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RESUMO
Nanoparticulas t€ém se mostrado promissoras em diversas areas, especialmente no contexto
farmacéutico, em que suas propriedades fisico-quimicas vém sendo investigadas como uma
alternativa para superar limitagdes associadas a quimioterapia convencional. Esse trabalho
dedica-se ao estudo de nanoparticulas a base de ruténio, por reunir os beneficios intrinsecos do
metal como agente terapéutico — incluindo seus multiplos estados de oxidagdo, baixa
toxicidade, elevada seletividade a células cancerosas, capacidade de troca de ligantes e
habilidade de mimetizar interagcdes do ferro com biomoléculas — e as vantagens estruturais das
nanoparticulas. Nesse contexto, propriedades como tamanho, morfologia, carga superficial e
porosidade podem ser moduladas, influenciando diretamente a biodistribuicao, a internalizagao
celular e o comportamento em sistemas biologicos. Foram sintetizadas nanoparticulas de 6xido
de ruténio(IV) (RuO2NPs) e desenvolvida uma proposta de nanomedicamento por meio da
conjugacdo dessas nanoparticulas ao dasatinibe (das), que é um inibidor da proteina tirosina
quinase Abl, utilizado no tratamento da leucemia mieloide cronica. A formacao das RuO>NPs
e das RuO;NPs-das pelo recobrimento com o farmaco dasatinibe foram confirmados por
espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS), espectroscopia vibracional,
microscopia eletronica de transmissao (MET), Espectroscopia de Dispersdao de Energia (EDS)
e difracao de raios X de pd. As analises por MET permitiram a determina¢ao do tamanho médio
das nanoparticulas esféricas, obtendo-se valores de 1,83 nm para as RuO2NPs e 1,76 nm para
as RuO>NPs-das. A composi¢do elementar das amostras foi mapeada por EDS. Os resultados
de XPS demonstraram que as nanoparticulas sdo constituidas de 6xido de ruténio(IV) e que o
dasatinibe foi incorporado as RuO>NPs-das. Em solu¢do, medidas de espalhamento dindmico
de luz indicaram tamanhos hidrodindmicos médios de 290 nm para as RuO>NPs e 209 nm para
as RuO>NPs-das, evidenciando a presenca de camadas hidratadas. A analise de potencial Zeta
revelou maior estabilidade para as nanoparticulas funcionalizadas (39,8 mV) em comparagao
as RuO,NPs nao funcionalizadas (18,8 mV), demonstrando que a incorporacao do dasatinibe
contribui significativamente para a estabilizacao fisica do sistema. Na regido do UV-Vis, ambas
as amostras apresentaram um maximo de absor¢ao em 305 nm. No espectro das nanoparticulas
funcionalizadas com o dasatinibe, o aparecimento de um ombro em torno de 355 nm, ausente
nas RuO,NPs, confirma a presenca do ligante nas RuO>NPs-das. As nanoparticulas contendo o
dasatinibe inibiram 50% do crescimento de células de leucemia mieloide cronica na
concentracdo de 7,14x107 mg L!, concentragdo essa em que as RuO2Nps ndo atingiram a Clso.
Dessa forma, os resultados obtidos evidenciam o potencial do nanossistema desenvolvido para

futuras investigacdes envolvendo aplicagdes farmacéuticas.



Palavras-chave: nanoparticulas; 6xido de ruténio(IV); dasatinibe, leucemia.



ABSTRACT
Nanoparticles have shown promise in several areas, especially in the pharmaceutical context,
where their physicochemical properties have been investigated as an alternative to overcome
limitations associated with conventional chemotherapy. This work is dedicated to the study of
ruthenium-based nanoparticles, as it brings together the intrinsic benefits of the metal as a
therapeutic agent — including its multiple oxidation states, low toxicity, high selectivity to
cancer cells, ligand exchange capacity, and ability to mimic interactions between iron and
biomolecules — and the structural advantages of nanoparticles. In this context, properties such
as size, morphology, surface charge, and porosity can be modulated, directly influencing
biodistribution, cell internalization, and behavior in biological systems. Ruthenium(IV) oxide
nanoparticles (RuO>NPs) were synthesized, and a nanodrug proposal was developed through
the conjugation of these nanoparticles to dasatinib (das), which is a tyrosine kinase Abl
inhibitor, used in the treatment of chronic myeloid leukemia. The formation of RuO>NPs and
RuO;NPs-das by coating them with the drug dasatinib were confirmed by X-ray excited
photoelectron spectroscopy (XPS), vibrational spectroscopy, transmission electron microscopy
(TEM), Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) and powder X-ray diffraction. The TEM
analyses allowed the determination of the average size of the spherical nanoparticles, obtaining
values of 1.83 nm for the RuO>NPs and 1.76 nm for the RuO;NPs-das. The elemental
composition of the samples was mapped by EDS. The XPS results showed that the
nanoparticles are made of ruthenium(IV) oxide and that dasatinib was incorporated into the
RuO>NPs-das. In solution, dynamic light scattering measurements indicated average
hydrodynamic sizes of 290 nm for RuO>NPs and 209 nm for RuO,NPs-das, evidencing the
presence of hydrated layers. The Zeta potential analysis revealed greater stability for the
functionalized nanoparticles (39.8 mV) compared to the non-functionalized RuO>NPs (18.8
mV), demonstrating that the incorporation of dasatinib contributes significantly to the physical
stabilization of the system. In the UV-Vis region, both samples showed a maximum absorption
at 305 nm. In the spectrum of nanoparticles functionalized with dasatinib, the appearance of a
shoulder around 355 nm, absent in RuO2NPs, confirms the presence of the ligand in RuO>NPs-
das.The nanoparticles containing dasatinib inhibited 50% of the growth of chronic myeloid
leukemia cells at a concentration of 7.14x1077 g L'!, a concentration at which RuO,Nps did not
reach ICso. Thus, the results obtained show the potential of the nanosystem developed for future

investigations involving pharmaceutical applications.

Keywords: nanoparticles; ruthenium(IV) oxide; dasatinib, leukemia.
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1 INTRODUCAO

O cancer permanece como uma das principais causas de morte no mundo, a doenga ¢
caracterizada pelo crescimento desordenado de células malignas que formam tumores, capazes
de invadir tecidos adjacentes e provocar metéastases (INCA, 2022).0 desenvolvimento do
cancer ¢ um processo multifatorial, causado pela acumulacao de mutacdes genéticas que levam
a proliferacdo anormal de tecidos celulares, com divisao celular rdpida e descontrolada,
denominada de tumor, que pode ser maligno ou benigno, de acordo com seu potencial de
invasdo e metastase. A evolugdo do cancer ¢ resultado de danos e mutagdes em proto-
oncogenes, que codificam a expressdo de varias proteinas que controlam o crescimento e
proliferacdo celular normal, e em genes supressores, que codificam a expressdao de proteinas
relacionadas a inibi¢do da proliferacdo descontrolada e/ou a estimulacdo de apoptose (morte
celular programada) (KURMI et al., 2020).

Dentre os tipos de cancer hematologico, a leucemia destaca-se por sua complexidade
clinica e heterogeneidade bioldgica, afetando células progenitoras hematopoiéticas e
comprometendo significativamente o sistema imunolégico (TERWILLIGER; ABDUL-HAY,
2017). Os tratamentos convencionais, como a quimioterapia, embora amplamente utilizados,
apresentam sérias limitacdes, incluindo baixa seletividade, toxicidade sistémica e
desenvolvimento de resisténcia pelos clones leucémicos (linhagens de células idénticas que se
desenvolvem a partir de uma célula-tronco alterada) (POUDEL et al., 2022).

Mais recentemente, o conhecimento de mecanismos moleculares de sinaliza¢do do
cancer permitiu o desenvolvimento de inibidores que tém como alvo proteinas especificas
responsaveis pela progressdo do tumor. Tirosina cinases sdo proteinas envolvidas tanto no
crescimento celular normal quanto no desenvolvimento de tumores, funcionando como
reguladores chave de processos celulares criticos como controle do ciclo, proliferacao e
diferenciagdo, sobrevivéncia, metabolismo e migracao celular (LEMMON; SCHLESSINGER,
2010).

Nesse cenario, a nanotecnologia tem emergido como uma abordagem inovadora e
promissora para superar esses desafios. As nanoparticulas (NPs), devido as suas propriedades
fisico-quimicas Unicas como tamanho nanométrico, capacidade de encapsulamento,
incorporacgao e liberagdo controlada de farmacos, além da possibilidade de funcionalizacdo de
sua superficie, oferecem vantagens substanciais em comparagdo as formas convencionais de

administracdo de medicamentos (KHAN et al., 2019). Diversas estratégias tém sido
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desenvolvidas com o objetivo de aprimorar a seletividade e a eficiéncia terapéutica de
nanossistemas aplicados ao tratamento da leucemia. A incorporacdo de ligantes organicos as
nanoparticulas metdlicas ou poliméricas tem mostrado resultados promissores, tanto em estudos
in vitro quanto em modelos in vivo, ao promover maior internalizagdo celular e apoptose
seletiva de células leucémicas (BISHOYI et al., 2025)

Esses sistemas para direcionamento eficiente de drogas ndo alteram as propriedades
farmacodinamicas fundamentais do farmaco em estudo, mas podem alterar as propriedades
farmacocinéticas e podem ter influéncia na dosagem, frequéncia e efeitos colaterais indesejados
(WEN; JUNG; LI, 2015). As NPs possuem o potencial de aumentar a estabilidade, solubilidade
e dissolu¢do de moléculas (tais como drogas terapéuticas, proteinas e polinucleotideos) que
estejam conjugadas em sua superficie, promovendo seu transporte através das membranas e
prolongando o tempo de circulagdo. No caso de farmacos, isto pode levar a um inicio mais
rapido da acdo terapéutica e melhoria da biodisponibilidade, aumentando a seguranca e eficicia
de medicamentos. (MITCHELL et al., 2020; CHENG; XIE; SUN, 2023)).

O ruténio foi selecionado para este estudo em virtude de suas propriedades fisico-
quimicas que o qualificam como um agente terapéutico altamente promissor. Entre essas
caracteristicas, destacam-se seus multiplos estados de oxidacdo, baixa toxicidade, elevada
seletividade por células patologicas, habilidade na troca de ligantes e a capacidade de mimetizar
intera¢des do ferro com biomoléculas (THANGAVEL et al, 2017). Evidéncias recentes na
literatura demonstram a eficécia terapéutica de complexos de ruténio embora ainda sejam
escassos os estudos voltados exclusivamente para nanoparticulas de 6xido de ruténio (LU, Y.
et al, 2022). A utilizacao de nanoparticulas nesse contexto mostra-se particularmente atrativa,
uma vez que suas propriedades fisico-quimicas como tamanho, morfologia, carga superficial e
porosidade podem ser moduladas de forma precisa. Tais pardmetros influenciam diretamente
sua biodistribui¢do: o tamanho afeta a acumulacdo seletiva em tecidos-alvo; a morfologia
interfere no comportamento fluidodindmico; enquanto a carga e porosidade da superficie
influenciam a internalizagdo celular. Nesse cendrio, observa-se um interesse crescente no
desenvolvimento de nanoparticulas de 6xido de ruténio, impulsionado por seu potencial
tecnologico em aplicagdes como catdlise e liberacdo controlada de fairmacos. (MEKUYE;
ABERA, 2023).

Nesse contexto, foram sintetizadas e caracterizadas nanoparticulas de ruténio

funcionalizadas com um quimioterapico ja utilizado em LMC (dasatinibe) a fim de ndo ser
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reconhecido pelos mecanismos de resisténcias célular. melhorar suas caracteristicas de

seletividade e resisténcia celular.

1.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo preparar dispositivos para direcionar um medicamento
antitumoral as células cancerosas. Mais especificamente, realizar a sintese e caracterizacao de
nanoparticulas de RuO, e subsequente funcionalizagdo com o dasatinibe, além de realizar

estudos de citotoxicidade em células de leucemia mieloide cronica.

1.2. Objetivos especificos

Objetivou-se a sintese de nanoparticulas de 6xido de ruténio(IV) com um inibidor da
proteina Abl visando-se obter um novo agente para o tratamento de leucemia mieloide cronica.
Os objetivos especificos foram: 1) sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de RuOg; ii)
funcionalizacdo das RuO>-Nps com o dasatinibe; iii) caracterizagdo fisico-quimica das RuO»-

das-Nps. Estudo do efeito dos dispositivos preparados em células de LMC.

1.3.  Justificativa

O cancer ¢ uma das principais causas de morte por doencas. O tratamento do cancer com
agentes quimioterapicos geralmente ¢ acompanhado do aparecimento de resisténcia celular além
de efeitos secundarios indesejaveis. Uma estratégia de tratamento € ter por alvo de agdo proteinas
implicadas no crescimento e sobrevivéncia das células cancerosas. A introducdo dos agentes
inibidores de tirosinases — os TKIs — no tratamento de leucemias resultou em altas taxas de
remissdo e prolongou a sobrevida dos pacientes. Mais especificamente, os TKIs direcionados a
proteina tirosinase Abl sdo os medicamentos de escolha no tratamento da leucemia mieloide
cronica. Infelizmente, a disseminacao de resisténcia aos medicamentos atualmente em uso ¢ os
efeitos colaterais provocados fazem com que seja de extrema importancia desenvolver novos
quimioterapicos que possuam amplo espectro de agdo, apresentem menos efeitos colaterais e, ao
mesmo tempo, que sejam ativos em linhagens celulares resistentes.

A hipdtese a ser testada € a de que a funcionalizagdo de nanoparticulas metalicas com
conhecida atividade antitumoral a ligantes que tenham por alvo proteinas especificas em células

cancerosas conduza a quimioterapicos mais seletivos e mais ativos. Esses agentes seriam
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seletivos por serem direcionados a células cancerosas € ndo as normais € mais ativos por serem

bifuncionais ao carregar um ion metalico antitumoral.

1.4. Estrutura da dissertacio

Diante do exposto, a presente dissertagao esta dividida em segdes delineadas da seguinte
forma: na primeira se¢do traz-se a introdu¢do destinada a caracterizagdo do tema investigado,
da questdo investigada e dos objetivos da pesquisa; na segunda secdo apresentam-se 0s
principios tedricos que envolvem a pesquisa em contextos importantes para o desenvolvimento
do trabalho tomados como referéncia para a pesquisa; na terceira se¢dao apresenta-se o
delineamento metodologico e informagdes sobre a coleta de dados por meio das analises
realizadas; na quarta se¢do sdo apresentados os resultados, a analise e a discussdo; por fim, na
ultima se¢do ¢ apresentada a conclusdo da pesquisa. Por fim, sdo citadas as referéncias

bibliograficas.
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2. CONCEITOS GERAIS E REVISAO DA LITERATURA

2.2. Leucemia Mieléide Cronica

A leucemia mieloide cronica (LMC) ¢ um tipo de cancer hematoldgico originado pela
fusdo dos genes BCR e ABLI, que gera uma tirosina quinase hiperativa. Essa alteragao
desencadeia a multiplicagdo excessiva das células progenitoras mieloides. O principal
indicativo molecular da doenga é o cromossomo Filad¢lfia, resultado de uma translocacao entre
os cromossomos 9 e 22. A proteina BCR-ABL, com atividade tirosina quinase anOmala,
promove sinais intracelulares irregulares, desregulando mecanismos de controle do ciclo celular
e de apoptose, o que leva a multiplicagdo descontrolada de células malignas. (CORTES;
PAVLOVSKY; SAUBELE, 2021; MINCIACCHI; KUMAR; KRAUSE, 2021).

Atualmente, o tratamento padrdao para a LMC envolve inibidores da tirosina quinase
ABL, como o imatinibe, inibidor de primeira classe. Porém, uma das principais causas de
resisténcia ¢ o surgimento de mutagdes pontuais no dominio da quinase BCR-ABL, que
dificultam a eficacia de ligagdo do imatinibe. O dasatinibe, inibidor de segunda classe, avangou
significativamente a eficacia do tratamento por inibir a proteina de fusdo BCR-ABL de forma
mais eficaz do que o imatinibe. O dasatinibe foi projetado para se ligar as conformacgdes ativas
e inativas da quinase BCR-ABL, proporcionando um espectro de inibicdo mais amplo. O
dasatinibe € particularmente eficaz em pacientes resistentes ou intolerantes ao imatinibe.
Demonstrou eficacia contra muitas das mutagdes BCR-ABL que conferem resisténcia ao
imatinibe, embora ndo seja eficaz contra a mutagao T3151. Essa mutacdo € referente a uma troca
de aminoacido na posi¢ao 315 da proteina BCR-ABL1, onde uma treonina (T) ¢ substituida por
isoleucina (I). Essas mutac¢des tornam o desafio clinico cada vez maior. Por essa razdo, hd uma
demanda crescente por terapias alternativas que superem os novos obstaculos (KORASHY;
RAHMAN; KASSEM, 2014) (SHAMMAS et al., 2025).

No Brasil, entre 1979 e 2022, foram registrados 97.550 dbitos por leucemias mieloides
(Leucemia Mieloide Cronica e Leucemia Mieloide Aguda). A proporcdo de mortes por
Leucemia Mieloides em relagdo ao total de obitos por canceres reduziu-se em 19,57%, passando
de 1,84% para 1,48%. A redugao relativa da participagdo das LM nas mortes por cancer tornou-

se evidente apds 2003; contudo, em termos absolutos, verificou-se crescimento expressivo dos
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obitos, com aumento de 106,8% entre 1982 ¢ 2002, 50% entre 2002 ¢ 2022 e 210% no periodo
de 1982 a 2022 (MANTOVANI et al., 2024).

Apesar da diminuigdo proporcional, o elevado nimero absoluto de 6bitos evidencia a
relevancia das LM como problema de satde publica. Nesse contexto, novas pesquisas € novas

perspectivas de tratamento para ampliar o sucesso terapéutico sao fundamentais.

2.3. Complexos de ruténio para tratamento de cincer

Medicamentos a base de platina, como a cisplatina, tém sido usados ha muitos anos no
tratamento do cancer devido a sua eficacia terapéutica contra alguns tipos de canceres como
pulmao, figado, ovario e mama (HAN. Y. et al, 2018). Infelizmente, apés um certo nimero de
tratamentos, uma resisténcia celular aparece provocando o fracasso da quimioterapia. Além
disso, efeitos adversos como sobrecarga dos rins, ndusea e vOmito, também conduzem a
descontinuagdo do uso em ambientes clinicos (RAJESWARAN.A et al, 2008). Esses resultados
incentivaram a pesquisa por complexos de outros ions metalicos, sendo que complexos de
ruténio tém ganhado destaque (SILVA-CALDEIRA et al., 2021); (MELO et al, 2019). Os
complexos trans-[Ru(dmso)(Im)Cls][ImH] e trans-[Ru(Ind)>Cls][IndH] entraram em fase de
ensaios clinicos, com testes realizados em tumores s6lidos e hematologicos, incluindo pulmao,
mama, colon, prostata, ovario, melanoma e leucemias (ALESSIO; MESSORI, 2019). O ruténio
possui algumas caracteristicas interessantes que o torna uma alternativa ao uso de complexos a
base de platina. Ru(Il) e Ru(III) tém cinética de troca de ligantes semelhante a da Pt(II), o que
confere alta estabilidade cinética e evita reagdes de equilibrio rdpido nos meios celulares. O
ruténio parece se acumular preferencialmente em massas neoplasicas em vez de em tecidos
normais, usando os receptores de transferrina para entrar nas células cancerosas. Complexos de
ruténio apresentam elevada seletividade tumoral e menor toxicidade em comparagdo a
metalofarmacos classicos, sendo atualmente investigados em estratégias de terapia combinada
com farmacos alvo, com resultados promissores na superacao da resisténcia tumoral (YUSOH
etal., 2023; CLAVEL et al., 2014). No entanto, 0 mecanismo da agao antitumoral de compostos
de ruténio ainda precisa ser melhor compreendido, e tanto o ADN como as proteinas constituem
possiveis alvos (NAFFES, M ZIJIAN, G; 2014, SIMOVIC et al., 2019).

Apesar das propriedades antineoplasicas de complexos de ruténio, estudos na literatura

sobre 0 uso de nanoparticulas de ruténio visando o tratamento do cancer sdo escassos.
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Mfengwasa e Sone sintetizaram nanoparticulas de 6xido de ruténio (RuONPs) e estudaram sua
atividade em células de cancer de mama (linhagem MCF7). As RuONPs ndo apresentaram alta
atividade citotdxica além de ndo terem sido seletivas para as células tumorais (MFENGWANA;
SONE, 2023).

A utilizagdo de nanoparticulas nesse contexto mostra-se particularmente atrativa, uma
vez que, suas propriedades fisico-quimicas como tamanho, morfologia, carga superficial e
porosidade podem ser moduladas de forma precisa. Tais pardmetros influenciam diretamente
sua biodistribui¢do: o tamanho afeta a acumulacdo seletiva em tecidos-alvo; a morfologia
interfere no comportamento fluidodindmico; enquanto a carga e porosidade da superficie
influenciam a internalizag@o celular. Diversas abordagens também tém sido investigadas para
integrar complexos de ruténio em uma variedade de estruturas em nanoescala (KARATI et al.,
2024).

Além dos complexos, as nanoparticulas também sao muito estudadas como uma forma
de melhorar a efetividade de tratamentos anticancer. As nanoparticulas quando ligadas a um
medicamento funcionam como nanocarreadores melhorando sua dispersibilidade, protegendo
o organismo da alta toxicidade e permitindo uma liberagdo controlada no local desejado.
(KARRA; BENITA, 2012). O principal beneficio dos sistemas de administracio de
medicamentos com NPs estd na sua retencdo de medicamentos melhorada. As NPs sao
projetadas especificamente para permitir uma liberagdo controlada do farmaco nas células
cancerigenas, mantendo assim os beneficios do tratamento por uma duragao prolongada. Essa
liberagdo prolongada de farmaco elimina a necessidade de dosagem frequente, diminuindo, em
ultima andlise, a probabilidade de reacdes adversas e melhorando a adesao do paciente (BAJPAI

etal., 2021).

2.4. Dasatinibe

O dasatinibe ¢ um potente agente antileucémico, que age inibindo a proteina BCR-ABL
(Figura 1). Sua liberacdo para uso clinico se deu em 2007 pela ANVISA no Brasil e em 2010
pelo Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos. Geralmente ¢ utilizado na fase
cronica da doenca ou quando algum outro tratamento prévio ndo surte mais efeito no paciente.
Em estudos realizados, o composto se mostrou eficiente em 18 linhagens celulares diferentes
que possuiam resisténcia ao imatinibe, o dasatinibe ¢ um inibidor de tirosina-quinase que

bloqueia a atividade das proteinas BCR-ABL e SRC ao competir com o ATP no sitio catalitico,
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interrompendo vias de sinalizagdo responsaveis pela proliferagdo e sobrevivéncia de células
leucémicas. (NEKOUKAR; MOGHIMI; SALEHIFAR, 2021) Apesar das vantagens do

dasatinibe, também aparecem casos de resisténcia celular ao tratamento.

Figura 1: Estrutura do dasatinibe
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2.5. Interacio de compostos metalicos com proteinas

As proteinas ndo atuam de forma isolada nos organismos vivos, mas geralmente em
associagdo, seja por meio de complexos metalicos ou de interagdes proteina-proteina. Os ions
metalicos, além de modularem a atividade proteica, também participam da mediag¢do dessas
interacdes, dessa forma, contribuindo para a manutencdo da homeostase dos metais em meio
celular. Inicialmente, o estudo de complexos metalicos como agentes anticancer estava voltado
ao seu direcionamento ao ADN, contudo, as proteinas t€ém ganhado destaque como alvos de
investigagdo. (WITKOWSKA; ROWINSKA-ZYREK, 2019); (MEGGERS,2009).

Nanoparticulas metalicas conjugadas a farmacos tém se mostrado promissoras na
interacdo com proteinas, pois conseguem entregar a carga terapéutica diretamente aos locais-
alvo por meio da ligag¢do ligante-receptor. Esse direcionamento € especialmente relevante na
terapia contra o cancer, ja que permite eliminar células tumorais com maior especificidade,
reduzindo os danos as células saudaveis vizinhas (GHOSH; PANICKER, 2021).

Apos a inser¢do em meio bioldgico, as nanoparticulas estabelecem uma interagao inicial
com proteinas (ou outras biomoléculas) presentes no meio, formando uma “coroa” em sua
superficie (SAPTARSHI; DUSCHL; LOPATA, 2013). A cinética de ligacdo dessas proteinas
depende de sua mobilidade. Segundo o efeito Vroman, a troca competitiva de proteinas na
superficie de um material implantado ocorre quando diferentes proteinas se adsorvem com o
tempo e sdo subsequentemente deslocadas por outras com maior afinidade pela superficie.

Sendo assim, as proteinas mais moveis se ligam primeiro as nanoparticulas, mas sdo
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posteriormente substituidas por proteinas menos moveis, que apresentam maior afinidade pela
superficie. Em nanoparticulas funcionalizadas, essa afinidade varia de acordo com os grupos
funcionais disponiveis nas moléculas do revestimento (FANG et al., 2006).

Uma vez ligadas as nanoparticulas, as proteinas podem sofrer desnaturagdo de suas
conformagdes nativas, portanto, impactando a regulagdo subsequente de interagdes proteina-
proteina, a transduc¢do de sinais celulares e a transcricdo do ADN. A ligagdo as nanosuperficies
ocorre por meio de diferentes forcas, como ligagdes de hidrogénio, forcas de solvatagdo e
interagdes de van der Waals (LUNDQVIST et al., 2008).

A coroa proteica ¢ composta por duas camadas: a “coroa dura” e a “coroa mole”. A
coroa dura pode persistir por algumas horas, enquanto a mole tem vida util de apenas alguns
minutos. Diversas proteinas podem adsorver na superficie das nanoparticulas; em geral, a
camada rigida permanece estavel, mas a composi¢cdo da camada mole se altera constantemente.
Essa dindmica decorre da cinética de adsor¢@o e dessorcdo de cada proteina (MONOPOLI et

al., 2011).
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3. PARTE EXPERIMENTAL (METODOLOGIA)

Os procedimentos experimentais desse trabalho foram desenvolvidos e realizados no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), no centro de
microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e no Departamento de Fisica
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMGQG).

A agua utilizada nos experimentos foi destilada com o equipamento TKA DI 800/900 e
posteriormente desionizada no equipamento de osmose reversa OS50 LX da marca Gehaka.

Todos os reagentes e solventes utilizados no presente trabalho foram de grau analitico,
adquirido das marcas Sigma Aldrich ou Neon. A Tabela 1 apresenta informacdes sobre os

reagentes e solventes utilizados nesse trabalho.

Tabela 1: Dados de reagentes e solventes utilizados nos procedimentos experimentais.

Reagente/Solvente Formula Quimica Marca/Lote
Cloreto de ruténio RuCl; - xH20 Sigma
(I110) Aldrich/MKBX1980V

Dasatinibe C22H26CIN7O2S Sigma
Aldrich/0000348492

Dimetilsulféxido C2H6sOS Neon/63508

Brometo de potassio KBr PIKE
Technologis/CAS#7758-02-
03

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

3.1 MATERIAIS E REAGENTES

3.1.1 PREPARO DAS NANOPARTICULAS
Foram preparados dois materiais nanoparticulados: as nanoparticulas de RuO2, ou

RuO:2NPs, e as nanoparticulas de RuO» contendo o ligante dasatinibe, ou RuO>2NPs-das.

3.1.2 RuO:2NPs
Cerca de 0,10 g de RuCl; - xH>O foram dissolvidos em 50 mL de 4gua (0,01 mol L~

1. A mistura foi aquecida, sob agitacdo constante, em banho termostatizado, a temperatura de
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40°C, por seis horas. As nanoparticulas de RuO; ficaram estaveis em suspensao, sem aparente
agregacdo. Apos esse periodo, a mistura foi resfriada a temperatura ambiente. As RuO>NPs
foram separadas por centrifugacdo e lavadas por 5 vezes com agua desionizada. Apds durante
quatro dias. A dissolu¢do de RuClsz em solucdo aquosa, acima de pH 3, leva a formagao de
Ru(OH)s, que ¢ subsequentemente oxidado a RuO» pelo O; contido na agua (ZHANG, 2010).

a ultima centrifugagdo, as RuO>NPs foram secadas em um dessecador com silica-gel.

3.1.3 RuO:NPs-das

A uma solu¢do aquosa de RuCl; - x H>O (0,1030 g) foram adicionados 0,0025g de
dasatinibe pré-dissolvido em ImL de dmso. A mistura foi aquecida em um banho de
aquecimento termostatizado, a temperatura constante de 40°C, por seis horas. ApoOs esse
periodo, a mistura foi resfriada a temperatura ambiente. No dia seguinte, a mistura foi aquecida
novamente a 40°C, até a evaporagao completa do solvente. O s6lido obtido foi lavado com agua
desionizada para retirar o dmso e outras impurezas. Esse procedimento foi repetido 10 vezes
para garantir a purificagdo. Apds a ultima centrifugacdo, as RuO>NPs-das foram secadas em

um dessecador com silica-gel durante quatro dias.

3.2 Estudos Espectroscdpicos

3.2.1 Espectroscopia de absorcio na regiao ultravioleta-visivel
Os espectros na regido ultravioleta-visivel foram realizados com solugdes de
concentragdes de 1pg/mL! para RuO>NPs e para o RuO,NPS-das. Os espectros foram obtidos

no espectrofotometro UV-19001 da marca Shimadzu, na faixa de 700 a 250nm.

3.2.2 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

As amostras dos materiais RuO2NPs e RuO>NPs-das foram pastilhadas com KBr
(brometo de potéssio). Para fins comparativos, foi realizada também a andlise de infravermelho
do ligante dasatinibe. Os espectros de infravermelho foram obtidos através do equipamento

FTIR IRSpirt da marca Shimadzu.
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3.2.3 Espectroscopia de Fotoelétrons por Raios X

As medidas de espectroscopia de fotoelétrons por raios X (XPS) foram realizadas no
Laboratério de Fisica de Superficies do Departamento de Fisica da UFMG, em colaboragao
com o Professor Roberto Paniago, utilizando dois sistemas: um sistema Escalab-XPS da
Thermo Fisher Scientific usando Al-ka (1486,6 eV), monocromatizado por um cristal gémeo,
e um espectrometro SPECS usando Mg-ka convencional (1253,6 eV). Suspensdes aquosas das

amostras foram depositadas em um suporte de silicio e secadas em estufa a vacuo.

3.2.4 Dispersao dinamica de luz e Potencial Zeta

As andlises foram realizadas em um equipamento Zetasizer ZS Nanoseries da marca
Malvern Instruments, utilizando cubetas de poliestireno (DTS 0112), no laboratorio de pesquisa
do Professor Rubén Sinisterra do Departamento de Quimica da UFMG. A concentragao
utilizada nessa técnica para as duas amostras foi 1 pg/mL, a fim de que fosse possivel diminuir
a turbidez da amostra. As amostras foram mantidas em um banho ultrassdnico por 30 minutos
para que pudessem estar o mais dispersas possiveis, evitando que quaisquer agregagdes do

material interferissem na confiabilidade da medic¢ao de seu tamanho.

3.3 ANALISES TERMOGRAVIMETRICAS
As andlises foram realizadas, no Laboratorio de Analise Térmica do Departamento de
Quimica da UFMG, em um equipamento DTG-60H Shimadzu, utilizando cadinho de alumina,

atmosfera de ar sintético (100 mL min™') e razdo de aquecimento de10 °C min™ .

3.4 ANALISES MICROSCOPICAS

3.4.1 Microscopia eletronica de transmissao

As analises foram realizadas no Centro de Microscopia da UFMG no Microscopio
Eletronico de Transmissao Tecnai G2-20 - FEI SuperTwin 200 kV. Foram obtidas imagens dos
materiais produzidos nesse trabalho e sua composi¢do quimica através da analise de

espectroscopia de energia dispersiva (EDS) também realizado nesse mesmo equipamento.
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3.5 ANALISES DE DIFRACAO

3.5.1 Difracao de raios X (DRX)

As medidas de raios X de p6 foram realizadas em um equipamento XRDynamic 500 da
marca Anton Paar, equipado com um tubo de raios X CuKa (A = 1.5418 A), no Departamento
de Quimica da UFMG. As amostras sélidas foram depositadas em suporte proprio os dados

foram coletados usando a geometria de Bragg—Brentano na faixa de 4-80° (20) com incremento

de 0,0200°.

3.6 Atividade citotoxica em células de leucemia mieloide cronica — linhagem K562

A atividade citotoxica dos nanomateriais foi avaliada em células da linhagem K562,
adquiridas no Banco de Células do Rio de Janeiro. As células foram cultivadas em meio RPMI
1640 contendo L-glutamina, suplementado com 1% de antibio6tico e 10% de soro fetal bovino,
sendo mantidas a 37°C em uma atmosfera umidificada e com 5% de COx.

A citotoxicidade dos nanomateriais foi determinada pela concentracao capaz de inibir
em 50% o crescimento celular (Clso).

Para o ensaio, 1x10° células mL™! foram incubadas por 72 h na auséncia e presenca de
concentragdes crescentes dos nanomateriais testados e do dasatinibe livre. Apds o periodo de
incubacgao, as células foram contadas e a porcentagem de inibi¢cdo do crescimento celular foi
determinada. A viabilidade celular foi verificada com o corante azul de Tripan. Os valores de
Clso foram determinados a partir do grafico de dose-resposta com auxilio do software OriginPro
2026, utilizando-se um ajuste sigmoidal (Boltzmann).

Esses estudos foram feitos em colaboragdo com a doutoranda Julia R.L. Silva.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PREPARO DOS MATERIAIS
Os materiais se mantiveram estaveis em suspensao, sem separac¢ao visivel de diferentes

fases ou distingdo do meio aquoso e do material nanoparticulado a olho nu.

4.1.1 Espectroscopia de absorcao molecular na regiao do ultravioleta-visivel (UV-VIS)

Foram obtidos espectros na regido do UV-Vis tanto das nanoparticulas de 6xido de
ruténio(IV) (RuO2NPs) quanto das nanoparticulas de 6xido de ruténio(IV) com dasatinibe
(RuO2NPs-das), para se avaliar o efeito da adi¢do do dasatinibe as RuO2NPs

Ambas as amostras apresentaram um maximo de absor¢ao em 305 nm, como observado
na figura 2. No espectro das nanoparticulas funcionalizadas com o dasatinibe, o aparecimento
de um ombro em torno de 355 nm, ausente nas RuO>NPs, confirma a presenca do ligante no
material. O dasatinibe livre possui um maximo de absor¢do em 330 nm (GOWRI SANKAR,
D. et al, 2009).
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Figura 2: Espectro de absor¢do molecular na regido UV-Visivel em concentragdo de 1pg/ mL
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

4.1.2 Espectroscopia de absorcio na regiao do infravermelho (IV)

Os espectros vibracionais foram obtidos em pastilhas de KBr. Para fins comparativos,
uma amostra do ligante utilizado na fabrica¢do das nanoparticulas conjugadas, também foi
analisada, para verificar a possivel semelhanca dos espectros vibracionais, o que ¢ um indicio
da incorporacdao do ligante ao material. Na figura 3, estd representado o espectro de

infravermelho obtidos das RuO>NPs, na figura 4 estdo representados os espectros obtidos das

RuO,NPs-das e o dasatinibe livre.
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Figura 4:Espectro vibracional (4000-400 ¢cm ') das RuO,NPs-das e dasatinibe
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Fonte: Elaborado pela autora (2025)

Na Tabela 2 estao indicados os valores das bandas de absorc¢ao no IV e suas atribuigdes.
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Tabela 2: Frequéncias de vibragdo na regido do infravermelho (4000-400 cm™) dos compostos

RuO;NPs, RuO,NPs-das, e dasatinibe

RuO>NPs RuO;NPs-das Dasatinibe Atribuicao
- 3424 3416 v N-H
- 3218 3234 v O-H
3143 - - v O-H
2914 2930 v C-H
1609 1620 v C=0
1580 1577, 1416 v C=
- 1507, 1458 1512, 1451 vC=C
- 864 862 v C-H
774, 667 774, 633 v C-Cl
547 537 - v Ru-O

Fonte: Elaborado pela autora (2025)

Segundo Lopes-Lorente e Mizaikoff (2016) a espectroscopia na regido do infravermelho
pode ser utilizada para identificar ligantes ligados a superficie de nanoparticulas. Isso € possivel
devido a cada ligante possuir vibragdes moleculares caracteristicas que podem ser reconhecidas
no espectro obtido através dessa técnica. O FTIR é uma técnica analitica essencial para
caracterizacdo quimica, permitindo diferenciar nanoparticulas com ou sem ligantes pela
presenca (ou auséncia) de bandas especificas de ligantes.

O espectro do dasatinibe apresenta bandas largas em 3234 cm™ e 3416 cm™! referentes
aos estiramentos v(O-H) e v(N-H), respectivamente. Em 2930 cm™! est4 a banda referente ao
estiramento das alquilas v(C-H) da estrutura do ligante. Nas regides de energia intermediaria
destaca-se a banda de estiramento v(C=0) da carbonila da amida em 1620 cm™. As vibrac¢des
de anéis heteroaromaticos presentes na estrutura do ligante, como um anel pirimidinico
substituido, possuem certa complexidade em serem atribuidas devido a origem complexa que
envolvem os sobretons e combinagdes de diferentes tipos de vibragdao. O estiramento v(C=N)
pode ser observado em duas bandas intensas em 1577-1416 cm™!, ja o estiramento v(C=C) se
apresenta nas bandas em 1535-1451 cm’'. O dasatinibe apresenta um anel tiazol em sua
estrutura, o estiramento v(C=N) aparece em 1508 cm™'. Por fim, o estiramento v(C-Cl) surge
em 774 cm™!. A incorporagio do dasatinibe nas nanoparticulas é evidenciada pela presenca das

bandas do ligante no espectro das RuO,NP-das.
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A incorporagao das nanoparticulas no ligante dasatinibe sdo evidenciadas através das
bandas do ligante que se mostram em comprimentos de onda proximos do ligante sozinho, além
disso, a banda em 547 cm™! presente nas nanoparticulas conjugadas com dasatinibe (RuO,NPs-
das), esta presente em 545 cm ! nas nanoparticulas de ruténio (RuO2NPs), indicando a ligacio
entre Ru-O (MINK, J. et al,1995), caracteristica do oxido de ruténio, sintetizado em
nanoparticulas neste trabalho.

No espectro das RuO>NPs observa-se uma banda em 545 cm™! atribuida ao estiramento
Ru-O (MINK, J. et al,1995). Essa absorcio desloca-se para 547 cm’' nas nanoparticulas
conjugadas com o dasatinibe (RuO>NPs-das),

As demais bandas observadas no espectro i.v. das nanoparticulas de o6xido de

ruténio(IV) (RuO2NPs) provém de moléculas de dgua adsorvidas na superficie do material.

4.1.3 Espectroscopia de Fotoelétrons de raios X (XPS)

A caracterizagdo quimica da superficie foi realizada por espectroscopia de fotoelétrons
em dois sistemas: um sistema Escalab-XPS da Thermo Fisher Scientific usando Al-ka (1486,6
eV), monocromatizado por um cristal gémeo, e um espectrometro SPECS usando Mg-ka
convencional (1253,6 eV). As amostras RuO>NPs, RuO,;NPs-das foram montadas em fita de
carbono de acordo com o procedimento padrdo. O didmetro do ponto de raios X foi de
aproximadamente 400 micrometros e foi empregada compensacao de carga. Os espectros de
varredura foram obtidos com energia de passagem de 50 eV e os de alta resolucdo (varreduras
estreitas) com energia de 20 eV.

Na técnica de espectroscopia de fotoelétrons de Raios X os elementos presentes na
superficie do material analisado sdo caracterizados pela energia de ligagdao dos seus picos
fotoelétricos. Os niveis de energia no processo de fotoemissdo sdo quantizados, ha uma
distribui¢do de energia cinética relativa as camadas eletronicas do &tomo que foi fotoionizado,
possibilitando a diferenciagdo entre atomos da superficie do material analisado (RIBEIRO, E.S
et al, 2018).

A superficie das nanoparticulas RuO2NPs ¢ composta de 6xido de ruténio(IV), o que é
evidenciado pela presenca de oxigénio (Ols) e principalmente devido as posi¢des dos picos de
ruténio (Ru3pl1/2 em 485.5¢V, e Ru3p3/2 em 463.2 eV).

O espectro de Cls da amostra de RuO,NPs tem superposi¢ao com os picos de Ru3d (3d
3/2 e 5/2), presentes em 281.6 eV (Ru 3d5/2) e em 285.8 ¢V (3d3/2), que estdo em excelente
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concordancia com os resultados encontrados na literatura para nanomateriais de 6xido de
ruténio(IV), onde 3d5/2 e Ru 3d3/2 aparecem em 281.5 ¢ 285.7 eV (SARKAR et al., 2022). A
contribuicdo de Cls nessa regido espectral nas RuO;NPs ¢ pequena pois aparecem estes dois
picos de Ru3d mencionados que se devem as impurezas de carbono.

Os picos Cls nas amostras de dasatinibe ¢ RuO>NPs-das sao mais intensos e se devem
ao carbono nas moléculas de dasatinibe. Os picos de Ru3d3/2 e Ru3d5/2 no material RuO,NPs-
das estdo bem atenuados, como ¢ possivel observar com o auxilio da figura 5. O XPS ¢ uma
técnica de analise de superficie, analisando apenas cerca de 2 nanometros, o que esta por baixo
fica bem atenuado.

Nas amostras do ligante livre e nas RuO>NPs-das, o pico Cls se refere ao carbono do
dasatinibe. Na amostra do dasatinibe, o pico N1s esta proximo a 398 eV, certamente relacionado
a molécula com 7 atomos de nitrogénio na sua estrutura.

A amostra de RuO2NPs, nao contém enxofre, diferente das amostras de RuO>NPs-das e
do dasatinibe, o que indica uma incorporagdo do ligante, ambas com S2p em (164.0+0.2) eV.
As amostras de RuO,NPs-das e a amostra do ligante dasatinibe possuem cloro na sua superficie,
proveniente da estrutura do proprio ligante, energia por volta de 199 eV.

As nanoparticulas apresentam Ru3pl/2 e Ru3p3/2 em 485.5 eV e 463.2 eV,
respectivamente, devido ao 6xido de ruténio(IV) em oOtima concordancia com a literatura
(AFTABUZZAMAN et al., 2019); (PARK, et al 2009).

Nas nanoparticulas RuO2NPs-das a intensidade dos picos Ru3p cai para 1/6 (0.16) da
intensidade da amostra RuO>NPs. Considerando o livre caminho médio do elétron, foi calculada

uma espessura de aproximadamente (2.5+0.5) nm de dasatinibe.
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Figura 5: Espectros de energia XPS dos compostos RuO,NPs, RuO,NPs-das e dasatinibe
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4.1.4 Espectroscopia de espalhamento dinimico de luz (DLS) e Potencial Zeta(ZP)

A carga superficial e o tamanho das particulas sdo dois fatores muito importantes para

uma série de efeitos biologicos das NPs, incluindo captagdo celular, toxicidade e dissolucao.

DLS (dispersdao dinamica de luz), também conhecida como espectroscopia de correlagdo de

fotons ou espalhamento de luz quase eldstico e ZP (potencial zeta) surgiram como técnicas

simples e executdveis em ambientes laboratoriais comuns para investigar o tamanho

(hidrodindmico) e a carga superficial de NPs, respectivamente. A espectroscopia de

espalhamento dinamico de luz, em inglés, Dynamic Light Scattering (DLS) ¢ uma técnica de

analise espectroscopica nao destrutiva que permite medigdes correspondentes a intensidade da

luz espalhada pelas nanoparticulas e tamanho das particulas suspensas em um liquido de 1 a

1000 nm (FAN, X.; ZHENG, W.; SINGH, D. J.; 2014).
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As particulas suspensas em um liquido ficam sob a¢do do movimento browniano,
movimento esse que se caracteriza por ser um movimento aleatorio de particulas suspensas em
fluido (podendo ser em estado liquido ou gasoso) (EINSTEIN, 1905). Tipicamente, a medigdo
do DLS baseia-se no principio do efeito Doppler, que afirma que a frequéncia da luz espalhada
por uma particula € deslocada dependendo da velocidade da particula. Particulas pequenas se
movem mais rapidamente no meio do que particulas grandes, resultando em um sinal de
intensidade varidvel mais rapido. O DLS mede o tempo caracteristico das variagdes na
intensidade espalhada que depende do coeficiente de difusdo das particulas (JIA, ef al. 2023).

Na figura 6, ¢ observado o espectro obtido através da analise de DLS das nanoparticulas
de 6xido de ruténio(IV) (RuO2NPs). As nanoparticulas de 6xido de ruténio(IV) apresentaram
tamanho médio de 290 nm, maior do que as nanoparticulas de 6xido de ruténio(IV)
funcionalizadas com o dasatinibe, 209 nm (Figura 7). A auséncia de revestimentos ou ligantes
resulta em menor estabilidade coloidal, o que aumenta a propensdo a aglomeragdo devido a
auséncia de barreiras eletrostaticas suficientes para evitar que as particulas atraiam umas as

outras (ZHANG, 2014).

Figura 6: DLS RuO,NPs
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O tamanho médio das particulas pela técnica de DLS se mostrou maior do que o
observado nas andlises de microscopia de transmissdo, isso se deve ao ambiente em que as
analises foram realizadas. Cada técnica analitica pode refletir distintas propriedades fisicas do

sistema particulado. Em amostras polidispersas, uma distribui¢do baseada na contagem
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numérica como a obtida por microscopia eletronica de transmissdo tende a indicar tamanhos
médios menores do que uma distribuicdo baseada na intensidade de espalhamento como a
fornecida por DLS. Isso ocorre porque o DLS € mais sensivel a particulas maiores que espalham
mais luz. Em sistemas como coloides metélicos recobertos com diferentes ligantes, o tamanho
medido por DLS, corresponde ao tamanho efetivo de uma particula em solugo, considerando
nio s6 o nucleo, mas também camadas associadas, como solventes, ions, surfactantes e
diferentes tipos de ligantes. Essa medida ¢ obtida através do didmetro hidrodindmico que
engloba todas as caracteristicas citadas. Em suma, o DLS analisa o tamanho de particulas
englobando tanto o nticleo metalico quanto a camada de ligante adicionado. Ja técnicas como a
microscopia eletronica de transmissdo detectam preferencialmente o ntcleo denso, resultando
em medidas menores (JIA, et al. 2023). Esses resultados sugerem que as nanoparticulas de
RuO: estejam incorporadas ao ligante dasatinibe nas RuO2NPs-das, onde o tamanho médio das
nanoparticulas ficou em torno de 209 nm, como ilustra a figura 7.

Figura 7: DLS RuO,NPs-das
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A estabilidade de suspensdes com nanoparticulas pode ser complexa, especialmente
devido a variagdes na carga superficial das particulas. A estabilidade coloidal pode ser avaliada
por meio do potencial Zeta, obtido pela mobilidade eletroforética. O potencial Zeta reflete as
interacdes entre particulas e com o meio, sendo uma ferramenta util para prever a tendéncia de
agregacdo e compreender o comportamento coletivo em dispersdes coloidais (MIDEKESSA,
G. et al, 2020).

Kamble et al. (2022) propuseram que suspensdes com potencial zeta entre + 30 e + 40
apresentam estabilidade moderada. Suspensdes com potencial menor que + 30 mV sendo de

baixa estabilidade. Como € possivel observar na figura § o potencial zeta das nanoparticulas de
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oxido de ruténio(I'V) na auséncia do dasatinibe alcangou o valor médio de +18,8 mV, o que esta
de acordo com o espectro obtido por DLS, demonstrando menor estabilidade das nanoparticulas
sem o composto organico e tendo maior tendéncia de agregacdo por falta de impedimentos

eletrostaticos e/ ou estéricos.

Figura 8: Potencial zeta RuO,NPs
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O potencial Zeta medido para as NPs RuO>NPs-das, que pode ser observado na figura
9, atesta maior estabilidade da suspensdo das nanoparticulas contendo o dasatinibe do que as
nanoparticulas de RuO, com o valor de +39,8 mV. De acordo com esse resultado esta o fato
de que aumentando-se o pH das solugdes, as RuO2NPs comecam a se aglomerar em pH 3,5 e
as RuO>NPs-das, em pH 8.

Esses resultados indicam a ligacdo entre as nanoparticulas de 6xido de ruténio(IV) com

o dasatinibe e a estabilidade do sistema.
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Figura 9: Potencial zeta RuO,NPs-das
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4.1.5 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

Técnicas espectroscopicas sdo amplamente utilizadas para analises elementares por
meio de detectores acoplados a microscopios eletronicos. Dentre elas, destaca-se a
espectroscopia de dispersdo de energia de raios X (EDS), que por sua vez, identifica os raios X
emitidos pela amostra em resposta a interagdo com o feixe de elétrons incidente. Essa técnica é
largamente empregada na identificagdo da composi¢do quimica de diversos materiais,
permitindo tanto a analise pontual quanto o mapeamento da distribui¢do de elementos em areas
especificas da amostra (SCIMECA et al., 2018).

A partir do microscopio eletronico de transmissdo (MET), também foi realizada a
analise de Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) que possibilitou a identificacdo dos
elementos contidos nas amostras. No espectro de EDS das RuO>NPs (figura 10) ha a presenca
predominante do oxigénio e de ruténio, o que condiz com os resultados da analise de XPS sobre

a sua composi¢do. O carbono presente pode ser atribuido a grade utilizada para preparo da
amostra.
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Figura 10: EDS obtido da de RuO,NPs

RuO,NPs
200000
C
150000
E 100000 -
=
Ru
50000 -
O) ClIRu Ru
O -
T
0 10
keV

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Corroborando com o resultado obtido na andlise de XPS, a diferente composicao
elementar das RuNPs-das quando comparada as nanoparticulas sem a presenga do ligante na
sintese (RuO>NPs) evidenciam a funcionalizacdo das nanoparticulas com o dasatinibe. Na
figura 11, & possivel verificar a presenga de carbono (C), oxigénio (O), enxofre (S) e ruténio
(Ru), no espectro de EDS obtido das nanoparticulas conjugadas com dasatinibe (RuO>NPs-
das).

Nao foi possivel, no entanto, determinar com precisao qual fragdo do carbono detectado
se origina do ligante e qual porcentagem seria da grade de carbono utilizada para montagem da
amostra. O pico de Nitrogénio, se sobrepde ao pico de Carbono, impossibilitando a sua
visualiza¢do. O resultado do EDS condiz com os resultados obtidos na técnica de XPS,
indicando a diferenga de composigao entre os dois nanomateriais sintetizados, confirmando que

foi realizada com sucesso a conjugagao das nanoparticulas com o ligante.
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Figura 11: Grafico de EDS obtido da amostra de RuO,NPs-das
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

4.2. Analises Termogravimétricas

4.2.1 Termogravimetria

Amostras dos dois materiais nanoparticulados (RuO>NPs, RuO,NPs-das) foram
submetidas a analise termogravimétrica, com as condigdes descritas no topico 4.3. E possivel
observar pelas curvas termogravimétricas que o comportamento das nanoparticulas de RuO> e
das RuO;NPs-das ¢ diferente, o que corrobora com as demais analises como evidéncias de
incorporagdo das nanoparticulas de 6xido de ruténio no ligante dasatinibe. Na figura 12 ¢

possivel notar trés perdas de massa significativas em 136,15°C, 294,57° C e em 421° C,



42

atingindo um plato em 600°C. Essas perdas de massa estdo condizentes com os valores
encontrados na literatura para nanoparticulas de 6xido de ruténio(IV). (PETROVIC, Z. et al.,

2015)

Figura 12: Grafico TGA-DTGA RuO:NPs
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Na figura 13, a curva TGA e a sua derivada DTGA possuem um comportamento
diferente do que foi demonstrado na figura 12, com duas perdas de massa centradas em
278,06°C e 411,16 °C. Isso se deve a presenga do ligante dasatinibe. Ao comparar o
comportamento da curva termogravimétrica de outros materiais que possuem dasatinibe em sua
composi¢ao com a curva obtida através da amostra de RuO,NPs-das nota-se duas quedas na
curva referentes a duas perdas de massa mais expressivas, como no caso analisado (SALADI,

V.etal., 2022). As quedas representadas na DTGA estdo localizadas em 278,06°C e 411,16 °C.
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Figura 13: Grafico TGA-DTGA RuO,NPs-das
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

4.3 ANALISE MICROSCOPICA

4.3.1 Microscopia Eletronica de Transmissiao (MET)

A técnica de microscopia eletronica de transmissao utiliza um feixe de elétrons para
gerar imagens de alta resolugdo, que se faz muito util para visualizar detalhes estruturais em
nivel nanométrico. Os modos de imagem mais utilizados na microscopia eletronica de
transmissao (MET) sdo campo claro, campo escuro e contraste de fase. No modo campo claro,
a imagem ¢ formada pelo feixe de elétrons direto que inclui elétrons transmitidos sem desvio,
espalhados inelasticamente, mas ainda paralelos ao feixe incidente. Para obter a imagem, ¢
utilizada uma abertura objetiva pequena, que permite a passagem apenas desses elétrons diretos.
O contraste na imagem de campo claro aumenta quando a amostra ¢ mais espessa, quando o
material possui maior densidade ou quando ha cristalizagao em orientacao favoravel a difracao
de Bragg. Ja4 em nanoparticulas muito pequenas (menores que 2 nm), o contraste torna-se

limitado, pois hd uma reducdo significativa no niumero de centros de espalhamento comparado
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ao suporte (geralmente uma grade de transmissao feita de carbono) (PYRZ, W. D.; BUTTREY,
D. J. 2008).

Nas imagens obtidas a partir das RuO2NPs, a primeira vista com o aumento de 0,2 um
foi possivel observar um pequeno aglomerado amorfo (figura 14). Na figura 15 sdo mostradas
as RuO2NPs na escala de 20 nm. As nanoparticulas de RuO2 sem o ligante tiveram o tamanho
médio calculado em 1,83nm, como pode ser visto no histograma (figura 16) realizado com base

na imagem das nanoparticulas com aumento de 20nm.

Figura 14: Imagem obtida por MET da amostra RuO,NPs em 0.2 um

Fonte: Centro de Microscopia (UFMG) (2025)
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Imagem obtida por MET da amostra RuO,NPs em 20 nm.
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Figura 16: Histograma de distribuigdo do tamanho médio das RuO,NPs verificado pela técnica de

microscopia eletronica de varredura.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Com o MET foi possivel visualizar a figura 17 com escala de 1um da amostra de
RuOxNPs-das, o que pode ser um indicativo visual da presenga do ligante, o que corrobora os
resultados da analise de XPS comentada no tdpico 5.2.3 e da anélise de DLS e Potencial Zeta
do topico 5.2.4 que indicam uma cobertura das nanoparticulas pelo ligante. Ao ampliar essa
imagem até 20nm, como demonstrado na figura 18 € possivel notar as nanoparticulas de RuO,
em formato esférico. Essa imagem ampliada foi utilizada como base para realizar medi¢des
com o software Image J, com esses dados um histograma com a distribuicdo média das
nanoparticulas foi feito (figura 19). As nanoparticulas incorporadas ao ligante tiveram o

tamanho médio de 1,76 nm.



Figura 17: Imagem obtida por MET das RuO,Nps-das

Fonte: Centro de microscopia (UFMG) (2025).
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Fonte: Centro de microscopia (UFMG) (2025).
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Figura 19 : Histograma de distribui¢do do tamanho médio das RuO,NPs-das verificado pela técnica de

microscopia eletronica de varredura.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

O tamanho médio calculado para as duas amostras esta proximo ao relatado na literatura,
em torno de 1,72 nm (ISMAIL, E. et al., 2016). As imagens obtidas por MET sdo consistentes
com as analises de DLS, Potencial Zeta e XPS, tanto para as nanoparticulas de RuO.NPs quanto
para as nanoparticulas de RuO.NPs-das. As nanoparticulas mantiveram tamanhos proximos e
morfologia semelhante (variagdo média de 0,07 nm). No caso das nanoparticulas de 6xido de
ruténio(IV) (RuO2NPs), a presenga de um pequeno aglomerado observado na figura 14 esta de
acordo com sua baixa estabilidade coloidal, conforme indicado pelo Potencial Zeta, e com o
tamanho maior de particulas medido por DLS. Para as nanoparticulas de 6xido de ruténio(IV)
conjugadas com o dasatinibe (RuO>NPs-das), a figura 17 sugere visualmente a presenga de uma
camada superficial, condizente com os dados de XPS que confirmam a cobertura das
nanoparticulas pelo ligante dasatinibe. Esse recobrimento também justifica o tamanho
observado por DLS em comparagdo ao obtido por MET, ja que o DLS mede o didmetro

hidrodinamico, incluindo a camada de ligante e 0 MET consegue realizar uma ampliagdo capaz
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de medir apenas as nanoparticulas que estdo incorporadas ao ligante. A analise de potencial
Zeta das RuOoNPs-das também corrobora as imagens, apontando maior estabilidade da

suspensao, o que reforga a evidéncia de incorporagao eficiente das nanoparticulas ao ligante.

4.4 ANALISE DE DIFRACAO

4.4.1 Difracao de raios X (DRX)

Os raios X sdo ondas eletromagnéticas potentes, criadas por meio de tubos especificos,
que podem ser selados ou apresentar um anodo rotativo. Sua formacao se da quando elétrons
liberados por um filamento aquecido ganham velocidade e se chocam contra um alvo feito de
metal. Desse encontro, surgem dois tipos de emissdo: (i) a Bremsstrahlung, que representa uma
faixa ininterrupta de radia¢des ocasionada pela reducao da velocidade dos elétrons, e (ii) a
radiagdo caracteristica, que surge quando elétrons das camadas mais internas dos 4tomos no
alvo sdo ejetados e logo repostos por elétrons das camadas mais externas, liberando fotons que
a energia € Unica para cada material. O espectro final resulta da combinagdo dessas duas fontes.
Em processos de difragdo, a radiagdo Ka ¢ a mais usada (EPP, 2016).

A andlise de DRX de p6 das RuO2NPs mostraram que as nanoparticulas de RuOz(1V)
se encontravam em um estado semi-amorfo. A reflexdo Bragg que esta localizada em 26 = 43,
com intensidade de 230 pode ser atribuida ao RuO». A presenga de ruido de fundo deve-se a
dispersao de radiacdo no ar e ao fato de o material estar no estado semi-amorfo, como € possivel
observar com o auxilio da figura 20. Devido a sua natureza semi-amorfa ndo foi possivel obter
outros picos de menor intensidade, caracteristicos de nanoparticulas de 6xido de ruténio(IV).

(MFENGWANA; SONE, 2023)
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Figura 20: Difratograma RuO,NPs.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

O difratograma obtido para as nanoparticulas conjugadas com dasatinibe (RuO2NPs-

das) possui picos maximos em 22,93; 32,5; 40,2; 46,08; 52,78 e 58,26
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Figura 21: Difratograma RuO,NPs-das
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

4.5. Avaliacao da Atividade Citotoxica

4.5.1 Atividade Citotoxica em células de leucemia mieloide cronica - K562

Os ensaios in vitro fornecem dados relevantes importantes sobre a citotoxicidade dos
nanomateriais sintetizados, sendo uma etapa preliminar na avaliacdo de seu potencial
antitumoral. Com isso, as nanoparticulas RuO2NPs e RuO;NPs-das foram avaliadas quanto a
sua atividade citotdxica em células de leucemia mieloide cronica (linhagem K562), assim como
o seu ligante livre, utilizando o ensaio de viabilidade celular.

A figura 22 mostra a baixa atividade inibitéria das RuO;NPs em comparagdo as
RuO;NPs-das (figura 23), na mesma faixa de concentragdo. As nanoparticulas de 6xido de
ruténio(IV) sem a conjugacdo com ligante dasatinibe ndo causaram inibicdo de 50% no
crescimento das células da linhagem K562 até a concentragio de 4 pg L. J4 as nanoparticulas
de oxido de ruténio(IV) conjugadas ao ligante dasatinibe inibiram o crescimento das células

cancerosas com a ICso de 7,14x107 pg L!. Portanto, a funcionalizagio das nanoparticulas de
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oxido de ruténio(IV) com o dasatinibe causou um aumento na atividade citotdxica em células
de leucemia. Esse resultado preliminar se mostra promissor, embora ainda seja necessaria a

realizacdo de ensaios de tempo de ativacdo celular e de seletividade em diferentes linhagens

celulares.

Figura 22: citotoxicidade das RuO>NPs nas células de leucemia mieloide cronica.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).



Figura 23: citotoxicidade das RuO,NPs-das nas células de leucemia mieloide cronica.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho, foram sintetizadas nanoparticulas de 6xido de ruténio (RuO>NPs) e
desenvolvida uma nova proposta de nanomedicamento, por meio da conjugacdo dessas
nanoparticulas a um inibidor da proteina Abl, o dasatinibe, farmaco ja utilizado no tratamento
da leucemia mieloide cronica, visando a ampliacdo das opgdes terap€uticas. As analises de
espectroscopia no infravermelho, XPS, MET, EDS e difragdo de raios X confirmaram a
formag¢ao das RuO>NPs, bem como o recobrimento das nanoparticulas pelo dasatinibe. Os
estudos por XPS permitiram concluir que as nanoparticulas eram constituidas de 6xido de
ruténio(IV) e que a funcionalizacdo com o dasatinibe de fato ocorreu.

Através da microscopia de transmissao eletronica, foi avaliada a distribui¢do de tamanho
médio indicando valores de 1,83 nm para as RuO>NPs e 1,76 nm para as RuO>NPs-das,
compativeis com os dados encontrados na literatura. J4 em solu¢do aquosa, medidas de DLS
evidenciaram tamanhos médios de 290 nm para as RuO>NPs e 209 nm para as RuO>NPs-das.
A analise do potencial zeta revelou estabilidade moderada para as RuO>NPs-das (39,8 mV),
configurando um resultado promissor, enquanto as RuO>NPs apresentaram menor estabilidade
(18,8 mV), evidenciando que o ligante, além de funcionalizar, contribuiu para a estabilizacao
fisica das nanoparticulas. A estabilidade térmica do sistema também foi avaliada, demonstrando
que, acima de 600 °C, permanecem apenas as nanoparticulas de ruténio.

As RuO;NPs-das inibiram o crescimento de células de leucemia mieloide cronica em
concentragdes que as RuO2NPs ndo sdo ativas. A concentragdo necessaria para inibir 50% do
crescimento celular foi de 0,714 pg L.

Dessa forma, os objetivos gerais do trabalho foram alcangados, com a sintese e
caracterizacdo do nanomaterial proposto. Esses resultados indicam o potencial biotecnoldgico

desses materiais e abrem perspectivas para estudos futuros.
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