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RESUMO 

 
O medicamento Carcinosinum é um nosódio (medicamento homeopático preparado 
a partir de tecidos cancerosos) indicado como tratamento complementar em 
pacientes oncológicos. Na literatura científica, há poucas publicações disponíveis 
sobre seu mecanismo de ação. O presente estudo teve como objetivo identificar 
possíveis alterações fenotípicas de células 4T1 (adenocarcinoma mamário murino) 
in vitro, incluindo viabilidade, expressão de HER-2 e potencial metastático, após 
tratamento com Carcinosinum em diferentes diluições homeopáticas (12cH; 30cH; 
200cH), agitadas mecanicamente em água pura estéril a partir de uma matriz 
comercial. Todas as células tratadas foram cultivadas em meio R10, sendo a 
densidade celular de 1 x 105 células por garrafa pequena. Após 24 horas de 
tratamento, foi analisada a porcentagem de células em apoptose pela expressão de 
anexina V, sendo a contagem de células positivas feita de forma automatizada. A 
morfologia das células 4T1 foi avaliada a partir das colorações hematoxilina-eosina e 
Giemsa, enquanto a expressão de HER-2 foi avaliada por imunocitoquímica. O 
potencial metastático foi avaliado pela expressão e atividade de metaloproteinase 9 
(MMP-9), por zimografia. O perfil de citocinas produzidas pelas células 4T1 foi 
estabelecido por Cytometric Bead Array (CBA). Os resultados obtidos sugerem que 
o tratamento de células 4T1 in vitro com Carcinosinum produz diversas alterações 
fenotípicas relacionadas ao desenvolvimento tumoral, na dependência da diluição 
utilizada, tais como: aumento do número de células positivas para anexina V (células 
em apoptose), hiper-expressão de HER-2 na membrana plasmática e diminuição da 
expressão de pró-MMP-9. Não foram observadas diferenças na produção de 
citocinas entre os tratamentos. Os dados apontam para diferentes efeitos do 
Carcinosinum no perfil fenotípico de células 4T1 in vitro. Contudo, estudos adicionais 
são necessários para a compreensão da importância desses achados na evolução 
clínica das neoplasias malignas. 
 
Palavras-chave: Carcinosinum, células 4T1, homeopatia, câncer de mama. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

Carcinosinum is a nosode, a homeopathic medicine prepared from cancerous 
tissues, and is indicated as complementary treatment in cancer patients. There are 
few publications available in the scientific literature about its mechanism of action. 
The present study aimed to identify possible phenotypic changes of 4T1 cells (murine 
mammary adenocarcinoma) in vitro, including viability, HER-2 expression and 
metastatic potential, after treatment with Carcinosinum in different homeopathic 
dilutions (12cH, 30cH, 200cH), shaken mechanically in sterile pure water from a 
commercial matrix. All treated cells were cultured in R10 medium, the cell density 
being 1 x 105 cells per small flask. After 24 hours of treatment, the percentage of 
cells in apoptosis was analyzed by the expression of annexin V, being the counting of 
positive cells done in an automated way. The morphology of 4T1 cells was evaluated 
by hematoxylin-eosin and Giemsa staining, while HER-2 expression was assessed 
by immunocytochemistry. The metastatic potential was evaluated by expression and 
activity of metalloproteinase 9 (MMP-9), by zymography. The cytokine profile 
produced by the 4T1 cells was Essablished by Cytometric Bead Array (CBA). The 
results suggest that the treatment of 4T1 cells in vitro with Carcinosinum produces 
several phenotypic changes related to tumor development, depending on the dilution 
used, such as: increase in the number of annexin V-positive cells (apoptosis), 
hyperexpression of HER-2 on the plasma membrane and decreased expression of 
pro-MMP-9. There were no differences in cytokine production between treatments. 
The data point to different effects of Carcinosinum on the phenotypic profile of 4T1 
cells in vitro, however, additional studies are needed to understand the importance of 
these findings in the clinical evolution of malignant neoplasms. 

 

Key words: Carcinosinum, 4T1 cells, homeopathy, breast cancer. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 O Câncer  

 

 
Considerado a segunda maior causa de morte entre crianças e adultos no 

mundo, o câncer é um importante problema de saúde pública, atrás apenas das 

doenças cardiovasculares. Resulta de uma desordem genética causada por 

mutações do DNA, que podem ocorrer por fatores intrínsecos ou extrínsecos, 

associados a alterações epigenéticas que modificam a expressão ou função dos 

genes-chave que regulam os processos celulares fundamentais de crescimento, 

diferenciação, sobrevivência e senescência (KUMAR et al., 2005; HANAHAN; 

WEINBERG, 2011). A proliferação anormal e descontrolada das células forma 

tumores que, posteriormente, podem alcançar outros órgãos ou tecidos distantes, 

formando tumores secundários ou metástases, um dos principais sinais dos 

cânceres altamente agressivos (GOMES; MOREIRA, 2007). 

 

No entanto, uma única mutação dificilmente leva à formação de um tumor. 

Para que esse processo ocorra, são necessárias várias modificações genéticas que 

vão, progressivamente, interferindo nos mecanismos responsáveis pelo controle da 

proliferação, diferenciação e morte celular (LODISH et al., 2004). 

 

De acordo com HANAHAN e WEINBERG (2011), existem alguns aspectos 

críticos que justificam a letalidade dessa doença: aumento de sinalizações 

proliferativas; evasão dos fatores supressores de crescimento; capacidade de 

ativação de mecanismos de invasão tecidual e metástase; escape à destruição pelo 

sistema imunológico; ausência de limites para o potencial de replicação; promoção 

da inflamação tumoral; capacidade angiogênica; resistência à apoptose; capacidade 

de desregular a energia celular; capacidade de provocar inflamação; promoção de 

instabilidade do genoma e mutações. Tais aspectos são chamados “Hallmarks of 

Cancer”. 
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O primeiro relato registrado sobre o câncer data de 4000 a.C., associado a 

um fóssil maxilar com lesões características de linfoma (RENAN, 2002). No Brasil, 

um dos primeiros relatos data de 1904, quando o periódico “Brasil-Médico” publicou 

o trabalho “Frequência do câncer no Brasil”. Essa publicação, que focava o período 

entre 1894 e 1898, mostrou predominância do câncer uterino, tornando-se 

conhecida como a primeira manifestação sobre o assunto no âmbito científico e 

acadêmico brasileiro. De acordo com o Ministério da Educação e Saúde, nos dados 

referentes ao período de 1929 a 1932, nas capitais dos Estados, as primeiras 

publicações oficiais de mortalidade por câncer datam de 1944. Esses dados 

encontram-se no Anuário de Bioestatística (BRASIL, 2005). 

 

 No Estado de São Paulo, segundo a “Fundação Sistema Estadual de Análise 

de Dados (SEADE)”, a presença de mortalidade por câncer é apontada desde 1898, 

conforme o “Anuário Estatístico do Estado de São Paulo”, antes denominado 

“Relatório e Resumo Anual”. Outros Estados da Federação também têm publicações 

semelhantes a respeito dessa mortalidade (BRASIL, 2005). 

 

 

1.2 Estimativa mundial e brasileira 

Informações sobre a ocorrência de câncer e seu desfecho são requisitos 

essenciais para os programas nacionais e internacionais de controle, bem como 

para o planejamento de novos estudos científicos. A estimativa mundial realizada, 

em 2012, pelo projeto Globocan/IARC revela a ocorrência de 14,1 milhões de casos 

novos de câncer e 8,2 milhões de óbitos, com predomínio do sexo masculino em 

incidência (53%) e em mortalidade (57%) (FERLAY et al., 2014). 

 

De modo geral, as maiores taxas de incidência foram observadas nos países 

desenvolvidos (América do Norte, Europa Ocidental, Japão, Coreia do Sul, Austrália 

e Nova Zelândia), onde predominaram os tipos de câncer associados à urbanização 

e ao desenvolvimento (pulmão, próstata, mama feminina, cólon e reto). Nos países 

de baixo e médio desenvolvimento, ainda há alta ocorrência de tipos de câncer 
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associados a infecções (colo do útero, estômago, esôfago, fígado) (FERLAY et al., 

2014).   

Com base no documento World Cancer Report 2014, da International Agency 

for Research on Cancer (IARC), da Organização Mundial de Saúde (OMS), estima-

se que, nas próximas décadas, o câncer corresponderá a 80% dos mais de 20 

milhões de novos casos esperados para 2025 (BRASIL, 2015). No biênio 2018-

2019, a estimativa para o Brasil aponta para cerca de 600 mil novos casos de  

câncer a cada ano, sendo 68 mil de próstata em homens e 60 mil de mama em 

mulheres, índice que os  torna os mais frequentes (BRASIL, 2018). 

De acordo com o INCA (BRASIL, 2018), com exceção do câncer de pele não 

melanoma, que corresponderá a cerca de 170 mil novos casos, os tipos de câncer 

mais incidentes em homens serão: próstata (31,7%), pulmão (8,7%), intestino 

(8,1%), estômago (6,3%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os mais incidentes 

serão os cânceres de mama (29,5%), intestino (9,4%), colo do útero (8,1%), pulmão 

(6,2%) e tireóide (4,0%). 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 2.1 Câncer de mama  

 

Entre os diferentes tipos de neoplasias, o câncer de mama é o mais comum 

entre a população feminina mundial – com exceção aos casos de câncer de pele 

não melanoma – sendo descrito como uma neoplasia maligna com incidência 

crescente (PARKIN, 2001). No entanto, é um tipo de câncer que possui possibilidade 

significativa de sobrevida quando detectado precocemente (CAVALCANTE et al., 

2013). Vale ressaltar que, apesar de ser mais comum em mulheres, homens 

também possuem glândulas mamárias e hormônios femininos em pequenas 

quantidades e, portanto, podem desenvolver a doença. Dados revelam que, para 

cada 100 mulheres diagnosticadas com câncer de mama, há um homem com o 

mesmo diagnóstico, o que corresponde a 1% do total de casos da doença 

(BRASIL, 2018). 
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O câncer de mama resulta de alterações moleculares geneticamente 

herdadas e/ou externamente induzidas. Uma das alterações moleculares 

significativas observadas é a amplificação do gene e consequente superexpressão 

da proteína HER-2, um receptor de membrana com atividade tirosina-quinase 

(OLIVEIRA et al., 2003).   

A sigla HER-2 é a abreviatura de "Human Epidermal Growth Factor Receptor-

Type 2", ou seja, receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico. Em 

quantidades normais, essa proteína desempenha um papel importante no 

crescimento e desenvolvimento de uma vasta categoria de células. Entretanto, essa 

superexpressão encontra-se associada a um prognóstico ruim (OLIVEIRA et al., 

2003). 

De modo geral, a superexpressão do HER-2 ocorre de 20 a 30% dos 

carcinomas mamários invasivos. Pacientes com superexpressão desse receptor ou 

aumento do número de cópias do gene correspondente apresentam comportamento 

tumoral mais agressivo, piora no prognóstico, menor sobrevida global, maior risco de 

recidiva e metástases e, ainda, resposta variável aos diferentes agentes 

quimioterápicos e hormonais (HADDAD, 2010). A superexpressão do HER-2 

encontra-se associada à resistência à ciclofosfamida, metrotrexato, 5-fluorouracil 

(CMF) e tamoxifeno. No entanto, observam-se melhores resultados com a utilização 

de quimioterapia contendo esquemas baseados em antraciclinas (OLIVEIRA et al., 

2003; RAMONE, 2016). 

O anticorpo monoclonal anti-HER-2, denominado trastuzumabe (Herceptin®), 

foi desenvolvido e aprovado para uso comercial. Em estudos clínicos, o Herceptin®, 

usado como agente terapêutico único, produziu resposta antitumoral objetiva em 15 

a 20% das pacientes com metástase de carcinoma de mama, incluindo alguns casos 

com quimioterapia prévia (OLIVEIRA et al., 2003; RAMONE, 2016). Vale ressaltar 

que a terapêutica com Herceptin® é efetiva apenas contra tumores que mostram 

expressão aumentada do receptor HER-2 na superfície celular, sendo importante a 

identificação de pacientes que possam se beneficiar dessa modalidade terapêutica 

por meio de técnicas como a imunocitoquímica (MOHAMMED et al., 2018). 

Por outro lado, de acordo com BALDUZZI et al. (2014), a administração do 

Herceptin® isoladamente, sequencialmente ou em combinação com a quimioterapia 
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pode acarretar lesão cardíaca grave, com redução da força contrátil do ventrículo 

esquerdo. Esse estudo relata que ocorreram 35 eventos cardíacos graves em 738 

pacientes do grupo tratado com trastuzumabe e 8 eventos em 721 pacientes do 

grupo controle. 

Os avanços da medicina representam um importante fator no aumento da 

sobrevida das mulheres com câncer de mama. Também têm possibilitado 

tratamentos mais eficientes e técnicas que viabilizam a detecção precoce da doença 

(VENÂNCIO, 2004). Entretanto, o impacto do câncer na qualidade de vida é 

devastador seja pela dor e desconforto resultantes da doença e do tratamento, seja 

pelas mudanças que ocorrem no âmbito psico-socio-ecônomico (SILVA; HORTALE, 

2006). 

Segundo SILVA (2008), a primeira apreensão da mulher e da família ao 

receberem o diagnóstico do câncer de mama está relacionada à sobrevivência. Em 

seguida, vem a preocupação com o tratamento no que se refere à identidade 

feminina, dada a possibilidade de ocorrer perda total ou parcial da mama, queda dos 

cabelos, irregularidade menstrual e infertilidade. Mesmo quando o tratamento é 

conservatório, a indicação causa medo e crises nas pacientes, pois a mama 

costuma estar associada a atos prazerosos, feminilidade, sexualidade e 

maternidade. Há também as perdas econômicas relativas aos custos rotineiros com 

medicamentos, procedimentos hospitalares e outros serviços de saúde. Para muitas 

pacientes, a confirmação do diagnóstico evoca sentimentos de pesar, raiva e medo. 

O desenvolvimento da doença pode levá-las a situações de ameaça à sua 

integridade psicossocial, provocando incertezas quanto ao sucesso do tratamento, 

quando consideram o câncer uma “sentença de morte”.  

De acordo com MENEZES, SCHULZ e PEREZ (2012), os primeiros 

sentimentos suscitados pelo diagnóstico são surpresa e tensão. Sem saber 

exatamente o que fazer frente à situação, as pacientes costumam experimentar uma 

significativa desestruturação pessoal e familiar, seguida dos sentimentos de 

aceitação e força e, por fim, de tentativas de identificar os fatores associados ao 

desenvolvimento da doença. 

O fato de o câncer de mama e seu tratamento interferirem na identidade 

feminina geralmente provoca sentimentos de baixa autoestima, inferioridade e medo 
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de rejeição do parceiro ou até mesmo do filho. Além disso, as representações de 

dor, mutilações e ameaça de morte não desaparecem com a retirada do tumor, pois 

há sempre o medo da metástase e da recorrência (SILVA, 2008). 

Devido à alta incidência de casos, inclusive em países desenvolvidos, a 

demanda por novos tratamentos e metodologias para o estudo da doença vem 

aumentando ao longo dos anos, a fim de melhorar a qualidade de vida e a sobrevida 

dos pacientes acometidos pela doença (SILVA; HORTALE, 2006). 

 

2.1.1 Tumor mamário 4T1 

 

O carcinoma mamário murino 4T1 é um modelo experimental muito utilizado 

na avaliação e melhor compreensão da biologia dos tumores. Está entre as 

subpopulações de linhagens tumorais isoladas a partir de um único tumor mamário 

que surgiu espontaneamente em um camundongo BALB/c (VIANA, 2014). Trata-se 

de uma linhagem celular altamente tumorigênica e invasiva, na qual se observam 

metástases espontâneas para diferentes locais, como linfonodos, fígado, pulmões, 

ossos e cérebro, comportando-se de forma semelhante ao câncer de mama humano 

(SOUZA, 2013). 

 

2.2 Terapias complementares e alternativas 

  

Sabe-se que o tratamento do câncer pode ser feito por meio de cirurgia, 

radioterapia, quimioterapia ou transplante de medula óssea sendo que, em alguns 

casos, torna-se necessária a combinação  de mais de um tratamento. O que pouco 

se sabe é que tratamentos complementares são capazes de potencializar a eficácia 

dos tratamentos convencionais, compondo um grupo de produtos e práticas médicas 

e de saúde que se enquadram na chamada medicina integrativa (NIH, 2010). 

Diferente do tratamento alternativo, que substitui a prática convencional, as 

terapias complementares como a acupuntura, a eletroacupuntura, os suplementos 

nutricionais, os probióticos, a homeopatia, a fitoterapia, dentre outras são usadas em 

conjunto com a medicina convencional (NCCAM, 2010).  
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A partir da década de 1970, essas terapias popularizaram-se, aumentando de 

2 a 3% ao ano aproximadamente. Essa adesão inclui os pacientes oncológicos, que 

passaram a buscar, nessas práticas, resposta para a insatisfação com a medicina 

convencional (SOUZA, 2004). A homeopatia, por exemplo, mostrou crescimento 

substancial de vendas nos Estados Unidos na década de 1990, com uma taxa anual 

de 20 a 25% (BELLAVITE et al., 2005). 

De acordo com um estudo americano de 2000 do National Center for 

Complementary and Alternative Medicine, 69% dos 453 pacientes com câncer que 

participaram do estudo haviam utilizado uma dessas terapias (RICHARDSON, 

2000). Outro estudo verificou a prevalência do seu uso entre mulheres 

diagnosticadas com câncer de mama. Aproximadamente 58% das pacientes revelou 

buscar, na medicina complementar, alívio para os sintomas da doença ou para o 

tratamento. Entre todas as terapias complementares, a homeopatia foi utilizada em 

6,2% das mulheres desde o momento do diagnóstico (REES et al., 2000). Na 

Europa, um estudo realizado em 14 países mostrou que, na Bélgica, a homeopatia 

foi a terapia mais utilizada, ficando em quinto lugar em seis outros países, com 6,1% 

de pacientes usuários desde o recebimento do diagnóstico de câncer 

(MOLASSIOTIS et al., 2005). 

 

2.3 A homeopatia  

 

Desenvolvida pelo médico alemão Christian Frederich Samuel Hahnemann, a 

homeopatia baseia-se na cura pelo semelhante. Para tanto, utiliza uma substância 

que causa, no homem, os mesmos sintomas que o paciente apresenta, com o intuito 

de amenizar dores e desconfortos, potencializando a capacidade de cura do próprio 

corpo (MONTEIRO; IRIART, 2007). 

Segundo os preceitos de Hahnemann, descritos no início do século XIX, o 

medicamento induz uma ação primária no organismo, semelhante à doença 

presente. Essa ação induz uma resposta secundária, oriunda do próprio corpo, que 

é contrária à ação principal e ajuda, portanto, no restabelecimento da saúde. O 

estímulo primário é conhecido por meio de experimentação patogenética, em que se 

utilizam indivíduos sãos. Nessas experimentações, doses muito pequenas de 
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substâncias altamente diluídas e dinamizadas são experimentadas por indivíduos 

saudáveis que relatam toda e qualquer mudança fisiológica, comportamental ou 

mental (FONTES, 2005). 

O temo “cH” é descrito como a diluição centesimal da substância original (c) 

em água ou solução hidro-alcóolica, sucussionada, conforme o método 

Hahnemaneano (H). O número de passagens corresponde às chamadas “potências 

homeopáticas” (ANVISA, 2011). 

No Brasil, a Homeopatia foi introduzida, oficialmente, em 1840, por Benoit 

Mure, um ex-comerciante francês. No entanto, foi reconhecida como uma 

especialidade médica pelo Conselho Federal de Medicina somente em 1980 

(Resolução 1000). Na Medicina Veterinária, o reconhecimento da especialidade deu-

se em 1997 (Resolução 622) e, na Odontologia, em 2015 (Resolução 160) 

(MONTEIRO; IRIART, 2007; DENEZ, 2015; BONAMIN, 2016). 

 Os medicamentos homeopáticos são manipulados de acordo com 

procedimentos de diluição, seguidos de agitação e/ou trituração, em processo 

padronizado pela Farmacopéia Homeopática Brasileira (ANVISA, 2011). Com a 

diluição, os efeitos tóxicos desaparecem. Já a sucussão e/ou a trituração, 

dependendo da matéria prima, parecem modificar as propriedades físico-químicas 

do veículo conforme os compostos ativos inicialmente presentes (REY, 2003; ELIA; 

NAPOLI; GERMANO, 2007; HOLANDINO et al., 2017; CARTWRIGHT, 2016, 2017). 

No caso do câncer, alguns medicamentos homeopáticos têm sido utilizados 

tanto na forma de complexos (GUIMARÃES et al., 2010), quanto como medicamento 

único (SATO et al., 2005). Eles também ajudam o paciente a aceitar melhor a 

doença após o diagnóstico médico, por resgatar o equilíbrio mental e orgânico 

simultaneamente (REES et al., 2000). 

A eficácia dos medicamentos homeopáticos é demonstrada em diversos 

estudos e por meio de diferentes modelos experimentais, como o de SORRENTINO 

et al. (2017), no qual se observa como o uso de Arnica montana 1000x em pacientes 

recentemente mastectomizadas pode reduzir a formação de seromas pós-

operatórios. Em NOGUEIRA (2015), um estudo in vivo com adenocarcinoma 

mamário 4T1, tratado com Phytolacca decandra em diferentes potências 
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homeopáticas, mostrou que o tratamento com potência 30cH induz ao retardo do 

crescimento do tumor medido macroscopicamente, sugerindo que essa potência 

pode ser uma alternativa terapêutica promissora no tratamento do câncer de mama. 

Os mecanismos de ação das medicações homeopáticas ainda não estão bem 

esclarecidos na literatura e, por esse motivo, vêm sendo debatidos e amplamente 

estudados por diversos pesquisadores ao redor do mundo. Do o ponto de vista 

celular, estudos experimentais com medicamentos altamente diluídos demonstraram 

efeitos imunomoduladores de preparações homeopáticas. Já do ponto de vista 

biofísico, duas hipóteses são discutidas atualmente (SATO; LISTAR; BONAMIN, 

2012; BONAMIN et al., 2012; BONAMIN; BELLAVITE, 2015). 

A primeira hipótese é a da nanofarmacologia. Embora as primeiras idéias 

acerca da possível participação de nanopartículas na composição de medicamentos 

homeopáticos tenha sido proposta em 2008 (BATTACHARYYA et al., 2008), 

somente em 2010 foi identificada, pela primeira vez, a presença de nanopartículas 

metálicas em preparações diluídas acima do número de Avogadro (10-24M ou 12cH) 

(CHICKRAMANE et al., 2010, 2017; BELL et al., 2015). 

O conceito de que nanopartículas poderiam produzir efeitos farmacológicos é 

intuitivo. Contudo, não está perfeitamente de acordo com as características 

fenomenológicas dos efeitos dos medicamentos homeopáticos, por exemplo, a não 

linearidade entre potência e efeito, claramente observada em modelos experimentais 

e na prática clínica. Além disso, ainda não se sabe em que medida essas partículas 

atuariam no organismo (CHICKRAMANE et al., 2010, 2017; BELL et al., 2015). 

Já a segunda hipótese é a da ressonância entre moléculas do solvente e do 

organismo exposto, baseada na teoria dos “domínios de coerência da água”, 

proposta, nos anos 1980, por Emilio Del Giudice e corroborada experimentalmente 

em vários estudos experimentais. Tal hipótese, embora menos intuitiva do que a 

primeira, encontra respaldo na não linearidade observada em modelos biológicos, no 

princípio de similitude em si e em diversos estudos físico-químicos dos 

medicamentos homeopáticos (BELL et al., 2014; CARTWRIGHT, 2016, 2017, 2018; 

GUEDES; BONAMIN; CAPELOZZI, 2018; KLEIN et al., 2018). 
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2.4 Carcinosinum 

 

A eficácia dos medicamentos homeopáticos vem sendo testada em modelos 

in vitro e in vivo, embora, como já foi dito acima, seu mecanismo de ação ainda não 

esteja claramente explicado (PREETHI, 2012). Quanto ao Carcinosinum, ainda há 

poucas pesquisas publicadas que tratam especificamente dessa medicação em 

diversas potências, o que torna o tema de alta relevância, dado o uso frequente 

desse medicamento como terapia complementar do câncer em protocolos 

homeopáticos (AMARAL, 2015). 

O nome Carcinosinum refere-se a toda preparação homeopática de tecidos 

cancerosos. Originalmente, esse medicamento foi criado a partir de um tumor 

mamário isolado, sendo descrito, pela primeira vez, nos anos 50, por Foubister. 

Hoje, no entanto, em diversos países, existem Carcinosina preparados de até 58 

tumores diferentes. O Carcinosinum da Farmácia Homeopática Nelsons, em 

Londres, é preparado a partir de 15 tipos de tumores diferentes, bem como na 

Holanda, o que pode justificar os diferentes resultados alcançados pelas pesquisas 

(PINHEIRO; FONTES; ELETÉRIO, 2008; ELIZALDE, 2015). 

O Carcinosinum é especialmente indicado quando há antecedentes 

hereditários e familiares de câncer (principalmente se existem vários casos), 

tuberculose, diabetes, anemia perniciosa ou uma combinação de duas ou mais 

dessas enfermidades. A indicação também ocorre nos casos em que há 

antecedentes de doenças infecciosas graves muito precocemente, na lactação ou 

nos primeiros meses de vida e em crianças com antecedentes de insônia 

(FOUBISTER, 1985; BANERJI et al., 2008).  

Em um modelo de estudo in vivo para câncer de próstata, foi utilizado o 

preparo de Conium maculatum, Sabal serrulata, Thuja occidentalis e Carcinosinum. 

Os autores observaram redução de 23% da incidência tumoral e 38% do volume 

tumoral, em comparação com os grupos não tratados (JONAS, 2006). PREETHI 

(2012) e SUNILA et al. (2007) constataram, em seus estudos, que o Carcinosinum 

200cH aumenta a expressão do gene pró-apoptótico p53. 
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AMARAL (2015) demonstrou, em ensaio in vivo, conduzido com tumor de 

Ehrlich, que animais tratados com Carcinosinum 200cH apresentaram menor 

incidência de sintomas e por menos tempo, bem como maior sobrevida e redução de 

ganho de peso associado à ascite induzida pelo tumor. Além disso, o estudo 

demonstrou que o pico para o surgimento de sintomas nos animais tratados com 

outras medicações foi no dia 18 (D18) pós-inoculação do tumor, enquanto os 

camundongos tratados com Carcinosinum 200cH obtiveram um atraso na 

manifestação da sintomatologia para o dia 29 (D29). Em uma segunda fase, a autora 

mostrou que os animais tratados com Carcinosinum 6cH tiveram maior percentual e 

diversidade de sintomas, se comparados aos outros grupos, o que demonstra a 

importância da potência homeopática na ação pró ou anti-carcinogênica. 

REMYA e KUTTAN (2015) avaliaram o efeito das preparações homeopáticas 

de Thuja occidentalis 1M, Carcinosinum 1M e Ruta graveolens 200c in vivo em suas 

diferentes potências sobre o sistema imunológico em condições normais, sobretudo 

pela verificação de vários fatores hematológicos. Os tratamentos mostraram pico 

máximo de valores para contagem total de células brancas principalmente logo após 

o tratamento, seguido de queda gradual, indicando a produção estimulada de 

leucócitos. Esse efeito foi confirmado pelo aumento da proliferação de células da 

medula óssea e, mais especificamente, da diferenciação de células-tronco, refletindo 

a estimulação do sistema hematopoiético. Os autores sugerem também atividade 

imunomoduladora de preparações homeopáticas, quando em alta diluição. As 

medicações podem estimular tardiamente o sistema imunológico efetor, que serão 

mediadas pela ativação combinada e regulada do sistema humoral e pelas 

respostas imunes mediadas por células. 

Em relação à citotoxicidade, SUNILA et al. (2007) compararam a atividade de 

dez medicamentos e suas respectivas tinturas-mãe. Os resultados mostraram, em 

curto prazo, que algumas das preparações dinamizadas apresentaram ações 

citotóxicas significativas contra diversas linhagens celulares de câncer in vitro e, às 

vezes, a atividade foi maior do que a da própria tintura-mãe. No caso 

especificamente do Carcinosinum, o efeito citotóxico foi maior na potência 200cH do 

que na 30cH, indicando que a dinamização induz a ação citotóxica desse 

medicamento de forma não linear. 



26 

Outro estudo que compara o efeito da Thuya occidentalis e do Carcinosinum 

sobre linhagens de células de câncer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) in vitro 

sugere que as medicações em questão poderiam exercer efeito citotóxico por 

expressão de proteínas reguladoras do ciclo celular, bem como induzir a cascata 

apoptótica (FRENKEL et al., 2010). Por outro lado, um estudo realizado com Natrum 

sulphuricum 30cH e Carcinosinum 200cH in vivo, utilizados de forma intermitente 

contra o hepatocarcinoma induzido por azo corante, resultou em efeitos terapêuticos 

sinérgicos (NANDINI; PATHIKRIT; KHUDA-BUKHSH, 2009). 

 

3. JUSTIFICATIVA 

 

Diante das evidências observadas, como o aumento da incidência do câncer 

e a procura por terapias complementares na oncologia, incluindo a homeopatia, faz-

se necessário investigar tanto os prováveis mecanismos envolvidos, quanto a 

otimização do uso de tais medicamentos, na oncologia prática, como terapia 

complementar aos agentes anti-neoplásicos clássicos. 

 

Como descrito anteriormente, AMARAL (2015) evidenciou que os animais 

inoculados com tumor de Ehrlich e tratados com Carcinosinum 200cH apresentaram 

menor incidência de sintomas do que outros grupos. Por outro lado, os animais 

tratados com Carcinosinum 6cH foram os que apresentaram maior percentual e 

diversidade de sintomas, se comparados com os outros grupos experimentais. O 

mesmo estudo revelou outro aspecto importante: mudanças claras de efeito entre as 

potências homeopáticas utilizadas. De acordo com os resultados, enquanto a 

potência 6cH apresentou piora em todos os parâmetros analisados, a potência 

200cH mostrou benefícios em relação à qualidade de vida do hospedeiro. A mistura 

de ambas as potências identificou mudanças na relação das células tumorais com 

seu microambiente e no balanço de subtipos de linfócitos T esplênicos. 

 

Considerando a escassez de literatura sobre esse medicamento, o presente 

estudo foi proposto como forma de dar continuidade aos trabalhos desenvolvidos 

anteriormente pelo grupo de pesquisa (AMARAL, 2015), com ênfase na indução de 
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apoptose e em eventuais mudanças fenotípicas do adenocarcinoma mamário murino 

4T1, após tratamento in vitro com Carcinosinum. 

 

 

4. OBJETIVO 

 

Identificar possíveis alterações fenotípicas, incluindo apoptose, expressão de 

HER-2 e habilidades metastáticas nas células 4T1 após o tratamento com 

Carcinosinum in vitro, em diferentes potências homeopáticas. 

 

 

5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Preparo dos medicamentos 

 

Assim como o veículo (água não dinamizada), o Carcinosinum 12cH, 30cH e 

200cH foi preparado no próprio laboratório, 24 horas antes do experimento, em água 

ultra-pura (SIGMA®) e frasco âmbar estéreis, a partir de matrizes homeopáticas 

preparadas nas potências 11cH, 29cH e 199cH, obtidas de farmácia credenciada 

pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). Os lotes, a data de 

fabricação e de validade encontram-se descritos no Quadro 1. 

 

Quadro 1: Descrição das matrizes: lote, data de fabricação e validade. 

 

Medicamento Lote 
Data de 

fabricação 
Validade 

Carcinosimum 11cH 0228245-0002 20/02/2018 20/02/2020 

Carcinosimum 29cH 0228245-0003 20/02/2018 20/02/2020 

Carcinosimum 199cH 0228245-0004 20/02/2018 20/02/2020 
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A sucussão dos frascos foi realizada de forma automatizada, em braço 

mecânico Denise (Autic®), conforme as normas descritas na Farmacopéia 

Homeopática Brasileira, 3ª edição (ANVISA, 2011). Toda manipulação dos 

medicamentos foi feita em fluxo laminar. Os medicamentos foram embalados em 

papel alumínio e armazenados, separadamente, em ambiente livre de campo 

magnético e variações de temperatura. Antes de serem aplicados sobre as culturas 

celulares, os medicamentos e o veículo (controle) foram filtrados em filtro de malha 

0.22 micrômetros (Millipore®), para completa esterilização. 

 

5.2 Codificação dos frascos 

 

  Os frascos dos medicamentos na diluição final e do veículo foram codificados 

antes do início do estudo por um funcionário do laboratório que não se encontrava 

envolvido na experimentação. Assim, todas as análises foram feitas em cego. 

Durante todo o ensaio, os códigos foram mantidos em envelope lacrado, aberto 

apenas o após o término da análise estatística. 

 

5.3 Cultura de células 4T1  

 

As células de adenocarcinoma mamário 4T1 foram cedidas pelo 

Departamento de Imunologia da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP). 

Posteriormente, foram distribuídas em garrafas de cultura e incubadas em meio R10 

(90% de RPMI e 10% SFB), a 37°C e atmosfera 5% de CO2, por 20 minutos, sempre 

em fluxo laminar para expansão. Alíquotas de 1,0 mL foram congeladas em 

temperatura de -80ºC em meio de congelamento (90% SFB e 10% de DMSO), para 

utilização nos diferentes experimentos. 

Durante o descongelamento das células, efetuado em temperatura ambiente, 

todo o conteúdo do tubo de congelamento transferiu-se para tubos Falcon de 15 mL, 

contendo 9,0 mL de RPMI 1640 (GIBCO, USA). As células já suspensas foram 

centrifugadas a 1500 rpm, por 5 minutos. Após o descarte dos sobrenadantes, elas 

foram ressuspendidas em meio R10, contadas em câmera de Neubauer por meio do 
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método do Azul de Tripan e semeadas, para aderir à superfície da garrafa, na 

quantidade de 1x105 células por garrafa pequena, contendo 5,0 mL de meio R10. 

Foram mantidas dessa forma, em 5 garrafas pequenas (Quadro 2), sendo tratadas 

com 500 μL dos medicamentos a serem testados ou do veículo, todos estéreis, em 

volume correspondendo a 10% do volume total do meio. As células foram incubadas 

com os medicamentos por 24 horas e analisadas. 

Após esse período, o sobrenadante foi retirado das 5 garrafas pequenas 

foram aliquotadas em amostras de 1,0 mL em 5 microtubos, para análise posterior. 

As células foram removidas do fundo da garrafa com 1,0 mL de tripsina diluída em 

meio RPMI 1640 e com auxílio de cell scraper, sendo lavadas em PBS gelado. Parte 

das células em suspensão foi utilizada para confecção de esfregaços, em 

quintuplicata, sendo as células fixadas com metanol absoluto por 15 minutos e, após 

secas, guardadas em freezer até sua posterior utilização. 

  

5.4 Análise da incidência de apoptose 

 

A contagem de células em apoptose foi feita pelo sistema Countess® (Life 

Technologies, Oregon, USA), usando um kit Alexa Fluor® 488 – Annexin V 

apoptosis (Life Technologies, Oregon, USA), conforme instruções do fabricante.  

 

Quadro 2: Descrição da composição dos diferentes tratamentos nas placas de 
cultivo. 

1 Cultura 4T1 sem tratamento 

2 Cultura 4T1 + Água não dinamizada (veículo) 

3 Cultura 4T1 + Carcinosinum 12cH 

4 Cultura 4T1 + Carcinosinum 30cH 

5 Cultura 4T1 + Carcinosinum 200cH 
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5.5 Morfologia celular por meio de Hematoxilina – Eosina e Giemsa 

 

A morfologia das células 4T1 foi monitorada por meio de dois métodos de 

coloração. As células previamente fixadas em metanol absoluto foram coradas pelos 

métodos Hematoxilina – Eosina (HE) e Giemsa. Logo após a lavagem com água 

destilada e a secagem, as lâminas foram montadas em Entelan® (Merck, Darmstadt, 

Germany), para análise ao microscópio ótico (NIKON E200, Tokyo, Japan). Os 

seguintes parâmetros de viabilidade celular foram observados: vacuolização 

citoplasmática e padrões de degeneração citoplasmáticos e nucleares. 

 

5.6 Expressão de HER-2 por meio de Imunocitoquímica 

 

As lâminas de esfregaços previamente fixadas e codificadas foram 

encaminhadas para um laboratório comercial, o Laboratório de Apoio em Patologia 

Cirúrgica (APC-LAB), para que a marcação para HER-2 fosse realizada. A análise 

das lâminas em microscópio ótico deu-se no Centro de Pesquisa da Universidade 

Paulista (UNIP). 

Após teste piloto para determinação de origem e diluição ideais, foi escolhida 

a diluição de 1:200 do anticorpo policlonal DAKO-Agilent (California, USA), lote 

20027851B, como padrão. Após a imunomarcação com anticorpo secundário ligado 

a polímero e peroxidase, células positivas foram fotografadas aleatoriamente em 

fotomicroscópio acoplado à câmera digital (NIKON E200, Tokyo, Japan), para 

análise descritiva da morfologia e da intensidade de marcação. 

 

5.7 Atividade enzimática das metaloproteinases por meio da técnica de 

Zimografia  

 

Dentre todas as metaloproteinases (MMP) conhecidas, as MMP-9 

(gelatinases) têm sido consistentemente associadas à agressividade, ao potencial 

metastático e ao prognóstico desfavorável das neoplasias malignas. Portanto, têm 

papel crucial na progressão tumoral, atuando diretamente sobre os componentes da 
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membrana basal (KUPAI et al., 2010). Por esse motivo, foram escolhidas como 

marcadores de potencial metastático. Considerando que a banda de atividade 

proteolítica das MMPs é incolor no gel a fresco, na imagem negativa do mesmo, 

quanto maior a densidade óptica, maior a atividade da MMP (MEDEIROS; GOMES; 

FARES, 2012). 

A técnica de zimografia consiste em uma eletroforese em gel desnaturante de 

poliacrilamida 10%, que permite detectar a atividade enzimática das 

metaloproteinases (MMPs) e seus inibidores teciduais (TIMPs) a partir da 

degradação de seu substrato copolimerizado no gel, com dodecil sulfato de sódio 

(SDS) e com o substrato preferencial da enzima em análise. A aplicação de uma 

corrente elétrica possibilita a migração das MMPs no gel e sua separação pela 

diferença do tamanho molecular. Durante o arraste das enzimas na eletroforese, o 

SDS permite a inativação / desnaturação das MMPs no gel. Após a eletroforese, as 

enzimas são reativadas / renaturadas pela remoção do SDS, lavando-se o gel com 

uma solução aquosa 2,5% de Triton X-100, um detergente não iônico. Uma vez que 

as formas latentes possuem peso molecular diferente das formas ativas, a etapa de 

reativação / renaturação enzimática permite identificar isoladamente ambas as 

formas das MMPs (KUPAI et al., 2010). 

A técnica foi realizada no Laboratório do Centro de Pesquisa da UNIP, para 

evidenciação das MMP-2 e MMP-9. Dado que a MMP-2 tem ocorrência ampla em 

vários tipos celulares e papel fisiológico na maioria dos casos, a mesma foi 

escolhida como controle interno da técnica. Após a renaturação das MMPs fixadas 

no gel a partir das amostras de sobrenadante, o gel foi incubado por 20 horas, a 

37°C, sob constante agitação, em uma solução de cloreto de zinco, contendo Tris 50 

mM, para que as endopeptidases degradassem o substrato co-polimerizado no gel. 

Em seguida, o gel foi corado com uma solução de azul brilhante de Coomassie 

0,5%, por 30 minutos e descorado  em uma solução de álcool metílico 500 mL, ácido 

acético glácil 100 mL e água destilada 400 mL, por 20 minutos, em duas repetições, 

até a percepção de bandas incolores, em contraste com o fundo azul do gel. O gel 

foi armazenado em água destilada a 4ºC, por um dia, para melhorar o contraste. A 

captura das imagens dos géis foi realizada em alta resolução, em fotodocumentador 

Biorad GelDoc XR+ com Software ImageLab. 
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A atividade proteolítica foi analisada qualitativamente, por inspeção da área e 

da tonalidade de cinza presente em cada banda, após captura do negativo da 

imagem em fotografia digital. 

 

5.8 Determinação do perfil de citocinas pela técnica CBA 

 

Dado que um dos mecanismos de escape das células tumorais à resposta 

imune é a indução de inflamação local, a investigação da produção de citocinas pró-

inflamatórias pelas próprias células tumorais é outra ferramenta importante de 

caracterização fenotípica. 

As amostras de sobrenadantes das células 4T1, após seus respectivos 

tratamentos, incluindo o grupo controle, foram coletadas e congeladas a -80oC, para 

determinação de citocinas relacionadas aos padrões Th1/Th2/Th17 (IL-2, IL-4, IL-17, 

IL-6, IL-10, IFN-γ, TNF-α), utilizando a técnica Cytometric Bead Array - CBA (BD-

Biosciences, New Jersey, USA). Para isso, 50 µL de cada amostra (tanto da curva 

padrão, quanto das amostras a serem analisadas) foram incubadas com 50 µL de 

uma mistura de beads de captura e anticorpo secundário conjugado ao fluorocromo 

phycoerythrin (PE). As amostras foram incubadas por 2 horas, em temperatura 

ambiente e protegidas da luz por cobertura com papel alumínio. Após lavagem, a 

aquisição dos dados foi realizada por citometria de fluxo, utilizando FACS Accure 

(BD Biosciences, New Jersey, USA) e o software FACS Diva (BD Biosciences, New 

Jersey, USA). 

 

5.9 Ética 

 

Por se tratar de um estudo in vitro, que utilizou linhagens celulares de 

adenocarcinoma mamário murino (4T1) e não de animais, essa pesquisa não 

necessitou ser encaminhada ao Comitê de Ética e Pesquisa da Universidade 

Paulista. 
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5.10 Delineamento experimental 

 

O delineamento experimental (Figura 1) foi realizado de forma que todas as 

análises em quadruplicata fossem provenientes de uma mesma população celular e 

igualmente tratada. Tal desenho experimental possibilitou reduzir eventuais vieses 

associados à instabilidade genética das células, cujas características fenotípicas 

podem mudar entre diferentes passagens de replicação. Dessa forma, os resultados 

obtidos foram complementares e facilmente comparáveis entre si.  

 

5.11 Análise Essatística 

  

A análise estatística foi realizada com uso do Software Excel 2010 e 

GraphPad Prism, versão 6.0, para o Windows™, a fim de avaliar o efeito do 

tratamento sobre a taxa de apoptose e sobre a quantidade de citocinas produzidas. 

Para isso, empregou-se uma análise de variância de um fator (ANOVA de um fator), 

com pós teste de Tukey, quando necessário. Os dados foram previamente 

avaliados, para inspeção de normalidade e homogeneidade de variâncias, pelos 

testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para todos os cálculos, 

adotaram-se níveis de significância =0,05. Valores de chance de erro p≤0,05 foram 

considerados significativos. 
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Figura 1: Esquema representativo do delineamento experimental. Cada item 
representa uma fonte de células com o mesmo número de passagens (garrafa de 
cultura). Diferentes tratamentos foram aplicados, para a obtenção das amostras. 
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6. RESULTADOS  

 

6.1  Apoptose 

 

Por meio do método da identificação de Anexina V, pôde-se observar maior 

incidência de apoptose nas células 4T1 que receberam o tratamento com 

Carcinosinum 30cH, em comparação com o grupo que recebeu o tratamento com 

água não dinamizada (Figura 2). 
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 Figura 2. Incidência de apoptose em células 4T1 mantidas em monocultura por 24 
horas, em função dos diferentes tratamentos.  

 

6.2  Morfologia celular e expressão de HER-2 

 

Os achados morfológicos obtidos por citologia a partir dos esfregaços 

(preparados a partir de células em cultura ressuspendidas) estão representados na 

Figura 3. 

Após a coloração por hematoxilina-eosina e Giemsa, observou-se que as 

células 4T1 apresentaram um formato, muitas vezes, arredondado, com grande 

relação núcleo-citoplasma e nucléolos evidentes, características típicas de tumores 

malignos. Porém o espraiamento citoplasmático sobre a lâmina foi mais evidente 

F(4,15) = 3,456, *p=0,034 RMSSE= 0,930 
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naquelas tratadas com Carcinosinum 200cH. Os núcleos, em geral, apresentam 

formato arredondado, mas, por vezes, observa-se um aspecto ovóide, independente 

do tratamento. As células tratadas com Carcinosinum 30cH apresentaram 

características típicas de células em apoptose, com formação de corpos apoptóticos 

(Figura 3). 

Já na marcação de HER-2 por imunocitoquímica, foram observados diferentes 

padrões de marcação dessa proteína. As células que não foram tratadas 

apresentaram padrão irregular de expressão de HER-2 na membrana, o qual foi 

ainda mais evidente nas células tratadas com Carcinosinum 200cH. Por outro lado, 

as células tratadas com Carcinosinum 12cH e 30cH apresentaram menor padrão de 

expressão de HER-2, por vezes, negativo (Figura 3).  
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Tratamento 
Hematoxilina- 

eosina 
Giemsa 

Imunocitoquímica 

para HER-2 

Sem 

tratamento 

   

Veículo 

(água) 

   

Carcinosinum 

12cH 

  
 

Carcinosinum 

30cH 

  
 

Carcinosinum 

200cH 

 
 

 

 

Figura 3. Fotomicrografias de células 4T1 em esfregaços obtidos da ressuspensão 
celular, fixados com metanol absoluto por 15 minutos e corados pelos métodos 
hematoxilina-eosina, Giemsa e imunocitoquímica para HER-2. As setas pretas 
indicam a positividade para HER-2 em diferentes graus. A seta branca indica célula 
com morfologia típica de apoptose. Imagens obtidas com lente objetiva de 40x. 

 

10 µm 
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6.3 Metaloproteinases 

 

A análise qualitativa do sobrenadante das culturas pelo método da zimografia 

(Figura 4) permitiu observar que a área de digestão do controle interno, MMP-2 pró-

ativada, foi uniforme entre as amostras. A amostra sem tratamento (ST) apresentou 

maior área e intensidade de digestão na banda MMP-9 pró-ativada, enquanto a 

amostra Carcinosinum 30cH (Ca 30) apresentou menor área e intensidade de 

digestão nessa banda, indicando provável redução na expressão dessa enzima, 

ainda na forma inativa, após o tratamento das células com esse medicamento. 

Em contrapartida, a área correspondente à digestão induzida pela MMP-9 

ativada foi relativamente homogênea entre os diferentes tratamentos, sendo menor a 

intensidade na amostra que não recebeu nenhum tratamento (ST), mostrando que a 

ativação é um efeito inespecífico observado também na amostra de sobrenadante 

de células tratadas apenas com água. 

 

 

 

Figura 4. Bandas de digestão do gel obtidas em ensaio de zimografia. A atividade 
gelatinolítica da enzima MMP-9 nos estágios pró-ativada e ativada foi comparada ao 
controle interno (MMP-2 pró-ativada) em cada tratamento. Os códigos em preto 
representam a identificação das amostras, analisadas em cego. ST = sem 
tratamento; água T = água; Ca 12 = Carcinosinum 12cH; Ca 30 = Carcinosinum 
30cH; Ca 200 = Carcinosinum 200cH. 
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6.4  Avaliação da produção de citocinas das células 4T1 pelo método CBA 

 

Em todos os tratamentos, observou-se a produção das seguintes citocinas 

pró-inflamatórias: IL-2, IL-4, IL-6, INF-γ e TNF-α. Contudo, não houve significância 

estatística entre eles. Há certa tendência do Carcinosinum 200cH de reduzir a 

produção de citocinas inflamatórias, mas sem significância estatística, em função da 

grande variabilidade de valores (Figura 5). 

No Quadro 3, estão representados todos os resultados obtidos no presente 

estudo. 

Quadro 3: Representação dos resultados obtidos. 

 Sem 

tratamento 

Água 

(veículo) 
Ca 12cH Ca 30cH Ca 200 cH 

Apoptosis - - -  - 

HER-2 + - - - +++ 

MMP-9 

Pro 

++++ ++ ++ + ++ 

MMP-9 

Ativada 

+ +++ ++ ++ +++ 

Citocinas - - - - - 
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Figura 5. Representação do perfil de citocinas (pg/mL) relacionadas aos padrões Th1/Th2/Th17 (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-
α e IFN-γ) pela técnica Cytometric Bead Array – CBA. 

F(4,10) = 1,000, p=0,451 RMSSE = 0,577 F(4,10) = 0,553, p=0,701 RMSSE = 0,430 

F(4,10) = 0,608, p=0,666 RMSSE = 0,450 
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7. DISCUSSÃO 

 

 

Os resultados observados neste modelo experimental in vitro demonstraram 

que o tratamento de células 4T1 em diferentes diluições homeopáticas de 

Carcinosinum está associado a mudanças de certos padrões fenotípicos, incluindo 

maior ocorrência de apoptose e mudanças nos padrões de expressão de HER-2 e 

MMP-9, em função da diluição utilizada. 

Existem indicações na literatura de indução de apoptose em tumores após 

tratamento com Carcinosinum 200cH in vivo, associado ao aumento da expressão 

do gene p53, um importante gene que induz a apoptose em células incapazes de 

reparar danos ao DNA (PREETHI et al., 2012). Contudo, os efeitos do Carcinosinum 

sobre a resposta do sistema imune ainda são controversos (REMYA; KUTTAN, 

2015). 

FRENKEL et al. (2010) realizaram um estudo in vitro, com objetivo de 

determinar se os medicamentos prescritos na clínica oncológica homeopática 

poderiam ter efeitos sobre diferentes linhagens celulares de câncer de mama (MCF-

7 e MDA-MB-231) e sobre células de mama normais (HMLE). Foram testados os 

seguintes medicamentos: Carcinosinum 30cH; Phytolacca 200cH; Conium 

maculatum 3cH e Thuja occidentalis 30cH. Os principais resultados desse estudo 

indicaram uma ação seletiva dos medicamentos em células tumorais, induzindo 

atraso no processo de divisão celular e apoptose. Esses efeitos foram 

acompanhados por mudanças na expressão de proteínas reguladoras do ciclo 

celular; pela ativação da caspase-7, importante enzima envolvida no processo 

apoptótico, dentre outras alterações celulares envolvidas com a inibição da divisão 

celular. Entre os quatro medicamentos investigados, o Carcinosinum e a Phytolacca 

revelaram efeitos inibitórios mais evidentes. 

Um estudo anterior, realizado in vivo, evidenciou que camundongos 

portadores de tumor ascítico de Ehrlich e tratados com Carcinosinum 200cH 

apresentaram melhor resultado clínico e aumento da sobrevida. Ainda que não 

impliquem em redução da massa tumoral, tais efeitos podem levar à melhor 

qualidade de vida. Por outro lado, ao tratar os animais com uma potência menor, 
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Carcinosinum 6cH, observaram-se efeitos indesejados, como edema no local da 

inoculação do tumor e maior incidência de piloereção e hipertermia, sugerindo certa 

atividade inflamatória local e sistêmica, com prováveis mudanças do microambiente 

tumoral (AMARAL, 2015; BONAMIN et al., 2019). Ao fazer uma conjectura desses 

resultados com o presente estudo, compreende-se que o significado biológico da 

ação de cada diluição homeopática específica depende do contexto no qual os 

elementos estão inseridos. Assim, o estudo in vitro é importante, para demonstrar os 

efeitos do medicamento diretamente sobre as células tumorais, sem a intervenção 

da resposta imune local. Por outro lado, a presença de células imunitárias e de 

outros elementos do microambiente tumoral in vivo podem implicar em mudanças no 

desfecho do tratamento, que não seriam observadas in vitro. 

O microambiente tumoral compreende uma coleção de vasos sanguíneos, 

matriz extracelular e células do tecido conjuntivo, capazes de secretar fatores de 

crescimento e quimiocinas que atraem outras células, como leucócitos, sendo os 

mesmos chamados de leucócitos infiltrantes de tumores (TIL). O perfil dos TILs 

encontra-se, frequentemente, associado ao prognóstico da doença (BONAMIN et al., 

2019; ONUCHIC; CHAMMAS, 2010). Estudos têm demonstrado que interações das 

células tumorais com os elementos celulares e/ou moleculares presentes no 

microambiente tumoral são determinantes tanto na evolução, quanto no crescimento 

e na progressão tumoral (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010), logo, na expressão de 

algumas características fenotípicas das células tumorais. Por esse motivo, TANG, 

QIAO e FU (2016) entendem que a eficácia das imunoterapias depende do 

microambiente tumoral. 

Os resultados obtidos com Carcinosinum 30cH, neste estudo, corroboram 

aqueles descritos por FRENKEL et al. (2010), no que diz respeito à maior ocorrência 

de apoptose. Contudo, os efeitos benéficos, descritos por AMARAL (2015), para o 

Carcinosinum 200cH não tiveram correspondência com os dados obtidos no 

presente estudo, uma vez que a expressão de HER-2 – um marcador de pior 

prognóstico (OLIVEIRA et al., 2003) – foi maior nas células tratadas com essa 

diluição. Por outro lado, a superexpressão desse receptor também estaria envolvida 

com uma possível imunogenicidade do tumor, cujas implicações clínicas demandam 

estudos adicionais. 
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Não foram encontrados, na literatura, dados que correlacionassem o 

tratamento com Carcinosinum e a expressão de HER-2. Porém, o estudo de 

NOGUEIRA (2015), realizado com Phytolacca decandra in vivo, demonstrou que tais 

preparações homeopáticas poderiam modificar o padrão de expressão desse 

receptor em função da diluição homeopática testada, mas de maneira não linear. 

Mudanças na expressão de proteínas específicas, bem como de outras 

variações fenotípicas são comuns em células malignas, face à instabilidade gênica. 

No caso da 4T1, sabe-se que a comunicação intercelular por exossomos pode 

modificar a fenotipia e a progressão tumoral (SHI et al., 2015). Para evitar a 

interferência de tais flutuações nas propriedades fenotípicas dessas células, um 

cuidado adicional foi tomado nesse estudo: a replicação das amostras obtidas da 

mesma população e da mesma passagem, para que as células estudadas fossem o 

mais homogêneas possível. 

Outro resultado significativo diz respeito à diminuição das bandas referentes à 

MMP-9 pró-ativada, presente no sobrenadante de células tratadas com 

Carcinosinum 30cH. Ela sugere menor expressão gênica dessa proteína, portanto, 

menor potencial metastático. A confirmação desse achado em estudos futuros, 

envolvendo modelos experimentais específicos para análise de potencial 

metastático, tanto in vivo quanto in vitro, é fundamental para compreender a 

relevância clínica desse medicamento. O modelo da zimografia mostrou-se 

extremamente sensível para esse fim, mas também foram observados efeitos 

inespecíficos sobre a ativação da MMP-9, dado que a simples manipulação da 

cultura celular, como a inserção do veículo (água), foi capaz de ativar tais enzimas. 

As metástases são semeadas por células tumorais com propriedades 

moleculares únicas, que podem funcionar como células tronco, na sua capacidade 

de iniciar e propagar focos de crescimento tumoral distantes do sítio primário 

(HERMANN et al., 2007; OSKARSSON et. al., 2014). QUAIL e JOYCE (2013) 

demonstraram que a progressão do tumor e a formação de metástases ocorrem 

também devido às interações das células tumorais com células ou componentes do 

microambiente onde o tumor desenvolve-se. 
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Para que ocorra o processo de invasão e para que as células de câncer de 

mama manifestem seu potencial maligno, elas devem desenvolver a capacidade de 

quebrar e dissolver a matriz extracelular (MEC), particularmente, a membrana basal 

delimitadora (MB). A degradação da MB e MEC pericelular é catalisada pela ação 

combinada de várias classes de enzimas que degradam MEC, sendo uma delas as 

chamadas “metaloproteinases de matriz” (MMPs). As MMPs agem como possíveis 

mediadores de invasão e metástase em alguns tipos de câncer. A MMP-9, por 

exemplo, está superexpressa, sobretudo, em tumores invasivos (BERNHARD; 

GRUBER; MUSCHEL, 1994; HUA; MUSCHEL, 1996; LEE; HA; KIM, 2012; ZHANG 

et al., 2017). 

A MMP-9 ativada está envolvida na síntese e degradação da matriz 

extracelular e fragmenta laminina e colágeno IV, componentes fundamentais da MB. 

Para descrever sua participação, é preciso detectar e quantificar sua atividade 

proteolítica. Originalmente, a zimografia foi desenvolvida usando gelatina como 

substrato, para mensurar a atividade enzimática das gelatinases, as MMP-2 e MMP-

9 (KUPAI et al., 2010). 

Utilizando a técnica de zimografia, LEE, HA e KIM (2012) observaram que o 

uso dependente da dose de revesterol previne a progressão do tumor de células 4T1 

pela inibição da expressão de MMP-9 e suprime mediadores pró-inflamatórios, como 

o TNF-α. VASCONCELOS et al. (2013), por sua vez, utilizaram como marcador 

imunohistoquímico a MMP-9, a fim de correlacionar sua expressão com a gradação 

histológica em 28 casos de carcinoma bucal de células escamosas. Em 24 casos de 

tumores agressivos, a MMP-9 foi positiva, sugerindo que a expressão da MMP-9 

pode ser um fator preditivo de mau prognóstico. KAWAMATA et al. (1995) 

verificaram que a indução da expressão de MMP-2 em uma linhagem de células de 

carcinoma de bexiga de rato aumentou a capacidade de metástase desse tumor. 

Também XU et al. (2013) relataram que a expressão de MMP-2 foi 

significativamente maior em lesões malignas de mama, do que em lesões benignas. 

ZHAO et al. (2013) e LIU et al. (2013) demostraram que pacientes com câncer 

de mama triplo-negativo (aquele que não apresenta os três biomarcadores mais 

comuns: receptor de estrógeno, receptor de progesterona e proteína HER-2) 

apresentavam elevada expressão de MMP-9, resultando em pior prognóstico. 
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Resultados similares também foram obtidos por CUPIC et al. (2011) e ZENG 

et al. (2013). Por outro lado, JOBIM et al. (2008) analisaram a expressão de MMP-9 

e do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) em um grupo de pacientes 

com câncer de mama primário e os resultados obtidos não demonstraram correlação 

entre a expressão da MMP-9 e do VEGF. 

Embora muitos estudos venham demonstrando o papel das células do 

sistema imune no microambiente tumoral, ainda não estão bem estabelecidos quais 

são os mecanismos pelos quais essas células favorecem a alteração fenotípica das 

células tumorais (NASCIMENTO, 2014). As citocinas são proteínas de baixo peso 

molecular, que participam da comunicação entre as células. No ambiente tumoral,  

são sintetizadas tanto por células do sistema imune, quanto por células tumorais e 

do estroma (células endoteliais, fibroblastos). Além de regular a proliferação, 

sobrevivência, diferenciação, ativação, migração e morte celular, essas moléculas 

podem modular a resposta antitumoral. Entretanto, em processos inflamatórios 

crônicos, podem também induzir à transformação maligna de vários tipos celulares, 

dependendo de fatores como concentração, intensidade da expressão de receptores 

e estado de ativação de células adjacentes (ZAMARRON; CHEN, 2011). 

Os resultados obtidos mostraram que não houve mudança na produção de 

citocinas pelas células 4T1 em função do tratamento in vitro. Contudo, estudos 

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

papel preponderante nesse processo. 

Por ser encontrado em muitos tipos de tumores humanos produzidos tanto 

por células tumorais, quanto por células do estroma, o TNF-α encontra-se entre as 

citocinas mais estudadas no microambiente tumoral. Níveis elevados dessa citocina 

estão presentes em pacientes com câncer avançado (BALKWILL, 2009; BALKWILL; 

MANTOVANI, 2012). Em relação ao papel da IL-10 no câncer, ele ainda não está 

bem definido. 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; MOCELLIN; MARINCOLA; YOUNG, 2005). GARRIDO et 

al. (2015) relataram, em seu estudo, que o aumento na secreção de IL-10 pelo 

tecido mamário neoplásico cria um ambiente tumoral favorável para a progressão 
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tumoral, possivelmente, tanto pela supressão de citocinas com ação antitumoral, 

como o IFN-γ e a IL-2, como pelo aumento linfócitos T regulatórios, que ocorrem na 

presença de IL-10. Em relação à IL-17A, os níveis elevados dessa citocina também 

estão significativamente associados a prognóstico ruim (KAUR et al., 2018). 

ZHUANG-WEI et al. (2018) mostraram que os níveis séricos de IL-10 e IL-17A 

aumentam significativamente em indivíduos com hiperplasia atípica e carcinoma 

ductal, bem como em pacientes com estágio clínico mais grave do tumor. Além 

disso, altos níveis séricos de TGF-α foram associados a tumores HER-2 positivos. 

 

8. CONCLUSÃO 

 

O conjunto dos dados sugere que o tratamento de células 4T1 in vitro com 

diluições homeopáticas de Carcinosinum produz alterações fenotípicas importantes 

para o desenvolvimento tumoral, tais como: aumento do número de células positivas 

para Anexina V (células em apoptose), expressão irregular de HER-2 na membrana 

plasmática e diminuição da atividade gelatinolítica referente a MMP-9 pró-ativada. 

Tais mudanças fenotípicas ocorreram em função da potência utilizada, mas de forma 

não linear. Contudo, são marcos importantes para a compreensão de seus efeitos 

clínicos. 
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