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“Effetti dei trattamenti omeopatici sull’infiammazione cellulare umana in vitro” 

 
 

Scopo del lavoro 
Lo scopo di questo lavoro è stato di studiare gli effetti di alcuni trattamenti omeopatici selezionati in 
riferimento allo stress ossidativo mediante l’utilizzo di modelli standardizzati di tossicità cellulare e 
attraverso un modello tridimensionale di intestino equivalente. Poiché l'arsenico omeopatico è uno dei 
principali rimedi per l'infiammazione in seguito a stress ossidativo (Flora 2011), nel seguente lavoro sono 
stati studiati gli effetti di alcune diluizioni dell’arsenico, quali: 45 dH, 14 cH, 15 cH, 16 cH, 29 cH, 30 cH, 
31 cH, 199 cH, 200 cH, 201 cH, e l’acqua o l’acqua 23 CH che sono state utilizzate come diluenti. Sono 
stati messi a punto tre diversi modelli cellulari basati su fibroblasti di topo L929, vale a dire approcci sani, 
curativi e preventivi. Il modello sano consiste nell'applicazione cellulare di stimoli (diverse potenze di 
arsenico) senza alcun trattamento con H2O2. Nel modello curativo, gli stimoli sono stati applicati dopo il 
trattamento cellulare con H2O2, mentre, nel modello preventivo, gli stimoli sono stati applicati prima del 
trattamento cellulare con H2O2.  
 

Materiali e Metodi 
Colture cellulari e preparazione dei trattamenti: Le cellule L929 (ATCC CCL-1, clone NCTC 929) 
sono state coltivate con il terreno Eagle modificato di Dulbecco (DMEM) arricchito con il 10% di siero 
fetale (FBS) e l'1% penicillina-streptomicina (p/s).  La linea cellulare epiteliale umana Caco-2 (ATCC 
HTB-37), ottenuta da adenocarcinoma colorettale, è stata coltivata con DMEM, integrato con 10%, FBS 
e 1% di p/s. La linea cellulare promonocitica U937, derivata da leucemia mieloide umana (ATCC CRL-
1593.2), è stata coltivata in terreno RPMI-1640, integrato con il 10% di FBS e l'1% di p/s.. Le cellule 
sono state coltivate in atmosfera umidificata al 5% di CO2 e il terreno è stato cambiato ogni due giorni. 
Le colture secondarie subconfluenti di L929 e Caco-2 sono state tripsinizzate con tripsina 0,05%/EDTA 
0,02% e seminate per gli esperimenti. 
Preparazioni per il trattamento dell'arsenico: ai fibroblasti sono stati aggiunti i trattamenti omeopatici 
all'arsenico (As 45dH, 14, 15, 16, 29, 30, 31, 199, 200, 201 cH), acqua (W) o acqua 23 cH (W 23 cH) nel 
terreno base (DMEM) alla diluizione 1:20. Nel controllo (controllo non trattato), le cellule sono state 
trattate con DMEM da solo. 
Trattamento dello stress ossidativo: nei fibroblasti in coltura, lo stress ossidativo cellulare è stato 
indotto trattando le cellule con 75µM H2O2 in PBS per 20 minuti, il solo PBS è stato utilizzato come 
controllo. Nel modello di stress ossidativo preventivo, i trattamenti con arsenico sono stati aggiunti 
alla cellula 24 ore dopo la semina alla concentrazione 1:20 in DMEM. 24 ore dopo il trattamento delle 
cellule, è stato aggiunta H2O2 e quindi il mezzo completo fresco è stato sostituito nelle cellule per 24 ore. 
Per il modello di stress ossidativo curativo, 24 ore dopo la semina delle cellule, H2O2 è stato aggiunta 
alle cellule. Successivamente sono stati aggiunti trattamenti di arsenico 1:20 alle cellule per 24 ore. 
Saggio di proliferazione MTT: le cellule L929 sono state seminate in una piastra da 96 pozzetti (10.000 
cellule/pozzetto), 6 pozzetti sono stati seminati per ciascun trattamento. 24 ore dopo la semina, le cellule 
sono state trattate con i trattamenti stabiliti. Il test MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 
bromuro) è stato eseguito 24 ore dopo, seguendo la normativa standard ISO10993-5. Brevemente, le 
cellule proliferanti sono state rilevate mediante incubazione con soluzione MTT (1mg/ml in DMEM) a 
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37°C per 2 ore. Il colorante di formazano prodotto dopo la solubilizzazione dell'isopropanolo è stato 
valutato mediante uno spettrofotometro a scansione multipozzetto a 595 nm. I risultati sono espressi 
come O.D. (valore di assorbanza). I risultati sono calcolati come media ± SD di tre diversi esperimenti. 
Modelli tridimensionali di intestino ricostruito: gli intestini equivalenti sono stati costruiti utilizzando 
le cellule Caco-2, U937 e L929. Brevemente, una soluzione acellulare 0,5 mg/mL di collagene (1,35 
mg/mL di collagene di coda di topo di tipo I in DMEM con il 10% di FBS e 1% p/s) è stata aggiunta 
agli inserti per colture cellulari (Transwell, Costar, Cambridge, MA, USA) in piastre da 12 pozzetti e 
lasciata polimerizzare. A questo strato è stato aggiunto 1 mL di soluzione contenente L929 (1*105/mL) 
insieme alle cellule U937 (3 *104/mL) e collagene di tipo I. Dopo una incubazione a 37°C, le cellule Caco-
2 (2*105/inserto) sono state seminate sul derma ricostruito e lasciate a 37°C con terreno Caco-2, aggiunto 
sia sulla parte superiore che nella parte inferiore del supporto del filtro. Dopo cinque giorni, i modelli 
cellulari sono stati trattati con H2O2 75uM e arsenico 45 dH per 24 h. Per le analisi istologiche, i campioni 
sono stati fissati con formalina per 2 h a temperatura ambiente, disidratati e inclusi in paraffina. 
Successivamente, sezioni da 4 um di spessore ottenute dagli intestini ricostruiti sono state colorate con 
ematossilina ed eosina (H&E) e fotografate al microscopio.  
Analisi statistica: Tutte le analisi statistiche sono state effettuate utilizzando il software CoStat ver. 6.450 
(2017) (http://www.cohort.com). Il test di Bartlett, che verifica l'assunto di base dell'ANOVA come 
l'omogeneità delle varianze, è risultato statisticamente significativo (P>0.05) per il modello sano, curativo 
e preventivo. A causa della mancanza di omogeneità della varianza i dati dei tre modelli sono stati elaborati 
secondo ANOVA non parametrica unidirezionale completamente randomizzata (test di Kruskall-Wallis). 
Come test post hoc è stato utilizzato il test di Duncan, adeguato nel caso di disomogeneità di varianze. 
 

Risultati 
MODELLO SANO 
Effetti dei trattamenti dell’arsenico sulla vitalità delle cellule L929  
Per testare gli effetti dei diversi stimoli di Arsenico nelle cellule, le cellule L929 sono state seminate in 
piastre da 96 pozzetti in terreno completo (come descritto nella sezione M&M). 24 ore dopo, è stato 
cambiato il terreno con DMEM con gli stimoli precedentemente preparati (As 45dH, 14, 15, 16, 29, 30, 
31, 199, 200, 201 cH), acqua (W) o acqua 23 cH (W 23 cH) come descritto in precedenza. Nella 
condizione di controllo, le cellule sono state trattate con DMEM da solo. La proliferazione delle cellule 
è stata analizzata utilizzando il test MTT 24 ore dopo. Sono stati eseguiti tre diversi esperimenti. Nella 
Tabella 1 sono riportati i risultati e l'analisi statistica di ciascun esperimento, mentre nella Tabella 2 sono 
riportati i risultati medi e l'analisi statistica. 
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Tabella 1: Risultati (media), la deviazione standard (dev.st), l'errore standard (e.s) e l'analisi statistica (intervalli non significativi) 
di ciascun esperimento. 
 

  
Tabella 2: Risultati medi (Mean), deviazione standard (Dev.st), errore standard (e.s), % rispetto al controllo e analisi statistica 
(Frange non significativi) dei tre esperimenti 
 
Negli esperimenti sono stati inseriti diversi controlli: il controllo non trattato (controllo), l'acqua (W) e 
l'acqua 23 cH (W 23 cH) come controlli negativi, As 45 dH come controllo positivo. Dall'analisi di ciascun 
esperimento (Tabella 1), risulta che lo stimolo dell'arsenico esercita solitamente effetti significativi sulla 
proliferazione dei fibroblasti in relazione al controllo non trattato o all'acqua. I risultati sono chiaramente 
confermati nella Tabella 2, dove sono riportate le medie e nella Figura 1a. L'acqua e l'acqua 23 cH non 
esercitano un effetto significativo rispetto al controllo non trattato. D'altra parte, l'As 45 dH stimola in 
modo significativo la proliferazione cellulare e il suo effetto è maggiore rispetto alle altre diluizioni 
dell'arsenico. Inoltre, l'analisi statistica ha evidenziato due diversi gruppi di trattamenti: il primo gruppo, 
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comprendente As 14 e 16 cH, ha un effetto positivo sulla proliferazione cellulare, mentre il secondo 
gruppo, comprendente As 200 e 201 cH, esercita effetti negativi sulla proliferazione cellulare, con 
particolare riguardo per As 200 e 201 cH. Le diverse diluizioni di arsenico hanno mostrato una variabilità 
(coefficiente di variazione), che non è mai superiore al 20% (Fig 1b). In particolare alcuni stimoli, ovvero 
W, W 23 cH, As 45 dH, As 29, 199 e 200 cH hanno mostrato la variabilità più bassa (tra 6 e 12%), mentre 
As 14, 16, 31, 15, 30 e 201 cH ha mostrato una variabilità tra il 14 e il 18%. 

 
Fig 1: Effetti dell’arsenico sulla proliferazione delle cellule L929. Le cellule L929 sono state trattate con As 45dH, 14, 15, 16, 
29, 30, 31, 199, 200, 201 cH, Water (W) o Water 23 cH (W 23 cH) in DMEM alle concentrazioni di 1:20. Il controllo (controllo non 
trattato) è stato trattato solo con DMEM. (a) I risultati sono riportati come percentuale rispetto al controllo. (b) L'immagine rappresentava il 
coefficiente di variazione (variabilità) espresso in percentuale (deviazione standard/valore medio).  
 
MODELLO PREVENTIVO 
Effetti preventivi dei trattamenti omeopatici di arsenico sulla vitalità delle cellule L929 in un 
modello di stress ossidativo indotto da H2O2  
Il modello preventivo è stato pianificato come segue: le cellule L929 sono state piastrate in piastre da 96 
pozzetti. 24 ore dopo, le cellule sono state trattate con i trattamenti omeopatici di arsenico (As 45 dH, 
14, 15, 16, 29, 30, 31, 199, 200, 201 cH), Acqua (W) o Acqua 23 cH (W 23 cH) come descritto in 
precedenza. Nella condizione di controllo, le cellule sono state trattate con DMEM da solo. 24 ore dopo, 
il terreno è stato rimosso e sono stati aggiunti H2O2 75µM in PBS per 20 minuti. Successivamente, il 
terreno è stato rimosso e alle cellule è stato aggiunto terreno completo fresco. La proliferazione delle 
cellule è stata analizzata utilizzando il test MTT 24 ore dopo. L'esperimento è stato ripetuto 5 volte, 
durante ogni esperimento sono stati seminati 6 pozzetti/condizione. 

 
Fig 2: Rappresentazione schematica del piano sperimentale. 
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Nella Tabella 3 sono riportati i risultati e l'analisi statistica di ciascun esperimento, mentre nella Tabella 4 
sono riportate le medie dei cinque esperimenti e l'analisi statistica. 
  

 

 
Tabella 3: Risultati (media), la deviazione standard (dev.st), l'errore standard (e.s) e l'analisi statistica (intervalli non significativi) 
di ciascun esperimento. 
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Table 4: Risultati medi (Mean), deviazione standard (Dev.st), errore standard (e.s), % rispetto al controllo e analisi statistica (range 
non significativi) dei tre esperimenti 
 
Ad eccezione del controllo non trattato (controllo); le cellule per tutti gli altri stimoli sono state trattate 
con H2O2 75µM. Dall'analisi di ogni singolo esperimento (Tabella 3), l’H2O2 ha sempre ridotto la 
proliferazione cellulare rispetto al controllo non trattato. L'applicazione di acqua e acqua 23 cH ha sempre 
ridotto la proliferazione cellulare in modo simile al trattamento con H2O2. Al contrario, l'arsenico 45 dH, 
nella maggior parte degli esperimenti, ha esercitato il maggiore effetto protettivo nei confronti dello stress 
ossidativo, anche se non è mai in grado di riportare la proliferazione cellulare al livello del controllo non 
trattato. I risultati sono chiaramente confermati nella Tabella 4, dove sono riportate le medie e nella 
Figura 3a (risultati medi espressi come percentuale del controllo). L'analisi statistica ha evidenziato due 
differenti gruppi di stimoli: il primo gruppo comprendente As 16, 200 e 15 cH ha avuto un effetto 
preventivo sulla proliferazione cellulare, paragonabile all'effetto di As 45 dH (controllo positivo), mentre 
il secondo gruppo comprendente As 31 e 201cH non hanno esercitato un effetto preventivo sulla 
proliferazione cellulare, riducendo la proliferazione cellulare rispetto al trattamento con H2O2. I diversi 
stimoli dell'arsenico hanno mostrato una certa variabilità (coefficiente di variazione), mai superiore al 
30% (Fig 3b). La variabilità più elevata è stata osservata per As 201, 200 e 199 cH che presentano un 
coefficiente di variazione intorno al 25%. I risultati suggeriscono che questi trattamenti non sono 
realmente riproducibili in questo modello di stress ossidativo. Tutti gli altri stimoli, invece, hanno 
mostrato una variabilità compresa tra il 10 e il 18%, indicando che i loro effetti sono abbastanza 
riproducibili. 
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Fig 3: Effetti dell'arsenico sulla proliferazione delle cellule L929. Le cellule L929 sono state trattate con As 45dH, 14, 15, 16, 29, 
30, 31, 199, 200, 201 cH, Water (W) o Water 23 cH (W 23 cH) in DMEM alle concentrazioni di 1:20. Il controllo (controllo non trattato) 
è stato trattato solo con DMEM. 24 ore dopo, tutti i pozzetti, una parte del controllo non trattato, sono stati trattati con 75uM H2O2 e 24 ore 
dopo è stato eseguito il test MTT (a) I risultati sono riportati come percentuale rispetto al controllo. (b) L'immagine rappresentava il coefficiente di 
variazione (variabilità) espresso in percentuale (deviazione standard/valore medio). 

 
MODELLO CURATIVO 
Effetti curativi dei trattamenti omeopatici di arsenico sulla vitalità delle cellule L929 nel modello 
di stress ossidativo mediato da H2O2 
Il modello curativo è stato pianificato come segue: le cellule L929 sono state seminate in piastre da 96 
pozzetti. 24 ore dopo, le cellule sono state trattate con  H2O2 75µM in PBS per 20 minuti, dopodiché 
trattamenti con arsenico (As 45dH, 14, 15, 16, 29, 30, 31, 199, 200, 201 cH), acqua (W) o acqua 23 cH 
(W 23 cH) sono stati aggiunti alle cellule come descritto in precedenza. Nella condizione di controllo, le 
cellule sono state trattate con DMEM da solo. 24 ore dopo, la proliferazione cellulare è stata analizzata 
utilizzando il test MTT. L'esperimento è stato ripetuto 5 volte, durante ogni esperimento sono stati 
placcati 6 pozzetti/condizione. 

 
Fig 4: Rappresentazione schematica del piano sperimentale. 
 
Nella Tabella 5 sono riportati i risultati e l'analisi statistica di ciascun esperimento, mentre nella Tabella 6 
sono riportate le medie dei cinque esperimenti e l'analisi statistica. 
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Tabella 5: Risultati (media), la deviazione standard (dev.st), l'errore standard (e.s) e l'analisi statistica (intervalli non significativi) di ciascun 
esperimento. 
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Tabella 6: Risultati medi (Mean), deviazione standard (Dev.st), errore standard (e.s), % rispetto al controllo e analisi statistica (range non 
significativi) dei tre esperimenti 
 
Ad eccezione del controllo non trattato (controllo); le cellule per tutti gli altri stimoli sono state trattate 
con H2O2 75µM. Dall'analisi di ogni singolo esperimento (Tabella 5), l’H2O2 ha sempre ridotto la 
proliferazione cellulare rispetto al controllo non trattato. L'aggiunta di acqua e acqua 23 cH ha sempre 
ridotto la proliferazione cellulare in modo simile al trattamento con H2O2. Al contrario, l'arsenico 45 dH, 
nella maggior parte degli esperimenti, ha esercitato il maggior effetto curativo rispetto allo stress 
ossidativo, anche se non è mai in grado di riportare la proliferazione cellulare al livello del controllo non 
trattato. I risultati sono chiaramente confermati nella Tabella 6, dove sono riportate le medie e nella 
Figura 4a (risultati medi espressi come percentuale del controllo). L'analisi statistica ha evidenziato due 
diversi gruppi di stimoli: il primo gruppo comprendente As 30, 29 e 200 cH ha avuto un effetto curativo 
sulla proliferazione cellulare, che è paragonabile all'effetto di As 45 dH (controllo positivo), mentre il 
secondo gruppo comprendente As 14, 16 e 15 cH non hanno esercitato un effetto curativo sulla 
proliferazione cellulare. I diversi stimoli di arsenico hanno mostrato una variabilità (coefficiente di 
variazione), che non è mai superiore al 35% (Fig. 4b). La variabilità più elevata è stata osservata per As 
30, 201 e 15 cH che presentano un coefficiente di variazione intorno al 35%. 
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Fig 5: Effetti dell'arsenico sulla proliferazione delle cellule L929. Le cellule L929 sono state trattate con As 45dH, 14, 15, 16, 29, 
30, 31, 199, 200, 201 cH, Water (W) o Water 23 cH (W 23 cH) in DMEM alle concentrazioni di 1:20. Il controllo (controllo non trattato) 
è stato trattato solo con DMEM. 24 ore dopo, tutti i pozzetti, una parte del controllo non trattato, sono stati trattati con 75uM H2O2 e 24 ore 
dopo è stato eseguito il test MTT (a) I risultati sono riportati come percentuale rispetto al controllo. (b) L'immagine rappresentava il coefficiente di 
variazione (variabilità) espresso in percentuale (deviazione standard/valore medio). 
 
Effetti curativi dell’Arsenico su modelli tridimensionali di intestino ricostruito  
Al fine di analizzare la capacità dell’arsenico a diluizioni omeopatiche di ridurre gli effetti dello stress 
ossidativo indotto dall’H2O2  su modelli di intestino ricostruito, è stato sviluppato un modello di intestino 
equivalente tridimensionale, come descritto nella sezione Materiali e Metodi.  Al termine della formazione 
del modello tridimensionale di intestino, sono stati aggiunti i trattamenti secondo lo schema sperimentale 
rappresentato in Figura 6. In breve, 24 ore dalla formazione del modello tridimensionale, è stata aggiunta 
H2O2 (75µM) o nessun trattamento (controllo). 24 ore dopo, ai campioni è stato aggiunto arsenico 45dH 
alla diluizione 1:20 o 1:5 nel terreno base DMEM. Nel campione di controllo non è stato aggiunto alcun 
trattamento. 24 ore dopo l’aggiunta dei trattamenti, gli intestini equivalenti sono stati inclusi in paraffina 
e sono state eseguite analisi istologiche su sezioni di 4µm. 

 
Fig 6: Rappresentazione schematica del piano sperimentale. 
 
L’analisi istologica (Fig7) mostra come il trattamento con H2O2  porti ad una sofferenza del modello di 
intestino ricostruito, caratterizzato da una minore integrità del tessuto epiteliale che risulta frammentato 
e discontinuo rispetto al controllo non trattato. Interessante notare come l’aggiunta dell’arsenico 45dH 
riduca, almeno in parte, l’effetto frammentato esercitato dall’ H2O2. Si può infatti osservare un tessuto 
epiteliale più compatto rispetto al trattamento da solo, maggiormente evidente quando l’arsenico 45dH è 
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presente alla diluizione 1:20 rispetto a quella 1:5, suggerendo come una più alta diluizione potrebbe avere 
un effetto “curativo” maggiore dello stress indotto dall’ H2O2.  

 
Fig 7: Ematossilina ed Eosina di modelli di intestino ricostruito trattato con H2O2 e Arsenico 45dH alle diluizioni 1:20 e 1:5. 
 
Conclusioni 
In conclusione, è possibile osservare che alcuni stimoli di Arsenico hanno mostrato lo stesso 
comportamento tra i diversi modelli cellulari in vitro. L'As 45 dH è risultato esercitare un effetto 
positivo sulla proliferazione cellulare in tutti i modelli cellulari ed è stato lo stimolo, tra tutti gli 
altri, con il maggior effetto positivo. Questo risultato sembra essere confermato anche quando l’As 
45dH viene aggiunto ad un modello di intestino ricostruito, suggerendo un suo potenziale effetto 
curativo, anche se altri studi saranno necessari per confermare o meno questo risultato. Questo dato 
sembra essere confermato anche dai risultati sul modello di crescita del grano in vitro (Betti et al 1997; 
Brizzi et al 2005). In questi esperimenti l'As 45 dH, applicato dopo aver avvelenato i semi con una dose 
subletale di As2O3, ha indotto un aumento significativo della lunghezza del germoglio rispetto ai semi 
avvelenati cresciuti in acqua distillata. Tra gli altri stimoli dell'arsenico, rispetto all'acqua non succussa 
(W), l'As 16 cH ha sovraregolato la proliferazione dei fibroblasti sia nel modello cellulare sano che in 
quello preventivo. As 29, 30 e 200 cH hanno ridotto l'effetto dello stress indotto da H2O2 sulla 
proliferazione dei fibroblasti nel modello curativo, mentre un effetto simile è stato indotto da As 200 cH 
anche nel modello preventivo. 
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