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Resumo 

Nanopartículas magnéticas (NPMs) têm sido alvo de vários estudos por conta de 

sua versatilidade, que se destaca quando comparadas a outros materiais. NPMs 

apresentam tamanho reduzido, alta susceptibilidade magnética e devido a possibilidade 

de alteração química de revestimento, apresentam um alto poder teranóstico. Entretanto, 

antes de aplicá-los clinicamente é de extrema importância conhecer seus destinos e 

possibilidades de interação no organismo. A quantificação da biodistribuição de NPMs 

por meio de suas características intrínsecas ainda se mostra como um desafio. A 

Biosusceptometria de corrente alternada (BAC) é uma técnica biomagnética que atua 

detectando a quantidade de materiais magnéticos em ambientes biológicos. Essa técnica, 

em relação às demais presentes no mercado, apresenta baixo custo e portabilidade. 

Baseado na problemática em torno da detecção e quantificação de NPMs, nesse estudo 

foi analisada a biodistribuição e eliminação de NPMs de ferrita de manganês revestidas 

com citrato e albumina via sistema BAC. Para isso, foram utilizados 100 ratos Wistar, 

separados em 2 grupos experimentais (NPMs revestidas com albumina e citrato) e 10 

subgrupos, variando o tempo de eutanásia dos animais (1, 4, 12, 24 e 48 horas e 5, 10, 15, 

30 e 60 dias após a administração). Para análise da biodistribuição, foram coletados 5 

órgãos de interesse: fígado, pulmão, baço, rins e coração, além do sangue e, para análise 

da eliminação, foram coletadas as fezes dos animais. Foi possível observar a maior 

captação pelo baço e fígado (1 hora após a administração, o fígado apresentou uma 

concentração de 0,782 ± 0,08 miligramas de NPMs por grama de tecido seco (mg/g) o 

baço 0,643 ± 0,06 mg/g de NPMs revestidas com citrato. Para NPMs revestidas com 

albumina, no fígado foi detectado uma concentração de 1,049 ± 0,05 mg/g de NPMs e, 

para o baço, 0,723 ± 0,06 mg/g de NPMs). Apesar da alta captação do baço, a partir de 

30 dias não foi possível detectar NPMs revestidas com citrato nesse órgão. Em 60 dias 



 

 

 

 

 

foi comprovada a ausência de NPMs de ambos os revestimentos no baço e um decaimento 

significativo no fígado (0,01 ± 0,009 mg/g de NPMs para NPMs revestidas com citrato e 

0,03 ± 0,01 mg/g de NPMs para NPMs revestidas com albumina) demostrando a 

existência de um mecanismo endógeno de metabolização e/ou agregação das NPMs. 

Através de um modelo farmacocinético, foi possível determinar o tempo de meia vida de 

distribuição e eliminação para fígado e baço, obtendo valores no fígado para NPMs 

revestidas com citrato de 1,95 minutos e 12,8 dias para distribuição e eliminação, 

respectivamente, e 1,85 minutos e 2,4 dias para NPMs revestidas com albumina. Já para 

o baço, para NPMs revestidas com citrato o tempo médio de distribuição foi de 36,4 

minutos e de eliminação 1,4 dias, e para NPMs revestidas com albumina, 2 minutos e 2,6 

dias respectivamente. Além da biodistribuição, foi possível determinar a eliminação de 

NPMs via fezes. O sistema BAC se mostrou eficiente para detecção de NPMs e estudos 

futuros serão realizados para melhor compreensão dos mecanismos de eliminação e/ou 

metabolização dessas partículas. 

Palavras-chave: Biosusceptometria de Corrente Alternada, Nanopartículas Magnéticas, 

Biomagnetismo, Biodistribuição, Eliminação. 

 

 

 

 

 

 



 

 

Abstract 

Magnetic nanoparticles (MNPs) have been widely used in several studies due to 

their high versatility compared to other materials. MNPs presents small size, high 

magnetic susceptibility and, due to the possibility of biochemical alteration of its surface, 

enables a high level of theranostics applications. However, before applying them 

clinically, it is of paramount importance understand its destinations and possibilities of 

interaction in the organism. The biodistribution quantification of NPMs through their 

intrinsic characteristics still is a challenge. Alternating current biosusceptometry (ACB) 

is a biomagnetic technique that acts detecting a quantity of magnetic materials in 

biological samples. In comparison with the other techniques, ACB presents low cost and 

portability. Based on the lack of accessible techniques to study biodistribution and 

elimination process of MNPs, this work aimed to analyze the biodistribution and 

determine the elimination of manganese ferrite magnetic nanoparticles coated with citrate 

and albumin via BAC system. For this work, we used 100 Wistar rats, separated into 2 

experimental groups (MNPs coated with albumin and citrate) and 10 subgroups, changing 

the euthanasia time point (1, 4, 12, 24 and 48 hours and 5, 10, 15, 30 and 60 days after 

administration). For biodistribution analysis, we collected the blood and 5 organs of 

interest: liver, lung, spleen, kidneys and heart, and, for elimination analysis, we collected 

the animal’s feces. It was possible observe a higher uptake by the liver and the spleen due 

to their characteristics of retention and uptake (1 hour after administration, the liver 

showed a concentration of 0.782 ± 0.08 mg/g of citrate-coated MNPs e and the spleen 

0.643 ± 0.06 mg/g of MNPs. For MNPs albumin-coated, in liver, we found a 

concentration of 1.049 ± 0.05 mg/g of MNPs was detected and, for the spleen, 0.723 ± 

0.06 mg/g of MNPs). Despite the high uptake of the spleen, after 30 days it was not 

possible to detect NPMs coated with citrate in this organ. In 60 days, the absence of 



 

 

 

 

 

NPMs, from both coatings, in the spleen and a significant decay in the liver was shown 

(0.01 ± 0.009 mg/g of MNPs for citrate-coated MNPs and 0.03 ± 0.01 mg/g of MNPs for 

albumin-coated MNPs), demonstrating the presence of an endogenous mechanism of 

metabolism or aggregation of MNPs. Through a pharmacokinetic model, it was possible 

to determine the half-life of absorption and distribution for the liver and the spleen 

obtaining values in the liver for citrate-coated NPMs of 1.95 minutes and 12.8 days for 

absorption and elimination, respectively, and 1.85 minutes and 2.4 days for MNPs 

albumin-coated. For the spleen, citrate-coated MNPs showed an average time of 

absorption was 36.4 minutes and elimination 1.4 days, and for albumin-coated MNPs, 2 

minutes and 2.6 days respectively. In addition to biodistribution, it was possible to 

determine the elimination of MNPs through feces. The ACB was efficient for the 

detection of MNPs and future studies will be carried out to better understand the 

mechanisms of removal or metabolizing of these particles inside the animal’s body. 

Keywords: Alternate Current Biosusceptometry, Magnetic Nanoparticles, Biomagnetism, 

Biodistribution, Elimination
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1. Introdução 

1.1 Nanopartículas Magnéticas 

Materiais nanoestruturados têm tido grande atenção da comunidade científica e 

têm sido muito estudados. Isso é devido ao fato de que este tipo de material apresenta um 

número de átomos muito maior na sua superfície do que em seu núcleo [1, 2]. Isso faz 

com que esses materiais apresentem novas propriedades físicas, ou alterem bruscamente 

as propriedades encontradas no mesmo tipo de material quando em escalas 

macroscópicas. Uma série de alterações nas propriedades de um material podem ocorrer, 

apenas levando a escala dimensional deste material à escala nanométrica, como alterações 

no ponto de fusão, condutividade elétrica, fluorescência, reatividade química e 

comportamento magnético [3, 4]. 

Um dos tipos de materiais nanoestruturados mais interessantes são as 

nanopartículas magnéticas (NPMs). Esses materiais apresentam um comportamento 

magnético denominado superparamagnetismo, muito diferente do comportamento que o 

mesmo material apresenta quando em escala macroscópica. Devido a esse 

comportamento, descritos pela função de Langevin e modelo de Debye, esses materiais 

apresentam intensa e rápida resposta coletiva à campos magnéticos externos [5, 6]. 

Inclusive, ao mesmo tempo que têm resposta intensa à campos externos, não apresentam 

momento magnético coletivo ao se desligar o campo externo [5]. Uma vez que não 

permanecem magnetizadas após o campo magnético externo cessar, as NPMs não 

interagem entre si formando grandes aglomerados de partículas, que poderiam ser um 

problema em aplicações biológicas. Além disso, o comportamento superparamagnético 

também prevê a ausência de histerese magnética dentro de alguns limites. Assim, 

partículas com diâmetros entre 1 e 100 nm, podem ser seguramente associadas à campos 

magnéticos alternados moderados (na ordem de mT e até poucas dezenas de kHz) não 
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gerando aquecimento, o que favorece a exploração de suas propriedades de 

susceptibilidade magnética em aplicações biológicas. 

  Nanopartículas magnéticas tem ganhado cada vez mais interesse no meio 

científico devido às suas características intrínsecas, que conferem grande versatilidade e 

uma gama de diferentes aplicações a esses materiais [4, 7]. Com seu tamanho reduzido, 

esses materiais se tornam uma interessante ferramenta para estudos biológicos, 

principalmente quando aliadas à possibilidade de alterar quimicamente o seu 

revestimento, utilizando moléculas biocompatíveis específicas [8].  

Além da possibilidade de alteração de revestimentos químicos, existe também a 

possibilidade de alteração do núcleo da partícula. Ao longo dos anos, vários núcleos 

magnéticos foram sintetizados a fim de melhorar o potencial das NPMs para suas diversas 

aplicações. Os núcleos comumente utilizados são magnetita (Fe3O4), maguemita 

(γ − Fe2O3) e ouro (Au). Entretanto, existem também os núcleos de ferrita (MeFe2O4), 

que apesar de pouco estudados, apresentam interessantes propriedades magnéticas, e 

biocompatibilidade [1, 9, 10]. Dentre as NPMs de ferrita, destaca-se a ferrita de 

manganês. NPMs de ferrita de manganês demonstraram uma melhor resposta  quando 

submetidas a um campo magnético externo, isso se deve ao fato de que o manganês 

aumenta a susceptibilidade do material, aumentando assim o potencial de resposta desses 

materiais [11-13].  

Algumas NPMs já são comercializadas e utilizadas na medicina, essas partículas 

podem ser aplicadas no tratamento de células cancerígenas como agentes de entrega de 

calor no sistema de hipertermia magnética, vetorização de fármacos em drug delivery 

systems, marcação celular e biossensores [14-18]. Um exemplo é a NPM Nanotherm®, 

que através da excitação externa (aplicando-se um campo magnético alternado de 

amplitude e frequência acima dos limites comentados anteriormente) é possível aumentar 
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a temperatura desses materiais, com alta seletividade espacial, provocando morte celular 

[19]. Um outro exemplo é o Feraheme®, que possibilita tratar alguns tipos de anemia, 

ligadas à doenças crônicas renais, com a administração intravenosa de NPMs com um 

revestimento biodegradável [20]. NPMs também são utilizadas como marcadores em 

terapias com células tronco, associado a técnicas como o imagiamento por ressonância 

magnética (MRI) ou microscopia, com o intuito de estudar a chegada dessas partículas 

em seu alvo ou sítio de interesse [21].  

Atualmente já existem uma série de protocolos de imagiamento via ressonância 

magnética que utilizam NPMs como meio de contraste. Nesse caso, sua utilização é 

justificada em relação à toxicidade apresentada por outros contrastes usuais já 

comercializados, como no caso do gadolínio [22]. Além disso, existe a possibilidade de 

alteração química do revestimento das NPMs, tornando possível o controle do tempo de 

circulação das partículas no sistema circulatório, como é o caso do Feridex® e do 

Resovist®, o que pode otimizar o protocolo de aquisição de imagens [22, 23].  

Vale ressaltar que devido a essas propriedades, uma mesma NPM pode ser 

utilizada para ambos tratamento e diagnóstico ao mesmo tempo, tornando-a um material 

teranóstico. [24]. Além disso, devido à sua potencial interação com praticamente qualquer 

estrutura biológica, através de alterações químicas de revestimento e carga superficial, 

esses materiais possuem uma enorme perspectiva de expansão na ciência e medicina [7, 

25].  

1.2 Biodistribuição e técnicas de detecção de NPMs 

Antes desses materiais serem utilizados clinicamente, é de extrema importância 

conhecer a fundo as suas possibilidades de interação e destinos no organismo. Nesse 

cenário, os estudos utilizando animais têm papel fundamental, onde é possível analisar a 
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toxicidade e biodistribuição em situações in vivo e ex vivo. Ao serem aplicadas em 

situações in vivo, diversos fatores tanto do organismo (fisiologia, morfologia) como da 

partícula (tamanho, carga superficial, potencial zeta, núcleo da partícula, revestimento 

químico) contribuem para os diferentes tipos de interação no organismo [26, 27]. O 

revestimento químico da partícula é a camada de primeiro contato com o ambiente 

biológico, e assim, estudos de biodistribuição e farmacocinética de diferentes tipos de 

revestimento de NPMs possibilitam uma análise do comportamento e possível 

diferenciação na retenção e eliminação das partículas do organismo em função do 

revestimento utilizado [28]. 

Existem basicamente três princípios de detecção e quantificação de NPMs em 

órgãos e sistemas. O primeiro se baseia em métodos indiretos, onde a partícula é marcada 

com um material radioativo ou fluorescente, e o traçador é detectado (via atividade 

radioativa ou técnicas óticas) [29-31]. O segundo é baseada na detecção elementar das 

NPMs, como íons e átomos presentes nesses materiais, como o ICP-MS (Ion Coupled 

Plasma Mass Spectrometry) [32] e o ESR (Electron Spin Resonance) [33, 34]. O terceiro 

se baseia na detecção das partículas de maneira direta, ou seja, por suas propriedades 

magnéticas. A detecção e quantificação da biodistribuição de NPMs por meio de suas 

características intrínsecas, é uma das maneiras mais confiáveis e almejadas pela 

comunidade científica, uma vez que não dependem da marcação das NPMs com 

moléculas rastreáveis (o que implica em incerteza, uma vez que a ligação entre a molécula 

e a NPM pode se quebrar durante processos biológicos), e também não têm influências 

de íons e átomos normalmente presentes no organismo. Entretanto essa maneira de 

detecção ainda se mostra como um desafio. Algumas técnicas estão sendo otimizadas e 

aplicadas para esse propósito, como o MRI (Magnetic Resonance Imaging) [35], MPI 

(Magnetic Particle Imaging) [36], MPS (Magnetic Particle Spectroscopy) [37], MRX 
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(Magnetorelaxometry) [38] e atualmente o sistema BAC (Biosusceptometria de Corrente 

Alternada) [39].   

Em relação à forma de detecção das técnicas magnéticas citadas, o MRI detecta e 

quantifica a diferença de resposta causada pela presença de NPMs nas vizinhanças dos 

núcleos dos átomos de hidrogênio presentes em tecidos e materiais quando submetidos a 

um campo magnético externo e excitados por ondas de radiofrequência. O MPI usa 

campos magnéticos de corrente contínua (gerados por dois imãs em configuração norte-

norte) para produzir uma região livre de campo, saturando magneticamente as partículas 

fora da região de interesse, e posteriormente aplica um campo magnético alternado dentro 

da região livre de campo. Assim, o MPI utiliza da não linearidade da magnetização das 

NPMs para detectá-las através de bobinas de detecção, via lei de indução de Faraday. O 

ICP-MS utiliza plasma para ionizar a amostra e através de seu espectrômetro de massa 

separar e quantificar os íons presentes. O MPS é um sistema dedicado para detecção e 

determinação de características de nanopartículas magnéticas, composto por uma bobina 

de geração de campo magnético e uma bobina de detecção que exploram a curva de 

magnetização não linear de NPMs quando expostas a um campo magnético sinusoidal. A 

uma dada frequência e amplitude de campo de excitação, o espectro do MPS avalia o 

desempenho das NPMs durante a excitação através de alterações no momento magnético 

espectral das NPMs para estudar processos biológicos como agregação e aglomeração. O 

ESR é baseado na alteração dos níveis de energia de íons ou átomos através da 

distribuição da radiação quando submetidos a um campo magnético externo variável. A 

MRX é uma técnica que utiliza SQUID (Superconducting Quantum Interference Device) 

e OPM  (Optically Pumped Magnetometers) para detectar o decaimento de magnetização 

de MNPs após uma rápida exposição a um campo magnético [32, 35-38, 40-44]. 
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A Biosusceptometria de corrente alternada (BAC) é uma técnica biomagnética 

regida pelo eletromagnetismo clássico que basicamente atua como um detector de 

materiais com alta susceptibilidade magnética. Essa técnica já é muito bem estabelecida 

para avaliação da contratilidade e motilidade gástrica em animais e humanos [45, 46] e  

avaliação da desintegração, trânsito,  e controle de qualidade de comprimidos magnéticos 

em animais e humanos [47-49].  

Mais recentemente, a técnica BAC vem sendo utilizada para detecção e 

quantificação de NPMs com núcleo de ferrita de manganês, sendo utilizada para a análise 

ex vivo do perfil de acúmulo nos órgãos [40], internalização celular e captação [50]. 

Também foi utilizada no monitoramento in vivo de NPMs na corrente sanguínea [51] e 

captação pelo fígado [40] e avaliações de perfusão renal [52] e cerebral [39] e inclusive 

para a  formação de imagens planares de NPMs em tempo real [53]. 

Nesse contexto, a técnica BAC aparece como uma alternativa para o estudo da 

biodistribuição de diferentes tipos de NPMs. Vale ressaltar que esta técnica já foi 

comparada e validada com técnicas estabelecidas para estudos de biodistribuição como o 

ESR [40].   

Em relação a outras técnicas gold standard, a técnica BAC apresenta vantagem na 

sua portabilidade, baixo custo, simplicidade na utilização e eficiência na detecção de 

materiais magnéticos nanoestruturados com baixa concentração de material magnético, 

sendo possível realizar aquisições em tempo real, tornando-se uma potente ferramenta a 

ser empregada tanto no monitoramento dinâmico online in vivo, quanto em quantificações 

ex vivo de biodistribuição das NPMs [45, 51]. 
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1.3 Motivação e Alvo 

Nanopartículas magnéticas são materiais de extrema versatilidade e, devido às 

suas características intrínsecas e propriedades magnéticas, vêm sendo alvo de diversos 

estudos na comunidade científica. Visto que esses materiais apresentam inúmeras 

aplicações (aplicabilidades, funcionalidades, finalidade, utilidade) e possíveis aplicações 

clínicas, já que possuem um potencial teranóstico, ensaios pré-clínicos são de extrema 

importância para conhecer a fundo todas suas possibilidades de interação.  

Uma vez que materiais nanoestruturados são administrados em um organismo, é 

de fundamental importância entender suas possíveis interações e perfis de retenção e 

eliminação. Estudos de biodistribuição em tempos longos são essenciais para o 

entendimento dessas possíveis interações e posterior metabolização e/ou eliminação, 

principalmente para novos tipos de NPMs. Estudos de eliminação de NPMs são tão 

importantes quanto estudos de biodistribuição. Nesse sentido, Lacava et al., 2012, 

realizaram estudos de biodistribuição e eliminação de NPMs em tempos longos (até 180 

dias após a administração) e a partir dos dados obtidos, propuseram um modelo 

compartimental , em que as equações descreviam o perfil de decaimento do sinal, e 

permitiam a obtenção do tempo de meia vida de distribuição e eliminação de NPMs de 

magnetita revestidas com dextrano [41, 54]. Vale ressaltar que graças a trabalhos deste 

gênero, o FDA (Food and Drug Administration) retirou do mercado algumas NPMs já 

utilizadas em rotinas clínicas, que até recentemente eram comercializadas como o 

Resovist®, o Feruglose® e o SINEREM®, devido a sua dificuldade de eliminação. 

Entretanto, ao mesmo tempo que determinou a retirada dessas estruturas citadas, o FDA 

também foi responsável por aprovar, no mesmo ano, mais 77 medicamentos à base de 

nanopartículas para aplicações clínicas [55, 56].  
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Vale ressaltar que as nanopartículas que serão analisadas neste trabalho 

apresentam manganês em sua composição. Excessos de manganês no organismo podem 

desencadear uma doença neurodegenerativa chamada manganismo. Sendo assim, é de 

extrema importância o estudo da retenção e eliminação deste tipo de NPM do organismo. 

Definir suas vias de captação, eliminação e o tempo associado a esses processos, pode 

gerar dados importantes que podem contribuir a definir protocolos de administração, 

intervalo entre repetição de exames e tratamentos, entre outros fatores de interesse clínico. 

Apesar deste fato, nosso grupo tem trabalhado com doses de manganês muito abaixo dos 

limites tóxicos, e até o momento não observou efeitos neurodegenerativos nos animais 

estudados.  

A técnica BAC apresenta baixo custo e demonstrou eficiência na detecção e 

quantificação de nanopartículas tanto in vivo quanto ex vivo, tornando-se uma ótima 

alternativa para estudos de biodistribuição. Desta forma, baseado em estudos prévios 

desse laboratório e na problemática apresentada em torno da retenção e eliminação de 

partículas do organismo, bem como nas técnicas atualmente utilizadas para esse tipo de 

estudo, o objetivo deste trabalho é aplicar o sistema BAC para estudar a biodistribuição 

e eliminação de NPMs de ferrita de manganês revestidas com citrato e albumina do soro 

bovino em tempos longos, visando o entendimento e determinação das vias de retenção, 

possível metabolização e eliminação das partículas. 

2. Objetivos 

 Em termos gerais, o objetivo deste trabalho foi analisar o perfil de distribuição e 

eliminação, em tempos longos, através da administração intravenosa de NPMs revestidas 

com citrato e albumina do soro bovino. 

 Os objetivos específicos foram: 
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 Avaliar o perfil de retenção de NPMs de ferrita de manganês revestidas com

citrato;

 Avaliar o perfil de retenção de NPMs de ferrita de manganês revestidas com

albumina do soro bovino;

 Avaliar o perfil de eliminação de NPMs de ferrita de manganês revestidas com

citrato;

 Avaliar o perfil de eliminação de NPMs de ferrita de manganês revestidas com

albumina do soro bovino;

 Determinação do tempo médio de distribuição e eliminação de NPMs no fígado;

 Determinação do tempo médio de distribuição e eliminação de NPMs no baço.
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6. Conclusão

Neste estudo, realizamos a determinação do perfil de biodistribuição de NPMs de 

ferrita de manganês revestidas com citrato e albumina, do tempo de meia vida de 

distribuição e distribuição de órgãos como fígado e baço e eliminação via fezes de NPMs 

administradas via intravenosa via sistema BAC. O sistema BAC obteve bons resultados 

para a detecção de NPMs tanto em órgãos quanto nas fezes, mesmo com pequenas 

concentrações de NPMs. 

O perfil de biodistribuição demostrou uma maior captação no fígado e baço para 

ambos os revestimentos devido as características morfológicas e fisiológicas destes 

órgãos. Através dos dados obtidos, foi possível observar um perfil de decaimento de 

concentração ao longo dos 60 dias no fígado, a ausência de NPMs revestidas com citrato 

em 30 dias após a administração e a ausência de NPMs revestidas com albumina 60 dias 

após a administração. Este perfil sugere que além da eliminação via fezes, exista um 

mecanismo endógeno de metabolização ou possível aglomeração das NPMs, resultando 

na perda da intensidade de sinal. Paralelamente aos dados de biodistribuição, foi possível 

determinar através de um modelo farmacocinético descrito na literatura, o tempo de meia 

vida de distribuição e eliminação para os órgãos que demonstraram a maior captação de 

NPMs: fígado e baço. 
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Através dos dados de eliminação via fezes das NPMs, foi possível traçar um perfil 

de eliminação de NPMs ao longo dos 60 dias analisados. Em determinados períodos, foi 

possível realizar uma correlação entre a diminuição de concentração presente nos órgaos 

e a eliminação via fezes, mostrando ser um dos mecanismos responsáveis de maior 

importância para eliminação de NPMs do organismo. 

Conclui-se então que o sistema BAC oferece uma alternativa de baixo custo, 

portátil e versátil para avaliação da biodistribuição e eliminação de NPMs mesmo em 

baixas concentrações. Em relação a eliminação, os dados apresentados neste trabalho 

sugerem que as NPMs utilizadas demonstraram uma boa taxa de eliminação quando 

comparadas com NPMs e metodologias similares na literatura, sendo eliminadas via fezes 

a partir de 24 horas. Devido as características magnéticas e a boa taxa de eliminação, as 

NPMs apresentadas neste trabalho sugerem potencial para utilizações como agentes de 

contraste e hipertermia magnética.  

Mesmo com dados de eliminação via fezes neste trabalho, estudos futuros 

utilizando a associação com outras técnicas de detecção de NPMs através das suas 

características intrínsecas são necessários para melhor elucidação da toxicidade, 

mecanismos de eliminação, agregação e/ou metabolização de NPMs. 
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