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RESUMO 

 

O câncer é definido como um conjunto de doenças caracterizadas por desordens celulares decorrentes 

de múltiplas alterações genéticas que acarretam desequilíbrio na proliferação e morte celular. O 

câncer de mama é a causa mais comum de morte por câncer entre as mulheres, representando cerca 

de 25% do total de neoplasias no mundo. Em geral, as terapias convencionais apresentam pouca 

seletividade para o tecido tumoral, o que diminui sua eficácia e aumenta os efeitos adversos. Em 

acordo com a necessidade de novas terapias que superem essas limitações, a nanobiotecnologia vem 

fornecendo novas formas de diagnóstico e de terapia, entre as quais as que usam nanopartículas 

magnéticas. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um tratamento para o câncer de mama 

utilizando a magnetohipertermia mediada por uma nova amostra de nanopartículas magnéticas à base 

de magnetita recobertas com ferritina (NPM-HFn). Testes de toxicidade de NPM-HFn em 

camundongos Swiss. Testes cometa e do micronúcleo mostraram ausência de citotoxicidade e de 

genotoxicidade. Análises hematológicas e bioquímicas não apresentaram alterações severas, 

enquanto a avaliação histopatológica não evidenciou alterações relevantes nos órgãos. Avaliação da 

biodistribuição da NPM-HFn por ICP-OES e coloração de Perls de tecidos mostraram tendência das 

NPM a se acumularem principalmente no fígado e baço, às vezes no pulmão e, quando pertinente, 

no tumor. Testes preliminares da eficácia por meio da análise ex vivo do tumor mostraram que os 

grupos tratados com a administração endovenosa e intratumoral da NPM-HFn seguida pela exposição 

ao campo magnético alternado foram eficazes na redução de 89% e 88% do tumor, respectivamente. 

Entretanto, enquanto o tratamento intratumoral facilitou a ocorrência de metástase, o tratamento 

endovenoso evitou sua ocorrência. Portanto, com este trabalho, foi possível desenvolver um método 

bastante eficaz para o tratamento do tumor de mama, utilizando a magnetohipertermia mediada por 

amostra biocompatível de nanopartículas magnéticas à base de magnetita recobertas com ferritina. 

 

 

Palavras-chaves: câncer de mama, nanopartículas magnéticas, magnetohipertermia, toxicidade. 

 

 



ABSTRACT 

 

Cancer is defined as a set of diseases characterized by cellular disorders due to genetic multiplicity 

that lead to an imbalance in cell proliferation and death. Breast cancer is the most common cause of 

cancer death among women and represents about 25% of the total number of neoplasms worldwide. 

Conventional therapies are not completely selective for tumor tissue, which decreases its efficacy 

and increases adverse effects. New therapies that overcome these limitations are demanded. 

Accordingly, nanobiotechnology has been providing new diagnosis and therapy platforms, including 

those using magnetic nanoparticles. The aim of this work was to develop a treatment for breast cancer 

using magnetohyperthermia mediated by a new sample of magnetic nanoparticles based on ferritin-

coated magnetite (NPM-HFn). Toxicity tests using NPM-HFn were performed in Swiss mice. Comet 

and micronuclei assays showed absence of cytotoxicity and genotoxicity; Hematological and 

biochemical evaluation did not present severe alterations while the histopathological evaluation 

indicated no significant changes. Biodistribution studies of NPM-HFn accessed through ICP-OES 

and Perls staining of tissues showed a tendency to NPMs accumulation in the liver and spleen, 

sometimes in the lung and in the tumor. To evaluate the efficacy of the treatments preliminary 

histopathological evaluations of the tumor showed that the group treated with intravenous and 

intratumoral administration of NPM-HFn followed by exposure to the alternating magnetic field were 

effective in reducing 89% and 88% of the tumor, respectively. However, while the intratumoral 

treatment facilitated the occurrence of metastasis, the intravenous treatment prevented its occurrence. 

Therefore, with this work, it was possible to develop a quite efficacious method for the treatment of 

breast cancer, using magnetohyperthermia mediated by a biocompatible magnetic sample composed 

by nanoparticles based on ferritin-coated magnetite. 

 

 

Keywords: breast cancer, magnetic nanoparticles, magneto hyperthermia, toxicity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. CÂNCER 
 

 

O termo câncer refere-se a um conjunto de doenças que se caracterizam por proliferação e 

crescimento celular descontrolados. O câncer desenvolve-se devido às mutações de determinados 

genes que controlam a função celular. O risco de câncer é aumentado com as mutações genéticas, 

as quais podem ser hereditárias se a mutação estiver presente nas células germinativas ou 

reprodutivas, ou podem ser adquiridas durante a vida do indivíduo decorrentes de erros durante a 

divisão celular (mutação somática) (VECCHIO et al., 2018). Neste segundo caso, pode ser 

causado por fatores externos relacionados ao meio ambiente, como agentes físicos (como radiação 

ultravioleta e ionizante), agentes químicos (como agentes do tabaco, excesso de álcool, arsênico) 

e agentes biológicos (como infecções por vírus ou bactérias). A carcinogênese pode também ser 

iniciada ou progredir devido à ação conjunta ou sequencial desses fatores (CHAMMAS, 2013; 

HANAHAN & WEINBERG, 2017). 

O desenvolvimento do câncer ocorre em várias etapas, nas quais as células adquirem uma 

série de mutações que, eventualmente, as conduzem ao crescimento e divisões celulares 

desenfreadas, inibindo a diferenciação celular e escapando da morte celular. De acordo com o 

crescimento tumoral, a angiogênese pode ser estimulada, formando vasos sanguíneos que 

fornecem oxigênio e nutrientes às células tumorais. Ocasionalmente, as células tumorais invadem 

tecidos adjacentes, levando à metástase (WEINBERG, 2013). 

A maioria dos cânceres humanos surge a partir dos tecidos epiteliais, sendo denominados 

carcinoma. Alguns tecidos epiteliais apresentam células especializadas que secretam substâncias 

nas cavidades ou ductos que eles revestem, e o tumor nesse tipo de tecido epitelial é denominado 

adenocarcinoma (WEINBERG, 2013). 

O câncer pode levar a sérias complicações de saúde e muitas vezes até ao óbito, 

representando assim um problema de saúde pública mundial. A Organização Mundial de Saúde 

(OMS) estima que em 2015 no mundo tenham ocorrido mais de 8,8 milhões de mortes devido ao 

câncer (OMS, 2017). 

 

 
 

1.2. CÂNCER DE MAMA 
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Excluindo o câncer de pele não melanoma, o câncer de mama é o tipo mais comum que 

acontece em mulheres em todo o mundo (OPAS, 2017). Em 2018 é esperado, no Brasil, cerca de 

59.700 novos casos (INCA, 2018), e para 2030 é possível que ocorra a incidência de 27 milhões 

de casos, 17 milhões de mortes e 75 milhões de pessoas portando algum tipo de neoplasia maligna 

no mundo (OMS, 2013). Apenas na América Latina, é esperado o aumento de 46% de novos casos 

de câncer de mama neste mesmo ano (OPAS, 2017). O crescimento, tanto do número de novos 

casos, como de mortes causadas pelo câncer de mama decorre, em grande parte, do 

envelhecimento da população, do desenvolvimento de novas tecnologias que permitem a detecção 

e do registro de informações (BRASIL, 2011; STUCKEY, 2011; ABDULKAREEM, 2012). A 

prevenção e a descoberta do câncer em seu estágio inicial são os fatores de maior relevância para 

a redução do índice de mortalidade de pacientes (LIANG & YAGUANG, 2016). 

Existem vários fatores associados ao aumento do risco de desenvolver câncer de mama. A 

hereditariedade é um fator que aumenta bastante o risco, especialmente, a herança de mutações 

nos genes BRCA1, BRCA2 e p53. Fatores reprodutivos relacionados ao estímulo do estrogênio 

endógeno, como menarca precoce, menopausa tardia, primeira gravidez após os 30 anos e a 

nuliparidade (não ter tido filhos) estão entre os fatores de maior importância no aumento do risco. 

O uso de hormônios exógenos, como o uso de contraceptivo orais e terapia de reposição hormonal, 

também é considerado fator de risco pela Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC) 

da Organização Mundial da Saúde (OMS). Outro fator importante está relacionado ao ambiente e 

estilo de vida, como a ingestão de álcool, obesidade, sedentarismo e ao tabagismo (INCA, 2018; 

OMS, 2018). 

 
 

1.3. TRATAMENTOS CONVENCIONAIS 

 

Os procedimentos mais utilizados atualmente no combate ao câncer de mama são cirurgia, 

radioterapia, quimioterapia e imunoterapia, utilizadas independentemente ou, preferencialmente, 

em conjunto (CRICH, 2015). A cirurgia baseia-se na remoção do tumor com a finalidade de 

eliminar qualquer vestígio da neoplasia. Por muitas vezes, os procedimentos cirúrgicos falham 

devido à permanência de células tumorais que não foram removidas ou devido à existência de 

micrometástases que não tenham sido detectadas no momento da cirurgia (POHLMANN, 2004). 

A radioterapia, por sua vez, consiste na utilização de um feixe de radiação ionizante com 

o objetivo de induzir a morte das células tumorais (MARKS et al., 1991; MACHADO, 2000; 

RANG et al., 2004). Ainda que as células tumorais sejam mais vulneráveis a essa radiação, as 

células normais também são afetadas, assim levando a diversos efeitos adversos (MALAS et al., 

2004; PIERCE, 2005; NILSSON et al., 2011). 
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Já a quimioterapia antineoplásica utiliza substâncias químicas que, pela falta de 

especificidade, danificam a função e a proliferação celular, tanto das células tumorais quanto das 

células saudáveis, causando assim, efeitos colaterais indesejáveis (BROWN & GIACCIA, 1998; 

CHUNFU et al., 2004). Além disso, existe a possibilidade de o tumor criar resistência a essas 

drogas (MISRA et al., 2010). 

A imunoterapia consiste na estimulação do sistema imunitário do próprio paciente para que 

combata as células tumorais, evitando que as mesmas escapem do seu controle (ROSENBERG et 

al., 2004; MELLMAN et al., 2011). As alterações genéticas e epigenéticas comuns nas células 

tumorais permite que o sistema imune consiga distinguir as células tumorais das células saudáveis 

(PARDOLL, 2012). Progressos importantes têm sido atingidos com essa terapia. Em 2013 foi 

aprovado nos EUA um conjugado droga-anticorpo, que trata câncer de mama com poucos efeitos 

colaterais (CAVALLÉ; PUNTES, 2015). 

Ainda que a imunoterapia represente um grande avanço no tratamento do câncer, a falta 

de especificidade e os efeitos adversos causados pelos tratamentos convencionais, demanda pela 

busca de novas modalidades de tratamento para o câncer. Os avanços na área de 

Nanobiotecnologia têm resultado no desenvolvimento de novas terapias, contribuindo para 

superar/minimizar essas limitações dos tratamentos tradicionais de câncer (PANKHURST et al., 

2003). O uso de nanopartículas como um instrumento biomédico em diagnóstico, entrega seletiva 

de fármaco e em terapia de doenças tem sido promissor (MANDAL & CHAUDHURI, 2016).  

 

1.4. NANOTECNOLOGIA 

 

A nanotecnologia refere-se à aplicação da Nanociência, o estudo de nanomateriais. O 

termo nanomaterial foi descrito como “material com alguma dimensão externa em nanoescala ou 

estrutura interna ou com superfície em nanoescala” pela Organização Internacional de 

Normalização (GOLBAMAKI et al., 2015). O termo nanoescala corresponde, segundo as versões 

mais aceitas, à escala de 1 nm até 100 nm. As nanopartículas representam uma subcategoria dos 

nanomateriais, e são definidas como partículas que possuem as três dimensões externas na escala 

nanométrica (GOLBAMAKI et al., 2015). 

 As propriedades físico-químicas conferidas aos materiais na escala nanométrica são 

diferenciadas das propriedades do material de origem devido ao seu tamanho, área superficial e 

estrutura (GLEITER, 2000). O interesse na utilização desses nanomateriais tem crescido, pois eles 

prometem melhora no desempenho e novas funcionalidades, como, por exemplo, entrega de 

fármacos especificamente para o alvo, diminuição do consumo de energia, diminuição da poluição 

ambiental (KARLSSON, 2010), entre muitas outras. Já foram caracterizados vários tipos de 
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nanopartículas para uso no tratamento de câncer, como por exemplo lipossomas, nanoemulsões, 

nanocápsulas, micelas, nanopartículas poliméricas, nanopartículas de ouro, nanopartículas de 

prata, nanopartículas magnéticas, dentre outras (YU et al., 2012). Dados evidenciam que a 

nanotecnologia já fez progresso significativo no diagnóstico e tratamento do câncer, 

particularmente pelo emprego de nanopartículas magnéticas (NEUWELT et al., 2004; LEE et al., 

2007; SUN et al., 2008). 

 

1.5. NANOPARTÍCULAS MAGNÉTICAS 
  

 

Nanopartículas magnéticas (NPM) dispersas em líquidos carreadores orgânicos ou 

inorgânicos constituem suspensões coloidais estáveis conhecidas como fluidos magnéticos (FM) 

(ROSENWEIG, 1985).  

A capacidade desses fluidos magnéticos de serem usados como ferramenta para 

diagnóstico, carreador de fármaco, gerador de calor, além da facilidade de chegar aos tecidos alvos 

pelo tamanho reduzido de suas NPM, podendo aumentar a eficácia terapêutica e diminuir os efeitos 

adversos indesejados, são algumas características que os tornam interessantes para o uso 

biomédico (KAFROUNI & SAVADOGO, 2016). 

Grande variedade de fluidos magnéticos (FM) tem sido desenvolvida. Os fluidos 

magnéticos (FM) são coloides magnéticos de nanopartículas magnéticas monodomínio, também 

denominados ferrofluido, dispersos em um líquido carreador que pode ser polar ou apolar 

(TOURINHO et al., 1998). As interações entre o fluido carreador e as nanopartículas magnéticas 

permitem que se comportem de maneira homogênea, ou seja, a suspensão é deslocada como um 

todo e não somente as nanopartículas são expostas ao campo magnético (LACAVA & MORAIS, 

2012). O fluido magnético pode ser caracterizado como iônico ou surfactado dependendo da forma 

em que é estabilizado. Os FM iônicos possuem sua superfície carregada eletricamente para repelir 

eletrostaticamente a aproximação entre as partículas, enquanto que os FM surfactantes possuem 

uma camada molecular cobrindo sua superfície, o que causa repulsão estérica entre as partículas 

(MORAIS et al., 2006). 

O revestimento das nanopartículas magnéticas é recomendado para evitar aglomeração e 

garantir a estabilidade coloidal do fluido. Em particular, o grupo do laboratório NanoGem da UnB 

já investigou diversos tipos de fluidos magnéticos contendo NPM recobertas com diferentes 

coberturas estabilizantes, entre as quais: citrato (BRUGIN, 2007; ROMERO, 2015; NEVES et al., 

2017), polifosfato (PORTILHO, 2007), ácido poliaspártico (SADEGHIANI, 2008), albumina 

bovina (LACAVA, 2009), albumina (ESTEVANATO et al., 2011, 2012), dextrana 
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(ESTEVANATO et al., 2012; MIRANDA-VILELA et al., 2013, 2014), ácido dimercapto-

succínico (CAMPOS DA PAZ, 2012), bicamada de ácido láurico e selol (AVELINO, 2013). 

Entre os inúmeros nanomateriais magnéticos existem as estruturas do tipo casca núcleo (do 

inglês core shell) que vêm sido alvo de interesse, principalmente por sua ampla área de atuação: 

como sensor, em reações catalíticas, em diagnósticos e tratamentos de doenças e entrega seletiva 

de fármacos (SON et al., 2005; SEO et al., 2006; HUANG & HAINFELD, 2013; MANDAL et 

al., 2013). Este tipo de estrutura core shell consiste em um núcleo ou matéria em seu interior e 

uma casca ou envoltório, na parte externa (MANDAL & CHAUDHURI, 2016). 

 

1.6. MAGNETOHIPERTERMIA 

 

Os FM têm sido empregados na técnica de hipertermia, também chamada de 

magnetohipertermia (MHT) (ITO, 2006). A MHT consiste no aumento da temperatura na região 

afetada, visando destruir as células tumorais (MANTHE et al., 2010). É bem estabelecido que o 

aumento da temperatura na faixa de 42°C a 46°C é menos tolerado pelas células tumorais do que 

pelas células saudáveis e, desta forma, o calor é efetivo em diminuir a viabilidade celular do tumor 

(TORCHILIN, 2007; ANKAMWAR et al., 2010). 

Busch (1866) foi o primeiro a reportar um caso em que a temperatura elevada poderia 

destruir especificamente o tecido tumoral, ao mesmo tempo em que era tolerado pelo tecido 

saudável. Outros estudos reportaram que febre alta regredia o tumor, gerando grande interesse em 

descobrir formas artificiais de induzir o aumento da temperatura em pacientes oncológicos 

(STROHBEHN & DOUPLE, 1984). Mas foi apenas no século passado que o calor começou a ser 

utilizado como uma ferramenta terapêutica contra o câncer. Apesar de não ter ocorrido mudanças 

no uso terapêutico do calor em células tumorais, o método de entrega e de gerar calor tem sofrido 

muitos avanços. O mais recente é o emprego de nanopartículas magnéticas para gerar hipertermia 

(SANZ et al., 2017). O uso da MHT baseia-se na exposição do FM a um campo magnético 

alternado de baixa frequência (de 100 kHz a 1000 kHz) resultando no aumento da temperatura 

devido à conversão da energia magnética em calor (GOYA et al., 2008; YANG & CHANG, 2016). 

Resultados promissores após uso da MHT já foram demonstrados para o tratamento de 

vários tipos de câncer, incluindo tumor bucal (CANDIDO et al., 2014) e tumor de mama 

(MIRANDA-VILELA et al., 2013, 2014; ROMERO, 2015). Em estudo in vivo com camundongos, 

Romero (2015) obteve regressão completa do adenocarcinoma mamário de Ehrlich por meio do 

tratamento combinado da MHT realizada com NPM recobertas com citrato e quimioterapia com 

nanocápsulas de Selol. Estes e outros estudos de tratamento do câncer por MHT têm revelado 

benefícios em relação às terapias clássicas, como maior especificidade e menos efeitos colaterais 



6 
 

indesejáveis. Estudos clínicos têm mostrado a eficácia da magnetohipertermia no tratamento de 

câncer (HERMAN et al., 1988; KIDA et al., 1990; VAN VULPEN et al., 2004; JOHANNSEN et 

al., 2005). 

Em consonância, o presente trabalho estuda uma amostra de fluido magnético constituído 

por nanopartículas de magnetita recobertas por ferritina (estrutura core shell). Por serem 

constituídas de magnetita aumentarão a concentração de ferro no organismo e por estarem 

recobertas de ferritina poderão interferir no metabolismo do ferro. 

 

1.7. METABOLISMO DO FERRO 

 

O ferro é um mineral essencial para a homeostase celular, apresentando funções 

importantes para o transporte de oxigênio, metabolismo energético e síntese de DNA 

(WIJAYANTI et al., 2004). Entretanto, por doar ou receber elétrons livres (TORTI & TORTI, 

2013) pode participar da produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) e assim ser tóxico para 

as células (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984; THEIL, 1987; GANZ, 2008; MACKENZIE 

et al., 2008), uma vez que as ERO podem lesionar proteínas, lipídeos e o DNA. É crucial, portanto, 

uma forte regulação da homeostase do ferro (BEAUMONT & VAULONT, 2006; DONOVAN et 

al., 2006; GROTTO, 2008). 

O ferro presente no plasma, proveniente por exemplo, da alimentação, se liga à transferrina 

(Tf), uma glicoproteína de 80 KDa sintetizada e secretada pelo fígado que transporta e entrega o 

ferro para os tecidos periféricos (GROTTO, 2008). A entrega do ferro é feita através do 

reconhecimento e ligação da Tf com o TfR1, o receptor de transferrina 1 que é expresso na 

superfície de quase todas as células. Esse complexo TfR1/Tf-(Fe
3+

)2 é, então endocitado. Uma 

vez no endossoma, o Fe
3+

 é reduzido em Fe
2+

 pela ferriredutase STEAP3, assim podendo sair do 

endossoma através do transportador transmembrana DMIT1 (MANZ et al., 2016), que possui 

grande afinidade pelo Fe
2+

 (OHGAMI et al., 2005). Já no citosol, o Fe é incorporado por 

moléculas que contenham ferro ou pela proteína de estoque de ferro, a ferritina, como demonstrado 

pela figura 1 (HARRISON & AROSIO, 1996). O ferro transportado pela Tf, que possui alta 

afinidade pelo Fe
3+

, tem sua reatividade atenuada, o que facilita a sua liberação para as células 

(Figura 1). 
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Figura 1 - Esquema geral do metabolismo do ferro. O ferro presente no plasma se liga a transferrina (apo-TF) 

circulante, formando o complexo transferrina-Fe3+ (holo-TF), que irá se ligar ao receptor de transferrina 1 (TFR1) 

sendo, então, endocitado e o ferro liberado da transferrina. A ferriredutase (STEAP3) reduz o Fe3+ em Fe2+, que é 

transportado para o citosol pelo DMT1, assim, entrando no pool de ferro lábil intracelular (LIP). O LIP é utilizado de 

várias formas dependendo da necessidade celular e o excesso de ferro é estocado pela ferritina ou lançado para a 

circulação pela ferroportina (FPN1) associado a ferroxidase (Adaptado de MANZ et al., 2016). 

 

 

Foi reportado por vários estudos que a expressão de TfR1, que é essencial para a 

interiorização de ferro e regulação do crescimento celular, é aumentada em células cancerosas, em 

comparação com as células normais (DANIELS et al., 2006a; DANIELS et al., 2006b). Também 

observaram que as células cancerosas conseguem aumentar o nível de ferro intracelular através do 

aumento da captação do ferro e, também, através do controle do nível de proteínas que estocam o 

ferro, como a ferritina. A ferritina estoca o excesso de ferro, permitindo que o ferro seja acumulado 

dentro da célula, enquanto previne o estresse oxidativo causado pelo excesso de ferro (MARCUS 

& ZINBERG, 1974; WEINSTEIN et al., 1982; WEINSTEIN et al., 1989; MANZ et al., 2016). 

Foi observado que existe uma grande expressão de ferritina em células estromais presentes no 

microambiente tumoral no câncer de mama (ROSSIELLO et al., 1984). Estas células estromais 

são macrófagos CD68+ infiltrados no tumor, os quais conseguem secretar ferritina. A ferritina 

secretada localmente no tumor aparenta contribuir para a proliferação celular das células 

cancerosas através de um mecanismo independente de ferro (ALKHATEEB et al., 2013). 

Quando o organismo apresenta deficiência de ferro, as proteínas reguladoras do ferro (IRP) 

se ligam aos elementos reguladores do ferro (IRE) presentes no mRNA da ferritina e da 

ferroportina (FPN-1) e, assim, reprimem a expressão da ferritina e da FPN-1, o que evita que o 

ferro seja eliminado da célula. Já em condições de excesso de ferro citossólico, ocorre a 

desestabilização dos IRPs evitando, assim, que eles se liguem aos IRE, o que resulta no aumento 

da síntese de ferritina e FPN-1. Além de minimizar os efeitos tóxicos do excesso de ferro, o 
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controle da importação, estocagem e efluxo do ferro, os IRP satisfazem as necessidades 

metabólicas do ferro (MANZ et al., 2016). 

 
 

1.8. FERRITINA 

 

A ferritina é a principal proteína de estoque de ferro no organismo, acumulando uma alta 

concentração de ferro livre e, assim, impedindo a formação de ERO produzidos pelo excesso de 

ferro livre (HARRISON & AROSIO, 1996; AROSIO & LEVI, 2002; TORTI & TORTI, 2002). 

A apoferritina, que é a ferritina em sua forma livre de ferro, tem uma forma esférica e seu núcleo 

pode acomodar 4.500 átomos de Fe na forma de hidroxifosfato férrico. Esta proteína tem a 

capacidade de auto-organização e é composta por 24 subunidades (FORD et al., 1984) que formam 

a estrutura de 12 nm de diâmetro da sua gaiola (cage) com a cavidade interior de 8 nm de diâmetro 

(Figura 2). 
 
 
 

 
 

As subunidades da ferritina são divididas em dois tipos, cadeia leve (FLC) e cadeia pesada 

(FHC) (THEIL, 1987; AHN et al., 2005). A razão entre L e H varia de acordo com a espécie, 

órgão e tipo de resposta inflamatória. A maior diferença entre a cadeia leve e a cadeia pesada está 

em sua função, enquanto a FHC oxida Fe
2+

 em Fe
3+

 e facilita o acúmulo de ferro na proteína 

(LEVI et al., 1988), o ferro na FLC é estocado na forma de ferridrita, sua forma mineral, e promove 

a nucleação da ferridrita (FORD et al., 1984; HARRISON & AROSIO, 1996). A ferritina pode 

Figura 2 - Diagrama de fita da superfície exterior e da cavidade interna da Ferritina (Adaptado de UCHIDA et al., 

2010). 
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ser mais ácida ou mais básica dependendo da proporção de cadeia pesada e cadeia leve; se 

apresentar mais cadeia leve será mais básica, predominante em tecidos comprometidos com a 

estocagem de ferro, como o fígado e o baço, e se apresentar mais cadeia pesada será mais ácida, 

predominante no coração e eritrócitos (FAIRBANKS & BEUTLER, 2001; HOFFBRAND et al., 

2006). 

Os elevados níveis de ferritina extracelular estão associados a condições patológicas, como 

inflamação, angiogênese e câncer, assim sendo considerado um bom marcador para essas 

condições (KNOVICH et al., 2009; WANG et al., 2010; MEYRON-HOLTZ et al., 2011; FAN et 

al., 2013). Foi observado que tanto a ferritina sérica quanto a ferritina tecidual são elevadas em 

pacientes com câncer de mama (KNOVICH et al., 2009; WANG et al., 2010; JEZEQUEL et al., 

2012). 

Em 2010, Li e colaboradores reportaram que o receptor de transferrina 1 (TfR1), um 

receptor de superfície, é um receptor para a ferritina. A ligação com o TfR1 captura a ferritina em 

endossomos e lisossomos. Além disso, também foi demonstrado que o TfR1 é superexpresso em 

vários tipos de células cancerosas, e já tem sido usado como um marcador para o diagnóstico de 

câncer (LIANG et al., 2014). Esta superexpressão permite o grande acúmulo de ferro necessário 

para o crescimento desenfreado das células cancerosas (FALVO et al., 2013). 

Por ser uma proteína natural de nosso organismo e estar presente no interior de nossas 

células e no nosso sangue, a ferritina apresenta alta biocompatibilidade, segurança e baixa 

imunogenicidade, uma vez que é composta por elementos não-tóxicos que não irão ativar respostas 

inflamatórias e imunológicas (ROMAGNANI, 2006). Seu diâmetro de 12 nm de superfície é um 

tamanho ideal para superar as barreiras fisiológicas do microambiente tumoral e conseguir 

penetrar no tecido tumoral (CHAUHAN et al., 2012). As nanopartículas constituídas de ferritina 

humana (HFn) são, em geral, estáveis e solúveis no sangue, características que as tornam 

favoráveis para serem utilizadas in vivo, especialmente em aplicações em humanos (MAKINO et 

al., 2011; VALERO et al., 2011; FAN et al., 2012 KANG et al., 2012; LI et al., 2012; 

VANNUCCI et al., 2012). 

Vários estudos demonstraram com sucesso que a ferritina é eficaz no carreamento de vários 

tipos de fármaco, agentes de contraste e metais em seu interior, sugerindo que a HFn seja um 

carreador universal de entrega seletiva para as células tumorais (CRICH et al., 2006; UCHIDA et 

al., 2009; LIN et al., 2011; ZHEN et al., 2013; LIANG et al., 2014). 

A arquitetura da HFn pode ser quebrada em pH ácido e restaurada quase que 

completamente quando volta ao pH ideal de 7,4 (LIN et al., 2011). A sua cavidade interior é um 

ótimo modelo para a síntese de nanopartículas cristalinas e monodispersas (MELDRUM et al., 

1992; WONG & MANN, 1996; KLEM et al., 2008). Apresenta baixo custo de produção e 
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purificação por ser facilmente produzida e também de fácil reprodutibilidade, características 

almejadas para a produção em larga escala (UCHIDA et al., 2006; FAN et al., 2012; LIANG et 

al., 2014). 

Atualmente os estudos para o diagnóstico e para a terapia utilizando a ferritina, baseiam-

se essencialmente na modificação da superfície da ferritina com o objetivo de reconhecer e se ligar 

especificamente ao alvo desejado (LIN et al., 2011; LI et al., 2012; FALVO et al., 2013; ZHEN 

et al., 2013a; ZHEN et al., 2013b). Apesar dessas modificações aumentarem a especificidade, já 

foi evidenciado que a nanopartícula de ferritina possui propriedades intrínsecas de ser 

seletivamente direcionada a células tumorais (LIANG et al., 2014). Fan e colaboradores (2012) 

utilizaram ferro encapsulado por nanopartícula de ferritina e demonstraram que essa NP tem 

especificidade para diversos tipos de células tumorais que expressam o TfR1, incluindo o 

adenocarcinoma mamário, sem a adição de nenhum tipo de ligante em sua superfície. Além disso, 

essas modificações na superfície prejudicam as vantagens do uso da ferritina, como o 

direcionamento natural e específico para as células tumorais, a sua biocompatibilidade, o baixo 

custo de produção, sua alta pureza, baixa imunogenicidade e também já foi relatado que interfere 

no processo de auto-organização durante sua síntese, resultando em menor rendimento e baixa 

homogeneidade. Isso tudo dificulta sua entrada em fases de teste clínico (TANEICHI et al., 2006; 

DEHAL et al., 2010; LI et al., 2012; JEON et al., 2013; LIANG et al., 2014). 

 

1.9. TUMOR DE EHRLICH 

 

O estudo da eficácia de novos tratamentos do câncer de mama, como os baseados na 

nanotecnologia, requer o uso de um modelo experimental apropriado. O tumor de Ehrlich é um 

adenocarcinoma mamário murino agressivo e espontâneo que possui uma característica 

interessante, pois quando inoculado intraperitonealmente, se desenvolve na forma ascítica 

(JAGANATHAN et al., 2010) e, quando implantado pela via subcutânea, na forma sólida. Esse 

tumor se assemelha aos tumores humanos por apresentar características como a rápida 

proliferação, células indiferenciadas, malignidade e o ciclo de vida curto (PATT & STRAUBE, 

1956). Além de ser de fácil transplantação, representa uma ferramenta eficiente para investigar 

fármacos anticancerígenos (AWARA et al., 2004; ELMORSI et al., 2013; KABEL et al., 2015), 

inclusive novas formulações nanoestruturadas (MIRANDA-VILELA, 2013; ROMERO, 2015). 

 

1.10. TOXICIDADE 
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Apesar de toda expectativa e interesse no desenvolvimento e na utilização de 

nanomateriais, existe um problema na perspectiva toxicológica: a exposição a longo prazo e o 

impacto na saúde humana ainda são pouco estudados e compreendidos (OBERDÖRSTER et al., 

2005; GWINN & VALLYATHAN, 2006; DUSINSKA et al., 2011; HUBBS et al., 2013). São as 

propriedades físico-químicas especiais que influenciam na forma de interação dessas 

nanopartículas com as células e, portanto, também na sua toxicidade. Por isso, é de essencial 

importância conhecer essas propriedades para desenvolver nanopartículas mais seguras (HUANG 

et al., 2017). 

 O potencial tóxico das nanopartículas depende de características como tamanho, formato, 

carga da superfície, cobertura da superfície, solubilidade e aglomeração (MAGDOLENOVA et 

al., 2014). A falta de informação sobre a toxicidade e a dúvida sobre a segurança no uso das 

nanopartículas são os principais obstáculos para a inovação e investimento na área de 

nanotecnologia (CARNEIRO et al, 2013; MICHAEL, 2013; MIRANDA-VILELA et al, 2014). 

Os estudos sobre a toxicidade genética têm crescido, o que possibilitou o aumento do 

número de métodos tanto in vitro quanto in vivo para analisar os efeitos de agentes químicos nos 

mecanismos genéticos e os possíveis riscos ocasionados no organismo (KRISHNA & HAYASHI, 

2000). Entre estes, dois testes comumente utilizados são o de micronúcleo e o do cometa.  

 

1.10.1. Teste de Micronúcleo 

 

Aberrações cromossômicas e mutações gênicas são aspectos principais da genotoxicidade 

induzida por produtos químicos (KASAMOTO et al., 2013). Para detectar in vivo os danos 

induzidos em cromossomos ou no mecanismo mitótico de eritroblastos, é frequentemente utilizado 

o teste de micronúcleo em células da medula óssea ou células do sangue periférico de animais 

(OECD, 2016; BHAGAT, 2017). 

 O micronúcleo foi observado pela primeira vez em sangue de ratos e gatos por Howell e 

Jolly no final do século 19 (HAYASHI, 2016). Mas só foi em 1970 que Heddle e Schmid 

desenvolveram o teste de micronúcleo usando células eritropoiéticas da medula óssea e do sangue 

de hamsters. Eles observaram uma correlação entre a indução de aberração cromossômica e a 

indução de micronúcleo (KRISHNA & HAYASHI, 2000; HAYASHI, 2016). 

 Existem dois mecanismos conhecidos para a formação dos micronúcleos: clastogênese, ou 

quebra do cromossomo, e aneugênese, ou distúrbio no fuso mitótico (Figura 3) (BONASSI et al., 

2007; SAMANTA & DEY, 2012).  

 Com esses dois mecanismos, três formas diferentes de micronúcleos podem acontecer: 

fragmentos cromossômicos acêntricos, fragmentos acêntricos da cromátide ou a perda de um 
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cromossomo inteiro que não foi incluído no núcleo da célula filha por não ter se ligado 

corretamente ao fuso mitótico na anáfase. Eventualmente os fragmentos de cromossomo ou 

cromossomo deslocado são envolvidos por uma membrana, levando a uma estrutura 

morfologicamente semelhante ao núcleo, exceto pelo tamanho reduzido (FENECH et al., 2011). 

 

 

 

 Em roedores adultos, o micronúcleo é formado no baço ou na medula óssea durante a 

eritropoiese. Os eritrócitos policromáticos (EPC), células basófilas que apresentam RNA no 

citoplasma, são formados quando os eritroblastos eliminam o núcleo 6 horas após a mitose. 

Quando as EPC passam pelo processo de maturação, os eritrócitos normocromáticos (ENC), 

células acidófilas, são formados (KRISHNA & HAYASHI, 2000). Uma grande frequência de 

micronúcleos em EPC indica dano no cromossomo (ESTEVANATO et al., 2012a; MIRANDA-

VILELA et al, 2014; ARALDI et al., 2015). 

 Apesar de todas as vantagens que o teste de micronúcleo oferece, esse teste possui 

limitações, como qualquer outro teste de genotoxicidade. Por isso a associação desse a outro teste 

de toxicidade, como o do Cometa, permite resultados mais relevantes  (ARALDI et al., 2015; 

HAYASHI, 2016; BHAGAT, 2017). 

 

1.10.2. Teste Cometa 

 

Figura 3 - Esquema dos mecanismos de formação de micronúcleo. (A) Micronúcleo formado pela perda de um 

cromossomo inteiro quando exposto a um agente aneugênico. (B) Micronúcleo formado pela perda de um fragmento 

do cromossomo quando exposto a um agente clastogênico (Adaptado de FENECH, 2011). 
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 O teste cometa, também conhecido como “single cell gel assay eletrophoresis” (SCGE), 

é um método rápido, sensível e barato para mensurar o dano no DNA em células eucarióticas 

(LOVELL & OMORI, 2008; KOPPEN et al., 2017). Esse teste foi desenvolvido por Östling e 

Johanson (1984) para detectar danos no DNA causados por radiação, e tem sofrido diversas 

modificações desde então. Foi nomeado teste cometa devido às imagens do experimento serem 

semelhantes à de um cometa (Figura 4); observou-se que a quantidade de DNA desprendido da 

cabeça do cometa (o nucleóide) estava correlacionada com a intensidade da radiação (ÖSTLING 

e JOHANSON, 1984). Singh e colaboradores (1988) desenvolveram o método alcalino (pH 

alcalino do tampão de eletroforese), que facilita a desnaturação e desenovelamento do DNA, e se 

tornou o método mais usado e recomendado por apresentar um grande espectro para detecção de 

danos (ARALDI et al., 2015). 

 

 

 A formação característica do cometa se baseia na habilidade do DNA de migrar, no gel de 

eletroforese, em função do tamanho e do número de fragmentos ou quebras do DNA; assim, DNA 

com poucas quebras migram curtas distâncias a partir da cabeça do cometa, enquanto fragmentos 

pequenos formam a cauda do cometa. Esta, aumenta conforme a intensidade do dano 

(FAIRBAIRN et al., 1995). 

Uma vantagem desse teste é que pode ser realizado em qualquer tipo de população de 

células eucarióticas in vivo, in vitro e ex vivo (NAVARRETE et al., 1997). Estudos utilizando o 

teste de micronúcleo e o teste cometa para avaliar o dano no DNA causado pela exposição a 

nanopartículas já foram relatados (BALASUBRAMANYAM, A. et al., 2009; NAYA et al., 2012; 

SONG et al., 2012; MIRANDA-VILELA et al., 2014; DUMALA et al., 2017). 

 
 
 

 

Figura 4 - Microfotografia de fluorescência do nucleoide no teste cometa. O DNA presente na cabeça do cometa 

está enovelado, enquanto que o DNA presente na cauda está fragmentado. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A elevada taxa de mortalidade por câncer de mama expõe a incessante necessidade de 

desenvolver terapias mais eficazes que apresentem baixa toxicidade às células normais e que 

acarretem o mínimo de efeitos adversos.  

Nesse âmbito, a nanobiotecnologia vem fornecendo novas formas de terapia, entre as quais 

se encontra a magnetohipertermia que demanda o uso de nanopartículas magnéticas. Uma nova 

amostra de fluido magnético contendo nanopartículas magnéticas à base de magnetita recobertas 

com ferritina (NPM-HFn) reúne características interessantes do ponto de vista de aplicação 

biomédica. Células tumorais tendem a apresentar uma superexpressão de TFR1, receptor da 

ferritina, o que permitiria o direcionamento das nanopartículas para o tecido tumoral. A avaliação 

da capacidade terapêutica de NPM-HFn em tumor experimental de mama deve ser complementada 

com o imprescindível conhecimento da ação biológica (toxicidade e biodistribuição) desse novo 

material nanoestruturado. Em conjunto, os dados apresentados justificam a presente proposta. 
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3. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a toxicidade e a biodistribuição de nanopartículas magnéticas à base de 

magnetita recobertas com ferritina (NPM-HFn) e investigar sua eficácia no tratamento de 

câncer de mama experimental. 

 

 
 

3.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

3.1.1. Avaliar o potencial de aquecimento da NPM-HFn. 

 

3.1.2. Avaliar clinicamente camundongos submetidos a injeções da NPM-HFn. 

 

3.1.3. Analisar as alterações hematológicas e bioquímicas induzidas pela NPM-HFn. 

 

3.1.4. Avaliar a citotoxicidade e a genotoxicidade da NPM-HFn em camundongos 

saudáveis. 

 

3.1.5. Analisar a toxicidade por meio da histologia dos órgãos baço, cérebro, fígado, 

pulmão e rins. 

 

3.1.6. Analisar a biodistribuição da NPM-HFn nos animais por meio de análises 

histológicas e espectroscópicas (ICP-OES). 

 

3.1.7. Avaliar a regressão tumoral e a eficácia do tratamento com magnetohipertermia 

mediada por NPM-HFn, por meio de avaliações clínicas e histopatológicas. 
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4.  MATERIAL E METODOLOGIA 
 

 

4.1. SÍNTESE DO FLUIDO MAGNÉTICO (FM) - NPM-HFn 

 

O fluido magnético NPM-HFn usado neste trabalho foi constituído por nanopartículas 

magnéticas de magnetita funcionalizadas com ferritina humana (HFn), como mostrado na figura 

5. Essa amostra foi sintetizada e fornecida pelo grupo do Dr. Claudio Sangregorio, ICCOM - CNR, 

Universidade de Florença, Itália. 

 Primeiramente foi sintetizado o fluído magnético de magnetita (NPM) pela rota de 

decomposição térmica do ferro acetilacetonato (Fe (acac)3) descrita por Sun e Zeng (2004), 

modificando a composição da mistura de reação e a curva de aquecimento. Em seguida, foi feita 

a ligação com um ligante que permite a dispersão em água e expõe o grupo funcional que permite 

a ligação com a ferritina em sua superfície. Para isso, foi escolhido o ligante Ácido-3-

aminopropilfosfonico (APPA), pois ele possui alta afinidade pelo óxido de ferro e proporciona 

uma ligação covalente estável na superfície da NPM. 

Para a junção da ferritina à NPM coberta pelo APPA (NPM-APPA) foi utilizado o polietileno 

glicol (PEG) que se liga covalentemente de um lado ao grupo amino presente no NPM-APPA e 

do outro, ao grupo tiol (-SH) presente na superfície da HFn. 

 

Para confirmar a junção da ferritina com a NPM (NPM-HFn) foi realizada eletroforese em gel 

de agarose. 

 
 

Figura 5 - Figura ilustrativa da NPM-HFn. O centro representa a nanopartícula de magnetita (NPM), a camada a 

seguir representa o ligante Ácido-3-aminopropilfosfonico (APPA), e os círculos externos representam a ferritina 

(HFn) (Fonte: GUERRINI, 2017). 
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4.2. CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA NPM-HFn 

 

 

4.2.1. CARACTERIZAÇÃO FÍSICA E MAGNÉTICA DA AMOSTRA 

 

Para determinar o diâmetro físico e a morfologia das nanopartículas foram realizadas 

Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) e Espalhamento de luz dinâmico (DLS). Foi 

utilizada difração de raio X para confirmar se as nanopartículas sintetizadas possuíam a estrutura 

cristalina da magnetita. A carga de superfície foi avaliada utilizando o potencial zeta. Esses 

métodos de caracterização da amostra foram realizados pelo grupo do Dr. Claudio Sangregorio. 

 

4.2.2. TERMOMETRIA IN VITRO 

 

A capacidade de aquecimento da NPM-HFn a 10 mg/mL em cinco diferentes volumes (500 

µL, 100 µL, 80 µL, 60 µL e 40 µL) foi investigada por meio da exposição, in vitro, ao campo 

magnético gerado pelo equipamento Magnetherm (Nanotherics) operando com capacitor B22 e 

bobina de 17 voltas, frequência 332,3 kHz, 228 V e campo magnético de 342,75 G. Para 

acompanhar as curvas de aquecimento foi utilizado um termômetro digital MINIPA® 2 canais. 

 

4.3. ANÁLISE DA TOXICIDADE E DA BIODISTRIBUIÇÃO DA NPM-HFn 

 

4.3.1. GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

Neste trabalho foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem Swiss (Mus musculus) 

com 5 meses de idade e peso inicial de 42,03 ± 2,39 g, provenientes do Biotério Central da 

Universidade Federal de Goiás (UFG). Os animais foram mantidos na sala de Manutenção de 

Animais do Laboratório NanoGEM, GEM, IB, UnB, durante todo o período experimental, sob 

condições controladas com ciclo circadiano automatizado (12/12 horas claro/escuro) e temperatura 

controlada de 22 ± 2 ºC, recebendo água e ração comercial balanceada ad libitum. Durante os 

procedimentos experimentais, cada animal foi anestesiado com solução de ketamina (80 mg/Kg) 

e xilazina (10 mg/Kg) por via intraperitoneal, no quadrante lateral inferior esquerdo de acordo 

com o peso de cada animal na concentração de 4 mL/Kg do animal. A profundidade anestésica foi 

verificada por meio da ausência da retração da pata em resposta ao pinçamento. O projeto foi 

aprovado pelo Comitê de Ética de Pesquisa em Animais (CEUA) do IB, UnB, UnBDoc nº: 

29574/2016 (Anexo 1). 
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4.3.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 Com o objetivo de avaliar a toxicidade e a genotoxicidade da NPM-HFn in vivo, foram 

utilizados 30 camundongos fêmeas, divididos aleatoriamente em 5 grupos (n = 6). A administração 

da NPM-HFn foi realizada por via intraperitoneal (Figura 6) durante 8 dias consecutivos. A dose 

administrada foi diferente em cada grupo, como descrito a seguir: 

 grupo controle negativo (CN): foram administrados no peritônio soro 

fisiológico 0,9%; 

 grupo controle positivo (CP): foram administrados no peritônio 40 mg/Kg de 

MetilMetanoSulfonato (MMS); 

 grupo com a menor concentração da NPM-HFn (C1): foram administrados no 

peritônio 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; 

 grupo com NPM-HFn (C2): foram administrados no peritônio 12,5 mg/Kg da 

NPM-HFn; 

 grupo com a maior concentração da NPM-HFn (C3): foram administrados no 

peritônio 25 mg/Kg da NPM-HFn.   

 

                                                

Figura 6 - Administração da NPM-HFn por via intraperitoneal. 
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Foi escolhido o MMS para ser administrado no grupo positivo por ser um agente 

mutagênico comumente utilizado e descrito pela Organização para a Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico (OECD) como uma substância controle positiva tanto para o teste 

cometa quanto para o teste de micronúcleo (OECD, 2016). O grupo CP recebeu uma única dose 

do MMS no 8º dia de tratamento. 

Após 24 horas da última administração da NPM-HFn os animais foram anestesiados e, 

então, foi realizada a coleta do sangue por punção cardíaca, seguida pela eutanásia dos animais, 

onde foram coletados os órgãos (baço, fígado, pulmão, cérebro, rins e mama) e células da medula 

de todos os animais (Figura 7).  

Com o intuito de avaliar as alterações nos órgãos (baço, fígado, cérebro, pulmão e rim), 

foram obtidos os pesos absoluto e relativo desses órgãos. O peso relativo foi determinado a partir 

do peso absoluto obtido na balança e dividido pelo corporal do animal, usando a fórmula abaixo: 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Delineamento experimental dos grupos C1, C2 e C3. Onde foram administrados a amostra NPM-HFn por 

via intraperitoneal durante 8 dias consecutivos e 24h após a última administração foi feita a eutanásia, coleta do 

sangue, dos órgãos e das células da medula dos animais (Adaptado de GUERRINI, 2017). 

 

 

Peso relativo =
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑏𝑟𝑢𝑡𝑜 𝑑𝑜 ó𝑟𝑔ã𝑜

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙 𝑑𝑜 𝑎𝑛𝑖𝑚𝑎𝑙
 𝑥 100 
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4.3.3. ANÁLISES CLÍNICAS 

 

Foram feitas observações do comportamento, peso e consumo de ração ao longo do período 

de experimentação. O consumo de ração foi avaliado nos dias 1, 5 e 9; o peso corporal dos animais 

foi determinado durante os 9 dias experimentais. Além disso, os animais foram monitorados 

quanto a sinais de toxicidade, como perda de peso, diminuição do consumo de ração, diarreia, 

úlcera cutânea e mortes. 

 

 

4.3.4. ANÁLISES HEMATOLÓGICA E BIOQUÍMICA 

 

Com o objetivo de verificar qualquer alteração hematológica ou bioquímica devido à 

administração da NPM-HFn, amostras de sangue foram coletadas, no dia da eutanásia, por meio 

da punção cardíaca extracorpórea, segundo o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de 

Laboratório (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2010). Os animais foram anestesiados e 

dispostos em decúbito dorsal, e após a assepsia do local com álcool 70% foi realizada a punção. 

Foi coletado cerca de 1 mL de sangue, dos quais 100 µL foram colocados em um tubo Minicollect 

(Greiner Bio-One, AUT) com anticoagulante Ácido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) para 

a realização da análise hematológica, cerca de 50 µL coletados em tubo Eppendorff para fazer o 

teste cometa, cerca de 200 µL para fazer a análise no ICP-OES (espectroscopia de emissão óptica 

com plasma) e o restante em outro tubo Minicollect com gel separador com ativador de coágulo 

para serem feitas análises bioquímicas. 

O sangue coletado para a análise hematológica foi rapidamente colocado no porta-tubo do 

analisador hematológico de uso veterinário Sysmex pocH-100iV DiffTM (Sysmex, JAP). Os 

parâmetros que foram analisados são: número total de células brancas (WBC), número total de 

células vermelhas (RBC), hematócrito (HCT), hemoglobina (HGB), volume corpuscular médio 

(MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH), concentração de hemoglobina corpuscular 

média (MCHC), porcentagem de linfócitos (% linfócitos), porcentagem de neutrófilos e monócitos 

(% neutrófilos+monócitos), porcentagem de eosinófilos (% eosinófilos) e plaquetas (PLT). 

Já o sangue coletado para a análise bioquímica foi centrifugado a 5000 rpm durante 5 minutos 

para a separação do soro e armazenado a -20°C até o dia da análise. Após a calibração do 

equipamento ChemWell-T (LabTest, BRA), as amostras de sangue foram analisadas para 

quantificar enzimas que predizem a respeito das funções renais e hepáticas, como a Alanina 

Aminotransferase (ALT), Aspartato Aminotransferase (AST), creatinina, fosfatase alcalina, além 

da ureia e do ferro. 
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Visto que para considerar os resultados de exames laboratoriais como anormais, é necessário 

ter conhecimento da faixa de variação dos valores (valores normais ou de referência) em animais 

sadios (THRALL et al., 2007), para estas análises foram considerados como referência nas 

comparações, tanto o grupo controle negativo (CN: sem tumor e sem tratamento) quanto os valores 

de referência para camundongos (EVERDS, 2007; QUIMBY & LUONG, 2007; THRALL et al., 

2007; VIANA, 2007). 

 

 
 

4.3.5. ANÁLISE DE GENOTOXICIDADE 

 

4.3.5.1. Teste de Micronúcleo 

Para a coleta das células da medula óssea, os dois fêmures dos camundongos foram removidos, 

as epífises cortadas e as células coletadas em um Eppendorf de 2 mL com o auxílio de uma seringa 

contendo 1 mL de soro fetal bovino. Primeiramente, estas células foram centrifugadas a 1000 rpm 

por 10 minutos, o excesso do sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido no 

restante do sobrenadante, sendo uma gota dessa suspensão utilizada para fazer o esfregaço na 

lâmina. Após as lâminas estarem secas, foram fixadas em álcool metílico durante 7 minutos e 

coradas com Giemsa também por 7 minutos. 

As células foram avaliadas quanto à presença ou ausência de micronúcleos e quanto à possível 

citotoxicidade ocasionada pela exposição ao nanomaterial em teste. Para tal propósito os 

eritrócitos policromáticos (EPC) e normocromáticos (ENC) foram contados e obtida a relação 

EPC/ENC.  

Foi utilizado o microscópio de luz Carl Zeiss Axio Vision 4.8.2 SP 2 com aumento de 1000× 

para analisar as células. Foram contadas 4000 células por animal, com o auxílio de um contador 

manual, para avaliar a frequência de micronúcleos, de acordo com a diretriz 474 da OECD (2016). 

Foi avaliada a citotoxicidade por meio da percentagem de EPC (%EPC). Ao se atingir a contagem 

de 2000 células, a quantidade de EPC e ENC eram registradas e a %EPC calculada usando a 

fórmula abaixo. 

 

 

 

 

4.3.5.2. Teste Cometa 

 
 

%EPC =
𝐸𝑃𝐶

𝐸𝑃𝐶+𝐸𝑁𝐶
𝑥 100 
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Como mencionado anteriormente, as células sanguíneas também foram coletadas para o teste 

cometa. Primeiramente, as lâminas foram imersas em agarose a 1,5%. O sangue foi misturado com 

100 µL de SFB e centrifugado a 5000 rpm durante 5 minutos e após a centrifugação, 80 µL do 

sobrenadante foram retirados e o restante foi ressuspendido. Em seguida, 20 µL dessa amostra 

ressuspendida foram misturados e homogeneizados com 120 µL de agarose com baixo ponto de 

fusão 0,5% a 37 °C. Então, 60 µL desse sangue em agarose foram colocados nas lâminas 

previamente preparadas com agarose e recobertos com uma lamínula para distribuir o material. As 

lâminas permaneceram na geladeira por 10 minutos para uma total solidificação da solução. A 

lamínula foi, então, retirada e as células foram lisadas por uma solução de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 

100 mM, Tris 10 mM, N-laurolyl sarcosine 1%, pH 10, Triton X-100 1% e DMSO 10%) durante 

1 hora à temperatura ambiente.  

Para a preparação do controle positivo, as lâminas foram imersas em uma solução de água 

oxigenada e PBS (20 µL de H2O2 e 15 mL de PBS) durante 8 minutos. Passado esse período, as 

lâminas foram lavadas com PBS gelado. 

Posteriormente, as lâminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese contendo solução 

tampão alcalina (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH > 13), que permite o desenrolamento do 

DNA, durante 20 minutos a 4°C. Em seguida foi realizada a eletroforese a 0,8 mV/cm, também 

por 20 minutos. Após a corrida, as lâminas foram colocadas em solução de neutralização durante 

5 minutos; em seguida, foi retirada a solução, as lâminas descansaram por mais 5 minutos e esse 

procedimento foi repetido 3 vezes. Só então as lâminas foram fixadas em álcool etílico 100% 

durante 7 minutos. Para a coloração foi utilizado o brometo de etídio a 20 µg/mL, um corante 

intercalante com o DNA. 

As lâminas foram analisadas de acordo com a diretriz 489 da OECD (2016), usando o 

microscópio de fluorescência Zeiss Axioskop 2 e fotos foram tiradas com a câmera Zeiss AxioCam 

MRc com o software Zen Lite 2012. Para a análise da porcentagem de fragmentação do DNA 

foram tiradas 100 fotos aleatórias das células de cada animal e para isto foi utilizado o software 

CometScore versão 2.0.0.38. 

 
 

4.3.6. ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA  

 

Após a coleta do sangue, os animais foram eutanasiados e os seguintes órgãos foram coletados: 

fígado, baço, rins, mama, pulmão e cérebro. A coleta foi realizada cuidadosamente e após a 

retirada dos órgãos, estes foram lavados em solução salina 0,9% para eliminar o excesso de sangue 

e de resíduos e foram rapidamente fixados. Os fragmentos do baço, fígado e cérebro foram fixados 

em solução de Davidson (9 partes da solução de estoque – 400 mL de formaldeído a 37%, 200 mL 

de glicerina, 600 mL de etanol 95% e 600 mL de água destilada – e uma parte de ácido acético 
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glacial (SHAW & BATTLE, 1957)) durante 24h à temperatura de 4°C, enquanto os demais tecidos 

foram fixados em solução formaldeído a 4% tamponado (pH 7,0) durante 24h à temperatura 

ambiente (MONGE-FUENTES, 2009). Após a fixação, os órgãos foram desidratados utilizando 

concentrações crescentes de álcool etílico (70% a 100%), em seguida diafanizados em solução 

álcool absoluto e xilol 1:1 e depois em xilol puro durante 45 minutos sob agitação em cada solução. 

Em seguida, foram incluídos em parafina por meio de três banhos por 1 hora cada em estufa a 60 

°C. Após este processo, os órgãos foram emblocados individualmente em parafina. 

Em sequência, os tecidos foram seccionados com espessura de 5 µm utilizando o micrótomo 

Leica modelo RM2125RT (Leica, ALE). Foram realizados três cortes consecutivos, onde foram 

preparadas três lâminas para cada órgão, onde uma lâmina foi corada com Hematoxilina e Eosina 

(H&E), outra com Perls e a última lâmina mantida como reserva. 

Para a coloração com H&E, os cortes foram colocados em estufa para retirada do excesso de 

parafina e melhor fixação do corte na lâmina, depois foram desparafinizados com três banhos em 

xilol por 3 minuto em cada banho, hidratados em concentrações decrescentes em álcool etílico 

(100%, 90%, 80% e 70%) durante 1 minuto em cada, em seguida foram coradas, primeiramente, 

na hematoxilina e lavadas em água corrente e, posteriormente, coradas em eosina, para, então, 

serem novamente desidratados em álcool e xilol. Após o último banho no xilol, foi feita a 

montagem das lâminas utilizando verniz incolor (Acrilex, BRA) e lamínula, e secagem à 

temperatura ambiente.  

Todas as lâminas foram analisadas utilizando-se o microscópio de luz Olympus BX41 e 

fotografadas digitalmente com a câmera Opticam para avaliar quaisquer possíveis alterações 

morfológicas de acordo com as peculiaridades de cada órgão. Cada alteração foi graduada em:  

ausente (-) discreta (+), moderada (++) e intensa (+++). 

 

4.3.7. ANÁLISE DA BIODISTRIBUIÇÃO 

 

4.3.7.1. Coloração de Perls 

 

Para avaliar a biodistribuição da NPM-HFn foi realizada a coloração das lâminas histológicas 

por Perls, onde o ferro é marcado em azul por meio da interação dos íons do ferrocianeto de 

potássio presentes no corante com os íons férricos presentes nas células. 

Para a coloração de Perls as lâminas passaram por um processamento descrito na Tabela 1. As 

lâminas foram montadas da mesma forma como descrito anteriormente. 
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As lâminas foram analisadas utilizando o microscópio de luz Carl Zeiss Axio Vision 4.8.2 SP 

2 e fotografadas. Os órgãos foram avaliados de acordo com a ausência (-) e presença discreta (+), 

moderada (++) e intensa (+++) quantidade de ferro. Estes dados foram usados para a análise 

estatística. 

 

Tabela 1 – Protocolo para coloração com Perls. 

Processo Tempo 

Xilol 1 5 minutos 

Xilol 2 3 minutos 

Xilol 3 1 minutos 

Álcool 100% 1 1 minutos 

Álcool 100% 2 1 minutos 

Álcool 90% 1 minutos 

Álcool 80% 1 minutos 

Álcool 70% 1 minutos 

Água Destilada 1 minutos 

Ferro Cianeto 2% 5 minutos 

Ferro Cianeto 2% + HCL 1% (1:1) 15 minutos 

Água Destilada 1 minutos 

Vermelho Neutro 5 minutos 

Água Destilada 3 minutos 

Álcool 70% 1 minutos 

Álcool 80% 1 minutos 

Álcool 90% 1 minutos 

Álcool 100% 1 2 minutos 

Álcool 100% 2 2 minutos 

Xilol 1 1 minutos 

Xilol 2 1 minutos 

Xilol 3 1 minutos 

 

 

4.3.7.2.  Espectrometria de Emissão Óptica com Plasma (ICP-OES) 
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Para determinar a concentração de ferro em cada órgão foi realizada análise por 

Espectrometria de Emissão Óptica com Plasma (ICP-OES), utilizando o equipamento 

PerkinElmer® Optima™ 8000 (PerkinElmer, EUA). 

No dia da eutanásia, os órgãos foram coletados, retirado todo sangue residual, pesados e 

divididos ao meio com o auxílio de um bisturi, onde o fragmento direito e rim direito foram usados 

para a histologia e o fragmento esquerdo e rim esquerdo foram pesados e colocados em um tubo 

Eppendorf e congelados para posterior análise no ICP-OES.  

Após o congelamento, os órgãos foram secos utilizando o equipamento Eppendorf Vacuum 

Concentrator Plus (Eppendorf, Reino Unido) até total secagem. Em seguida os órgãos foram 

digeridos utilizando 1 mL de Ácido Nítrico 65% durante 24 horas em temperatura ambiente, até a 

total digestão. Foram, então, colocados 150 µL da amostra do órgão digerido em um tubo Falcon 

com 9,85 mL de água ultrapura. A amostra final foi analisada pelo prof. Dr. Marcelo Henrique 

Sousa para determinação da concentração de ferro no Laboratório Nanotecnologia Verde, 

Faculdade de Ceilândia, Universidade de Brasília, conforme descrito em SOUSA et al., 2011. 

 

 
 

4.4. EFICÁCIA DA NPM-HFn PARA O TRATAMENTO DE ADENOCARCINOMA 

MAMÁRIO DE EHRLICH 

 
 
 

4.4.1. GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

Nesta parte do trabalho foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem Swiss (Mus 

musculus) com 3 meses de idade e pesando 40 ± 5g, também provenientes do Biotério Central da 

Universidade Federal de Goiás (UFG). Os animais foram mantidos na sala de Manutenção de 

Animais do Laboratório NanoGEM, GEM, IB, UnB, conforme mencionado no item 4.3.  

Para avaliar o potencial terapêutico da NPM-HFn, foram utilizados 48 camundongos Swiss 

fêmeas (Figura 8). Os animais foram aleatoriamente divididos em 8 grupos (n=6): 

 

 controle saudável (Ctr): camundongos sem tumor que receberam administração 

endovenosa de soro fisiológico 0,9%; 

 grupo com a NPM-HFn endovenosa (NP(EV)): camundongos sem tumor que 

receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; 

 grupo controle tumor (T-Ctr): camundongos com tumor que receberam a 

administração intratumoral de soro fisiológico 0,9%; 
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 grupo com tumor e NPM-HFn intratumoral (T-NP(IT)): camundongos com tumor 

que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn; 

 grupo com tumor e NPM-HFn endovenoso (T-NP(EV)): camundongos com tumor 

que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; 

 grupo com tumor, NPM-HFn endovenoso e exposto ao CMA (T-NP(EV)AFM): 

camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn 

e foram expostos ao campo magnético alternado; 

 grupo com tumor, NPM-HFn intratumoral e exposto ao CMA (T-NP(IT)AFM): 

camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn 

e foram expostos ao campo magnético alternado; 

 grupo com tumor e exposto ao CMA (T-AFM): camundongos com tumor que 

receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram expostos 

ao campo magnético alternado. 

 

 

 

Figura 8 - Esquema mostrando todos os grupos experimentais. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam 

administração endovenosa de soro fisiológico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a 

administração endovenosa da NPM-HFn ; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração 

intratumoral de soro fisiológico 0,9% ; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administração 

intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da 

NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% 
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e foram expostos ao campo magnético alternado ; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a 

administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: 

Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo 

magnético alternado (Adaptado de GUERRINI, 2017). 

 

 

4.4.2. INDUÇÃO TUMORAL 

 

O tumor ascítico de Ehrlich (TAE) foi mantido por repiques em camundongos Swiss, através 

da inoculação de 1 × 106 células do TAE congeladas em 100 µL por via intraperitoneal. Após 8 

dias, os inóculos foram obtidos através da punção intraperitoneal do fluido ascítico. A viabilidade 

celular destes inóculos foi verificada utilizando o Azul de Tripan 0,2% e com o auxílio da Câmara 

de Neubauer, sendo feita a contagem do número de células por mL. Para isso, as células coletadas 

do peritônio foram diluídas 1:10 em PBS, e em seguida foi realizada outra diluição 1:100 em PBS. 

Depois 10 µL da suspensão 1:100 foram retirados e misturados em 10 µL do azul de Tripan e 10 

µL dessa solução foram colocados na câmara de Neubauer. As células não coradas (células 

viáveis) foram contadas nos quatro quadrantes laterais e utilizando a fórmula abaixo a 

concentração de células foi determinada. A concentração celular dos inóculos foi ajustada com 

PBS estéril. 

 

 

 

 

Após a obtenção de células do TAE frescas, os animais foram anestesiados, como descrito 

anteriormente, e realizada a inoculação ortotópica (ROMERO, 2015): o animal foi acomodado em 

um suporte adequado e, então, foram injetadas 1 × 107 células tumorais no ducto lactífero principal 

da quinta glândula mamária direita do camundongo, com o auxílio de uma lupa, visando a indução 

do tumor em sua forma sólida. 

 

 

4.4.3. TRATAMENTO POR MAGNETOHIPERTERMIA (MHT) 

 

Para o tratamento foi utilizado o equipamento CMagMHG gerador de campo eletromagnético 

de frequência alternada (Patente: PI 0204433-1, GUEDES et al., 2004) desenvolvido por nosso 

grupo de pesquisa, que opera a uma radiofrequência de 1 MHz em uma amplitude de 40 Oe e com 

intensidade de corrente elétrica de 1 A/m. 

Número de células contadas

Número de quadrantes
 × 104 × Fator de diluição × 2 = Número de células/mL 

 

 
 

Figura 17 - Delineamento experimental dos grupos M-T-NP(EV)-AFM e M-T-NP(IT)-AFM, onde foram administradas 

5 doses da NPM-HFn e foram expostos por 10 dias ao campo magnético alternado durante 30 minutos. Ao final do 

tratamento, os grupos foram separados em dois subgrupos (n=3), um dos subgrupos foi eutanasiado e feita a coleta do 

sangue e dos órgãos após 48 horas e o outro subgrupo foi eutanasiado 28 dias após o ultimo 

tratamento.
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑞𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠
 × 104 × 𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 × 2 = 𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠/𝑚𝐿 
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O tratamento teve início 24 horas após a implantação do tumor, quando o tumor já era palpável, 

como já padronizado previamente por Romero (2015). Foram realizadas cinco administrações da 

NPM-HFn, uma a cada 48 horas (totalizando 5 administrações da NPM-HFn) e os animais foram 

expostos ao campo magnético de frequência alternada (CMA), uma a cada 24 horas, sendo a 

primeira delas logo após a primeira administração da amostra magnética (Figura 9). Os animais 

foram expostos durante 30 minutos ao campo magnético. É importante ressaltar que o grupo que 

recebeu a NPM-HFn por via endovenosa (T-NP(EV)-AFM) foi exposto ao campo após 24h da 

administração da NPM-HFn. Cada grupo foi subdividido em dois (n=3), sendo os animais de um 

deles eutanasiados 2 dias após o último tratamento, enquanto no outro grupo a eutanásia ocorreu 

28 dias após o último tratamento. 

 

 

Cada grupo recebeu uma dose diferente da NPM-HFn a 10 mg/mL, e os animais do grupo Ctr 

receberam soro fisiológico a 0,9% por via endovenosa, enquanto os grupos T-Ctr e T-AFM 

receberam soro por via intratumoral. Detalhes do protocolo de tratamento estão descritos na Tabela 

2. 

 

Tabela 2 – Protocolo utilizado no tratamento; detalhes sobre a administração da NPM-HFn e do soro fisiológico 
nos animais controle. 

Grupo Dia 1 Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 9 

Ctr 80 µL 80 µL 80 µL 80 µL 80 µL 

NP(EV) 80 µL 80 µL 80 µL 80 µL 80 µL 

T-Ctr 100 µL 80 µL 60 µL 80 µL 60 µL 

T-NP(IT) 100 µL 80 µL 60 µL 80 µL 60 µL 

T-NP(EV) 80 µL 80 µL 80 µL 80 µL 80 µL 

T-NP(EV)-AFM 80 µL 80 µL 80 µL 80 µL 80 µL 

T-NP(IT)-AFM 100 µL 80 µL 60 µL 80 µL 60 µL 

T-AFM 100 µL 80 µL 60 µL 80 µL 60 µL 

Figura 9 - Delineamento experimental dos grupos T-NP(EV)-AFM e T-NP(IT)-AFM, onde foram administradas 5 doses da 

NPM-HFn e foram expostos por 10 dias ao campo magnético alternado durante 30 minutos. Ao final do tratamento, os grupos 

foram separados em dois subgrupos (n=3), um dos subgrupos foi eutanasiado e feita a coleta do sangue e dos órgãos após 2 

dias e o outro subgrupo foi eutanasiado 28 dias após o último tratamento (Adaptado de GUERRINI, 2017). 
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 Testes preliminares determinaram a dose máxima de 80 µL por via endovenosa sem que 

houvesse extravasamento da NPM-HFn. A aplicação endovenosa foi realizada sempre na veia 

caudal lateral como demonstrado na figura 10.  

 

                                    

Figura 10 - Foto da cauda do animal logo após a administração endovenosa de 80 µL da NPM-HFn. Seta mostra o 

local de administração. 
 

 

4.4.4. AVALIAÇÃO DO CRESCIMENTO TUMORAL 
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Com o auxílio de um paquímetro digital milimetrado, o tumor foi mensurado a cada 24 horas 

antes da administração da amostra NPM-HFn, até o dia da eutanásia. O volume tumoral foi 

calculado conforme a fórmula abaixo (SCHUH, 2004): 

 

 

Volume = (Comprimento) x (Largura) ² x 0,5  

 

 

Após a eutanásia, o tumor, baço, pulmão, rim e fígado coletados foram pesados utilizando uma 

balança analítica modelo OHAUS
®

220 e o peso relativo foi calculado usando a fórmula abaixo: 

  

 

 

4.4.5. ANÁLISE CLÍNICA 

 

Foram feitas anotações das observações sobre alterações clínicas e comportamentais, e 

acompanhamento do peso dos animais ao longo do período de até 30 dias após o início dos 

tratamentos. Os camundongos foram pesados diariamente antes do tratamento utilizando uma 

balança digital modelo OHAUS
®

220. 

 

 

4.4.6. ANÁLISE HEMATOLÓGICA E BIOQUÍMICA 

  

Para verificar se houve toxicidade devido à aplicação da NPM-HFn em animais portadores 

do adenocarcinoma mamário, análises hematológicas e bioquímica foram realizadas. Os analitos 

avaliados foram: número total de células brancas (WBC), número total de células vermelhas 

(RBC), hematócrito (HCT), hemoglobina (HGB), volume globular médio (MCV), hemoglobina 

globular média (MCH), concentração de hemoglobina corpuscular média (MCHC), porcentagem 

de linfócitos (% linfócitos), porcentagem de neutrófilos e monócitos (% neutrófilos+monócitos), 

porcentagem de eosinófilos (% eosinófilos) e plaquetas (PLT), Alanina Aminotransferase (ALT), 

Aspartato Aminotransferase (AST), creatinina, ferro sérico e ureia. 

Os animais foram anestesiados para fazer a coleta do sangue por punção cardíaca e os 

analitos foram analisados como descrito no item 4.3 

Peso relativo =
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑏𝑟𝑢𝑡𝑜 𝑑𝑜 ó𝑟𝑔ã𝑜

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙 𝑑𝑜 𝑎𝑛𝑖𝑚𝑎𝑙
 𝑥 100 
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4.4.7. ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

Após a coleta do sangue, os animais foram eutanasiados e foram coletados os seguintes órgãos: 

fígado, baço, rins, linfonodo subilíaco direito, pulmão, cérebro e tumor. A eutanásia, a coleta dos 

órgãos, a fixação e o protocolo de processamento e coloração por H&E, assim como a avaliação 

morfológica dos órgãos coletados seguiram os procedimentos descritos no item 4.3. 

Para a análise do tumor (Figura 11) e do linfonodo subilíaco (Figura 12), foi calculada a área 

do tumor (mm2) e a área de necrose (mm2) usando o software ImageJ conforme figuras abaixo.  

 

 

Figura 11 - Área do tumor (mm2) na parede abdominal demarcada por linha amarela no programa Image J. 

Figura 12 - Área da necrose do tumor (mm2) no linfonodo demarcada por linha amarela no programa Image J. 



35 
 

 

4.4.8. ANÁLISE DE BIODISTRIBUIÇÃO 

 

Para avaliar a biodistribuição de NPM-HFn nos animais portadores de tumor ou submetidos a 

tratamento, foram refeitos os procedimentos de histologia com coloração de Perls descritos no 

item 4.3. 

 

4.4.9. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As variáveis foram testadas para distribuição normal com o teste de Shapiro-Wilk. 

Possíveis diferenças entre os grupos analisados foram investigadas pelos testes ANOVA ou 

Kruskal-Wallis (quando os dados não estavam normalmente distribuídos). Para resultados 

significativos com ANOVA, o teste de Tukey (post-hoc) foi escolhido para realizar as 

comparações múltiplas entre os grupos. Para os resultados significativos com o teste de Kruskal-

Wallis, foi usado o teste de Mann-Whitney para verificar diferenças entre 2 grupos (comparações 

2 a 2). Para as comparações entre os subgrupos 2 e 28, os testes T para amostras independentes 

(dados normalizados) e de Mann-Whitney (dados não-normalizados em pelo menos uma das 

variáveis de um dos subgrupos) foram usados. O programa estatístico utilizado foi o IBM SPSS 

Statistics versão 22. Os gráficos apresentando os dados analisados foram desenvolvidos utilizando 

o programa GraphPad Prism 5. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas 

com p < 0,05. 
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5. RESULTADOS  
 
 

5.1. SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA NPM-HFn 

 
 
 

5.1.1. AVALIAÇÃO DA ASSOCIAÇÃO DA FERRITINA À NPM 

 

  

A eletroforese em gel de agarose (Figura 13) mostra que a ferritina livre (HFn) pode correr 

até o final do gel, enquanto que a NPM-HFn permaneceu no topo do gel. Além disso, a coloração 

azul fornecida pelo corante Kumasi blue ao interagir com proteínas, confirmou a presença da 

ferritina associada às NPM no poço correspondente à NPM-HFn,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - – Imagem do gel de agarose após a coloração com Kumasi blue. A ferritina (HFn) livre correu até o final, 

enquanto a NPM-HFn permaneceu no topo do gel (Fonte: GUERRINI, 2017).  
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5.1.2. CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA NPM-HFn 

  

 

A análise da morfologia das nanopartículas por Microscopia Eletrônica de Transmissão 

mostrou que as NPM possuem diâmetro médio de 12,7 ± 0,7 nm com um formato arredondado e 

com características monodispersas (Figura 14). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 A análise da difração de raio X mostrou que a NPM produzida possui a estrutura cristalina 

da magnetita, confirmando a boa qualidade da amostra (Figura 15).  

 

 

 

 

  

 

Para saber o diâmetro hidrodinâmico da NPM-HFn foi feito o Espalhamento de Luz 

Dinâmico (DLS). O diâmetro de 70 nm da NPM-HFn confirma que a ligação da HFn com a NPM 

foi bem-sucedida. É importante ressaltar que todas as amostras foram caracterizadas por uma 

distribuição simples e nenhuma aglomeração foi notada. O potencial zeta foi de -21,3 mV (Figura 

16). 

  

Figura 14 - Imagem de Microscopia Eletrônica de Transmissão das NPM e distribuição dos diâmetros 

correspondentes, obtida através da estatística da contagem de 1200 nanopartículas. O diâmetro médio é dTEM = 12,7 

± 0,7 nm; A linha roxa representa o ajuste a uma função log normal com dLN = 12,7 ± 0,8 nm (Fonte: GUERRINI, 

2017). 

 

Figura 15 - Difração de raio X (DRX) da NPM. As barras vermelhas representam o padrão da magnetita (Fonte: 

GUERRINI, 2017). 
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 DH (nm) PDI ZPOT (mV) 

NPM-HFn 70,4 0,168 -21,3 

 

 

5.1.3. Termometria in vitro 

 

Durante a obtenção das curvas de aquecimento foi observado que as concentrações de 0,6 

(60 µL), 0,8 (80 µL) e 1 mg (100 µL) de ferro foram as concentrações que atingiram e mantiveram 

a temperatura desejada de aproximadamente 43ºC (Figura 17). 

 O volume de 500 µL (5 mg de ferro) alcançou a temperatura de 40 °C após 4,3 

minutos e atingiu a temperatura máxima de 53,39 °C; 

 O volume de 100 µL (1 mg de ferro) alcançou a temperatura de 40 °C após 5,25 

minutos e atingiu a temperatura máxima de 45,34 °C; 

 O volume de 80 µL (0,8 mg de ferro) alcançou a temperatura de 40 °C após 8,35 

minutos e atingiu a temperatura máxima de 43,16 °C; 

 O volume de 60 µL (0,6 mg de ferro) alcançou a temperatura de 40 °C após 8,45 

minutos e atingiu a temperatura máxima de 42 °C; 

 O volume de 40 µL (0,4 mg de ferro) alcançou a temperatura máxima de 37,65 °C. 

 

Figura 16 - Distribuição do diâmetro das amostras através do DLS. (A) representa a amostra NPM. (B) representa a 

amostra NPM-HFn. (D) Valores do resultado do DLS e do potencial zeta, Valores do Diâmetro Hidrodinâmico, índice 

de polidispersão e potencial zeta estão descritos na tabela. dH indica o diâmetro hidrodinâmico, PdI indica o índice 

de polidispersão e ZPOT indica o potencial zeta (Adaptado: GUERRINI, 2017). 
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Figura 17 - Curva de aquecimento da amostra NPM-HFn exposta ao campo magnético alternado na frequência de 

332,3 kHz, 228 V e campo magnético de 342,75 G, durante 30 min. 

 
 

 

Com esses resultados foi possível determinar as doses a serem administradas por via 

intratumoral que, além de fornecerem melhor aquecimento apresentam volumes adequados para 

administração intratumoral (item 5.4). 

 

 

5.2 ANÁLISE DA TOXICIDADE DA NPM-HFn  

 

5.2.1. ANÁLISE DOS PARÂMETROS CLÍNICOS 

 

A avaliação do peso corporal (Figura 18) mostra que os animais de todos os grupos, mesmo 

após a administração da NP-HFn por via intraperitoneal, mantiveram o peso inicial, sem diferenças 

estatisticamente significativas (p > 0,05). 

. 
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Quanto ao consumo de ração, foi observado que no quinto dia de tratamento, no grupo em 

que foi administrada a maior dose da NPM-HFn, C3, houve diminuição significativa em 

comparação com o grupo controle saudável, CN. Mas, no 9º dia de tratamento esse consumo de 

ração já não apresentava essa diferença, como mostrado na Figura 19. 

 

Figura 18 - Variação do peso corporal durante o tratamento com NPM-HFn administrada via intraperitoneal por 8 

dias consecutivos. CN: camundongos que receberam soro fisiológico a 0,9%; CP: camundongos que receberam 40 

mg/Kg de MetilMetanoSulfonato (MMS); C1: camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: 

camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25 mg/Kg da NPM-HFn. 

Valores representados como média ± EPM. As análises estatísticas do grupo CP foram feitas utilizando o teste 

Kruskal-Wallis, enquanto que as análises dos grupos CN, C1, C2 e C3 foram feitas utilizando o teste One-way 

ANOVA com pós-teste Tukey (p > 0,05). 
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5.2.2. ANÁLISE GENOTÓXICA 

 

5.2.2.1. Teste de Micronúcleo 

  

  

As frequências de eritrócitos policromáticos micronucleados observadas nos camundongos 

tratados com NPM-HFn estão representados na Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Resultados do teste do micronúcleo (MN) em camundongos Swiss fêmeas após o tratamento com 

NPM-HFn administrada via intraperitoneal por 8 dias consecutivos. O controle negativo (CN) recebeu soro 

fisiológico a 0,9%, enquanto o controle positivo (CP), 40 mg/Kg de metilmetanosulfonato (MMS) em uma única 

dose intraperitoneal no 8º dia de tratamento. 

Grupo 

Eritrócitos Policromáticos (EPC) 

MN-EPC 
Índice de Proliferação 

Celular (%EPC) 

CN 3,20 ± 1,77 83,60 ± 5,83 

CP 4,20 ± 1,96 69,29 ± 6,01 

C1 2,00 ± 1,48 71,55 ± 4,88 

C2 2,20 ± 1,96 79,70 ± 7,64 

C3 0,67 ± 0,49 82,54 ± 1,80 

P-valores 0,680 0,242 
Os dados correspondem à média e ao erro padrão da média (EPM). C1= camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da 

NPM-HFn; C2: camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25 mg/Kg 

Figura 19 - Ração consumida por grupo experimental durante o tratamento com NPM-HFn administrada via 

intraperitoneal por 8 dias consecutivos. CN: camundongos que receberam soro fisiológico a 0,9%; CP: camundongos 

que receberam 40 mg/Kg de MetilMetanoSulfonato (MMS); C1: camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-

HFn; C2: camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25 mg/Kg da 

NPM-HFn. Valores representados como média ± EPM. As análises estatísticas foram feitas utilizando o teste Kruskal-

Wallis. * significa p ≤ 0,05. 
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da NPM-HFn; MN-EPC: frequência de micronúcleos nos eritrócitos policromáticos; %EPC: percentagem de 

eritrócitos policromáticos. Os p-valores foram gerados por ANOVA (%EPC) e pelo teste de Kruskal-Wallis (MN-

EPC). 

 

A comparação da frequência de micronúcleos entre os grupos não apresentou nenhuma 

significância estatística, o que indica que a NPM-HFn nas concentrações testadas não induziu dano 

cromossômico estrutural ou numérico em eritrócitos imaturos. A substância MMS utilizada no 

controle positivo, na concentração utilizada (40 mg/mL) mostrou tendência para aumentar esse 

valor, mas a diferença não foi significativa. 

 

5.2.2.2. Teste Cometa 

 

Os resultados do teste cometa, após tratamento dos animais com NPM-HFn, estão 

mostrados na Figura 20 e estão representados como médias e erro padrão da média de dano total 

(% de DNA na cauda). 

 

 

  

Foi observado aumento significativo da porcentagem de dano no DNA das células da 

medula óssea, apenas no grupo positivo (CP), tratado com MMS, em comparação com o grupo 

saudável (CN). Não foram observados danos significativos nos grupos tratados com a amostra 

NPM-HFn. 

Figura 20 – Resultado do teste cometa após o tratamento com NPM-HFn administrada via intraperitoneal por 8 dias 

consecutivos. CN: camundongos que receberam soro fisiológico a 0,9%; CP: camundongos que receberam 40 mg/Kg 

de MetilMetanoSulfonato (MMS); C1: camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: camundongos 

que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25 mg/Kg da NPM-HFn. Os valores de 

p foram gerados usando ANOVA. As letras minúsculas indicam diferenças significativas detectadas pelo teste de 

Tukey a nível de ***p < 0,001. a # b. 
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5.2.3. ANÁLISE HEMATOLÓGICA 

 

Na análise dos hemogramas obtidos após os tratamentos com NPM-HFn (Tabela 4), 

constatou-se que houve alterações nas variáveis hemoglobina corpuscular média (HCM), 

concentração hemoglobínica corpuscular média (CHCM), e percentagens de linfócitos e 

neutrófilos + monócitos. 

Quando comparados com o grupo controle negativo (CN), as alterações hematológicas 

encontradas após os tratamentos foram: diminuição significativa da hemoglobina corpuscular 

média (HCM; p= 0,008) e da concentração hemoglobínica corpuscular média (CHCM; p= 0,016) 

no grupo C2, o mesmo ocorrendo com CHCM no grupo C3 (p= 0,024); redução significativa da 

percentagem de linfócitos nos grupos C1 (p= 0,037) e C3 (p=0,010); e aumento significativo de 

neutrófilos + monócitos no grupo C3 (p= 0,000).  

A redução significativa da % de linfócitos (p= 0,037) também foi observada no grupo C3, 

quando comparado ao grupo controle positivo (CP), não havendo diferenças significativas nos 

parâmetros hematológicos entre os grupos de tratamento C1, C2 e C3. 

 

Tabela 4 - Análises hematológicas de camundongos Swiss fêmeas saudáveis após o tratamento com NPM-HFn 

administrada via intraperitoneal por 8 dias consecutivos. O controle negativo (CN) recebeu soro fisiológico a 

0,9%, enquanto o controle positivo (CP), 40 mg/Kg de metilmetanosulfonato (MMS) em uma única dose 

intraperitoneal no 8º dia de tratamento. 

 CN CP C1 C2 C3 
P-

valores 

Eritrograma       

Eritrócitos (x 

106/L) 8,33 ± 0,32 8,48 ± 0,21 7,98 ± 0,31 8,47 ± 0,45 8,20 ± 0,33 

0,819 

HGB (g/dL) 12,33 ± 0,34 12,12 ± 0,37 11,65 ± 0,59 11,57 ± 0,62 11,57 ± 0,50 0,594 

HCT (%) 31,22 ± 0,98 31,85 ± 0,90 30,20 ± 1,24 31,05 ± 1,81 30,52 ± 1,32 0,781 

VCM (fL) 37,53 ± 0,49 37,60 ± 0,69 37,80 ± 0,23 36,65 ± 0,55 37,23 ± 0,41 0,532 

HCM (pg) 14,90 ± 0,25 14,32 ± 0,30 14,58 ± 0,22 13,67 ± 0,20**a 14,10 ± 0,17 0,011 

CHCM (g/dL) 39,55 ± 0,56 37,98 ± 0,16 38,52 ± 0,51 37,32 ± 0,36*a 37,92 ± 0,25*a 0,021 

Leucograma       

Leucócitos 

totais (x 103/L) 3,13 ± 0,37 2,65 ± 1,05 4,87 ± 0,71 4,97 ± 0,61 3,82 ± 0,23 

0,074 

Linfócitos (%) 76,08 ± 4,26 69,43 ± 4,62 66,95 ± 4,55*a 68,15 ± 1,93 54,55 ± 4,66*a 0,022 

Neutrófilos + 

Monócitos (%) 20,72 ± 2,06 28,80 ± 4,14 30,92 ± 3,44 30,77 ± 2,35 

44,88 ± 

4,50**a,*b 

0,001 

Eosinófilos (%) 3,20 ± 2,45 1,77 ± 0,80 2,13 ± 1,67 1,08 ± 0,56 0,57 ± 0,16 0,807 

Plaquetas       

PLT (x 103/L) 1013,17 ± 145,45 893,33 ± 81,26 990,67 ± 140,29 1326,17 ± 175,02 1048,50 ± 63,88 0,160 

Os dados correspondem à média e ao erro padrão da média (EPM). CN: controle negativo (camundongos que 

receberam soro fisiológico a 0,9%); CP: controle positivo (camundongos que receberam 40 mg/Kg de 

metilmetanosulfonato - MMS); C1= camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: camundongos que 

receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25 mg/Kg da NPM-HFn; HGB: 



45 
 

Hemoglobina; HCT: Hematócito; VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; 

CHCM: Concentração Hemoglobínica Corpuscular Média; PLT: plaquetas; g/dL: gramas por decilitros; fL: 

fentolitros; pg: picograma. Os valores de p de eritrócitos, MCV, MCH, leucócitos totais e neutrófilos + monócitos 

foram gerados por ANOVA, enquanto os demais p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras 

minúsculas indicam diferenças significativas a nível de *p < 0,05 e **p < 0,01 detectadas pelos testes de Tukey (HCM, 

neutrófilos + monócitos) e de Mann-Whitney (CHCM, % linfócitos), sendo a= significativo comparado com o grupo 

CN; b= significativo comparado com o grupo CP.  

 

5.2.4. ANÁLISE BIOQUÍMICA 

 

Na análise bioquímica dos animais tratados com NPM-HFn, observou-se que houve 

alterações nas variáveis TGO (AST) e fosfatase alcalina, quando comparados com o grupo 

controle negativo (CN); houve aumento significativo nos valores de TGO (AST) nos grupos C1 e 

C3 (p= 0,010 para ambos), e redução significativa nos valores da fosfatase alcalina no grupo C3 

(p= 0,045). O grupo controle positivo (CP) também promoveu aumento significativo nos valores 

de TGP (ALT: p= 0,037) e TGO (AST: p= 0,004). Os resultados e as diferenças significativas nos 

parâmetros bioquímicos entre os grupos que receberam tratamento com MMS e NPM-HFn são 

mostradas na Tabela 5. 

 

Tabela 5 - Resultados das dosagens bioquímicas de camundongos Swiss fêmeas saudáveis após o tratamento 

com NPM-HFn administrada via intraperitoneal por 8 dias consecutivos. O controle negativo (CN) recebeu 

soro fisiológico a 0,9%, enquanto o controle positivo (CP), 40 mg/Kg de metilmetanosulfonato (MMS) em uma 

única dose intraperitoneal no 8º dia de tratamento. 

 CN CP C1 C2 C3 
P-

valores 

TGP (ALT) -  U/L 17,00 ± 3,85 
32,17 ± 

4,90*a 30,17 ± 3,38 21,67 ± 3,12 27,83 ± 1,01 0,028 

TGO (AST) -  U/L 57,00 ± 5,96 
114,67 ± 

7,76**a 

94,33 ± 

14,94*a 

70,83 ± 

9,60*b 

105,33 ± 

22,65*a 
0,003 

FOSFATASE 

ALCALINA (U/L) 
11,33 ± 1,89 8,83 ± 0,91 9,00 ± 0,82 10,67 ± 1,61 5,83 ± 2,18*a 0,135 

LDH (mg/dL) 
703,00 ± 

242,05 

1031,17 ± 

178,30 

678,50 ± 

101,48 

778,00 ± 

99,78 

558,50 ± 

30,05**b,*d 0,108 

CREATININA 

(mg/dL) 
0,32 ± 0,02 0,31 ± 0,01 0,36 ± 0,03 0,27 ± 0,02**c 0,30 ± 0,01 0,016 

UREIA (mg/dL) 49,50 ± 3,39 50,67 ± 6,56 45,33 ± 4,08 
34,00 ± 

1,10*b 37,00 ± 2,16 0,018 

FERRO SÉRICO 

(g/dL) 

166,83 ± 

16,76 

171,17 ± 

37,18 

138,17 ± 

37,26 

188,00 ± 

44,28 

275,83 ± 

21,45*c 
0,068 

Os dados correspondem à média e ao erro padrão da média (EPM). CN: controle negativo (camundongos que 

receberam soro fisiológico a 0,9%); CP: controle positivo (camundongos que receberam 40 mg/Kg de 

metilmetanosulfonato - MMS); C1= camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: camundongos que 

receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25 mg/Kg da NPM-HFn; TGP: transaminase 

glutâmico-pirúvica (ou ALT: alanina aminotransferase); TGO: transaminase glutâmico-oxalacética (ou AST: 

aspartato aminotransferase); LDH: lactato desidrogenase;  U/L: unidades por litro; mg/dL: miligramas por decilitro; 

ANOVA, enquanto os demais p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras minúsculas indicam 

diferenças significativas a nível de *p < 0,05 e **p < 0,01 detectadas pelos testes de Tukey (TGP, creatinina, ureia, 



46 
 

ferro sérico) e de Mann-Whitney (TGO, fosfatase alcalina, LDH), sendo a= significativo comparado com o grupo CN; 

b= significativo comparado com o grupo CP; c= significativo comparado com o grupo C1; d= significativo comparado 

com o grupo C2. 

 

5.2.5. ANÁLISE DOS ÓRGÃOS 

 

A Figura 21 mostra os resultados obtidos em relação ao peso absoluto (A) e pelo relativo 

(B) relativo dos órgãos baço, fígado, cérebro, pulmão e rins dos animais tratados com NPM-HFn, 

coletados no dia da eutanásia. Os pesos, tanto absoluto quanto relativo, dos órgãos cérebro, pulmão 

e rins não foram alterados pelo tratamento. Entretanto, os que receberam as maiores concentrações 

da NPM-HFn (C2 e C3) apresentaram esplenomegalia. Esse aumento de peso (absoluto e relativo) 

foi significativo nos grupos que receberam as maiores concentrações da amostra C2 e C3, em 

comparação com o grupo saudável CN. Além disso, a maior concentração da amostra (C3) também 

levou a um aumento significativo do fígado (p < 0,001). 
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5.2.6. ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

 

 No baço foram observadas hemossiderose e hematopoiese em todos os animais 

experimentais, incluindo os animais controle saudáveis (Anexo 2). Adicionalmente, foi observado 

hiperplasia da polpa branca apenas no grupo C1. 

Figura 21 – (A) Peso absoluto do baço, fígado, pulmão, rins e cérebro. Os valores de p do baço e pulmão foram 

gerados usando one-way ANOVA com pós-teste Tukey, enquanto que os demais valores do foram gerados utilizando 

o teste Kruskal-Wallis. (B) Peso relativo do baço, fígado, pulmão, rins e cérebro. CN: camundongos que receberam 

soro fisiológico a 0,9%; CP: camundongos que receberam 40 mg/Kg de MetilMetanoSulfonato (MMS); C1: 

camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; 

C3: camundongos que receberam 25 mg/Kg da NPM-HFn. Os valores de p do baço, fígado, pulmão e rins foram 

gerados usando one-way ANOVA com pós-teste Tukey, enquanto que o valor do cérebro foi gerado utilizando o teste 

Kruskal-Wallis * significa p < 0,05; ** significa p < 0,01*** significa p < 0,001. 

A 

B 
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No cérebro (Anexo 3) foram observados congestão e edema em alguns animais de todos 

os grupos.  

No fígado (Anexo 4) dos animais que receberam as maiores doses da NPM-HFn (C2 e C3) 

foi observada hemossiderose. Apesar de não significativo também foi observada uma leve 

degeneração hidrópica em todos os grupos que receberam a NPM-HFn. 

 Foi encontrado uma leve hiperplasia no linfonodo dos animais que receberam a menor dose 

da NPM-HFn (Anexo 5). 

No pulmão (Anexo 6) foram observadas congestão e hemorragia em todos os animais, 

incluindo os animais controle saudáveis. Estes dados do baço, do cérebro e do pulmão, portanto, 

não são considerados como indicadores de toxicidade. 

 No rim (Anexo 7) foram observados alguns achados de hemossiderose peri-renal e 

inflamação crônica apenas em um ou dois animais de cada grupo tratado. 

 

5.2.7. ANÁLISE DE BIODISTRIBUIÇÃO 

 

 5.2.7.1. ANÁLISE HISTOLÓGICA – COLORAÇÃO DE PERLS  

 
 

A coloração de Perls é comumente utilizada para a detecção de ferro em cortes 

histológicos, sendo este revelado pela coloração azulada (ver figura 28, 29 e 30). Foram 

observados aumento de ferro no baço, pulmão e linfonodo e aumento crescente fígado nos grupos 

tratados, enquanto que nos demais órgãos (cérebro e rins) não foi observada nenhuma variação em 

comparação com o grupo controle (Tabela 6). 
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Tabela 6 - Presença de ferro observada na análise por Perls após o tratamento com NPM-HFn administrada 

via intraperitoneal por 8 dias consecutivos. O controle negativo (CN) recebeu soro fisiológico a 0,9%, enquanto 

o controle positivo (CP), 40 mg/Kg de metilmetanosulfonato (MMS) em uma única dose intraperitoneal no 8º 

dia de tratamento. Ausência de ferro (-), pouco ferro (+), concentração de ferro mediana (++), muito ferro 

(+++). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CN: camundongos que receberam soro fisiológico a 0,9%; C1: camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-

HFn; C2: camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25 mg/Kg da 

NPM-HFn 
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Figura 22 – Fotomicrografia de cortes histológicos do baço de camundongos Swiss corados por Perls. CN: camundongos que receberam soro fisiológico a 0,9%; 

C1: camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25 

mg/Kg da NPM-HFn. (*) indica presença de ferro (PERLS 100x). 
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Figura 23 - Fotomicrografia de cortes histológicos do fígado de camundongos Swiss corados por Perls. CN: camundongos que receberam soro fisiológico 

a 0,9%; C1: camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos 

que receberam 25 mg/Kg da NPM-HFn. (*) indica presença de ferro (PERLS 100x). 

C1 CN 

C2 C3 
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Figura 24 - Fotomicrografia de cortes histológicos do pulmão de camundongos Swiss. CN: camundongos que receberam soro fisiológico a 0,9%; C1: 

camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25 

mg/Kg da NPM-HFn. (*) indica presença de ferro (PERLS 100x). 

CN C1 

C2 C3 
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 5.2.7.2. ICP-OES 

 

Os resultados obtidos na avaliação quantitativa da biodistribuição da NPM-HFn realizada 

por Espectrometria de Emissão Óptica com Plasma (ICP-OES), confirmaram os resultados da 

análise de Perls, tendo sido detectado aumento crescente da concentração de ferro no baço (não 

significativo), fígado e pulmão nos grupos tratados (C1, C2 e C3), como mostrado na figura 30A. 

Também foi observado aumento significativo na concentração de ferro no sangue do grupo C3 

(Fig. 30B). Por outro lado, no rim e no cérebro não foi observada nenhuma variação significativa 

desse parâmetro em comparação com o grupo controle. 
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5.3. EFICÁCIA DA NPM-HFn NO TRATAMENTO DE ADENOCARCINOMA 

MAMÁRIO DE EHRLICH 

 

 

5.3.1. ANÁLISE DOS PARÂMETROS CLÍNICOS 

 

Figura 25 – Análise de biodistribuição ex vivo da NPM-HFn no (A) rim, cérebro, pulmão, fígado, baço e (B) sangue 

após o tratamento com NPM-HFn administrada via intraperitoneal por 8 dias consecutivos. O controle negativo (CN) 

recebeu soro fisiológico a 0,9%, enquanto o controle positivo (CP), 40 mg/Kg de metilmetanosulfonato (MMS) em 

uma única dose intraperitoneal no 8º dia de tratamento. CN: camundongos que receberam soro fisiológico a 0,9%; 

CP: camundongos que receberam 40 mg/Kg de MetilMetanoSulfonato (MMS); C1: camundongos que receberam 

6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que 

receberam 25 mg/Kg da NPM-HFn.  * significa p < 0,05; ** significa p < 0,01. 
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 Foi observado que os animais que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn 

apresentaram um acúmulo de nanopartículas na veia caudal onde era aplicado a amostra magnética 

a partir da terceira dose, como mostrado na Figura 31. 

 

 

Quanto à avaliação do peso, a Figura 32 mostra que todos os animais de todos os grupos 

mantiveram o peso inicial sem diferença estatística (p > 0,05), tanto no subgrupo coletado dois 

dias após o tratamento (subgrupo 2), quanto no subgrupo em que a coleta ocorreu 28 dias após o 

tratamento (subgrupo 28). Também não houve diferença estatística entre os pesos dos diferentes 

grupos experimentais.  

 

Figura 26 - Foto mostrando o acúmulo da NPM-HFn na veia caudal do camundongo. Foto tirada no 32º dia. 
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5.3.2. VOLUME TUMORAL 

 

Figura 27 - Variação do peso corporal (A) subgrupo de 2 dias e (B) subgrupo de 28 dias durante e após as 5 

administrações da NPM-HFn. Os valores estão apresentados como média ± EPM. Ctr: Camundongos sem tumor que 

receberam administração endovenosa de soro fisiológico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a 

administração endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração 

intratumoral de soro fisiológico 0,9% ; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administração 

intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da 

NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% 

e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a 

administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: 

Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo 

magnético alternado. 
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Em geral, os resultados da variação do volume tumoral mostraram que todos os animais 

apresentaram um aumento crescente do volume tumoral durante o período experimental, porém 

alguns tratamentos reduziram a velocidade do crescimento tumoral, como demonstrado na Figura 

33.  

Analisando o subgrupo 2, os animais controle tumor (T-Ctr) foram os que apresentaram 

maior volume tumoral, como esperado, seguido pelo grupo só exposto ao campo magnético (T-

AFM), grupo que só recebeu a NPM-HFn por via endovenosa (T-NP(EV)), grupo que só recebeu 

a NPM-HFn por via intratumoral (T-NP(IT)), grupo que recebeu a NPM-HFn por via endovenosa 

e exposto ao CMA (T-NP(IT)-AFM) e grupo que recebeu a NPM-HFn por via intratumoral e 

exposto ao CMA (T-NP(EV)-AFM)  (figura 33 A). Nos dias 5, 6 e 7 o grupo T-NP(EV)-AFM 

apresentou um volume tumoral significativamente menor em comparação com os grupos T-

NP(IT) e T-AFM (p < 0,05 e p < 0,01). No dia 7 o grupo T-NP (EV) apresentou um volume 

tumoral significativamente menor em comparação com o grupo T-NP(IT) (p < 0,05). Nos dias 11 

e 12 foi possível observar que o grupo T-NP(EV)-AFM apresentou um volume tumoral 

significativamente menor que no grupo T-Ctr  e no grupo T-AFM (p < 0,05).  

Ainda analisando o subgrupo 2, o grupo T-Ctr apresentou um aumento significativo do 

tumor nos dias 11 e 12 em comparação com o dia 3.  

Analisando o subgrupo 28, os animais do grupo só exposto ao campo magnético foram os 

que apresentaram maior volume tumoral, seguido pelos grupos: grupo controle tumor, grupo que 

só recebeu a NPM-HFn por via endovenosa, grupo que recebeu a NPM-HFn por via intratumoral 

e exposto ao CMA, grupo que só recebeu a NPM-HFn por via intratumoral e grupo que recebeu a 

NPM-HFn por via intratumoral e exposto ao CMA (figura 33 B). Nos dias 5, 8 e 9 o grupo T-

NP(EV)-AFM apresentou volume tumoral significativamente menor em comparação com os 

grupos T-NP(IT) (p < 0,05). Os grupos T-Ctr, T-NP(IT), T-NP(IT)-AFM e T-AFM apresentaram 

um aumento significativo do tumor no dia 28 em comparação com os primeiros dias após a 

inoculação tumoral (p < 0,05). 

Em conjunto, os resultados mostraram efeitos mais significativos de redução de tumor nos 

tratamentos com magnetohipertermia, especialmente no grupo em que as NPM foram injetadas 

por via endovenosa. 
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Figura 28 - Variação do volume tumoral in vivo utilizando um paquímetro digital (A) subgrupo de 2 dias e (B) 

subgrupo de 28 dias durante e após as 5 administrações da NPM-HFn. Os valores estão apresentados como média ± 

EPM. T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9%; T-

NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): 

Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com 

tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram expostos ao campo magnético 

alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn e 

foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a 

administração endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado. 
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A Figura 34 ilustra os resultados do volume tumoral ex vivo, indicando que o maior volume 

tumoral foi encontrado nos animais do controle tumor, T-Ctr, e o grupo com menor volume 

tumoral foi o que recebeu a NPM-HFn por via endovenosa seguido pela exposição ao CMA, tanto 

no subgrupo 2 quanto no subgrupo 28, confirmando os resultados obtidos das medidas do tumor 

apresentados na figura 33. Contudo, a área tumoral do grupo tratado por MHT com administração 

intratumoral mostrou uma pequena área tumoral e uma grande área de necrose. 
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Figura 29 - Volume tumoral e da área de necrose no tumor ex vivo (A) subgrupo de 2 dias e (B) subgrupo de 28 dias 

após as 5 administrações da NPM-HFn. Os valores estão apresentados como média ± EPM. T-Ctr: Camundongos 

com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com 

tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que 

receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a 

administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-

AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao 

campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa 

da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado. As letras minúsculas indicam diferenças 

significativas. * significa p < 0,05. 
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5.3.3. ANÁLISE HEMATOLÓGICA 

 

A análise hematológica mostrou algumas alterações em alguns dos parâmetros estudados, 

tanto no subgrupo 2, quanto no subgrupo 28, em comparação com o grupo controle saudável (Ctr). 

No hemograma do subgrupo 2 (tabela 7) foi observado que camundongos sem tumor que 

receberam a administração endovenosa da NPM-HFn (grupo NP(EV)) tiveram diminuição 

significativa tanto de CHCM quanto do percentual de linfócitos (p= 0,011 para ambos). Também 

foi observada redução significativa de HGB no grupo tratado com administração intratumoral da 

NPM-HFn e exposição ao campo magnético alternado (T-NP(IT)AFM: p= 0,046) e de leucócitos 

totais no grupo de camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro 

fisiológico 0,9%; (T-Ctr: p= 0,046),  

Outras diferenças significativas nos parâmetros hematológicos entre os grupos que 

receberam tratamento com NPM-HFn são mostradas na Tabela 7. 

 

Tabela 7 - Análises hematológicas de camundongos Swiss fêmeas após as 5 administrações da NPM-HFn. 

SUBGRUPO 
2 

Ctr  NP(EV) T-Ctr T-NP(IT) 
T-
NP(EV) 

T-
NP(EV)AFM 

T-
NP(IT)AFM 

T-AFM 
P-
valores 

Eritrograma          

Eritrócitos (x 

106/L) 

8,19 ± 
0,46 

7,26 ± 
0,77 

7,94 ± 
0,37 

8,20 ± 
0,82 

7,19 ± 
0,29 

7,11 ± 0,53 7,77 ± 0,22 
8,12 ± 
0,24 

0,496 

HGB (g/dL) 
12,03 ± 
0,38 

10,17 ± 
1,27 

10,90 ± 
0,25 

11,50 ± 
1,30 

10,47 ± 
0,22 

9,80 ± 0,74 
10,80 ± 
0,20*a 

11,47 ± 
0,32*d 0,278 

HCT (%) 
30,33 ± 
1,34 

27,80 ± 
2,71 

28,00 ± 
0,96 

29,80 ± 
3,00 

27,13 ± 
0,90 

26,00 ± 
1,77 

28,07 ± 
0,66 

30,33 ± 
0,78 

0,470 

VCM (fL) 
37,07 ± 
0,49 

38,43 ± 
1,42 

35,30 ± 
0,45 

36,35 ± 
0,05 

37,80 ± 
1,68 

36,60 ± 
0,44 

36,13 ± 
0,33 

37,37 ± 
0,35 

0,320 

HCM (pg) 
14,73 ± 
0,37 

14,13 ± 
0,68 

13,73 ± 
0,32 

14,00 ± 
0,20 

14,57 ± 
0,50 

13,80 ± 
0,25 

13,93 ± 
0,22 

14,13 ± 
0,27 

0,605 

CHCM (g/dL) 
39,70 ± 
0,51 

36,40 ± 
0,95*a 

38,97 ± 
0,45 

38,55 ± 
0,45 

38,60 ± 
0,57 

37,70 ± 
0,40 

38,47 ± 
0,29 

37,83 ± 
0,42 

0,024 

Leucograma          

Leucócitos 
totais (x 

103/L) 

3,30 ± 
0,52 

3,67 ± 
2,12 

1,87 ± 
0,17*a 

10,20 ± 
6,7 

10,43 ± 
2,64*c 

4,00 ± 
1,04*c 4,13 ± 1,62 

2,87 ± 
0,26*c 0,121 

Linfócitos (%) 
39,70 ± 
0,51 

36,40 ± 
0,95*a 

38,97 ± 
0,45 

38,55 ± 
0,45 

38,60 ± 
0,57 

37,70 ± 
0,40 

38,47 ± 
0,29 

37,83 ± 
0,42 

0,024 

Neutrófilos + 
Monócitos 
(%) 

25,50 ± 
3,67 

48,17 ± 
8,31 

41,17 ± 
0,38 

58,30 ± 
8,90 

64,37 ± 
7,17 

64,03 ± 
4,70 

58,53 ± 
8,82 

42,47 ± 
3,22 

0,036 

Eosinófilos 
(%) 

1,67 ± 
1,02 

3,43 ± 
2,43 

0,87 ± 
0,19 

0,95 ± 
0,25 

3,17 ± 
1,50 

0,67 ± 
0,19*b 2,50 ± 1,50 

1,17 ± 
0,52 

0,440 

Plaquetas          

PLT (x 103/L) 
1224,67 
± 55,53 

884,67 ± 
118,26 

820,33 ± 
177,74 

1271,00 
± 259,00 

1180,33 
± 112,89 

1325,67 ± 
122,67*b,c 

1133,00 ± 
156,32 

897,00 ± 
95,47 

0,128 

Os dados correspondem à média e ao erro padrão da média (EPM). Ctr: controle saudável (camundongos sem tumor 

que receberam administração endovenosa de soro fisiológico 0,9%; NP(EV): camundongos sem tumor que receberam 

a administração endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: camundongos com tumor que receberam a administração 
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intratumoral de soro fisiológico 0,9%; T-NP(IT): camundongos com tumor que receberam a administração 

intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da 

NPM-HFn; T-NP(EV)AFM: camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn e 

foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)AFM: camundongos com tumor que receberam a  

administração  intratumoral  da  NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-AFM: camundongos 

com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram expostos ao campo 

magnético alternado; HGB: Hemoglobina; HCT: Hematócito; VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM: 

Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM: Concentração Hemoglobínica Corpuscular Média; PLT: plaquetas; g/dL: 

gramas por decilitros; fL: fentolitros; pg: picograma. Os valores de p de eritrócitos, HCT, MCV, MCHC e linfócitos 

(%) foram gerados por ANOVA, enquanto os demais p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras 

minúsculas indicam diferenças significativas a nível de *p < 0,05 detectadas pelos testes de Tukey (CHCM, linfócitos 

%) e de Mann-Whitney (HGB, leucócitos totais, eosinófilos %, PLT), sendo a= significativo comparado com o grupo 

Ctr; b= significativo comparado com o grupo NP(EV); c= significativo comparado com o grupo T-Ctr; d= 

significativo comparado com o grupo T-NP(IT)AFM. 

 

No hemograma do subgrupo 28 (Tabela 8), alguns tratamentos com NPM-HFn 

promoveram alterações significativas, em comparação com o grupo controle saudável (Ctr), nos 

valores de VCM, CHCM, % linfócitos, % neutrófilos + monócitos e plaquetas (PLT). O grupo T-

NP(EV) apresentou redução significativa nos valores de VCM (p=0,046) e plaquetas (PLT: 

p=0,024), o mesmo ocorrendo com os valores de CHCM nos grupos NP(EV) (p=0,018), T-NP(IT) 

(p=0,012) e T-NP(EV) (p=0,027). O grupo com tumor que recebeu a administração intratumoral 

da NPM-HFn e foi exposto ao campo magnético alternado (T-NP(IT)AFM) exibiu redução 

significativa nas percentuais de linfócitos (p=0,002) e de neutrófilos + monócitos (p=0,002), o 

mesmo ocorrendo com neutrófilos + monócitos no grupo com tumor que recebeu administração 

endovenosa da NPM-HFn e foi exposto ao campo magnético alternado (T-NP(EV)AFM: 

p=0,021).   

Outras diferenças significativas nos parâmetros hematológicos entre os grupos que 

receberam tratamento com NPM-HFn do subgrupo 28 são mostradas na Tabela 8. 
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Tabela 8 - Análises hematológicas de camundongos Swiss fêmeas após as 5 administrações da NPM-HFn. 

SUBGRUPO 
28 

Ctr  NP(EV) T-Ctr T-NP(IT) T-NP(EV) 
T-
NP(EV)AFM 

T-
NP(IT)AFM 

T-AFM 
P-
valores 

Eritrograma          

Eritrócitos (x 

106/L) 

6,48 ± 
0,87 

6,63 ± 
0,84 

8,04 ± 
0,17 

7,02 ± 
0,52 

9,21 ± 
0,76 

9,27 ± 0,90 7,54 ± 0,14 
7,12 ± 
0,53 

0,044 

HGB (g/dL) 
9,57 ± 
1,28 

8,57 ± 
1,35 

11,30 ± 
0,47 

9,03 ± 
0,48 

11,47 ± 
0,77 

11,97 ± 
1,00 

10,27 ± 
0,45 

10,00 ± 
0,56 

0,123 

HCT (%) 
23,90 ± 
3,23 

23,10 ± 
3,44 

29,73 ± 
1,28 

24,47 ± 
1,05 

30,80 ± 
1,82 

31,53 ± 
2,29 

26,80 ± 
0,87 

26,40 ± 
1,81 

0,085 

VCM (fL) 
36,90 ± 
0,50 

34,73 ± 
1,51 

36,93 ± 
0,84 

35,03 ± 
1,30 

33,63 ± 
1,17*a 

34,20 ± 
1,23 

35,53 ± 
0,50 

37,10 ± 
0,29 

0,205 

HCM (pg) 
14,77 ± 
0,34 

12,90 ± 
0,84 

14,07 ± 
0,32 

12,93 ± 
0,38 

12,50 ± 
0,26 

12,97 ± 
0,29 

13,57 ± 
0,35 

14,10 ± 
0,30*d,e,f 0,047 

CHCM (g/dL) 
40,07 ± 
0,47 

37,03 ± 
0,92*a 

38,00 ± 
0,06 

36,90 ± 
0,40*a 

37,20 ± 
0,58*a 

37,90 ± 
0,51 

38,30 ± 
0,42 

37,93 ± 
0,54 

0,017 

Leucograma          

Leucócitos 
totais (x 

103/L) 

1,70 ± 
0,68 

1,50 ± 
0,36 

3,83 ± 
0,85 

3,23 ± 
0,93*b 

6,63 ± 
2,18 

6,57 ± 3,52 4,03 ± 0,75 
2,93 ± 
0,43 

0,058 

Linfócitos (%) 
73,13 ± 
7,83 

64,93 ± 
1,00 

45,93 ± 
3,49 

47,90 ± 
1,50 

47,90 ± 
12,01 

60,43 ± 
5,13 

29,93 ± 
6,64**a,*b,f 

50,80 ± 
1,95 

0,004 

Neutrófilos + 
Monócitos 
(%) 

73,13 ± 
7,83 

64,93 ± 
1,00 

44,60 ± 
2,43 

47,90 ± 
1,50 

51,37 ± 
12,06 

39,63 ± 
5,47*a 

29,93 ± 
6,64**a,*b 

50,80 ± 
1,95 

0,003 

Eosinófilos 
(%) 

1,33 ± 
0,73 

2,10 ± 
1,80 

0,30 ± 
0,17 

1,23 ± 
0,99 

0,73 ± 
0,22 

0,37 ± 0,13 0,50 ± 0,15 
0,70 ± 
0,31 

0,952 

Plaquetas          

PLT (x 103/L) 
579,67 
± 
312,21 

808,33 
± 
131,77 

1107,67 
± 
131,71 

823,00 ± 
162,17 

2025,33 
± 
515,77*a 

1738,67 ± 
267,58 

992,67 ± 
70,00 

756,00 
± 
249,13 

0,014 

Os dados correspondem à média e ao erro padrão da média (EPM). Ctr: controle saudável (camundongos sem tumor que 

receberam administração endovenosa de soro fisiológico 0,9%; NP(EV): camundongos sem tumor que receberam a 

administração endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral 

de soro fisiológico 0,9%; T-NP(IT): camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-

HFn; T-NP(EV): camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-NP(EV)AFM: 

camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo 

magnético alternado; T-NP(IT)AFM: camundongos com tumor que receberam a  administração  intratumoral  da  NPM-

HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-AFM: camundongos com tumor que receberam a administração 

intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; HGB: Hemoglobina; HCT: 

Hematócito; VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM: Concentração 

Hemoglobínica Corpuscular Média; PLT: plaquetas; g/dL: gramas por decilitros; fL: fentolitros; pg: picograma. Os 

valores de p de eritrócitos, HGB, HCT, CHCM, linfócitos (%), neutrófilos + monócitos (%) e PLT foram gerados por 

ANOVA, enquanto os demais p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras minúsculas indicam 

diferenças significativas a nível de *p < 0,05 e **p < 0,01 detectadas pelos testes de Tukey (CHCM, % linfócitos, % 

neutrófilos + monócitos, PLT) e de Mann-Whitney (VCM, HCM, leucócitos totais), sendo a= significativo comparado 

com o grupo Ctr; b= significativo comparado com o grupo NP(EV); d= significativo comparado com o grupo T-NP(IT); 

e= significativo comparado com o grupo T-NP(EV); f= significativo comparado com o grupo T-NP(EV)AFM. 

 

 

Nas comparações entre os subgrupos 2 e 28 verificou-se diferença nos linfócitos de 

camundongos sem tumor (grupos Ctr e NP(EV)), cuja porcentagem foi significativamente maior 

no grupo 28. O mesmo ocorreu nos grupos com tumor que recebeu administração endovenosa da 

NPM-HFn e exposto ao campo magnético (T-NP(EV)AFM (p=0,047), grupo com tumor que 
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recebeu administração intratumoral da NPM-HFn (T-NP(IT)) (p=0,000) e grupo com tumor 

apenas exposto ao campo magnético (T-AFM) (p=0,047). 

 

 

5.3.4. ANÁLISE BIOQUÍMICA 

 

Na análise bioquímica dos animais do subgrupo 2 tratados com NPM-HFn, observou-se 

que houve alterações nas variáveis TGO (AST), creatinina e ureia, quando comparados com o 

grupo controle negativo (CN), ocorrendo aumento significativo nos valores de TGO (AST) no 

grupo com tumor que recebeu administração intratumoral da NPM-HFn (T-NP(IT)), e de ureia no 

grupo com tumor que recebeu administração endovenosa da NPM-HF (T-NP(EV)AFM (p=0,046 

para ambos), e redução significativa de creatinina no grupo com tumor que recebeu administração 

intratumoral da NPM-HFn e foi expostos ao campo magnético alternado (T-NP(IT)AFM: 

p=0,029).  

Outras diferenças significativas nos parâmetros bioquímicos entre os grupos que 

receberam tratamento com NPM-HFn são mostradas na Tabela 9. 

 

Tabela 9 - Resultados das dosagens bioquímicas de camundongos Swiss fêmeas após as 5 administrações da 

NPM-HFn. 

SUBGRUPO 2 Ctr  NP(EV) T-Ctr T-NP(IT) T-NP(EV) 
T-
NP(EV)AF
M 

T-
NP(IT)AF
M 

T-AFM 
P-
valores 

TGP (ALT) -  
U/L 

23,33 ± 
6,39 

31,00 ± 
9,85 

34,67 ± 
1,76 

49,67 ± 
9,35 

58,33 ± 
15,34 

39,00 ± 
7,94 

24,33 ± 
2,40 

53,00 ± 
21,07 0,259 

TGO (AST) -  
U/L 

109,00 ± 
22,03 

102,00 ± 
11,5 

313,33 ± 
55,85 

239,33 ± 
6,33*a,b,c 

400,33 ± 
20,85*d 

248,00 ± 
4,93 

195,33 ± 
10,17*d 

281,33 ± 
51,27 0,006 

CREATININA 
(mg/dL) 

0,57 ± 
0,05 

0,54 ± 
0,01 

0,62 ± 
0,06 

0,42 ± 
0,10 

0,64 ± 
0,13 

0,51 ± 
0,11 

0,21 ± 
0,03*a,c,e 

0,32 ± 
0,02 0,006 

UREIA 
(mg/dL) 

18,67 ± 
3,84 

30,33 ± 
0,88 

20,67 ± 
2,73 

16,67 ± 
2,19 

52,50 ± 
2,50 

32,33 ± 
3,33*a,c,d 

28,00 ± 
3,00 

22,67 ± 
4,41 0,034 

FERRO 
SÉRICO 

(g/dL) 

196,67 ± 
15,25 

86,00 ± 
12,34 

110,67 ± 
8,76 

174,33 ± 
29,33 

213,67 ± 
24,50*b 

151,00 ± 
33,61 

154,33 ± 
24,84 

199,00 ± 
40,62 0,033 

Os dados correspondem à média e ao erro padrão da média (EPM). Ctr: controle saudável (camundongos sem tumor 

que receberam administração endovenosa de soro fisiológico 0,9%; NP(EV): camundongos sem tumor que receberam 

a administração endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: camundongos com tumor que receberam a administração 

intratumoral de soro fisiológico 0,9%; T-NP(IT): camundongos com tumor que receberam a administração 

intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da 

NPM-HFn; T-NP(EV)AFM: camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn e 

foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)AFM: camundongos com tumor que receberam a  

administração  intratumoral  da  NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-AFM: camundongos 

com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram expostos ao campo 

magnético alternado; TGP: transaminase glutâmico-pirúvica (ou ALT: alanina aminotransferase); TGO: transaminase 

glutâmico-oxalacética (ou AST: aspartato aminotransferase); U/L: unidades por litro; mg/dL: miligramas por 

por ANOVA, enquanto os demais p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras minúsculas indicam 

diferenças significativas a nível de *p < 0,05 detectadas pelos testes de Tukey (creatinina, ferro sérico) e de Mann-
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Whitney (TGO, ureia), sendo a= significativo comparado com o grupo Ctr; b= significativo comparado com o grupo 

NP(EV); c= significativo comparado com o grupo T-Ctr; d= significativo comparado com o grupo T-NP(IT)AFM; 

e= significativo comparado com o grupo T-NP(EV). 

 

Os valores de quase todas as variáveis do subgrupo 28 não apresentaram diferenças 

significativas quando comparados com os do grupo controle saudável (Ctr), exceto TGP, cujos 

valores aumentaram significativamente no grupo T-NP(EV) (p=0,019). Outras diferenças 

significativas nos parâmetros bioquímicos entre os grupos que receberam tratamento com NPM-

HFn são mostradas na Tabela 10. 

 

Tabela 9 - Resultados das dosagens bioquímicas de camundongos Swiss fêmeas após as 5 administrações da 

NPM-HFn. 

SUBGRUPO 28 Ctr  NP(EV) T-Ctr T-NP(IT) T-NP(EV) T-
NP(EV)AFM 

T-NP(IT)AFM T-AFM P-valores 

TGP (ALT) -  U/L 22,33 ± 
11,46 

165,00 ± 
32,52 

98,00 ± 
12,12 

64,33 ± 7,86 42,00 ± 
1,53*a 

44,33 ± 
15,33 

77,67 ± 
28,05 

129,00 ± 
52,08 

0,016 

TGO (AST) -  U/L 149,00 ± 
31,02 

388,33 ± 
52,17 

381,00 ± 
188,86 

383,67 ± 
42,24 

502,50 ± 
371,50 

422,50 ± 
325,50 

339,00 ± 
131,80 

572,33 ± 
291,01 

0,848 

CREATININA 
(mg/dL) 

0,40 ± 0,05 0,35 ± 0,02 0,41 ± 0,02 0,53 ± 0,08 0,27 ± 0,01*d 0,39 ± 0,09 0,49 ± 0,03 0,39 ± 0,04 0,055 

UREIA (mg/dL) 22,00 ± 3,51 33,00 ± 4,58 20,33 ± 2,73 25,33 ± 
0,33*b,c 

34,33 ± 4,49d 32,67 ± 5,49 18,33 ± 
4,18*d 

18,33 ± 
0,67*b,d,e,f 

0,019 

FERRO SÉRICO 

(g/dL) 

137,00 ± 
55,65 

115,67 ± 
33,15 

121,67 ± 
14,38 

168,00 ± 
55,75 

71,33 ± 9,03 166,33 ± 
47,10 

454,67 ± 
196,68 

250,33 ± 
22,58 

0,054 

Os dados correspondem à média e ao erro padrão da média (EPM). Ctr: controle saudável (camundongos sem tumor 

que receberam administração endovenosa de soro fisiológico 0,9%; NP(EV): camundongos sem tumor que receberam 

a administração endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: camundongos com tumor que receberam a administração 

intratumoral de soro fisiológico 0,9%; T-NP(IT): camundongos com tumor que receberam a administração 

intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da 

NPM-HFn; T-NP(EV)AFM: camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn e 

foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)AFM: camundongos com tumor que receberam a  

administração  intratumoral  da  NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-AFM: camundongos 

com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram expostos ao campo 

magnético alternado; TGP: transaminase glutâmico-pirúvica (ou ALT: alanina aminotransferase); TGO: transaminase 

glutâmico-oxalacética (ou AST: aspartato aminotransferase); U/L: unidades por litro; mg/dL: miligramas por 

decilitro; g/dL= microgramas  por decilitro. Os valores de p de TGP (ALT), TGO (AST) e creatinina foram gerados 

por ANOVA, enquanto os demais p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras minúsculas indicam 

diferenças significativas a nível de *p < 0,05 detectadas pelos testes de Tukey (TGP e creatinina) e de Mann-Whitney 

(ureia), sendo a= significativo comparado com o grupo Ctr; b= significativo comparado com o grupo NP(EV); c= 

significativo comparado com o grupo T-Ctr; d= significativo comparado com o grupo T-NP(IT); e= significativo 

comparado com o grupo T-NP(EV); f= significativo comparado com o grupo T-NP(EV)AFM. 

 

 

Nas comparações das análises bioquímicas entre os subgrupos 2 e 28 verificou-se aumento 

significativo do ALT no subgrupo 28 do grupo saudável que recebeu a administração da NPM-

HFn (NP(EV): p= 0,017) e no grupo controle tumor (T-Ctr: p= 0,032). E aumento do AST no 

subgrupo 28 do grupo com tumor que recebeu administração intratumoral da NPM-HFn (T-

NP(IT): p= 0,046). Também foi observado diminuição na creatinina no subgrupo 28 do grupo 

saudável que recebeu a administração da NPM-HFn (NP(EV): p= 0,002), no grupo controle tumor 

(T-Ctr: p= 0,022) e um aumento no grupo com tumor que recebeu administração intratumoral da 
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NPM-HFn e foi expostos ao campo magnético alternado (T-NP(IT)AFM: p= 0,003). Na ureia 

ocorreu aumento no subgrupo 28 do grupo com tumor que recebeu administração intratumoral da 

NPM-HFn (T-NP(IT): p= 0,046) e diminuição do grupo com tumor que recebeu administração 

intratumoral da NPM-HFn e foi expostos ao campo magnético alternado (T-NP(IT)AFM: p= 

0,046). 

 

 

5.3.5. ANALISE DOS ÓRGÃOS NÃO ALVO 

 

Avaliando o peso absoluto no subgrupo 2 não se observou nenhuma diferença estatística, 

mas no subgrupo 28 foram observadas diferenças significativas no baço dos grupos NP(EV) e T-

NP(IT), em comparação com o grupo controle Ctr (Figura 35). 

Por outro lado, avaliando o peso relativo dos órgãos nos animais do subgrupo 2 e do 

subgrupo 28, é possível observar aumento no peso do baço em todos os animais que receberam a 

NPM-HFn. Foi observado também aumento no peso do fígado nos grupos NP(EV) e T-NP(IT)  do 

subgrupo 28 (Figura 36). Nem os tratamentos, nem o tumor, causaram alterações significativas no 

peso dos demais órgãos. 
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Figura 30 - Peso absoluto do baço, fígado, pulmão, rins, cérebro e tumor no subgrupo 2 (A) e no subgrupo 28 (B) 

após as 5 administrações da NPM-HFn. Os valores de p do pulmão no subgrupo 2 foram gerados usando one-way 

ANOVA com pós-teste Tukey, e os demais valores foram gerados utilizando o teste Kruskal-Wallis. Enquanto o valor 

de p do baço, fígado e rins no subgrupo 28 foram gerados usando one-way ANOVA com pós-teste Tukey, os demais 

valores foram gerados utilizando o teste Kruskal-Wallis. * significa p < 0,05. 

 

B 
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Figura 31 - Peso relativo do baço, fígado, pulmão, rins, cérebro e tumor no subgrupo 2 (A) e no subgrupo 28 (B) após 

as 5 administrações da NPM-HFn. Os valores de p do baço, pulmão, cérebro e rins no subgrupo 2 foram gerados 

usando one-way ANOVA com pós-teste Tukey, enquanto que os demais valores foram gerados utilizando o teste 

Kruskal-Wallis. Enquanto o valor de p dos rins no subgrupo 28 foram gerados usando one-way ANOVA com pós-

teste Tukey, os demais valores foram gerados utilizando o teste Kruskal-Wallis. * significa p < 0,05; ** significa p < 

0,01; *** significa p < 0,001. 

 

 



69 
 

 

Na análise histopatológica, no subgrupo 2, foram detectadas micrometástases no linfonodo 

subilíaco direito nos grupos controle tumor, nos que receberam a NPM-HFn por via intratumoral 

e endovenosa e no grupo que recebeu a NPM-HFn por via intratumoral seguido de exposição ao 

CMA. Já no subgrupo 28, foram observadas micrometástases nos grupos controle tumor, grupos 

que receberam a NPM-HFn por via intratumoral e endovenosa, no grupo que recebeu a NPM-HFn 

por via intratumoral e foi exposto ao CMA e no grupo somente exposto ao CMA. Não foram 

observadas micrometástases no grupo tratado com NPM-HFn por via endovenosa e a seguir 

exposto ao CMA, tanto no subgrupo 2 como no subgrupo 28 (Figura 37). 
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Figura 32 – Necrose e comprometimento do linfonodo subilíaco direito por micrometástase após as 5 administrações 

da NPM-HFn. T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9%; 

T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): 

Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com 

tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram expostos ao campo magnético 

alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn e 

foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a 

administração endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado. 
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5.3.6. ANÁLISE DE BIODISTRIBUIÇÃO 

 

A coloração de Perls das lâminas histológicas permitiu a identificação do ferro em vários 

cortes histológicos (Tabela 11).  

No subgrupo 2 foi observado aumento de ferro nos seguintes órgãos e grupos: no baço nos 

grupos onde foi administrado a NPM-HFn por via endovenosa; no fígado, apenas nos grupos T-

Ctr, T-NP(EV) e T-NP(EV)-AFM; no pulmão aumento discreto nos grupos com tumor que 

receberam a administração endovenosa; nos rins nos grupos T-NP(IT); no linfonodo em todos os 

grupos que receberam a NPM-HFn. Somente os grupos que receberam a NPM-HFn por via 

intratumoral apresentaram um grande aumento de ferro no tumor. Também foi observado ligeiro 

aumento no grupo T-NP(EV)-AFM. No cérebro não foi observada nenhuma diferença (Figura 38 

e 39). 

 

Tabela 10 – Presença de ferro observada na análise por Perls no subgrupo de 2 dias após as 5 administrações 

da NPM-HFn. Ausência de ferro (-), pouco ferro (+), concentração de ferro mediana (++), muito ferro (+++). 

Subgrupo 2 

B
A

Ç
O

 

F
ÍG

A
D

O
 

P
U

L
M

Ã
O

 

C
É

R
E

B
R

O
 

R
IN

S
 

L
IN

F
O

N
O

D
O

 

M
A

M
A

/ 

T
U

M
O

R
 

Ctr ++ + + + + + + 

NP(EV) ++ + + + + ++ + 

T-Ctr ++ + + + + + ++ 

T-NP(IT) ++ + + + ++ ++ +++ 

T-NP(EV) ++ ++ + + + ++ + 

T-NP(EV)-AFM +++ +++ ++ + + ++ ++ 

T-NP(IT)-AFM ++ + + + + ++ +++ 

T-AFM ++ + - + + + + 

Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administração endovenosa de soro fisiológico 0,9%; NP(EV): 

Camundongos sem tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor 

que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que 

receberam a administração intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a 

administração endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração 

intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: 

Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo 

magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da 

NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado. 
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Figura 33 - Fotomicrografia de cortes histológicos do baço de camundongos Swiss após as 5 administrações da NPM-HFn 

corados por Perls do subgrupo 2. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administração endovenosa de soro fisiológico 

0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos 

com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que 

receberam a administração intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administração 

endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 

0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a 

administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos 

com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado. (*) 

indica ferro (PERLS 100x). 
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Figura 34 - Fotomicrografia de cortes histológicos da mama/tumor de camundongos Swiss após as 5 administrações da 

NPM-HFn corados por Perls do subgrupo 2. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administração endovenosa de 

soro fisiológico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-

Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9%; T-NP(IT): 

Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com 

tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a 

administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: 

Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo 

magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-

HFn e foram expostos ao campo magnético alternado. (*) indica ferro (PERLS 100x). 
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Figura 35 - Fotomicrografia de cortes histológicos do linfonodo de camundongos Swiss após as 5 administrações 

da NPM-HFn corados por Perls do subgrupo 2. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administração 

endovenosa de soro fisiológico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administração 

endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro 

fisiológico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-

HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: 

Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram expostos 

ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração 

intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos 

com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético 

alternado. (*) indica ferro (PERLS 100x). 
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Figura 36 - Fotomicrografia de cortes histológicos do fígado de camundongos Swiss após as 5 administrações da 

NPM-HFn corados por Perls do subgrupo 2. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administração endovenosa 

de soro fisiológico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-

HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9%; T-

NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): 

Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com 

tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram expostos ao campo magnético 

alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn e 

foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a 

administração endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado. (*) indica ferro (PERLS 

100x). 
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No subgrupo 28 (Tabela 12) a concentração de ferro continuou aumentada nos seguintes 

órgãos e grupos: no baço do grupo onde foi administrado a NPM-HFn por via endovenosa e 

exposta ao CMA e no grupo controle tumor; no fígado somente nos grupos NP(EV), T-NP(EV) e 

T-NP(EV)-AFM; no pulmão ligeiro aumento nos grupos com tumor; no linfonodo nos grupos 

NP(EV), T-NP(IT) e T-NP(IT)-AFM. Como no subgrupo 2, os grupos que receberam a NPM-HFn 

por via intratumoral apresentaram um grande aumento de ferro no tumor. No cérebro não foi 

observada nenhuma diferença, já no rim foi observado um leve aumento nos grupos T-NP(IT) e 

T-NP(EV)-AFM (Figura 43 a 46). 

 

 
Tabela 11 - Presença de ferro observada na análise por Perls no subgrupo de 28 dias após as 5 administrações 

da NPM-HFn. Ausência de ferro (-), pouco ferro (+), concentração de ferro mediana (++), muito ferro (+++). 

Subgrupo 28 
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Ç
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Ctr ++ + + + + + + 

NP(EV) ++ ++ + + + ++ + 

T-Ctr +++ + + + + + + 

T-NP(IT) ++ + + + ++ ++ +++ 

T-NP(EV) +++ ++ + + + + + 

T-NP(EV)-AFM ++ ++ + + ++ + + 

T-NP(IT)-AFM ++ + + + + ++ +++ 

T-AFM + + + + + + + 

T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9%; T-NP(IT): 

Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com 

tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam 

a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-

AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao 

campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa 

da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado. 
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Figura 37 - Fotomicrografia de cortes histológicos do baço de camundongos Swiss após as 5 administrações da NPM-

HFn corados por Perls do subgrupo 28. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administração endovenosa de soro 

fisiológico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: 

Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9%; T-NP(IT): 

Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com 

tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a 

administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: 

Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo 

magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-

HFn e foram expostos ao campo magnético alternado (PERLS 100x). 
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Figura 38 - Fotomicrografia de cortes histológicos da mama/tumor de camundongos Swiss após as 5 administrações da 

NPM-HFn corados por Perls do subgrupo 28. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administração endovenosa de 

soro fisiológico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-

Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9%; T-NP(IT): 

Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com 

tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a 

administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: 

Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético 

alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn e foram 

expostos ao campo magnético alternado (PERLS 100x). 
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Figura 39 - Fotomicrografia de cortes histológicos da mama/tumor de camundongos Swiss após as 5 

administrações da NPM-HFn corados por Perls do subgrupo 28. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam 

administração endovenosa de soro fisiológico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a 

administração endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração 

intratumoral de soro fisiológico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administração 

intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa 

da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro 

fisiológico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor 

que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-

NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn e foram 

expostos ao campo magnético alternado (PERLS 100x). 
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Figura 40 - Fotomicrografia de cortes histológicos do fígado de camundongos Swiss após as 5 administrações da 

NPM-HFn corados por Perls do subgrupo 28. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administração endovenosa 

de soro fisiológico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-

HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9%; T-

NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): 

Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com 

tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram expostos ao campo magnético 

alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn e 

foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a 

administração endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado (PERLS 100x).
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5.3.7. ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

 

Analisando as lâminas do baço foi detectado que o tratamento com a administração da 

NPM-HFn por via endovenosa e exposição ao CMA causou hemossiderose nos animais do 

subgrupo 2 e no subgrupo 28 (Figura 46).  

Nas lâminas do cérebro não foi notada nenhuma alteração significante nos grupos que 

receberam a administração da NPM-HFn (Figura 47). 

Nas lâminas do fígado não foram observados casos de esteatose e necrose em nenhum dos 

animais. Por outro lado, degeneração hidrópica e hematopoiese foram observadas em todos os 

animais, incluindo os animais controle saudáveis e, portanto, não foram consideradas como 

indicador de toxicidade. Ainda no fígado, o tratamento com a NPM-HFn via endovenosa e 

exposição ao CMA causou hemossiderose, congestão e inflamação no subgrupo 2 (Figura 48). 

Nas lâminas do linfonodo foi detectado que o tratamento com NPM-HFn por via 

endovenosa em animais saudáveis causou hemossiderose apenas no subgrupo 2 (Figura 49). 

Nas lâminas do pulmão foram observadas congestão, hemorragia e inflamação crônica em 

todos os animais, não sendo, portanto, considerado indicador de toxicidade (Figura 50). 

Nas lâminas do rim, não foram detectadas alterações relacionadas à congestão dos vasos 

sanguíneos, degeneração tubular, alterações glomerulares, hemorragia ou áreas de necrose. 

Entretanto, em todos os grupos com implantação tumoral alguns animais apresentaram pielonefrite 

crônica discreta (Figura 51). 

Em todas as lâminas do tumor analisadas foi observada a presença de necrose associada a 

área tumoral (Figura 52). 
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Figura 41 - Fotomicrografia do baço em Ctr (A), NP(EV) (B), T-Ctr (C) T-NP(IT) (D), T-NP(EV)AFM 

(E), T-NP(IT)AFM (F), T-AFM (G) e T-NP(EV) (H). Hiperplasia linfoide (*) e hematopoiese (seta laranja). 

A, B, C, D, E, F, G e H Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administração endovenosa de soro 

fisiológico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-

HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 

0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn; T-

NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: 

Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram 

expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a 

administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-

AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn e foram 

expostos ao campo magnético alternado (HE, 100X); 
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Figura 42 - Fotomicrografia do cérebro em Ctr (A), NP(EV) (B), T-Ctr (C) T-NP(IT) (D), T-NP(EV)AFM 

(E), T-NP(IT)AFM (F), T-AFM (G) e T-NP(EV) (H). Congestão e edema perivascular (seta laranja) em T-

NP(EV)AFM (E). A, B, C, D, E, F, G e H Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administração 

endovenosa de soro fisiológico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administração 

endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral 

de soro fisiológico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral 

da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-

HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 

0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que 

receberam a administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-

NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn e 

foram expostos ao campo magnético alternado (HE, 100X); 
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Figura 43 - Fotomicrografia do fígado. Hematopoiese (*) em Ctr (A), NP(EV) (B), T-Ctr (C) T-NP(IT) (D), 

T-NP(EV)AFM (E), T-NP(IT)AFM (F), T-AFM (G) e T-NP(EV) (H). Inflamação aguda (seta laranja) em 

T-NP(EV)AFM (E). A, B, C, D, F, G e H (HE, 100X); E Ctr: Camundongos sem tumor que receberam 

administração endovenosa de soro fisiológico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a 

administração endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração 

intratumoral de soro fisiológico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administração 

intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administração 

endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral 

de soro fisiológico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos 

com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo 

magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração 

endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado (HE, 200X). 
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Figura 44 - Fotomicrografia do linfonodo em Ctr (A), NP(EV) (B), T-Ctr (C) T-NP(IT) (D), T-

NP(EV)AFM (E), T-NP(IT)AFM (F), T-AFM (G) e T-NP(EV) (H). Mestástase (*) em T-Ctr, T-AFM e T-

NP(EV). Hemossiderose. Micrometástase, células isoladas (seta verde) em G3. * tecido linfoide, * necrose. 

B, e D (HE, 200X); C e H Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administração endovenosa de soro 

fisiológico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-

HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 

0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn; T-

NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: 

Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram 

expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a 

administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-

AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn e foram 

expostos ao campo magnético alternado (HE, 100X). 



86 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

* * 

* * 

* * 

*  

*  

*  

*  
*  

*  

* * 

*  

A B 

C D 

E F 

G H 

Figura 45 - Fotomicrografia do pulmão. Congestão (*) em Ctr (A), NP(EV) (B), T-Ctr (C) T-NP(IT) (D), 

T-NP(EV)AFM (E), T-NP(IT)AFM (F), T-AFM (G) e T-NP(EV) (H). Hemorragia (**) em Ctr (A), 

NP(EV) (B), e T-NP(EV) (H). Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administração endovenosa de 

soro fisiológico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administração endovenosa da 

NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro 

fisiológico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da 

NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-

HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 

0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que 

receberam a administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-

NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn e 

foram expostos ao campo magnético alternado A, B, C, D, E, F e G (HE, 100X); H (HE, 25X). 
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Figura 46 - Fotomicrografia do rim em Ctr (A), NP(EV) (B), T-Ctr (C) T-NP(IT) (D), T-NP(EV)AFM (E), 

T-NP(IT)AFM (F), T-AFM (G) e T-NP(EV) (H).  Inflamação (*)  em  T-NP(EV)AFM (E), T-NP(IT)AFM 

(F), T-AFM (G) e T-NP(EV) (H). Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administração endovenosa 

de soro fisiológico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administração endovenosa 

da NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro 

fisiológico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da 

NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-

HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 

0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que 

receberam a administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-

NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn e 

foram expostos ao campo magnético alternado A, B, C, D, E, F, G e H (HE, 100X). 
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Figura 47 - Fotomicrografia do tumor na mama em Ctr-2 (A), NP(EV)-28 (B), T-Ctr-28 (C) T-NP(IT)-28 

(D), T-NP(EV)AFM-28 (E), T-NP(IT)AFM-2 (F), T-AFM-2 (G) e T-NP(EV)-28 (H). Mama(*), tumor(*), 

necrose(*).Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administração endovenosa de soro fisiológico 

0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-

Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9%; T-

NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): 

Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: 

Camundongos com tumor que receberam a administração intratumoral de soro fisiológico 0,9% e foram 

expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a 

administração intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-

AFM: Camundongos com tumor que receberam a administração endovenosa da NPM-HFn e foram 

expostos ao campo magnético alternado 
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6.  DISCUSSÃO 

 

Este trabalho teve como objetivo testar a biocompatibilidade/toxicidade, biodistribuição e 

eficácia antitumoral de NPM-HFn, amostra magnética nanoestruturada, recentemente sintetizada, 

constituída por nanopartículas de magnetita recobertas com ferritina humana. Antes dos testes 

biológicos, a amostra foi extensivamente estudada em suas características dimensionais, físico-

químicas, magnéticas, hipertérmicas, coloidais, entre outras, tendo-se concluído que possui 

características adequadas para mediar a magnetohipertermia (MHT) (GUERRINI, 2017), 

escolhida como forma terapêutica no presente estudo.  

 

6.1. CONSIDERAÇÕES SOBRE AS CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS DA 

NPM-HFn 

 

Já está bem estabelecido na literatura que biocompatibilidade, biodistribuição e eficácia 

das NP dependem de suas características físico-químicas, em especial da composição, incluindo a 

cobertura, carga superficial, dimensão e morfologia das NP (PORTILHO- CORRÊA, 2011). 

O grupo de pesquisadores do Centro de Nanociência e Nanobiotecnologia - CNANO - (IB, 

UnB) tem investigado a biocompatibilidade de amostras magnéticas com naturezas químicas 

diferentes, como magnetita (GARCIA, 2002, 2005; FREITAS et al., 2002; LACAVA, 2002; 

CHAVES et al., , 2005; BARBOSA, 2004; SADEGHIANI, 2004; AVELINO, 2013), maghemita 

(PORTILHO-CORRÊA, 2007, 2011; BRUGIN, 2007; ESTEVANATO, 2008; SALDANHA, 

2008; CAMPOS DA PAZ, 2012; ROMERO, 2015) e ferrita de cobalto (KÜCKELHAUS, 2003), 

tendo mostrado que entre elas as NP de maghemita são as mais biocompatíveis (GARCIA, 2002; 

BRUGIN, 2007), o que se deve ao fato de já estarem oxidadas, diferentemente das de magnetita 

(GARCIA, 2002; SOUZA, 2015).  

Entretanto, além de serem as únicas aprovadas para uso clínico (WATANABE et al., 

2013), as constituídas de magnetita apresentam maior capacidade de aumentar o calor quando 

submetidas a campo magnético alternado, sendo, portanto, mais promissoras para realizar o 

processo de magnetohipertermia (GUPTA, 2007; GUARDIA et al., 2010), razão porque foram 

escolhidas para o desenvolvimento deste trabalho.  

De fato, o teste de termometria mostrou que os volumes passíveis de serem aplicados 

intratumoral, endovenosa ou intraperitonealmente da amostra NPM-HFn (60 a 100 µL) 

proporcionaram rápido aumento da temperatura, sendo este adequado (42-45 ◦C) para realização 

da hipertermia (HILGER & KAISER, 2012).  
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Estudos prévios mostraram que nanopartículas de magnetita sem cobertura apresentam 

toxicidade relevante (LACAVA et al., 1998; GUPTA & CURTIS, 2004) e que este efeito é dose 

dependente (WATANABE et al. 2013). Como a ferritina é uma proteína natural do organismo 

presente no interior das células e no sangue que não ativa respostas inflamatórias e imunológicas 

(ROMAGNANI, 2006), foi selecionada para a funcionalização das nanopartículas de magnetita 

da amostra NPM-HFn. Em conformidade, os resultados dos testes de toxicidade mostraram poucas 

alterações bioquímicas e hematológicas e ausência de genotoxicidade nessa amostra, como 

previamente observado após funcionalização de nanopartículas de magnetita por diferentes 

moléculas biocompatíveis (GUPTA & GUPTA, 2005; LACAVA, 2004; PETRI-FINK et al., 

2005; WAN et al., 2007; SINGH et al., 2010; KIM et al., 2012,) capazes de promover a 

estabilidade, ao evitar a aglomeração das nanopartículas (WILSON et al., 2002).  

Além disto, com a superexpressão de receptores apropriados nas células tumorais, a 

cobertura de ferritina pode favorecer o direcionamento da amostra para o tumor, como observado 

após administração endovenosa da amostra. Estratégias que promovam o direcionamento da 

formulação para o tumor, seja anticorpo (CAMPOS DA PAZ, 2012) ou uma simples cobertura 

usada para funcionalizar a NP com propriedades como a da ferritina, aumentam a chance de 

sucesso do tratamento, ou seja, sua eficácia, enquanto minimizam os efeitos adversos, ou seja, 

aumentam a eficiência do tratamento (CAVALLÉ & PUNTES, 2015). Por vezes ao associar uma 

cobertura às nanopartículas, aquela perde a função de reconhecer ou ser reconhecida pelo alvo. As 

moléculas de ferritina da amostra NPM-HFn continuaram aptas a serem reconhecidas pelo 

receptor de transferina TfR1, como comprovado por estudos in vitro (GUERRINI, 2017). 

As nanopartículas de magnetita da amostra NPM-HFn apresentaram diâmetro de 12,7 ± 

0,7 nm, eram monodispersas e quando funcionalizadas por ferritina apresentaram o diâmetro 

hidrodinâmico de 70 nm. Estas características são interessantes do ponto de vista de aplicação 

biomédica, especialmente quando visando a hipertermia para tratamento dos tumores porque o 

tamanho das NP influencia nas interações com proteínas, biodistribuição e velocidade de 

eliminação (clearance), penetração e acúmulo no tumor e seu destino para outros alvos. Sabe-se 

que partículas maiores acumulam mais nos tumores, mas ficam restritas às regiões da periferia, 

próximas aos capilares sanguíneos, enquanto as NP menores podem penetrar mais profundamente 

nos tumores (CAVALLÉ & PUNTES, 2015). Partículas menores que 6 nm (core + surfactante) 

são rapidamente eliminadas pelos rins, enquanto as maiores que 100 nm são rapidamente retiradas 

da circulação pelo sistema imunitário, a menos que tenham uma cobertura para atrasar seu 

reconhecimento, como a feita por PEG.  

Nanopartículas na faixa intermediária, como as da NPM-HFn, apresentam as melhores 

capacidades de penetração e acumulação no tumor (SPERLING et al, 2009), outro fator a explicar 
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a presença de ferro nas lâminas histológicas do tumor após injeção endovenosa. Para que os 

resultados de MHT após administração endovenosa observados neste trabalho levassem a uma 

redução do tumor de 89% era imprescindível que as NP estivessem acumuladas no tumor.  

De acordo com Skotland e colaboradores (2010), nanopartículas com diâmetro 

hidrodinâmico maior que 30 nm têm maior absorção pelo fígado e baço, órgãos em que a maior 

parte das NPM foi encontrada. É esperado que após a administração intraperitoneal, como a feita 

na primeira etapa deste trabalho, as NPM sejam captadas por macrófagos do SER (sistema 

reticuloendotelial), reduzindo o tempo de circulação sanguínea e sendo acumuladas no fígado 

(VARNA et al., 2012), para depois serem redistribuídas para os demais órgãos (KIM et al., 2008). 

A grande concentração de ferro encontrada no fígado poderia ser devida às repetidas doses da 

NPM-HFn ao longo do tempo, (AGOTEGARAY et al.2016); o fígado atuaria como um sistema 

de desintoxicação e as repetidas doses poderiam causar bioacumulação hepática. 

As propriedades das NP são também influenciadas por sua morfologia. Embora o formato 

esférico ou arredondado das NP estudadas seja comumente escolhido devido à simplicidade de 

síntese e fácil funcionalização, outros formatos podem também ter interesse para aplicações 

biomédicas porque levam a diferentes propriedades, como por exemplo maior extravasamento de 

NP semelhantes a hastes (rod-like). (SMITH et al, 2012). 

 

6.2. CONSIDERAÇÕES SOBRE A TOXICIDADE E BIODISTRIBUIÇÃO DA NPM-

HFn 

 

Testes de toxicidade foram realizados após administração intraperitoneal da amostra (etapa 

1). Alguns deles foram feitos também após administrações endovenosa e intratumoral da amostra 

(etapa 2). 

Em princípio, NP desenvolvidas a partir de magnetita são biocompatíveis. Entretanto, NP 

podem ser tóxicas devido à contaminação com bactérias ou simplesmente pelo uso de reagentes 

de baixa qualidade durante sua síntese. Testes in vitro realizados previamente (GUERRINI, 2017) 

mostraram ausência de toxicidade, eliminando estas possibilidades.  

Ainda que a amostra NPM-HFn tenha sido delineada para apresentar biocompatibilidade 

e os testes in vitro tenham mostrado ausência de toxicidade, quando não expostas a campo 

magnético, testes de sua biocompatibilidade/toxicidade são imprescindíveis, atendendo à demanda 

pelo aumento dos conhecimentos relacionados à crescente exposição dos seres vivos às 

nanoestruturas e porque mínimas diferenças entre suas características podem levar a funções 

diferentes. 
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Em especial, o potencial das nanopartículas em causar danos ao DNA é um aspecto que 

tem merecido atenção (KARLSSON et al., 2015). Entre os testes de genotoxicidade, o teste cometa 

e o teste de micronúcleo são os mais frequentemente utilizados. Enquanto o teste cometa detecta, 

pela migração dos fragmentos do DNA em um gel, lesões causadas por fragmentação e/ou 

modificações no DNA (ARALDI et al., 2015), e esses danos podem ser reparados sem resultar em 

alterações permanentes (BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005), o teste de micronúcleo avalia 

danos irreparáveis no cromossomo (KRISHNA & HAYASHI, 2000). Considerando que cada um 

desses testes detecta danos no DNA causados por mecanismos de ação diferentes (SINGH et al., 

2009), para evitar possível resultado falso negativo de um só teste, ambos foram usados para 

estudar a amostra NPM-HFn em camundongos Swiss fêmeas.  

 O Metil Metanosulfonata (MMS), por ser agente de alquilação de DNA que causa 

pareamento incorreto das bases e bloqueio da replicação através da troca da guanina por 7-

metilguanina e da adenina por 3-metiladenina, e em consequência tem efeito citotóxico e 

mutagênico, foi escolhido como controle positivo (QURESHI et al., 1989; LUNDIN et al., 2005). 

Nishikawa e colaboradores (1999) demonstraram que o tratamento com MMS em uma única 

administração induz a formação de micronúcleos mais do que quando administrado por mais de 

três vezes consecutivas. Diante disso, optou-se por utilizar uma única dose do MMS. Entretanto, 

na dose e parâmetros utilizados no trabalho, ainda que tenha sido o que mais micronúcleos induziu, 

o MMS não apresentou efeito tóxico significativo. Entretanto, no teste cometa, o MMS foi 

genotóxico e serviu, portanto, como controle adequado. 

Administrada a camundongos saudáveis, a NPM-HFn não apresentou efeitos genotóxicos 

ou mutagênicos. Esses resultados estão em acordo com os de Xia e colaboradores (2015) em que 

a cobertura de nanopartículas de magnetita com ouro, prata, platina, quitosana ou sílica, reduz 

consideravelmente a formação de micronúcleo e de danos no DNA, quando em comparação com 

a magnetita pura, sem cobertura. O fato de que três diferentes doses da NPM-HFn não tenham 

levado a genotoxicidade e ou citotoxicidade também é interessante, pois diferem dos relatos de 

Freitas et al (2002) que mostram que nanopartículas de magnetita com dupla cobertura de ácido 

dodecanoico e álcool etoxilado induzem genotoxicidade dose-dependente. 

De forma similar, à exceção de redução temporária do consumo de ração no grupo com 

maior administração da NPM-HFn (C3) até o quinto dia, não foram observadas diferenças 

significativas no peso corporal dos animais entre todos os grupos, nem ulceração na pele, perda 

de peso, ou outras alterações evidentes. Não foi observada perda de peso nem mesmo nos animais 

portando tumores tratados com NPM-HFn, na ausência ou presença de campo magnético. Já é bem 

estabelecido que alta toxicidade leva à perda de peso (FERNANDEZ-SALGUERO et al., 1996). 

Este, portanto, é outro aspecto a indicar boa tolerância dos camundongos à administração da NPM-
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HFn, em concordância com outros testes e estudos que utilizaram nanopartículas de magnetita ou 

nanopartículas de ferritina (GU et al., 2012; RUIZ et al., 2013; LIANG et al., 2014). 

Análises hemolíticas e bioquímicas também foram realizadas para avaliar o potencial de 

toxicidade da amostra NPM-HFn. O hemograma consegue detectar anemias, processos 

inflamatórios, alérgicos e parasitológicos e também distúrbios na coagulação sanguínea 

(EVERDS, 2006). Apesar de redução significativa de HCM e CHCM terem sido observados após 

os tratamentos com 12,5 mg/Kg da NPM-HFn (grupo C2: HCM e CHCM) e 25 mg/Kg da NPM-

HFn (grupo C3: CHCM), os valores médios destas variáveis permaneceram dentro (CHCM) ou 

ligeiramente abaixo (HCM) dos valores de referência para camundongos (EVERDS, 2007; 

THRALL et al., 2007). De forma similar, nos animais saudáveis (grupo controle) que receberam 

administração da NPM-HFn por via endovenosa também ocorreu diminuição significativa da 

concentração de hemoglobina corpuscular média, tanto no subgrupo 2 quanto no subgrupo 28. 

Segundo a literatura, a diminuição de CHCM pode ser devida ao inchaço dos eritrócitos 

(MORSY et al., 2016). Isoladamente, esses resultados sugerem que as dosagens mais altas 

poderiam induzir alguma hematotoxicidade, principalmente em termos de redução da capacidade 

transportadora de oxigênio, a principal função da hemoglobina. Entretanto, como MCH indica a 

quantidade média de hemoglobina que transporta oxigênio dentro de um eritrócito, sendo seu valor 

calculado a partir dos resultados da contagem de eritrócitos e dosagem de hemoglobina (HGB x 

10/Eritrócitos), enquanto CHCM indica a concentração média de hemoglobina dentro dos glóbulos 

vermelhos (em relação a 1 dL de eritrócitos), sendo seu valor calculado a partir dos resultados da 

dosagem de hemoglobina e hematócrito (HGB x 100/HCT) (EVERDS, 2007; COSTA et al., 

2004), e não foram observadas alterações significativas no número de eritrócitos, hemoglobina 

(HGB) ou hematócrito (HCT),  em conjunto, esses resultados mostram que, nas concentrações 

utilizadas, a NPM-HFn não foi citotóxica  

Foi identificada diminuição significativa dos linfócitos no grupo com tumor que recebeu a 

administração da NPM-HFn por via IT seguida pela exposição ao campo magnético alternado. A 

mesma observação foi feita no grupo saudável que recebeu a administração da NPM-HFn, porém 

este parâmetro estava normalizado no subgrupo 28. Outros estudos também encontraram que 

nanopartículas metálicas diminuem a proliferação e viabilidade de linfócitos (MAŁACZEWSKA, 

2014; SLIWINSKA et al., 2015) e pode ocorrer devido ao poder imunossupressor da ferritina 

sobre a proliferação e maturação das mesmas (RECALCATI et al., 2008).  

Além disso, a quantidade de plaquetas sofreu grande aumento no grupo com tumor que 

recebeu a administração da NPM-HFn por via EV. O aumento de plaquetas pode estar relacionado 

a lesões no vaso sanguíneo ocasionadas por sucessivas injeções e ao próprio acúmulo de 

nanopartículas observado na veia caudal dos animais que receberam a administração endovenosa 
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(RADOMSKI et al., 2005). Nanopartículas magnéticas tendem a se aglomerar na solução 

dispersante, devido a dois fenômenos, floculação, pequenos agregados de NPM, ou coagulação, 

agregados mais densos de NPM (SHAW, 1975) e provavelmente é o que explica o ferro visível 

nas lâminas histológicas coradas por Perls.  

A redução do ferro sérico no subgrupo 2 saudável que recebeu a administração da NPM-

HFn é condizente com a redução de hemácias observada (MCH e MCHC), as quais são 

constituídas principalmente por ferro. Entretanto, essa redução não foi observada no subgrupo 28, 

evidenciando ter sido uma alteração temporária.  

Uma das alterações encontradas nos testes bioquímicos, foi o aumento de AST nos grupos 

C1 e C3 e no grupo que recebeu a amostra por via endovenosa. Em camundongos, a AST é 

encontrada em uma variedade de tecidos, incluindo fígado, músculo esquelético, músculo 

cardíaco, eritrócitos, vasos sanguíneos, cérebro, intestino, rins e testículos. A maior atividade 

específica de AST é encontrada no músculo cardíaco e a menor, no músculo esquelético. No 

fígado, é encontrada principalmente em hepatócitos periportais (QUIMBY & LUONG, 2007). O 

aumento de AST não foi acompanhado por alterações da ALT, enzima usada para avaliar o dano 

hepatocelular (QUIMBY & LUONG, 2007), encontrada principalmente no fígado, mas também 

ativa no intestino, nos rins, no coração, nos músculos esqueléticos e no cérebro. O aumento do 

AST observado neste trabalho também não foi acompanhado por alteração histopatológica, sendo 

o acúmulo de NPM-HFn no fígado observado apenas nas células de Kupfer e não dentro dos 

hepatócitos. 

Ao contrário de AST, ALT e ADH, que são enzimas citoplasmáticas (ALT e ADH) e 

mitocondriais (AST), e apresentam atividade sérica aumentada quando há ruptura de membranas 

danificadas, a fosfatase alcalina é uma enzima induzível, cuja atividade sérica aumenta devido ao 

aumento de sua síntese. Sua função fisiológica exata não é conhecida, mas sabe-se que atua no 

transporte de metabólitos através das membranas celulares (QUIMBY & LUONG, 2007).  A 

atividade da fosfatase alcalina plasmática é um parâmetro clínico frequentemente avaliado em 

estudos de toxicidade (HATAYAMA et al., 2011). Em camundongos, sua atividade plasmática 

resulta da atividade total de isoenzimas individuais derivadas de diferentes tecidos, como 

intestinal, ósseo, hepático, renal e trofoblastos da placenta (QUIMBY & LUONG, 2007). A 

diminuição da fosfatase alcalina observada no grupo C3 poderia ser devido a hepatotoxicidade, 

mas como a alteração da AST, não foi acompanhada por alterações histopatológicas no fígado. 

Ao mesmo tempo, a amostra NPM-HFN não alterou os níveis séricos de enzimas 

associadas à função renal (creatinina e ureia). 
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Nos exames histopatológicos, a NPM-HFn não causou alterações severas nos órgãos 

analisados. A congestão e hemorragia pulmonar encontradas provavelmente decorrem da coleta 

do órgão, uma vez que foram encontradas também no grupo controle. 

O excesso de ferro intracelular está relacionado ao aumento de radicais livres que podem 

causar danos oxidativos e desencadear processos patológicos, como a degeneração hidrópica, que 

é o aumento de água intracelular (SILVA et al., 2008; ABDELHALIM & JARRAR, 2011), 

observada no fígado de alguns animais. 

Em conjunto, os resultados dos testes de genotoxicidade, das análises bioquímicas, 

hematológicas e histopatológicas são concordantes com os dos testes in vitro prévios (GUERRINI, 

2017) e sugerem a não-toxicidade da amostra NPM-HFn. 

Estudos da biodistribuição da NPM-HFn foram feitos nas duas etapas, ou seja, após 

admininstrações intraperitoneal, endovenosa e intratumoral. 

O destino e biodistribuição das nanoestruturas dependem de suas características físico-

químicas, mas também da via de entrada (RUENRAROENGSAK et al., 2010). 

Capilares descontínuos presentes no fígado, baço e medula óssea têm poros entre 100 e 

1000 nm e permitem a passagem de nanopartículas entre o plasma e interstício. NP entre 6 e 40 

nm seguem os caminhos das proteínas ou de seus agregados e finalmente acumulam-se nos órgãos 

do sistema fagocítico mononuclear, especialmente fígado e baço. NP maiores do que 40 nm são 

facilmente reconhecidas pelo sistema imunitário e também acabam no fígado e baço, mas por 

caminhos diferentes, após fagocitose (CAVALLÉ & PUNTES, 2015). 

Ainda, o destino e biodistribuição das nanoestruturas dependem também de sua 

estabilidade coloidal. Quando há agregação e sedimentação, as NP adquirem propriedades 

diferentes (CAVALLÉ & PUNTES, 2015). Neste trabalho foi possível visualizar a presença de 

ferro no baço, fígado, tumor e, em alguns casos, no pulmão. Os pontos de visualização ao 

microscópio de luz provavelmente refletem agregação das nanopartículas e não somente do ferro 

advindo delas, como comentado acima.  

Alguns fatores são importantes para determinar a biodistribuição das nanopartículas no 

organismo, fatores como a via de administração, propriedades físico-químicas, o ambiente 

fisiológico onde são introduzidos, o tamanho, o formato e a carga superficial das nanopartículas 

(ALMEIDA et al., 2011). Tais propriedades dependem da cobertura do núcleo magnético 

(AGOTEGARAY et al., 2016).  

Analisando a biodistribuição da NPM-HFn, foi notada retenção das nanopartículas no 

fígado e no baço, como nos testes em animais saudáveis previamente realizados e também no 

tumor, principalmente após injeção intratumoral da amostra NPM-HFn. Como discutido 

anteriormente, vários estudos já demonstraram retenção de partículas magnéticas no fígado e no 
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baço (LACAVA et al., 2004; CHAVES et al., 2005; SADEGHIANI et al., 2005). Por ser o órgão 

com maior quantidade de macrófagos (células de Kupffer), o fígado está associado à captação de 

NPM (LACAVA, 2004; GARCIA et al., 2005; MORNET et al., 2006; ALALAIWE et al., 2017), 

o que justifica o aumento de ferro no fígado dos animais que receberam a administração da NPM-

HFn.  

O baço de todos os animais apresentava ferro, pois parte do ferro detectado vem da 

destruição de eritrócitos senescentes e da consequente liberação do ferro no grupo heme. Os grupos 

tratados com a NPM-HFn apresentaram maior concentração de ferro na polpa vermelha, onde há 

grande presença de macrófagos e linfócitos. Este aumento de ferro está de acordo com o aumento 

no peso relativo do baço em todos os animais que receberam a amostra. Entretanto, vale ressaltar 

que nenhum efeito histopatológico devido à administração da NPM-HFn foi encontrado. 

A concentração de ferro aumentada vista no pulmão, por sua vez, pode ser atribuída à alta 

irrigação sanguínea do órgão. O endotélio dos capilares pulmonares apresenta morfologia contínua 

permitindo que pequenas moléculas sejam transportadas através da parede capilar (CHRASTINA 

et al., 2011). Observação similar foi também previamente observada com NPM recobertas com 

citrato (GARCIA, 2002, SOUZA, 2015). 

A baixa concentração de ferro encontrada no cérebro sugere que a NPM-HFn não consegue 

atravessar a barreira hematoencefálica (BHE) em grande quantidade.  

O rim dos animais do grupo que recebeu a NPM-HFn por via intratumoral e o grupo do 

tratamento com campo magnético e também o de administração das nanopartículas por via 

endovenosa apresentaram um leve aumento de ferro, o que indica que a NPM-HFn pode estar 

sendo excretada pela urina. Outro estudo mostrou que nanopartículas de ferritina foram excretadas 

tanto pelas fezes quanto pela urina (LIANG et al., 2014). A alteração observada no rim, a 

pielonefrite crônica discreta, está relacionada à implantação tumoral e não à administração da 

NPM-HFn, uma vez que, foi encontrada apenas nos animais com tumor. 

Foi observado discreto acúmulo de NPM no linfonodo sublíaco de todos os animais que 

receberam a amostra. Ainda, todos os animais que apresentaram micrometástases no linfonodo e 

apenas eles também apresentaram hiperplasia linfoide. Este tipo de hiperplasia ocorre em resposta 

tanto a danos no tecido, quanto a uma neoplasia ou invasão de microrganismos (HALEY, 2017). 

Em conjunto, os resultados demonstraram a biocompatibilidade da amostra NPM-HFn, 

pois não causa danos ao DNA, não é citotóxica, não mostrou alterações hematológicas e 

bioquímicas significativas e nem alterações histopatológicas, em camundongos saudáveis, 

características importantes para o fluido magnético ser utilizado no tratamento de tumor. 
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6.3. CONSIDERAÇÕES SOBRE A EFICÁCIA DA NPM-HFn PARA O 

TRATAMENTO DE ADENOCARCINOMA MAMÁRIO DE EHRLICH  

 

Muito do que se conhece atualmente sobre o processo de carcinogênese em humanos é 

resultatante de estudos utilizando modelos de desenvolvimento de tumor em camundongos. Entre 

os vários modelos experimentais disponíveis (MOGNETTI et al., 2006; BAHR et al., 2015), foi 

escolhido o tumor de Ehrlich, que apresenta rápido crescimento, facilidade de manuseio e 

agressividade (NASCIMENTO et al., 2006; ELBIALY & MADY, 2015) e é proveniente do 

adenocarcinoma mamário em camundongo (VIOLATO et al., 2014). O tumor de Erhich tem sido 

usado com sucesso para estudo da eficácia de tratamento com estratégias nanotecnológicas 

(MIRANDA-VILELA, 2013, 2014; SOUZA, 2015) e permitiu investigação da eficácia da amostra 

NPM-HFn.  

Em particular, nesse estudo foi escolhido o modelo ortotópico em que as células tumorais 

de Ehrlich são inoculadas na glândula mamária, o local de origem desse tumor (KUBOTA, 1994), 

e que recentemente foi aperfeiçoado por nosso grupo de pesquisa (ROMERO, 2015).  

O tecido tumoral é caracterizado por possuir vasculatura irregular. As células tumorais 

superexpressam fatores de crescimento que induzem a formação de novos vasos (angiogênese), o 

que provoca uma desorganização dos vasos podendo induzir à estagnação do fluxo sanguíneo. 

Essa condição provoca hipóxia, diminuição do pH e a incapacidade de dissipar o calor com 

eficiência, provocando maior susceptibilidade ao dano causado pelo aumento da temperatura 

(NIELSEN et al., 2001). Adicionalmente, o desbalanceamento na expressão de moléculas pró-

angiogênicas e anti-angiogênicas promove descontinuidade da camada endotelial, formando 

fenestras de 300 nm a 4700 nm entre as células endoteliais (NEHOFF et al., 2014), possibilitando, 

assim, acúmulo de partículas menores de 200 nm no sítio tumoral, chamado de efeito de 

permeabilidade e retenção aumentada (efeito EPR) (MATSUMURA & MAEDA, 1986). Devido 

a essas peculiaridades, o aumento da temperatura para 42 - 45 °C induz a morte das células 

tumorais por necrose ou apoptose (KOBAYASHI et al., 2014), como observado em nossos 

experimentos. Ainda que não afete as células normais, pode induzir também desnaturação de 

proteínas, as quais estão envolvidas na sinalização, na membrana celular, no citoesqueleto, na 

manutenção do DNA, entre outras funções, causando inibição do crescimento celular e apoptose 

(GAZEAU et al., 2008). 

Neste trabalho foram comparadas, ainda de forma preliminar, duas formas de 

administração da NPM-HFn, via endovenosa e via intratumoral. Os dados apresentados ressaltam 

que o tratamento utilizando magnetohipertermia mediada por nanopartículas magnéticas de 
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magnetita funcionalizadas com ferritina humana possibilitou a regressão tumoral, tanto com a 

administração intratumoral quanto pela administração endovenosa.  

O tratamento da NPM-HFn por via endovenosa e exposição ao campo magnético levou a 

retardamento do desenvolvimento tumoral, tanto no subgrupo 2 quanto no subgrupo 28. Conforme 

discutido anteriormente, as NPM da amostra testada têm diâmetro adequado para serem 

administradas por via endovenosa (SINGH et al., 2010). Dados da literatura mostram que 

nanopartículas de ferritina carreando doxorrubicina (LIANG et al. 2014), sem nenhum ligante, 

conseguem entregar o fármaco especificamente às células tumorais, após a administração 

endovenosa, devido à superexpressão de seu receptor TfR1 nas células tumorais (FAN et al., 2013; 

ZHAO et al., 2016). No entanto, estudos adicionais são necessários para confirmar a captação da 

NPM-HFn facilitada pela TfR1 e sobre a superexpressão de TfR1 no tumor de Ehrlich. 

Também foi mostrado (FAN et al., 2013; ZHAO et al., 2016) que 24 horas após a 

administração das nanopartículas havia acúmulo da amostra especificamente ao tumor, sendo 

pouco acumulado no restante do organismo, diferentemente das NP de magnetita que também se 

acumulam no fígado e baço.  

Embora a coloração de Perls não tenha possibilitado a visualização expressiva de ferro no 

tumor após administração por via endovenosa, esta forma foi eficaz na MHT, do que se deduz a 

presença de NP na região tumoral. É possível que aglomerados passíveis de serem observados ao 

microscópio de luz não tenham sido formados, o que é uma condição desejável, ou que o corte 

histológico não tenha capturado a área de concentração da nanopartículas. Além disso, um estudo 

mostrou que 70% das nanopartículas de ferritina carreando um fármaco são eliminadas do 

organismo após 4 dias, principalmente pelo fígado (LIANG et al., 2014). Dessa forma, as NPM-

HFn já teriam sido eliminadas do tumor na hora da coleta dos órgãos quando administradas 

endovenosamente. Estudos espectroscópicos dos tumores poderiam clarear este aspecto. 

Acompanhar a biodistribuição in vivo da NPM-HFn por ressonância magnética seria uma 

estratégia para poder aplicar o campo magnético no momento de maior concentração das 

nanopartículas no tumor, o que aumentaria sua eficácia. 

Apesar de não ter sido possível detectar diminuição do volume tumoral, quando mensurado 

por paquímetro, no subgrupo 2 que recebeu a NPM-HFn por via intratumoral seguida pela 

exposição ao campo magnético, quando o tumor ex vivo foi analisado por microscopia de luz, foi 

possível notar grande área de necrose e diminuição de 88% da área tumoral em comparação com 

o grupo controle tumor. Este resultado é, portanto, equivalente à diminuição de 89% observada no 

grupo que recebeu o tratamento da NPM-HFn por via endovenosa seguido pela exposição ao 

campo magnético.  
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Este trabalho expõe que a medição do volume tumoral utilizando paquímetro não é 

fidedigna para mensurar clinicamente o volume tumoral, uma vez que não é possível diferenciar 

o volume tumoral do volume da NPM-HFn injetada no tumor, nem do volume da necrose ou do 

infiltrado de inflamatório. Vale lembrar que como a massa tumoral cresce em uma velocidade 

maior que a vascularização, a necrose ocorre de forma espontânea também nos tumores não 

tratados. 

As análises ex vivo dos tumores do subgrupo 28 que recebeu a NPM-HFn por via 

intratumoral seguida pela exposição ao campo magnético, mostram que houve grande aumento da 

área tumoral e, portanto, reincidência tumoral. Os dados sugerem que na forma intratumoral de 

administração, a penetração no tumor pode ter rompido vasos e facilitado o extravasamento de 

células tumorais. O fato de mão terem sido encontradas micrometástases quando a administração 

é endovenosa reforça essa ideia. 

Tais achados, assim como a não indução de micrometástases, indicam a administração da 

NPM-HFn por via endovenosa bastante vantajosa.  

Embora a multimodalidade ou terapias associadas seja mais estudada atualmente, inclusive 

na nanotecnologia (CAVALLÉ & PUNTES, 2015), neste trabalho apenas uma terapia foi testada, 

a MHT. O fato de não se ter obtido cura total do tumor de Ehrlich nas circunstâncias usadas está 

em acordo com o estado de arte das modalidades simples de tratamento em que se verifica não 

serem capazes de curar o câncer por si mesmas (CAVALLÉ & PUNTES, 2015). Entretanto, o fato 

de se ter obtido 89% de eficácia com o uso da NPM-HFn é bastante relevante. O uso concomitante 

de um quimioterápico, como observado em relatos da literatura (ROMERO, 2015), poderia elevar 

a eficácia do tratamento a 100%.  

Uma vez que a utilização concomitante da magnetohipertermia com a quimioterapia pode 

aumentar a captação e a sensibilidade das células tumorais aos quimioterápicos (RAO & DENG, 

2010), o uso da MHT mediada por NPM-HFN, que por si só levou à regressão tumoral de até 89%, 

poderia funcionar como adjuvante e aumentar a eficácia do tratamento, levando à regressão 

completa do tumor. Adicionalmente, encapsular uma substância antioxidante ou anti-tumoral na 

NPM associada à ferritina poderia também aumentar a eficácia do tratamento. 

Na realidade, uma só plataforma nanotecnológica pode apresentar multifunções no 

tratamento do câncer. Em consonância, a síntese de NPM-HFn foi alterada para que também seja 

usada como carreador do quimioterápico doxorrubicina (GUERRINI, 2017). Dados preliminares 

mostram que essa nova formulação leva à diminuição da viabilidade de células tumorais, 

especialmente quando associada à MHT, representando, portanto, uma perspectiva promissora no 

tratamento do câncer de mama. 
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As expectativas para que novos sistemas nanoestruturados sejam rapidamente 

desenvolvidos e levem à melhoria da qualidade de vida, em especial por meio do diagnóstico 

precoce e tratamento do câncer são enormes. Em síntese, o presente trabalho contribui para 

aumentar os conhecimentos sobre nanopartículas e assim para a tão necessária e desafiante 

regulação dos nanofármacos e nanossistemas.  
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7.  CONCLUSÃO 
 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem as seguintes conclusões: 

 

 a amostra NPM-HFn (nanopartículas magnéticas de magnetita funcionalizadas 

com ferritina humana), quando exposta a campo magnético alternado, apresentou 

aquecimento adequado para a magnetohipertermia; 

 NPM-HFn não induziu citotoxicidade e nem genotoxicidade após 8 inoculações 

intraperitoneais consecutivas nos camundongos; 

 os parâmetros bioquímicos analisados indicaram possível hepatotoxicidade devido 

a administração de altas concentrações da NPM-HFn; 

 nos parâmetros hematológicos, NPM-HFn induziu tendência à diminuição 

linfocitária e do MCH e MCHC; 

 as NPM acumularam preferencialmente no fígado, baço, linfonodo e pulmão quer 

a administração de NPM-HFn tenha sido pela via intraperitoneal, endovenosa ou 

intratumoral; 

 a administração da NPM-HFn não causou alteração morfológica significante nos 

órgãos analisados; 

 a administração endovenosa de NPM-HFn causou acúmulo de nanopartículas na 

veia da cauda, provavelmente devido à agregação das plaquetas; 

 a administração intratumoral de NPM-HFn pode facilitar a metástase; 

 a magnetohipertermia mediada pela NPM-HFn, nas condições experimentais deste 

estudo, reduziu o crescimento tumoral em até 89%; 

 o tratamento por magnetohipertermia após administração endovenosa de NPM-

HFn foi eficaz em evitar metástases.  
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ANEXO 1: Comitê de ética 
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ANEXO 2: - Fotomicrografia do baço em CP, C1, C2 e C3 

 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 48 - - Fotomicrografia do baço em CP (A), C1 (B), C2(C) e C3(D). Hemossiderose (seta verde) e hematopoiese 

(seta laranja). A, B, C e D (HE, 200X); 
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ANEXO 3: Fotomicrografia do cérebro em CP, C1, C2 e C3 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura X. Microscopia do cérebro em CP (A), C1 (B), C2(C) e C3(D). 

Congestão e edema perivascular (seta laranja) em A, C e D. HE (100X) em A, 

B, C e D. 

A B 

C D 

Figura 49 - Fotomicrografia do cérebro em CP (A), C1 (B), C2(C) e C3(D). Congestão e edema perivascular (seta 

vermelha) em A, C e D. (HE 100X) em A, B, C e D. 



134 
 

ANEXO 4: Fotomicrografia do fígado em CP (A), C1 (B), C2(C) e C3 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

A B 

C D 

** 

Figura X. Microscopia do fígado em CP (A), C1 (B), C2(C) e C3(D). Hemossiderose intra-

hepática (seta laranja em células de kupffer) em B e D. Inflamação com hemossiderose no 

tecido conjuntivo peri-hepático e nos septos tecido conjuntivo intrapancreático (C); tecido 

normal em A. HE, A (200X), B e D(400X) e C (100X). 

Figura 50 - Fotomicrografia do fígado em CP (A), C1 (B), C2(C) e C3(D). Hemossiderose intra-hepática (seta preta em 

células de kupffer) em B e D. (**) Inflamação com hemossiderose no tecido conjuntivo peri-hepático (C); tecido normal 

em A. HE, A (200X), B e D(400X) e C (100X). 
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ANEXO 5: Fotomicrografia do linfonodo normal em CP, C1, C2 e C3 
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Figura X. Microscopia do linfonodo normal em CP (A), C1 (B) e C2 (C). Em D 

(C3), hemossiderose. 

** 

Figura 51 - Fotomicrografia do linfonodo normal em CP (A), C1 (B) e C2 (C). Em D (C3), hemossiderose. 
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ANEXO 6: Fotomicrografia do pulmão em CP, C1, C2 e C3 
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Figura X. Microscopia do pulmão em CP (A), C1 (B), C2(B) e C3(D); 

*congestão, **congestão com hemorragia. A, B, C e D (HE, 100X). 

Figura 52 - Fotomicrografia do pulmão em CP (A), C1 (B), C2(B) e C3(D); *congestão, **congestão com hemorragia. 

A, B, C e D (HE, 100X). 
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ANEXO 7: Fotomicrografia do rim em CP (A), C1 (B), C2(B) e C3 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura X. Microscopia do rim em CP (A), C1 (B), C2(B) e C3(D); *inflamação, 

** inflamação com hemossiderose no tecido perirrenal. A, C e D (HE, 100X); B 

(HE,25X) 

* 

** 

** 

A 

D C 

B 

Figura 53 - Fotomicrografia do rim em CP (A), C1 (B), C2(B) e C3(D); *inflamação, ** inflamação com 

hemossiderose no tecido perirrenal. A, C e D (HE, 100X); B (HE,25X) 


