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RESUMO 

Os fluidos magnéticos (FMs) são suspensões coloidais formadas por nanopartículas magnéticas 

(NPMs), constituídas por ferritas, tais como a magnetita (Fe3O4) e a maghemita (γFe2O4), 

dispersas em meio líquido. Nos últimos anos, o uso de FM tem sido apontado como uma 

ferramenta promissora para diversas aplicações biomédicas. No entanto, é necessário avaliar os 

efeitos causados pelo uso dos FM no organismo para que estes possam se tornar uma ferramenta 

amplamente utilizada. Diante disso, o presente trabalho tem por finalidade avaliar as alterações 

morfológicas de baço, linfonodo e fígado após a administração endovenosa de fluido magnético 

(FM-DMSA) composto por nanopartículas magnéticas a base de maguemita recobertas por ácido 

meso-2,3-dimercaptosuccínico (DMSA) em macacos-prego (Cebus apella). Para isso, amostras 

de baço, linfonodo e fígado de animais controle (AC), tratado 12 horas (AE12h) e tratado 90 dias 

(AE90d) foram observadas através de mediante Microscopia Óptica (MO) e Microscopia 

Eletrônica de Transmissão (MET), a fim de avaliar as possíveis alterações morfológicas e ultra-

estruturais, bem como citolocalizar as NPMs nos tecidos selecionados. O baço e linfonodo não 

apresentaram alterações morfológicas, nem mesmo infiltrado inflamatório nas amostras de 

AE12h e AE90d. Porém, amostras de fígado para o AE90d mostraram alterações da estrutura 

tecidual, com aumento dos espaços de Disse. Nas análises realizadas, o FM-DMSA se mostrou 

presente internalizado em vesículas no citoplasma, com aspecto granular típico. Foram 

realizados testes morfométricos das mitocôndrias hepáticas para todos os animais, sendo que em 

AE90d a área ocupada por essas organelas assumiu valor aproximadamente triplicado 

comparado com as amostras do animal controle, o que sugere alteração metabólica nas mesmas. 

O FM-DMSA não mostrou ser uma substância completamente inócua em todos os órgãos 

analisados, uma vez que alterações hepáticas no AE90d foram imputadas à presença do FM no 

tecido. Por outro lado, análises realizadas em  baço e linfonodo não apontaram qualquer traço de 

toxicidade da amostra. Assim, não foi constatada formação de processos patológicos severos em 

nenhum dos órgãos analisados, o que atesta em favor da biocompatibilidade da amostra e 

possibilidade de sua utilização com fins diagnósticos e terapêuticos em humanos, uma vez que 

esses dados são inéditos no que se refere à a sua utilização em primatas. Novos testes de 

toxicidade e biodistribuição para o FM-DMSA devem ser realizados a fim de confirmar o 

potencial uso desta ferramenta para aplicações biomédicas 
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ABSTRACT 

Magnetic fluids (MF) are colloidal suspensions formed by magnetic iron oxide nanoparticles 

(MNPs) such as magnetite (Fe3O4) and  maghemite (γ Fe2O4), dispersed in a liquid medium. In 

recent years, the use of magnetic fluid has been suggested as a promising tool for various 

biomedical applications; however, it is necessary to evaluate the effects caused by the use of MF 

in the organism, so that this tool can be widely used. Therefore, the present study aims to assess 

the morphological changes of spleen, liver and lymph nodes after treatment with magnetite-

based magnetic fluid stabilized with DMSA (2,3-dimercaptosuccinic acid) in capuchin monkeys  

(Cebus apella).  Samples of spleen, liver and lymph node from control animal (CA), 12 hours 

treatment animal (EA12h) and 90 days treatment animal (EA90d) were observed by Light and 

Transmission Electron Microscopy (TEM), to assess the possible morphological and 

ultrastructural alterations, and cytolocalization of MNPs in the selected tissues. Samples of 

spleen and lymph node showed no morphological changes and did not display inflammatory 

infiltrate for EA12d and EA90d. Nevertheless, for EA90d liver samples, morphological changes 

in the tissue structure and Disse space were shown. In all analyses performed, the DMSA-MF 

was internalized in cytoplasmic vesicles. However, for EA90d liver samples, secondary 

lysossomes were also observed. Morphometrical tests of hepatic mitochondria were performed 

and analyzed for all animals, being that for EA90d these are organelles tripled its size, compared 

with CA. This suggests a metabolic alteration in the liver mitochondria. DMSA-MF was not 

proven to be completely harmless, due to the fact that hepatic alterations were attributed to the 

MF presence in the tissue. On the other hand, spleen and lymph nodes did not show any kind of 

toxic effects to their cells and any pathological process was observed, demonstrating the 

biocompatibles of MF. This study demonstrated the possibility of utilization of FM in diagnostic 

and therapies but new tests of toxicity and body distribution need to be conducted in order to 

evaluate the potential use of DMSA-FM as a tool for biomedical applications 
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1.Introdução 
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“Há espaço de sobra lá embaixo.” Com essa frase o pesquisador e ganhador do prêmio 

Nobel, Richard Feynman (1918-1988) introduziu à comunidade científica a idéia da existência 

de um mundo numa escala muito menor que aquele visto através do microscópio óptico de 

Robert Hooke. Nessa palestra, proferida para a “American Physical Society”, a nanotecnologia e 

a nanociência foram definitivamente transformadas em alvo de pesquisas em todo o mundo 

(Capozzoli, 2008). 

O prefixo “nano” refere-se à bilionésima parte do metro (10-9 m). O trabalho nessa 

minúscula escala permite uma gama de aplicações a partir da construção e manipulação de 

partículas e materiais estruturados átomo por átomo. Embora essa realidade ainda esteja distante 

da aplicação comercial em larga escala, grandes investimentos são empregados no intuito de 

entender, aprimorar e explorar a capacidade dessa tecnologia. 

No campo da medicina, os esforços da nanociência têm visado o tratamento e o 

diagnóstico de doenças crônicas e degenerativas bem como melhorar a eficiência da atuação de 

drogas. Pesquisas utilizando nanopartículas magnéticas (NPMs) recobertas com DMSA 

mostraram resultados promissores dessa nanopartícula na área biomédica. Assim, estudos 

adicionais com essa substância são necessários com o objetivo de verificar a possibilidade de 

utilização terapêutica/diagnóstica em larga escala.

Entretanto, um dos entraves para a aplicação dessa tecnologia no dia-a-dia apontado por 

estas pesquisas é a captura desta nanopartícula pelo sistema mononuclear fagocitário, o que 

acarreta perda de função da nanoestrutura, uma vez que essa é internalizada antes de alcançar seu 

destino. Assim, neste trabalho, órgãos de eleição com células participantes do sistema 

mononuclear fagocitário como o fígado, baço e linfonodo foram selecionados como objeto de 

estudo. 

Com base nos atuais conhecimentos sobre NPMs e suas diversas aplicabilidades, faz-se 

necessário investigar os possíveis efeitos desse material em animais semelhantes aos humanos, 
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como os macacos-prego (Cebus apella), um primata cada vez mais usado em pesquisas 

científicas graças à homologia com o Homo sapiens tanto no que se refere ao aprendizado, 

fisiologia do sistema nervoso e capacidade associativa de símbolos (SUGANUMA et al., 

2007; LIMA et al. , 2007), quanto no tocante à anatomia (LAMARÃO & ANTONIAZZI, 2005,) 

e genética (GIAVEDONI, 2005). Desta forma esses primatas não-humanos demonstram 

relevância na investigação de mecanismos patofisiológicos na área hematológica, imunológica e 

virológica (HERODIN et al, 2005). Contudo, as pesquisas que utilizam primatas não-humanos 

devem restringir o número de cobaias uma vez que estas se encontram, muitas vezes, em 

processo de extinção, possuem reprodução dificultada em cativeiro, além dos aspectos bioéticos 

envolvidos na pesquisa que devem ser levados em consideração (HERODIN et al., 2005).  

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou verificar os efeitos morfofisiológicos, 

em fígado, baço e linfonodo de macacos-prego, após injeção de fluido magnético (FM), optou-se 

por apresentar revisão de literatura sobre esse agente, com potencial para utilização terapêutica. 

1.1. Breve revisão de literatura 

1.2 Histórico 

Na antiga civilização Maia era comum o uso de pigmentos brilhantes quimicamente 

estáveis por uma partícula metálica conhecida como “óxidos super-retículos”. Entretanto, aquela 

civilização não tinha consciência de que, manipulava um tipo de nanopartícula. Posteriormente, 

em 1673, Andreas Cassius sintetizou a mesma nanopartícula através da redução de um sal de 

ouro utilizando cloreto de titânio (PANKHURST et al., 2003). 
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Faraday foi o primeiro pesquisador a estudar sistematicamente o que hoje conhecemos 

por nanomatéria. Desde o século XVIII esse estudioso demonstrava preocupação com o que 

acontecia com as propriedades de materiais muito pequenos trabalhando com um material 

chamado “Sol de ouro”, que dentre suas partículas uma refletia a cor vermelha e possuía 

tamanho próximo a 10nm (TOUMEY, 2005).  

Porém, apenas com o prêmio Nobel de Física conquistado por Richad Feynman em 1960 

é que a nanotecnologia veio a ser divulgada. Na época, o pesquisador acreditava que “por volta 

do ano 2000, produtos seriam construídos por um átomo de cada vez”. Contudo, os grandes 

avanços na nanociência e nanotecnologia ocorreram a partir da década de 1980, isso graças aos 

investimentos disponíveis para essa nova ciência e também em virtude do aprimoramento das 

técnicas de microscopia e dos instrumentos microscópicos, como os microscópios de 

tunelamento, de força atômica, de varredura e de tunelamento eletrônico (TOUMEY, 2005).  

Segundo a Academia Francesa de Ciência e a Sociedade Real de Londres, a nanociência e 

a nanotecnologia têm como objetivo o controle e a manipulação da matéria na escala da 

bilionésima parte do metro e a construção de objetos a partir de moléculas ou átomos 

manipulados individualmente. 

1.3 Aplicações das Nanopartículas 

Tendo em vista a variedade de possíveis aplicações dessa ciência, vultosos investimentos 

na área estão sendo aplicados em vários países. De acordo com Capozzoli (2008) o investimento 

aplicado pelos E.U.A. ultrapassou o valor de US$ 1,57 bilhões em 2006, pouco mais que a 

China, que investiu US$ 1,11 bilhões no mesmo ano, enquanto o Brasil empregou R$ 150 

milhões no período de 2001 a 2007. As pesquisas ultilizando nanopartículas vêm conquistando 
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espaço na iniciativa privada e na área biomédica com o intuito de avançar no tratamento de 

doenças crônicas e aperfeiçoar diagnósticos entre outras aplicações que hoje são vistas apenas 

como promessa científica. 

Os nanomateriais podem ser subdivididos em nanofilmes, nanofios, nanotubos e 

nanopartículas. Os nanofilmes são dispositivos eletrônicos semicondutores utilizados em 

processadores, para a confecção de cobertura protetora contra a corrosão de peças e construção 

de equipamentos computacionais, entre eles a memória de computador (CAPOZZOLI, 2008). 

Nanofios são estruturas diminutas, 100 vezes mais finas que um fio de cabelo, tendo diferentes 

aplicações, com destaque à possibilidade de estimulação de uma célula nervosa individualmente 

(LIU, 2006). Já os nanotubos são estruturas menores que 100nm de diâmetro, considerados como 

um dos materiais mais promissores para a nanotecnologia, sendo formados por uma ou duas 

camadas de carbono (orgânica ou inorgânica), o que confere uma resistência 50 a 100 vezes 

maior que a do aço (Capozzoli 2008). 

Por sua vez, as nanopartículas são geralmente tão pequenas que podem ser formadas por 

apenas alguns átomos e possuem propriedades diferentes de acordo com seu tamanho, 

composição, estrutura e carga elétricas (SAHOO et al., 2006). São possíveis ferramentas a 

serem utilizadas nos mais diversos campos da vida moderna como na indústria automobilística e 

aeroespacial, criando materiais mais leves, resistentes e elásticos; na indústria eletrônica e de 

comunicação através do desenvolvimento de memórias de alta densidade, baterias, lasers e 

também aumentando a velocidade de transmissão das informações; na indústria química por 

intermédio da criação de novos pigmentos, cerâmicas, adesivo e substâncias resistentes à 

corrosão. Na indústria farmacêutica, as nanopartículas são utilizadas para o desenvolvimento de 

novos fármacos, vacinas e cosméticos, além da vetorização de drogas, ao passo que no campo da 

medicina, são utilizadas como agentes contrastantes para diagnóstico por imagem, no tratamento 
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de doenças crônicas como o câncer e no rastreamento de células-tronco (SHERSTOV et al., 

1996). 

1.4 Classificação das Nanopartículas Magnéticas 

As nanopartículas magnéticas são classificadas em metálicas, semicondutoras, óxidos 

metálicos e poliméricos de acordo com o material utilizado na sua síntese. As metálicas, por 

exemplo, podem ser produzidas a partir de diferentes materiais como o ferro, níquel, cobalto e 

ouro. Dentre estas, são particularmente interessantes as nanopartículas magnéticas (NPMs) que 

têm como vantagem sua capacidade de magnetização e atração por magnetos (LIU, 2006; 

BRUGIN, 2007). Essas nanopartículas são estruturas capazes de desempenhar função magnética 

em virtude do alinhamento dos momentos magnéticos dos elétrons quando submetidos a um 

campo magnético externo e podem de acordo com sua natureza ser classificadas em: 

diamagnéticas, paramagnéticas, superparamagnéticas e ferrimagnéticas. As nanopartículas 

diamagnéticas são aquelas cujo magnetismo tende a cancelar o efeito da aplicação do campo 

externo. Já as nanopartículas paramagnéticas possuem a característica de alinhar os momentos 

magnéticos dos elétrons na mesma direção do campo magnético externo quando na presença 

deste. Assim, quando o campo magnético externo cessa, a magnetização também o faz. Por sua 

vez, as nanopartículas superparamagnéticas possuem o mesmo tipo de comportamento das 

partículas paramagnéticas, porém com maior intensidade. Por último, os materiais 

ferrimagnéticos são aquelas que mesmo após a retirada do campo magnético permanecem 

magnetizadas. Exemplos de substâncias que possuem este comportamento são: ferro, magnetita, 

cobalto, níquel e gadolínio (DA SILVEIRA, 2006). 
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1.5 Composição e Cobertura das Nanopartículas Magnéticas 

As nanopartículas podem ser sintetizadas a partir de vários componentes minerais 

(GOJOVA et al., 2007) como minérios contendo níquel, cobalto, zinco, óxido de titânio, óxido 

de zinco e óxido de ferro. Dentre estas, a magnetita (Fe3O4) e maghemita (γFe2O3) são os 

componentes mais ultilizados, uma vez que se apresentam mais estáveis em meio fisiológico (pH 

neutro) quando comparados a outros componentes. Além disso, apresentam pouco potencial 

tóxico ao organismo e, quando em preparados nanométricos, possuem características 

superparamagnéticas, ou seja, não retêm magnetismo após a remoção do campo magnético 

(Fig.1) (SUNG et al., 1994; BERRY & CURTIS, 2003), o que favorecem a aplicação no campo 

biomédico (TARTAJ et al., 2003). 

Figura 1. Comportamento superparamagnético de uma substância. a. Deslocamento do composto em direção a um 

campo magnético externo (ímã, asterisco). b. Propriedade superparamagnética – perda do magnetismo após o 

distanciamento do ímã. Fonte: www.iq.usp.br/wwwdocentes/irossi/lia4.htm.

Tendo em vista as propriedades magnéticas das partículas de magnetita e de maghemita, 

tornou-se necessário realizar uma cobertura que estabilizasse essas substâncias em meio 

fisiológico, evitando com isso, sua agreagação. Com isso, impedir-se-ia a interação das 

partículas entre si e o seu agrupamento, uma vez que essa condição sabidamente estimula a 

a b

* *
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fagocitose, o que, por sua vez, impediria a atuação esperada do nanomaterial (THÜNEMANN et 

al., 2006). Em adição, a cobertura realizada nas nanopartículas pode apresentar afinidade com 

determinados tecidos e substâncias de modo que, dependendo da substância utilizada na 

cobertura,  é possível direcionar a nanopartícula a um tecido específico. Estudos realizados em 

camundongos demonstraram que nanopartículas cobertas com DMSA possuem a capacidade de 

se ligar à albumina, facilitando sua internalização em muitos órgãos (APOSHIAN et al., 1990; 

GONZALEZ-RAMIREZ et al., 1998). Já aquelas cobertas com citrato apresentam afinidade com 

ácidos nucléicos (ZHANG et al., 2006; BRUGIN, 2007) e as cobertas com dextran  vão 

preferencialmente para órgãos como fígado, baço e em menor intensidade, medula óssea (OGA, 

HORSMAN, OVERGAD, 2001; LACAVA et al., 2004). Ainda, de acordo com Kim et al. 

(2006) a cobertura de rodamina em nanopartículas de sílica faz com que a mesma apresente a 

capacidade de ultrapassar a barreira hematoencefálica.  

A partir desses dados, pode se deduzir que a cobertura de DMSA mostrou-se mais 

promissora em aplicações biomédicas, uma vez que dentre as coberturas testadas até o momento, 

essa foi considerada como tendo menor efeito tóxico ao organismo animal (CHAVES et al., 

2002; AZEVEDO et al., 2004; CHAVES et al., 2005; GARCIA et al., 2005; VALOIS, 2006). 

Complementarmente, o tamanho da nanopartícula influencia diretamente sua atuação e 

seu potencial tóxico. Assim, estudos utilizando partículas de 14 a 56 nm em camundongos 

demonstraram a diferente atuação da nanopartícula de acordo com o seu tamanho, sendo a menor 

mais agressiva às células pulmonares em relação àquelas de 56 nm (INOUE et al., 2006). Outro 

estudo utilizando partículas de 100 e 300 nm em camundongos revelou que as partículas de 

menor tamanho apresentam maior facilidade para penetrar nos tecidos, são menos perceptíveis às 

células fagocíticas e também permanecem por maior tempo no organismo (IRMA et al., 1998; 

VERANTH et al., 2007). 
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1.6 Fluido Magnético 

Uma das mais importantes formas de ultilização das NPMs consiste em sua utilização 

como Fluido Magnético (FM), esse material é composto por uma suspensão de nanopartículas 

dispersas em meio líquido polar ou apolar, de solvente orgânico ou inorgânico, com apenas um 

domínio magnético. Uma das características mais importantes do fluido magnético é a forte 

interação entre as NPMs e o solvente utilizado, o que explica a resposta homogênea e eficaz da 

suspensão como um todo quando o FM é submetido a um campo magnético externo (MASSART 

et al., 1995; TARTAJ et al., 2003). 

1.7 Aplicações do Fluido Magnético 

Os fluidos magnéticos possuem potencial para aplicação na medicina diagnóstica, bem 

como na terapia farmacêutica através do carreamento de drogas ou anticorpos a tecidos- alvo 

específico, além da técnica da magnetotermocitólise. Nesta técnica, os FMs podem ser dirigidos 

a tecidos-alvo podendo provocar o aumento da temperatura local e, conseqüentemente, a morte 

de populações celulares, como será abordado mais adiante. 

1.7.1 Fluido Magnético na Medicina Diagnóstica 



21

O uso de FM na medicina diagnóstica tem como foco principal a obtenção de contraste 

em exames de ressonância magnética, medicina nuclear e ultra-sonografia (COROIU, 1999; 

SAFARIKOVA et al., 2002; HARISINGHANI et al., 2005; JEYARAJAH et al., 2005; Kim et 

al., 2006; WICKLINE et al., 2006). Desse modo, os FMs atuam como agentes modificadores da 

relaxação na ressonância magnética, potencializando o contraste da imagem e favorecendo a 

detecção precoce de patologias (ROCKALL et al., 2002; ; LANZA et al., 2004; TATSUMI et al., 

2006). Nesse contexto, diversos estudos estão sendo realizados a fim de reduzir a instabilidade 

do FM no meio biológico e estabelecer a dosagem ideal, minimizando os efeitos tóxicos e os 

custos associados ao seu uso. Com este objetivo, diversas estratégias tais como a ligação de 

proteínas a nanopartícula ou a cobertura de ferritas (nanopartículas) com polímeros e anticorpos 

vêm sendo testadas. Neuwelt et al. (1996) demonstraram que uma determinada nanopartícula 

constituída de óxido de ferro conjugada a um anticorpo monoclonal específico foi capaz de 

ultrapassar a barreira hematoencefálica atuando como ferramenta diagnóstica de neoplasias 

cerebrais. Mais recentemente, El-sayed et al (2005) conjugaram partículas de ouro a anticorpos 

específicos contra fator de crescimento epidermal e demonstraram que houve uma marcação 

eficaz contra células tumorais na pele. Em adição, ampla revisão abordando o uso de 

nanopartículas no diagnóstico por imagem de placas ateroscleróticas, trombose e outros 

distúrbios vasculares foi realizada por Wickline et al. (2006). 

   

1.7.2 Fluido Magnético na Vetorização de Fármacos 

O princípio fundamental utilizado para a vetorização de fármacos a alvos específicos leva 

em consideração a possibilidade de recobrir as nanopartículas constituintes do FM com 

anticorpos, cargas elétricas ou até mesmo com substâncias hidrofóbicas/hidrofílicas. Desse 
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modo, o carreamento de drogas a sítios específicos direciona o tratamento apenas às células-alvo, 

aumentando sua eficiência ao permitir sua utilização. A vetorização de fármacos evita os efeitos 

colaterais e as reações adversas que estão associados à administração invasiva de fármacos ou 

relacionadas à grande quantidade de drogas administradas para que o efeito terapêutico seja 

efetivamente alcançado. Um forte candidato a se beneficiar com essa tecnologia num futuro 

próximo é a terapia contra o câncer que se utiliza de drogas potentes com efeitos colaterais 

severos e que necessitam de doses altas para serem efetivas (KHARKEVICH, ALYAUTDIN, 

FILIPPOV, 1989; KREUTER et al., 2002; KUCKELHAUS et al., 2004). 

Utilizando-se desta idéia, Sengupta et al (2005) avaliaram um quimioterápico 

antiangiogênico conjugado a uma estrutura lipídica (ambos associados a nanopartículas) e 

observaram a possibilidade da inibição do crescimento celular e da perda da vascularização do 

carcinoma pulmonar em camundongos. De maneira semelhante, Jain et al (2008) desenvolveram 

nanopartículas recobertas por plurônico e ácido oléico formando um copolímero hidrossolúvel 

capaz de carrear com sucesso a células cancerosas um fármaco (doxorrubicina) que possui ação 

anti-neoplásica. Do mesmo modo, Lübbe et al. (1996) administraram em pacientes com câncer 

de mama a epidoxorrubicina conjugada a nanopartícula constituída de ferrofluido, 

demonstrarando uma boa tolerância e aplicabilidade do sistema de vetorização do 

quimioterápico. No entanto, esses pesquisadores sugerem mais estudos a fim de aprimorar o 

mecanismo de liberação da droga (SENEYEI et al., 1978; ALEXIOU et al., 2000; 

SCHAFFAZICK et al., 2003). 

Estudos visando a utilização de fluido magnético como mediadores no aquecimento de 

células tumorais, têm sido realizados com diferentes partículas, entre essas, nanopartículas 

recobertas por lipossomas catiônicos, que provocaram total regressão de tumores enxertados 

subcutaneamente em camundongos, tanto em função do aquecimento das células tumorais 

quanto pela resposta imunitária específica e aguda induzida pela magnetotermocitólise 
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(YANASE et al., 1998). A magnetotermocitólise é o processo no qual um fluido magnético 

direcionado especificamente a um tecido é capaz de promover o aumento da temperatura local 

(hipertermia) levando à morte células sensíveis à variação de temperatura. Esse processo ocorre 

em virtude da excitação das nanopartículas por um campo magnético externo alternado quando 

estas alcançam o tecido desejado. Vale ressaltar que as células tumorais normalmente são mais 

sensíveis à variação de temperatura e que, deste modo, a magnetotermocitólise é uma técnica 

promissora no tratamento de tumores uma vez que minimiza os danos às células sadias 

(MISTISUMORI et al., 1996; DA SILVA et al., 1997; JORDAN et al., 2006). 
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2. JUSTIFICATIVA 
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Ao iniciar este estudo, pretendíamos avaliar, de modo mais completo, os efeitos 

provocados pela administração de FM-DMSA em primatas, estreitando a distância existente 

entre os conhecimentos obtidos em estudos com mamíferos não-primatas e animais da nossa 

Ordem. Sendo assim, acreditamos que os resultados a serem obtidos com esse trabalho poderiam 

fornecer subsídios para estudos com fins terapêuticos. Nesse contexto, aplicamos FM-DMSA em 

macacos-prego Cebus apella, mantidos no Centro de Primatologia da UnB. 

A escolha de DMSA para revestir as NPMs na composição do FM se deve ao fato de que 

partículas assim revestidas têm-se mostrado menos tóxicas em estudos realizados por nosso 

grupo de pesquisadores, e em outros estudos relatados na literatura, tendo uma promissora 

aplicação terapêutica. 

A escolha de baço como um dos órgãos a serem investigados foi apoiada no fato deste ser 

um órgão de filtração sangüínea, uma vez que o FM seria administrado por via endovenosa. O 

linfonodo, por sua vez, órgão de filtragem da linfa, foi escolhido porque são raros os trabalhos na 

literatura que esclarecem a identificação de NPMs na circulação linfática. Quanto ao fígado, este 

tem se mostrado bastante influenciado pela administração de fluidos magnéticos em vários 

momentos, apresentando alterações morfológicas que vão desde a simples identificação de 

NPMs nas populações de células hepáticas, até a ocorrência de hemorragias ou áreas de necrose 

tecidual, variando com o tipo de fluido administrado. 

Por último, a análise da fração ocupada pelas mitocôndrias nas células hepáticas derivou 

dos achados obtidos com MET, sendo incluída no escopo desse trabalho. Assim, o delineamento 

dos objetivos aqui propostos e apresentados a seguir, visou acrescentar novos e relevantes dados 

sobre o comportamento biológico de FM-DMSA em órgãos de mamíferos. 
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3. OBJETIVOS 
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3.1 Objetivo Geral 

O presente trabalho tem por finalidade avaliar as alterações morfológicas de baço, fígado 

e linfonodo após a administração endovenosa de fluido magnético (FM-DMSA) composto por 

nanopartículas magnéticas à base de maghemita (γFe2O4) recobertas por ácido meso-2,3-

dimercaptosuccínico (DMSA) em Macacos-prego (Cebus apella).  

3.2 Objetivos Específicos 

• Avaliar, ao microscópio óptico e ao microscópio eletrônico, as possíveis 

alterações histológicas no fígado, baço e linfonodo de Macacos-prego (Cebus 

apella) machos e fêmeas após a administração de FM-DMSA. 

• Verificar a citolocalização de FM-DMSA em fígado, baço e linfonodo pelo uso de 

microscopia eletrônica de transmissão (MET). 

• Quantificar e comparar a morfometria mitocondrial das amostras de fígado 

controle, fígado 12 horas e fígado 90 dias após a administração de FM-DMSA via 

endovenosa. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
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4.1 Modelo Animal 

Para a realização dos testes biológicos, foram utilizados três macacos-prego juvenis 

(Cebus apella): um macho e duas fêmeas com idade estimada entre um ano e um ano e meio. 

Estes animais foram cedidos pelo Zoológico de Carajás-PA e seu uso neste trabalho foi 

autorizado pelo IBAMA (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais 

Renováveis) licença 005/2007. Os animais, que pesavam em média 2 kg, permaneceram em 

quarentena no Centro de Primatologia da Universidade de Brasília até o momento da eutanásia, 

realizada de acordo as normas do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentação Animal) após 

a aprovação em 27 de fevereiro de 2007 do projeto pelo Comitê de Ética de Uso Animal (CEUA) 

do Instituto de Ciências Biológicas da UnB. 

Durante o período de quarentena os animais foram alimentados com dieta onívora 

composta por frutas, sementes, legumes, pequenos insetos e carnes. Os animais foram mantidos 

em recinto medindo 1,20m de largura, 3,0m de comprimento e 3,0m de altura. Esse alojamento 

era dividido em dois compartimentos: uma parte aberta pela qual o animal recebia luz solar e 

tinha contato com o ambiente externo, sendo revestida por tela de arame e outra parte fechada, 

composta de um viveiro de alvenaria protegendo os animais da chuva e onde ficava o abrigo e 

eram depositadas as refeições (Fig. 2). 

Figura 2. Cebus apella (Macaco-prego) juvenil em recinto do 

Centro de Primatologia da UnB. Ao fundo, em madeira, o 

abrigo. Fonte: Arquivo pessoal. 
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4.2 Caracterização do Fluido Magnético Recoberto por DMSA (FM-DMSA) 

As amostras de fluido magnético (FM) utilizadas no presente experimento foram 

sintetizadas pela a professora Emília Lima do Instituto de Química da Universidade Federal de 

Goiás (UFG) e gentilmente cedida para a realização dos testes biológicos. 

O fluido era constituído por nanopartículas de maghemita (γFe2O3), estabilizadas pela 

cobertura de ácido meso-2,3-dimercaptosuccínico (DMSA), contendo aproximadamente 6,5 x 

1016 partículas/mL. A concentração de Fe no fluido era de 18,7mg/mL e as partículas tinham 

diâmetro médio de 5,0 nm. 

As nanopartículas magnéticas (NPMs) foram previamente caracterizadas pela técnica de 

Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET). Na ocasião, as NPMs foram diluídas em solução 

salina PBS 0,9% numa proporção 1:1000 (vol/vol) e em seguida colocadas numa tela coberta 

com Formvar e posteriormente analisadas e fotografadas com aumentos de 100.000x e 200.000x. 

A partir da aquisição das imagens as NPMs foram mensuradas pelo programa Image Pro-Plus 

5.1® e ajustadas por distribuição log- normal para obtenção do diâmetro modal das amostras de 

FM-DMSA. 

4.3 Tratamento dos Animais 

Durante sua permanência (aproximadamente três meses) no centro de Primatologia da 

Universidade de Brasília, os animais tinham alojamentos apropriados, onde recebiam dieta 

onívora e cuidados veterinários. Foram escolhidos aleatoriamente três animais para compor os 

seguintes tratamentos experimentais: animal controle (AC), animal experimental 12 horas 
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(AE12h) e animal experimental 90 dias (AE90d), sendo que os períodos assinalados 

correspondem ao intervalo entre a administração do fluido magnético e a eutanásia dos animais. 

Dois animais, uma fêmea e um macho, receberam uma única injeção intravenosa de 3,0 ml de 

fluido magnético diluído em PBS na concentração final de 8,25 x 1011 partículas/mL. O macho 

foi eutanasiado 12 horas após a administração do FM-DMSA enquanto a fêmea foi eutanasiada 

90 dias após a injeção do fluido. Um terceiro animal, do sexo feminino, foi utilizado como 

controle do experimento não tendo recebido nenhum tipo de tratamento prévio. 

4.4 Necropsia dos Animais 

Os animais foram transportados em gaiolas apropriadas do Centro de Primatologia para o 

local da necropsia, no Hospital Veterinário da Universidade de Brasília. Os animais foram 

capturados por um pulsar e para facilitar a manipulação dos mesmos, foram empregados dois 

anestésicos - Tiopental e Xilazina, ambos na dose de 10 mg/kg i.m. Após a administração dos 

anestésicos foram colhidas amostras de 5 ml de sangue dos animais, para a realização de 

hemograma e exames bioquímicos. Em seguida foi realizada a eutanásia administrando-se 

Tiopental i.v. até que o animal entrasse num quadro de apnéia (dose-efeito). Após a confirmação 

da morte dos animais, foram realizadas a necropsia e a colheita dos órgãos (baço, fígado e 

linfonodo mesentérico). Os animais necropsiados não apresentaram alterações clínicas 

detectáveis, sendo que os órgãos colhidos para processamento apresentaram-se com coloração, 

tamanho e aspecto padrão. Todas as etapas de obtenção dos órgãos acima mencionados foram 

realizadas sob a supervisão de médico veterinário. 
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4.5 Análise Morfológica de Fígado, Baço e Linfonodo  

4.5.1 Microscopia Óptica 

As amostras de fígado, baço e linfonodo dos três tratamentos AC, AE12h e AE90d foram 

colhidos durante a necropsia e seccionadas em fragmentos de até 0,5 cm3 e imediatamente 

mergulhadas em solução fixadora de Davidson/ácido acético 9:1 (v/v). Após permanecerem 

vinte e quatro horas na mistura fixadora os fragmentos foram desidratados em série etanólica 

crescente, nas concentrações de 70, 80 e 90%, durante uma hora cada, sendo então mergulhadas 

em três soluções de etanol absoluto (100%) durante uma hora. A diafanização dos órgãos foi 

feita durante uma hora em solução de álcool e xilol (1:1), seguido por três banhos, de uma hora, 

em xilol 100%. Na etapa de inclusão, o material foi submetido a três banhos de Paraplast® 

realizados a 59 ºC em estufa, sendo o primeiro banho realizado sob vácuo. O material foi 

incluído em blocos de resina moldados por barras de Leuckhart®. Após a solidificação, os blocos 

foram seccionados com 5μm de espessura utilizando micrótomo Spencer 820®. As secções 

foram colhidas em lâminas de vidro e mantidas na estufa a 37 oC por pelo menos quatro horas 

para sua aderência às lâminas. Após esta etapa, as lâminas foram submetidas a um processo de 

retirada do Paraplast® para posterior hidratação, utilizando-se três banhos iniciais em xilol, 

outros três em álcool absoluto e em série etanólica decrescente de 90%, 80% e 70%. Cada um 

dos banhos realizados nessa etapa durava um minuto. Após esse procedimento, as lâminas foram 

coradas com hematoxilina e eosina (H&E), permanecendo mergulhadas durante três minutos em 

solução de hematoxilina básica, recebendo em seguida banho em água corrente por trinta 

segundos e então submersa em solução de eosina por dois minutos.  
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Para a identificação dos depósitos citoplasmáticos e intersticiais de ferro, foi realizada 

coloração de acordo com o método de Perls que consiste em mergulhar as lâminas por quarenta 

minutos em solução de 1:1 (v/v) de ferrocianeto de potássio 2% e ácido clorídrico 1%, lavadas 

em água destilada por um minuto e em seguida mergulhada em solução de vermelho rápido por 

cinco minutos para posterior lavagem em água destilada por um minuto. Esta coloração é capaz 

de evidenciar os depósitos de sais férricos na forma de ferritina e hemossiderina. 

Depois de corados pelo método de Perls, o material foi desidratado em solucão crescente 

de álcool com concentração 70%, 80%, 90%, 100% (quatro banhos de um minuto cada) e 

diafanizado em xilol puro (três vezes por um minuto cada). Após o último banho de xilol e 

secagem das lâminas, as mesmas foram montadas com Entellan e recobertas com lamínulas, e 

colocadas para secagem em estufa a 37 oC, por doze horas. Posteriormente as lâminas foram 

analisadas e fotografadas ao Microscópio Axiophot Zeiss®, sendo as imagens capturadas pelo 

programa Axio Vision 40 V 4.6.1.0 Copyright© 2002-2004. 

4.5.2 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

A utilização dessa ferramenta teve como objetivo promover a citolocalização de FM-

DMSA nos tecidos animais, bem como verificar as possíveis alterações ultra-estruturais causadas 

pela administração do fluido magnético. 

Para a visualização de detalhes ultra-estruturais dos tecidos coletados, amostras dos 

órgãos foram submetidas ao processamento para MET. Para tanto, as amostras colhidas durante a 

necropsia foram imediatamente seccionadas em aproximadamente 1mm³ e colocadas em tubos 

de 1,5 ml do tipo “eppendorf” contendo aproximadamente 1 mL de solução fixadora de 

Karnovisky (2% de glutaraldeído, 2% de paraformaldeído, 3% de sacarose, 0,5 mM de cloreto de 
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cálcio e 0,1 M de tampão cacodilato de sódio, pH 7,2), sendo ali mantidas por doze horas a 4 ºC. 

Posteriormente, foram realizadas três lavagens de dez minutos cada em 0,1M de tampão 

cacodilato de sódio (pH 7,2). A etapa de pós-fixação foi realizada com a adição de tetróxido de 

ósmio 1% 1:1 (v/v) à solução de ferricianeto de potássio 0,08% e cloreto de cálcio 5 mM, 

diluídos em tampão cacodilato de sódio 0,1M (pH 7,2) durante uma hora e mantendo as amostras 

protegidas da luz. Posteriormente as amostras foram lavadas duas vezes em tampão cacodilato de 

sódio 0,1 M (pH 7,2) por dez minutos, sendo então submetidas à contrastação “in bloc” com 

acetado de uranila 0,5% diluído em água destilada e protegido da luz, durante duas horas. Em 

seguida, o material foi lavado duas vezes com água destilada, por dez minutos cada. Assim, foi 

iniciado o processo de desidratação em série crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 90%; quinze 

minutos cada e três banhos de acetona 100%, dez minutos cada). 

Após a desidratação, as amostras foram infiltradas com mistura crescente de resina 

Spurr® e decrescente de acetona iniciando a mistura na proporção (acetona:resina) em 2:1, 1:1, 

1:2 e resina pura. Cada infiltração durou de doze a vinte horas sendo a última infiltração feita 

com a resina Spurr® pura, durante seis horas e com o tubo tipo “eppendorf” aberto para facilitar a 

evaporação da acetona remanescente. Em seguida, as amostras foram incluídas em fôrmas 

apropriadas de silicone, contendo resina Spurr® pura. O material foi mantido em estufa a 57 ºC, 

por aproximadamente setenta e duas horas para polimerização da resina. 

O material foi seccionado em ultra-micrótomo Reichert Supernova®, utilizando-se 

navalhas de vidro para obtenção de cortes semi-finos (2-5 μm de espessura) e navalha de 

diamante para cortes ultrafinos (80-100 nm). Os cortes ultrafinos foram coletados em telas de 

cobre de 300 mesh e contrastados com acetato de uranila 3% diluído em água destilada durante 

trinta minutos. Assim, os mesmos foram lavados em água destilada, submetidos a banho em 

solução de citrato de chumbo saturado por dez minutos e novamente lavados em água destilada. 

Toda a etapa da contrastação foi protegida da luz para evitar a precipitação dos sais de metais 
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sobre o material. O material foi analisado em Microscópio Eletrônico de Transmissão modelo 

Jeol® 1011C operado a 80 kV para observação, fotografia e captura de imagens pela a câmara 

Gatan Digital Micrograph ™ 3.11.0 Copyright© 1996-2006 e as imagens foram gravadas em 

formato JPG. 

4.5.3 Morfometria Mitocondrial e Análise Quantitativa dos Dados 

A morfometria mitocondrial foi realizada em amostras de fígado controle, doze horas e 

noventa dias após a administração de FM-DMSA. A partir de 20 micrografias obtidas dos 

hepatócitos, cinco mitocôndrias de cada célula foram escolhidas aleatoriamente para realizar a 

medição da área mitocondrial. O programa digital Image-ProPlus 4.5® (Fig.3) foi utilizado para a 

mensuração da área ocupada por essas organelas. 

Os dados obtidos da morfometria das mitocôndrias de animal controle e tratados com 

FM-DMSA foram comparados em teste estatístico t-Student, com intervalo de confiança de 

95%. Utilizou-se programa estatístico Prisma® para verificar a significância dos resultados 

obtidos. 
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Figura 3. Exemplo de “layout” do programa digital “Imagen Proplus®” utilizado para aquisição das imagens de 

mitocôndrias, sua delimitação e quantificação da área ocupada pelas mesmas. Fonte: arquivo pessoal.
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5. RESULTADOS 
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5.1 Análise Histológica de Fígado, Baço e Linfonodo pela Microscopia Óptica 

Após a administração de Fluido Magnético (FM-DMSA) em macacos-pregos,os baço, 

fígado e linfonodos dos animais tratados doze horas (GE12h), tratados (GE 90d) e do animal 

controle (GC), foram colhidos e submetidos ao processamento histológico com o objetivo de 

averiguar as possíveis alterações morfológicas detectáveis nesses órgãos em conseqüência ao 

tratamento. As secções histológicas foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para 

observação das características teciduais gerais, além de agregados de ferro em coloração 

vermelho-acastanhado. Outra série de cortes histológicos dos mesmos animais e processados do 

mesmo modo foi submetida à coloração pelo método de Perls, que permitiu a visualização do 

ferro (III) intracitoplasmático e intersticial em azul, contrastado com os núcleos avermelhados 

das células. 

5.1.1 Fígado 

No fígado do animal controle (AC) a arquitetura geral hepática estava bem preservada, 

com lóbulos hepáticos delimitados por alguns espaços-porta que, por sua vez, apresentaram 

arteríolas, vênulas e veias com aspecto íntegro. No centro dos lóbulos, formados por cordões de 

hepatócitos associados a sinusóides e radialmente dispostos, observou-se área correspondente à 

veia centro-lobular, sem qualquer alteração morfológica (Figs. 4a-b; 5a-b). 

Nas amostras de fígado coletado do animal AE12h, não foi verificado processo 

inflamatório proeminente, assim como hemorragias ou áreas de necrose (Figs. 4c; 5c). Porém, os 

hepatócitos apresentavam aspecto vacuolado, indicando               
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microvesículas hepáticas. Foi observada a presença de áreas com material vermelho- 

acastanhado no interior dos hepatócitos, prováveis acúmulos de NPMs (Fig. 4d). 

No fígado de animal do grupo (GE 90d) observou-se nítida alteração na arquitetura geral 

do órgão, mais especificamente, a dilatação dos sinusóides, embora também não tenham sido 

observados quaisquer sinais de inflamação mais pronunciada. A dilatação dos espaços 

sinusoidais pode advir de uma retração do volume dos hepatócitos, que mantinham sinais de 

acúmulo de gordura em seu citoplasma (Fig. 4 f e 5f). 

  



40

Figura 4 Fotomicrografia de fígado corado pelo método de H&E dos animais controle e experimentais. 
Observa-se padrão arquitetural típico no fígado do animal controle (a e b). Em c e d observa-se o aspecto 
geral de fígado de macaco-prego que recebeu injeção de FM-DMSA doze horas antes da colheita do 
órgão, com padrão histológico geral semelhante ao do animal controle, porém com indícios de 
microvessículas aparente nas células vistas em maior aumento (d). As amostras obtidas de fígado do 
animal AE90d (e e f) mostram sinusóides aumentados delimitados por cordões de hepatócitos onde 
permanece o aspecto vacuolado do citoplasma. Em f, verifica-se hepatócitos convergindo em relação à 
veia centro-lobular (cabeça de seta). 

.

d 

50μm 
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Figura 5 Fígado de macaco-prego controle (a e b), tratado doze horas (c e d) e noventa dias após 
injeção de FM-DMSA (e e f). Todos os cortes foram corados pelo método de Perls. O aspecto 
típico do órgão pode ser observado nas secções do fígado de AC, onde pode ser visto em detalhe 
pequena concentração de partículas de ferro coradas em azul junto à veia centro-lobular 
observada em a. Em detalhe, b. Em c e d observa-se aspecto geral do órgão sem alterações 
pronunciadas, porém, em castanho verifica-se acumulo de ferro no interior de vasos sangüíneos 
nas zonas 1 e 2 de ácino hepático (c) e em hepatócitos de aspecto vacuolado (d). Em e e f
verifica-se a presença de sinusóides dilatados e delimitados por cordões de hepatócitos 
vacuolados, além da presença de Fe II (hemácias, em marrom) e nanopartículas (Fe III, em azul) 
no interior de sinusóides e no citoplasma das células.

a b 

e f 

c 

d 

c c d c 
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5.1.2 Baço 

Após a análise dos cortes histológicos de baço do animal controle, verificou-se que o 

mesmo apresentava as características típicas do órgão, no tocante às suas principais estruturas, 

apresentando-se íntegro quanto à cápsula, trabéculas, nódulos, arteríola pericentriolar, seios e 

cordões da polpa vermelha. (Figs. 6a-b)  

Secções de baço do macaco-prego que recebeu injeção intravenosa de FM-DMSA 

12horas antes da coleta do órgão não apresentaram alterações morfológicas significativas, 

apresentando seus componentes histológicos bem preservados. Também, foram verificados 

agregados (em quantidades diminutas) de partículas de coloração vermelho-acastanhado nas 

lâminas coradas com H&E e agregados azuis e marrons pela coloração de Perls, nas regiões de 

polpa vermelha e polpa branca do tecido, mais especificamente nos nódulos esplênicos (Figs. 6c-

d). Nas lâminas de baço extraído 90 dias após o tratamento com FM-DMSA, observou-se 

presença de nanopartículas magnéticas em maior porção comparada ao tratamento de 12 horas 

Ainda foi possível, nesse material, observar a presença de agregados de FM-DMSA no interior 

de algumas células, provavelmente linfoblastos (Figs. 6e-f). Contudo, não foi observada qualquer 

alteração histológica significativa que indicasse a ocorrência de processos patológicos nos baços 

dos macacos-prego em conseqüência da administração do fluido magnético. 
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Figura 6. Secções histológicas de baço do macaco-prego AC (a e b), AE12h (c e d) e AE90d (e e f). 

Observa aspecto histológico padrão no baço do animal controle e no de animal tratado com FM-DMSA 12 

horas antes da retirada do órgão, onde raramente eram vistos prováveis aglomerados de NPMs no 

parênquima. No baço de macaco-prego sacrificado 90 dias após injeção de FM-DMSA notar o aglomerado 

de NPMs dispersas na polpa vermelha e branca do tecido (e) e, em maior aumento, verificar a presença de 

aglomerados de prováveis NPMs corados em azul ao redor de arteríola (f). O quadrado corresponde à região 

de possível acúmulo de hemossiderina. As secções b, d e e foram coradas com H&E, e a, c e f com Azul da 

Prússia (Perls). 

f 

c 

100μm 

a 

c 

f 



44

5.1.3 Linfonodo 

Os linfonodos obtidos do animal AC apresentaram morfologia típica do órgão em 

mamíferos, com córtex, paracórtex (córtex profundo) e medula com aspecto típico ao serem 

analisados pela microscopia óptica. Foram detectados nódulos secundários ou ativos no córtex 

periférico. Não foi observado quais quer alteração no órgão, seja no córtex ou medula, que 

continham populações de linfócitos, plasmócitos e principalmente macrófagos com 

características celulares do tipo padrão (Figs. 7a-b, 8a-b). 

Nas amostras de linfonodo obtido do animal AE12h, nenhuma alteração morfológica 

significativa dos tecidos foi observada, podendo se identificar as estruturas e regiões típicas 

analisadas no controle, contudo, foram raramente observados prováveis aglomerados de NPMs 

internalizadas em algumas regiões da cápsula e córtex. (Figs. 7c, 8b).  

Secções de linfonodos retirados do animal AE90d permitiram a identificação das 

principais características histológicas, nas quais não foram detectadas alterações significativas. 

Contudo, esporadicamente, observou-se a presença de prováveis e discretos acúmulos de FM-

DMSA em algumas regiões, como córtex interno e externo do linfonodos. No entanto, foi 

verificada a presença de aglomerados de coloração marrom-acastanhada no citoplasma de alguns 

linfócitos e macrófagos (Fig. 7d), indicando a presença de NPMs nessas células. A coloração dos 

tecidos pelo método de Perls permitiu a visualização de casuais aglomerados de NPMs no espaço 

subcapsular e córtex periférico, seios corticais e cápsula (Figs. 8c e 8d). 
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Figura 7. Linfonodos do animal AC (a e b) e dos animais AE12h (c) e AE90d (d). As secções foram 

coradas com H&E mostrando o aspecto normal dos linfonodos do AC. Eosinófilo (ponta de seta) 

indicando em c. Em d, NPMs (seta) no citoplasma de células no linfonodo de AE90d, que não apresentou 

alterações teciduais significativas.
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a

c d

b

Figura 8. Linfonodo de macacos-prego AC (a), AE12h (b) e AE90d (c e d). As secções foram coradas 

pelo método de Perls, possibilitando a identificação de estrutura normal do linfonodo do AC e a presença 

de algumas células apresentando acúmulos de NPMs em seu citoplasma, corados em azul (b -d). 
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5.2 Análise Ultraestrutural de Fígado, Baço e Linfonodo 

A análise do fígado, baço e linfonodos dos macacos-prego antes e após a administração 

de FM-DMSA foi adicionalmente feita com utilização da técnica de MET, possibilitando 

identificar eventuais alterações ultra-estruturais nos tecidos que compõem esses órgãos, bem 

como citolocalizar as nanopartículas de maghemita cobertas com DMSA no interior das células e 

caracterizá-las. A ocorrência de eventuais infiltrados inflamatórios ou lesões teciduais também 

foi investigada. 

5.2.1 Fígado  

Foram examinados lóbulos hepáticos do macaco-prego AC para a identificação de padrão 

morfológico geral dos mesmos e possibilitar comparação com aqueles dos fígados dos animais 

tratados com FM-DMSA. Constatou-se que os hepatócitos estavam bem preservados, com 

organelas e núcleo com padrões ultra-estruturais normais, membrana plasmática com aspecto 

íntegro e canalículos bilíferos sem alterações. No citoplasma dos hepatócitos foram encontrados 

aglomerados de material elétron-denso não granular, não envolvidos por membrana, dispersos 

aleatoriamente e identificados como grânulos de pigmento (Fig. 9a). Também, foram 

encontrados lisossomalisossomas em seus diversos estados funcionais apresentando, em sua 

maioria, conteúdo heterogêneo indicativo de processo de digestão (Fig. 9b). Células endoteliais e 

de Kupffer também se encontravam com sua morfologia típica, a primeira mais delgada e com 

núcleo saliente e a segunda com prolongamentos citoplasmáticos e vários lisossomas espalhados 

em seu citoplasma (Fig.9 c-d).  

Após 12 horas da administração de FM-DMSA, o fígado apresentou hepatócitos e demais 

células hepáticas, em sua maioria, semelhantes em relação ao controle, podendo ser identificadas 

em seu interior, grânulos de lipofuccina (Fig. 10a,c), com seu aspecto heterogêneo típico e 

numerosas mitocôndrias no citoplasma (Fig. 10a-b). Os canalículos bilíferos também se 
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apresentavam com suas características usuais (Fig. 10b) Em diversos hepatócitos, NPMs 

apareciam com seu aspecto granular e, geralmente revestido por membrana (Figs. 10b-d, 11a). 

De interesse, várias vezes os espaços de Disse apresentavam-se ligeiramente aumentados e 

preenchidos por material pouco elétron-denso, possivelmente plasma sanguíneo (Fig. 11b). Em 

algumas ocasiões foram idenfificadas células de Ito com NPMs em seu interior, onde também 

foram vistas diversas inclusões lipídicas (Fig. 11c). Também foram observadas neste tratamento, 

NPMs em citoplasma de células endoteliais (Fig. 11a) e ausência das mesmas em canais 

sinusóide (Fig. 11d). 
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Figura 9. Micrografias eletrônicas de fígado controle. Em a e b observa-se dois hepatócito com aspecto 

íntegro, contendo várias mitocôndrias (m), grânulos de pigmento (Gp) e lisossomas (L). Em c pode ser 

verificada a presença de célula de Kupffer (CK) no interior de sinusóide. Em d nota-se sinusóide, entre 

hepatócitos, contendo hemácias (H) e célula de Kupffer (CK) no seu interior. Observe a o aspecto normal 

do espaço de Disse (ED), melhor visualizado no detalhe.
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Figura 10. Micrografia eletrônica de fígado de macaco-prego 12 horas após a administração de FM-

DMSA. Em a, observam-se numerosas mitocôndrias (M) em citoplasma de hepatócito, assim como 

presença de provável  grânulo de pigmento (Gp). Em b observam-se canalículo bilífero (Cb) e NPMs 

revestidas por membrana (seta). Em c pode-se verificar uma vesícula de NPMs (seta) e um granulo de 

pigmento de pigmento (Gp), ambos no citoplasma de um hepatócito. Em d observa-se, em maior 

aumento, NPMs com aspecto granular típico, envolvidas por membrana, no citoplasma de um hepatócito.
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Figura 11. Fígado de macaco-prego 12 horas após o tratamento com FM-DMSA. Em a observa-se célula 

endotelial com NPMs em seu citoplasma, assim como em hepatócito (setas). Em b, hepatócito com NPMs 

(seta) e Espaço de Disse aumentado (ED). Em c e d regiões onde também é possível ver espaço de Disse 

aumentado e NPMs(seta). Provável célula de Ito (It) pode com diversas inclusões lipídicas pode ser vista 

em c, apresentando NPMs em um de seus prolongamentos (seta). 
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Nos animais tratados com FM-DMSA 90 dias antes da dissecção, o fígado, dentre os 

órgãos analisados, foi o órgão que apresentou maior número de alterações quando examinado ao 

microscópio óptico e eletrônico, como pode ser confirmado adiante. Em alguns hepatócitos 

observaram-se áreas com visíveis alterações da membrana plasmática, fazendo com que a célula 

perdesse seu contorno característico, com indícios de desintegração da mesma (Figura 12 a- d). 

Não houve evidências de alterações nucleares na grande maioria das células examinadas. Nesse 

período, foram freqüentemente encontrados acúmulos de NPMs no citoplasma de hepatócitos 

(Fig. 12 a-d), tanto no interior de vesículas como fora das mesmas (Fig. 12 b). Também foram 

vistas NPMs no interior de células endoteliais (Fig. 12 c). As mitocôndrias, numerosas, 

apresentavam-se aparentemente mais volumosas, o que chamou atenção e foi investigado 

posteriormente (Fig. 12 b). Uma evidente alteração foi encontrada no que se refere aos capilares 

sinusóides e espaços de Disse. Os primeiros encontravam-se aparentemente retraídos e, com isso, 

bastante afastados dos hepatócitos vizinhos (Fig. 12 c-d) e os últimos, aumentados, com material 

elétron-denso, possivelmente plasma sanguíneo em seu interior.   
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5.2.2 Baço 

Figura 12. Fígado de macaco-prego AE90d. Em a descontinuidade da membrana plasmática do hepatócito

em b, hepatócito com vesículas lisossômicas onde podem ser identificadas algumas NPMs no seu interior 

(seta). Em c, sinusóide e espaço de Disse alterados, sendo o último aumentado (cruz branca). No mesmo 

campo vê-se algomerados de NPMs no citoplasma de célula endotelial (seta). Em d, sinusóide com 

hemácias apresentando-se o capilar afastado do hepatócitos, o que sugere expansão dos Espaços de Disse.
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A análise do baço pela técnica de microscopia eletrônica de transmissão (MET) confirma 

e fornece detalhes dos resultados obtidos pela microscopia de luz para os diferentes tratamentos, 

não tendo sido identificada qualquer alteração significativa de fenômenos patológicos nos 

elementos da polpa branca e vermelha desse órgão  

Nas amostras de baço de AC (Figs. 13a-d), foi observada a presença de prováveis 

acúmulos de ferro na forma de ferritina ou hemossiderina no interior do citoplasma de 

macrófagos e linfócitos. Já em amostras do baço do animal AE12h, foram observadas NPMs no 

interior de linfócitos, principalmente em macrófagos e células endoteliais. As NPMs 

apresentavam-se agrupadas e geralmente envolvidas por vesículas. Não foi encontrado FM-

DMSA no interior dos vasos sangüíneos. De modo geral os tecidos analisados não apresentaram 

alterações ultra-estruturais significativas (Figs. 14a-d). 

Em baço colhido 90 dias após a administração do fluido magnético, não foi observada 

alteração morfológica significativa dos tecidos que compõem o órgão, porém, prováveis 

acúmulos de NPMs foram vistos no citoplasma de células endoteliais, macrófagos e linfócitos, 

aparecendo às vezes com aspecto granular (Fig. 15 a-c) ou em outras, como estruturas mais 

compactadas podendo tratar-se de corpos residuais ou siderossomos (Fig. 15 c). Em todas as 

análises deste tecido não foi observado FM-DMSA na luz de vasos sanguíneos. De modo geral, 

as células observadas apresentavam-se íntegras quanto ao seu núcleo, citoplasma e membranas.  
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Figura 13. Micrografia eletrônica do baço de macaco-prego AC. Em a observa-se a porção da polpa branca 

composta por linfócitos mais ao centro da figura e prolongamentos de células reticulares (asterisco). Em b, 

célula reticular aparentemente inalterada apresentando possuivel grânulo de pigmento em seu citoplasma

(seta). Em c pode ser observado um vaso sangüíneo com lâmina elástica interna visível e o quadrado

delimitando provável monócito em momento da diapedese. Em d, destaque para o monócito atravessando a 

parede de vaso sanguíneo e apresentando acúmulo de pigmento de ferro em seu citoplasma (seta).
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Figura 14. Eletromicrografia do baço de AE12h. Na figura a pode-se observar o parênquima do baço 

constituído por linfócitos e em seu citoplasma a presença de NPMs caracterizadas por estruturas eletron-

densas (seta). Em destaque, na figura b, pode ser visto um macrófago contendo aglomerados de NPMs 

revestido por membrana (seta). Em c é representado um capilar esplênico contendo hemácia (H) na luz e 

a presença de NPMs (seta) no citoplasma da célula endotelial. Em d, NPMs no citoplasma de um 

macrófago (seta); em destaque NPMs. 
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Figura 15. Micrografia do baço de AE90d. Em a observa-se capilar contendo hemácia (H) junto a 

linfócito contendo no citoplasma NPMs com aspecto compactado (seta), mitocôndrias (m) e núcleo sem 

alterações ultra-estruturais visíveis. Em b pode ser visto um macrófago com acúmulo de NPMs (setas) 

em estrutura revestida por membrana. Em c, corpo residual ou siderossomo no interior de macrófago.
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5.2.3 Linfonodo 

No linfonodo do macaco-prego controle os nódulos linfáticos foram observados com 

clareza, sendo identificados com facilidade linfócitos, macrófagos e células dendríticas. O 

formato das células, sua membrana plasmática e núcleo estavam bem preservados e com aspecto 

de normalidade. Foram considerados inalterados elementos do córtex periférico e profundo, além 

de seios e cordões medulares (Figs. 16a-b). A análise das várias secções do linfonodo do animal 

não tratado possibilitou sua comparação com aqueles retirados dos animais AE12h e AE90d. 

No linfonodo extraído de AE12h, foram ocasionalmente observados aglomerados de 

NPMs geralmente em vesículas (Figs. 16d, 17a). Nesse período material com aparência de 

NPMs era raramente identificado no interior de linfócitos e macrófagos, não tendo sido visto no 

interior de vasos sangüíneos ou em células endoteliais. As secções obtidas desse material 

mostravam o aspecto íntegro do órgão em sua composição tecidual e características das células. 

Em linfonodo de AE90d raramente era observado material eletron-denso com aspecto de 

NPMs. Contudo, essas partículas foram detectadas no interior de macrófagos (Figs. 17 a-c), onde 

ocasionalmente também eram observadas vesículas com material heterogêneo que sugere se 

tratar de grânulos do pigmento lipofucsina (Fig. 17c). Mesmo sendo necessários experimentos 

adicionais que confirmem a presença de FM-DMSA no linfonodo, pode-se afirmar que não 

foram identificados traços de patologias nesses órgãos, examinados em sua ultra-estrutura. 
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H

Figura 16. Micrografia eletrônica de linfonodo dos animais AC e AE12h. Em a são observados 

linfócitos (lin) de nódulo linfático no córtex periférico do linfonodo. Em b são destacados um linfócito 

(lin), um macrógrafo (triângulo) e uma hemácia (H), todos com ultraestrutura típica e sem NPMs em 

seu interior. Nas figuras c e d observa-se amostras obtidas do animal AE12h, sendo que na primeira 

observa-se a região medular do linfonodo com vários linfócitos (lin) e  em d a um provável linfócito 

contendo material elétron-denso  no citoplasma (seta).

lin 
lin 

a b 

lin

lin

d c 

H
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Figura 17. Micrografia eletrônica de linfonodo de AE90d. Em a-c, macrófagos com NPMs ou grânulos 

de lipofucsina. Na figura pode ser constatada a presença de NPMs em lisossoma (seta), de magrófago 

localizado em seio medular. Em b, NPMs com aspecto granular disperso característico.  Em c, região do 

citoplasma de macrófago apresentando provável grânulo de lipofuscina.

c 

a b 
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5.3 Análise Morfométrica Mitocondrial  

Após a observação, pela MET, de que as mitocôndrias dos hepatócitos de animais 

tratados com FM-DMSA estavam aumentadas, verificou-se a necessidade de investigar tal fato, 

procedendo-se a análise morfométrica da área ocupada pelas mesmas. Esta análise foi realizada 

nas amostras de fígado de macaco-prego controle, tratado com FM-DMSA 12 horas e 90 dias 

antes da eutanásia dos animais. 

A morfometria da área ocupada pelas mitocôndrias foi realizada com auxílio do programa 

Image-Pro Plus 5.1®, procedendo-se a análise das imagens digitalizadas obtidas da técnica de 

MET. Após obtenção dos dados quantitativos e sua comparação pelo teste t-Student, observou-se 

que há uma correlação positiva e nítida entre a área mitocondrial e o tempo do tratamento com o 

FM-DMSA. 

Apesar de um aumento observado na média da área mitocondrial nos hepatócitos de 

animal AE12h não houve significância dessa diferença em relação ao controle (Fig. 18). 

Diferentemente, houve significativo aumento da área ocupada pelas mitocôndrias de hepatócitos 

do animal AE90d, quando comparados com o animal AC e AE12h. Tal diferença foi altamente 

significativa (p<0,0001) confirmando as suspeitas levantadas durante as observações por 

microscopia eletrônica (Fig. 19). 



62

Figura 18. Área ocupada por mitocôndrias de hepatócitos de macaco-prego controle e tratados com FM-

DMSA 12 horas e 90 dias antes da coleta do fígado. As diferenças indicadas provêm de análise dos dados 

pelo teste T de Student. 
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AE12h 

AE 90d
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Figura 19. Micrografia eletrônica com mitocôndrias de hepatócitos dos animais AC,

AE12h e AE90d. As imagens obtidas foram aumentadas em 30.000 x. 
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6. DISCUSSÃO 
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Até o presente momento nenhum estudo utilizando Fluido Magnético (FM) em primatas 

para a avaliação dos efeitos provocados pelo mesmo nos tecidos desses animais foi realizado.  É 

questão pacífica na comunidade científica que, após os resultados obtidos com experimentos 

com cultura de células, estudos “in vivo” devem ser realizados. No panorama científico, vários 

dados foram obtidos sobre as possíveis alterações morfofisiológicas derivadas de injeções de 

nanopartículas em mamíferos, mais especificamente em roedores. Contudo, torna-se necessária a 

“aproximação filogenética” dos dados, em outras palavras, resultados obtidos de experimentos 

com injeção de fluido magnético em primatas são relevantes para os avanços nessas descobertas. 

Visando contribuir nesse sentido, investigamos os efeitos da injeção de nanopartículas cobertas 

com DMSA no fígado, baço e linfonodos de macacos-prego Cebus apella. Pela inexistência de 

dados obtidos com primatas em estudos com esses biomateriais até então, nossas comparações 

de dados ficam, de certo modo, “prejudicadas”, devendo as discussões dos dados aqui obtidos, 

serem feitas com aqueles, obtidos de experimentos com roedores e células em cultura.  

Neste estudo, foram colhidos fígado, baço e linfonodo mesentérico de animais controle e 

experimentais, em que era injetado FM-DMSA intravenosamente 12 horas ou 90 dias antes da 

morte dos animais.  No tocante ao fígado dos animais experimentais injetados 12 horas antes da 

coleta, observou-se a manutenção do padrão histológico geral do órgão, onde não foram 

constatadas alterações patológicas severas que poderiam indicar fenômenos como hemorragia, 

necrose ou fibrose tecidual. Por outro lado, foram identificados, pela microscopia óptica, 

pigmentos nos tecidos hepáticos desses animais, comparados com os controles, com coloração e 

aparência típica de NPMs. Essas partículas foram vistas principalmente em hepatócitos, vasos 

sanguíneos e células de Kupffer, com maior distribuição nos tecidos obtidos 90 dias após a 

administração do fluido.  

Sabe-se que órgãos como fígado e mesmo baço têm como uma de suas funções 

realizarem a hemocaterese, ou seja, a destruição das hemácias velhas ou inviáveis e, com isso, 
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podem ser alvos de depósitos de ferritina ou hemossiderina, pigmentos onde há acúmulo de ferro 

endógeno (KING & ALROY, 2001).  Além disso, o ferro absorvido na digestão também pode 

ser acumulado nos tecidos sob essas formas, sendo que a hemossiderina aparece como grumos 

maiores porque corresponde ao acúmulo de ferritina e, insolúvel, é geralmente encontrada em 

células fagocíticas (CRICHTON, ROMAN, ROLAND, 1980; STREMMEL, et al., 2007). 

Descartando a possibilidade de se tratar de ferritina ou hemossiderina nos animais experimentais, 

vale lembrar que o acúmulo de material marrom nas lâminas coradas com H&E ou azul da 

Prússia naquelas coradas pelo método de Perls praticamente não ocorreram nos citoplasma de 

hepatócitos do animal controle. Além disso, a presença de NPMs no parênquima hepático de 

camundongos em que foi administrado fluido magnético já foi amplamente relatada, inclusive 

em estudos desenvolvidos no Centro de Nanociência e Nanobiotecnologia da UnB 

(BRIGHTMAN et al., 1965; ZAFRANI et al., 1984; APOSHIAN et al., 1989; CHAVES et al., 

2002; FREITAS et al., 2002; NEDREDAL et al., 2003; AZEVEDO et al., 2004; BARBOSA et 

al., 2004; LACAVA et al., 2004;  GARCIA et al., 2005; AUFAM et al., 2006; DA SILVEIRA, 

2006; PARCA, 2006; VALOIS, 2006; BRUGIN, 2007) 

 Além das NPMs observadas, nas amostras de fígado colhido aos 90 dias da injeção, 

observou-se ligeira alteração do padrão histológico do órgão, com nítida ampliação da luz dos 

sinusóides e espaços de Disse.  

Para avaliar com mais propriedade aspectos da biocompatibilidade das NPMs com 

fígado, baço e linfonodos, esclarecer quanto à citolocalização das mesmas e verificar suas 

características no nível ultra-estrutural, discriminando em relação às outras formas de acúmulo 

de ferro, optou-se pela utilização de Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) na análise 

dos tecidos. Como resultado dessa abordagem, nos hepatócitos colhidos de macacos injetados 

com FM-DMSA 12 horas e 90 dias antes se observou a presença de NPMs no interior de 

vesículas, com o formato granular-disperso característico das mesmas. Como o tamanho das 
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NPMs utilizadas nesses experimentos era de aproximadamente 5,0 nm e o de moléculas de 

ferritina, de acordo com a literatura, corresponde cerca de 12 nm (LI & MANN, 2004 ), 

confirmou-se a presença das primeiras nesses hepatócitos. Esclarecendo, a ferritina corresponde 

a uma associação de cadeia polipeptídica com aproximadamente 4500 átomos de ferro, 

apresentando-se com 12 nm (cerca de 470 kDa) e corresponde ao acúmulo de ferro sob a forma 

solúvel em meio aquoso. O acúmulo de moléculas de ferritina, por sua vez, é conhecido como 

hemossiderina, forma insolúvel de acúmulo de ferro, geralmente encontrado em lisossomos pela 

digestão de hemácias fagocitadas (THEIL, 1987; LI & MANN, 2004).  

Além dos resultados relatados, identificaram-se indícios de esteatose hepática nos 

animais sacrificados após 12 horas da injeção, com o aspecto vacuolado dos hepatócitos, o que 

se mostrou mais intenso no fígado colhido com 90 dias após a administração do fluido. 

Sobrecarga de ferro pode interferir na exportação de VLDL, diminuindo-a, provocando 

vacuolização lipídica nos hepatócitos, o que coincide com o aspecto morfológico observado nas 

células hepáticas observadas após a administração de nanopartículas. Além disso, sabe-se que o 

excesso de ferro nos hepatócitos atua sobre o DNA dessas células, podendo provocar o início de 

processos de fibrogênese e cirrose ou até mesmo a morte celular (CENTER, 1999). Tais 

fenômenos não foram comuns nos resultados aqui obtidos o que pode se dever ao fato de as 

NPMs utilizadas apresentarem-se cobertas com DMSA, além da quantidade administrada não ter 

provocado uma sobrecarga de ferro no fígado. Mas, em algumas das secções analisadas ao MET, 

foi possível constatar, em algumas das secções analisadas, áreas com desintegração da 

membrana plasmática de hepatócitos. Tal fato pode dever-se à presença de alguns focos de morte 

celular, artefatos “post mortem” ou ainda artefatos de ruptura mecânica, decorrente da 

manipulação das amostras.  

Na análise de lâminas processadas para microscopia óptica, observou-se também o 

aumento considerável de área ocupada pelos sinusóides quando o parênquima hepático era 
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comparado com o de animal controle. Tal situação mostrou-se mais acentuada no fígado de 

animal colhido aos 90 dias da injeção e os resultados obtidos pela MET corroboraram tal achado. 

Ainda, com clareza, foi observado aumento da área ocupada pelos espaços de Disse, mais 

pronunciada no fígado colhido 3 meses após a administração do FM. Aumento sinusoidal 

associado à dilatação dos espaços de Disse já foi observado por outros autores em estudos sobre 

hepatopatias, inclusive com alterações significativas no citoesqueleto das células sinusoidais, 

provocando, por sua vez, aumento das fenestras e diminuição da formação de vesículas 

pinocíticas (NEDREDAL et al., 2003; ZAFRANI et al., 1984; Mc CUSKEY, 2006). A 

ampliação da luz dos sinusóides pode estar relacionada ao aumento da pressão portal, como 

salientado por CALTON & Mc GAVIN (1998), e ao afrouxamento das células endoteliais 

(ZAFRANI et al., 1984). Tais eventos provocariam aumento do fluxo sanguíneo nos sinusóides e 

extravasamento de maior volume de plasma para os espaços de Disse, o que justificaria seu 

aspecto dilatado. Tal hipótese, ilustrada na Fig. 20, explicaria o que foi observado nas amostras 

de fígado aos 90 dias da injeção de fluido magnético e por isso merece ser devidamente 

investigada. Mesmo assim, várias perguntas surgem e persistem sem resposta. Seria o aumento 

dos sinusóides e dilatação dos espaços de Disse observados uma simples conseqüência das 

disfunções provocadas pela sobrecarga de ferro/NPMs ou, ainda, tais fenômenos favoreceriam o 

reparo das células hepáticas ao ser disponibilizado maior quantidade de produtos do plasma aos 

hepatócitos, incluindo nutrientes, por exemplo? 

Figura 20. Efeitos da alteração do sinusóide e espaço de Disse em hepatócitos comparado 

com o animal controle e experimental. Fonte: arquivo pessoal 
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Outro achado de relevância indiscutível foi a maior área ocupada pelas mitocôndrias em 

células hepáticas de fígado-90 dias em comparação com o fígado controle e aquele retirado às 12 

horas. A mensuração da área ocupada por essas organelas foi superveniente à análise dos 

hepatócitos pela MET, quando se suspeitou fortemente de tal fato. Além disso, as mitocôndrias 

são freqüentemente eleitas como organelas para se averiguar graus de toxicidade de 

determinadas substâncias, uma vez que são extremamente vulneráveis à injúria tóxica em virtude 

de sua grande participação nos eventos metabólicos celulares e seu papel crucial na manutenção 

da atividade aeróbica celular (SCHRAND et al., 2007). Além disso, sabe-se que o acúmulo de 

ferro em hepatócitos está relacionado com diminuição das reservas de glutationa e peroxidação 

lipídica da membrana de microssomas, lisosomas e mitocôndrias. A peroxidação das últimas 

provoca, por sua vez, déficit na produção de energia, diminuição da ação de bombas iônicas e 

acumulação de cálcio (CENTER, 1999; EMERIT et al., 2001; SAXENA et al., 2005). Assim, a 

administração de nanopartículas de maghemita pode ter provocado o aumento de radicais livres, 

como ocorre nos casos de sobrecarga de ferro (CENTER, 1999) e conseqüente peroxidação 

lipídica, que deve estar relacionada, segundo Hallwell & Gutteridge, (1999), à disfunção 

mitocondrial. O aspecto intumescido das mitocôndrias observadas no fígado de macaco-prego 

sacrificado aos 90 dias, confirmado pela morfometria mitocondrial, deve refletir alterações 

fisiológicas significativas das mesmas, como ruptura de membrana e edema de matriz 

mitocondrial, o que necessita ser confirmado posteriormente. Helloumi et al. (2003) revelaram 

que disfunções mitocondriais correlacionam-se às lesões necrótico-inflamatórias em fígados com 

esteatose não- alcoólica. Estudos bioquímicos poderão confirmar essas alterações metabólicas 

mitocondriais que, no caso dos macacos-prego, não foram suficientes para lesões necróticas ou 

inflamatórias severas.  
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Vários pesquisadores têm demonstrado interesse em testar a biocompatibilidade de 

amostras de fluido magnético, avaliando suas ações em órgãos como fígado, pulmões e baço. Os 

resultados variam de acordo com as características das NPMs utilizadas, inclusive tamanho e 

cobertura, doses e vias de administração, além do modelo animal escolhido (BRIGHTMAN, 

1965; MITSUMORI et al., 1996; HIERGEIST et al., 1999; CHATTERJEE et al., 2003; 

BAHADUR & GIRI, 2003; HILGER et al., 2003; KÜCKELHAUS et al., 2004; AUFFAN et al., 

2006; GOJOVA et al., 2007; PHILLIPS, 2008). De modo geral, as NPMs utilizadas nos 

experimentos eram constituídas de maghemita ou magnetita e cobertas com DMSA, dextran, 

citrato ou ácido glucônico. Nesses casos, demonstrou-se haver biocompatibilidade dos fluidos 

magnéticos com vários órgãos, inclusive fígado e baço. Exemplificando, Barbosa (2004) injetou 

magnetita coberta com ácido glucônico em camundongos e verificou a formação de aglomerados 

das NPMs no fígado, associadas a infiltrados inflamatórios até 15 dias de estudo. O fluido 

Figura 21. Efeitos patológicos do excesso de ferro no fígado causando doença crônica e 

manutenção da inflamação, fibrose e necrose dos hepatócitos. Fonte: adaptado de Center 

(1999) com modificações. 
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magnético testado, mesmo apresentando citototoxicidade e genotoxicidade, não provocou 

alterações clínicas graves, sendo, então, considerado biocompatível. Injetando magnetita coberta 

com dextran, Lacava  et al. (2004) verificaram  a presença de NPMs no fígado em período de até 

6 meses e concluíram a favor da biocompatibilidade da amostra testada. Mais recentemente, 

Parca (2006), administrando magnetita coberta com DMSA em camundongos verificou a 

presença de aglomerados de NPMs no interior de hepatócitos e pequenos infiltrados 

inflamatórios em até 120 dias da injeção, não observando, contudo, processos degenerativos 

graves como fibrose e, por isso, essa amostra foi também considerada biocompatível. Utilizando 

nanopartículas compostas de maghemita coberta com citrato, Brugin (2007) notou a presença de 

infiltrados inflamatórios em secções de fígado em até 7 dias da injeção e analisadas ao MO, não 

detectando na ocasião, lesões histológicas graves, atestando sobre a biocompatibilidade do FM 

utilizado. Diferentemente dos dados relatados, neste estudo não foi verificada a formação de 

infiltrados inflamatórios no fígado dos animais testados, o que pode ser justificado pela 

utilização de NPMs de maghemita estabilizadas com DMSA, uma combinação não avaliada em 

fígado anteriormente. Além disso, o modelo animal aqui utilizado é diferente dos trabalhos 

citados, onde foram utilizados roedores, o que nos faz considerar aspectos de resposta espécie-

específica. Mesmo dentre os roedores há resposta diferente após a administração de mesma 

amostra de FM, o que confirma a suspeita de padrões de resposta específicos para os animais 

testados (DEMOY et al., 1999).  

Em especial, a cobertura de maghemita com DMSA pode ter favorecido os aspectos de 

biocompatibilidade aqui observados. Entre as características desse composto, podemos lembrar 

seu caráter hidrossolúvel, sua fácil eliminação pelo sistema urinário e sua capacidade de atuar 

como quelante de metais pesados (MARIORINO, BRUCE, APOSHIAN, 1989; MILLER, 1998; 

GONZALEZ-RAMIREZ et al., 1998). Além disso, esse ácido (DMSA) já tem sido utilizado em 

associação com Tc
99m, um elemento radioativo empregado como agente contrastante em 
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cintilografias, amplificando seu sinal radioativo (GARCIA-SALINAS et al., 2001). A 

importância do revestimento das NPMs em relação ao seu comportamento nos tecidos pode ser 

ilustrada pelo resultado obtido por FREITAS et al., (2003), que utilizaram ácido dodecanóico e 

álcool etoxilado como cobertura, e observaram convulsões espasmódicas e dificuldade 

respiratória aguda nos camundongos testados.  

Outro fator que influencia significativamente no padrão de respostas obtido é o tamanho 

das NPMs, assim como sua capacidade de monodispersão. De modo geral as NPMs utilizadas 

nos experimentos de avaliação de biocompatibilidade variam de 4 a 100 nm (MA et al., 2004; 

INOUE et al., 2006). O tamanho das NPMs está, por sua vez, associado a sua capacidade de 

biodistribuição, reconhecimento pelo Sistema Mononuclear Fagocitário e facilidade de 

ultrapassar barreiras biológicas como a endotelial (HALBREICH et al., 1997; BERRY & 

CURTIS, 2003). Vale lembrar que as nanopartículas formadas por maghemita associada à 

DMSA utilizadas nesse trabalho apresentaram diâmetro aproximado de 5 nm, tamanho que se 

situa na faixa daqueles que menores efeitos tóxicos provocaram nos tecidos de mamíferos 

(GOJOVA, 2007). 

Mesmo com as evidências aqui obtidas, que remetem à biocompatibilidade das amostras 

de FM-DMSA em relação aos tecidos hepáticos, a indução de possíveis alterações metabólicas 

nesse órgão deve ser investigada através de testes bioquímicos específicos, entre os quais podem 

ser mencionadas as dosagens de enzimas tais como alanina-aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA), lactato desidrogenase (LDH) e gama 

glutamiltransferase (GGT). 

No que se refere às análises de baço e linfonodo pela MO e MET, não foram observadas 

alterações morfológicas significativas nesses órgãos, não havendo qualquer indício de resposta 

inflamatória induzida, fibroses ou necroses teciduais. Com relação ao baço, esse órgão tem sido 

pouco investigado em estudos com administração de fluidos magnéticos e, nesses casos, os 
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resultados também não apontaram para mudanças histológicas consideráveis. Em 2003, Freitas 

concluiu, pela análise ao MO de baço de animal em que foi administrado que aglomerados de 

NPMs duplamente revestidas, que não houvera qualquer alteração morfológica que sugerisse 

processos histopatológicos, embora tenha observado inflamação em cortes de fígado e pulmão. 

De modo semelhante, Brugin (2007), não verificou qualquer infiltrado inflamatório ou lesão 

tecidual no baço, tendo visto, contudo, diversos aglomerados de NPMs naquele órgão. Esses 

resultados concordam com os apresentados neste estudo, onde acúmulos de partículas de ferro ou 

NPMs foram identificados em diversas células da polpa branca e vermelha do baço, quando 

comparado com o controle. A análise com o MET permitiu concluir sobre a citolocalização de 

prováveis NPMs em linfócitos, macrófagos e células retículo-endoteliais, o que não descarta 

definitivamente a possibilidade de alguns dos acúmulos vistos corresponderem a ferritina ou 

hemossiderina. Contudo, vale lembrar que os cortes histológicos de linfonodo e baço controle 

não continham acúmulos significativos de aglomerados marrons (H&E) ou azuis (Perls). Mas, 

vale ressaltar que tanto em baço quanto linfonodos, o acúmulo desse material não foi observado 

nos tecidos analisados do animal controle. Contudo, a confirmação derradeira de questões como 

essa ocorrerá quando forem utilizadas nos experimentos com NPMs marcadas, por exemplo, 

com anticorpos monoespecíficos, o que deve ocorrer em breve, dado o interesse despertado na 

comunidade científica sobre assuntos relacionados.  Com a análise pela MET pode ser 

constatada a forma de material granuloso das NPMs observadas ocasionalmente no baço e 

mesmo linfonodo, o que não acontece quando há acúmulo de hemossiderina, que forma 

agregados maiores nas vesículas. Assim, alguns acúmulos maiores e mais grosseiros 

esporadicamente observados devem corresponder à hemossiderina, mas, como demonstrado em 

resultados, verificou-se a presença de NPMs nos tecidos de baço e linfonodo dos animais 

experimentais. Mesmo sendo vistas em algumas regiões do parênquima esplênico, as NPMs 
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revestidas com DMSA não provocaram alterações morfológicas significativas nesse órgão não 

interferindo, muito provavelmente, nas funções desempenhadas pelo mesmo. 

Segundo KIM et al. (2006), o fígado é um dos primeiros órgãos na biodistribuição do 

fluido magnético injetado intravenosamente. Complementarmente, Berry & Curtis (2003) 

lembram, em seu trabalho de revisão, que nanopartículas injetadas na corrente sanguínea são 

logo opsonizadas por proteínas do plasma, o que facilita o reconhecimento por células 

fagocíticas. Ainda, esses autores defendem que principalmente os macrófagos do fígado e, em 

menor extensão, os do baço e da circulação desempenham papel crucial na remoção de partículas 

opsonizadas do sangue. Isso corrobora com a identificação de NPMs em maior quantidade no 

fígado em relação a órgãos como baço, por exemplo, o que também foi verificado nesse estudo, 

além da pequena quantidade observada em linfonodo. 

Nos linfonodos mesentéricos retirados de macacos-prego controle ou injetados com 

fluido magnético, ocasionalmente foi observado material sugestivo de se tratar de NPMs, como 

adiantado há pouco. Em alguns casos, foram vistos grânulos elétron-densos em macrófagos e 

células reticulares dendríticas, inclusive no linfonodo de animal controle podendo, em alguns 

desses casos, tratar-se de pigmentos endógenos. Como esses órgãos são essencialmente 

filtradores de linfa e possuem, para tanto, uma população considerável de macrófagos, é de se 

suspeitar de sua participação na remoção de NPMs injetadas. Porém, os macrófagos dos 

linfonodos são localizados principalmente nos seios subcapsular, corticais e medulares, 

estrategicamente colocados em relação à passagem da linfa a ser filtrada. Assim, seria esperado 

que esses fagócitos capturassem NPMs caso essas tivessem ganhado os linfonodos através da 

linfa, o que não deve ocorrer no caso de injeção intravenosa de fluido magnético, como realizado 

neste estudo. As partículas elétron-densas raramente observadas no interior de macrófagos ou 

células dendríticas dos linfonodos corresponderiam assim, à pequena quantidade de NPMs que 

chegariam aos linfonodos pela corrente sanguínea, já que se trata de órgão com suprimento 
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sanguíneo. Porém, de acordo com os resultados aqui obtidos e outros da literatura, tal proporção 

não seria significativa em relação à quantidade de NPMs injetadas no organismo animal 

(BARGONI et al., 1997; HARISINGHANI & WEISSLEDER, 2004; DUGEST et al., 2006; 

KOBAYASHI et al., 2006). Novamente foi, então, atestada a biocompatibilidade de FM-DMSA 

em relação a outro órgão, no caso, linfonodo, não havendo qualquer indicação de que a 

administração desse composto pudesse interferir no exercício de suas funções típicas.  

  



76

7. CONCLUSÕES 
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O confronto dos dados aqui obtidos com outros, obtidos da literatura nos permite concluir que: 

1.  A presença de nanopartículas de FM-DMSA no fígado de macacos-prego Cebus 

appela pode ser constatada às 12 horas e 90 dias após a inoculação, não 

ocasionando a presença de infiltrados inflamatórios, focos hemorrágicos, fibroses 

ou necroses teciduais; 

2. A administração de maghemita coberta com DMSA poderia ter causado aumento 

dos espaços sinusóides e espaços de Disse, efeitos mais acentuados aos 90 dias em 

relação às 12 horas; 

3. Intumescimento das mitocôndrias e aumento de cerca de três vezes da área 

ocupada pelas mesmas em hepatócitos aos 90 dias da injeção de NPMs decorrem 

de possíveis alterações metabólicas nessas organelas, decorente de alterações “post 

mortem”, o que deve ser investigado; 

4. Em baço e linfonodo de animais experimentais pode ser verificada a presença de 

NPMs no parênquima, o que não provocou alterações histopatológicas 

significativas; 

5. Tanto após 12 horas ou 90 dias da injeção, NPMs foram vistas em maior 

quantidade no fígado, revelando aspectos de sua biodistribuição; 
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6. FM- DMSA apresentou biocompatibilidade em relação a fígado, baço e 

linfonodos, examinados às 12 horas e 90 dias da injeção, não havendo constatação 

de efeitos tóxicos nesses órgãos; 

7. Em função da aparente biocompatibilidade, o fluido magnético formado por 

maghemita coberta por de DMSA apresentou-se promissor para ser utilizado com 

fins diagnósticos e terapêuticos em outros primatas, inclusive humanos. 
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