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RESUMO 

Neste trabalho, é abordado o câncer de mama, neoplasia de alta incidência e o subtipo triplo 

negativo (TNBC), particularmente agressivo, como desafios globais na saúde, apresentando a 

Terapia Fotodinâmica (TFD) como uma alternativa promissora aos tratamentos tradicionais que 

causam efeitos adversos significativos. Neste estudo, nanopartículas de óxido de ferro (IONPs) 

foram sintetizadas e revestidas com curcumina (IONPs@curcumina), buscando avaliar o 

potencial citotóxico e de TFD desse nanocomplexo na linhagem celular MDA-MB-468 

(TNBC). A metodologia empregada consistiu na síntese das IONPs por co-precipitação química 

e posterior revestimento com curcumina, utilizando etanol como solvente mais adequado após 

testes de solubilidade. O nanocomplexo foi caracterizado por DLS, UV-Visível e FT-IR, e a 

otimização da estabilidade foi determinada em 1 mmol.L-1 de curcumina e pH 9, condições que 

resultaram no melhor revestimento e menor diâmetro hidrodinâmico. Os ensaios de 

citotoxicidade in vitro mostraram que as IONPs@curcumina não são citotóxicas na ausência de 

luz (viabilidade celular > 70%), mas a TFD induziu morte celular significativa (atividade 

mitocondrial < 70%) sob irradiação de LED 450 nm. A concentração de 0,5 µg.mL-1 resultou 

na menor viabilidade celular (41%), confirmando o potencial terapêutico do nanocomplexo e 

sugerindo a importância de pesquisas futuras que alinhem o comprimento de onda do LED à 

absorção máxima da curcumina para otimizar a eficácia. 

 

Palavras-chave: CÂNCER DE MAMA. CURCUMINA. NANOPARTÍCULAS DE ÓXIDO 

DE FERRO. TERAPIA FOTODINÂMICA. CITOTOXICIDADE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 
 

ABSTRACT 

This work addresses breast cancer, a highly prevalent neoplasm, and the particularly aggressive 

triple-negative subtype (TNBC) as global health challenges, presenting Photodynamic Therapy 

(PDT) as a promising alternative to traditional treatments that cause significant adverse effects. 

In this study, iron oxide nanoparticles (IONPs) were synthesized and coated with curcumin 

(IONPs@curcumin), seeking to evaluate the cytotoxic and PDT potential of this nanocomplex 

in the MDA-MB-468 cell line (TNBC). The methodology consisted of synthesizing IONPs by 

chemical co-precipitation and subsequent coating with curcumin, using ethanol as the most 

suitable solvent after solubility tests. The nanocomplex was characterized by DLS, UV-Visible, 

and FT-IR, and stability optimization was determined at 1 mmol.L-1 curcumin and pH 9, 

conditions that resulted in the best coating and smallest hydrodynamic diameter. In vitro 

cytotoxicity assays showed that IONPs@curcumin are not cytotoxic in the absence of light (cell 

viability > 70%), but PDT induced significant cell death (mitochondrial activity < 70%) under 

450 nm LED irradiation. The concentration of 0.5 µg.mL-1 resulted in the lowest cell viability 

(41%), confirming the therapeutic potential of the nanocomplex and suggesting the importance 

of future research that aligns the LED wavelength with the maximum absorption of curcumin 

to optimize efficacy. 

 

Keywords: BREAST CANCER. CURCUMIN. IRON OXIDE NANOPARTICLES. 

PHOTODYNAMIC THERAPY. CYTOTOXICITY. 
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1. INTRODUÇÃO 

O presente trabalho está estruturado para abordar o câncer como uma urgência global de 

saúde, com foco especial no desafio terapêutico imposto pelo agressivo câncer de mama triplo 

negativo (TNBC). 

1.1.  Sobre o câncer 

O câncer, cuja etimologia remonta à palavra grega Karkínos (caranguejo) e foi 

primeiramente empregada por Hipócrates por volta de 400 a.C. [1], é uma denominação para 

um conjunto de mais de 100 doenças caracterizadas pela rápida e desordenada proliferação de 

células anormais. Esse crescimento celular descontrolado, que se origina de mutações nas 

informações genéticas de células saudáveis, confere à neoplasia maligna a capacidade de 

invadir e se espalhar para órgãos vizinhos ou distantes do tumor primário [2]. 

Essa patologia é caracterizada por um conjunto de doenças de grande mortalidade 

mundial [3], e a previsão é que se torne a maior causa de morte até 2030 [4]. Análises da 

Organização Mundial da Saúde estimam que em 2040 ocorrerá cerca de 27,5 milhões de novos 

casos e 16,3 milhões de mortes por câncer [5]. 

1.2.  Câncer de mama 

Dentre as neoplasias, o câncer de mama é o mais recorrente em mulheres no Brasil e no 

mundo, excluindo o câncer de pele não melanoma [6]. Embora o envelhecimento seja o 

principal fator de risco, outros elementos como histórico familiar, obesidade, estilo de vida, uso 

de contraceptivos orais, estágio da menopausa, tabagismo e consumo de álcool também estão 

relacionados ao seu desenvolvimento [7-8]. 

No cenário brasileiro, o Instituto Nacional de Câncer (INCA) estima 73.610 novos casos 

anuais para o triênio 2023-2025, o que representa uma taxa ajustada de incidência de 41,89 

casos por 100 mil mulheres (Figura 1), sendo a neoplasia de maior incidência. Globalmente, a 

doença afeta cerca de 12% da população feminina mundial [9].  
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Figura 1: Representação espacial das taxas de incidência de neoplasia maligna da mama, por 

100 mil mulheres, ajustadas por idade, estimadas para cada ano do triênio de 2023 a 2025, segundo 

Unidade da Federação do Brasil 

 

Fonte: Instituto Nacional de Câncer, 2025 [10] 

Apesar da possibilidade de diagnóstico precoce, o câncer de mama é um dos mais mortais 

entre as mulheres [11]. A gravidade da doença é formalizada em sua classificação em cinco 

estágios, dos quais o Estágio IV é particularmente crítico, caracterizado pela invasão de órgãos 

distantes, sendo conhecido como câncer de mama metastático [12-13]. Dentre os subtipos, o 

câncer de mama triplo negativo (TNBC) é particularmente desafiador, pois carece de opções de 

tratamento direcionadas e apresenta comportamento agressivo, o que resulta em um maior risco 

de recorrência [14-15]. 

 

 



  

 
 

7 

1.3. Desafios terapêuticos e abordagens promissoras 

Os tratamentos tradicionalmente utilizados para o câncer combinam terapias a fim de 

atingir melhores resultados [16]. No entanto, eles impõem aos pacientes efeitos adversos 

significativos, como anemia, trombocitopenia, neutropenia e complicações cardíacas [17-18]. 

Essas terapias tradicionais frequentemente induzem efeitos colaterais graves, necessitando da 

exploração de modalidades alternativas [19]. 

Diante dessas limitações, a Terapia Fotodinâmica (TFD) surge como um método 

terapêutico promissor e não invasivo, que apresenta efeitos adversos mínimos [20]. A TFD é 

reconhecida por sua seletividade no direcionamento de células cancerígenas, preservando o 

tecido saudável [21]. O mecanismo dessa terapia envolve a aplicação de um fotossensibilizador 

(FS) de baixa toxicidade que se acumula preferencialmente no tecido tumoral. Uma vez ativado 

por um comprimento de onda de luz, o FS gera espécies reativas citotóxicas de oxigênio (ROS), 

as quais levam à destruição da área cancerosa, desencadeando a apoptose celular e danificando 

os tumores [22-25]. Esse tipo de tratamento apresenta alta seletividade de destruição tumoral, 

é minimamente invasivo e exibe baixa toxicidade no organismo [26-30]. O princípio de 

funcionamento desta técnica terapêutica é apresentado na Figura 2. 

Figura 2: Ilustração da resposta imunológica produzida pela terapia fotodinâmica (TFD) 

 

Fonte: SANTOS, G. P. (2018) [31]   
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Neste contexto, a Curcumina, o principal componente do açafrão da terra (Curcuma 

Longa Linn) [32-33], é um fotoquímico natural reconhecido por apresentar diversas 

propriedades medicinais, incluindo atividades antioxidantes, anti-inflamatórias e, 

notavelmente, anticancerígenas [34-36]. A curcumina é capaz de atuar contra o câncer ao inibir 

a invasão de tumores e interferir no ciclo celular [37]. Por sua eficácia, a US Food and Drug 

Administration (FDA) reconheceu os curcuminóides como "produtos geralmente seguros" 

(GRAS) [38]. 

Apesar do seu potencial terapêutico, a curcumina apresenta limitações, como baixa 

bioavaliabilidade e baixa estabilidade, bem como baixa solubilidade em água e outros solventes 

apolares, resultando em má absorção pelo organismo [39-43]. A nanotecnologia, reconhecida 

como uma das tecnologias mais importantes do século, oferece um caminho promissor para 

superar essas limitações, facilitando o desenvolvimento de sistemas avançados de liberação 

para aumentar a eficácia terapêutica e a biodisponibilidade da curcumina [44-46]. 

As Nanopartículas de Óxido de Ferro (IONPs) recebem muita atenção do campo 

biomédico [47], sendo adequadas para aplicações de liberação de fármacos devido à sua 

biocompatibilidade [48] e propriedades únicas, como o superparamagnetismo, a baixa 

toxicidade e a possibilidade de modificação de superfície [49]. A nanotecnologia torna possível 

o envio da concentração desejada do agente terapêutico para locais alvos, minimizando danos 

em células normais [50]. A adição de outras drogas anticâncer aumenta o potencial antitumoral 

das IONPs [51]. 

1.4.  Justificativa e objetivo 

O uso de nanopartículas de óxido de ferro revestidas com curcumina 

(IONPs@curcumina) apresenta-se como uma solução inovadora para ampliar as opções 

terapêuticas no TNBC, um subtipo agressivo de câncer de mama [51-52]. 

Ao associar o efeito fotossensibilizador da curcumina às propriedades das IONPs, o 

presente estudo busca avaliar o potencial da TFD e citotóxico desse nanocomplexo na linha 

celular TNBC, MDA-MB-468. Desse modo, ao compreender a eficácia dessa nova abordagem 
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terapêutica, esta pesquisa contribui para o avanço das estratégias de tratamento do câncer 

fornecendo subsídios para novas abordagens clínicas mais eficazes e acessíveis. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

Todas as etapas procedimentais e experimentais foram realizadas no Instituto de Pesquisa 

e Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraíba da Universidade do Vale do Paraíba 

(IP&D/UNIVAP). Os locais frequentados foram, Laboratório de Nanossensores (LNS), Central 

Analítica Multiusuários (CLM), Laboratório de Fotobiologia Aplicada à Saúde (PhotoBioS), 

Laboratório de Biologia Celular/Dinâmica de Compartimentos Celulares, Laboratório de 

Biologia Celular e Tecidual-Dinâmica de Compartimentos Celulares e Laboratório de 

Bionanotecnologia. 

2.1.  Síntese das IONPs 

Para o processo de síntese foram adquiridos reagentes da empresa Sigma-Aldrich. A 

metodologia foi adaptada do método de co-precipitação química descrito por Massart (1981) e 

Mérida (2015) [53-54], sendo todas as soluções e diluições executadas com água ultrapura tipo 

I (ISO 3696:1995). A utilização dessa água justifica-se por sua baixa concentração de íons, 

presença mínima de partículas e microrganismos, reduzido teor de substâncias orgânicas e 

baixo índice de carbono orgânico total, fatores essenciais para garantir o controle qualidade dos 

produtos formados e a conformidade com as boas práticas de fabricação [55-56]. 

Para o procedimento, 100 mL de água previamente desoxigenada sob atmosfera de N₂ 

durante 30 min, utilizou-se para preparar soluções individuais de cloreto de ferro II 

(FeCl₂·4H₂O) a 0,2 mol·L⁻¹ e cloreto de ferro III (FeCl₃·6H₂O) a 0,4 mol·L⁻¹, solubilizadas por 

ultrassonicação em banho. Posteriormente, nova desoxigenação foi conduzida e as soluções 

foram misturadas sob pH controlado entre 8 e 9, agitação constante de 250 rpm e aquecimento 

a 85 °C. A precipitação dos óxidos ocorreu após a adição de 35 mL de hidróxido de amônio 

(NH₄OH). Após o arrefecimento do sistema, alíquotas da síntese foram centrifugadas com 

descarte do sobrenadante. Em seguida, para a estabilização, adicionou-se citrato de sódio 

dihidratado (Na3C6H5O7.2H2O), realizando-se homogeneização em vórtex por 30 s, seguido de 

sonicação com ponteira ultrassônica em banho gelado por 30 min. Por fim, foi realizada a 
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centrifugação das amostras à 1800 rpm por 10 min, sendo o sobrenadante descartado 

magneticamente por meio de um ímã. O protocolo foi repetido com nova adição de citrato, mais 

30 min de sonicação em banho gelado e centrifugação por 10 min a 2500 rpm, seguido do 

descarte por ímã do sobrenadante. O esquema apresentado na Figura 3, exemplifica a 

metodologia utilizada.  

Todas as vidrarias utilizadas nesta fase, são exclusivas de sínteses de IONPs. Para que o 

processo não sofresse interferências químicas reativas, essas vidrarias foram previamente 

lavadas com água régia, a fim de eliminar todos os íons presentes, principalmente os íons 

metálicos residuais de sínteses anteriores.  

Figura 3: Esquema da metodologia utilizada na síntese das IONPs  

 

Fonte: A autora (BioRender) 

2.2.  Diluição da curcumina 

Foram estudadas algumas condições de diluição da curcumina com diferentes solventes, 

a fim de se determinar o melhor cenário para a obtenção de partículas nanométricas. Durante 

todo o processo, a curcumina foi manipulada na ausência de luz, uma vez que o composto é 
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sensível à iluminação e pode se degradar. A Figura 4 apresenta, de forma esquemática, os passos 

do procedimento, seguido durante a execução do experimento. 

Primeiramente, pequenas quantidades do pó de curcumina foram pesadas em tubos 

opacos, utilizando uma balança analítica de alta precisão, para o preparo das soluções na 

concentração de 3x10⁻³ mol.L-1. Essas soluções foram preparadas em três diferentes solventes: 

etanol, metanol e DMSO. 

Após o preparo, cada solução foi diluída em água (H₂O) na proporção 1:1 (v/v) e analisada 

por espectroscopia UV-Visível, com o objetivo de verificar possíveis alterações em seu 

espectro. Também foram preparadas soluções em concentração final de 1,36 × 10⁻² mol·L⁻¹ em 

duas condições experimentais: 

• Metanol + NaOH (1:1 v/v), sendo o NaOH a 0,1 M; 

• Etanol + NaOH (1:1 v/v), também com NaOH a 0,1 M. 

A caracterização das soluções foi realizada por Espectroscopia UV-Visível e os 

resultados obtidos foram plotados para análise. Por fim, o pH de cada solução foi mensurado 

com o auxílio de um titulador automático. 

Figura 4: Esquema da metodologia utilizada no estudo da diluição da curcumina  

 

Fonte: A autora  

2.3.  Síntese das IONPs@curcumina 

Para a síntese das IONPs@curcumina foram estudadas quatro condições experimentais, 

variando-se a concentração de solução curcumina utilizada de 1mmol.L-1 a 4 mmol.L-1, com 
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incremento de 1 mmol.L-1, para o revestimento subsequente das IONPs. Os outros parâmetros 

foram mantidos constantes, sendo eles definidos em estudos realizados anteriormente.  

Quanto aos parâmetros configurados no sonicador de ponteira ultrassônico, a potência de 

35% corresponde a 192 watts e o pulso 2 corresponde a frequência de 20 kHz. As condições 

experimentais estudadas estão apresentadas na Tabela 1. 

A solução curcumina foi preparada em balão volumétrico utilizando álcool etílico 95% 

(P.A./ACS) como solvente. A massa de fotossensibilizante adicionada variou conforme a 

concentração previamente estabelecida, conforme Tabela 1, para cada solução. 

Tabela 1: Condições experimentais estudadas quanto à concentração 

Concentração 

da curcumina 

/solubilização 

Proporção 

em volume 

IONPs: Água 

Volume 

da solução 

curcumina 

(μL) 

Parâmetros do 

Sonicador ultrassônico 

Tempo/Potência/Pulso 

1 mmol.L-1 1:4 10 45 min/ 35% /2 

2 mmol.L-1 1:4 10 45 min/ 35% / 2 

3 mmol.L-1 1:4 10 45 min/ 35% /2 

4 mmol.L-1 1:4 10 45 min/ 35% / 2 

No protocolo estabelecido para a síntese das IONPs@curcumina, foram adicionados 500 

µL de IONPs a 5 mL de solução de curcumina, submetendo a mistura a sonicação com ponteira 

ultrassônica. Esse processo, ao aplicar vibrações de alta intensidade, promove a fragmentação 

das partículas em dimensões menores, favorecendo as interações superficiais e a formação de 

estruturas em escala nanométrica. 

As amostras passaram por um processo de purificação, a fim de remover a curcumina não 

aderida às IONPs. Para isso, empregou-se inicialmente a centrifugação, seguida do descarte do 

sobrenadante e da ressuspensão no solvente.  

Por fim, as IONPs recobertas com curcumina (IONPs@curcumina) foram ressuspensas 

em água ultrapura, de modo a ampliar suas possibilidades de aplicação. Todo esse processo 

metodológico está esquematizado na Figura 5. 
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Figura 5: Esquema da metodologia utilizada na síntese das IONPs@curcumina 

 

Fonte: A autora (BioRender) 

2.4.  Caracterização das nanopartículas 

As sínteses das nanopartículas de óxido de ferro (IONPs) e sua subsequente 

funcionalização com curcumina foram caracterizadas por espectroscopia UV-Visível, 

utilizando um espectrofotômetro DeNovix DS-11. O procedimento de medição foi iniciado com 

a obtenção de um background (branco), realizado com a pipetagem de 2 µL de água no pedestal. 

Em seguida, as amostras foram quantificadas, utilizando o mesmo volume. Todas as análises 

foram conduzidas em um ambiente com iluminação reduzida para evitar a degradação da 

amostra. 

O diâmetro hidrodinâmico e Potencial Zeta das amostras foram avaliados por meio da 

técnica de Espalhamento Dinâmico da Luz (DLS, do inglês Dynamic Light Scattering), com o 

equipamento ZetaSizer Nano ZS90 da Malvern. A distribuição de tamanho das partículas foi 

verificada no modo "Size", utilizando cubetas de poliestireno. Os resultados foram obtidos a 

partir da média de três análises por amostragem. Os dados gerados foram exportados e plotados 

com o auxílio do software OriginPro 8.5. 
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A espectroscopia FT-IR foi realizada em um equipamento Perkin Elmer Spectrum 400, 

acoplado a um acessório de Reflectância Total Atenuada (ATR) com cristal de diamante. Os 

espectros foram adquiridos com 10 varreduras, na faixa espectral de 4000 a 450 cm⁻¹, com uma 

resolução de 4 cm⁻¹. Para a análise, as amostras foram pipetadas no pedestal do ATR e secas 

com um jato de ar purificado, isento de vapor de água e CO₂. O background foi obtido em 

atmosfera ambiente com a superfície do ATR limpa. 

2.5.  Cultivo celular 

A linhagem celular MDA-MB-468, um adenocarcinoma mamário humano triplo-

negativo proveniente do Banco de Células do Rio de Janeiro (BRCJ), foi cultivada em meio de 

cultura apropriado, em frascos estéreis de polipropileno de 25 cm². A cultura foi mantida em 

uma estufa de crescimento a 37 ºC, com 95% de umidade e sem a adição de CO₂. O meio foi 

renovado a cada dois dias, e as células foram subcultivadas a cada 25 dias, após a tripsinização 

com solução de Tripsina-EDTA 0,25%. Todos os experimentos com a linhagem MDA-MB-

468 foram realizados em triplicata. 

2.6.  Ensaio de citotoxicidade e de terapia fotodinâmica (TFD) 

A viabilidade celular da linhagem MDA-MB-468 foi determinada pelo método 

colorimétrico com o reagente MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil) tiazol-2-il-2,5-difenil 

tetrazólio; Sigma Aldrich, M5655). O método avalia a atividade mitocondrial através da 

redução do sal de tetrazólio e da subsequente formação de cristais de Formazan, que apresentam 

absorção em 570 nm. A absorbância foi mensurada em triplicata utilizando um 

espectrofotômetro Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek Instruments, 

EUA), localizado no Laboratório de Bioquímica Aplicada à Engenharia Biomédica 

(IP&D/UNIVAP). 

Para o ensaio de TFD, 1 x 10⁵ células.mL-1 da linhagem MDA-MB-468 foram plaqueadas 

em uma placa de 96 poços contendo meio de cultura completo. Após 24 horas, o meio foi 

substituído por uma solução de IONPs@curcumina, que permaneceu em contato com as células 

por 2 horas, em condições de cultivo padrão. Após a incubação, o meio foi removido e os poços 

lavados com solução salina tamponada (PBS). Um novo meio de cultura completo foi 

adicionado. A irradiação foi conduzida no Laboratório de Terapia Fotodinâmica 

(IP&D/UNIVAP) com o equipamento Irrad-LED (Biopdi), que emite luz no comprimento de 
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onda de 450 nm, com potência de 25 mW e dose de 25 J/cm². A placa de 96 poços foi 

posicionada a uma distância de 1,5 cm da fonte luminosa.  

A Figura 6 ilustra o arranjo experimental da TFD, mostrando o equipamento utilizado (a) 

e o esquema de preenchimento da placa de 96 poços (b). As condições experimentais, incluindo 

as concentrações de IONPs@curcumina em cada poço e o grupo controle (C), estão detalhadas 

na Tabela 2. Para a leitura da placa e a posterior análise estatística, foi adicionado DMSO ao 

final do experimento. 

Figura 6:  TFD:  a) equipamento utilizado para irradiação da placa; b) Modelo de como a placa 

de 96 poços foi preenchida 

 

Fonte: A autora 

Tabela 2: Esquema da placa 96 poços utilizada nos ensaios de citotoxicidade e TFD 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A    0,5 0,5 0,5    C C C 

B    2 2 2    DMSO DMSO DMSO 

C    3,5 3,5 3,5       

D    5 5 5       

E    20 20 20       

F             

G             

H             

3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

3.1.  Síntese das IONPs 
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A caracterização das nanopartículas de óxido de ferro foi realizada por meio de duas 

técnicas complementares, conforme Figura 7. A espectroscopia UV-visível foi empregada para 

identificar a banda de absorção característica das nanopartículas, enquanto a técnica de DLS foi 

utilizada para determinar o tamanho hidrodinâmico e avaliar sua distribuição em suspensão.  

Figura 7: Caracterização das IONPs: a) espectro UV-visível, b) DLS 

 

Fonte: A autora 

A Figura 7a evidencia que a banda de absorção característica das IONPs está centrada 

entre 350 e 400 nm, indicando que é neste intervalo que as nanopartículas absorvem maiores 

quantidades de luz. A maneira como as nanopartículas interagem com a luz é determinada por 

suas características, como o formato e o diâmetro. Isso provoca uma variação em sua 

Ressonância Plasmônica de Superfície, alterando os comprimentos de onda que elas conseguem 

absorver a luz [57]. 

A análise por DLS, por sua vez, revelou uma distribuição bimodal dos tamanhos 

hidrodinâmicos, indicando a presença de duas populações distintas de partículas com diâmetros 

aproximados de 400 nm e 2000 nm. Essa bimodalidade sugere uma fraca estabilidade coloidal, 

possivelmente devido à tendência das nanopartículas em formar agregados, o que compromete 

sua dispersão uniforme em meio líquido [58]. A predominância de partículas na faixa 

micrométrica indica que o material obtido não se enquadra na definição de nanopartículas, uma 

vez que, segundo Kumar et al. (2010), as IONPs devem apresentar dimensões inferiores a 300 

nm [59].  

Dessa forma, para garantir que as partículas permaneçam em escala nanométrica e 

apresentem comportamento coloidal estável, torna-se essencial a aplicação de um processo de 
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estabilização. Esse procedimento evita a aglomeração e o crescimento das partículas, 

preservando suas propriedades físico-químicas e funcionais. No presente estudo, a estabilização 

foi realizada por meio do revestimento com curcumina. 

3.2.  Diluição da curcumina 

Antes da determinação da concentração de curcumina por curva de calibração, foram 

realizados testes preliminares com o objetivo de identificar o solvente mais adequado para a 

diluição do pó. Para isso, a curcumina foi solubilizada em diferentes meios: etanol, metanol, 

DMSO, etanol+água, metanol+água, DMSO+água, etanol+NaOH e metanol+NaOH.  

Observou-se que, nas tentativas com solução contendo água, não houve solubilidade ou 

esta foi muito baixa, indicando que esses solventes não eram apropriados. Para os demais 

sistemas que apresentaram soluções homogêneas, procedeu-se à análise espectrofotométrica em 

UV-Visível. Os resultados evidenciaram que as melhores condições de solubilização do 

fotossensibilizador ocorreram em etanol e em metanol+NaOH, ao mostrar ondas com picos 

estreitos, conforme Figura 8. Esse resultado confirma o que foi dito por Bhat et al. [34] e 

Rathote et al. [35], ao afirmarem que a curcumina é uma molécula hidrofóbica que apresenta 

melhor solubilidade em solventes polares como etanol, metanol e DMSO [34-35]. 

Apesar do seu potencial terapêutico, a curcumina apresenta limitações, como baixa 

bioavaliabilidade e baixa estabilidade, bem como baixa solubilidade em água e outros solventes 

apolares, resultando em má absorção pelo organismo [39-43]. A nanotecnologia, reconhecida 

como uma das tecnologias mais importantes do século, oferece um caminho promissor para 

superar essas limitações, facilitando o desenvolvimento de sistemas avançados de liberação 

para aumentar a eficácia terapêutica e a biodisponibilidade da curcumina [44-46]. 

De acordo com a Oliveira et.al. (2021), a curcumina em meio ácido e neutro apresenta 

coloração amarelada e em meio alcalino coloração avermelhada. Quando a curcumina é 

solubilizada em meio neutro polar, a sua banda de absorção fica centrada em 420 nm, ao passo 

que em meio alcalino a banda se aproxima de 463 nm [60-61]. Para compreender a natureza do 

pH de cada um desses meios, foram realizadas medições, associadas ao comprimento de onda 

de cada um. Essas medidas mostraram que na diluição em etanol (423 nm) o meio possui um 

pH de 5,5, ao passo que em metanol+NaOH (460nm) o pH é 10,3. 
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Figura 8: Análise do espectro de UV-visível da curcumina dissolvida em etanol e 

metanol+NaOH 
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Fonte: A autora 

A princípio, essas constatações não esclarecem qual o melhor solvente, porém já norteiam 

um caminho promissório na decisão ao mostrar que um dos solventes apresentou um menor 

alargamento da curva, indicando melhor diluição do fotossensibilizador. Isso pode ser melhor 

observado analisando a largura à meia altura do pico de absorção (FWHM). 

A FWHM da curcumina, parâmetro utilizado para avaliar a qualidade da solubilização, 

foi de 77,98 para o meio contendo etanol e 103,98 para o meio contendo metanol+NaOH, 

conforme ilustrado na Figura 9. A avaliação da FWHM constitui um parâmetro essencial para 

avaliar a dispersão e a definição de um sinal espectral, como no caso de espectros de luz. 

Valores reduzidos de FWHM indicam curvas mais estreitas, o que está associado a maior 

seletividade espectral e melhor isolamento do sinal, refletindo em maior nitidez, pureza e 

resolução do sistema analisado [62-63]. 

Para a construção da curva de calibração, foi empregada a técnica de diluição seriada em 

dez etapas (10 pontos), utilizando o coeficiente de Pearson. 

O coeficiente de correlação de Pearson é amplamente empregado por pesquisadores e 

cientistas para avaliar a relação entre duas variáveis, permitindo identificar o grau de associação 

entre elas por meio do valor de r. Esse coeficiente varia de -1 a 1, de modo que valores próximos 

de 1 indicam forte correlação positiva, valores próximos de -1 indicam forte correlação negativa 

e valores próximos de 0 sugerem baixa ou inexistente correlação linear entre as variáveis 

analisadas [64-65].  
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Figura 9: Largura a meia altura da solução de curcumina com etanol (a) e metanol + NaOH (b) 
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Fonte: A autora 

A reta obtida utilizando etanol como solvente (Figura 10a) foi construída a partir de uma 

concentração inicial de 700 μg.mL-1 de curcumina, enquanto a reta preparada em metanol + 

NaOH (Figura 10b) teve concentração inicial de aproximadamente 247 μg.mL-1. Após a 

plotagem e o ajuste dos dados experimentais, os dois primeiros pontos foram desconsiderados 

a fim de melhorar o coeficiente de correlação (r), aproximando-o de 1. 

A aplicação da Lei de Lambert-Beer foi realizada na região linear da curva, onde há 

proporcionalidade direta entre absorbância e concentração de curcumina, permitindo sua 

posterior utilização na quantificação da funcionalização das nanopartículas de óxido de ferro. 

A partir da equação da reta obtida para cada solvente, é possível identificar qual a concentração 

de curcumina em um determinado comprimento de onda, e vice-versa. 

Figura 10: Curvas de calibração da curcumina diluída em etanol (a) e metanol + NaOH (b) 

 

Fonte: A autora 
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Os resultados evidenciam que a diluição em etanol apresenta uma faixa de correlação 

linear mais ampla, com a banda de absorção centrada em 424 nm, região característica da 

curcumina, indicando que esse solvente é o mais adequado para os ensaios. A equação de 

correlação obtida foi y = -0,436 + 0,086x, em que x representa a concentração (μg.mL-1) e y a 

absorbância no comprimento de onda de 424 nm. O Coeficiente de Pearson (r) foi de 0,998. 

3.3.  Síntese das IONPs@curcumina 

3.3.1. Análise da incorporação de curcumina 

A curcumina exibe tautomeria, existindo em equilíbrio entre as formas ceto-enólica e 

enólica. O ambiente de síntese influencia esse equilíbrio: o meio alcalino favorece a 

desprotonação, deslocando o equilíbrio tautomérico para a forma enólica (Figura 11b). Em 

contraste, a estrutura ceto-enólica (Figura 11c) é mais estável e predominante em meio ácido 

[60]. A estrutura predominante no momento da conjugação pode influenciar os grupos 

funcionais que efetivamente se ligam à superfície.  

Figura 11: Molécula de curcumina - Prótons ionizáveis (a), Tautômeros enólico (b) e ceto-

enólico (c) 

 

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, D. E. T. B. et.al (2021) [60] 
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A conjugação da curcumina às IONPs é tipicamente mediada pelos grupos funcionais 

presentes na molécula, como as hidroxilas fenólicas (–OH), carbonilas (C=O) e grupos metoxi 

(–OCH3) [66]. Tais grupos permitem interações com a superfície das nanopartículas, 

englobando ligações de coordenação, forças eletrostáticas e outras interações superficiais. 

A incorporação da curcumina nas IONPs foi confirmada por meio de FT-IR, conforme 

detalhado no espectro da Figura 12, que permitiu a comparação da composição química das 

amostras. Para a leitura, foram realizadas 10 varreduras. No FT-IR, o espectro das 

IONPs@curcumina revelou uma ligeira alteração nas frequências vibracionais em comparação 

com a curcumina pura, o que sugere a interação entre a molécula e a superfície do óxido de 

ferro. Esses dados foram representados na Tabela 3. 

Figura 12: Espectros de FT-IR das amostras de curcumina em pó, das IONPs sem 

funcionalização e das IONPs@curcumina 

 

Fonte: A autora 
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Tabela 3: Desvios das frequências vibracionais entre curcumina pura e IONPs@curcumina 

Vibração da 

Curcumina 

Pura (cm-1) 

Vibração de 

IONPs@curcumina 

(cm-1) 

Atribuição 

Vibracional 

Implicação da 

Mudança 

Referência 

1591 1586 Alongamento do anel 

aromático (C-C) 

Sugere interação [67] 

1510 1510 Alongamento C=O e 

curvatura CC=O  

Permaneceram 

inalterados 

[67] 

1277 1277 Curvatura no plano (C-

C-H, C-C-C e C-O-H) 

Permaneceram 

inalterados 

[67] 

1161 1166 Curvatura fora do 

plano (CH3) e C–C–H 

do anel aromático 

Sugere interação [67] 

- 572 Ligação Fe-O do óxido 

de ferro 

 

Confirma a 

presença das 

IONPs 

[25] 

Fonte: A autora 

A análise espectroscópica de infravermelho revelou que os modos de vibração da 

curcumina em 1510 e 1277 cm-1 permaneceram inalterados após a funcionalização. Contudo, 

observou-se uma variação significativa nos modos vibracionais do anel aromático, com 

alterações nos picos de alongamento e flexão em 1591 e 1161 cm-1, os quais foram levemente 

deslocados para 1586 e 1166 cm-1, respectivamente [67]. Essa modificação nos modos de 

vibração sugere a ocorrência de interações entre o anel aromático e a superfície da 

nanopartícula.  

Acredita-se que essa interação cause uma redistribuição da densidade eletrônica no anel, 

o que, por sua vez, altera as forças de ligação e justifica as variações nas frequências 

vibracionais de alongamento e flexão aromáticas [68]. É relevante notar que a banda em 572 

cm-1 é característica da ligação Fe–O do óxido de ferro, tipicamente localizada na faixa de 500–

635 cm-1 [25], confirmando a presença das IONPs na formulação. 

Adicionalmente, para estimar a eficiência da incorporação do fotossensibilizador às 

nanopartículas, foi realizada a espectroscopia UV-visível do sobrenadante, obtido após a 

centrifugação de uma alíquota das IONPs@curcumina. Esse processo de centrifugação atua 

como uma separação física, isolando as nanopartículas do material não ligado que permanece 

no sobrenadante [69-70], conforme ilustrado na Figura 13.  
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Figura 13: Espectro na região do UV-vis do sobrenadante das IONPs@curcumina 

 

Fonte: A autora 

Uma maior absorbância do sobrenadante indicaria uma maior perda de curcumina durante 

as etapas de lavagem. O espectro obtido, contudo, exibiu baixíssima absorbância, indicando 

que uma quantidade mínima de curcumina livre permaneceu em solução após as etapas de 

lavagem. Este resultado evidencia a elevada taxa de conjugação da curcumina às IONPs. 

3.3.2. Estabilidade da solução coloidal em função da concentração 

Após confirmação da incorporação da curcumina nas nanopartículas, foi estudada qual a 

concentração ideal do fotossensibilizador capaz de promover a maior estabilidade das 

IONPs@curcumina.  

Para isso, quatro preparações distintas, variando a concentração de curcumina de 1 a 4 

mmol.L-1, com incrementos de 1 mmol.L-1, foram sistematicamente investigadas, conforme 

apresentado na Tabela 1. Cada amostra foi submetida a análises de DLS para medir o tamanho 

hidrodinâmico e o potencial zeta. Os resultados foram apresentados na Figura 14. 

A avaliação das diferentes concentrações revelou que o tamanho hidrodinâmico 

apresentou flutuações em resposta às variações de concentração de curcumina. Em relação ao 
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[71]. Contudo, ressalta-se que o potencial zeta e o consequente estado de estabilidade podem 

ser ajustados posteriormente, por meio da otimização do pH do meio. 

Figura 14: Correlação entre concentração (eixo x), tamanho hidrodinâmico (a) e potencial zeta 
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Fonte: A autora 

Dessa forma, o fator determinante para a seleção da concentração ideal foi a eficiência de 

incorporação do fotossensibilizador ligado às IONPs, estudado em paralelo. A concentração de 

1 mmol.L-1 resultou na maior quantidade de fotossensibilizador presente na suspensão final, 

um indicativo de maior eficiência de incorporação da curcumina na superfície das 

nanopartículas. 

Considerando o conjunto total dos dados, a concentração de 1 mmol.L-1 foi identificada 

como a mais favorável. Nesta condição, embora as dimensões das nanopartículas tenham 

sofrido flutuações aceitáveis e o potencial zeta estivesse na zona de transição, o ganho 

significativo na quantidade de fotossensibilizador incorporado/ligado sugere que 1 mmol.L-1 

proporcionou o revestimento ideal das IONPs com curcumina, indicando a maior taxa de 

funcionalização. Por conseguinte, essa concentração foi selecionada como a condição ótima 

para as etapas subsequentes do estudo. 

3.3.3. Estabilidade das IONPs@curcumina em função do pH do meio 

Após a definição da concentração ótima de 1 mmol.L-1, o estudo procedeu à determinação 

do pH ideal do meio, visando mitigar a instabilidade coloidal observada. A investigação foi 
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realizada mantendo a concentração de 1 mmol.L-1 e variando o pH do meio em uma faixa de 4 

a 9, conforme ilustrado na Figura 15. 

A estabilidade coloidal foi avaliada prioritariamente pelo potencial zeta. O gráfico (Figura 

15b) tipicamente apresenta uma região de instabilidade coloidal entre -30 e +30 mV, onde a 

repulsão eletrostática é mínima e a aglomeração das partículas é favorecida [54]. O único ponto 

que não se encontra dentro dessa região é o de pH 9.  

Além do potencial zeta, o tamanho hidrodinâmico da partícula foi um fator crucial na 

determinação da condição ótima, uma vez que dimensões reduzidas são altamente desejáveis 

para a adequação das nanopartículas em aplicações diagnósticas e terapêuticas [72].  

Figura 15: Correlação entre o pH do meio, tamanho hidrodinâmico e  

potencial zeta para a concentração de 1 mmol.L-1 
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Fonte: A autora 

Na Figura 15a, o intervalo em que o pH estava entre 5 e 6 resultou em maiores 

aglomerados de IONPs@curcumina. Esse fenômeno pode ser atribuído à aproximação do 

potencial zeta ao ponto isoelétrico (PEI), em que a carga superficial da nanopartícula é neutra. 

Os resultados indicaram que a estabilidade das nanopartículas foi notavelmente maior em pH 

elevados. A manutenção de um pH alcalino, como 9, confere maior estabilidade [73], pois a 

menor concentração de cátions H+ na solução (em contraste com meios ácidos) facilita a 

estabilização das nanopartículas. 

Com a determinação da concentração e do pH mais adequados, a investigação seguiu para 

a avaliação in vitro da citotoxicidade e da TFD das IONPs@curcumina em células de câncer 

triplo-negativo (TNBC). Para isso, foram empregadas cinco concentrações distintas do 
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compósito em um tempo de incubação fixo de 2 horas, seguindo a diretriz ISO 10993-

5:2009(E0) – norma que trata de ensaios de citotoxicidade em vitro. 

3.4. Ensaio de citotoxicidade e de terapia fotodinâmica (TFD) 

Os ensaios de citotoxicidade e TFD foram conduzidos in vitro na linhagem celular MDA-

MB-468 (TNBC), utilizando placas de 96 poços. Inicialmente, um teste piloto de citotoxicidade 

foi realizado com duas concentrações distintas de IONPs@curcumina, submetidas a duas horas 

de incubação. Um grupo controle, composto apenas por células da linhagem MDA-MB-468, 

foi incluído para fins de comparação. Para uma análise mais precisa, o ensaio foi expandido 

para cinco concentrações de IONPs@curcumina. 

 

Conforme a norma ISO 10993-5:2009(E) [74], uma viabilidade celular inferior a 70% é 

considerada indicativa de potencial citotóxico. Este critério está diretamente relacionado ao 

funcionamento das mitocôndrias, organelas essenciais para a geração de energia metabólica 

celular [75]. A citotoxicidade ocorre, frequentemente, pela desregulação da homeostase 

mitocondrial, que leva a um desequilíbrio significativo na produção e eliminação de Espécies 

Reativas de Oxigênio (ROS). Quando a taxa de produção de ROS excede a capacidade 

regulatória dos antioxidantes, estabelece-se o quadro de estresse oxidativo, que induz uma série 

de respostas celulares, culminando na morte celular [76–78] 

Os resultados da Figura 16 demonstram que todas as amostras apresentaram viabilidade 

superior ao limite estabelecido pela ISO 10993-5:2009(E), indicando que as nanopartículas não 

são citotóxicas nas concentrações e tempo de incubação testados. 
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Figura 16: Ensaio de viabilidade celular das IONPs@curcumina em diferentes concentrações e 

tempo de incubação de 2 h, grupo sem irradiação. O grupo controle é composto apenas por células. 

0.5 ug/mL 2 ug/mL 3.5 ug/mL 5 ug/mL 20 ug/mL

0

20

40

60

80

100
A

ti
v
id

a
d

e
 m

it
o

c
o

n
d

ri
a

l 
(%

)

Concentração (g/mL)

 

 
 Controle   2 horas

 

Fonte: A autora 

A análise desses resultados sugere que o aumento na concentração de IONPs@curcumina 

está associado a uma maior viabilidade celular, o que, por sua vez, reflete um menor potencial 

citotóxico e maior compatibilidade dessa droga com as células. 

Além dos estudos de citotoxicidade, a TFD foi investigada utilizando as nanopartículas 

em diferentes concentrações e com um tempo de incubação fixo de duas horas na mesma 

linhagem celular. A fonte de luz empregada foi um LED com comprimento de onda de 450 nm. 

A determinação do comprimento de onda utilizado baseou-se na banda de absorção 

característica da curcumina diluída em etanol no espectro UV-vis, que se encontra em 423 nm, 

conforme ilustrado na Figura 17, bem como na disponibilidade de equipamentos no 

IP&D/UNIVAP. Portanto, o equipamento selecionado foi aquele que operava com um valor de 

irradiação mais próximo do pico de absorção da curcumina.  

Os resultados apresentados na Figura 17 indicam que a terapia foi eficaz para o tempo de 

incubação testado, uma vez que a atividade mitocondrial das células irradiadas ficou bem 

abaixo do limite de 70%, indicando morte significativa das células cancerígenas, de acordo ao 

estabelecido pela ISO 10993-5:2009(E).  
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Figura 17: Ensaio de viabilidade célular das IONPs@curcumina em diferentes concentrações e 

tempo de incubação de 2 h, irradiada com LED 450 nm. O grupo controle é composto apenas por 

células. 
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Fonte: A autora 

 

4. CONCLUSÃO 

A síntese bem sucedida de nanopartículas de óxido de ferro (IONPs) e a mitigação de sua 

instabilidade intrínseca foram alcançadas neste estudo por meio da estabilização com 

curcumina. A otimização do processo de enriquecimento das IONPs com curcumina, através 

de uma investigação sistemática, estabeleceu o etanol como o solvente mais adequado.  

A avaliação da concentração da solução etanólica de curcumina para o revestimento das 

IONPs indicou que 1 mmol.L-1 é a concentração ideal para promover maior estabilidade, em 

comparação com outras concentrações testadas. Adicionalmente, a investigação da estabilidade 

em função da variação do pH do meio, na faixa de 4 a 9, utilizando a caracterização por DLS, 

demonstrou que as IONPs@curcumina exibiram maior estabilidade no pH mais elevado, ou 

seja, pH. O aumento no pH foi responsável pela redução do diâmetro hidrodinâmico, um fator 

que não só indica maior estabilidade, mas também aprimora as características das 

nanopartículas de ferro. 

Os ensaios de citotoxicidade e Terapia Fotodinâmica (TFD) foram conduzidos na 

linhagem celular de câncer de mama triplo-negativo (TNBC, MDA-MB-468) em conformidade 

com as diretrizes da ISO 10993-5:2009(E). Na ausência de irradiação, as IONPs@curcumina 



  

 
 

29 

não se mostraram citotóxicas. Em contraste, os testes de TFD apresentaram resultados 

promissores, com a atividade mitocondrial inferior a 70%, indicando indução de morte celular.  

De modo mais específico, observou-se que a concentração de 0,5 ug.mL-1 resultou na 

menor viabilidade celular (41%) após 2 h de incubação, seguida da irradiação, o que demonstra 

o máximo dano induzido às células cancerígenas. Diante disso, e considerando que neste estudo 

a irradiação foi feita a 450 nm, sugere-se a aplicação de um LED com comprimento de onda 

mais alinhado à banda de absorção máxima da curcumina (423 ou 424 nm) para potencializar 

a eficácia terapêutica. 

Embora as descobertas evidenciem o potencial das IONPs@curcumina como um 

tratamento seguro e eficaz para otimização e investigação adicional no tratamento do câncer, 

pesquisas futuras são necessárias para a compreensão completa da cinética de captação celular. 
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APÊNDICE 

 

Modelo dos equipamentos utilizados: 

 

- Cubeta capilar com eletrodos: DTS1070, Malvern 

- Cubeta de Poliestireno: ZEN0118, Sarstedt 

- Dispersão Dinâmica da Luz: ZetaSizer Nano ZS90, Malvern 

- Espectrofotômetro FT-IR: Perkin Elmer Spectrum 400 

- Espectrofotômetro UV-visível: DS-11, DeNovix 

- Estufa de Crescimento: série 8000, Thermo Scientific 

- Leitor de Placas: Synergy HT Multi-Detection, BioTek Instruments 

- Sonicador de Ponteira Ultrassônico: QR 500, ECO-SONICS 

- Titulador Automático: Titrino Plus 848, Metrohm 
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ANEXO  

Trabalhos apresentados/ publicados sobre o tema: 
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