
 

 

 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA 

INSTITUTO DE QUÍMICA  

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM QUÍMICA 

 

 

 

 

HELLEN CRISTINA NOVAIS DE OLIVEIRA  

 

 

 

 

 

NANOCOMPÓSITO CONTENDO HEXACIANOFERRATO DE 

COBALTO/NANOTUBOS DE CARBONO/ÁCIDO FÓLICO PARA A APLICAÇÃO EM 

TERAPIA FOTODINÂMICA VISANDO O TRATAMENTO DE CÂNCER DE MAMA 

 

 

 

 

 

 

 

 

UBERLÂNDIA - MG 

FEVEREIRO -  2025



 

 

HELLEN CRISTINA NOVAIS DE OLIVEIRA  

 

 

 

 

 

 

 

NANOCOMPÓSITO CONTENDO HEXACIANOFERRATO DE COBALTO/NANOTUBOS DE 

CARBONO/ÁCIDO FÓLICO PARA A APLICAÇÃO EM TERAPIA FOTODINÂMICA VISANDO 

O TRATAMENTO DE CÂNCER DE MAMA 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Instituto de Química no 

Programa de Pós-Graduação em Química da 

Universidade Federal de Uberlândia como requisito 

parcial para obtenção do título de mestre em Química.  

 

Área de concentração: Química de Materiais 

 

Orientador: Prof. Dr. Edson Nossol 

  

Coorientadora: Profª. Drª. Tayana Mazin Tsubone 

 

 

 

 

 

UBERLÂNDIA – MG 

FEVEREIRO - 2025  



 

 

 

 



 

 



 

 

     AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço primeiramente a Deus, por me proporcionar saúde, sabedoria e perseverança ao longo 

do desenvolvimento deste trabalho. Sua orientação e proteção foram fundamentais para que eu pudesse 

concluir essa jornada. 

Aos meus pais, Sandra e Robson, minha eterna gratidão por confiarem em mim 

incondicionalmente, oferecendo todo o amor e suporte necessários. Obrigada por acreditarem na minha 

capacidade e afinidade com o que faço. Um agradecimento especial à minha mãe, cuja força e apoio 

foram essenciais para que eu pudesse perseguir meu sonho de ser pesquisadora. Te amo além do infinito, 

minha princesa. 

Ao meu orientador, Edson Nossol, sou profundamente grata pela incrível oportunidade de fazer 

parte do grupo desde 2017, por me apresentar ao universo da pesquisa e por sempre ser uma inspiração. 

Sua paciência, confiança, ensinamentos e carinho ao longo desses anos foram pilares essenciais para que 

eu pudesse alcançar tanto. Obrigada por sempre apoiar minhas vontades e ambições. 

Agradeço à Tayana, minha coorientadora, por sua paciência e dedicação em me explicar, desde 

o início, toda a parte biológica envolvida no meu trabalho. Também agradeço à Patrícia, que me 

acompanhou nos testes com muita prestatividade e paciência. O apoio de ambas foi essencial para a 

realização deste trabalho. 

Ao Pedro, que começou como amigo e colega de trabalho, mas se tornou meu parceiro. Obrigada 

por todos os ensinamentos, conversas, discussões científicas, momentos de descontração e por ser uma 

inspiração como pessoa e pesquisador. Sou muito feliz ao seu lado. 

Aos demais integrantes do NANOSSOL, agradeço pelos momentos incríveis de risadas, pelo 

compartilhamento de frustrações com experimentos que não deram certo e pelas contribuições científicas 

e pessoais. Sem vocês, a jornada teria sido muito mais difícil. 

Ao quarteto (Hellen, Michele, Rebecca e Thais), que foi substancial para minha saúde mental e 

física, por serem parceiras de garfo, musculação e natação. Agradeço, em especial, à Michele, a quem 

recorri em muitos momentos para desabafar sobre tudo (inclusive nossas alergias em comum). 

Agradeço aos meus amigos Rafael e Laura, que, desde o ensino médio, compartilham comigo a 

afinidade que sempre tive por essa área e sempre me apoiaram. Rafael, saiba que, ano após ano, você 

continua sendo tudo para mim, por dividir, os gastos, as angústias e as vitórias da vida comigo. 

À Yasmim, que, a cada ano que passa, ficamos mais próximas. Te admiro muito, e você sabe 

disso. Adoro falar sobre pesquisa, feminismo, livros e coisas da vida com você. Ao Samuel, por sempre 



 

 

me ouvir sem reclamar e me ajudar sem medir esforços.  

Agradeço também à Isabella, que foi minha vizinha durante quatro anos e se tornou uma amiga 

para a vida toda. Saiba que sinto sua falta diariamente e sei que torce verdadeiramente por mim. 

Agradeço aos meus demais amigos e familiares de Patrocínio – MG, que, desde sempre, me 

apoiaram e acreditaram em mim. Em especial, à Carol, Ana Flávia e Letícia, que acompanharam minha 

vida durante todo esse tempo, proporcionando momentos de sabedoria, alegria, tristeza, conselhos, festas 

e conversas intensas. A amizade de vocês é muito importante para mim. 

A todos os professores da Pós-Graduação em Química da UFU e aos membros do colegiado, 

pelos ensinamentos e apoio ao longo desses anos. 

A todos os funcionários do Instituto de Química da UFU e aos demais que participaram, de forma 

direta e indireta, no apoio ao trabalho. 

À CAPES, CNPq, INCT Nanocarbono, FAPEMIG e a todos os outros órgãos de fomento, por 

viabilizarem a pesquisa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   “Para termos, falta-nos apenas precisar.” 

Clarice Lispector 

A paixão segundo G.H. – 1964 



 

 

RESUMO 

 

Este estudo apresenta a síntese de um nanocompósito ternário contendo hexacianoferrato de 

cobalto, nanotubos de carbono e ácido fólico (HCFCo@NTCf@AF), desenvolvido pelo método de 

coprecipitação para aplicação em terapia fotodinâmica (TFD), uma abordagem minimamente invasiva 

no tratamento do câncer de mama triplo-negativo, que é conhecido por seu alto potencial invasivo e 

metastático. A escolha dos componentes análogos do azul da Prússia, nanotubos de carbono 

funcionalizados e ácido fólico baseou-se em suas propriedades fotossensibilizadoras e 

biocompatibilidade. A caracterização por MEV revelou aumento no tamanho médio das partículas, 

presença de todos os elementos constituintes (EDS) e estrutura cúbica de face centrada dos 

hexacianoferratos metálicos (DRX). Na análise de TGA, foi atestado que o material perdeu um total de 

45% de água na estrutura, que pode ser comprovada via Raman e FTIR, que revelaram as bandas 

respectivas dos materiais. Além disso, os voltamogramas forneceram informações sobre estados de 

oxidação e picos correspondentes aos HCFCo. Os espectros de UV-Vis e reflectância difusa mostraram 

uma banda de absorção na região do visível, potencialmente útil no tratamento de tumores por TFD. 

Ensaios de viabilidade celular com a linha MDA-MB-231 mostraram que os materiais isolados 

apresentaram baixa citotoxicidade nas concentrações testadas. Sob irradiação com LED vermelho, o 

nanocompósito HCFCo@NTCf@AF promoveu 79% de morte celular nas concentrações de 0,8 e 1,0 

mg mL⁻¹, demonstrando efeito fotodinâmico significativo. Os dados de apoptose corroboram com os de 

fotocitotoxicidade, confirmando que o nanocompósito ternário apresentou o melhor desempenho de 

indução de morte celular, via apoptose tardia das células tumorais. Esses resultados ressaltam as 

propriedades sinérgicas e o potencial deste nanocompósito como candidato para o tratamento do câncer 

de mama triplo-negativo por TFD. 

 

Palavras-chave: análogos de azul da Prússia, nanotubos de carbono, terapia fotodinâmica; câncer de 

mama.   

 

 

 



 

 

ABSTRACT  

 

This study presents the synthesis of a ternary nanocomposite, HCFCo@NTCf@AF, developed 

through the coprecipitation method for application in photodynamic therapy (PDT), a minimally 

invasive approach for the treatment of triple-negative breast cancer, which is known for its high invasive 

and metastatic potential. The choice of components—Prussian blue analogs, functionalized carbon 

nanotubes, and folic acid—was based on their photosensitizing properties and biocompatibility. 

Characterization revealed an increase in the average particle size (SEM), the presence of all constituent 

elements (EDS), and the face-centered cubic structure of metal hexacyanoferrates (XRD). TGA analysis 

showed that the material lost a total of 45% water from its structure, which was further studied via Raman 

and FTIR, revealing the respective bands of the materials. Additionally, the voltammograms provided 

information on oxidation states and peaks corresponding to HCFCo. UV-Vis and diffuse reflectance 

spectra confirmed an absorption band in the visible region, potentially useful for tumor treatment by 

PDT. Cell viability assays with the MDA-MB-231 line showed that the isolated materials exhibited low 

cytotoxicity at the tested concentrations. Under red LED irradiation, the nanocomposite 

HCFCo@NTCf@AF induced 79% cell death at concentrations of 0.8 and 1.0 mg mL⁻¹, demonstrating 

significant photodynamic effect. Apoptosis data correlated with the phototoxicity results, confirming 

that the ternary nanocomposite showed the best performance in inducing cell death via late apoptosis of 

tumor cells. These results highlight the synergistic properties and potential of this nanocomposite as a 

promising candidate for the treatment of triple-negative breast cancer through PDT. 

 

Keywords: prussian blue analogs; carbon nanotubes; photodynamic therapy; breast cancer.
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1. INTRODUÇÃO 

1. 1. Câncer 

O câncer é uma doença complexa caracterizada pela transformação anormal de células, 

resultando em crescimento celular descontrolado e invasivo.1 No organismo humano, as células possuem 

funções bem definidas, controladas por informações genéticas que regulam processos como proliferação, 

morfogênese e apoptose, os quais são fundamentais para a manutenção da homeostase celular.2 

Entretanto, mutações genéticas podem ocorrer, fazendo com que as células se tornem anormais e 

comecem a se multiplicar desordenadamente, podendo invadir tecidos vizinhos e até se espalhar para 

outras partes do corpo, um fenômeno conhecido como oncogênese.3 

Esse processo de transformação celular é geralmente impulsionado por mutações acumuladas 

que alteram os mecanismos que regulam o ciclo celular, a morte celular programada (apoptose) e o 

reparo do DNA. As células de câncer também têm a capacidade de induzir angiogênese (formação de 

novos vasos sanguíneos) e de invadir tecidos saudáveis, o que torna a luta contra o câncer um grande 

desafio terapêutico.4 O câncer engloba mais de 200 tipos diferentes e impacta a comunicação e atividade 

molecular entre as células e os tecidos.5 Fatores externos, como substâncias carcinogênicas químicas, 

físicas ou biológicas, e fatores internos relacionados ao sistema imunológico, têm um papel significativo 

no surgimento dessas mutações.6 

Devido à sua alta prevalência e impacto substancial na mortalidade, o câncer representa um dos 

maiores desafios globais para os sistemas de saúde. Diante desse contexto, o câncer de mama (CM) figura 

entre as doenças mais prevalentes e desafiadoras em mulheres globalmente. Segundo a Organização 

Mundial da Saúde (OMS), o CM resultou em 670.000 mortes em 2022.7 Entre os diferentes subtipos de 

CM, o câncer de mama triplo-negativo (CMTN), especialmente a linha celular MDA-MB-231, destaca-

se por sua agressividade, elevado poder invasivo e natureza metastática.8 Essas características dificultam 

seu tratamento devido à ausência de receptores de estrogênio (ER-), receptores de progesterona (PR-) e 

da proteína do receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2-), limitando a eficácia das 

abordagens terapêuticas convencionais.9,10 
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1. 2. Terapias convencionais 

O tratamento convencional do câncer de mama geralmente envolve uma combinação de cirurgia, 

quimioterapia e radioterapia, cada uma desempenhando um papel fundamental no controle da doença. 

A cirurgia, frequentemente a primeira abordagem, visa remover o tumor primário e, em alguns casos, os 

linfonodos afetados. A quimioterapia é administrada para eliminar células de câncer que possam ter se 

disseminado pelo corpo, sendo usada tanto antes da cirurgia (neoadjuvante) para reduzir o tamanho do 

tumor, quanto após a cirurgia (adjuvante) para prevenir recidivas. A radioterapia é aplicada para destruir 

células remanescentes na área tratada, diminuindo o risco de recorrência local. Essas terapias 

convencionais têm sido amplamente utilizadas e são responsáveis por significativos avanços no aumento 

da sobrevida de pacientes com câncer de mama. 11–13 

Apesar dos benefícios comprovados, as terapias convencionais para o câncer de mama 

apresentam desafios significativos. Embora eficazes na redução e controle da doença, esses tratamentos 

podem ser invasivos e frequentemente estão associados a uma série de efeitos colaterais que impactam 

a qualidade de vida dos pacientes. Complicações físicas, desgaste emocional e danos aos tecidos 

saudáveis são comuns, além de uma redução na capacidade do corpo de se recuperar. Esses impactos 

cumulativos podem limitar a eficácia dos tratamentos a longo prazo, especialmente diante da resistência 

ao tratamento e da possibilidade recidiva. Tais desafios ressaltam a necessidade de desenvolver e adotar 

terapias alternativas e complementares, que ofereçam abordagens mais específicas, menos invasivas e 

com potencial para melhorar os resultados clínicos e reduzir os efeitos adversos. 14,15 

 

1. 3. Terapia fotodinâmica  

A terapia fotodinâmica (TFD) tem suas origens no uso terapêutico da luz, prática comum em 

civilizações antigas como a egípcia, grega e indiana, onde a luz solar era combinada com substâncias 

naturais para tratar diversas condições de saúde. No início do século XX, Oscar Raab descobriu que 

certos corantes podiam eliminar micro-organismos na presença de luz, marcando o início do 

desenvolvimento do conceito moderno de TFD.16 Hermann von Tappeiner expandiu essa descoberta, 

cunhando o termo "fotodinâmica" para descrever a interação entre luz e fotossensibilizadores na indução 

de respostas terapêuticas.17 A TFD evoluiu significativamente desde então, consolidando-se como uma 

abordagem eficaz no tratamento de doenças como o câncer, 18sendo amplamente utilizada em 

oftalmologia19 e  dermatologia,20  devido à sua capacidade de destruir células seletivamente com menos 

efeitos colaterais. 

Com os avanços na pesquisa e na prática clínica, a TFD tem se consolidado como um método 
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minimamente invasivo e comprovadamente eficaz para o tratamento de tumores. Embora a maioria dos 

tratamentos contra o câncer apresente limitações, a TFD se diferencia dos métodos convencionais, 

destacando-se como uma alternativa promissora.21 Esta técnica é limitada a áreas onde a luz pode 

alcançar, não sendo adequada para o tratamento de tumores grandes que se disseminaram para múltiplas 

partes do corpo, bem como para pacientes com determinadas doenças hematológicas. Apesar dessas 

restrições, a TFD proporciona baixos efeitos colaterais, alta eficácia e é caracterizada por ser um 

procedimento de curta duração.22 

 

1. 4. Princício da TFD 

A TFD segue os princípios descritos no diagrama de Jablonski e opera através da ativação da 

luz, na qual a interação entre fotossensibilizadores (FS) e oxigênio molecular (O2), utilizando laser, 

gera espécies instáveis, que são citotóxicas e, responsáveis pela eliminação das células tumorais.23 O 

processo inicia-se com a absorção de luz pelo FS, que promove a transição do estado fundamental 

(S0) para um estado singlete excitado (S1), como representado na Fig. 1.  

 

Figura 1: Estados triplete (³O₂) e singleto (¹O₂) do oxigênio. 

 

Adaptado de: A.B. Ormond 24 

 

A figura ilustra as diferenças entre os estados triplete (³O₂) e singlete (¹O₂) do oxigênio com 

base na ocupação de orbitais moleculares. No estado fundamental, o oxigênio molecular apresenta 

dois elétrons com spins paralelos ocupando orbitais π degenerados, caracterizando o estado triplete 

(3O₂). Essa configuração é relativamente estável, porém de baixa reatividade, uma vez que a 

conversão direta do oxigênio triplete para formas reduzidas, como o estado singlete, é proibida pela 
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regra de conservação do spin. De acordo com essa regra, em uma transição eletrônica, a mudança de 

estado triplete para singlete não pode ocorrer espontaneamente, pois envolveria a inversão dos spins, 

o que não é permitido sem uma interação externa, como a absorção de luz. Nesse contexto, na TFD a 

radiação fornecida induz a promoção do oxigênio para o estado singlete (¹O₂), no qual os elétrons nos 

orbitais π* emparelham seus spins, removendo a restrição imposta pela regra de conservação do spin 

e resultando em uma configuração eletrônica que torna o oxigênio singlete altamente oxidante.24,25 

 Este estado é instável e pode decair de volta ao estado fundamental, liberando energia na 

forma de fluorescência ou calor.26 Alternativamente, o estado singlete também pode sofrer uma 

conversão intersistema (CIS), onde a multiplicidade de FS é alterada, com a inversão de um spin de 

elétron, para formar um estado excitado triplete (T₁). Esse estado triplete possui maior tempo de vida 

em comparação ao S1, o que aumenta sua capacidade de desencadear reações fotoquímicas 

subsequentes por meio de dois mecanismos principais: (a) Tipo I: transferência de elétrons e (b) Tipo 

II: transferência de energia.27 

O mecanismo do tipo I é resultado da transferência de elétrons ou hidrogênio. Essa reação 

redox pode gerar um substrato (S) reduzido ou oxidado dando origem ao par correspondente de íons 

radicais (FS•– e S•+; FS•+ e S•-). Esses íons radicais participam de um complexo de reações 

competitivas, que comumente produzem espécies reativas de oxigênio, como o radical hidroxila 

(OH•), o íon superóxido (O2
•-) e o peróxido de hidrogênio (H2O2), que podem danificar as estruturas 

celulares essenciais.28,29  

No mecanismo tipo II da TFD, o excitado triplete (T₁) do FS transfere energia diretamente ao 

oxigênio molecular presente nos tecidos, convertendo-o em oxigênio singlete (1O2), 
30uma forma 

altamente reativa de oxigênio.31 Este oxigênio singlete é responsável por induzir danos oxidativos nas 

células, levando à morte celular.25 A Fig. 2 representa o diagrama mostrando como a formação das 

espécies (EROs) que são responsáveis pela eliminação de células doentes. 32,33 
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Figura 2: Diagrama de Jablonski relacionando os principais eventos que levam a reações do Tipo I e 

Tipo II. As letras A e B respresentam ERO (espécie reativa de oxigênio) e CIS (conversão intersistema).  

 

Fonte: A autora.  

 

Na prática clínica, a TFD consiste na administração de um FS, substância que é seletivamente 

absorvida pelas células tumorais. A via de administração do FS pode ser intravenosa ou tópica, 

dependendo da localização do tumor. Após um período necessário para a acumulação do 

fotossensibilizador nas células-alvo (tempo de acumulação), a área afetada é então exposta a uma 

fonte de luz específica, como ilustrado na Fig. 3. Embora a TFD seja mais eficaz em tumores 

superficiais, avanços significativos na pesquisa têm permitido a remissão de tumores mais 

profundos,34 além de possibilitar a combinação com outras modalidades terapêuticas, para otimizar 

os resultados e reduzir as chances de recorrência.35  O contínuo desenvolvimento de novos FSs e 

fontes luminiosas tem ampliado a aplicabilidade da técnica, permitindo que o tratamento atinga uma 

eficácia tumoral mais eficaz em estágios avançados.36 
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Figura 3: Aplicação da TFD na clinica. 

 

Fonte: A autora 

  

1. 5. Tecnologia luminosa na TFD 

 Como uma terapia dependente de luz, a TFD baseia-se fundamentalmente na interação entre a 

luz e o tecido, fator crucial para a ativação do fotossensibilizador (FS). Essa interação é influenciada 

pelas características da luz e pelas propriedades ópticas dos tecidos biológicos, que incluem absorção 

e espalhamento, determinadas pela composição celular e estrutural dos tecidos. A seleção precisa da 

fonte de luz e do comprimento de onda é essencial para a eficácia da TFD, pois esses parâmetros devem 

ser ajustados para maximizar a absorção pelo FS e a subsequente geração de espécies reativas de 

oxigênio (EROs).37 

Cromóforos endógenos, incluindo desoxihemoglobina (HbO), oxihemoglobina (HbO2) e 

melanina, exibem forte absorção de luz no espectro visível abaixo de 650 nm (Fig. 4). Esta é uma das 

razões pelas quais a luz azul penetra menos profundamente (< 1,5 mm) através do tecido. Acima de 

950 nm, a luz é absorvida majoritariamente pela água, elastina, colágeno e gordura (Figura 3). Assim, 

um comprimento de onda maior (≈ > 1.000 nm) também penetra menos eficientemente através do 

tecido, devido à alta absorção da água. Isso significa que uma “janela fototerapêutica” otimizada está 

na faixa espectral entre 650 e 950 nm.26 

Para tratamentos superficiais, comprimentos de onda entre ~400–600 nm (UV-vis) são mais 

apropriados, proporcionando uma interação eficiente com tecidos próximos à superfície. A escolha do 

comprimento de onda correto dentro da janela fototerapêutica é, portanto, um componente fundamental 
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para o sucesso do tratamento, garantindo a eficácia na destruição seletiva das células tumorais.38 

 

Figura 4: Região da janela fototerapêutica na TFD. 

 

Adaptado de J.F. Algorri et. al.38 

 

A penetração luminosa nos tecidos constitui um fator crítico na eficácia da TFD, uma vez que 

a ativação do FS e a subsequente geração de espécies reativas de oxigênio EROs dependem diretamente 

da capacidade da luz de atingir as células-alvo. Em tecidos superficiais, a penetração é mais eficaz, 

facilitando a absorção da luz e a indução da resposta terapêutica. No entanto, em tumores localizados 

em camadas mais profundas, a luz sofre dispersão e absorção, limitando sua eficácia.39 A extensão da 

penetração luminosa é influenciada por fatores como o comprimento de onda da luz, as propriedades 

ópticas do FS e as características do tecido, incluindo sua densidade e composição.40 Como ilustrado 

na Fig. 5, diferentes comprimentos de onda têm capacidades distintas de penetração, atingindo 

diferentes camadas do tecido, o que impacta diretamente a eficácia da TFD.41 
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Figura 5: Penetração da luz na pele, ilustrando a profundidade à qual os comprimentos de onda penetram 

a pele humana. 

 

Adaptado de: S. Thangudu et al. 42 

 

Nesse contexto, a eficácia do tratamento depende diretamente da seleção do FS adequado, que 

deve possuir alta afinidade pelo tecido tumoral e ser ativado por comprimentos de onda específicos 

dentro da janela terapêutica. Diante disso, é necessário explorar as propriedes, estrutura química, 

seletividade tumoral e resposta fotoquímica, elementos cruciais para maximizar os resultados da TFD. 

 

1. 6. Fotossensibilizadores 

Fotossensibilizadores (FS) são agentes fotofísicos e fotoquímicos fundamentais para o 

processo de TFD. Um FS eficiente deve possuir alta absorção na faixa fototerapêutica, no visível e 

no infravermelho próximo (400 – 1350 nm), fáceis de sintetizar, com alta pureza química e alta 

fotoestabilidade.43 Além disso, é importante que não seja tóxico até ser ativado por luz, indolor, 

comercialmente disponível e biocompatível. Sua distribuição  nas organelas subcelulares é 

crucial, pois seu acúmulo em certas organelas pode alterar a resposta biológica da célula e o 

processo de morte celular.44,45 

O Photofrin, o primeiro fotossensibilizador aprovado clinicamente e comercialmente, é 

derivado das porfirinas sanguíneas, as Hematoporfirina (Hp), sendo amplamente utilizado para o 
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tratamento de cânceres no esôfago, pulmão e colo de útero. A modificação da Hp levou ao 

desenvolvimento de um derivado, o HpD, que se mostrou mais seletivo para os tumores e causou 

menor fotossensibilização da pele.46 Além disso, outras classes de compostos como clorinas, 

derivados de porfirina, bacterioclorina e ftalocianinas, desempenham um papel crucial na terapia 

fotodinâmica devido à sua estrutura única, representas na Fig. 6. Essa estrutura, conhecida como 

tetrapirrólica, possui duplas ligações que, quando reduzidas, causam um deslocamento na absorção 

de luz para comprimentos de onda mais longos. Isso significa que esses FSs podem absorver mais luz 

de forma eficiente, o que é essencial para ativar o processo terapêutico.47,48 

Figura 6: Estrutura básica dos fotossenbilizadores orgânicos mais utilizados.  

 

Fonte: Adaptado de: R. Baskaran et. al. 43 

 

Embora amplamente reconhecidos, esses FSs apresentam algumas limitações, incluindo uma 

baixa compatibilidade, baixa pureza química, intervalos de absorção com diferentes alcances, tempo 

de meia-vida longo e dificuldades na obtenção e acúmulo.49,50 Essas restrições motivaram a busca por 
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alternativas mais eficazes, e, nesse contexto, o azul da Prússia (AP) e seus análogos têm despertado 

interesse crescente. Com propriedades vantajosas, como maior estabilidade e perfis de absorção mais 

adequados, o AP surge como um candidato promissor para superar as limitações dos FSs tradicionais 

na terapia fotodinâmica. 

 

1. 7. Azul da Prússia 

O azul da Prússia (AP), é um composto com uma rica história e ampla aplicação em diversas 

áreas, incluindo arte, tecnologia e medicina. Este pigmento azul escuro, aprovado pela FDA (do inglês 

- food and drug administration),51 tem sua fórmula química ideal Fe4
III[FeII(CN)6]3·nH2O, que é 

também conhecido como hexacianoferrato de ferro (HCFFe), e que consiste em sítios alternados de 

ferro(II) e ferro(III) coordenados octaedricamente por ligantes de cianeto, formando uma estrutura 

cúbica de face centrada, como representado na Fig. 7.52 Além disso, o AP apresenta propriedades 

zeolíticas, caracterizadas pela presença de cavidades interligadas tridimensionalmente (interstícios), 

que possibilitam o fluxo de íons e pequenas moléculas através do material.53 

A disposição estrutural do hexacianoferrato de ferro (HCFFe) também permite a substituição 

dos sítios de ferro por outros metais de transição, originando espécies com estrutura semelhante, mas 

composição distinta, conhecidas como análogos de azul da Prússia (AAP). A fórmula geral para essa 

classe de compostos é AmMx[M
’(CN)6]y.nH2O (onde A = cátions; M e M’ = metais de transição) e a 

capacidade de alterar a composição dos sítios metálicos permite variar certas propriedades, o que, por 

sua vez, expande o número de áreas da ciência em que os hexacianoferrados metálicos (HCF) podem 

ser aplicados.54,55 

 Essa flexibilidade estrutural também influencia diretamente a solubilidade do AP e seus 

análogos. A modificação dos cátions e metais de transição pode resultar em estruturas “solúveis” ou 

“insolúveis”. Atualmente, há um consenso generalizado de que ambas as formas de AP são insolúveis, 

ambos com produto de solubilidade aquosa na ordem de 10-41.56 A diferença reside no fato de que a 

estrutura “solúvel” forma uma suspensão coloidal estável de nanopartículas em água, resultando em 

uma aparência de solução azul, enquanto a estrutura “insolúvel” se deposita no fundo. As composições 

distintas foram determinadas analiticamente para ambas estruturas, o “solúvel” é representado por 

AFe[Fe(CN)6]·xH2O, onde A pode ser potássio (K), sódio (Na) ou amônio (NH4), por exemplo. Já para 

“insolúvel”, a fórmula é Fe4[Fe(CN)6]3·xH2O, sem a presença de cátions alcalinos.57,58 
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Figura 7: Estrutura cristalina esquemática das redes de AP ou AAPs: 

a) Uma rede intacta de AmMx[M’(CN)6] sem defeitos estruturais. 

b) Uma rede defeituosa de AmMx[M’(CN)6] com vacâncias e água intersticial presente em cada célula 

unitária.  

 

Adaptado de: C. Xu et. al.59 

A capacidade de substituir um único sítio metálico na estrutura dos HCFs abre vastas 

oportunidades para a modulação de suas propriedades físico-químicas. Essa versatilidade é 

exemplificada por hexacianoferratos de diversos metais, como zinco,60 prata,61 cobre,62 cobalto,63 

manganês,64 entre outros. A substituição metálica não só diversifica as características do material, 

como também expande significativamente o espectro de suas aplicações. Essa alteração permite o 

desenvolvimento de materiais com propriedades aprimoradas para sensores65 e biosensores,66 

eletrocatalisadores,67 eletrodos de baterias68 e dispositivos eletrocrômicos.69 Além disso, suas 

propriedades podem ser exploradas nos âmbitos medicinais,70 atuando como agente antibacteriano71 

e, principalmente, na terapia fotodinâmica para o tratamento de câncer,72 onde suas propriedades 

podem ser ajustadas para otimizar a eficácia terapêutica.  

O hexacianoferrato de cobalto (HCFCo) se destaca como um análogo particularmente 

interessante do AP devido a várias vantagens em comparação com outros compostos similares. 

Primeiramente, a viabilidade financeira é um aspecto crucial, e o cobalto (Co) destaca-se por seu 

custo significativamente mais acessível em comparação com metais preciosos como a platina (Pt), 

paládio (Pd), rutêncio (Ru) e ródio (Rh), frequentemente utilizados em tratamentos de câncer.73 No 

corpo humano, o cobalto não é utilizado diretamente como um íon metálico independente, mas sim 

como componente da vitamina B12 (cobalamina), que é essencial para a formação de glóbulos 

vermelhos, manutenção do sistema nervoso e síntese de DNA.74 Além disso, o Co em forma de HCF 
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não apenas estabiliza o composto, mas também assegura sua durabilidade e consistência nas 

propriedades funcionais, tornando-o uma opção viável e eficiente para aplicações terapêuticas.75  

Os AAPs são diretamente influenciados pelos métodos de preparação aplicados. Usualmente, 

o produto é obtido através de uma reação direta entre um sal de ferricianeto ou ferrocianeto e um sal 

precursor de metal em um ambiente aquoso, precipitando imediatamente devido à sua insolubilidade. 

76 No entanto, diversos métodos são empregados para controlar a formação e o crescimento das 

partículas dessas substâncias, resultando em diferentes características e propriedades. As rotas de 

preparação mais comuns incluem coprecipitação,77 métodos eletroquímicos,78 microemulsão,79 

sonoquímicos80 e hidrotermais.81 A escolha do método de obtenção pode influenciar como esses 

materiais se integram com outras nanoestruturas, como os nanotubos de carbono, que oferecem 

propriedades complementares e podem ampliar suas funcionalidades. 

 

1. 8. Nanotubos de carbono 

A nanociência e a nanotecnologia se desenvolveram rapidamente nos últimos vinte anos, 

resultando em uma ampla variedade de nanomateriais disponíveis para aplicação em teranóstica.82,83 

Nesse cenário, os materiais à base de carbono se destacam como excelentes candidatos para atuar 

como agentes de fototerapia e também como plataformas ou carreadores desses compostos 

fotossensibilizadores.84 Mais especificamente, os nanotubos de carbono (NTCs) têm recebido 

crescente atenção na área medicinal devido a sua eficiência de carregamento de fármacos, 

biomoléculas ou FS. 

Esses materiais são nanoestruturas compostas por camadas de grafeno enroladas em cilindros, 

podendo ser de parede simples (SWCNTs, do inglês single-walled carbon nanotubes) – Fig. 8a. ou 

de paredes múltiplas (NTCs, do inglês multi-walled carbon nanotubes), representado na Fig. 8b.85 

Eles exibem excelente condutividade térmica, eletrônicas, propriedades ópticas e, especialmente, uma 

elevada capacidade de penetração em tecidos tumorais.86 Dessa forma, os NTCs desempenham um 

papel significativo ao eliminar células cancerígenas, interrompendo suas condições básicas de 

sobrevivência, graças à sua capacidade de penetração no tumor e à ação de entrega de fármacos.87 
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Figura 8: Representação esquemática de um nanotubo de carbono de parede simples (SWCNT) (a) e 

de um nanotubo de carbono de paredes múltiplas (MWCNT) (b).  

             

  Adaptado de: S. Jabeen et. al. 88 

 

A estrutura dos NTCs permite a funcionalização química (NTCf), o que facilita a conjugação 

com agentes terapêuticos, devido à permeabilidade, biocompatibilidade e especificidade de 

direcionamento, promovendo maior especificidade em tratamentos oncológicos.89 Além disso, a 

exposição aos NTCs, tanto a curto quanto a longo prazo, induz a produção excessiva de ERO, 

perturbando o equilíbrio oxidativo celular.90 As mitocôndrias, responsáveis por consumir 90% do 

oxigênio para produzir ATP e eliminar as EROs, são particularmente danificadas, o que dificulta a 

remoção dessas espécies reativas, levando a danos ao DNA e, consequentemente, a morte celular.91 

Dessa maneira, os NTCs mostram-se como um excelente material na TFD, ao superar alguns efeitos 

colaterais dos tratamentos convencionais quando acoplados a FSs. 

 

1. 9. Ácido fólico 

O ácido fólico (AF) é uma molécula da vitamina do complexo B (Fig. 9) que demonstrou 

notável eficiência no desenvolvimento de estratégias terapêuticas direcionadas para o tratamento de 

câncer.92 
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Figura 9: Molécula representativa do ácido fólico. 

 

Adaptado de: J. Minigh et. al.93 

 

Sua importância se estabelece através de sua capacidade de interagir com receptores 

específicos, frequentemente superexpressos nas células tumorais de diversos tipos de câncer, como o 

uterino, ovariano, pulmonar e de mama.94 Esses receptores, conhecidos como transportadores de 

folato, facilitam a internalização do AF nas células.95 Em geral, o receptor de folato, um receptor de 

superfície celular ancorado em glicosilfosfatidilinositol, é superexpresso na maioria dos tecidos 

cancerosos, enquanto sua expressão permanece limitada em tecidos e órgãos saudáveis.96 Assim, a 

interação entre o AF e o receptor de folato pode ser explorada para direcionar os nanotubos de carbono 

especificamente às células cancerosas, aumentando o acúmulo e a entrega seletiva do 

fotossensibilizador. Essa técnica não apenas aprimora a precisão do tratamento, como também 

diminui os efeitos adversos comuns aos tratamentos tradicionais, que impactam tanto as células 

saudáveis quanto as cancerosas.97  

O AF destaca-se por sua estabilidade, acessibilidade e ausência de resposta imunológica, 

atuando como um veículo ideal para a entrega direcionada de terapias antumorais. O mecanismo de 

ação do AF decorre de sua capacidade a se unir aos receptores folato, promovendo a entrada de 

moléculas conjugadas a ele.98 Essa ligação permite que medicamentos terapêuticos, como 

quimioterápicos e agentes citotóxicos, sejam transportados para o interior das células malignas, 

potencializando a eficácia do tratamento e minimizando danos às células normais.99 Dessa maneira, 

a alta especificidade do AF para células cancerosas, mostra-se um método superior para a entrega de 

agentes antitumorais no interior das células.100 
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1. 10. Nanocompósitos 

Além disso, a preparação de nanocompósitos pode aumentar significativamente a eficácia da 

TFD no tratamento de tumores, pois permitem um direcionamento melhorado, sendo projetados para 

se acumular especificamente em células cancerosas, minimizando danos aos tecidos saudáveis e 

melhorando a penetração.101 Além disso, os nanocompósitos atuam como transdutores de energia 

eficientes, facilitando a conversão de energia luminosa em EROs,102 que são cruciais para destruir 

células tumorais. Adicionalmente, esses nanomateriais oferecem multifuncionalidade, combinando 

funções como entrega de medicamentos e aprimoramento de imagens.103 Por fim, eles otimizam 

terapias combinadas ao integrar TFD com tratamentos adicionais, como a quimioterapia, para 

maximizar os resultados na eliminação tumoral.104 

Assim, neste estudo, o nanocompósito HCFCo@NTCf@AF foi sintetizado pela primeira vez, 

em condições moderadas, pelo método de coprecipitação, e caracterizado por diferentes técnicas de 

difração, microscopia e espectroscopia. De acordo com as informações anteriores, espera-se que os 

nanocompósitos preparados sejam sensíveis à radiação visível e exibam um comportamento  

superior em comparação com os compostos individuais, sendo um candidato excepcional para a 

estratégia de TFD, sendo um potencial candidato tratamento contra células de câncer de mama triplo-

negativo. 
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2. OBJETIVOS 

2. 1. Objetivos gerais 

Sintetizar, caracterizar e aplicar novos nanocompósitos a base de hexacianoferrato de cobalto 

conjugados com nanotubos de carbono e ácido fólico para terapia fotodinâmica em células de câncer 

de mama tripo-negativas. 

 

2. 2. Objetivos específicos 

- Preparar e caracterizar o compósito contendo nanotubos de carbono funcionalizados  (NTCf), 

hexacianoferrato de cobalto (HCFCo) e ácido fólico (AF); 

- Testar a toxicidade (cito e foto) dos nanotubos de carbono e hexacianoferrato de cobalto em 

células tumorais; 

- Investigar a localização intracelular do compósito em células tumorais; 

- Avaliar se a morte celular causada pelos compósitos e seus controles são majoritariamente do tipo 

apoptose. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3. 1. Materiais 

As soluções e dispersões empregadas neste trabalho foram preparadas com água destilada, na 

presença de oxigênio e à temperatura ambiente. A Tabela 1 apresenta os reagentes, suas fórmulas, 

teores de pureza e origens, que foram utilizados sem qualquer processo de purificação. 

 

Tabela 1: Lista de reagentes utilizados no trabalho. 

Reagentes Fórmula Pureza Origem 

Nitrato de cobalto 

hexahidratado 

Co(NO3)2. 6H2O ≥ 98% Synth (Brasil) 

Ácido nítrico HNO3 ≥ 65% Synth (Brasil) 

Ferricianeto de potássio 

(III) 

K3[Fe(CN)6] ≥ 99% Êxodo Científica (Brasil) 

Ácido sulfúrico H2SO4 ≥ 98% Êxodo Científica (Brasil) 

Citrato de sódio 

diidratado 

 

C6H5Na3O7 · 2H2O 

 

≥ 98% 

 

Panreac (Espanha) 

Ácido fólico C19H19N7O6 ≥ 97% Saint Louis (EUA) 

Nanotubos de carbono 

de paredes múltiplas 

(NC7000) 

 

 

Cn 

 

≥ 90% 

 

Nanocyl (Bélgica) 

Etanol C2H6O ≥ 99,5% Êxodo Científica (Brasil) 

 

Os MWCNTs utilizados possuem um diâmetro interno de ~1 nm a 2 nm e um diâmetro externo 

de aproximadamente 10 nm. 

As células MDA-MB 231 (HTB-26TM) foram obtidas da American Type Culture Collection 

(ATCC) e possuem um tamanho médio de 100 µm. O meio de cultura foi o Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM), 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio bromida (MTT), solução 

salina tamponada com fosfato (PBS) e dimetilsulfóxido (DMSO) foram adquiridos da Sigma-Aldrich 

(São Paulo, Brasil). LEDs emissores de luz vermelha (630 nm; densidade de potência: 5 J cm−2) foram 

usados como fonte de luz para o experimento fotodinâmico. 
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3. 2. Métodos 

3. 2. 1. Instrumentação 

3. 2. 1. 1. Microscopia eletrônica de varredura e espectroscopia de raios X por dispersão em 

energia (MEV e EDS)  

As imagens de microscopia eletrônicas de varredura foram obtidas por um microscópio Vega 3 

da Tescan (República Tcheca) sob tensão de 20 kV utilizando um detector de elétrons secundários em 

conjunto com um detector EDX (Oxford Instruments, Bucks, Inglaterra). Para aquisição dos espectros 

foi utilizado uma voltagem de 10 kV. O equipamento situa-se no Laboratório de Caracterização de 

Materiais  do Instituto de Química da Universidade Federal de Uberlândia pertencente ao RELAM. A 

contagem de 100 partículas e estimativas de seus tamanhos foram realizadas utilizando ferramentas do 

software ImageJ. 

 

3. 2. 1. 2. Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

As imagens de microscopia eletrônica de transmissão dos nanomateriais foram realizadas pela 

rede de Laboratório Multiusúario da UFU, sendo obtidas em um Microscópio Eletrônico de 

Transmissão da Hitachi HT7700, com tensão de aceleração de 100 kV. As amostras foram depositadas 

em redes de cobre (TedPella). O equipamento situa-se no bloco 6T, sala 05, pertencente ao RELAM, 

da Universidade Federal de Uberlândia. 

 

3. 2. 1. 3. Difração de raios X (DRX) 

A obtenção dos difratogramas de raios X, foi feita pelo equipamento Shimadzu XRD 6000 

(Japão) equipado com radiação CuKa (λ = 1,5406 Å), utilizando 40 kV e 30 mA em um intervalo de 

5 a 80º. As medidas de DRX foram realizadas no Laboratório de Caracterização de Materiais do 

Instituto de Química da Universidade Federal de Uberlândia pertencente ao RELAM. 

 

3. 2. 1. 4. Espectroscopia na região do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

Os espectros na região do infravermelho foram obtidos utilizando um espectrofotômetro FTIR 

Frontier Single Range – MIR da Perkin Elmer, na região compreendida entre 4000 e 500 cm-1 e 

resolução de 1 cm-1. As análises das amostras foram feitas no estado sólido, com a utilização do 
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acessório (Attenuated total reflectance, do inglês – reflectância total atenuada) com cristal de 

diamante. O espectrofotômetro utilizado pertence ao Grupo de Materiais Inorgânicos do Triângulo 

(GMIT) e fica localizado no Laboratório de Fotoquímica e Ciência de Materiais (LAFOT CM) do 

Instituto de Química da Universidade Federal de Uberlândia. 

 

3. 2. 1. 5. Espectroscopia eletrônica na região do ultravioleta – visível (UV-Vis) 

Os espectros na região do UV-Vis foram obtidos nos espectrofotômetros Shimadzu modelo 

UV-2501 BC e Themo Scientific modelo Eveloution 201, no modo absorbância, com um 

comprimento de onda na faixa de 200-800 nm. Na leitura dos ensaios foram utilizadas cubetas de 

quartzo no formado retangular com caminho óptico de 1,0 cm. O espectrofotômetro utilizado pertence 

ao Grupo de Materiais Inorgânicos do Triângulo (GMIT) localizado no Laboratório de 

Fotoquímica e Ciência de Materiais (LAFOT CM) do Instituto de Química da Universidade Federal 

de Uberlândia. 

 

3. 2. 1. 6. Espectroscopia Raman 

Os espectros Raman foram obtidos em um equipamento LabRAM HR Evolution (HORIBA, 

Kyoto, Japão) usando um laser de argônio (λ = 532 nm) com uma incidência de 25% em relação à a 

faixa de 4000-200 cm-1. As medidas foram realizadas no Laboratório de Novos Materiais Isolantes e 

Semicondutores – LNMIS do Instituto de Física da Universidade Federal de Uberlândia pertencente 

ao RELAM.  

 

3. 2. 1. 7.  Espectroscopia de reflectância difusa  

Os espectros na região do UV-Vis foram obtidos no espectrofotômetro Cary 5000 que possui 

acessório, DRA-2500, para medidas de reflectância difusa na região de 200 - 800 nm com alta 

resolução para amostras em pó e estado sólido. O espectrofotômetro utilizado pertence ao R ELAM 

do Instituto de Química da Universidade Federal de Uberlândia – Campus Pontal.  

 

3. 2. 1. 8. Análise termogravimétrica (TGA) 

A termogravimetria de ambas as amostras foi realizada sob fluxo de ar, com uma taxa de 

aquecimento de 10 ºC min-1, utilizando o equipamento da Shimadzu, modelo DTG-60H na faixa de 
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temperatura de 10 a 500 ºC. As medidas foram realizadas no Laboratório de Caracterização de 

Materiais do Instituto de Química da Universidade Federal de Uberlândia pertencente ao RELAM. 

 

3. 2. 1. 9. Medidas eletroquímicas  

As preparações dos materiais e as medidas de voltametria cíclica (VC) foram executadas 

utilizando um fio de platina, um eletrodo preparado no laboratório de Ag(s)/AgCl(s)/Cl-(sat.) e um 

eletrodo de carbono vítreo (CV) de área de 0,0707 cm2 como eletrodo auxiliar, referência e de 

trabalho, respectivamente. O equimento utilizado foi o potenciostato/galvanostato Squidstat Solo 

(Admiral Instruments, EUA) controlado pelo software Squidstat User Interface, disponibilizado pela 

mesma empresa.  

 

3. 2. 2.  Preparação do nanocompósito HCFCo@NTCfs@AF e seus materiais controle 

O procedimento de funcionalização dos NTCs foi realizado por oxidação química, envolvendo 

a combinação de ácido nítrico e ácido sulfúrico. Para o tratamento oxidativo, foram adicionados 0,428 

g de NTCs e misturados com 100 mL das soluções ácidas (56 mL de ácido nítrico e 44 mL de ácido 

sulfúrico), sob agitação mecânica em uma chapa aquecida por 15 minutos a 60 °C. Posteriormente, a 

mistura foi submetida à ultrassonicação em um banho ultrassônico convencional por 2 h, promovendo 

a separação dos NTCs na solução ácida. Em seguida, o material foi filtrado e cuidadosamente lavado 

com água destilada e etanol até atingir pH = 7. Por fim, a suspensão foi seca em estufa com convecção 

a 70 °C por 24 h. 

A síntese dos nanocompósitos foi baseada no método de coprecipitação. O primeiro passo 

consistiu na preparação das soluções ou dispersões A, B e C. A solução A era uma mistura de 50 mL 

contendo 0,006 mol L⁻¹ de nitrato de cobalto hexahidratado, 0,005 mol L⁻¹ de citrato de sódio di- 

hidratado e 0,0113 mol L⁻¹ de ácido fólico. Em contraste, a dispersão B consistia em 2,5 mg de NTCs 

funcionalizados em 100 mL de água destilada, os quais foram dispersos durante 20 minutos, 

utilizando um banho ultrassônico de 25 kHz (Ultronique). A solução C constituiu-se de 50 mL de 

hexacianoferrato de potássio (III) (0,004 mol L⁻¹). Em seguida, A, B e C foram misturadas sob 

agitação por 1 h, e a mistura resultante obteve uma coloração marrom avermelhada e foi deixada à 

temperatura ambiente por 18 h e centrifugada com água e etanol. Finalmente, o produto final foi seco 

por 24 h a 70 °C, conforme ilustrado na Fig. 10. O mesmo processo foi repetido para a preparação 

dos sólidos HCFCo@NTCf e HCFCo separadamente. 
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O HCFCo foi preparado usando uma solução A, uma mistura de 50 mL contendo 0,006 mol 

L⁻¹ de nitrato de cobalto hexahidratado, 0,005 mol L⁻¹ de citrato de sódio di- hidratado. A solução B 

consistiu apenas de 20 mL de água destilada e a solução C constituti-se de 50 mL de hexacianoferrato 

de potássio (III) (0,004 mol L⁻¹). O mesmo procedimento de mistura, centrifugação e secagem foram 

mantidos. Já o preparo do nanocompósito HCFCo@NTCf foi semelhante ao do material puro, 

diferindo-se somente referente a solução B, que nesse processo nos 20 mL de água destilada foram 

dispersos 2,5 mg de NTCf.  

 

Figura 10: Imagem representativa do processo de síntese do material  nanocompósito. 

 

Fonte: a autora.  

 

3. 2. 3. Preparação dos eletrodos modificados 

A preparação do eletrodo de trabalho iniciou-se com uma lavagem cuidadosa em água destilada, 

seguida de secagem completa a 50 ºC em estufa. Posteriormente, 20 µL de uma dispersão aquosa 1 mg 

mL-1 de HCFCo foram depositados uniformemente na superfície de carbono vítreo utilizando o método 

de drop casting, onde o material foi cuidadosamente aplicado em forma de gotas e, em seguida, seco 

novamente sob as mesmas condições. A VC foi realizada em um sistema de três eletrodos, aplicando-se 

três ciclos de varredura a uma velocidade de 10 mV s⁻¹, dentro de uma faixa de potencial de 0,0 a 1,0 V 

em relação ao eletrodo de referência Ag(s)/AgCl(s)/Cl⁻(sat.). A solução utilizada continha 0,1 mol L⁻¹ 

de KCl como eletrólito suporte. Esse procedimento foi replicado integralmente para os nanocompósitos 

HCFCo@NTCf e HCFCo@NTCf@AF. 
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3. 3. Ensaios biológicos  

3. 3. 1.  Cultura celular e tratamentos 

O cultivo de células foi realizado no Laboratório Biologia da Reprodução, coordenado pelo 

Professor Dr. Marcelo Beletti, situado no Campus Umuarama da UFU. A linhagem celular de câncer 

de mama humano triplo negativo, MDA-MB-231, foi cultivada em meio Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e em seguida incubada em uma 

estufa umidificada contendo 5% de CO2 a 37 °C. As células foram removidas com tripsina e lavadas 

com PBS para a realização dos experimentos.  

3. 3. 2. Ensaios Fotodinâmicos em células de câncer de mama humano (MDA-MB-231) 

Primeiramente, suspensões de HCFCo, HCFCo@NTCf e HCFCo@NTCfs@AF foram 

preparadas em meio de cultura DMEM (10% SFB e 1% antibiótico) e diluídas para diferentes 

concentrações (0,1; 0,2; 0,5; 0,8 e 1,0 mg mL⁻¹). Para garantir que as amostras estavam estéreis e 

livres de contaminação, os nanocompósitos foram autoclavados antes de serem diluídos em meio de 

cultura (já preparados estéreis). 

As células MDA-MB-231 foram semeadas em 2 placas de 96 poços (30.000 células/poço) e 

mantidas sob 5% de CO2, a 37 °C, por 18 h ou até a total adesão das células ao fundo dos poços. Em 

seguida, as células foram incubadas por 4 h com os nanocompósitos (HCFCo, HCFCo@NTCf e 

HCFCo@NTCfs@AF) em diferentes concentrações (0,1; 0,2; 0,5; 0,8 e 1,0 mg mL⁻¹). Após o período 

de incubação do nanocompósitos, as células foram lavadas com PBS. Uma das placas foi considerada 

como controle (sem irradiação por LED) e a outra placa foi irradiada. A placa de referência foi 

mantida sem incidência de luz por 15 minutos, enquanto a placa irradiada foi exposta a LED vermelho 

pelo mesmo período de tempo. O ensaio fotodinâmico foi realizado nas condições descritas na Tabela 

2. A potência em mW do LED vermelho foi previamente medida com um Medidor de Potência Óptica 

Newport Modelo 1916-R, conectado a um detector Newport Modelo 818-UV S/N 10488 (EUA). 

Algumas imagens referentes ao ensaios biológicos estão dispostas nas Fig. 11a e Fig. 11b.  
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Figura 11: Fotografia do procedimento experimental dos ensaios biológicos. Materias dispersos em 

DMEM (a) e placa irradiada pelo LED vermelho (b). 

 

 

Após a irradiação, o PBS foi descartado e 100 µL de solução DMEM fresca foram adicionados. 

 

Tabela 2: Parâmetros do LED utilizado neste estudo. 

Parâmetro 
LED 

Comprimento de onda de máxima emissão 
630 nm ± 180 nm 

Potência 
4,6 mW 

Duração da irradiação 900 s 

Distância entre o LED e a amostra 
7 cm 

Área do sensor 
0,785 cm2 

Densidade de energia 
5 J cm-2 

 

3. 3. 3. Ensaio viabilidade celular via método colorimétrico MTT 

A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico utilizando 3-(4, 5-

dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazólio (MTT) para determinar a sobrevivência celular. Esse 
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processo pode ser analisado como um mecanismo redutor mitocondrial. Células vivas convertem o 

composto MTT em cristais de formazan insolúveis em meio aquoso, conforme é mostrado nas Fig. 

12a e Fig. 12b. Os cristais resultantes foram solubilizados usando DMSO e sua concentração foi 

determinada por métodos espectrofotométricos utilizando uma leitora de microplacas do Laboratório 

de Imunoparasitologia "Dr. Mário Endsfeldz Camargo", coordenado pelo Prof. Tiago Mineo, no 

Campus Umuarama da UFU. 

 

Figura 12: Materais dispersos em MTT fase inicial (a) e formação de cristais de formazam (b). 

 

 

A fototoxicidade e citotoxicidade foi medida após 24 h da fotossensibilização ou tratamento 

das placas irradiadas e não irradiadas, respectivamente. Resumidamente, após 24 da TFD, foram 

adicionados 80 μL de MTT (0,75 mg mL⁻¹) ao meio de cultura, sob 5% CO2, por 3 h a 37 °C. Após 

esse período os cristais de formazan formados precipitam, por serem insolúveis em meio aquoso. Por isso, 

removeu-se o sobrenadante (meio de cultura) dos poços, e dissolveu os cristais de formazan em 100 μL 

de DMSO. Em seguida, a absorbância foi registrada em 570 nm utilizando a leitora de microplacas. 

A determinação da % de células viáveis (vivas) foi realizada por meio de leituras de absorbância das 

células controle e das células tratadas usando a Eq. 1. 

 

% 𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖á𝑣𝑒𝑖𝑠 =  
𝐴𝑏𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜

𝐴𝑏𝑠𝐶𝑇

× 100 %                                   Equação 1 

Em que,  

Abstratamento = Absorbância em 570 nm das células tratadas (com TFD ou com nanocompósitos sem 

luz) 

AbsCT = Absorbância em 570 nm das células controles (sem tratamento com nanocompósitos e/ou 

luz). 
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Os experimentos foram feitos em duplicata independente, com 4 repetições em cada replicata 

(n = 8), e a análise do desvio padrão e a média foram realizadas através do método de Holm-Sidak, com 

o objetivo de avaliar as diferenças significativas para os valores de % viabilidade celular. Os dados 

foram tratados pelo software GraphPad Prism 5.0. 

 

3. 3. 4. Citometria de fluxo com marcação dupla Anexina V- FITC e Iodeto de Propídio (FITC/PI) 

A análise do mecanismo de morte celular via apoptose e/ou necrose, foi realizada utilizando 

um kit de detecção para apoptose e necrose (Invitrogen, #V13245), composto da proteína anexina V 

conjugada à fluoresceína (FITC, do inglês Fluorescein isothiocyanate) e do corante iodeto de propídeo 

(PI, do inglês Propidium Iodide). Os princípios deste ensaio são baseados na ligação da anexina V à 

fosfatidilserina (PS, do inglês Phosphatidylserine) e na capacidade do iodeto de propídio (PI) de se 

ligar ao DNA. Em células viáveis, a fosfatidilserina (PS) se encontra na camada lipídica interna da 

membrana plasmática. Entretanto, quando o processo de morte celular programada (apoptose) é 

iniciado, a PS é translocada para a camada externa da membrana, permitindo a ligação da proteína 

anexina V. A anexina V marcada com um fluoróforo (FITC) pode identificar células apoptóticas ao se 

ligar ao PS exposto ao ambiente celular externo (Fig. 12). O iodeto de propídio (PI) é impermeável à 

membrana plasmática de células vivas, mas em células mortas, cuja membrana está danificada e 

permeável, ele penetra e se liga ao DNA, emitindo fluorescência na região do vermelho (Fig. 13).  

Figura 13: Esquema representativo da marcação de anexina V - FITC e PI em células apoptóticas 

iniciais e tardias. 

 

Fonte: a autora 
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Portanto, neste ensaio é possível detectar a proporção de células viáveis (Anexina V-/PI-); 

células em estágio inicial de apoptose, onde ocorre apenas à exposição da PS na camada externa da 

membrana plasmática com consequente marcação da anexinaV-FITC (Anexina V+/PI-); células em 

estágio tardio de apoptose ou em necrose, no qual além da exposição PS, a membrana plasmática foi 

danificada e se tornou impermeável ao PI (Anexina V+/PI+) (Fig. 14). 

Figura 14: Citograma representativo obtido durante a aquisição de dados e a análise dos resultados de 

apoptose via citometria de fluxo. 

 

Fonte: a autora. 

Para realização do ensaio, células MDA-MB-231 foram semeadas em 1 placa de 12 poços 

(1×106 células/poço) e mantidas sob 5% de CO2, a 37 °C, por 18 h ou até a total adesão das células ao 

fundo dos poços. Em seguida, as células foram incubadas por 4 h com os nanocompósitos (HCFCo, 

HCFCo@NTCf e HCFCo@NTCfs@AF) na concentração de 1,0 mg mL⁻¹. Após o período de 

incubação do nanocompósitos, as células foram lavadas com PBS e irradiada com LED vermelho 

conforme condições descritas na Tabela 2 do item 3.3.2. 

Vinte e quatro horas após a irradiação, as células tratadas e de controle (MB-MDA-231) foram 

desaderidas por tripsinização, lavadas e centrifugadas duas vezes com PBS e ressuspensas em 625 μL 

de solução tampão de ligação 1X (Binding Buffer® 1X: 10 mM HEPES, 140 mM NaCl,  2.5 mM 

CaCl2, pH 7.4). Além das amostras foram os seguintes controles foram usados para configurar 

compensação e quadrantes: 

1. Células não coradas. 

2. Células coradas com FITC Annexin V (sem PI). 

3. Células coradas com PI (sem FITC Annexin V). 
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Em seguida, foram adicionados 5 μL de Anexina V – FITC e 5 μL de iodeto de propídio, 

resultando em um volume final de 500 μL para cada amostra. As amostras foram incubadas à 

temperatura ambiente no escuro por 15 minutos. A emissão de fluorescência foi então analisada por 

citometria de fluxo utilizando o BD Accuri™ C6 Flow Cytometer do Laboratório Nanobiotecnologia, 

coordenado pela Luciana Bastos, no Campus Umuarama da UFU. Para a Anexina V – FITC, a 

excitação foi realizada a 488 nm, com emissão registrada no verde com filtro 530/30 nm (FL1). Para o 

iodeto de propídio (PI), a excitação ocorreu a 633 nm, com emissão no vermelho utilizado o filtro 

670 nm Long Pass (FL3). As amostras foram analisadas em triplicata, sendo adquiridos 20.000 eventos 

por leitura, e os dados obtidos foram processados e analisados utilizando o software FlowJo. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4. 1. Microscopia eletrônica de varredura  

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) é uma técnica essencial para a caracterização de 

materiais, permitindo a obtenção de imagens de alta resolução da superfície de amostras. Utilizando um 

feixe de elétrons, o MEV proporciona uma visualização detalhada da morfologia e topografia, com 

ampliação que pode chegar a centenas de milhares de vezes. Essa técnica é particularmente importante 

para identificar características como a forma, tamanho das partículas, e eventuais defeitos superficiais, 

sendo amplamente utilizada em áreas como ciência dos materiais, biologia e nanotecnologia.105 

As imagens obtidas por MEV revelaram as características morfológicas dos materiais 

compostos por HCFCo, HCFCo@NTCf e HCFCo@NTCf@AF, conforme mostrado na Fig. 15. 

Observou-se na Fig. 15a uma estrutura de nanocubos aglomerados de HCFCo. Na Fig. 15b, foi 

observado que os NTCs estavam totalmente entrelaçados com os nanocubos de HCFCo, formando 

uma rede integrada no nanocompósito HCFCo@NTCf. A presença do AF não foi claramente 

percebida no MEV (Fig. 15c), provavelmente devido ao baixo conteúdo e à alta dispersão deste 

material. Esses resultados mostram que os NTCs influenciaram significativamente o tamanho dos 

nanomateriais de HCFCo. Além disso, o tamanho médio das partículas pode ser observado nos 

histogramas obtidos a partir da contagem de aproximadamente 100 partículas apresentados junto com 

as imagens de MEV.
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Figura 15: Imagens de MEV de HCFCo (a), HCFCo@NTCf (b) e HCFCo@NTCf@AF (c) e seus 

repectivos histogramas.  
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4. 2. Microscopia eletrtrônica de transmissão 

Para uma avaliação mais precisa do tamanho e da morfologia dos materiais sintetizados, todas 

as amostras foram analisadas por MET. Conforme evidenciado nas imagens da Fig. 16, todas as 

amostras exibiram uniformidade de distribuição de tamanho semelhantes às imagens mostradas pela 

MEV. Os nanocompósitos revelaram a presença de nanopartículas de HCFCo com morfologia bem 

definida em todos os compostos, distribuídas entre os nanotubos de carbono, que apresentam uma 

estrutura do tipo "spaghetti-like" (fios sobrepostos). Também nota-se, principalmente nos 

nanocompósitos contendo NTCs, a presença de nanocubos de menor diâmetro nos vértices dos cubos 

de maior diâmetro.  O AF não exibiu uma morfologia característica e definida, sendo imperceptível 

nas imagens de MET, assim como nas de MEV.  

Figura 16: Imagens de MET das amostras HCFCo (a), HCFCo@NTCf (b) e HCFCo@NTCf@AF (c). 

 

 

4. 3. Espectroscopia de raios X por dispersão de energia  

A espectroscopia de raios X por dispersão de energia (EDX) é uma técnica complementar à 

MEV que permite a análise qualitativa e semi-quantitativa da composição elementar de materiais. 

Utilizando essa técnica é possível avaliar a  presença e intensidade dos sinais de raios X caracterícticos 

emitidos pelos elementos presentes na amostra, o EDS fornece informações detalhadas sobre a 

distribuição e concentração dos elementos químicos. Essa técnica é particularmente útil para 

identificar impurezas, investigar a homogeneidade do material e verificar a presença de elementos 

específicos em regiões de interesse, contribuindo para uma compreensão mais completa da amostra 

analisada.106 

A composição elementar dos materiais sintetizados pode ser obsevada na Fig. 17. Para essa 

caracterização, todos os nanomateriais foram depositados em substratos de silício (Si), o que explica 

a presença desse elemento em todos os espectros. A presença de potássio (K) se deve ao uso do 
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ferricianeto de potássio K3[Fe(CN)6], que está ocupando os interstícios da estrutura do análogo.  

Figura 17: Espectros de raios X por dispersão em energia dos materiais desenvolvidos nesse trabalho: 

amostras HCFCo (a), HCFCo@NTCf (b) e HCFCo@NTCf@AF (c). 

 

 

O espectro do HCFCo revelou picos característicos dos elementos ferro (Fe), cobalto (Co), 

nitrogênio (N) e carbono (C), confirmando a composição elementar do HCFCo. Nas amostras referentes 

ao nanocompósticos, observou-se a mesma composição elementar básica, com um aumento notável na 

proporção de Co/Fe. Essa razão de Co/Fe relacionada ao material puro é igual a 1.38, já para os 

nanocompósitos HCFCo@NTCf e HCFCo@NTCf@AF, foram observadas razões de 1.40 e 1.46, 

respectivamente. Esse aumento pode ser atribuído diminuiçaõ de Fe que sugere uma maior quantidade 

de vacâncias de ferricianeto indicando que os NTCfs e AF induzem a formação destes defeitos 

estruturais.  

 

4. 4. Difração de raios X 

A difração de raios X (DRX) é uma técnica crucial para a caracterização de materiais cristalinos, 

permitindo a análise da estrutura atômica e a determinação da fase cristalina. Ao irradiar a amostra com 

raios X e examinar os padrões de difração resultantes, é possível obter informações sobre o arranjo 

atômico, o tamanho dos cristais e a presença de impurezas ou fases não-cristalinas. Além disso, a DRX 

oferece dados sobre a organização a longa distância do material, revelando a disposição ordenada das 

unidades estruturais em uma escala maior. Essa técnica é essencial para confirmar a identidade do 

material, como a cristalização de novos compostos ou a alteração na orientação dos cristais durante um 

processo. Na Fig. 18, é possível observar os difratogramas dos materiais nanocompósitos sintetizados. 

107 
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Figura 18: Difratogramas dos meteriais HCFCo, HCFCo@NTCf e HCFCo@NTCf@AF em (a) e 

divisão do pico (200) em 17,7° em (b). 

 

Para todas as amostras (Fig. 18a), foram observados picos de difração correspondentes à 

estrutura cristalina cúbica de face centrada (fcc) do HCFCo, relacionados aos planos hkl (200), (220), 

(400), (420), (224), (440), (531) e (620), indexados de acordo com o arquivo cristalográfico JCPDS 

(JCPDS 86-0502).108 Além disso, picos podem ser observados na região de 2θ = 25º e 36º nas amostras 

de HCFCo@MWCNTf e HCFCo@MWCNTf@FA, os quais podem ser associados à distância 

interplanar das paredes dos nanotubos de carbono e ao alinhamento e regularidade do plano hexagonal, 

correspondendo aos planos (002) e (100), respectivamente. Os picos relacionados aos nanotubos de 

carbono sugerem que a estrutura da rede cristalina do material de carbono não foi danificada pela 

funcionalização.109 

Um leve deslocamento dos picos para maiores valores de 2θ também pode ser observado nos 

difratogramas dos nanocompósitos quando comparados ao do HCFCo puro, o que sugere alteração na 

rede. Esse fenômeno pode ser atruibuido a presença de NTCfs e AF na estrutura do hexacianoferrato, 

causando uma mudança dos parâmetros de cela unitária do hexacianoferrato e formação de vacâncias 

do tipo [Fe(CN)6].
110

 Além disso, a Fig. 18b mostra um pico extra em 17,7° para o 

HCFCo@NTCf@AF, que indica a distorção da rede cúbica do hexacianoferrato para uma fase 

romboédrica, mostrando uma variação na quantidade de K+ na rede que distorce a estrutura. Essa 

transição de fase indica a presença de duas estruturas simultaneamente, que estão exibidas nas Fig. 19a 

e 19b, para os íons Na+, mas o mesmo comportamento pode ser observado para os íons K+. 111–113 
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Figura 19: Representação da variação de K+ na rede em (a) e distorção da rede cúbica do HCFCo para 

uma fase romboédrica em (b). 

 

Adaptado de: H. Yao et.al. 114 

 

A Tabela 3 apresenta as análises da Lei de Scherrer e da Lei de Bragg, utilizadas para determinar 

o tamanho médio dos cristalitos e a distância interplanar (d) dos materiais sintetizados. 

Tabela 3: Dados da Lei de Scherrer e Lei de Bragg dos materais estudados. 

Materiais Lei de Scherrer Å Lei de Bragg (d) 

HCFCo 178 5.20 

HCFCo@NTCf 148 5.17 

HCFCo@NTCf@AF 268 5.15 

 

Os valores de t indicam que o HCFCo puro apresenta um cristalito de 178 Å, enquanto a 

incorporação dos NTCf reduz esse tamanho para 148 Å, sugerindo que os nanotubos podem restringir o 

crescimento dos cristalitos durante a síntese, possivelmente atuando como nucleadores secundários. No 

entanto, com a adição de AF, o tamanho do cristalito aumenta significativamente para 268 Å, o que pode 

indicar um efeito de reorganização estrutural ou crescimento preferencial dos cristais devido a interações 

entre o ácido fólico e a matriz. 

Em relação à Lei de Bragg, observa-se uma leve redução na distância interplanar (d) com a 

funcionalização. O valor de d para o HCFCo puro é 5,20 Å, diminuindo ligeiramente para 5,17 Å com 
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a incorporação dos nanotubos e para 5,15 Å com a incorporação adicional com AF. Essa diminuição 

sugere que a interação entre os NTCf e a matriz, assim como a introdução do AF, pode induzir um leve 

rearranjo estrutural, resultando em uma compactação da rede cristalina. 

 

4. 5. Espectroscopia na região do infravermelho por transformada de Fourier 

A espectroscopia na região do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é uma 

técnica de caracterização fundamental que permite a identificação e análise de compostos químicos 

com base na absorção de radiação infravermelha por suas ligações moleculares. Cada tipo de ligação 

vibra em frequências específicas, gerando um espectro único que funciona como uma "impressão 

digital" do material. Além de ser crucial para determinar grupos funcionais presentes na amostra e 

estudar interações químicas, a técnica também fornece informações sobre a estrutura organizacional 

de curto alcance, revelando detalhes sobre a disposição molecular e ligações dentro do material. Os 

espectros de todos os materiais podem ser vizualzados na Fig. 20a, enquanto o recorte da aréa em 

2100 cm-1 foi representado pela Fig. 20b.  

 

Figura 20: Espectros na região do infravermelho por transformada de Fourier do HCFCo, 

HCFCo@NTCf e HCFCo@NTCf@AF (a) e destaque da região υ(CN) de 2000 a 2500 cm-1 (b).  

 

 

A Fig. 20a revela que, em todos os compostos analisados que contêm HCFCo, as bandas 

υ(OH), δ(HOH) e υ(CN) foram identificadas aproximadamente em 3346, 1606 e 2093 cm⁻¹, 

correspondendo aos grupos hidroxila, à presença de água e aos cianetos, respectivamente, conforme 

indicado na Tabela 4.   
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  A banda υ(OH) pode fornecer informações sobre a coordenação da molécula de água. A 

observação da mesma na faixa de absorção 3000 a 3700 cm⁻¹ é uma indicação clara da presença de 

grupos -OH em moléculas de água na estrutura do material. Essa característica é típica de moléculas 

de água que estão inseridas nas cavidades estruturais, mas que não formam ligações fortes com a rede 

do material. Além disso, a banda em 3346 cm⁻¹ é atribuída a moléculas de água fortemente ligadas 

por ligações de hidrogênio na estrutura, conforme relatado em estudos anteriores. Essa banda indica 

que, além das moléculas de água fracamente ligadas, há também uma fração de moléculas de água 

que estão firmemente coordenadas aos átomos da rede, provavelmente ocupando posições críticas na 

estrutura, como os locais de coordenação de cátions metálicos.115 

As bandas apresentadas em números de onda abaixo de 600 cm-1 estão relacionadas às 

vibrações das ligações M-NC. Nesse mesmo contexto, foram observadas bandas de absorção 

características dos hexacianoferratos metálicos, que estão relacionadas à unidade octaédrica 

[Fe(CN)6], como υ(CN), δ(MCN), υ(MC), υ(OH) e δ(HOH). Além disso, os nanocompósitos e os 

materiais controle apresentaram bandas na região de 422 e ~590-537 cm-1, associadas a δ(Co-NC-Fe) 

e υ(Fe-C) , respectivamente.113,116 

Tabela 4: Frequência (em cm-1) das bandas de absorção observadas no estudo dos nanocompósitos 

sintetizados e seus respectivos controles. 

 

Amostras 

 

υ(CN) 

 

δ(MCN) 

 

υ(MC) 

 

υ(OH) 

 

δ(HOH 

 

) ν(NH) 

 

ν(CO) 

 

ν(CH) 

 

HCFCo 

 

2093 

 

590-537 

 

422 

 

3395 

 

1606 

 

- 

 

- 

 

- 

 

HCFCoNTCf 

 

2093 

 

590-537 

 

422 

 

3395 

 

1606 

 

- 

 

- 

 

- 

 

HCFCoNTCfAF 

 

2084 

 

590-537 

 

422 

 

3360 

 

1606 

 

3321 

 

1690 

 

1412 

Em destaque, na Fig. 20b, é possível verificar que a intensidade relativa da banda e o 

deslocamento do estiramento C≡N, relacionada a espécie FeII-CN-CoII, aumenta, indicando uma maior 

formação da espécie completamente reduzida do HCFCo, além de possível interação entre o análogo e 

AF. No entanto, também é possível observar a formação de FeIII-CN-CoII misturado com pequenas 
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quantidades de FeII-CN-CoIII, o que sugere a presença de uma mistura de diferentes estados de oxidação 

de Fe e Co na estrutura do HCFCo.117 

Como foi discutido no difratograma do nanocompósito ternário, o íon K+ é uma variável que 

pode afetar as fases e as estruturas dos HCFs. Nesse contexto, é necessário lembrar que o K+ atua 

como um contra-íon, estabilizando as cargas negativas dentro da rede cúbica do hexacianoferrato e 

sua presença na estrutura também promove uma redistribuição eletrônica, influenciando diretamente 

os estados de oxidação dos íons metálicos. Dessa maneira, a variação na concentração de K⁺ pode 

resultar em diferentes estados de oxidação para as espécies de Fe e Co, como observado nas bandas 

distintas no espectro de FTIR. Analiando os resultados, as técnicas DRX e FTIR se complementam, 

proporcionando uma análise abrangente das mudanças estruturais na rede cristalina.  

O espectro isolado do AF exibiu claramente vibrações características de ν(NH), ν(CO) e 

δ(CH), que também foram identificadas no espectro do HCFCo@NTCf@AF, confirmando a presença 

do AF no nanocompósito ternário. As bandas em 3321 cm⁻¹, correspondem aos grupos amina, em 

1412 cm⁻¹, atribuídas aos grupos C-H, e em 1690 cm⁻¹, relacionadas à cetona livre do grupo 

carboxílico.118 Essas observações confirmam a incorporação bem-sucedida dos grupos funcionais do 

AF e da incorporação da molécula inteira na estrutura do nanocompósito HCFCo@NTCf@AF, 

evidenciando sua integração efetiva e contribuição para as propriedades do material.  

 

4. 6. Espectroscopia de absorção molecular na região do ultravioleta – visível  

A espectroscopia UV-Vis é uma técnica essencial para a caracterização de materiais, 

especialmente na análise de suas propriedades ópticas e eletrônicas. Ao medir a absorção de luz 

ultravioleta e visível, é possível obter informações detalhadas sobre a presença de grupos funcionais, 

estados de oxidação e interações moleculares. Além disso, essa técnica é crucial para estudos de 

fotoquímica e fotofísica, permitindo a investigação de transições eletrônicas e o comportamento dos 

materiais sob exposição à luz. Na Fig. 21, são exibidos os espectros dos materiais preprados nesse 

trabalho. O HCFCo e seus nanocompósitos foram dispersos em água e a leitura da absorbância foi 

feita na faixa de 300–800 nm, à temperatura ambiente, utilizando a concentração de 0,05 mg mL-1. 
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Os HCFs, exibem características espectrais distintas que refletem suas interações eletrônicas 

complexas e estados de spin. Nos espectro de absorção do HCFCo e seus nanocompósitos, é observada 

uma banda em torno de 400 – 420 nm atribuída à transferência de carga do ligante para o metal (TCML), 

especificamente associada à transição de Fe³⁺-CN-Co²⁺ em estado de alto spin. Essa banda reflete a 

interação eletrônica entre o ligante cianeto e os íons metálicos.117,119 

Além disso, é possível observar uma banda de absorção entre 500 e 700 nm atribuída à transição 

eletrônica de Co²⁺, que corresponde à transferência de carga intervalente Fe²⁺-CN-Co²⁺. Esta banda 

reflete a interação direta entre os íons metálicos, sugerindo uma mistura de fases com estados de spin 

diferentes. Essas transições d-d e TCML são indicativas das propriedades fotoquímicas e fotofísicas dos 

HCFs, reforçando seu potencial para aplicações em terapias fotodinâmicas e outros usos baseados em 

suas capacidades de absorção de luz visível e transferência de carga.117,120,121 

No espectro de absorção do HCFCo@NTCf@AF, é possível notar um leve aumento na 

intensidade de absorbância nas regiões próximas a 400 nm, atribuído à contribuição do AF na 

composição do nanocompósito. Embora o AF puro apresente bandas características no UV-Vis, com 

destaque para a banda em 360 nm relacionada às transições π−π*, a diferença de intensidade não é 

muito acentuada devido à baixa quantidade de AF incorporada na composição. Além disso, a elevada 

massa molar do ácido fólico contribui para que sua presença, embora perceptível, não cause uma 

Figura 21: Medições de UV-Vis HCFCo, HCFCo@NTCf e HCFCo@NTCf@AF dispersos em 

água. 
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mudança significativa na absorbância geral do material.122,123  

Por outro lado, as bandas referentes aos NTCfs não são observadas no espectro, pois sua absorção 

ocorre predominantemente na região do UV, em torno de 250 nm. Esse comportamento sugere que, 

embora os nanotubos estejam presentes na estrutura do nanocompósito, sua contribuição espectral não 

é perceptível na região visível.124 

 

4. 7. Espectroscopia de reflectância difusa  

A técnica de reflectância difusa é amplamente utilizada para analisar as propriedades ópticas 

de materiais sólidos, especialmente em amostras opacas. Essa técnica permite obter informações 

sobre a interação da luz com a superfície do material, refletindo dados sobre absorção, dispersão e, 

em alguns casos, estrutura cristalina. Com ela, é possível identificar bandas de absorção 

características e estudar transições eletrônicas e interações moleculares.125 Os espectos dos materiais 

preprados nesse trabalho tiveram a leitura da reflectância feita na faixa de 300–800 nm, à temperatura 

ambiente, como mostrado na Fig. 22. 

 

Figura 22: Espectros de reflectância difusa de todos mateiais estudados. 
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O sinal de reflectância observado para o HCFCo coincide com os resultados de reflectância difusa 

relatados na literatura, onde o análogo de azul da Prússia apresenta uma banda característica na região 

de 500 nm.126,127 Essa banda também é visível no espectro UV-Vis, conforme ilustrado na Fig. 21. Essa 

característica torna o material viável para aplicação em TFD.  

Os espectros de reflectância de HCFCo@NTCf e HCFCo@NTCf@AF mostraram sinais 

semelhantes, com valores de reflectância inferiores ao do HCFCo puro. Essa redução pode ser atribuída 

à presença dos NTCf nos nanocompósitos, que possuem elevada capacidade de absorção de luz e as 

múltiplas reflexões ocorrendo dentro das cavidades dos nanotubos, contribuindo para a diminuição da 

reflectância global do nanocompósito.128 Apesar da redução na reflectância, ambos os espectros 

mantiveram a banda característica do AAP, confirmando a presença e a integridade estrutural dos 

materias.  

A correspondência entre os dados de reflectância difusa e UV-Vis não apenas confirma a 

absorção na região visível, mas também destaca a consistência e a complementaridade das técnicas, 

proporcionando uma compreensão detalhada das propriedades eletrônicas e ópticas dos materiais 

analisados. 

 

4. 8. Espectroscopia Raman 

A espectroscopia Raman é uma técnica de caracterização vibracional que fornece informações 

detalhadas sobre as interações moleculares e a estrutura química dos materiais. Além de permitir a 

identificação de distorções pontuais e interações locais na estrutura do material. Ao irradiar uma 

amostra com laser e medir a dispersão inelástica da luz, é possível identificar modos vibracionais 

específicos das moléculas presentes. Essa técnica é particularmente útil para estudar materiais 

carbonosos, e identificar grupos funcionais e defeitos estruturais.129 Os espectros Raman dos 

materiais foram coletados utilizando um laser com comprimento de onda de 532 nm, conforme 

representado na Fig. 23. 
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Em todos os espectros, pode-se notar a presença de bandas na região de 2100 cm-1, atribuídas 

aos modos vibracionais dos grupos CN. Os valores de número de onda abaixo de 600 cm-1, 

especificamente as bandas largas em 468–520 cm-1, estão associados aos modos de estiramento Fe–C 

e Co-N, além da deformação FeCo–CN.130 Os nanocompósitos exibiram três bandas Raman ativas 

distintas atribuídas aos NTCf, centradas em 1347, 1591 e 2692 cm-1, representando, respectivamente, 

as bandas D, G e 2D da estrutura de carbono. 

 A banda D requer defeitos estruturais para sua ativação e indica a presença de heteroátomos, 

carbonos hibridizados em sp3 e outros defeitos.131 A banda G geralmente aparece em todos os materiais 

sp2 e está relacionada ao modo de alongamento das ligações C=C na rede hexagonal dos materiais 

carbonáceos.132 A banda 2D não requer defeitos para sua ativação e normalmente aparece em torno 

de 2600-2700 cm-1, sendo a forma e a posição da banda um parâmetro importante que indica o número 

de camadas das folhas de grafeno e a qualidade do mesmo.133 

A razão de intensidade das áreas das bandas D e G (ID/IG) serve como parâmetro para determinar 

o grau de desordem nas estruturas dos NTCfs. Uma razão ID/IG elevada é indicativa de um aumento 

no número de defeitos presentes nos materiais. As análises espectrais do HCFCo@NTCf e 

HCFCo@NTCf@FA revelaram razões ID/IG de 2,24 e 2,72, respectivamente. Essas observações 

sugerem que o processo de síntese dos nanocompósitos, na presença de AF, levou a modificações 

Figura 23: Espectros Raman dos materiais sintetizados. 
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estruturais e a um aumento na densidade de defeitos nos NTCfs, pois trabalhos anteriores do grupo 

utilizando esse mesmo nanotubo, porém não funcionalizado, revelou um valor de ID/IG= 1,88.134 

 

4. 9. Análise termogravimétrica  

A análise termogravimétrica (TGA) é uma técnica importante para avaliar a estabilidade térmica 

e o comportamento de decomposição dos materiais. Essa técnica mede a variação de massa de uma 

amostra em função da temperatura ou do tempo, permitindo identificar processos como a perda de 

solventes, decomposição de componentes e estabilidade térmica geral. Além disso, é possível analisar 

as frações químicas que compoem a estrutura do material e determinar a faixa de temperatura em que o 

FS começa a decompor-se para evitar sua degradação durante a irradiação com laser. como mostra a Fig. 

24.135 

Figura 24: Análise termogravimétrica do HCFCo (a), HCFCo@NTCf (b) e HCFCo@NTCf@AF (c). 
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Conforme discutido na seção de IV, dois tipos de moléculas de água estão presentes na estrutura 

do AAP: moléculas de água fracamente ligadas, localizadas nas cavidades estruturais, e moléculas de 

água fortemente coordenadas, que ocupam posições na rede cristalina. A remoção das moléculas de água 

não coordenadas ocorre inicialmente na faixa de 80–150 °C para todos os materiais, resultando em uma 

perda de massa em torno de 23% para o HCFCo e 21 e 20% para os nanocompósitos 

HCFCo@NTCf@AF e HCFCo@NTCf, respectivamente. Desse resultado é possível perceber que a 

presença dos nanotubos torna a amostra levemente menos higroscópica que a amostra pura.  

Já a remoção das moléculas de água coordenadas ocorre entre 160–300 °C, com uma perda total 

de massa em torno de 45% para todos os materiais. Após essa faixa de temperatura, observa-se também 

a eliminação dos grupos CN⁻, juntamente com as funções oxigenadas das nanoestruturas de carbono 

presentes nos nanocompósitos e grupos funcionais da molécula de AF. Acima de 300 °C, a variação da 

porcentagem da massa pode ser atribuida a formação de óxidos.108,135,136 As derivadas das temperaturas, 

mostradas na Tabela 5 foram obtidas através das curvas de TGA com intuito de observar o ponto de 

maior taxa de mudança na curva de perda de massa.  

Tabela 5: TGA: decomposição térmica. 

Materiais 

1ª decomposição 2ª decomposição 3ª decomposição 

% massa dTGA max %  massa dTGA max % massa dTGA max 

HCFCo 23,33 122 °C 10,02 270 °C 14,48 302 °C 

HCFCo@NTCf 20,58 119 °C 8,51 272 °C 15,79 302 °C 

HCFCo@NTCf@AF 21,04 125 °C 9,38 278 °C 16,68 295 °C 

 

A dTGA mostra que a primeira decomposição, associada à perda de moléculas de água 

adsorvidas, ocorre entre 119–125 °C, sendo influenciada pelos NTCf e pelo AF. A incorporação de 

NTCf reduz a temperatura de decomposição para 119 °C e a perda de massa para 20,58%, devido à sua 

hidrofobicidade, enquanto a adição de AF eleva essa temperatura para 125 °C, sugerindo maior retenção 

de moléculas de água.  

A segunda decomposição (270–278 °C) está relacionada à degradação dos grupos ciano e da 

matéria orgânica, sendo deslocada para temperaturas mais altas a medida que é incorporado os materiais 

na estrutura do análogo, indicando maior estabilidade térmica. O HCFCo puro apresenta decomposição 

a 270 °C, enquanto HCFCo@NTCf e HCFCo@NTCf@AF apresentam valores maiores (272 °C e 278 

°C, respectivamente), com menores perdas de massa, sugerindo interações entre os materiais.  
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A terceira decomposição (295–302 °C) está associada à degradação final da matriz, sendo 

mantida em 302 °C para HCFCo e HCFCo@NTCf, mas reduzida para 295 °C em HCFCo@NTCf@AF, 

possivelmente devido à degradação térmica do AF, que também resulta na maior perda de massa 

(16,68%), sugerindo que sua incorporação altera a estabilidade do sistema. 

 

4. 10. Estudo eletroquímico – Voltametria Cíclica  

A voltametria cíclica (VC) é uma técnica eletroquímica amplamente utilizada para investigar as 

propriedades redox de materiais. Ela permite a análise da reversibilidade e da cinética das reações de 

oxidação e redução, além de fornecer informações sobre a estabilidade eletroquímica e os processos de 

transferência de carga. Durante o experimento, uma rampa de potencial é aplicada ao sistema, enquanto 

a corrente resultante é medida, gerando um voltamograma característico. A Fig. 25 mostra o 

voltamograma cíclico dos eletrodos a uma taxa de varredura de 10 mV s-1, dentro de uma janela de 

potencial de 0,0 a 1,0 V em relação a um eletrodo de Ag(s)/AgCl(s)/Cl⁻(sat.) e 0,1 mol L⁻¹ de KCl como 

eletrólito suporte.  
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Figura 25: Voltamograma cíclico do HCFCo (a), HCFCo@NTCf (b), HCFCo@NTCf@AF (c) e todos 

os materais junto em (d). 

 

 

Na Fig. 25a, dois picos redox pronunciados estão localizados em aproximadamente 0,5 V. O pico 

I corresponde à reação redox de Fe(II)/Fe(III) no HCFCo, acompanhada pela entrada e saída de íons K⁺ 

na estrutura metálica para manter a neutralidade de carga local. O pico II também é atribuído a um par 

redox e está relacionado à transições Co(II)/Co(III).137,138 

Observa-se na Fig. 25b um aumento significativo na corrente, indicando uma influência dos 

NTCf, que possuem propriedades eletrônicas que aceleram significativamente a transferência de 

elétrons, graças à sua grande área superficial específica e alta condutividade. Além disso, ocorreu um 

leve deslocamento nos potenciais de pico dos pares redox Fe(II)/Fe(III) e Co(II)/Co(III), refletindo 

mudanças na dinâmica das reações devido à modificação estrutural promovida pelos NTCf. Já a Fig. 

25c, referente ao HCFCo@NTCf@AF teve resultados semelhantes ao nanocompósito HCFCo@NTCf 

no que refere-se a presença dos pares redox provinientes do HCFCo e o comportamento voltamétrico 



45  | 

 

 

característico dos NTCfs. Também nota-se um desdobramento do pico catódico situado em 0,6 V nos 

materiais contendo NTCfs, fato esse que pode estar relacionado com a mistura de estados de oxidação 

do cobalto no material, situados em diferentes ambientes químicos.  Também foi observado no 

nanocompósito ternário o aumento mais signficativo no valor de densidade de corrente, deslocamento 

dos picos redox e um aumento da área superficial devido aos grupos funcionais presentes na estrutura 

do ácido.139–142 

 

4. 11. Efeito fotodinâmico dos nanocompósitos em células de câncer de mama 

A eficácia da TFD dos nanocompósitos foi investigada avaliando-se sua fototoxicidade em 

células MDA-MB-231 sob exposição à luz vermelha (λmáx = 630 nm, dose de luz = 5 J cm-2) com 

concentrações de nanocompósitos variando entre 0,1 a 1,0 mg mL-1 (Fig. 26). Além do efeito da luz, 

também foram realizados testes controle das amostras na ausência de luz (no escuro). 
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Figura 26: Estudos da (%) viabilidade de células MDA-MB-231 tratadas com AF (a), NTCf (b), 

HCFCo (c), NTCf@AF (d), HCFCo@NTCf (e) e HCFCo@NTCf@AF (f) em diferentes 

concentrações (0,1 a 1,0 mg mL-1) sob irradiação com LED vermelho (λmáx = 630 nm, dose de 

luz = 5 J/cm²) ou protegida da luz (escuro). As barras representam a média ± o desvio padrão de 5 

experimentos independentes, com 4 repetições em cada replicata (n = 20) para ensaios no escuro; e 

duplicata independente, com 4 repetições em cada replicata (n = 8) realizados na presença de luz. 
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Nota-se que as células tratadas apenas com AF (Fig. 26a) ou NTCf (Fig. 26b) mantiveram- se 

viáveis (viabilidade celular manteve-se próximo de 100%) em toda faixa de concentração utilizada (0,1 

a 1,0 mg mL-1). Isso mostra que o AF ou os NTCf não são tóxicos para as células, quando utilizados 

isoladamente, nem no escuro, nem sob radiação (Fig. 26a e Fig. 26b). O nanocompósito NTCf@AF 

apresentou em torno de 40% de citotoxicidade em quase todas as concentrações utilizadas (Fig. 26d). 

A presença de luz, não aumentou a toxicidade de NTCf@AF indicando ausência de efeito fotodinâmico 

(Fig.26d). 

O composto HCFCo apresenta toxicidade de aproximadamente 30% nas células MDA-MB- 

231, dependendo da concentração utilizada (Fig. 26c). No entanto, não foi observada fototoxicidade 

do composto HCFCo sob irradiação com LED vermelho na maioria das concentrações estudadas, já 

que não houve diferença significativa na porcentagem de viabilidade celular entre as condições no 

escuro e sob irradiação (Fig. 26c), exceto para a maior concentração de 1,0 mg mL-1. A citotoxicidade 

do nanocompósito HCFCo@NTCf manteve-se em torno de 30% nas células MDA- MB-231, entre 

as concentrações de 0,1 e 0,5 mg mL-1, e foi independente do efeito da luz (Fig. 26e). Isso demonstra 

que, quando HCFCo é associado ao NTCf, o mesmo não aumenta significativamente a toxicidade que 

o HCFCo já possui quando utilizado isoladamente (Fig. 26e). 

O nanocompósito HCFCo@NTCf@AF também apresenta em torno de 30% toxicidade no 

escuro (Fig. 26f), o que deve ser atribuído à toxicidade do composto HCFCo por si, já observado 

quando utilizado isoladamente (Fig. 26c) e que se manteve no nanocompósito HCFCo@NTCf (Fig. 

26e). Em contraste com outros nanocompósitos, para o HCFCo@NTCf@AF foi possível observar 

uma diferença significativa entre os valores de % viabilidade celular das células no escuro e sob 

irradiação, especialmente em concentrações mais altas. Observou-se que, em média, 79% das células 

MDA-MB-231 morreram em contato com o nanocompósito na concentração de 1,0 mg mL-1 sob 

efeito da luz. Isso mostra que apesar de isoladamente, HCFCo, FA e NTCf não apresentarem 

fototoxicidade, quando associados, o HCFCo@NTCf@AF à 1,0 mg mL-1 possui efeito fotodinâmico 

significativo, demonstrando seu potencial fotodinâmico. 

A incorporação do fotossensibilizador (HCFCo), do receptor de folato (FA) e do agente de 

penetração tumoral (NTCf) justifica-se pela combinação das propriedades dos três componentes em 

um único compósito, maximizando a morte celular sob efeito da luz. Consequentemente, a preparação 

dos nanocompósitos é crucial para alcançar resultados eficazes na TFD. 
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4. 12. Citometria de fluxo com marcação dupla Anexina V e Iodeto de Propídio (FITC/PI) 

A marcação com anexina V e iodeto de propídio (PI) é uma maneira de identificar diferentes 

tipos de morte celular: necrose ou apoptose. A membrana celular apresenta uma distribuição assimétrica 

de fosfolipídios entre seus folhetos interno e externo. No folheto externo da bicamada lipídica, 

predominam a fosfatidilcolina e a esfingomielina, enquanto a fosfatidilserina é predominantemente 

localizada no folheto interno. Durante o processo de apoptose, essa organização assimétrica é rompida, 

resultando na exposição da fosfatidilserina na superfície externa da membrana plasmática. Essa alteração 

pode ser detectada utilizando a proteína anticoagulante Anexina V, que possui alta afinidade pela 

fosfatidilserina. Quando conjugada a fluorocromos, a Anexina V permite identificar células apoptóticas 

de forma eficiente por meio da fluorescência detectada por citometria de fluxo. Além disso, iodeto de 

propídio (PI) é um corante impermeável à membrana plasmática de células viáveis, e só entra em células 

com membranas rompidas, característica observada na apoptose em estágio avançado e na necrose.  

A análise de viabilidade, apoptose e necrose, realizados por citometria de fluxo com os 

marcadores Anexina V-FITC e PI estão mostrados na Fig. 27 e forneceram dados importantes para a 

compreensão dos efeitos dos diferentes tratamentos nas células MDA-MB-231. 
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Figura 27: (A) Gráficos de dispersão pseudo-coloridos mostrando a definição de 4 populações, de 

acordo com as respostas positivas e negativas à Anexina V-FITC e iodeto de propídio, em células não 

tratadas (controle) e em células tratadas com 1 mg/mL de NTCf, HCFCo, HCFCo@NTCf e 

HCFCo@NTCf@AF e irradiadas com LED vermelho (λmáx = 630 nm, dose de luz = 5 J/cm²). (B) 

Gráficos em barras com as porcentagens de cada quadrante evidenciando a mudança relativa em 

comparação com o controle das 4 populações definidas. 

 

 

 

As células não tratadas e aquelas tratadas com NTCf apresentaram predominância de células 

viáveis (≈ 87%, Fig. 27.), como evidenciado pela marcação FITC(-), PI(-). Além disso, a incidência de 

apoptose inicial, determinada pela marcação apenas de Anexina V (FITC(+), PI(-)), foi baixa, sugerindo 

que os NTCf não induziram efeitos citotóxicos significativos. Este gráfico corresponde com os dados de 

cito e fototoxicidade, que mostram NTCs como materiais não tóxicos (com e sem luz). 

Em contraste, o tratamento com HCFCo resultou em uma indução moderada de apoptose inicial 

(19,6% de FITC+/PI-, Fig.27.), evidenciada por um aumento na proporção de células marcadas apenas 

com Anexina V. Não houve número de células significativo com dupla marcação (3,71% de FITC+/PI+) 

ou marcadas apenas com PI (0,07% de FITC-/PI+) que indicassem células em apoptose tardia ou 

necrose. De fato, HCFCo indicou toxicidade de cerca de 20% nos dados de viabilidade celular pelo 

método MTT (Fig. 26c). Esse resultado sugere que HCFCo pode ter promovido a ativação das vias 
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apoptóticas nas células tumorais.  

Quando HCFCo foi associado ao NTCf, formando o nanocompósito HCFCo@NTCf, nota-se um 

aumento na porcentagem de células em apoptose inicial (39,2% de FITC+/PI-, Fig.27.) e apoptose tardia 

ou necrose (9,66% de FITC+/PI+, Fig.27.), em comparação com HCFCo isolado. Isso sugere que a 

associação do NTCf ao HCFCo aumentou a indução de morte por apoptose nas células quando em 

presença de luz. 

O nanocompósitos HCFCo@NTCf@AF, resultou em uma indução mais expressiva de apoptose 

inicial (69,2% de FITC+/PI-, Fig.27.) e apoptose tardia ou necrose (17,1% de FITC+/PI+, Fig.27.). Esse 

aumento na apoptose sugeriu que a combinação de HCFCo com NTCf e AF potencializou os efeitos 

fototóxicos desses materiais, criando um ambiente mais propício à indução de morte celular programada. 

A hipótese de que moléculas bioativas, como o AF, desempenharam um papel crucial na melhoria da 

eficácia terapêutica dos materiais que foi reforçada por apresentar resultados que mostram que moléculas 

facilitaram a internalização dos nanomateriais nas células tumorais, promovendo uma interação mais 

eficiente entre os compostos e suas células-alvo. 

A análise da apoptose tardia, evidenciada pela marcação simultânea de Anexina V e PI, revelou 

uma tendência de aumento dessa fase conforme a complexidade dos tratamentos. Os compostos HCFCo 

e suas variantes, particularmente o HCFCo@NTCf@AF, demonstraram uma maior indução das fases 

tardias da apoptose, o que sugeriu uma progressão mais acentuada do processo apoptótico. Esse resultado 

foi significativo, pois as células em estágios avançados de apoptose têm menor capacidade de sobreviver 

ou proliferar, tornando-as menos propensas à resistência terapêutica. Essa progressão mais acentuada do 

processo apoptótico pode ter sido atribuída à sinergia entre os materiais, que não apenas induziram a 

apoptose inicial, mas também favoreceram sua progressão para estágios finais, um aspecto desejável em 

tratamentos terapêuticos direcionados a células tumorais. 

Dessa maneira, esses resultados revelaram que os materiais tem um potencial considerável para 

ser um agente antitumoral, uma vez que resultados de Anexin V/PI estão alinhados com os dados de 

fototoxicidade via MTT, como mostrado nos gráficos de viabilidade na Fig. 26, enfatizando o potencial 

do nanocompósito HCFCo@NTCf@AF como proposta para otimizar os efeitos fotodinâmicos 

terapêuticos. 
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5. CONCLUSÃO 

Em resumo, este estudo relatou a síntese de um novo nanocompósito por meio do método de 

co-precipitação como um material para potencializar a atividade de TFD. A caracterização por MEV 

mostrou um aumento no tamanho médio das partículas quando os materiais foram combinados, além 

da morfologia esperada para os materiais. A medida de EDS apresentou todos os elementos 

correspondentes, enquanto o DRX indicou os picos relacionados majoritariamente à estrutura cúbica 

de face centrada dos hexacianoferratos metálicos, com presença de uma distorção romboédrica 

quando da presença do NTCf. Pela análise de TGA, foi possível perceber que o material apresenta 

um total de 45% de água na estrutura, esse fenômeno pode ser melhor avaliado pelos os espectros de 

Raman e FTIR, que revelaram as bandas respectivas para os nanocompósitos. Além disso, os 

voltmogramas forceram informações sobre estados de oxidação dos HCFCo e seus nanocompósitos. 

Os espectros de UV-Vis e refelctância difusa atestaram uma banda de absorção na região visível, 

potencialmente útil no tratamento de tumores por TFD. Os resultados dos testes de citotoxicidade em 

células de câncer de mama humanas confirmaram uma menor toxicidade em concentrações mais 

baixas para os componentes isolados. O HCFCo possui em torno de 30% de citotoxicidade no escuro 

para as maiorias das concentrações estudadas, mas apresentou relativa fototoxicidade apenas na maior 

concentração. O mesmo foi observado para HCFCo@NTCf nas concentrações entre 0,1 e 0,5 mg mL-

1. Diferente dos outros compostos, o HCFCo@NTCf@AF apresentou efeito fotodinâmico acentuado 

na concentração de 0,8 e 1,0 mg mL-1. A melhor condição para TFD contra a linha celular tumoral 

encontrada neste trabalho foi o tratamento com o nanocompósito HCFCo@NTCf@AF sob irradiação 

com LED vermelho, que resultou em 79% de morte celular. Os dados de apoptose corroboram com 

os de fotocitotoxicidade, atestando que o nanocompósito ternário apresentou o melhor desempenho, 

com indução de morte celular  apoptose inicial das células tumorais. Este trabalho sugere propriedades 

promissoras dos materiais sintetizados para potencializar o tratamento do CMTN usando TFD. 
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