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RESUMO 

 

ESTUDO DOS EFEITOS DE PREPARAÇÕES HOMEOPÁTICAS DE Phytolacca 
decandra NA EVOLUÇÃO DE ADENOCARCINOMA MAMÁRIO EM MODELO 
MURINO 
 
Homeopatia é uma terapia eficiente e segura que contribui na melhora da qualidade 
de vida e atenua os efeitos adversos da terapia convencional utilizada em diferentes 
doenças. Entretanto até o momento, são poucos os estudos publicados mostrando 
os efeitos das preparações homeopáticas no desenvolvimento de tumores. Segundo 
a literatura homeopática clássica, a Phytolacca decandra é considerada como uma 
boa opção no tratamento de tumores mamários. Assim, o objetivo deste trabalho foi 
avaliar os efeitos de preparações homeopáticas de Phytolacca decandra no 
desenvolvimento do adenocarcinoma mamário em modelo murino. Para isto, células 
de adenocarcinoma mamário 4T1 foram inoculadas de forma subcutânea próximas à 
mama inguinal esquerda em camundongos fêmeas BALB/c. Em seguida, os animais 
foram tratados com água contendo Phytolacca decandra nas potências 6, 12, 30, 
200CH ou com somente o veículo dinamizado (controle), em cego por 21 dias. O 
crescimento do tumor foi monitorado em dias alternados durante esse período e 
após eutanásia, o tumor, baço e pulmões foram removidos durante a necropsia para 
estudos histológicos e imunohistoquímicos. Resultados demonstraram que animais 
tratados com 30CH apresentaram retardo no crescimento e peso do tumor, menor 
vascularização e valores menores em relação ao peso relativo do baço, presença de 
metástase e hemorragia pulmonar quando comparados aos outros grupos. O 
tratamento com 12CH embora apresente resultados semelhantes à potência 30CH, 
não apresentou redução significante no crescimento tumoral. Em contraste, nas 
análises de imunohistoquímica, o grupo tratado com 12CH teve marcação mais 
intensa de p53 mutante em áreas de necrose, menor expressão de caspase-3 e 
maior expressão de c-erbB-2. O grupo tratado com 6CH apresentou maior 
vascularização e expressão de p53 mutante em células tumorais e alta expressão de 
caspase-3. O grupo tratado com 30CH, que nas análises iniciais demonstrou os 
resultados mais interessantes, não apresentou diferenças nas análises 
imunohistoquímicas, além de apresentar menor área de marcação de p53 em áreas 
de necrose. Em conjunto, este estudo piloto demonstra que o tratamento com 
potência 30CH induz retardo do crescimento do tumor de mama sugerindo que esta 
potência pode ser uma alternativa terapêutica promissora no tratamento do câncer 
de mama. Em contrataste a potência 12CH poderia ser utilizada de forma combinada 
com terapias convencionais a fim de potencializar e otimizar os efeitos destes 
tratamentos. 
 
Palavras-chave: Homeopatia, Phytolacca decandra, células de adenocarcinoma 
mamário 4T1, câncer de mama, oncologia experimental. 
 
Apoio financeiro: Capes-Prosup 
 

 



ABSTRACT 

 

STUDY OF HOMEOPATHIC PHYTOLACCA DECANDRA PREPARATIONS IN 
EVOLUTION OF BREAST ADENOCARCINOMA IN MURINE MODEL 
 
Homeopathy is an effective and safe therapy that contributes to improving quality of 
life and reduces adverse effects of conventional therapy against many diseases. 
However, there are few published studies showing effects of homeopathic medicines 
in tumors development. According to classical homeopathy literature, Phytolacca 
decandra is considered a good option in breast tumors treatment. The aim of this 
study was evaluate the effects of homeopathic preparations of Phytolacca decandra 
in development of mammary adenocarcinoma in mice. For this, 4T1 mammary 
carcinoma cells were inoculated subcutaneously near left inguinal breast in female 
BALB/c mice and then treated with water containing potencies of Phytolacca 
decandra 6, 12, 30, 200CH or dymamized vehicle (control), blinded for 21 days. 
Tumor growth was monitored in alternated days during this period, then animals were 
sacrificed and tumor, spleen, and lungs were removed during necropsy for 
histological and immunohistochemical studies. Results showed that animals treated 
with 30CH presented growth delay and less tumor weight, less vascularization and 
smaller values in to relative spleen weight and fewer lung metastasis when compared 
to other groups. Group treated with 12CH while presenting similar results to 30CH 
potency, however, no significant reduction in tumor growth. In contrast, in 
immunohistochemical analyzes 12CH group had more intense marking of mutant 
p53, lower expression of caspase-3 and increased expression of c-erbB-2. The 6CH 
group showed higher vascularization and expression of mutant p53 in tumor cells and 
high expression of caspase-3. In summary, this pilot study shows that treatment with 
30CH potency induces delayed of breast tumor growth suggesting that this potency 
may be a promising alternative in the treatment of breast cancer. In contrast, 12CH 
potency could be used in combination with conventional therapies in order to 
optimize the effects of these treatments. 
 

Key words: Homeopathy, Phytolacca decandra, 4T1 mammary carcinoma cells, 
breast cancer, experimental oncology. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O câncer é um importante problema de saúde em todo o mundo e uma das 

causas mais relevantes de morbidade e mortalidade em crianças e adultos. Surge da 

proliferação e disseminação de clones de células que possuem atividade proliferativa 

desregulada, resistência à morte, capacidade de invadir tecidos e desenvolver 

metástases ou tumores secundários distantes do sítio primário (HANAHAN et al., 

2011). Entre os tipos de neoplasias, o câncer de mama é o mais comum entre a 

população feminina, representando um dos principais problemas de 

morbi/mortalidade nesse grupo. Isto devido a que tanto o prognóstico como o 

tratamento desse tipo de neoplasia é determinado de acordo com a extensão do 

tumor, disseminação para linfonodos e a presença clínica de metástases. Estima-se 

que 80% dos casos de câncer de mama recebem tratamento adjuvante 

desnecessário para prevenir possíveis metástases e na maioria das vezes esses 

tratamentos têm efeitos adversos tóxicos (CALDAS & APARICIO, 2002). Diversos 

estudos têm sido desenvolvidos com o intuito de descobrir novas alternativas 

terapêuticas mais eficientes e com menos efeitos colaterais. Entretanto no momento, 

muitas dessas pesquisas estão em fase inicial de desenvolvimento.   

Terapias alternativas e complementares têm sido definidas como uma 

variedade de sistemas médicos e terapias baseadas no conhecimento, habilidades e 

práticas derivadas tanto de teorias filosóficas como de experiências utilizadas em 

prol da melhora da qualidade de vida e/ou cura de doenças (SHNEERSON et al.; 

2013). Em pacientes com câncer, terapias alternativas e complementares são 

utilizadas amplamente, sendo adotadas por até 40% dos usuários. Na Europa, a 

homeopatia é a terapia complementar mais praticada, sendo usada em 12 a 24% 

dos casos (SHNEERSON et al., 2013; GAERTNER et al., 2014). Estudos 

comparativos em pacientes com câncer utilizando terapia convencional e alternativa 

demonstraram que a homeopatia aumenta a sobrevida, melhora a qualidade de vida 

e diminui os efeitos adversos quando utilizada junto com o tratamento tradicional 

(GAERTNER et al., 2014, FRASS et al., 2015). 

Os medicamentos homeopáticos são geralmente preparados em doses 

infinitesimais (doses muito diluídas) e dinamizados (ADLER et al., 1996) sendo 

utilizados em indivíduos com doenças parasitárias, virais, neoplásicas, 

comportamentais, entre outras (ULLMAN, 2003; PEREIRA et al., 2005; PILKINGTON 
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et al., 2005; SUNILA et al.; 2007; KASSAB et al., 2009; FERRAZ et al., 2011; 

SIQUEIRA et al., 2013). A homeopatia é uma terapia eficiente e segura no 

tratamento de doenças crônicas, baseia-se no tratamento pela similitude e utiliza 

medicamentos diluídos e dinamizados. Ela aumenta a eficácia clínica e a qualidade 

de vida, diminui os custos e os efeitos colaterais da terapêutica farmacológica 

convencional (TEIXEIRA, 2006).  

Um exemplo da eficiência da homeopatia é demonstrado na prática clínica na 

Índia, onde a homeopatia foi institucionalizada em 1839 e atualmente está incluída 

nos programas governamentais. Em 2009 já contava com 307 hospitais 

homeopáticos além do Conselho Central de Homeopatia, que tem como foco a 

formação de profissionais e o Conselho Central para Pesquisa em Homeopatia 

(RASTOGI, 2009). O uso da homeopatia em pacientes indianos é bem-sucedido e 

reconhecido pelas pesquisas em pacientes, inclusive com doenças crônicas (KOLEY 

et al., 2016; SAHA et al., 2014) e sua utilização pode ser constatada através de 

protocolos como o Banerji em instituições de saúde do mundo como o National Care 

Institute nos Estados Unidos (BANERJI, 2008).   
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. O câncer 

 

O câncer é a designação dada ao conjunto de manifestações patológicas que 

se caracterizam pela perda do controle da proliferação celular e ganho da 

capacidade para invadir tecidos adjacentes formando tumores secundários ou 

metástases. Cerca de 5 a 10% das neoplasias são resultados diretos da herança 

genética relacionadas ao câncer, porém grande parte envolve danos ao material 

genético de origem física, química ou biológica, que se acumulam ao longo da 

vida (ADAMI et al., 2001). Nas últimas décadas, o câncer ganhou uma dimensão 

maior, convertendo-se em um evidente problema de saúde pública ao ser 

considerado como a segunda maior causa de morte da população mundial perdendo 

apenas para as doenças cardiovasculares (BRAGHIROLLI, 2014). 

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

na população feminina mundial. Estima-se que mais de um milhão de mulheres são 

diagnosticadas com câncer de mama a cada ano na população mundial, e mais de 

410 mil morrerão da doença. Na Grã-Bretanha e Estados Unidos, uma em cada dez 

mulheres desenvolve câncer de mama e metade delas morrerão pela doença 

(CALDAS & APARICIO, 2002). No Brasil a estimativa é de 57.960 casos novos para 

o ano de 2016 (BRASIL, 2016a, 2016b). Em países de baixa e média renda, a 

infraestrutura e recursos para mamografias de rotina são muitas vezes indisponíveis. 

Nessas configurações de recursos precários, o câncer de mama é comumente 

diagnosticado em estágios avançados e, por não receber tratamento adequado 

quando identificado, o tumor avança e coloniza outros órgãos formando metástases 

que levam a uma piora do prognóstico (COUGHLIN & EKWUEME, 2009).  

As metástases são tumores secundários que crescem em lugares distantes 

do tumor primário, cuja presença em qualquer tipo de neoplasia aumenta e muito o 

risco de morte na maioria dos pacientes com câncer. A formação das metástases 

envolve etapas complexas para as quais somente células tumorais com 

características específicas conseguem sair do foco primário, passar e sobreviver na 

corrente sanguínea para posteriormente, invadir e colonizar órgãos ou tecidos 

distantes do tumor primário e formar tumores secundários ou metástases (WEIGELT 

et al., 2005; VEER & WEIGELT, 2003).  
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Diversos fatores podem contribuir na formação de neoplasias, estes podem 

ser tanto externos como internos ao organismo, porém inter-relacionados entre si. 

Os fatores internos, na maioria das vezes são geneticamente predeterminados e 

estão ligados à capacidade do organismo responder a estímulos externos. Já os 

fatores externos referem-se ao meio ambiente e aos hábitos ou costumes próprios 

de uma sociedade sendo responsáveis por 80 a 90% dos casos de câncer 

conhecidos (BRASIL, 2016 b). Assim, levando em consideração que o câncer é uma 

das principais causas de morbidade e mortalidade do século, diversos grupos de 

pesquisa apontam na descoberta de novas alternativas terapêuticas mais eficientes 

e de menor custo para o tratamento do câncer. 

 

2.2. Homeopatia e Phytolacca decandra 

 

O termo homeopatia, apesar de ser conhecido, ainda gera alguma confusão 

quanto à sua definição, pois muitas vezes é utilizado como sinônimo para doses 

infinitesimais ou medicamentos dinamizados, sem considerar a “Lei do Semelhante” 

(ADLER et al., 1996). Dinamização é o processo de diluição seguido de sucussões 

sucessivas do insumo ativo em um insumo inerte adequado e potência é a indicação 

quantitativa do número de dinamizações que uma matriz ou um medicamento 

homeopático receberam. É indicada pelo número que corresponde ao número de 

dinamizações, seguido da escala de diluição (C para centesimal e D decimal) e o 

método (H para Hahnemanniano e K para Korsakov), assim a potência 30CH 

corresponde à dinamização 30 realizada na escala centesimal com método 

Hahnemanniano (BRASIL, 2016).  

O princípio de “semelhante cura semelhante” é entendido como a correlação 

entre os sintomas manifestados espontaneamente por um paciente e os sintomas 

provocados por uma ou mais substâncias conforme seus aspectos toxicológicos e 

patogenéticos (BONAMIN, 2008), entretanto, os estudos baseados nesse princípio 

de similitude são escassos na literatura (BONAMIM, 2010; BONAMIN, 2015).  

A Phytolacca decandra, também conhecida como Phytolacca americana ou 

Pokeweed, é uma planta ornamental da família Phytolaccaceae, contendo 

terpenoides, taninos, saponinas, alcaloides, resinas e o ácido phytolaccico como 

principais ingredientes bioativos (GHOSH et al., 2013). É um medicamento 

tradicional homeopático cuja planta pode ser encontrada na Europa, Oeste, Sul da 
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França e América do Norte (RAVIKIRAN & VENUGOPAL, 2011). Com base nos 

dados patogenéticos obtidos pela experimentação no homem são, a Phytolocca 

decandra ocasiona sintomas semelhantes aos apresentados em indivíduos com 

câncer. Atua sobre as mucosas da faringe, glândulas mamárias e gânglios, 

músculos, periósteo e ossos (VANNIER & POIRIER, 1987; RAVIKIRAN & 

VENUGOPAL, 2011; BRODIE, 2002). No Guia de Medicina Homeopática do Dr. Nilo 

Cairo, consta a seguinte descrição para Phytolacca decandra: "Seios endurecidos, 

dores nos seios durante as regras, mastite (um grande remédio), seios duros, 

inchados, dolorosos, tumores nos seios, bicos rachados e dolorosos", e no trecho 

final cita uma declaração de Dr. Copperthwaite, "Eu considero Phytolacca decandra 

o mais valioso agente local no tratamento de quase todas as formas de tumores 

mamários" (CAIRO; 1984). A tintura-mãe da Phytolocca é utilizada contra 

reumatismo crônico, conjuntivite regular, psoríase e doenças de pele (GHOSH et al., 

2013). O seu extrato é utilizado na medicina tradicional chinesa há séculos, no 

tratamento de tumores, edemas, bronquite e abcessos (DAS, et al., 2013).  

Estudos com saponinas isoladas do extrato da Phytolacca decandra 

demonstraram atividade citotóxica contra câncer de mama e de cólon (DAS et al., 

2012). Uma neolignana isolada das sementes da planta, também apresentou 

atividade citotóxica no câncer de cólon (JUNG et al., 2015). O extrato hidroalcóolico 

demonstrou atividade citotóxica contra carcinoma hepatocelular de mama e cólon 

(DAS et al., 2012). Efeitos antitumorais do extrato etanólico da Phytolacca decandra 

já foram demonstrados em estudos com câncer de pele (GHOSH et al., 2013) e 

adenocarcinoma de pulmão, nesse caso com um triterpenoide isolado do extrato 

(DAS et al., 2013; DAS et al., 2014), ambos por indução de apoptose.  

 A Phytolacca decandra dinamizada já foi estudada para búfalos e gado com 

resultados positivos em mastites (SEARCY et al., 1995; VARSHNEY & NARESH, 

2004). Outros estudos demonstraram atividade antiviral (anti-AIDS) além dos efeitos 

anticâncer (RAVIKIRAN & VENUGOPAL, 2011). 

Os mecanismos de ação dos medicamentos homeopáticos têm sido 

debatidos amplamente, por isso diferentes laboratórios de pesquisa sugerem os 

caminhos de ação desses medicamentos. Nos últimos anos, estudos experimentais 

com altas diluições demonstraram efeito imunomodulador de preparações 

homeopáticas (SATO et al., 2004; ZALLA, 2006; BONAMIN et al., 2012). Em 2007, 

Garritano definiu as matérias-primas de produtos homeopáticos como substâncias 
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imunomoduladoras que visam à recuperação do equilíbrio do sistema imunológico, 

além de garantir a proteção do indivíduo contra vários agentes infecciosos de 

diferentes origens (GARRITANO, 2007). Uma das hipóteses sugeridas para explicar 

os possíveis mecanismos de ação anticâncer dos remédios homeopáticos, inclui a 

sinalização célula a célula, que pode promover efeitos pró-apoptóticos e anti-

proliferativos (FRENKEL et al.,2010; BELL et al., 2014) por modulação bioquímica ou 

por alteração na expressão gênica (BISWAS et al., 2005; BHATTACHARJEE et al., 

2009; KHUDA-BUKHSH, 2012; BIGAGLI et al., 2014), como mostrado por Khuda-

Bukhsh e Mannes no câncer de pele e de cólon, respectivamente (KHUDA-BUKHSH 

et al., 2011; MANESS et al., 2013).  

 

2.3. Modelo animal e Células 4T1 

 

Os modelos animais simulam condições humanas de uma doença ou 

condição que pode ser induzida tanto geneticamente como de forma experimental, 

para avaliar diferentes aspectos da doença ou do comportamento geral do indivíduo 

(animal) que desenvolve a doença ou alteração genética/ambiental (KHUDA-

BUKHSH, 2009). Com o objetivo de identificar alvos terapêuticos, contribuir na 

compreensão dos mecanismos de desenvolvimento tumoral e avaliar a eficácia e 

segurança de agentes terapêuticos, modelos com camundongos para o estudo do 

câncer são amplamente utilizados (FANTOSI & CHRISTOFORI, 2006; SUNILA et 

al., 2007).  

Em homeopatia, os modelos animais são utilizados com o objetivo de elucidar 

características biológicas e o modo de ação das altas diluições nos organismos 

vivos. Diversos modelos animais são encontrados na literatura para demonstrar de 

forma adequada o princípio da similitude (BONAMIN, 2010; BONAMIN, 2015). Nesse 

contexto, modelos com camundongos são utilizados nos modelos experimentais por 

compartilhar características semelhantes aos humanos, com 85% de similaridade 

genômica (KHUDA-BUKHSH, 2009). As células de adenocarcinoma mamário 4T1 

são uma linhagem de células tumorais transplantáveis (PULASK & OSTRAND-

ROENBERG, 2000), isoladas de uma subpopulação de camundongos BALB/c que 

originou espontaneamente o tumor mamário (DUPRE et al., 2007). O tumor de 

células 4T1 é metastático e invasivo, podendo espontaneamente produzir 

metástases para diferentes locais como: linfonodos, fígado, pulmões, ossos e 
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cérebro; comportando-se de forma semelhante ao câncer de mama humano 

(PULASK & OSTRAND-ROENBERG, 2000; DUPRE et al., 2007).  

2.4. Marcadores Moleculares para prognóstico de evolução tumoral  

 

O perfil molecular, antes ou após a remoção do tumor, pode oferecer 

previsões mais precisas se haverá ou não metástases (CALDAS & APARICIO, 2002; 

FANTOZZI & CHRISTOFORI, 2006). Alguns marcadores são reconhecidos como 

fatores prognósticos, como os marcadores de proliferação celular, genes 

supressores de tumor e oncogenes (SILVA et al., 2002). Marcadores moleculares ou 

tumorais são substâncias presentes no tumor e no sangue, bem como em outros 

líquidos biológicos produzidos pelo tumor ou em resposta a ele, que podem ser 

localizados em cortes de tecido por técnicas de imunohistoquímica (EISENBERG & 

KOIFMAN, 2001).  

O gene p53 mutante é frequentemente encontrado em cânceres e está 

mutado em cerca de 50% dos tumores humanos, é proveniente de uma alteração 

com consequente perda de atividade do gene p53, um supressor de tumor que 

exerce função de guardião celular por reconhecer danos no DNA e controlar 

crescimento e morte celular (ALMEIDA et al., 2007, SILVA et al., 2002; ZUCCARI et 

al., 2008). 

O oncogene c-erbB-2 (Her-2/neu) está presente em cerca de um quarto dos 

tumores de mama e está relacionado com sobrevida. É uma proteína 

transmembrana que se autofosforila e ativa mecanismos de transdução de sinais, 

desencadeando resposta de divisão celular (SILVA et al., 2002, ZUCCARI et al., 

2008). Apresenta importância no tratamento de pacientes com câncer de mama, 

relacionando a expressão desse gene com a dose de quimioterápico que será 

utilizada (ALMEIDA et al., 2007) 

Mutações tanto no receptor para fator de crescimento (Her-2) como na 

proteína p53 fazem com que as células passem a se dividir sem restrições e de 

forma defeituosa, podendo levar à formação de tumores malignos como resultado da 

ativação de oncogenes e desativação dos genes supressores (ZUCCARI et al., 

2008).   

Outro marcador utilizado é a Caspase-3, protease fundamental para 

eliminação de células tumorais que é ativada mediante vários estímulos e 

desencadeia mecanismos de morte celular (ZUCCARI et al., 2008). A ativação da 
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caspase-3 pode ser via receptor da família TNF, via extrínseca, ou pela liberação de 

citocromo c pela mitocôndria (via intrínseca), mediada pela caspase-9, ambas as 

vias resultando em apoptose (PORTER, 2006).   

Assim, levando em consideração que o modelo de adenocarcinoma mamário 

de células 4T1 pode trazer informações importantes na compreensão dos 

mecanismos biológicos celulares e moleculares envolvidos no desenvolvimento do 

câncer de mama, o estudo dos efeitos das potências de Phytolacca decandra nesse 

modelo pode contribuir no estabelecimento de novas alternativas terapêuticas 

eficientes e de baixo custo para tumores potencialmente agressivos. 
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3. OBJETIVO 

 

Estudar os efeitos de preparações homeopáticas de Phytolacca decandra em 

diferentes potências no crescimento e metastatização de células de adenocarcinoma 

mamário 4T1. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Animais 

 

Foram utilizados camundongos fêmeas BALB/c adultos, randomizados para 

garantir a homogeneidade das amostras, pesando entre 25 e 30 gramas, fornecidos 

pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) da 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP). Todos os procedimentos realizados 

foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Paulista 

(Protocolo N° 283/15 CEP/ICS/UNIP, Anexo 1). 

Para este trabalho foram utilizados 20 animais divididos em 5 grupos com 4 

animais. O estudo foi realizado em cego, portanto cada grupo foi codificado. Os 

animais foram mantidos em microisoladores (Techniplast®), livres de germes, no 

biotério de Experimentação Animal do Centro de Pesquisas da UNIP (Campus 

Indianópolis), com água e ração autoclavadas ad libitum, temperatura e umidade 

controlados (20 ± 1°C e 55 - 65% URL) e com ciclo de luz de 12 horas. 

Os procedimentos realizados nos animais produziram mínimo desconforto, 

portanto não foi necessário nenhum tipo de analgesia. Os animais foram 

eutanasiados por deslocamento cervical e após verificar a morte por ausência de 

batimento cardíaco foram necropsiados para retirada de massa tumoral primária, 

baço e pulmões para posteriores análises histológicas. 

 

4.1.1. Peso dos animais 

 

A fim de verificar se o medicamento utilizado poderia afetar o estado geral dos 

animais, o peso dos camundongos de cada grupo foi determinado. Para isso, 

medidas do peso foram realizadas semanalmente em todos os animais de cada 

grupo a partir do dia do desafio com as células tumorais.  

 

4.1.2. Peso do baço 

 

A fim de se identificar possíveis diferenças do peso relativo do baço em cada 

situação experimental, o baço foi removido durante a necropsia para determinação 

do seu peso em balança analítica (OHAUS, São Bernardo do Campo, SP). Para o 
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cálculo do peso relativo, o peso do baço foi dividido pelo peso total do camundongo 

determinado no momento da eutanásia. Esta razão peso do baço/peso corporal foi 

utilizada para evitar que as oscilações de peso corporal mascarassem as alterações 

(GOMES et al., 2008). 

 

4.2. Tumor 

 

4.2.1. Cultura das células 4T1 

 

Células de adenocarcinoma mamário 4T1 foram cultivadas em meio completo 

composto de RPMI (Sigma, St Louis, MO) suplementado com 10% de soro bovino 

fetal e 1% de ciprofloxacina (Cultilab, Campinas, SP), em estufa a 37°C com 

atmosfera de 5% de CO2. O descolamento das células para posteriores ensaios foi 

realizado por breve exposição à tripsina (TrypLe – Invitrogen, Carlsbad, CA). 

 

4.2.2. Inoculação tumoral 

 

Os animais foram injetados na região subcutânea da mama esquerda 

inguinal, com 2 x 104 células de adenocarcinoma mamário 4T1, ressuspendidas em 

50 µl de PBS 1X.  

 

4.2.3. Crescimento tumoral 

 

O crescimento da massa tumoral foi medido em dias alternados com 

paquímetro digital Digimess®, comprimento x largura, a partir do quinto dia, após 

desafio tumoral até o momento da eutanásia em 21 dias (morte do primeiro animal).  

Para o cálculo do volume tumoral foi utilizada a fórmula: 

 

𝑉(𝑚𝑚3)  =  𝑑2 ∗ (
𝐷

2
) 

 

Onde d é o valor menor e D o valor maior das medidas de comprimento e 

largura realizadas diariamente (DUPRE et al., 2007).  
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4.2.4. Peso do Tumor 

 

Após 21 dias do desafio tumoral os animais foram eutanasiados e o tumor foi 

retirado durante a necropsia com cuidado para evitar perda do material, conforme o 

protocolo “Mouse 4T1 Breast tumor” (PULASKI & OSTRAND-ROSENBERG, 2000). 

Em seguida, o tumor foi pesado em balança analítica e transferido para tubo 

contendo paraformaldeido 10% para posteriores análises histológicas. 

 

4.3. Tratamento 

 

4.3.1. Escolha das potências 

 

  A escolha das potências na clínica médica, geralmente se baseia na 

experiência e na prática clínica (TEIXEIRA, 1995). Assim, para este trabalho foram 

utilizadas quatro potências selecionadas com base na literatura e experiência 

farmacêutica. A potência 6CH foi escolhida como potência abaixo do número de 

Avogadro (6,022 X 1023 mol-1), a 12CH como potência limite que se extrapola a 

constante de Avogadro, 30CH potência sugerida por Hahnemann como preferível 

em quase todos os casos (TEIXEIRA, 1995) e, 200CH potência utilizada nos 

protocolos de Banerji (BELL et al., 2014).  

 

4.3.2. Preparação das Dinamizações de Phytolacca decandra 

 

Foram utilizadas matrizes de Phytolacca decandra provenientes do 

Laboratório Schraiber do Brasil, nas potências 4CH, 11CH, 29CH e 199CH (lotes: 

2669124, 2669125, 2669126 e 2669127, respectivamente, todos com validade para 

fevereiro de 2019). 

As últimas dinamizações para as potências de estudo foram realizadas no 

laboratório da Universidade Paulista – Unip, utilizando o braço mecânico Autic®, de 

acordo com o procedimento estabelecido na Farmacopeia Homeopática Brasileira - 

FHB 3 (BRASIL, 2011), usando a escala Centesimal Hahnemaniana (CH). Como 

controle foi utilizado o veículo dinamizado (solução hidroalcóolica 30%), usando o 

mesmo procedimento determinado na Farmacopeia Homeopática Brasileira. 
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4.3.3. Administração dos medicamentos 

 

  Os animais foram tratados diariamente com Phytolacca decandra 6CH, 12CH, 

30CH, 200CH ou veículo, diluídos na água de bebida, em cego, do dia da inoculação 

com as células tumorais até eutanásia.  

  Para o tratamento da água de bebida foi utilizado 100 µL da potência 

respectiva ou veículo (controle) adicionados a 250 mL de água estéril (SANTANA et 

al., 2013).  

  Para o procedimento em cego, os frascos contendo cada uma das quatro (4) 

potências de Phytolacca decandra e o veículo, foram identificados aleatoriamente 

com as letras A, B, C, D e E, por funcionário do laboratório não envolvido em 

nenhuma etapa do processo experimental. Os códigos foram revelados após 

análises estatísticas.  

 

4.4. Análises histopatológicas (histometria) 

 

Após eutanásia dos animais, pulmões, baço e tumor foram retirados durante a 

necropsia e em seguida, fixados em paraformaldeído 10%. Os fragmentos dos 

tecidos foram submetidos aos procedimentos rotineiros de processamento 

histológico, emblocagem em parafina e microtomia, dispondo-se cortes teciduais de 

5 µm de espessura sobre lâminas histológicas e corados pelos métodos de 

hematoxilina-eosina e Tricrômico de Masson. As análises foram realizadas e 

fotografadas em fotomicroscópio NIKON E200 (Shinagawa, Tokyo, JP), acoplado à 

câmera NIKON Coolpix. Para as análises de imunohistoquímica, os blocos com os 

fragmentos foram enviados ao Laboratório de Apoio em Patologia Cirúrgica - APC 

Lab (Licença de funcionamento 355030890-864-013027-1-0) para processamento 

dos cortes no próprio laboratório conforme procedimento anexo (Anexo 2).   

 

4.4.1. Razão Polpa Branca/Polpa Vermelha 

 

  Para investigar possível atividade celular linfocitária, foi determinada a razão 

entre a polpa branca e a polpa vermelha. Para isto, fragmentos de baço foram 

corados com hematoxilina-eosina fotografadas em aumento de 10x. Análises foram 

realizadas no software Metamorph®, utilizando a ferramenta de contorno manual, 
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medindo separadamente as áreas selecionadas de polpa branca e polpa vermelha 

em pixels para o cálculo da razão.  

 

4.4.2. Hemorragia/Congestão 

 

Fragmentos de pulmão colhidos durante a necropsia foram corados com 

hematoxilina-eosina. Para determinar a ação das homeopatias em relação ao grau 

de hemorragia e congestão, as lâminas foram fotografadas e as imagens avaliadas 

no software Metamorph® utilizando a ferramenta para marcação de campos escuros 

(threshold), separando áreas avermelhadas das demais, de forma que somente os 

aglomerados de hemácias foram considerados na contagem (área medida em 

pixels).  

 

4.4.3. Fibrose 

 

  Para análise da fibrose, lâminas de pulmão foram avaliadas para identificar 

áreas de reparo caracterizadas pela presença de fibras colágenas por meio da 

coloração azul que assumem quando coradas com Tricrômico de Masson. As 

lâminas foram fotografadas em aumento de 40x e analisadas no software 

Metamorph® utilizando a ferramenta threshold, separando áreas marcadas em azul 

das demais (área medida em pixels), de forma que somente o colágeno foi 

considerado na análise.  

 

4.4.4. Vascularização 

 

  Para avaliar a vascularização das amostras de tumor, cortes corados com 

hematoxilina-eosina foram analisados para detecção da presença de células 

sanguíneas. As lâminas de tumor foram fotografadas em aumento de 40x e 

analisadas no software ImageJ® usando a ferramenta threshold, seguindo os 

mesmos critérios descritos em 4.4.2.   

 

4.4.5. Focos de metástase no pulmão 

 

  Lâminas de pulmão foram avaliadas em aumento de 40x em toda extensão do 
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corte, para avaliar presença de focos de metástase caracterizados por pequenos 

acúmulos de células tumorais no meio do tecido. A confirmação dos focos 

metastáticos foi realizada no aumento de 100x por imersão. Os fragmentos foram 

corados com hematoxilina-eosina e número de focos de metástase foram 

identificados e contados manualmente com auxílio do aplicativo “Manual Blood Cell 

Counter” da Apple Store ®. 

 

4.5. Imunohistoquímica 

 

  As lâminas de imunohistoquímica foram preparadas pelo Laboratório de Apoio 

em Patologia Cirúrgica - APC Lab e analisadas no Centro de Pesquisas da Unip. 

Após imunomarcação, de vinte (20) a trinta (30) fotografias foram realizadas de 

forma aleatória das lâminas utilizando o fotomicroscópio e câmera NIKON. Áreas 

com marcação inespecífica foram excluídas, evitando-se áreas de necrose. As 

marcações realizadas pelo Laboratório APC-Lab realizadas segundo protocolos já 

padronizados por eles (Anexo2) foram:  

 

 c-erbB-2: Anticorpo concentrado marca SPRING – clone: SP3, cód: M3034, 

diluição 1:200, recuperação pH Baixo. 

 p53 mutante: anticorpo Flex (pré-diluído) marca DAKO – clone: DO-7, cód: 

IR61661-2 já pré-diluído, recuperação pH Alto. 

 Caspase-3: anticorpo concentrado marca ABCAM – clone 31ª10671, cód: 13585, 

diluição 1:100, – recuperação pH Alto. 

 

  A metodologia para realização está descrita no procedimento POP – APC – 

005 apresentado em anexo (Anexo2). 

  Para análise das lâminas foi utilizado o software ImageJ® com diferentes 

parâmetros para cada marcador e caso, conforme descrito abaixo: 

 

4.5.1. Caspase-3 

 

  Toda extensão da lâmina foi avaliada em fotomicroscópio. Fotografias das 

áreas positivas para Caspase-3 foram analisadas no software ImageJ® utilizando a 

ferramenta threshold. As áreas marcadas em marrom foram avaliadas em pixels.  
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4.5.2. c-erbB-2 

 

  Toda extensão da lâmina foi avaliada em fotomicroscópio. Áreas positivas 

para c-erbB-2 foram fotografadas e as marcações contadas no software ImageJ® 

utilizando a ferramenta de contagem manual. O número de células marcadas por 

campo em unidades foi utilizado para as análises. 

 

4.5.3. p53 mutante 

 

  Toda extensão da lâmina foi avaliada em fotomicroscópio. Áreas positivas 

para p53 mutante foram avaliadas de dois modos para esse marcador: Intensidade 

de marcação e área de marcação pelo ImageJ® em pixels. 

  Na intensidade de marcação foi avaliada toda a extensão do corte, 

separado das áreas de necrose, que foram avaliadas separadamente, utilizando a 

ferramenta IHC toolbar do software ImageJ®. A ferramenta IHC toolbar foi 

desenvolvida para detectar coloração DAB e calibrada utilizando como marcador o 

p53 (SHU et al., 2010). A coloração identificada é transformada em tons de cinza de 

modo que se possa determinar a distribuição de intensidade da marcação. Para isso, 

o software gera um histograma com a quantidade de pixels da imagem distribuídos 

em uma escala de 0 a 255, onde zero é totalmente preto e 255 é totalmente branco. 

Foi utilizada para análise a média ponderada da intensidade tendo como peso essa 

escala, desconsiderando apenas os pixels marcados em branco total (o programa 

considera tudo que não é marcação DAB como branco).  

  Na área de marcação, os campos selecionados (padronizados por campos 

com maior marcação) foram analisados utilizado o software ImageJ® utilizando a 

ferramenta threshold. As áreas marcadas em marrom foram avaliadas em pixels.  

 

 

4.6. Análises estatísticas 

 

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade pelo teste de Shapiro-

Wilk. Conforme os resultados do teste de normalidade, as amostras classificadas 

como paramétricas foram submetidas ao teste ANOVA de uma ou duas vias ou ao 

teste de Kruskal-Wallis para os dados não paramétricos. Diferenças com valor de p ≤ 
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0,05 foram consideradas estatisticamente significantes. As análises e gráficos foram 

realizados com o auxílio do software GraphPad Prism ® versão 6,07.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Peso dos Camundongos 

 

Análises da variação de peso dos camundongos durante o tempo de 

tratamento demonstraram que animais tratados com Phytolacca decandra na 

potência 30CH perderam menos peso quando comparados aos animais do grupo 

controle (veículo dinamizado, Figura 1). Os outros grupos de tratamento (6CH, 12CH 

e 200CH) demonstraram uma tendência de redução de peso, porém não significante 

quando comparados com o grupo controle (Tabela 1). 

 

 

Figura 1. Influência das potências de Phytolacca decandra no peso dos animais após 
inoculação com células tumorais. Camundongos tratados com o controle (veículo dinamizado) ou 
com potencias de Phytolacca decandra (6CH, 12CH, 30CH ou 200CH) foram pesados semanalmente 
a partir do dia da inoculação com 2x10

4
 células de adenocarcinoma mamário 4T1 até o dia da 

eutanásia. Animais foram tratados logo após inoculação com as células tumorais. Pontos 
representam o valor médio das medidas do peso dos camundongos de cada grupo com o respectivo 
erro padrão. * p < 0,05, Anova duas vias. 
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Tabela 1. Variação do peso (g) dos camundongos por grupo em função do tempo. Média das 
medidas de peso e erro padrão de cada grupo: tratados com o veículo (controle) ou com potências de 
Phytolacca decandra (6CH, 12CH, 30CH ou 200CH) em relação ao tempo, após injeção de células 
tumorais (0, 7, 14 ou 21 dias após inoculação). Setas indicam variação da média do peso do grupo 
comparado com a média do dia do desafio tumoral. 

       Amostras 
 
Tempo 

Controle 6CH 12CH 30CH 200CH 

0 20.73 ± 0,00 20.31 ± 0,00 19.86 ± 0,00 20.74 ± 0,00 19.92 ± 0,00 

7 20.48 ± 0,24 20.12 ± 0,21 19.86 ± 0,09 21.24 ± 1,10 19.74 ± 0,17 

14 19.80 ± 0,36 20.08 ± 0,31 20.47 ± 0,11 21.37 ± 1,03 19.76 ± 0,27 

21 19.48 ± 0,98 ↓ 19.88 ± 0,46 ↓ 20.31 ± 0,16 ↑ 21.77 ± 1,26 ↑ 20.04 ± 0,24 ↑ 

 

 

5.2. Crescimento tumoral 

 

A evolução do crescimento tumoral foi determinada pelo valor médio das 

medidas do volume tumoral de cada grupo em função do tempo após desafio com as 

células tumorais (Figura 2). A comparação dos grupos tratados com o veículo 

dinamizado (controle) e com diferentes potências de Phytolacca decandra não 

revelou diferenças estatísticas, entretanto o tratamento com potência 30CH mostra 

tendência de retardo no início do crescimento tumoral e crescimento final quando 

comparado com os outros grupos. (Tabela 2).  
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Figura 2. Efeitos das potências de Phytolacca decandra em relação ao crescimento tumoral. 
Camundongos BALB/c foram inoculados com 2x10

4
 células de adenocarcinoma mamário 4T1 de 

forma subcutânea na mama inguinal esquerda. Animais foram tratados ad libitum com o veículo 
dinamizado (controle) ou com potências de Phytolacca decandra (6CH, 12CH, 30CH ou 200CH) do 
dia da inoculação até o dia da eutanásia. O crescimento foi determinado pelo acompanhamento do 
volume tumoral, realizado em dias alternados com paquímetro. Para o cálculo do volume tumoral 
foram consideradas as medidas de altura e largura. Figuras geométricas representam a média das 
medidas de volume tumoral por grupo com o erro padrão. Sem diferença estatística. Anova duas vias. 

 

Tabela 2. Crescimento do tumor em função do tempo. Medidas do volume tumoral em mm
3
 por 

grupo de tratamento (Phytolacca decandra 6CH, 12CH, 30CH e 200CH) e controle (veículo 
dinamizado). Tempo 0 corresponde ao dia de inoculação com células tumorais e tempo 20, um dia 
antes da eutanásia. Setas indicam comparação do grupo em relação ao controle. 

Tempo (dias) CONTROLE 6CH 12CH 30CH 200CH 

0 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 

6 3,65 1,375 0 0 2,2 

8 12,525 9,475 2,425 0 10,8 

11 38,55 25,125 18,375 6,825 48,875 

13 68,375 74,625 73,3 33 63,775 

15 149,875 132,025 166,575 62,1 180,8 

18 197,225 268,45 237,875 133,775 261,4 

20 403,425 427,5 ↑ 381,7 ↓ 211,85 ↓↓ 436,8 ↑ 
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5.3. Peso do tumor 

 

  Os tumores retirados durante necropsia foram pesados e a média dos valores 

do peso de cada grupo de tratamento comparada com o grupo controle (Figura 3 e 

Tabela 3). Os animais tratados com Phytolacca decandra 30CH apresentaram peso 

do tumor (g) significativamente menor quando comparado com o controle.  

 

 

Figura 3. Peso do tumor: Camundongos BALB/c inoculados com 2x10
4
 células de adenocarcinoma 

mamário 4T1 via subcutânea na mama inguinal esquerda foram tratados ad libitum com o veículo 
dinamizado (controle) ou com potências de Phytolacca decandra (6CH, 12CH, 30CH ou 200CH) a 
partir do dia da inoculação até o dia da eutanásia. Após eutanásia 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. * p < 0,05, Anova uma via. 

 

5.4. Peso relativo do Baço 

 

Os baços retirados durante necropsia foram pesados para determinação do 

peso relativo calculado levando em consideração o peso total do animal. A média 

das medidas do peso do baço relativo ao peso total de cada animal apresentou valor 

menor nos animais tratados com Phytolacca decandra 30CH, quando comparados 

com o grupo controle (Figura 4 e Tabela 3).  
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Figura 4. Medias dos valores do peso relativo do baço entre os grupos. Camundongos BALB/c 
foram inoculados com 2x10

4
 células de adenocarcinoma mamário 4T1 de forma subcutânea na mama 

inguinal esquerda. Animais foram tratados ad libitum com o veículo dinamizado (controle) ou com 
potências de Phytolacca decandra (6CH, 12CH, 30CH ou 200CH) do dia da inoculação até o dia da 
eutanásia. O baço dos animais foi retirado durante necropsia e pesados. Colunas representam a 
média dos valores relativos do peso do baço por grupo. Calculo do peso relativo: peso do baço/ peso 
total do animal no dia da eutanásia. * p < 0,05, Anova uma via. 

 

5.5. ANÁLISES HISTOPATOLÓGICAS 

 

5.5.1. Razão Polpa Branca e Polpa Vermelha 

 

Fotomicrografias das lâminas de baço foram analisadas pelo software 

Metamorph®, para determinação das áreas em pixels de polpa branca (PB) e polpa 

vermelha (PV) para posterior cálculo da razão PB/PV em cada grupo. Como 

demonstrado na Figura 5, animais tratados com a potência 200CH apresentaram 

média da razão Polpa branca e Polpa vermelha significativamente maior quando 

comparada s com a média de PB/PV do controle (Figura 5, Tabela 3).  
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Figura 5. Análises de baço: determinação de polpa branca e polpa vermelha. A: Fotomicrografias 
representativas de lâminas com fragmentos de baço representando áreas de Polpa Branca (PB) e 
Polpa Vermelha (PV) em camundongos BALB/c inoculados com 2x10

4
 células de adenocarcinoma 

mamário 4T1 e tratados ad libitum com o veículo dinamizado (controle) ou com potências de 
Phytolacca decandra (6CH, 12CH, 30CH ou 200CH), respectivamente do dia da inoculação até o dia 
da eutanásia. Lâminas preparadas com corte de baço, coradas com hematoxilina-eosina, foram 
fotografadas em aumento de 10x e analisadas no Metamorph® para cálculo da área de PB e PV em 
pixels. B: Média das razoes de polpa branca/polpa vermelha em cada grupo, determinado pela área 
em pixels. Colunas representam a média das razões PB/PV por grupo. * p = 0,0001 Anova uma via.  

 

5.5.2. Hemorragia/Congestão 

 

  Para determinação da área em pixels das regiões de hemorragia/congestão 

como indicadores de alterações na integridade do tecido pulmonar, fotomicrografias 

das lâminas de pulmão foram analisadas pelo software Metamorph®, utilizando a 

ferramenta threshold (Figura 6). Resultados obtidos das análises das áreas de 
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hemorragia/congestão entre os grupos mostraram que animais tratados com as 

potências 12CH e 200CH apresentaram área de hemorragia/congestão 

significativamente menor quando comparados aos animais do grupo controle (Figura 

6, Tabela 3).  

 

   

Figura 6. Análises de pulmao: determinação de áreas de hemorragia/congestão. A: 
Fotomicrografias representativas de cortes de pulmão representando áreas de congestão e/ou 
hemorragia (setas) em pixels, em camundongos BALB/c inoculados com 2x10

4
 células de 

adenocarcinoma mamário 4T1 e tratados ad libitum com o veículo dinamizado (controle) ou com 
potências de Phytolacca decandra (6CH, 12CH, 30CH ou 200CH), respectivamente do dia da 
inoculação até o dia da eutanásia. Lâminas de pulmão coradas com hematoxilina-eosina foram 
fotografadas em aumento de 40x e as imagens analisadas no Metamorph

®
. B: Gráfico 

correspondente às medidas das áreas de hemorragia/congestão em pixels. Colunas representam 
valor médio das medidas das áreas de hemorragia/congestão em pixels em cada grupo de 
tratamento. * p < 0,05 e p < 0,001, Anova uma via.  
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5.5.3. Vascularização 

 

Vascularização em fotomicrografias de lâminas de tumor foram analisadas 

pelo software ImageJ® para determinação das áreas de vaso, pela presença de 

hemácias (Figura 7) nos grupos tratados com controle (veículo dinamizado) ou com 

potências de Phytolacca decandra (6CH, 12CH, 30CH ou 200CH). Análises das 

áreas de vascularização em pixels de cada grupo demonstraram que animais 

tratados com as potências 12CH e 30CH apresentaram menor área quando 

comparados com o controle. Em contraste, animais tratados com a potência 6CH, 

quando comparados aos animais do grupo controle apresentaram maior área de 

vascularização (Figura 7 e Tabela 3).  

 

5.5.4. Fibrose no pulmão. 

 

Fotomicrografias de lâminas de pulmão (Figura 8) coradas com Tricrômico de 

Masson foram analisadas pelo software Metamorph® para determinação da área em 

pixels de fibrose nos grupos tratados com controle (veículo dinamizado) ou com 

Phytolacca decandra nas potências 6CH, 12CH, 30CH ou 200CH. Análises dos 

dados obtidos demonstram que animais tratados com a potência 12CH 

apresentaram menor área de fibrose quando comparados com o controle (Figura 8, 

Tabela 3).  
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Figura 7. Áreas de vascularização presentes no microambiente tumoral. A: Fotomicrografias 
representativas de cortes de tumor mostrando a presença de vasos (setas) em laminas contendo 
tumores de camundongos BALB/c inoculados com 2x10

4
 células de adenocarcinoma mamário 4T1 e 

tratados ad libitum com o veículo dinamizado (controle) ou com potências de Phytolacca decandra 
(6CH, 12CH, 30CH ou 200CH), respectivamente do dia da inoculação até o dia da eutanásia. 
Lâminas foram coradas com hematoxilina-eosina, fotografadas em aumento de 40x e as imagens 
analisadas no Metamorph

®
. B: Colunas no gráfico representam o valor médio das áreas de 

vascularização em pixels em cada grupo de tratamento. * p < 0,05 e **p < 0,001, Anova uma via. 
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Figura 8. Análises de pulmão: determinação de áreas de fibrose. A: Fotomicrografias 
representativas de cortes de pulmão representando áreas de fibrose (setas) em pixels, em 
camundongos BALB/c inoculados com 2x10

4
 células de adenocarcinoma mamário 4T1 e tratados ad 

libitum com o veículo dinamizado (controle) ou com potências de Phytolacca decandra (6CH, 12CH, 
30CH ou 200CH), respectivamente do dia da inoculação até o dia da eutanásia. Lâminas de pulmão 
coradas com hematoxilina-eosina foram fotografadas em aumento de 40x e as imagens analisadas no 
Metamorph

®
. B: Gráfico correspondente às medidas das áreas de fibrose em pixels. Colunas 

representam valor médio das medidas das áreas de fibrose em pixels em cada grupo de tratamento. * 
p < 0,05. Kruskall Wallis. 

 

 

 



37 

5.5.5. Focos de metástase no pulmão 

 

Para avaliação de focos de metástases, lâminas de cortes de pulmão foram 

avaliadas em aumento de 40x diretamente no microscópio. Para verificar que eram 

realmente áreas de metástase, as áreas com células indiferenciadas foram 

confirmadas em aumento de 100x por imersão (Figura 9). A contagem foi feita 

utilizando o aplicativo “Manual Blood Cell Counter” da Apple Store®. Análises do 

número de focos de metástases no pulmão não mostraram diferenças estatísticas 

entre os grupos analisados apesar de demonstrar uma tendência de redução nos 

grupos tratados com as potências 12CH e 30CH (Figura 9 e Tabela 3).  

 

 

Figura 9. Identificação de focos de metástases no pulmão. A, Fotomicrografia representativa de 
foco metastático em corte de pulmão (seta), em aumento de 40X.B. Gráfico representando o número 
de focos mestasticos no pulmão em camundongos BALB/c inoculados com 2x10

4
 células de 

adenocarcinoma mamário 4T1 de forma subcutânea na mama inguinal esquerda, tratados ad libitum 
com o veículo dinamizado (controle) ou com potências de Phytolacca decandra (6CH, 12CH, 30CH, 
200CH) do dia da inoculação até o dia da eutanásia. O pulmão foi retirado durante necropsia e 
lâminas de cortes de pulmão foram coradas com hematoxilina eosina e analisadas em 
fotomicroscópio em aumento de 40x. Focos de metástase foram contados utilizando o aplicativo 
“Manual BloodCellCounter” da Apple Store

®
. Colunas representam valor médio do número de focos 

metastáticos pulmonares em cada grupo de tratamento por unidades contadas. Sem diferenças 
estatísticas entre os grupos, Anova uma via. 

 

5.6. Imunohistoquímica 

 

5.6.1. Caspase-3 

 

Fotomicrografias de lâminas de cortes tumorais coradas para o marcador 

caspase-3 (Figura 10) foram analisadas pelo software ImageJ®. Análises das áreas 

em pixels das regiões positivas dos animais tratados com a potência 6CH revelaram 

aumento significativo do marcador caspase-3 quando comparado com o grupo 
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controle. Em contraste, animais tratados com a potência 12CH apresentaram uma 

área menor de marcação em relação ao controle (Figura 10, Tabela 3).  

 

5.6.2. c-erbB-2 

 

Fotomicrografias de lâminas de tumor positivas para o marcador c-erbB-2 

(Figura 11) foram analisadas pelo software ImageJ® para determinar o número de 

marcações das regiões coradas nos grupos avaliados. Análises dos resultados 

obtidos demonstram que animais tratados com a potência 12CH apresentam maior 

número de células positivas quando comparados com os animais do grupo controle 

(Figura 11 e Tabela 3).  

 

 

5.6.3. p53 mutante  

 

Fotomicrografias das lâminas de cortes de tumor positivas para o marcador 

p53 (Figuras 12) foram analisadas pelo software ImageJ®, utilizando a ferramenta 

IHC Toolbar para avaliar a intensidade das marcações e o threshold para avaliar as 

áreas marcadas. Análise das áreas em pixels das regiões positivas dos grupos 

tratados com Phytolacca decandra nas potências 6CH, 12CH, 30CH e 200CH, 

quando comparadas com o grupo controle (veículo dinamizado) não apresentaram 

diferenças significativas da marcação de p53 mutante em relação à área marcada 

(Figura 12). Entretanto, nas análises da intensidade da marcação do p53 mutante, 

animais tratados com a potência 6CH apresentaram maior intensidade (coloração 

mais intensa, no gráfico mais próximo ao 0) em relação aos animais do grupo 

controle (Figura 13).  
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Figura 10. Avaliação da expressão de caspase-3 nas células presentes no microambiente 
tumoral. A:. fotomicrografias representativas de lâminas de cortes de tumor. Áreas em marrom 
positivas para caspase-3 em aumento 40X. Laminas correspondentes a cortes de tumor em 
camundongos BALB/c inoculados com 2x10

4
 células de adenocarcinoma mamário 4T1 de forma 

subcutânea na mama inguinal esquerda e tratados ad libitum com veículo dinamizado (controle) ou 
com potências de Phytolacca decandra (6CH, 12CH, 30CH ou 200CH), do dia da inoculação até o dia 
da eutanásia. Lâminas de cortes do tumor foram submetidas a ensaios imunohistoquímicos para 
marcação de caspase-3 e analisadas no software ImageJ

®
 para determinação das áreas positivas 

para o marcador. B: Colunas representam o valor médio das áreas em pixels positivas para a 
marcação de caspase-3 por grupo de tratamento. * p < 0,05 e *** p < 0,001, Anova uma via. 
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Figura 11. Avaliação da expressão de c-erB2 na membrana das células presentes no 
microambiente tumoral. A: fotomicrografias representativas de lâminas de cortes de tumor. Áreas 
em marrom positivas para c-erB2 em aumento 40X. Laminas correspondentes a cortes de tumor em 
camundongos BALB/c inoculados com 2x10

4
 células de adenocarcinoma mamário 4T1 de forma 

subcutânea na mama inguinal esquerda e tratados ad libitum com veículo dinamizado (controle) ou 
com potências de Phytolacca decandra (6CH, 12CH, 30CH ou 200CH), do dia da inoculação até o dia 
da eutanásia. Lâminas de cortes do tumor foram submetidas a ensaios imunohistoquímicos para 
marcação de c-erB2 e analisadas no software ImageJ

®
 para determinação das áreas positivas para o 

marcador. B: Colunas representam o valor médio do número de células positivas para c-erB2 por 
grupo de tratamento. ** p < 0,001, Anova uma via. 
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Figura 12. Avaliação da expressão de p53 mutante nas células presentes no microambiente 
tumoral. A: fotomicrografias representativas de lâminas de cortes de tumor com áreas em marrom 
positivas para p53 mutante em aumento 40X. Lâminas correspondentes a cortes de tumor de 
camundongos BALB/c inoculados com 2x10

4
 células de adenocarcinoma mamário 4T1 de forma 

subcutânea na mama inguinal esquerda e tratados ad libitum com o veículo dinamizado (controle) ou 
com potências de Phytolacca decandra (6CH, 12CH, 30CH ou 200CH), do dia da inoculação até o dia 
da eutanásia. Lâminas de cortes do tumor foram submetidas a ensaios imunohistoquímicos para 
marcação de p53 mutante e analisadas no software ImageJ

®
- treshold para determinação das áreas 

positivas para o marcador. B: Colunas representam o valor médio das áreas marcadas em pixels por 
grupo de tratamento. Sem diferença estatisticamente significante nos grupos analisados. Anova uma 
via. 
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Figura 13. Intensidade de expressão de p53 nas células presentes no microambiente tumoral. 
Camundongos BALB/c inoculados com 2x10

4
 células de adenocarcinoma mamário 4T1 de forma 

subcutânea na mama inguinal esquerda e tratados ad libitum com o veículo dinamizado (controle) ou 
com potências de Phytolacca decandra (6CH, 12CH, 30CH ou 200CH), respectivamente do dia da 
inoculação até o dia da eutanásia. Lâminas de cortes do tumor foram submetidas à marcação para 
p53 mutante e após reação de imunohistoquímica áreas positivas foram analisadas no software 
ImageJ - IHC toolbar para determinação da intensidade da marcação. As marcações coradas com 
DAB são convertidas automaticamente pelo software em tons de cinza e a média ponderada da 
intensidade das marcações calculada em uma escala de 0 a 255, onde 0 é totalmente preto e 255 é 
branco (As estruturas não coradas por DAB são consideradas como branco pelo software). Colunas 
representam o valor médio da intensidade do marcador p53 em pixels por grupo de tratamento. * p < 
0,05. Anova uma via. 
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Para melhor visualização do conjunto de resultados apresentados no presente 

trabalho, a Tabela 3 resume os dados obtidos em cada uma das avaliações 

realizadas no trabalho. 

Tabela 3. Efeitos das potências de Phytolacca decandra no desenvolvimento do 
adenocarcinoma mamário. Médias e erro padrão dos resultados dos ensaios realizados em animais 
inoculados com células de adenocarcinoma mamário, tratados ad libitum na água de bebida com o 
veículo dinamizado (controle) ou com Phytolacca decandra nas potências 6CH, 12CH, 30CH ou 
200CH. Análises p53 mutante em relação à quantidade de marcação (QM) e intensidade da 
marcação (IM). * p < 0,05, ** p < 0,001. Anova. Setas indicam tendências em relação ao grupo 
controle,  g = peso em gramas, p = área em pixels, u = unidades contadas, c = intensidade de 
marcação em escala de cinza (0 preto - 255 branco). 

Marcador Controle 6CH 12CH 30CH 200CH 

Peso tumor (g) 
0,541 ± 0,048 0,351 ± 0,098 

↓↓ 

0,340 ± 0,051 

↓↓ 

0,273 ± 0,087 * 

↓↓↓ 

0,590 ± 0,061 

↑ 

Peso relativo 

baço (g) 

0,312 ± 0,032 

 

0,326 ± 0,067 

= 

0,215 ± 0,018 

↓ 

0,159 ± 0,038 * 

↓↓ 

0,265 ± 0,015 

↓ 

Razão PB/PV 
9,514 ± 1,163 

 

14,250 ± 3,373 

↑↑ 

10,290 ± 1,323 

↑ 

8,404 ± 1,323 

↓ 

34,05 ± 8,774 *** 

↑↑↑ 

Congestão / 

Hemorragia (p) 

25,73 ± 3,754 

 

19,86 ± 1,849 

↓↓ 

15,07 ± 3,217 * 

↓↓↓ 

18,24 ± 1,605 

↓↓ 

12,69 ± 0,710 ** 

↓↓↓ 

Vascularização 

(p) 

3349 ± 378,2 

 

5932 ± 530,3 ** 

↑↑↑ 

1297 ± 262,5 * 

↓↓↓ 

1092 ± 294 * 

↓↓↓ 

1754 ± 881,6 

↓↓↓ 

Focos 

Metástase (u) 

12 ± 1,225 

 

10,75 ± 4,87 

↓ 

6,25 ± 1,974 

↓↓ 

5,75 ± 1,031 

↓↓ 

9,25 ± 2,626 

↓ 

Fibrose (p) 
4330 ± 131,4 

 

4789 ± 181 

↑ 

3820 ± 89,66 * 

↓ 

4754 ± 164,8 

↑ 

4805 ± 199,9 

↑ 

Caspase-3 (p) 
2338 ± 170,3 

 

3899 ± 528,4 *** 

↑↑ 

1375 ± 148,8,3 * 

↓↓ 

1678 ± 184,1 

↓ 

2343 ± 183,2 

= 

c-Herb-2 (u) 
4,523 ± 1,655 

 

8,108 ± 2,677 

↑↑ 

13,98 ± 1,247 ** 

↑↑↑ 

7,844 ± 2,057 

↑↑ 

7,179 ± 2,361 

↑↑ 

p53 IM (c) 
129 ± 0,588 

 

112,2 ± 8,451 * 

↑↑ 

125,2 ± 1,467 

= 

120,5 ± 3,385 

↑ 

128,3 ± 1,550 

= 

p53 QM (p) 
115,6 ± 24,13 

 

368,4 ± 67,18 

↑↑ 

332,2 ± 36,71 

↑↑ 

114,1 ± 19,5 

= 

292,4 ± 24,56 

↑ 
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6. DISCUSSÃO  

 

O uso de terapias alternativas e complementares, como a homeopatia, está 

em crescimento (SAGHATCHIAN et al., 2014), porém apesar de bem difundida, 

ainda se questiona o valor dessa prática (PATTERSON, 2002). A elucidação de 

mecanismos moleculares envolvidos nos processos tumorais é o maior foco dos 

pesquisadores em câncer (FANTOZZI & CHRISTOFORI, 2006). Por isso, vários 

modelos de estudo utilizando medicamentos homeopáticos estão sendo 

desenvolvidos para contribuir na discussão sobre a eficácia desses medicamentos 

no tratamento de doenças específicas (RAMACHANDRAN et al.,2007).  

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que camundongos 

com tumor de mama e tratados com potências de Phytolacca decandra exibem 

diversos tipos de repostas em cada parâmetro analisado. Assim, o tratamento com a 

potência 30CH apresentou retardo tanto no início do crescimento como no volume e 

peso do tumor quando comparado com o controle (Figura 2 e 3).  

Considerando que o baço atua como filtro para patógenos e antígenos 

sanguíneos, sabe-se que funções imunes e hematopoiéticas têm sido reveladas no 

baço de camundongos (BRONTE & PITTET, 2013). Assim, a esplenomegalia 

(aumento do tamanho do baço) 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; RAMACHANDRAN et al., 2007). Resultados obtidos aqui mostram que 

animais tratados com a potência 30CH apresentaram menor tamanho do baço 

(Figura 4). Uma possível hipótese deste resultado seria que esse controle 

imunológico ficou restrito aos linfonodos, órgão linfoide secundário que favorece o 

início da resposta imune adaptativa (ABBAS, 2011) também denominado de 

linfonodo sentinela e primeiro a receber a drenagem linfática tumoral (QUADROS & 

GEBRIM, 2007), não sendo disparada a resposta sistêmica nos animais tratados 

com o 30CH.  

  A função principal da polpa vermelha é filtrar o sangue e reciclar o ferro de 

células vermelhas envelhecidas. A polpa branca é estruturalmente similar ao 

linfonodo, pois contém células T e B permitindo a geração de antígenos específicos 

e resposta imune que protege o organismo. O baço é o local onde respostas 
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imunitárias sistêmicas contra o que é prejudicial ao hospedeiro podem ser reguladas 

(BRONTE & PITTET, 2013). O aumento da razão entre polpa branca e polpa 

vermelha nos camundongos tratados com a potência 200CH, sugere maior atividade 

linfoide sistêmica nesse grupo, que pode estar relacionada à resposta tumoral a 

antígenos solúveis. Entretanto, diferente do esperado nas avaliações do crescimento 

tumoral e peso relativo do baço essa potência não apresentou diferenças em relação 

ao controle.  

Os camundongos tratados com a potência 12CH e 200CH apresentaram 

redução na hemorragia/congestão no pulmão (Figura 6) e o grupo 12CH apresentou 

também menor fibrose (Figura 8). As áreas de fibrose estão relacionadas com área 

de cicatrização, sendo esperado que o grupo tratado com a 12CH tenha menor 

fibrose por ter menor lesão, verificada por área de hemorragia/congestão. Não foi 

possível verificar essa relação fibrose/hemorragia no grupo tratado com a potência 

200CH. Quanto aos focos de metástase, que também poderiam auxiliar na 

correlação desses resultados nas lâminas de pulmão, todos os grupos apresentaram 

menor quantidade de focos que o controle, porém não foi estatisticamente 

significante, provavelmente por ser uma amostra pequena característica de um teste 

piloto (utilizado os 3Rs no trabalho - reduction, replacement and refinement; 

conforme o Guia Brasileira de Boas Práticas para Eutanásia em Animais do 

Conselho Federal de Medicina Veterinária). Há uma tendência interessante a menor 

metástase nos grupos tratados com 12CH e 30CH de quase metade do valor de 

focos encontrado que no grupo controle (tabela 3).  

Para manter o crescimento e persistência de tumores sólidos primários a 

vascularização é uma adaptação fundamental no tecido tumoral para garantir a 

nutrição das células. Sua presença está correlacionada a um mau prognóstico e 

maior risco de formação de metástases em vários tipos de câncer, incluindo o de 

mama (FANTOZZI & CHRISTOFORI, 2006). Neste trabalho, foi analisada a 

vascularização considerando a presença de hemácias nas lâminas de tumor. 

Resultados apresentados na Figura 7 demonstraram menor vascularização nos 

animais tratados com as potências 12CH e 30CH. O tratamento com a potência 6CH 

apresentou maior vascularização quando comparado com o grupo controle, e 

também expressão estatisticamente significante maior de caspase-3. As caspases 

são proteases, que participam da cascata de sinalização de morte celular e são as 

principais efetoras do processo de apoptose (MARTI et al., 2000, ZUCCARI et al., 
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2008). Apesar do resultado da vascularização sugerir que esse tumor está em 

atividade de replicação, a presença de alta expressão de caspase-3 nesse grupo 

sugere que as células estão em processo de morte celular, o que justifica o peso do 

tumor do grupo 6CH ser menor do que o controle.   

A caspase-3 vem sendo foco de estudos relacionados ao mecanismo de 

morte celular, uma vez que é ativada em resposta a vários estímulos como drogas 

quimioterápicas. A marcação de caspase-3 pode ser utilizada no controle da 

resposta aos tratamentos quimioterápicos, quanto a possível resistência da droga e 

a diminuição de sua expressão indica um mecanismo importante de sobrevivência 

da célula tumoral em pacientes com câncer de mama (ZUCCARI et al., 2008). Neste 

modelo de estudo, essa expressão foi variável entre os grupos, sendo encontrada 

em maior ou menor concentração de acordo com a potência de tratamento, 

conforme pode ser verificado na Tabela 3. O aumento da expressão de caspase-3 já 

foi verificado em trabalho com Viscum álbum em tratamento com baixa diluição 

(CARVALHO, 2015). Comparando com o controle, há uma maior expressão de 

caspase-3 no grupo tratado com a potência 6CH e menor expressão no grupo 

tratado com a 12CH.  

Com o intuito de melhor caracterizar a ação das dinamizações de Phytolacca 

decandra aqui testadas, além da análise de caspase-3, as lâminas do tumor foram 

submetidas a outras análises de imunohistoquímicas com os marcadores: c-erbB-2 e 

p53 mutante. A identificação de marcadores pode auxiliar a predizer o 

comportamento de tumores e seu prognóstico (EISENBERG & KOIFMAN, 2001) 

sendo que os marcadores c-erbB-2 e o p53 mutante estão entre os principais 

marcadores tumorais utilizados no câncer de mama e podem dar indícios de 

prognóstico da doença (EISENBERG & KOIFMAN, 2001, ALMEIDA et al., 2007).  

O oncogene c-erbB-2, também denominado Her-2 ou oncogene neu, é um 

marcador de membrana que aparece aumentado em cerca de 20 a 40% dos 

tumores de mama, e está associado com pior prognóstico e falta de resposta a 

determinadas drogas antitumorais alterando a quimiossensibilidade do tumor à 

quimioterapia citotóxica (SILVA et al., 2002, ALMEIDA et al., 2007, ZUCCARI et al., 

2008).  Esse mau prognóstico é devido ao aumento da atividade metastática 

encontrada nos tumores que expressam esse marcador, e diminuição da sobrevida 

do paciente (EISENBERG & KOIFMAN, 2001, ALMEIDA et al., 2007). Todos os 

grupos tratados com Phytolacca decandra tiveram maior expressão de c-erbB-2 do 
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que o grupo controle, e o aumento no grupo tratado com 12CH foi estatisticamente 

significante. Como esse aumento não se relacionou ao aumento do tamanho do 

tumor, provavelmente está relacionado com a característica patogenética do 

medicamento homeopático. Se confirmada por outros estudos essa característica do 

tratamento com a potência 12CH, ela pode ser uma estratégia como medicamento 

adjuvante na terapia monoclonal.  

 O gene supressor de tumor p53 tem potente atividade supressora tumoral e 

é amplamente aceito como alvo molecular (ZILFOU & LOWE, 2009). Esse agente 

desempenha um importante papel no controle do ciclo celular e previne o 

aparecimento do câncer. Em células que já sofreram a injúria no DNA, o p53 

bloqueia a divisão celular para permitir o reparo e, quando o reparo não funciona, 

dispara a cascata do processo de apoptose. Esse gene regulador tem meia vida 

curta e normalmente não é visualizado em marcações imunohistoquímicas 

(EISENBERG & KOIFMAN, 2001, ALMEIDA et al., 2007, ZUCCCARI et al., 2008). 

Uma mutação do gene p53 causa a perda dessa proteção celular, desestabiliza o 

genoma e permite a produção de uma proteína p53 defeituosa que se acumula na 

célula e é eliminada mais vagarosamente, permitindo sua detecção pela técnica da 

imunohistoquímica (ZUCCARI et al., 2008). Vários investigadores estão sugerindo 

valores prognósticos para expressão aumentada de p53 em humanos, entretanto os 

resultados são conflitantes e é difícil comparar os resultados obtidos pela grande 

variedade de metodologias utilizadas (EISENBERG & KOIFMAN, 2001).  O padrão 

de marcação para p53 é nuclear e sua expressão pode ser avaliada em relação à 

intensidade da coloração e à proporção de células coradas (ZUCCARI et al., 2008). 

Com base nessas informações, foram analisados tanto a intensidade como a área 

de marcação do p53. Foi encontrado um aumento do p53 no grupo 6CH quando 

avaliada a intensidade de marcação, e não foi verificada diferença estatística entre 

os grupos quando avaliada áreas de marcações.  

Apesar de alguns estudos relacionarem a existência de uma associação 

entre a amplificação do oncogene c-erbB-2 e o acúmulo da proteína p53 no pior 

prognóstico (EISENBERG & KOIFMAN, 2001, ZUCCARI et al., 2008), não foi 

possível verificar essa relação com os resultados clínicos obtidos, sugerindo que os 

medicamentos homeopáticos estão atuando por outra via.  

Ao fazer uma conjectura sobre os resultados obtidos, ao extrapolarmos os 

resultados para a prática clínica e considerando que as pesquisas com 
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medicamentos homeopáticos são translacionais, podemos considerar que estudos 

como esse podem ser interessantes para elaboração de um programa preventivo ou 

de tratamento conjunto com outras terapias, principalmente se considerarmos as 

características gerais do medicamento homeopático, de baixo custo, sem risco de 

intoxicação e melhoria da qualidade de vida já vistos em outros estudos.  
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7. CONCLUSÃO 

 

Estes resultados demonstram que diferentes diluições do mesmo 

medicamento possuem ações não lineares, ao contrário da crença popular de que o 

medicamento mais alto é mais forte, e informação importante do ponto de vista da 

prática clínica. Foi constatado que o tratamento com a potência 30CH apresentou o 

melhor desfecho, tendo um retardo no crescimento do tumor e também menor tumor 

após necropsia, os animais tiveram um aumento de peso, importante quando se 

avalia qualidade de vida do paciente com câncer, menor vascularização, menor 

número de focos de metástase no pulmão e menor peso relativo do baço, sugerindo 

que o tumor desse grupo de tratamento ficou mais restrito que os demais grupos.  

Trata-se de um estudo piloto que permite a definição inédita de dois 

parâmetros importantes a serem considerados: a) a melhor potência homeopática 

para obtenção de melhor desfecho clínico = 30CH e, b) a possibilidade de se usar 

potências baixas 6 e 12CH como pré-tratamento para potencializar a eficiência de 

tratamentos tradicionais com anti-Her2 em pacientes com câncer de mama. 
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Anexo 1. Certificado comitê de ética 
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Anexo 2. Protocolos para macacões para imunohistoquimica, Laboratório APC 

 

Título  

IMUNOHISTOQUÍMICA 

Código 

POP – APC -005 

Página 

1 de  

 

IMUNOHISTOQUÍMICA 

 

REAGENTES 

Os reagentes são armazenados em local apropriado e conforme as especificações técnicas 

e compatibilidade química. 

 

Água deionizada 

Álcool 100% 

Anticorpos primários monoclonais ou policlonais (conforme bulas) 

Hematoxilina de Harris – Queel 

Kit ENVISION FLEX da DAKO  

Xilol 

Meio de Montagem - Coversleeper 

 

EQUIPAMENTOS 

 

PT LINK – marca: DAKO 

COVERSLEEPER – marca: DAKO 
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REAÇÃO IMUNO- HISTOQUÍMICA – PROCEDIMENTO PASSO A PASSO 

Cortes 

▪ Os blocos foram entregues à área de histotécnica após a triagem (identificação), e colocados no 

freezer para gelar; 

▪ Após resfriamento do bloco, foram realizados cortes de 2 micras em micrótomo manual; 

▪ Os cortes foram colocados em banho-maria à +/-65°C e “pescados” nas lâminas já identificadas 

com o número do caso; 

▪ Essas lâminas foram colocadas em estufa à 60°C por 40 minutos para o início da 

desparafinização. 

 

Preparação 

Período noturno: 

▪ As lâminas foram colocadas em berços de coloração devidamente numeradas para 

serem distribuídas nos tanques dos ptLink (equipamento em comodato DAKO) e de acordo 

com o PH determinado. 

▪  Fecharam-se os ptLink, fez-se a programação na tela do Menu de cada 

equipamento, verificou-se horário, dia da semana, temperatura e programação de início do 

processo. 

▪  Finalmente foi verificado se o NO-BREAK estava ativo corretamente, a fim de 

garantirmos o início do processo no período da manhã. 

 

Processo da imunohistoquímica - Período da manhã 

 

▪ O processo de desparafinização e re-hidratação das lâminas ocorrem nas máquinas 

ptLink com água deionizada e soluções prontas de ph baixo e ph alto que atingirão uma 

temperatura de aprox. 180ºC num período de 72 minutos a partir das 4:00AM em soluções 

de phs ALTO e BAIXO. 
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▪ A continuidade do processo se dá com uso de todo o kit Envision Flex da Dako para a 

realização da reação imunohistoquímica, juntamente com uso de anticorpos concentrados (a 

serem diluídos) e flex (já diluídos) de acordo com seus respectivos ph’s. 

Vide protocolo resumido do uso do Kit Envision Flex, conforme figura abaixo: 

 

Abaixo segue também a descrição detalhada do processo resumido na figura 1: 

 Abrir as tampas do PT LINK e deixar esfriar por 30 minutos para que não haja choque 

térmico nas lâminas. 

▪ Retirar os carrinhos do PTLINK; 

▪ Mergulhar 10 vezes em solução tampão e deixar descansar por 5 minutos. 

▪ Trocar o tampão, repetir o procedimento e deixar mais 5 minutos em descanso; 

▪ Retirar os carrinhos com as lâminas da solução, tirar dos carrinhos uma a uma, secar nos 

arredores do fragmento com campo cirúrgico, fazer um círculo com a caneta hidrofóbica 

DAKO PEN ao redor do fragmento delimitando-o, e distribuir as mesmas nas caixas acrílicas 

lado a lado. Em seguida pipeta-se 100ul de peroxidaseblock e deixar por 5 minutos em 

descanso; 

▪ Em seguida lavar com solução tampão (WASH) as lâminas e deixar também por 5 minutos 

em descanso; 

▪ Retirar o excesso de solução tampão, levantando uma lâmina por vez, devolver na caixa 

novamente para pipetar o anticorpo primário já diluído, conforme designado nas lâminas 

previamente etiquetadas. O processo de incubação os anticorpos devem seguir as 

instruções abaixo: 
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INCUBAÇÃO COM ANTICORPO PRIMÁRIO 

✓ Utilizamos anticorpos que já vem pré-diluídos (FLEX). 

✓ Enxugaram-se as lâminas que estavam na água deionizada com campo cirúrgico ou papel 

toalha, tomando o cuidado de não estragar fragmento. 

✓ Delimitou-se a área do corte com caneta Dako Pen. 

✓ Pingou-se 100µl do anticorpo primário em cima do corte. 

✓ Colocaram as lâminas dentro de uma caixa de acrílico ou recipiente plástico, e incubamos 

por 30 minutos em temperatura ambiente.  

✓ Lavamos com tampão Dako na própria cuba, utilizando pissete. 

 

▪ Após a reação com os anticorpos primários, lavar novamente as lâminas nas caixas acrílicas 

com solução tampão (WASH) e deixar novamente em solução tampão por 5 minutos; 

▪ Retirar o tampão levantando as lâminas, levantando uma lâmina por vez, devolver na caixa 

novamente e pipetar o polímero HRP e deixar incubar por 20 minutos; 

▪ Após, entrar novamente em processo de lavagem com a solução tampão por 2 vezes e 

descansar de 5 minutos em cada etapa; 

▪ No caso de anticorpos (antimouse ou antirrabbit) incubar o linker por 15 minutos e depois 

lavar com tampão; 

▪ Na próxima etapa entrar em processo de revelação com o cromógeno 

SubstrateWorkingSolution (equivalente ao DAB), onde pipeta-se 2 vezes e fica em reação 

por 7 minutos em cada uma das vezes; 

▪ Depois, lavar as lâminas com solução de lavagem (tampão wash)  e colocá-las em carrinhos 

que serão levados às cubas de hematoxilina por 30 segundos em descanso, para depois 

serem lavadas em água corrente; 

▪ Em seguida, cada carrinho é mergulhado na bateria de 4 cubas de álcool absoluto e 8 cubas 

de xilol, até serem trocadas de carrinhos e levadas à máquina de montagem de Lâminas 

(COVERSLEEP – DAKO). 


