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RESUMO

As nanoparticulas magnéticas (NPMs) de ferrita de cobalto (CoFe>04) despertam grande
interesse em aplicagdes biomédicas devido as suas propriedades magnéticas tinicas. No entanto,
sua sintese e estabiliza¢do sdao desafiadoras. Este trabalho teve como objetivo o estabelecimento
de um protocolo robusto para a sintese de NPMs de CoFe,04 pelo método de coprecipitagdo e
sua caracterizagao por Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) e Espalhamento de Luz
Dinamico (DLS). O estudo focou na otimizagdo do protocolo, comparando resultados
preliminares com os de um processo otimizado. Os resultados preliminares demonstraram uma
resposta magnética (BAC) quase nula (média de 0,027 mV) e uma instabilidade coloidal (DLS),
com agregados macroscopicos de raio R = 1380 nm. Apds o refinamento do protocolo, focado
no rigor da lavagem exaustiva e no controle preciso do pH final (8,85), a amostra otimizada
apresentou uma resposta magnética trés ordens de magnitude superior (sinal estavel de 56,6
mV). A analise de DLS otimizada revelou a eliminag¢do dos agregados macroscopicos € uma
distribuicdo bimodal controlada, composta por uma populagdo priméria (R = 6.9 nm, 80,6% da
massa) e uma populagdo minoritaria de pequenos agregados (R = 52.8 nm, 19,4% da massa).
Concluiu-se que o rigor no processo de lavagem e o controle do pH sao criticos para superar as
fortes interacdes magnéticas atrativas da ferrita de cobalto, permitindo a estabilizagdo da
amostra. O protocolo otimizado produziu um material com caracteristicas promissoras para
futuras investigagdes em hipertermia magnética.

Palavras-chave: Ferrita de Cobalto. Nanoparticulas Magnéticas. Coprecipitagdao

Biosusceptometria AC. Espalhamento de Luz Dinamico.



ABSTRACT

Cobalt ferrite (CoFe2O4) magnetic nanoparticles (MNPs) attract significant interest in
biomedical applications due to their unique magnetic properties. However, their synthesis and
stabilization are challenging. This study aimed to establish a robust protocol for the synthesis
of CoFe>,0O4 MNPs by the chemical coprecipitation method and their characterization by AC
Biosusceptometry (ACB) and Dynamic Light Scattering (DLS). The study focused on protocol
optimization, comparing preliminary results with those from an optimized process. Preliminary
results showed a near-zero magnetic response (ACB average signal of 0.027 mV) and colloidal
instability (DLS), with macroscopic aggregates (R = 1380 nm). After refining the protocol,
focusing on rigorous washing and precise final pH control (8.85), the optimized sample
exhibited a magnetic response three orders of magnitude higher (stable signal of 56.6 mV). The
optimized DLS analysis revealed the elimination of macroscopic aggregates and a controlled
bimodal distribution, composed of a primary population (R = 6.9 nm, 80.6% mass) and a
minority population of small aggregates (R = 52.8 nm, 19.4% mass). It was concluded that rigor
in the washing process and pH control is critical to overcoming the strong magnetic attractive
interactions of cobalt ferrite, enabling sample stabilization. The optimized protocol produced a
material with promising characteristics for future research in magnetic hyperthermia.
Keywords: Cobalt Ferrite. Magnetic Nanoparticles. Coprecipitation. AC Biosusceptometry.
Dynamic Light Scattering.
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1. INTRODUCAO

A nanociéncia, o campo dedicado ao estudo e a manipulagdo da matéria em escala
atobmica e molecular, emergiu como uma das areas mais revoluciondrias da ciéncia
contemporanea, possibilitando o desenvolvimento de materiais com propriedades radicalmente
novas (WHITESIDES, 2005). A capacidade de projetar e fabricar materiais com dimensdes
nanométricas (tipicamente entre 10 e 100 nandmetros) revelou propriedades fisico-quimicas
que diferem fundamentalmente de seus analogos em macroescala, um fendmeno atribuido ao
aumento da razdo superficie/volume e aos efeitos de confinamento quantico (RODUNER,
2006). No ambito da satde, essa revolucdo consolidou a nanomedicina, uma disciplina que
aplica os conceitos da nanotecnologia para o diagndstico, tratamento e prevencao de doengas,
prometendo terapias mais eficazes e diagnosticos mais precoces (FAROKHZAD; LANGER,
2009).

Dentre a vasta gama de nanomateriais investigados, as nanoparticulas magnéticas
(NPMs) se destacam como uma classe particularmente promissora devido a sua versatilidade e
as suas propriedades fisicas singulares (GUPTA; GUPTA, 2005). A caracteristica primordial
que as distingue ¢ a capacidade de serem detectadas e manipuladas remotamente por um campo
magnético externo, o que abre uma vasta gama de oportunidades para aplicagdes in vivo
(PANKHURST et al., 2003). Muitas NPMs de interesse biomédico, como as de 6xido de ferro
(SPIONS, Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles), exibem o superparamagnetismo, um
fendmeno no qual as particulas, abaixo de um didmetro critico, se comportam como um Unico
dominio magnético (LAURENT et al., 2008). A energia térmica do ambiente torna-se suficiente
para superar a barreira de energia de anisotropia, fazendo com que o momento magnético da
particula flutue rapidamente. Como resultado, na auséncia de um campo externo, a
magnetizacdo média da amostra ¢ nula, evitando a aglomeracdo por for¢as magnéticas e
garantindo a estabilidade coloidal (LAURENT et al., 2008).

Nesse contexto, as nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFe>O4) tem recebido atencao
especial. Diferentemente dos SPIONs superparamagnéticas, a ferrita de cobalto ¢ um material
magnético “duro” (hard magnetic), pertencente a familia das ferritas de espinélio com estrutura
cristalina do tipo espinélio inverso, isso significa que ela possui alta coercividade, resistindo a
magnetizacao, sendo capaz de reter um campo magnético significativo mesmo apds a remogao
do campo externo. Essa propriedade contrasta com os materiais superparamagnéticos, que se
desmagnetizam facilmente. A ferrita de cobalto pertence a familia das ferritas de espinélio, uma

classe de oxidos ceramicos com a formula geral AB2O4, onde A e B sdo cations metalicos.

11



Especificamente, a CoFe>O4 adota uma estrutura cristalina do tipo espinélio inverso. Nessa
estrutura, os sitios tetraédricos da rede cristalina sdo ocupados majoritariamente pelos ions Fe*”,
enquanto os sitios octaédricos sao ocupados tanto pelos ions Co?" quanto pela outra metade dos
ions Fe**, uma distribui¢do catidnica que ¢ fundamental para suas propriedades magnéticas
(MATHEW; JUANG, 2007). E caracterizada por uma elevada anisotropia magnetocristalina e
alta coercividade, propriedades que se traduzem em uma forte resposta magnética e perdas
histeréticas significativas, mesmo em tamanhos nanométricos (MAAZ et al., 2007). Tais
caracteristicas, aliadas a sua notavel estabilidade quimica em ambientes adversos, a tornam uma
candidata ideal para aplicagcdes que exigem uma dissipagdo de energia eficiente sob agdo de
campos magnéticos (KHIZAR et al., 2020).

As aplicagdes biomédicas da ferrita de cobalto exploram diretamente suas potentes
propriedades magnéticas. Uma das dreas de maior destaque ¢ a hipertermia magnética, uma
terapia oncoldgica minimamente invasiva, nesta abordagem, as NPMs sdo seletivamente
acumulados no tecido tumoral e, em seguida, expostas a um campo magnético alternado (CMA)
(HERGT et al., 2006). A energia do CMA ¢ convertida em calor pelas nanoparticulas através
de dois mecanismos principais de relaxa¢do magnética: a relaxacdo de Néel, que envolve a
rotagdo do momento magnético dentro do nticleo cristalino da particula, e a relaxagdo de Brown,
que consiste na rotacdo fisica da particula inteira contra a viscosidade do meio circundante
(ROSENSWEIG, 2002). Para materiais com alta anisotropia como a (CoFe>Os4), as perdas por
histerese magnética também contribuem significativamente para a geracdo de calor (VERDE et
al., 2012). O objetivo ¢ elevar a temperatura do tumor para uma faixa de 42 a 46 °C, um limiar
térmico que induz a apoptose (morte celular programada) das c€lulas cancerosas, que sao mais
termossensiveis que as células sadias (JORDAN et al., 1999).

Outra aplicacdo de grande relevancia ¢ o seu uso como plataforma para a liberagao
controlada de farmacos (magnetic drug targeting). A superficie das nanoparticulas pode ser
quimicamente modificada para se ligar a moléculas de um determinado farmaco. Uma vez
injetadas na corrente sanguinea, um campo magnético externo com um gradiente de campo
pode ser aplicado sobre a regido doente para concentrar as nanoparticulas no local de interesse.
Essa técnica permite aumentar a concentragdo do medicamento no alvo incidente,
potencializando sua eficicia e, ao mesmo tempo, reduzindo a dose sist€émica e os efeitos
colaterais adversos (LIU et al., 2019).

O sucesso de qualquer uma dessas aplicacdes estd intrinsicamente ligado a capacidade

de sintetizar nanoparticulas com propriedades fisico-quimicas bem definidas. O método de
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sintese dita o tamanho, a distribuicdo de tamanho, a morfologia, a cristalinidade e,
consequentemente, as propriedades magnéticas resultantes (TEJA; KOH, 2009). O método de
coprecipitagdo quimica, empregado neste trabalho, ¢ uma das técnicas mais difundidas para a
sintese de ferritas devido a sua simplicidade, baixo custo e potencial de escalabilidade. A
técnica se baseia na precipitacdo simultdnea de hidroxidos metalicos a partir de uma solugao
aquosa de sais precursores em um meio altamente alcalino. O controle rigoroso de parametros
como a estequiometria dos ions metélicos, o pH, a temperatura ¢ a for¢a i6nica da solugdo ¢
crucial para se obter um material com caracteristicas desejadas e alta reprodutibilidade (WU et
al., 2015).

Uma vez sintetizadas, as nanoparticulas devem passar por um processo de
caracterizagdo rigoroso para validar o método e avaliar seu potencial. Nesse estudo, duas
técnicas complementares foram empregadas, a Biosusceptometria de Corrente Alternada
(BAC) para avaliar a resposta magnética da amostra o Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)
foi aplicado para determinar o tamanho hidrodindmico e a distribuicdo de tamanho das
particulas.

Nesse contexto, a viabilizagdo de aplicacdes como a hipertermia magnética e o
carreamento de farmacos depende criticamente do dominio sobre a produgdo de nanomateriais
com propriedades reprodutiveis e bem definidas. Sendo assim, este trabalho de conclusdo de
curso aborda a sintese de nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto (CoFe.O4) pelo
método de coprecipitagdo, seguida de uma rigorosa caracterizagdo de suas propriedades
magnéticas e estruturais. A investigagdo apresentada busca, portanto, contribuir com o
estabelecimento de um protocolo de sintese robusto, avaliando as caracteristicas fundamentais
que determinam o potencial deste material para futuras investigacdes translacionais na

nanomedicina.

2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo a sintese de nanoparticulas magnéticas de ferrita
de cobalto (CoFe2O4) pelo método de coprecipitacdo quimica, seguida por uma caracterizagao
de suas propriedades magnéticas e estruturais. Para isso, serd estabelecido e executado um
protocolo de sintese para, em seguida, avaliar a resposta magnética do material a um campo
magnético alternado por meio da Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) e determinar
o diametro hidrodinamico e a distribui¢do de tamanho das particulas via Espalhamento

Dinamico de Luz (DLS). A investigagdo busca, portanto, correlacionar o método de produgao
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com as caracteristicas fundamentais do nanomaterial, a fim de avaliar seu potencial para futuras

aplicacdes biomédicas.

3. METODOLOGIA
3.1. Sintese das nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto (CoFe204)

A sintese das nanoparticulas foi realizada através do método de coprecipitagdo quimica.
Esta abordagem foi selecionada por ser uma técnica de via imida consolidada, que se destaca
pela sua relativa, baixo custo, alta reprodutibilidade e eficacia na produ¢do em larga escala de

nanoparticulas cristalinas em temperatura ambiente ou branda.

3.1.1. Fundamentos e mecanismo reacional da coprecipitacio

O método de coprecipitagdo para a sintese de ferritas de espinélio, como a CoFe>Os,
baseia-se na precipitagdo simultanea de hidréxidos metalicos a partir de uma solugdo aquosa
contendo os ions metalicos precursores (Co** e Fe*"), mediante a elevagdo do pH com a adi¢ao
de uma base forte. O mecanismo ocorre em duas etapas principais:

e Precipitacdo dos Hidroxidos: Em meio alcalino, os ions metalicos reagem com os

ions hidroxila (OH") para formar hidroxidos insoluveis, conforme as reagdes abaixo:

Cof;q) + 20H(,,) = Co(OH) s
Felty +30Hqg,) = Fe(OH) s

e Ferritizagdo: Subsequentemente em condigdes de pH elevado, os hidroxidos
copreciptados passam por uma reagdo de desidratacdo e condensacdo para formar
uma estrutura termodinamicamente mais estdvel da ferrita de espinélio em

temperaturas acima de 80 °C:
CO(OH)Z(S) + ZFe(OH)3(S) - C0F3204(S) + 4H20(l)

A reagdo global, partindo dos sais de cloreto e usando hidroxido de s6dio (NaOH) como

base, pode ser descrita pela seguinte equacao balanceada:

CoCly(aq) + 2FeClyaq) + 8NaOH4q) = CoFe;04(5) + 8NaCl(aq) + 4H, 0
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3.1.2. Calculo estequiométrico e preparo das solucoes

O Controle estequiométrico rigoroso ¢ crucial para garantir a propor¢ao molar correta
de 2:1 (Fe*":Co?"), assegurando a formacdo da fase pura de CoFe;Os. Os calculos foram

realizados para a sintese de 1 grama de ferrita de cobalto, conforme os dados abaixo:

e Massa molar de CoFe:04: 231,83 g/mol
e Massa molar de CoCl,: 129,84 g/mol
e Massa molar de FeCls: 162,2 g/mol

Os calculos dos nimeros de mols do produto (CoFe»04) foi feito da seguinte forma:

B massa _ 1g
Ncore,0, = Massa Molar 231,83 g/mol

= 0,0043 mol

Em seguida, o célculo do nimero de mols dos reagentes foi feito com base na

estequiometria da reacdo (proporg¢ao 2:1):
Ncoct, (proporgédo 1:1) = 0,0043 mol
Npeci, (Proporgédo 2:1) = 2 x 0,0043 mol = 0,0086 mol
As massas necessarias de cada sal de cloreto foram calculadas da seguinte forma:

e Massa de CoCl> = ncocr2 X Massa Molar de CoCl, = 0,0043 mol x 129,84 g/mol =
0,558 g.

e Massa de FeClz = nreci3 X Massa Molar de FeClz = 0,0086 mol % 162,2 g/mol =
1,395 g.

As massas calculadas de CoClz e FeClz Foram pesadas e dissolvidas em 10 ml de dgua
deionizada, a qual foi adicionado 4cido cloridrico (HCI) para acidular o meio. Esta etapa ¢
crucial para impedir a hidrélise prematura dos ions Fe*' e garantir que ambos os cations
metalicos permanecam completamente dissolvidos antes da precipitacao. A solugdo foi mantida

sob agitagdo, até a completa dissolug@o dos sais. Para o preparo da base, 8 g de NaOH foram
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dissolvidos em 100 ml de 4gua deionizada. A concentracdo molar dessa solucdo foi calculada:

e Massa molar do NaOH: 40 g/mol
e Numero de mols de NaOH: 8g / 40g/mol = 0,2 mol
e Molaridade (M) = 0,2 mol/ 0,1L =2 mol/L

3.1.3. Processo experimental, lavagem e purificacio

A etapa experimental da sintese foi iniciada com a adi¢@o da solugdo de precursores
metalicos (contendo os ions Co*" e Fe*") sobre uma solu¢do basica de hidroxido de sodio
(NaOH), mantida sob agitacdo magnética constante e vigorosa. A agitagdo ¢ um pardmetro
critico nesta fase, pois garante a homogeneizagao instantanea dos reagentes, promovendo uma
nucleagdo uniforme em todo o volume da solucdo e, consequentemente, resultando em uma
distribuicao de tamanho de particula mais estreita.

A adigdo da base provoca uma reacao de precipitacao brusca e exotérmica, elevando o
pH da mistura para um valor em torno de 12. Visualmente, a formacdo imediata de um
precipitado de coloragdo escura (preto ou marrom escuro) € observada, indicando a conversao
dos hidroxidos metalicos na estrutura da ferrita de cobalto. A manutencao de um pH fortemente
alcalino durante todo o processo ¢ essencial para garantir a completa precipitagdo de ambos os
ions metalicos e favorecer a cinética da reagao de ferritizacao.

Concluida a reacdo, uma rigorosa e extensa etapa de lavagem e purificagdo foi
conduzida. O principal objetivo deste procedimento ¢ a remogdo completa de ions residuais e
subprodutos soluveis da rea¢do, como o cloreto de sddio (NaCl) formado e o excesso de NaOH,
cuja presenga poderia comprometer a estabilidade coloidal e a biocompatibilidade da amostra.

O procedimento de lavagem inicial consistiu em ciclos repetidos de separagdo e
redissolugdo. Aproveitando a forte resposta magnética do material sintetizado, a separagdo do
precipitado so6lido do sobrenadante liquido foi realizada de forma eficiente por decantacio
magnética. Um ima de neodimio de alta intensidade foi posicionado na base externa do
recipiente atraindo e imobilizando as nanoparticulas no fundo, o que permitiu a remogao
cuidadosa do sobrenadante. Apos cada etapa de separacdo, as nanoparticulas eram redispersas
em agua deionizada, utilizando agitacdo em vortex para garantir a desagregagdo do material e
a exposicao de toda a sua superficie ao solvente de lavagem.

Apo6s a lavagem principal, as nanoparticulas foram submetidas a uma etapa de
passivacao com acido nitrico (HNQOs). Este tratamento com um agente oxidante foi realizado
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para garantir a estabilidade quimica da superficie das particulas, oxidando fases instaveis e
removendo ions metalicos residuais que nao foram retirados na lavagem e assim concluimos o
processo de passivagao.

Concluida a passivagdo, a amostra foi novamente lavada em ciclos de decantacdo
magnética e redispersdo em agua deionizada, para a remog¢ao completa do 4cido nitrico. O pH
do sobrenadante foi monitorado a cada ciclo. O processo foi repetido exaustivamente, até que
o pH da suspensao atingisse um valor final de 8,85. Atingir esse pH especifico ndo € arbitrario;
para ferritas, um pH ligeiramente basico, acima do seu ponto isoelétrico, geralmente induz uma
carga superficial negativa nas particulas. Essa carga promove uma repulsdo eletrostatica entre
elas, contribuindo significativamente para a estabilidade da suspensdo coloidal e evitando a

aglomeragdo espontanea.

3.2. Técnicas de caracterizaciao

Ap0s a sintese e purificagdo, as nanoparticulas foram submetidas a um conjunto de
técnicas de caracterizacdo para determinar suas propriedades magnéticas e estruturais em
suspensao, aspectos fundamentais que ditam seu comportamento € potencial em um contexto

biomédico.

3.2.1. Biosusceptometria de corrente alternada (BAC)

A Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) € uma técnica sensivel que funciona
como um transformador duplo de fluxo, com dois pares de bobinas dispostos em uma
configuragdo gradiométrica de primeira ordem. Nessa configuragdo, um par atua como
excitagdo e o outro como deteccdo, sendo o par mais distante da amostra responsavel por
funcionar como referéncia do sistema. Essa disposi¢do permite investigar a resposta magnética
do material a um campo magnético alternado. A versatilidade da técnica possibilita ndo apenas
a caracterizacdo de amostras in vitro, mas também o monitoramento e a quantificacdo do
acumulo de nanoparticulas em estudos in vivo, na avaliacao de parametros de perfusao cerebral
em modelos animais (PROSPERO et al., 2020).

O sinal de tensdo gerado nas bobinas detetoras é proporcional a suscetibilidade
magnética AC da amostra (PROSPERO et al., 2020; VERDE et al., 2012). O principio de
funcionamento da detec¢do ¢ fundamentado na Lei de inducdo de Faraday, que estabelece que

uma variagao temporal no fluxo magnético (Pp) através das bobinas detetoras induz uma forga
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eletromotriz (fem) ou tensdo (V) de acordo com a equagao (1):

dt

fem = —

O sinal de tensao gerado (a fem medida em mV) €, entdo, proporcional a suscetibilidade
magnética AC da amostra. Dado que este sinal é extremamente fraco, ele ¢ processado por um
amplificador lock-in, que utiliza uma técnica de detecgdo sensivel a fase para extrair o sinal de
interesse de um ambiente com o ruido elevado, otimizando a medi¢gao (MIDURA et al., 2022;

TORZO; DELFITTO, 2022).
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Figura 1. Diagrama esquematico do sensor do sistema BAC (adaptado de BIASOTTI et al., 2021).

3.2.2. Espalhamento dinamico de luz (DLS)

Para determinar o tamanho hidrodindmico e a distribui¢do de tamanho das particulas
em suspensao, foi utilizada a técnica de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS). O principio da
técnica baseia-se na iluminac¢ao da amostra com um feixe de laser monocromatico e na analise
das flutuagdes temporais da intensidade de luz espalhada. Essas flutuagdes sdo causadas pelo
movimento browniano das particulas, que ¢ a sua movimentagao aleatoria devido as colisdes
com as moléculas do solvente (CARVALHO et al., 2018).

A taxa de variacdo da intensidade da luz espalhada esta diretamente relacionada a
velocidade de movimentagao das particulas. O DLS mede essa taxa e a expressa em uma fungao
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de autocorrelagdo. A partir do decaimento dessa fun¢do, o software calcula o coeficiente de
difusdo translacional (D) das particulas. Este coeficiente ¢ entdo utilizado na relagdo Stokes-

Einstein ( para determinar o raio hidrodinamico (Rn)(EINSTEIN, 1905; LIM et al., 2013):

R — kgT
T 6TnD

(2)

Onde kg ¢ a contante de Boltzmann, T ¢ a temperatura absoluta, e 1 ¢ a viscosidade do
solvente. E importante notar que esta relagio assume que as particulas sdo esféricas, ndo
interagentes e se encontram em regime de baixa concentracdo (JIA et al., 2023). O raio
hidrodindmico (Rj,) representa o raio de uma esfera hipotética que se difunde na mesma
velocidade que a particula analisada, incluido o nucleo da nanoparticula e uma camada de
hidratagdo associada (solvatacdo) (VALENTINI et al., 2023).

A conversao da fungdo de correlagdo em uma distribuicdo de tamanho ¢ um problema
inverso matematicamente complexo e mal condicionado (ill-posed). Isso ocorre porque a
equacao integral que relaciona os dados experimentais (curva de correlagdo) a solucao desejada
(distribuicdo de tamanho) é extremamente sensivel ao ruido inerente a medi¢do. Pequenas
flutuagdes nos dados de entrada podem ser drasticamente amplificadas, levando a solugdes
instdveis (DOUMIC; ESCOBEDO; TOURNUS, 2023). Para amostras polidispersas ou
multimodais, como a analisada neste trabalho, algoritmos simples podem falhar em resolver
distribuicdes complexas. Por essa razdo, a andlise dos dados foi realizada utilizando um
algoritmo de regularizagcdo. Este método matematico impoe restricdes a solugdo como a
suavidade da curva de distribui¢do para encontrar a distribui¢do de tamanho mais provavel que
seja consistente com dados experimentais, sendo particularmente eficaz para resolver multiplas
populagdes de particulas e evitar a geragdo de picos artefatuais (PROVENCHER, 1982).

Para a analise, a amostra de CoFe:Os foi diluida na propor¢ao 1/1000 em agua
deionizada. Esta etapa € crucial para garantir uma concentragdo adequada para a medi¢ado, pois
concentragdes elevadas podem levar a efeitos de espalhamento multiplo e interagdes entre
particulas, resultando em artefatos e imprecisdes na determinagdo do tamanho (AUSTIN et al.,
2020). A analise dos dados foi realizada com o software DYNAMICS™ (Wyatt Technology
Corporation).

19



4. RESULTADOS

Nesse capitulo, sdo apresentados os dados experimentais que ilustram a evolucdo do
protocolo de sintese e caracterizagdo das nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto
(CoFex04), ambas revestidas com citrato de sodio. O capitulo segue uma progressao
cronoldgica, desde as analises preliminares que indicavam problemas de estabilidade e baixa
resposta magnética, até os resultados otimizados que forma a base para a discussdo final do

trabalho.

4.1. Caracterizacdo magnética por biosusceptometria de corrente
alternada (BAC): evolucio da resposta magnética

A resposta magnética das amostras foi avaliada em diferentes etapas do projeto para
confirmar o processo correto de sintese e avaliar a qualidade do material. E importante ressaltar
que todas as medi¢des de BAC, tanto as preliminares quanto as otimizadas, foram realizadas
sob as mesmas condi¢des experimentais, utilizando os mesmos sensores, 0 mesmo amplificador

lock-in e os mesmos parametros de frequéncia e campo magnético de excitagao.

4.1.1. Resultados preliminares

Nas fases iniciais, as amostras apresentaram uma resposta magnética muito baixa e com
alguma instabilidade. Em medi¢des realizadas em intervalos de 10 dias ao longo de 1 més, os

valores obtidos foram:

Medicdo (intervalo de 10 dias) Sinal induzido (mV)
Dia 10 0,03
Dia 20 0,03
Dia 30 0,02

Tabela 1. Resultados preliminares da caracterizagdo por BAC Fonte: Autoria propria.

Estes valores, indicados na tabela 1, proximos ao limite de deteccao do equipamento,
sugeriram que, embora material magnético estivesse presente, a quantidade ou a qualidade das
nanoparticulas formadas sob o protocolo inicial ndo era ideal, ou que a estabilidade da

suspensao comprometia a medida.

4.1.2. Resultados otimizados
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Ap6s o refinamento do protocolo de sintese e purificagdo, a amostra final apresentou
uma resposta magnética significativamente superior e muito mais estdvel. Em um ensaio
representativo, realizado sob as mesmas condi¢des de medi¢ao dos resultados preliminares,
foram realizadas trés afericdes nos mesmos intervalos de dias feitos anteriormente e obtivemos

os seguintes valores:

Medicao (intervalo de 10 dias) Sinal induzido (mV)
Dia 10 55,4
Dia 20 56,6
Dia 30 56,6

Tabela 2. Resultados otimizados da caracteriza¢do por BAC. Fonte: Autoria propria.

A intensidade do sinal, cerca de trés ordens de magnitude maior que nos ensaios
preliminares, e a convergéncia dos valores na segunda e na terceira medida, indicaram uma alta
responsividade magnética e excelente estabilidade em suspensdo. O pH final desta suspensao

otimizada foi de 8,85.

4.2.  Caracterizacio estrutural via espalhamento dinidmico de luz

A estabilidade coloidal e a distribui¢do de tamanho das nanoparticulas foram
monitoradas por DLS ao longo do desenvolvimento do projeto, revelando-se um desafio

central.

4.2.1. Resultados preliminares: evidéncia de agregacio macroscopica
As primeiras andlises de DLS, realizadas com um protocolo ainda ndo otimizado,

indicaram a presenga significativa de agregados. A figura 2 apresenta o resultado da analise de

uma amostra diluida (1:1000) e nao filtrada.
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Figura 2. Distribuicdo de Tamanho Preliminar (Protocolo nio otimizado, amostra ndo filtrada). O grafico de
intensidade versus raio hidrodinamico revela um perfil bimodal com grande disparidade de tamanho. Fonte:

Autoria propria.

A andlise quantitativa (Tabela 3) revelou um perfil bimodal. O pico 1, com raio médio
(R) de 4,6 nm e baixa polidispersidade, representa as particulas primarias, constituindo a maior
fracdo da massa da amostra (74,5%). No entanto, o pico 2, com R = 1380,5 nm e altissima
polidispersidade, indicando a presenca de agregados macroscopicos. Devido a forte
dependéncia do sinal de DLS com tamanho proporcional a R® esses grandes agregados

dominam a intensidade de luz espalhada, mascarando a populagado principal.

Parametro Pico 1 (Particulas Primarias) Pico 2 (Agregados)
Raio (R) 4,6 nm 1380,5 nm
Polidispersidade (%Pd) 11,9 % 161,1 %
Intensidade (%Int) 4,7 % 95,3 %
Massa (%oMass) 74,5 % 23,5%

Tabela 3. Resultados da Analise de DLS preliminar (Amostra nao filtrada). Fonte: Autoria propria.
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Uma anélise subsequente da mesma amostra, porém filtrada (dilui¢ao 1:1000), resultou em
uma distribuicdo aparentemente monomodal (Figura 3), mas com caracteristicas que indicam
baixa confiabilidade, com um raio irrealista de 122,8 nm e uma polidispersidade extremamente
alta. Isso sugere que a filtracao pode ter removido nao apenas os agregados, mas também parte

das particulas primarias, ou que a medida em si foi instavel.

Peak 1

%o Intens by

LA

0,01 0,10 1,00 10,00 100,00 LOE+3 1,0E+4 1,0E+3

Ri{nm)

Figura 3. Distribuicdo de Tamanho Preliminar (Protocolo nio otimizado, amostra filtrada). A analise da
amostra filtrada indicou um pico unico, largo e com tamanho médio elevado, indicando baixa confiabilidade da

medida. Fonte: Autoria Propria

4.2.2. Resultados otimizados: obten¢ao de amostra bimodal controlada

Apo6s o refinamento do protocolo de sintese, mantendo os parametros experimentais
(dilui¢ao 1:1000), a analise de DLS (Figura 4) revelou uma amostra significativamente mais

estavel e bem definida.
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Figura 4. Distribui¢cdo de Tamanho Otimizado. O grafico de intensidade versus raio hidrodindmico revela

um perfil bimodal controlado ¢ a auséncia de agregados macroscopicos. Fonte: Autoria Propria

A analise quantitativa (Tabela 4) confirmou o perfil bimodal, porém com caracteristicas
distintas da amostra preliminar. O pico 1, representando as particulas primarias, apresentou um
raio médio (R) de 6.9 nm com baixa polidispersidade e constituiu a grande maioria da massa
da amostra. O pico 2, interpretado como pequenos agregados, apresentou um R = 52.8 nm com
polidispersidade moderada. Embora ainda domine a intensidade de espalhamento, essa

populagdo representa agora uma fracdo minoritaria da massa.

Parametro Pico 1 Pico 2
Raio (R) 6.9 nm 52.8 nm
Polidispersidade (%Pd) 13.8% 43.6 %
Intensidade (%Int) 29 % 97.1 %
Massa (%Mass) 80.6 % 19.4 %

Tabela 4. Resultados da Analise de DLS Otimizada (Amostra ndo filtrada). Fonte: Autoria propria.
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5. DISCUSSAO

O objetivo central deste trabalho foi o estabelecimento de um protocolo de sintese de
nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto (CoFe2O4) via coprecipitagdo quimica e realizar
sua caracterizacdo visando futuras aplicagdes biomédicas. A apresentacdo de um resultado bem-
sucedido, no entanto, ocultaria a parte mais significativa do desenvolvimento experimental, a
superacao dos desafios inerentes a sintese e estabilizacdo deste material magnético especifico.
Como demonstrado no capitulo anterior, a evolugdo do protocolo, desde os ensaios preliminares
até a amostra otimizada, revelou uma melhoria significativa tanto na resposta magnética quanto
na estabilidade coloidal. Esta discussdo tem como objetivo interpretar essa evolucao,
correlacionando os resultados da BAC e do DLS e contextualizando-os com os principios
fisico-quimicos que sdo os pilares do sistema.

A primeira evidéncia na otimizag¢do do protocolo ¢ a magnitude do sinal magnético. Os
resultados preliminares da BAC (Tabela 1) apresentaram um sinal de tensao médio de 0,027
mV, o oque sdo extremamente baixos e proximo ao limite de detec¢do do equipamento. Em
contrapartida, os resultados otimizados (Tabela 2) exibiram um sinal estavel de 56,6 mV,
representando um aumento de aproximadamente trés ordens de magnitude. Uma vez que todas
as medi¢des de BAC foram realizadas sob condi¢des idénticas, essa diferenca nao pode ser
atribuida a variagdes na medi¢do, mas sim uma melhoria fundamental na propria amostra.
Como sera detalhado na analise do DLS, a hipdtese mais provavel ndo € que a sintese inicial
falhou em criar material magnético, mas sim que a amostra estava tdo instavel e agregada que
o material sedimentou rapidamente, saindo da regido de detec¢do do sensor.

Os resultados do DLS sdo essenciais para explicar ndo apenas a estabilidade da amostra,
mas também o porqué de o sinal da BAC preliminar ter sido tdo baixo. A analise inicial (Figura
2, Tabela 3) revelou o desafio central deste trabalho, embora as particulas primarias (Pico 1, R
= 4,6) fossem a maior parte da massa (74,5%), a amostra apresentava uma severa agregacao
macroscopica (Pico 2, R = 1380,5). A presenca desses agregados micrométricos, mesmo em
menor proporc¢ao de massa (23,5%), dominou o sinal do DLS (95,3 % da intensidade) e indicou

que o protocolo de estabilizagdo inicial ndo foi adequado. Esta agregagdo severa corrobora a
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hipdtese da falha na medicdo da BAC, agregados deste tamanho sedimentam em segundos,
explicando por que o sensor ndo detectou sinal magnético.

A explicacdo para essa falha de estabilizagdo, mesmo com o uso de citrato de sddio em
ambos os protocolos, reside na natureza do material. A ferrita de cobalto ¢ um material
magnético “duro” (hard magnetic), caracterizado por uma forte coercividade e anisotropia
(Maaz et al., 2007). Diferentemente das SPIONs superparamagnéticas (Laurent et al., 2008), as
NPMs de CoFe>Os retem magnetizagdo, resultando em fortissimas interagcdes magnéticas
dipolares atrativas entre si. Para estabilizar a suspensdo, o protocolo depende da repulsao
eletrostatica fornecida pelo citrato, no entanto, essa repulsdo s6 ¢ eficaz em um ambiente de
baixa forca ionica. A falha do protocolo preliminar pode, portanto, ser atribuida a uma lavagem
inadequada, que deixou um excesso de ions residuais (como Na* e Cl") na solucdo. Esses ions
impediram a repulsdo do citrato, permitindo que a atragdo magnética vencesse € causasse
agregacao.

Nesse contexto, os resultados da amostra otimizada (Figura 4, Tabela 4) demonstram a
evolucdo do refinamento do processo. A melhoria ndo veio de novos reagentes, mas sim do
rigor metodoldgico, uma lavagem exaustiva (“repetida exaustivamente” como descrito na secao
3.1.3), que removeu com eficiéncia os sais i0nicos residuais. O controle preciso do pH final de
8,85, que garantiu a deprotonagdo dos grupos carboxila do citrato (COO~), maximizando a carga
superficial negativa e, consequentemente, a repulsado eletrostatica (Jiang et al., 2009).

Contudo, a andlise otimizada (Tabela 4) ainda revela um perfil bimodal, com uma
populagdo minoritaria de pequenos agregados compondo 19,4 % da massa. Este achado ¢, em
si, uma conclusdo importante, ele nos mostra a interagdo inerente a ferrita de cobalto. Mesmo
em um protocolo otimizado, as interagdes magnéticas atrativas sdo tao fortes que a estabilizagao
eletrostatica por citrato ndo ¢ 100% eficaz, levando a formagao de uma populagdo secundaria
de agregados (Socoliuc et al., 2020).

Do ponto de vista das aplicacdes biomédicas, como a hipertermia magnética ou o
carreamento de farmacos, os resultados sdo promissores, mas com ressalvas. A obtengao de
uma populacdo primaria com raio de 6,9 nm (didmetro de ~ 14 nm) ¢ um ponto muito
importante, pois particulas pequenas sdo ideais para a penetragdo e retencdo em tecidos
tumorais (Huang et al., 2012). No entanto, a presen¢a de agregados de ~ 53 nm (Pico 2)
representa um desafio, pois particulas desse tamanho sdo rapidamente reconhecidas e
eliminadas do sistema circulatério por macréfagos, principalmente no figado e no bago, o que

reduziria a eficécia terapéutica no alvo (BELHADIJ et al., 2020).
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6. CONCLUSAO

O objetivo central deste trabalho, que consistia na sintese de nanoparticulas magnéticas
de ferrita e cobalto (CoFe>O4) e na sua caracterizagdo por BAC e DLS visando futuras
aplicagdes biomédicas, foi alcangado. O estudo demonstrou a evolu¢do de um processo de
sintese, concluiu-se que o protocolo preliminar, apesar de se utilizar a mesma estrutura quimica,
era ineficaz para produzir uma amostra estavel, a caracterizacdo inicial revelou uma resposta
magnética quase nula e uma agregacdo macroscopica severa no DLS.

A principal conclusao deste trabalho € a correlagdo direta entre a estabilidade coloidal
e a medigdo das propriedades magnéticas. Foi concluido que a falha preliminar se deveu a uma
lavagem inadequada, que, ao deixar ions residuais na suspensdo, impediu a estabilizagdo
eletrostatica do citrato. Isso levou a agregacdo e subsequente sedimentagdo das particulas,
resultando em um sinal ruim na BAC.

O protocolo otimizado foi, portanto, resultado direto do rigor metodologico na lavagem
exaustiva e no controle do pH final em 8,85. Esse protocolo produziu nanoparticulas com
responsividade magnética consideravel, evidenciada por um sinal BAC estavel de 56,6 mV, um
aumento de trés ordens de magnitude em rela¢do ao protocolo preliminar.

A caracterizacdo estrutural (DLS) otimizada revelou uma amostra bimodal controlada,
composta majoritariamente por particulas pequenas com raio de 6,9 nm, e uma populagdo
minoritaria (19,4 % da massa) de pequenos agregados R = 52,8 nm. A presenca desta populagdo
secundaria evidencia o desafio imposto pelas fortes interagdes magnéticas de ferrita de cobalto
e os desafios impostos pelo processo de coprecipitagao.

Portanto, conclui-se que o protocolo de sintese otimizado produz um material com
caracteristicas promissoras para aplicagdes biomédicas, como a hipertermia, devido ao tamanho
ideal da sua populacao primaria. No entanto, a presenga da populagao de agregados ainda ¢ um
desafio a ser superado. Para trabalhos futuros, sera feito a investigagao de métodos alternativos
de estabilizagdo, como o uso de revestimentos poliméricos que promovam estabilizagao
estérica, visando a eliminag@o da populacdo secundaria e a obten¢dao de uma amostra puramente

monomodal.
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