado o item avaliado; score 1 = leve; score 2 = moderado; score 3 = severo 

(Tabela 1). 
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Tabela 1: Representação dos scores atribuídos nas análises histopatológicas e descrição das características encontradas nas avaliações. 
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Tabela 1: Análise histopatológica da arquitetura tumoral em relação a necrose, congestão, hemorragia, derrame pigmentar; congestão hepática; 
hiperplasia de polpa branca; atelectasia e enfisema pulmonar. Camundongos C57BL foram inoculados com 1,5x105 células de melanoma murino da 
linhagem B16F10 de forma subcutânea em flanco esquerdo. Animais foram tratados com água pura estéril (n 4), álcool 10% dinamizada (n 4), carboplatina (n 
4), Tintura mãe de Abies alba (n 4), Tintura mãe de Quercus robur (n 4) ou com potências de Viscum album de Quercus robur obtida no verão (12DH, 200CH 
e 5LM - n 5 em cada grupo), respectivamente a partir do surgimento do tumor (6 dias após a inoculação) até o 14º dia após o surgimento tumoral onde foi 
realizada a eutanásia de todos os animais. O score 1 foi atribuído quando o achado analisado foi considerado leve; o score 2 atribuído quando o achado 
analisado foi considerado moderado; score 3 foi atribuído quando o achado analisado foi considerado severo. As setas representadas nas imagens, mostram 
os achados encontrados e suas características estão descritas abaixo das imagens. 
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2.8 Produção de lisado tumoral 

 

Após eutanásia,  tumores foram removidos cirurgicamente, pesados e, logo 

divididos em 2 metades. Conforme descrito no item 2.7 uma metade foi utilizada para 

análise histopatológica e, outra metade da massa tumoral foi pesada e mantida em 

volume de cocktail de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, 

USA), na concentração de 1%, considerando a relação de 100 µL de inibidor de 

protease para 100 mg de tecido. Em seguida foi dissociada utilizando Pistilos cônicos 

descartáveis (Fischer Scientific). Posteriormente, amostras foram centrifugadas e o 

sobrenadante foi coletado e conservado em freezer -80 ºC até o momento da sua 

utilização para quantificação de citocinas. 

 

2.9 Quantificação de citocinas por citometria de fluxo  

 

Para avaliar a produção de citocinas relacionadas aos padrões de respostas 

Th1/Th2/Th17 (IL-2, IL-4, IL-17, IL-6, IL-10, IFN-γ e TNF-α) em amostras de soro e 

dos lisados do tumor, foi utilizada a técnica Cytometric Bead Array (CBA) com o kit BD 

CBA Mouse Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). Para isto, 20 µL 

de cada amostra (tanto da curva padrão, quanto das amostras a serem analisadas) 

foram incubados com 20 µL de uma mistura de beads de captura e 20 µL de anticorpo 

secundário conjugado ao fluorocromo phycoerythrin (PE). As amostras foram 

incubadas por 2 horas em temperatura ambiente e protegidas da luz. Após lavagem, 

a aquisição dos dados foi realizada utilizando o citômetro BD ACCURI™ C6. A análise 

dos dados foi realizada utilizando o software de análises para CBA FCAP Array 

software versão 3.0.1 (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). As concentrações de 

cada amostra foram calculadas com base na curva padrão, realizadas conforme 

indicações do fabricante do kit. Para a determinação de citocinas no lisado tumoral, 

valores obtidos foram corrigidos de acordo com o peso da massa tumoral e calculado 

por grama do tumor. Amostras com concentrações abaixo do limite de detecção 

determinado pelo kit para cada citocina, foram consideradas com o valor = 0 pg/mL. 
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2.10 Análise estatística 

 

Os testes de Normalidade (Shapiro-Wilk) e Homoscedasticidade (Levene) para 

verificar se as distribuições das amostras eram ou não paramétricas foram realizados. 

Após esta verificação, para amostras paramétricas foi aplicado o teste ANOVA de uma 

via e pós-teste de Tukey ou ANOVA de duas vias e pós-teste de Bonferroni para 

determinar as diferenças estatísticas entre os grupos avaliados. Já para amostras não 

paramétricas, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Diferenças com valor de p < 0,05 

foram consideradas significativas com α = 0,05. Os dados foram expressos como 

média ± erro padrão (EP). Análises e gráficos foram realizados utilizando o software 

GraphPad Prism 8.0. Para as análises multivariadas, foram utilizadas a análise de 

componentes principais (PCA) e a análise de correspondência canônica (CCA), que 

foram realizadas pelo programa Multivariate Statistical Package (MVSP).  

 

3. RESULTADOS  

 

3.1 Perfil de citocinas no microambiente tumoral e no soro após tratamentos com 

ultradiluições de Viscum album  

 

Replicatas de dois experimentos independentes com no mínimo 3 animais em 

cada grupo foram realizadas para avaliar o perfil de citocinas produzidas após cada 

tratamento. Análises das citocinas não revelaram diferenças significativas entre os 

grupos, na produção de IL-2, IL-4, IL-6, IL-17, TNF-α e INF-γ no soro (Figura 2). Em 

contraste, a IL-10 apresentou diminuição nos grupos tratados com álcool 10% 

dinamizado (p=0,0051), carboplatina (p=0,0110), TM Aa (p= 0,0073), TM Qr (p= 

0,0073), VaQr 12DH (p= 0,0029), VaQr 200CH (p= 0,0038) e VaQr 5LM (p= 0,0029), 

quando comparados ao grupo controle água. 

Análises das mesmas citocinas presentes no microambiente tumoral não 

revelaram diferenças entre os grupos nos níveis de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-

α e INF-γ (Figura 3). Entretanto, apesar de não apresentar diferença estatística entre 

os grupos na produção dessas citocinas, é importante ressaltar que houve tendência 

de aumento de IL-10, IL-17 e INF-γ no microambiente tumoral de animais do grupo 

água (controle) quando comparados aos demais tratamentos. Em contrapartida, o 
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grupo tratado com TM Qr apresentou tendência ao aumento na produção de INF-γ, 

porém também sem significância estatística. 
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Figura 2: Perfil de citocinas no soro de camundongos com melanoma após tratamento 

com ultradiluições de Viscum album em diferentes escalas de diluição. 
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Figura 2. Perfil de citocinas presentes no soro de animais tratados com água (n=4), álcool 10% 
dinamizado (n=4), carboplatina (n=4), tintura mãe de Abies alba de verão (TM Aa n=4), tintura mãe de 
Quercus robur de verão (TM Qr n=4) ou com potências de Viscum album de Quercus robur de verão 
(VaQr 12DH, 200CH e 5LM; n=5 em cada grupo) após 14 dias da inoculação das células tumorais.  
Animais foram tratados com seus respectivos tratamentos em dias alternados, a partir do 6 dia da 
inoculação das células tumorais, onde o nódulo tumoral foi evidenciado. Cada tratamento foi realizado 
3x por semana até completar os 14 dias da inoculação do tumor, onde os animais foram eutanasiados 
para coleta de sangue total. Após separação do soro, dosagem de citocinas referentes aos padrões de 
resposta Th1/Th2/Th17 foram determinadas por citometria de fluxo: A. IL-2, B. IL-17, C. IL-4, D. TNFα, 
E. IL-6, F. IFN-γ e, G. IL-10. Comparações foram realizadas usando Anova de uma via e o teste de 
Kruskal Wallis. (*) representa a significância em relação a água, (#) representa a significância em 
relação ao álcool e ($) representa a significância em relação ao quimioterápico (*= p< 0,05, ** = p< 
0,01, *** =p< 0,0001; # =p< 0,05, ## =p< 0,01, ### =p< 0,0001; $ =p< 0,05, $$ =p< 0,01 e $$$ =p< 
0,0001).  
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Figura 3: Perfil de citocinas no microambiente tumoral de camundongos com 

melanoma após tratamento com ultradiluições de Viscum album em diferentes escalas de 

diluição. 
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Figura 3. Perfil de citocinas presentes no tumor de animais tratados com água (controle n=4), álcool 
10% dinamizado (controle n=4), carboplatina (controle quimioterápico n=4), tintura mãe de Abies alba 
de verão (TM Aa n=4), tintura mãe de Quercus robur de verão (TM Qr n=4) ou com potências de Viscum 
album de Quercus robur de verão (VaQr 12DH, 200CH e 5LM n=5 em cada grupo) a partir do 
surgimento do tumor (6 dias após a inoculação das células tumorais). Animais foram tratados com seus 
respectivos tratamentos por duas semanas em dias alternados (três vezes por semana) até o dia da 
eutanásia, 14 dias após inoculação das células tumorais. Após eutanásia, remoção cirúrgica do tumor 
foi realizada para obtenção de lisado tumoral e posterior avaliação no microambiente tumoral de 
citocinas referentes aos padrões de resposta Th1/Th2/Th17: A. IL-2, B. IL-17, C. IL-4, D. TNFα, E.IL-6, 
F. IFN-γ e, G. IL-10. Anova de uma via com o Teste de Kruskal Wallis, não evidenciou significância 
estatística entre os grupos. 
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3.2 Análise histopatológica do tumor, baço, fígado e pulmão após tratamentos 

3.2.1 Análises de necrose, congestão, hemorragia e derrame pigmentar 
intratumoral  

Fotomicrografias do tumor dos animais de cada grupo foram utilizadas para 

avaliar o padrão histopatológico dos tumores em cada tratamento onde score foi 

atribuído para cada avaliação (conforme item 2.7). Análises descritas na Figura 4 

mostram que animais tratados com água, álcool 10% dinamizado e carboplatina, 

apresentaram extensa área necrótica, entretanto não houve significância estatística 

quando comparados com os animais dos grupos tratados com TM Aa, TM Qr, VaQr 

12DH e VaQr 5LM. De forma semelhante, animais tratados com VaQr 200CH 

apresentam também tendência ao aumento da área de necrose, porém em menor 

quantidade que os controles, também sem significância estatística (Figura 4A).  

Em relação a congestão tumoral (Figura 4B), animais do grupo controle álcool 

10% dinamizado apresentaram maior congestão quando comparados ao grupo 

controle água (p= 0,0079). Já os animais dos grupos tratados com TM Qr (p= 0,0053), 

TM Aa (p= 0,0018), VaQr 12DH (p= 0,0009) e VaQr 5LM (p= 0,0018) apresentaram 

menor congestão tumoral, quando comparados ao grupo controle álcool 10% 

dinamizado. De forma semelhante, os animais tratados com TM Aa (p= 0,0208), VaQr 

12DH (p= 0,0140) e VaQr 5LM (p= 0,0208) apresentaram menor congestão tumoral 

quando comparados com o grupo carboplatina (controle quimioterápico). 

Análises da arquitetura tecidual também evidenciaram presença de hemorragia 

intratumoral, sendo maior nos animais do grupo controle álcool 10% dinamizado 

quando comparado com o grupo controle água (p= 0,0329). Em contraste, os grupos 

tratados com TM Aa e VaQr 5LM apresentaram menor presença de hemorragia 

(Figura 4C) em área tumoral quando comparados ao grupo álcool 10% dinamizado 

(p= 0,0329 e p= 0,0138, respectivamente).  

Derrame pigmentar (Figura 4D) maior também foi observado nos animais 

tratados com carboplatina quando comparados ao grupo controle álcool 10% 

dinamizado (p= 0,0017). Em contraste, animais dos grupos TM Qr e VaQr 200CH, 

apresentaram menor derrame pigmentar quando comparados ao grupo carboplatina 

(p= 0,0436 e p= 0,0347, respectivamente). 
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   3.2.2 Hiperplasia de polpa branca 

Fotomicrografias das lâminas de baço foram analisadas manualmente e 

atribuído score para o item avaliado (item 2.7). Foi evidenciado hiperplasia de polpa 

branca (Figura 4E) no grupo tratado com VaQr 5LM quando comparado ao grupo 

controle água (p= 0,0251) assim como, quando comparado ao grupo álcool (p= 

0,0251). 

Vale ressaltar que nos baços dos animais com melanoma sem tratamento 

(grupo água) foram observadas outras alterações como maior desarranjo da 

arquitetura, hipocelularidade e hemossiderose. 

3.2.3 Congestão no fígado 

Assim como na análise anterior, fotomicrografias das lâminas do fígado foram 

analisadas manualmente e atribuído score (item 2.7). Animais dos grupos tratados 

com álcool 10% dinamizado, carboplatina, TM Aa, TM Qr e VaQr 200CH, 

apresentaram maior congestão no fígado (Figura 4F) quando comparados ao grupo 

controle água (p= 0,0049, p= <0,0001, p= 0,0049, p= 0,0049, p= 0,0028, 

respectivamente). 

Em contraste, os grupos tratados com VaQr 12DH e VaQr 5LM apresentaram 

menor congestão quando comparados aos controles álcool 10% dinamizado e 

carboplatina, (p= 0, 0028 e p= <0,0001, respectivamente).  

3.2.4 Atelectasia e enfisema pulmonar 

Em relação à arquitetura pulmonar após tratamentos, fotomicrografias das 

lâminas do pulmão foram analisadas manualmente e atribuído score para o item 

avaliado (item 2.7). Em todos os grupos foram observadas severa atelectasia e 

enfisema (Figura 4G), possivelmente associado a eutanásia por meio de decapitação. 

No entanto, os grupos tratados com VaQr 12DH e VaQr 5LM apresentaram redução 

significativa da atelectasia/enfisema, quando comparados aos animais dos grupos 

água, álcool 10% dinamizado e carboplatina (p= 0,0297 para todas as comparações). 

Análises de Componentes Principais (PCA) e Análises de Correspondência 

Canônica (CCA) foram realizadas para possibilitar maior compreensão em relação às 

interações de um organismo com as variáveis que o cercam. A Figura 5 mostra PCA 
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dos dados histopatológicos de animais inoculados com melanoma e tratados com 

Tinturas mães ou ultradiluições de Viscum album de Quercus robur obtido no verão, 

apresentou porcentagem cumulativa de 81,434 no eixo 3. Observa-se um gradiente 

que leva à separação dos indivíduos tratados com VaQr 12DH (identificados com o 

número 6) e os tratados com VaQr 5LM (identificados com número 8) no primeiro eixo 

do indivíduo carboplatina (identificados com o número 3) no segundo eixo. Em termos 

biológicos, mostra uma tendência de que os indivíduos tratados com VaQr 12DH e 

VaQr 5LM possam apresentar características individuais relativas a necrose tumoral, 

hemorragia tumoral, congestão tumoral, derrame pigmentar, hiperplasia de polpa 

branca, atelectasia/enfisema, congestão hepática o que pode indicar condições 

distintas associadas aos tratamentos. 

A Figura 6 representa uma CCA considerando as análises histopatológicas, em 

função da produção das interleucinas. Nota-se que os indivíduos carboplatina 

(identificados com o número 3) se destacam dos demais indivíduos e que várias 

interleucinas estão influenciando esses indivíduos, tais como: IL-2, IL-4, IL-6, IL-17 e 

TNF-α. Já em relação aos indivíduos VaQr 12 DH, VaQr 5LM, TM Aa e o controle 

água, estão sendo mais influenciados pela IL-10. A porcentagem cumulativa foi de 

84,086 no eixo 2.  
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Figura 4: Análises da arquitetura tecidual no tumor, em relação a necrose, congestão, 

hemorragia e derrame pigmentar tumoral; hiperplasia de polpa branca; congestão hepática; 

atelectasia/enfisema pulmonar após tratamentos com ultradiluições de Viscum album em 

diferentes potências homeopáticas. 
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Figura 4. Avaliação da arquitetura tecidual no tumor, baço,  fígado e pulmões. Análise de necrose, 
congestão, hemorragia, derrame pigmentar no tumor, hiperplasia de polpa branca no baço, congestão 
hepática e atelectasias/enfisema pulmonar foram avaliados atribuindo score para cada item avaliado, 
sendo 0 quando não foram identificadas alterações, 1 para achados leves, 2 para achados moderadas 
e 3 para severos. As diferenças estatísticas foram representadas nos gráficos, onde (*) representa a 
significância em relação a água, (#) representa a significância em relação ao álcool e ($) representa a 
significância em relação ao quimioterápico (* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,0001; # p< 0,05, ## p< 0,01, 
### p< 0,0001; $ p< 0,05, $$ p< 0,01 e $$$ p< 0,0001). Teste de Kruskal Wallis. 
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Figura 5. Análise dos componentes principais (PCA) realizada com dados da arquitetura tecidual dos indivíduos após tratamentos com  

tinturas mães e ultradiluições de Viscum album. A sequência numérica é relativa a cada grupo de tratamento com seus respectivos indivíduos . 
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Figura 6. Análise de correspondência canônica (CCA) realizada com dados da arquitetura tecidual de animais inoculados com melanoma e 

tratados com Tinturas mães ou ultradiluições de Viscum album mostrando as variáveis climáticas (interleucinas). A sequência numérica é relativa 

a cada grupo e os respectivos indivíduos que o compõem. 
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3.3 Efeitos do tratamento com ultradiluições de Viscum album no desenvolvimento 

tumoral, peso corporal e sobrevida  

 

Análises da evolução do crescimento tumoral por aproximadamente 30 dias 

foram determinadas pelo valor médio das medidas do volume tumoral de cada grupo 

em função do tempo após desafio com as células tumorais, mostraram que animais 

com melanoma, tratados com VaQr 12DH apresentam volumes tumorais maiores nos 

dias 14, 16 e 19 quando comparados aos animais tratados com o quimioterápico 

carboplatina (p= 0,0369, p=0,0043 e p= 0,0230, respectivamente, Figura 7A).  

No décimo sexto (16º) dia, também foi observado que houve aumento do 

volume tumoral no grupo tratado com TM Aa quando comparado ao grupo 

carboplatina (p=0,0153). Esse padrão se manteve no décimo nono (19º) dia quando 

comparado as médias (p= 0,0248). 

No décimo nono (19º) dia, o grupo carboplatina mostrou diminuição do volume 

tumoral quando com comparado ao grupo água (p= 0,0058) e ao grupo álcool 10% 

dinamizado (p= 0,0294).  

O grupo tratado com TM Qr no décimo nono (19º) dia apresentou volume 

tumoral maior quando comparado as médias dos grupos água (p= 0,019) e 

carboplatina (p= <0,0001).   

O grupo tratado com VaQr 200CH mostrou aumento do volume tumoral no 

décimo nono (19º) dia, quando comparado aos grupos álcool 10% dinamizado (p= 

0,0348) e carboplatina (p= 0,0155). Essa tendência se manteve no vigésimo primeiro 

(21º) dia quando comparado a média do grupo álcool 10% dinamizado (p= 0,0069). 

Já o grupo tratado com Va 5LM também demonstrou aumento do volume 

tumoral no décimo nono (19º) dia quando comparado ao grupo carboplatina (p= 

0,0405).  

Em relação aos pesos da massa tumoral, conferida após ressecção cirúrgica 

dos tumores realizada após necropsia, estes foram pesados e a média dos valores do 

peso de cada grupo de tratamento comparada com os grupos controles água, álcool 

10% dinamizado e carboplatina. As análises mostraram que, os animais tratados com 

VaQr 12DH apresentaram peso do tumor (g) significativamente maior quando 

comparado com o grupo carboplatina (p= 0,0165 - Figura 7B), correlacionando com o 

volume tumoral. 
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Uma vez que a progressão tumoral está estreitamente associada a perda de 

peso em indivíduos com câncer, análises da variação de peso dos camundongos 

tratados ou não com tinturas mãe de Viscum album (Va) obtidas das árvores Quercus 

robur ou Abies alba no verão e, ultradiluições de Va obtidas da árvore Quercus robur 

no verão, foram realizadas considerando o delta (∆) peso, onde inicialmente realizou-

se o cálculo do peso final do animal menos o peso do tumor (peso final – peso do 

tumor). Após este resultado, para calcular o delta (∆) peso, considerou-se o peso final 

(sem tumor) menos o peso inicial do animal (peso final – peso inicial).  

Dessa forma, observou-se que animais tratados com carboplatina 

apresentaram menor ganho de peso quando comparados aos demais grupos 

controles água (p= 0,0007), álcool 10% dinamizado (p= 0,0155) e quando comparados 

aos tratamentos com TM Aa (p= 0,0010), TM Qr (p= 0,0041), VaQr 12DH (p= 0,0008), 

VaQr 200CH (p= 0,0076) e VaQr 5LM (p= 0,0002) (Figura 7C). 

Em paralelo, considerando que o melanoma apresenta um desenvolvimento 

progressivo e que animais desafiados com células de melanoma murino B16F10 

apresentam curto espaço de vida, foi avaliado se os tratamentos com TMs e 

ultradiluições de Va influenciariam no tempo de vida dos animais.   

Assim, dados apresentados na Figura 7D mostram que animais tratados com 

ultradiluições de VaQr 5LM (p= < 0,05) e VaQr 12DH (p= < 0,05) apresentaram maior 

período de sobrevida quando comparados ao grupo carboplatina. Os demais grupos 

de tratamento não apresentaram diferença significativa em relação a sobrevida. 
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Figura 7. Influência do tratamento de Viscum album no desenvolvimento tumoral,  peso 

corporal e tempo de vida de camundongos com melanoma  
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Figura 7: Camundongos C57BL foram inoculados com 1,5x105 células de melanoma murino da 
linhagem B16F10 de forma subcutânea em flanco esquerdo. Animais foram tratados com água pura 
estéril (n 4), álcool 10% dinamizada (n 4), carboplatina (n 4), Tintura mãe de Abies alba (n 4), Tintura 
mãe de Quercus robur (n 4) ou com potências de Viscum album de Quercus robur obtida no verão 
(VaQr 12DH, VaQr 200CH e VaQr 5LM - n 5 em cada grupo), respectivamente a partir do surgimento 
do tumor (6 dias após a inoculação) até o dia da eutanásia. A figura 7A, refere-se ao volume tumoral 
determinado por aproximadamente 30 dias (fase 2 do estudo). O crescimento foi determinado pelo 
acompanhamento do volume tumoral, realizado em 3x na semana com paquímetro. Para o cálculo do 
volume tumoral foram consideradas as medidas de altura e largura 𝑽(𝒎𝒎𝟑) = 𝒅𝟐∗(𝑫/2). Onde d 
representa o menor valor e D o maior valor, obtidos pelas medidas de comprimento e largura realizadas 

A 

B C 

D 
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em dias alternados. Para esta análise foi realizado uma Anova, de duas vias e pós-teste de Bonferroni. 
Já a figura 7B representa o peso tumoral após endpoint que durou aproximadamente 30 dias. O tumor 
dos animais foi retirado durante necropsia para determinação do peso. Colunas representam a média 
do peso do tumor em gramas (g) por grupo de tratamento onde foi aplicado o Anova de uma via e teste 
de Kruskal Wallis. A figura 7C representa o peso delta corporal, onde os animais foram pesados em 
dias alternados a partir do dia da inoculação até o dia da eutanásia. Foi realizado o cálculo do peso 
considerando o peso final do animal menos o peso tumoral e após isso, calculado o delta (∆) peso da 
seguinte maneira: Peso final menos peso inicial. Foi realizado uma Anova de uma via e pós-teste de 
Tukey. A figura 7D corresponde a análise de sobrevida onde os animais foram observados em dias 
alternados por aproximadamente 30 dias para detecção de óbitos ou sinais que indiquem presença de 
ulcerações sob o tumor, dor ou dificuldade de locomoção. Animais apresentando algum dos sinais de 
desconforto descritos anteriormente, foram imediatamente eutanasiados por decapitação. Os óbitos ou 
a eutanásia foram registrados para análise da distribuição de sobrevida. Para esta análise, foi realizado 
o Teste de Kaplan Meier. As diferenças estatísticas foram representadas da seguinte maneira: (*) 
representa a significância em relação a água, (#) representa a significância em relação ao álcool e ($) 
representa a significância em relação ao quimioterápico (* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,0001; # p< 0,05, 
## p< 0,01, ### p< 0,0001; $ p< 0,05, $$ p< 0,01 e $$$ p< 0,0001).  

 

3.4 Manifestações clínicas apresentadas após tratamento com ultradiluições de 

Viscum album 

 

Análises das manifestações clínicas após o desafio tumoral foram realizadas 

em dias alternados e caso o animal apresentasse score 2 de ao menos uma das 

manifestações indicativas de dor ou desconforto, tais como: prostração, ulceração no 

local do tumor, piloereção, dificuldade de locomoção, aperto orbital, protuberância do 

nariz, protuberância da bochecha, posição das orelhas e mudança do bigode, ele era 

imediatamente eutanasiado. 

Dados mostram que animais tratados com as ultradiluições de VaQr 12DH e 

VaQr 5LM apresentaram tendência a menor prostração (Figura 8A) quando 

comparados aos controles, contudo, não houve significância estatística. Já em relação 

às expressões faciais, o grupo tratado com VaQr 12DH tende a apresentar menor 

protuberância do nariz (Figura 8B) e da bochecha (Figura 8C), menor mudança da 

posição das orelhas (Figura 8D) e do bigode (Figura 8E), menor aperto orbital (Figura 

8F), menor piloereção (Figura 8G) e menor dificuldade de locomoção (Figura 8H) 

quando comparados aos controles e demais tratamentos. Entretanto, estes dados 

também não apresentaram significância estatística. Em relação a ulceração no local 

da inoculação, notou-se que animais tratados com VaQr 5LM apresentaram menos 

ulcerações na pele, quando comparados aos controles e demais tratamentos, 

contudo, também em significância estatística. 
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Destaca-se que devido ao número amostral limitado por grupo, essas 

observações são promissoras e necessitam ser melhores investigadas, sugerindo-se 

estudos futuros para novas avaliações. 

Em adição, análises de Componentes Principais (PCA) foram também 

realizadas para observar as interrelações entre um número de variáveis em termos de 

suas dimensões inerentes. A Figura 9 representa à PCA feita com dados 

manifestações clínicas de animais inoculados com melanoma e tratados com Tinturas 

mães ou ultradiluições de Viscum album de Quercus robur obtido no verão, que 

apresentou porcentagem cumulativa de 91,431 no primeiro eixo. Mostra um gradiente 

que leva à separação dos indivíduos do grupo VaQr 12DH (identificados com o 

número 6) e VaQr 5LM (identificados com o número 8) no primeiro eixo dos demais 

indivíduos no segundo eixo. Em termos biológicos, mostra uma tendência de que os 

indivíduos tratados com VaQr 12DH e VaQr 5Lm possam ter apresentado menos 

manifestações clínicas que os demais grupos de tratamentos.  
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Figura 8: Efeito do tratamento com ultradiluições de Viscum album em relação as 

manifestações clínicas apresentadas em animais com melanoma.  
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Figura 8. Camundongos C57BL/6 inoculados com 1,5x105 células de melanoma murino B16F10 e tratados com 
água (controle n=4), álcool 10% dinamizado (controle n=4), carboplatina (quimioterápico n=4), tintura mãe de Abies 
alba de verão (TM Aa n=4), TM de Quercus robur de verão (TM Qr, n=4) ou com potências de Viscum album de 
Quercus robur de verão (VaQr 12DH, VaQr 200CH ou VaQr 5LM, n=5 em cada grupo) respectivamente a partir do 
surgimento tumoral até aproximadamente 30 dias de inoculação das células tumorais, observados em dias 
alternados para detecção de óbitos ou sinais que indicarem presença de ulcerações sob o tumor, dor ou dificuldade 
de locomoção. Animais apresentando algum dos sinais de desconforto descritos anteriormente, foram 
imediatamente eutanasiados por decapitação. Os óbitos ou a eutanásia foram registrados para análise da 
distribuição de sobrevida. As diferenças estatísticas foram calculadas usando o teste de  Kaplan Meier: (*) 
representa diferenças em relação a água, (#) diferenças em relação ao álcool e, ($) representa diferenças em 
relação ao quimioterápico (* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,0001; # p< 0,05, ## p< 0,01, ### p< 0,0001; $ p< 0,05, 
$$ p< 0,01 e $$$ p< 0,0001).  
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Figura 9. Análise de componentes principais realizada com dados das manifestações clínicas de animais inoculados com melanoma e 

tratados com Tinturas mães ou ultradiluições de Viscum album. A sequência numérica é relativa a cada grupo com seus respectivos indivíduos.    
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4. DISCUSSÃO 

 

Estudos têm demonstrado que medicamentos homeopáticos usados há mais 

de dois séculos, podem estimular o sistema imunológico favorecendo o 

desenvolvimento de respostas mais eficientes frente a determinada doença. Os 

extratos de Viscum album são amplamente utilizados no tratamento do câncer, devido 

às suas propriedades imunomoduladoras, citotóxicas e pró-apoptóticas (BONAMIN et 

al., 2017). Embora exista uma vasta literatura sobre o uso do Va antroposófico no 

tratamento de várias doenças, incluindo o câncer, pesquisas relacionadas aos efeitos 

de preparações de Viscum album ultradiluídos e ainda utilizando de escalas 

diferentes, ainda são escassas na literatura, o que torna os resultados obtidos neste 

estudo inéditos e fundamentais para a continuidade de novas pesquisas relacionadas 

ao tema. 

Os resultados observados neste modelo experimental mostraram que animais 

inoculados com células B16F10 e tratados após surgimento de nódulo tumoral,  com 

tinturas mães ou com ultradiluições de Viscum album obtido da árvore Quercus robur 

na estação de verão na Suíça, exibiram diversos tipos de repostas em cada parâmetro 

analisado.  

Em relação as análises das citocinas, as respostas tipo Th1 ou perfil 

inflamatório têm sido associadas à melhor resposta antitumoral, onde caracteriza-se 

pela produção de citocinas pró-inflamatórias que favorecem a ativação de respostas 

celulares e ativação dos macrófagos para via clássica (macrófagos M1). Já o perfil 

Th2 é associado à produção de citocinas anti-inflamatórias que regulam 

negativamente respostas Th1, portanto podem favorecer a progressão tumoral, 

mediada principalmente pela participação dos macrófagos M2, chamados no 

microambiente tumoral de TAM (Tumor – Associated Macrophages) (QUAIL; JOYCE, 

2013).  

Em contraste com respostas do tipo Th1 e Th2, de acordo com Guery e Hugles 

(2015) as células do perfil Th17, possuem respostas controversas em relação aos 

tumores, podendo tanto favorecer a progressão tumoral pela indução de angiogênese 

ou pode promover respostas antitumorais pelo recrutamento de fagócitos ou células 

citotóxicas que desempenham respostas efetoras que inibem a progressão do tumor. 

Um estudo mostrou que extratos etanólicos de V. album subsp. album, 

subesp. abietis e subsp. austriacum não apresentaram quase nenhuma atividade 
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inibitória nas citocinas inflamatórias (IL-1α, IL-1β, TNF-α) nas concentrações testadas 

(YESILADA et al., 1998). 

Todavia, estudo para avaliar os efeitos imunológicos in vitro do Va homeopático 

em células-tronco mesenquimais utilizando concentrações de Va nas potências D3 e 

200CH: 20 e 30 µL/mL revelou que estas não induziram alterações na produção de 

citocinas inflamatórias TNF-α e IFN-γ, mas diminuíram os valores de IL-6 e IL-1ß. O 

resultado demonstrou que Va D3 e Va 200CH podem desempenhar um papel 

importante como antiinflamatórios e imunomoduladores (VALLE et al., 2022). 

Entretanto neste estudo in vivo, nas análises do perfil de citocinas no soro foi 

possível identificar diminuição da IL-10 em todos os grupos de tratamento, exceto no 

grupo água. No entanto, destaca-se que esse padrão não foi linear em todo o grupo. 

A IL-10 é uma citocina multifuncional que exibe propriedades imunossupressoras e 

anti-angiogênicas desempenhando, assim, um papel duplo e controverso na 

carcinogênese humana, como fator promotor e inibidor de tumor (MOCELLIN et al., 

2003; 2005). 

Já em relação ao microambiente tumoral, um estudo mostrou que um efeito 

imunomodulador do V. album subsp. album extrato metanólico (1 mg/mL) foi 

observado pelo aumento da expressão de CD69, importante antígeno responsável 

pela ativação das células T, em células mononucleares periféricas do sangue, que 

medeia a ativação de células T CD4 +, CD25 +, CD8 + e CD25 +. Além disso, os 

autores observaram que o extrato também foi capaz de aumentar a fagocitose de 

blastosporos de Candida albicans e a função de morte intracelular de neutrófilos em 

comparação com o controle negativo (FIDAN et al., 2008). 

Os resultados aqui obtidos mostraram que não houve mudança na produção 

de citocinas no microambiente tumoral após os diferentes tratamentos. Contudo, 

estudos futuros deverão ser realizados, já que o microambiente tumoral também tem 

papel preponderante nesse processo.  

Nas análises histopatológicas, tumor, baço, fígado e pulmão foram analisados. 

No tumor dos animais, observou-se que os tratados com álcool 10% dinamizado e 

carboplatina, apresentaram extensa área necrótica quando comparados com os 

grupos tratados com TM Aa, TM Qr, VaQr 12DH e VaQr 5LM. Entretanto, observou-

se também aumento da área de necrose em animais tratados com VaQr 200CH, 

porém em menor quantidade que os grupos controles, contudo, estes dados não 

apresentaram significância estatística.  
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A necrose é frequente em tumores, podendo estar associada a uma 

intervenção terapêutica ou ao próprio crescimento da massa tumoral. A 

vascularização irregular e limitada da grande maioria dos tumores faz com que 

existam células muito distantes de qualquer capilar estando, portanto, em falta de 

nutrientes e em hipóxia crônica.  Dessa forma, a presença de necrose no tumor, pode 

estar associada a mau prognóstico. Os centros necróticos representam a origem do 

infiltrado inflamatório no tumor e muitos fatores celulares liberados pelas células 

necróticas podem atuar como estímulos intensos para migração e diferenciação de 

células imunes, especialmente macrófagos (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010). 

Em relação a congestão tumoral, pôde-se observar maior congestão nos 

animais do grupo álcool 10% dinamizado quando comparado os grupos tratados com 

água, TM Qr, TM Aa, VaQr 12DH e VaQr 5LM. Já quando se comparou os tratamentos 

com o controle carboplatina, pôde-se observar que animais tratados com TM Aa, VaQr 

12DH e VaQr 5LM apresentaram menor congestão tumoral na primeira fase do 

estudo. A congestão é o acúmulo de sangue tecidual que ocorre através de um 

processo passivo ocasionado pelo comprometimento de saída do fluxo sanguíneo 

venoso, ocasionando redução da drenagem venosa e distensão das veias distais, 

vênulas e capilares (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010). 

A respeito da presença de hemorragia tumoral, notou-se em maior quantidade 

nos animais tratados com álcool 10% dinamizado quando comparado com os grupos 

água e os tratamentos TM Aa e VaQr 5LM. Entretanto, houve ainda um padrão de 

células epitelióides, melânicas e amelânicas com maior derrame pigmentar nos 

animais tratados com carboplatina quando comparados ao controle álcool 10% 

dinamizado e aos tratamentos com TM Qr e VaQr 200CH.  

O papel do baço na resposta imune tem sido objeto de muitos estudos clínicos 

e experimentais uma vez que é um dos mais importantes órgãos envolvidos nas 

defesas contra microrganismos. O baço é o local onde são reguladas as respostas 

imunes sistêmicas contra o que é prejudicial ao hospedeiro. Este órgão atua como 

filtro para patógenos e antígenos sanguíneos, além de suas funções imunes e 

hematopoiéticas (BRONTE; PITTET, 2013). Dessa forma, a esplenomegalia é uma 

condição comum em situações como infecções e câncer, sugerindo que a diferença 

de tamanho encontrada pode estar relacionada com a modulação imunológica já 

identificada como mecanismo de ação de medicamentos homeopáticos por vários 

autores (REMYA et al., 2014; BONAMIN et al., 2012). Contudo, os resultados obtidos 
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neste estudo não apresentaram diferença estatística entre o peso relativo do baço dos 

animais em seus diferentes tratamentos. 

De acordo com Bronte e Pittet (2013), a principal função da polpa vermelha é 

filtrar o sangue e reciclar o ferro de células vermelhas envelhecidas. Já a polpa branca 

é estruturalmente similar ao linfonodo, pois contém células T e B permitindo a geração 

de antígenos específicos e resposta imune protetora. Dessa forma, observou-se 

hiperplasia de polpa branca no grupo VaQr 5LM quando comparado aos grupos água 

e carboplatina. O aumento da polpa branca, sugere maior atividade linfoide sistêmica 

nesse grupo, que pode estar relacionada à resposta tumoral a antígenos solúveis.  

Análises histopatológicas do fígado evidenciaram maior congestão no grupo de 

animais tratados com álcool 10% dinamizado, carboplatina, TM Aa, TM Qr e VaQr 200 

CH quando comparados ao controle água, enquanto os tratados com VaQr 12DH e 

VaQr 5LM apresentaram menor congestão quando comparados aos controles álcool 

10% dinamizado e carboplatina. A degeneração hidrópica foi mais evidente nos 

grupos tratados com VaQr 12DH, enquanto animais tratados com carboplatina 

apresentavam degeneração difusa. A degeneração vacuolar é uma lesão celular 

reversível, observada por acúmulos de substâncias em grandes vacúolos no 

citoplasma de células, que pode evoluir para morte celular e embora inespecífica, esta 

lesão esteve presente de forma acentuada em animais do grupo tratado com VaQr 

12DH, o que pode estar associada ao efeito hepatotóxico da ultradiluição. 

Destaca-se que um achado comum foi a presença de atelectasia/enfisema 

pulmonar em todos os grupos. Este possivelmente associado a eutanásia por meio de 

decapitação, entretanto, com redução significativa nos grupos tratados com VaQr 

12DH e VaQr 5LM. 

Em relação ao volume tumoral, destaca-se que os grupos tratados com TM Aa, 

TM Qr, VaQr 12DH, VaQr 200CH e VaQr 5LM apresentaram maior volume tumoral, 

especialmente quando comparados ao grupo carboplatina em função do tempo de 

tratamento. Todavia, notou-se ainda que houve aumento do peso tumoral no grupo 

tratado com VaQr 12DH quando comparado ao quimioterápico carboplatina.  

É importante destacar que, durante todo o período experimental, os animais 

foram observados para detectar sinais que indicassem sofrimento e, uma  

característica comum observada em ambas as fases do estudo, de que, embora o 

volume tumoral fosse nitidamente maior nos grupos tratados com as tinturas mãe e 

ultradiluições, os animais que apresentavam piores condições em relação aos sinais 
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de mobilidade/locomoção, letargia, prostração e demais sinais indicativos de dor, 

eram os tratados com carboplatina, ainda que não represente significância estatística.  

Estudos demonstram que é raro a regressão de tumores unicamente sob a 

terapia com Viscum album em dosagem normal ou baixa. Alguns estudos, como 

relatos de caso descrevem uma regressão tumoral parcial ou completa sob uma 

terapia local com alta dosagem de extratos de Viscum album ricos em lectina, que 

muitas vezes produzem febre alta e reações locais consideráveis. Isto foi relatado para 

câncer de fígado, carcinoma de pâncreas, câncer de mama, carcinoma de células de 

Merkel, tumores de pele e linfomas cutâneos, entre outros (MABED et al., 2004; 

MATTHES et al., 2005; SEIFERT et al., 2005; ELDORRY et al., 2008; ORANGE et al., 

2010; 2012; WERTHMANN et al., 2013; 2014; VON SCHOEN-AGERER et al., 2014). 

Vale ressaltar que os dados obtidos no presente estudo em relação ao volume 

tumoral e peso tumoral, diferem dos dados obtidos por Carvalho (2015) que 

demonstrou a redução de quase 100% da massa tumoral em camundongos 

inoculados com tumor de Erlich e tratados com Va aquoso na potência 3DH, 

preparação mais concentrada de princípios ativos. Dados semelhantes foram obtidos 

por Han e colaboradores (2015) que avaliaram os efeitos do visco coreano (Viscum 

album L. var. coloratum) revestido com uma parede de polímero biodegradável 

(Eudragit ®) no crescimento de melanoma em camundongos. A administração oral de 

4% (430 mg/kg/dia) de visco com revestimento entérico resultou em uma redução 

significativa no volume do tumor no dia 14 em comparação com o grupo controle 

(CARVALHO, 2015).  

Outro estudo com camundongos C57BL/6 portadores de melanoma 

subcutâneo B16F10 tratados com extratos de visco contendo compostos solúveis em 

água e triterpenóides solubilizados revelou que a adição de triterpenóides 

solubilizados aumentou os efeitos antitumorais dos extratos de visco, resultando em 

redução do crescimento do tumor e prolongamento da sobrevida dos camundongos 

(STRÜH et al., 2013). 

As diferenças dos achados de estudos anteriores com os obtidos no atual 

trabalho podem estar associadas a escala de diluição utilizada, via de administração, 

a origem do viscum e sua árvore hospedeira, a estação do ano na qual o extrato foi 

obtido e a linhagem tumoral. 

Em relação ao peso ∆ corporal, este estudo demonstrou que os grupos tratados 

com carboplatina, apresentaram menor ganho de peso quando comparados aos 
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demais grupos (água, álcool 10% dinamizado, TM, Aa, TM Qr, VaQr 12DH e VaQr 

5LM. Animais tratados com carboplatina, em geral apresentavam piores condições 

clínicas para mobilidade, dinamismo e locomoção, atividades que podem estar 

associadas à perda de peço, pela falta de apetite ou desinteresse pela exploração. 

Em relação ao tempo de vida dos animais após tratamentos, foi pré-definido 

período de 30 dias para endpoint após a inoculação de células tumorais visto a 

agressividade do melanoma. Entretanto, animais que apresentaram sinais que 

indicaram presença severa de ulcerações sob o tumor, dificuldade de locomoção, 

letargia e expressões faciais indicativas de dor ou desconforto (aperto orbital, 

protuberância do nariz, protuberância da bochecha, posição das orelhas e mudança 

do bigode) foram eutanasiados imediatamente. Dessa forma, o endpoint do estudo se 

deu no vigésimo sexto (26º) dia após a inoculação das células tumorais. 

Análises do tempo de vida mostraram que, animais tratados com VaQr 12DH e 

VaQr 5LM, apresentaram maior sobrevida quando comparados ao controle 

carboplatina. Destaca-se que, além do tempo de sobrevida, notou-se que os animais 

tratados com VaQr 5LM e VaQr 12DH também se apresentavam mais ativos, com 

maior dinamismo e mobilidade, padrão oposto ao apresentado pelos animais dos 

demais grupos de tratamento, especialmente ao grupo tratado com carboplatina, 

especialmente aqueles tratados com VaQr 12DH, ainda que não representasse 

significância estatística possivelmente devido ao número amostral restrito. Este é um 

dado inédito e, portanto, novos estudos devem dar continuidade a este achado. 

No presente estudo, não foi possível avaliar a influência dos tratamentos em 

relação à formação de metástases em órgãos distantes do local de inoculação das 

células tumorais de melanoma, devido às limitações do modelo empregado, no qual 

não são observadas metástases espontâneas. 

 

5. CONCLUSÃO 

 

O conjunto de resultados obtidos sugere que, o tratamento com ultradiluições 

de Viscum album, obtidas da árvore Quercus robur colhidas no verão, em 

camundongos com melanoma não impediu a progressão do tumor, entretanto, 

sugerem que o tratamento com as potencias de VaQr 12DH e VaQr 5LM favorece a 

melhora na sobrevida desses animais quando comparados com o quimioterápico 

carboplatina. Além da sobrevida, foi observado aumento do peso corporal de acordo 
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com o tratamento, o que denota aumento nos indicadores de qualidade de vida. 

Destaca-se ainda que animais tratados com VaQr 12DH e VaQr 5LM, foram os que 

demonstraram maior tendência melhor mobilidade/locomoção, dinamismo e menor 

apatia do que os demais tratamentos, ainda que, apresentassem maior volume 

tumoral. Esses resultados abrem perspectivas promissoras para os efeitos do Va 

ultradiluído, além de darem suporte à necessidade de mais pesquisas. Tais resultados 

podem amparar futuros testes clínicos, definição de protocolos terapêuticos de 

associação de compostos naturais às terapias convencionais. 

Sugere-se que em estudos futuros, o VaQr 12DH e o VaQr 5LM sejam 

utilizados de forma complementar ao quimioterápico, assim como as Tinturas mães e 

ainda, que possam ser analisados as ultradiluições provenientes da TM de A.a. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 
 

 

Quadro 1 - Resultados mais relevantes obtidos em todas as análises, com os tratamentos 

utilizados na Fase I. 

RESULTADOS FASE1 

Análise ÁGUA 
ÁLCOOL 
10% DIN 

CARBOPLATINA TM Aa TM Qr Va 12DH Va 200CH Va 5LM 

IL-10 Soro   ↓** ↓** ↓** ↓** ↓*** ↓** ↓*** 

Score 
Histopatológico  

 

Congestão 
tumoral - 

↑** 
Hemorragia 

tumoral -  
↑** 

Congestão 
fígado - ↑**  

Derrame 
pigmentar - ↑## 

Congestão fígado 
- ↑*** 

Congestão 
tumoral - 

↓## ↓$ 
Hemorragia 

tumoral -  
↑# 

Congestão 
fígado - ↑**  

Congestão 
tumoral - 

↓## ↓$      
Derrame 

pigmentar 
- ↓$      

Congestão 
fígado - ↑**  

Congestão 
tumoral - 

↓### 

Congestão 
fígado - ↓##    

↓$$$  
Atelectasia/ 
Enfisema 
Pulmonar 

↓* ↓# ↓$ 

Derrame 
pigmentar 

- ↓$     
Congestão 

fígado - 
↑**  

Congestão 
tumoral - 

↓## ↓$ 
Hemorragia 

tumoral -  
↑# 

Hiperplasia 
polpa 

branca - ↑* 
↑$ 

Congestão 
fígado - ↓##    

↓$$$  
Atelectasia/ 
Enfisema 
Pulmonar 

↓* ↓# ↓$ 

 

 
As diferenças estatísticas foram representadas na tabela ao lado do gráfico, onde (*) representa a 
significância em relação a água, (#) representa a significância em relação ao álcool e ($) representa a 
significância em relação ao quimioterápico (* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,0001; # p< 0,05, ## p< 0,01, ### p< 

0,0001; $ p< 0,05, $$ p< 0,01 e $$$ p< 0,0001).  
 

Quadro 2 - Resultados mais relevantes obtidos em todas as análises, com os tratamentos 

utilizados na Fase II. 

RESULTADOS FASE 2 

Análise ÁGUA 
ÁLCOOL 
10% DIN 

CARBOPLATINA TM Aa TM Qr Va 12DH 
Va 

200CH 
Va 5LM 

Sobrevida      ↑$  ↑$ 

Peso tumoral 
p=<0,05 

     ↑$$   

Volume tumoral 
p=<0,0001 

  Dia 19 - ↓** ↓# 
Dia 16 - ↑$ 

Dia 19 - ↑$ 
Dia 19 - 
↑* ↑$$$ 

Dia 14 - ↑$ 

Dia 16 - ↑$ 

Dia 19 - ↑$ 

Dia 19 - 
↑# ↑$                    

Dia 21 - 
↑## 

Dia 19 - ↑$ 

Peso corporal  ↑ $$  ↑ $$  ↓ ↑ $$ ↑ $$  ↑ $$$ ↑$$ ↑$$$ 

As diferenças estatísticas foram representadas na tabela ao lado do gráfico, onde (*) representa a 
significância em relação a água, (#) representa a significância em relação ao álcool e ($) representa a 
significância em relação ao quimioterápico (* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,0001; # p< 0,05, ## p< 0,01, ### p< 

0,0001; $ p< 0,05, $$ p< 0,01 e $$$ p< 0,0001).  
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6. CONFLITOS DE INTERESSE  

 
Os autores declaram que a pesquisa foi conduzida na ausência de relações 

comerciais ou financeiras que pudessem ser interpretadas como um potencial conflito 

de interesses. 
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