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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A pesquisa proposta visa impactar diretamente os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS), enfatizando o ODS 3 (Boa Saude e Bem-estar). O impacto esperado abrange diferentes
areas: 1) Cientifica e Técnica: O modelo 3D permitird uma compreensdo aprofundada dos
efeitos fotodindmicos no cancer bucal, favorecendo o desenvolvimento de terapias mais
eficazes e menos invasivas, alinhadas aos avangos da biotecnologia e nanotecnologia. 2) Social:
A pesquisa contribui para a redu¢ao da mortalidade por cancer e melhora da qualidade de vida
dos pacientes ao oferecer uma alternativa terapéutica mais segura e eficaz. 3) Inovadora e
Econdmica: A abordagem inovadora propde a utilizagdo de novos biomateriais € processos
terapéuticos que podem reduzir custos com tratamentos convencionais € gerar novas
oportunidades de mercado, além de fomentar o desenvolvimento de tecnologias aplicaveis a
outras areas da saude. 4) Educacional e Cultural: Além de contribuir para a formagao de novos
profissionais nas areas de biotecnologia e terapias inovadoras, a pesquisa promove a
disseminagdo de conhecimento de ponta. 5) Internacionalizacdo e Inser¢do Local: Com
potencial de colaboragdo internacional, a pesquisa reforga a inser¢ao da ciéncia brasileira em
um contexto global, além de contribuir para o fortalecimento do sistema de saude local e
nacional. 6) Desenvolvimento Sustentavel: A utilizagdo de biomateriais e praticas sustentaveis
ao longo do desenvolvimento da pesquisa fortalece o compromisso com a sustentabilidade, em

linha com 0s ODS 9, 11, 12, 15,16 ¢ 17.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The proposed research aims to directly impact the Sustainable Development Goals (SDGs),
emphasizing SDG 3 (Good Health and Well-being). The expected impact covers different areas:
1) Scientific and Technical: The 3D model will allow an in-depth understanding of the
photodynamic effects on oral cancer, favoring the development of more effective and less
invasive therapies, aligned with advances in biotechnology and nanotechnology. 2) Social: The
research contributes to reducing cancer mortality and improving patients' quality of life by
offering a safer and more effective therapeutic alternative. 3) Innovative and Economic: The
innovative approach proposes the use of new biomaterials and therapeutic processes that can
reduce costs with conventional treatments and generate new market opportunities, in addition
to fostering the development of technologies applicable to other areas of health. 4) Educational
and Cultural: In addition to contributing to the training of new professionals in the areas of
biotechnology and innovative therapies, research promotes the dissemination of cutting-edge
knowledge. 5) Internationalization and Local Insertion: With potential for international
collaboration, research reinforces the insertion of Brazilian science in a global context, in
addition to contributing to the strengthening of the local and national health system. 6)
Sustainable Development: The use of biomaterials and sustainable practices throughout the
development of research strengthens the commitment to sustainability, in line with SDGs 9, 11,

12, 15, 16 and 17.



Dedico este trabalho ao meu amor e companheira,
Lays Rodrigues Moura, pelo carinho, apoio e
incentivo incondicional ao longo dessa jornada. E
as mulheres da minha familia, especialmente a
minha mae, M? Nadilza Aires Galvao, e a minha avé
Benedita Pimenta Galvao (in memoriam), exemplos
de forgca, persisténcia e amor que me inspiram
diariamente.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por guiar meus passos e fortalecer minha jornada nos momentos de duvida e medo.

A minha amada esposa Lays, por ser meu porto seguro e por me apoiar incondicionalmente na
realizagdo deste trabalho e durante o estagio no exterior. Pela presenca constante nos momentos
dificeis e felizes, por construir a0 meu lado uma familia cheia de amor, cuidado e parceria —

incluindo nossos filhos de quatro patas, Molly, Lola e Marley —, minha eterna gratidao!

A minha querida mie Nadilza, por ser meu exemplo de mae, mulher e profissional. Agradego
por todo o apoio e incentivo desde os primeiros passos na alfabetizacdo até¢ os desafios do
mestrado, doutorado e estagios na Europa. Sua presenga foi fundamental, especialmente nos

momentos dificeis. Sou eternamente grata por tudo que fez e continua fazendo por mim.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Fernando Lucas Primo, pelos ensinamentos e pelo apoio constante
ao longo de todo o processo. Um exemplo de pessoa e pesquisador, com empatia, competéncia
e dedicagdo, qualidades que motivam e inspiram seus alunos. Agradego pela confianga e
autonomia durante o desenvolvimento desta pesquisa. Sem sua orientagdo, este trabalho nao

seria possivel. Sou muito grata por tudo que aprendi com voceé.

Aos amigos do grupo GNanoEngineers (especialmente a Floricultura do Gnano), Stéphanie,
Débora, Fernanda e Matheus, que com certeza tornaram esta reta final do doutorado muito mais

leve e prazerosa.

Aos técnicos Ana, Adriana, Flavio, Mateus e Ivan, pelo profissionalismo e disponibilidade em
sempre oferecer apoio. A todos os colegas do Departamento de Engenharia de Bioprocessos e

Biotecnologia da UNESP, meu agradecimento pela colaboragdo durante todo este processo.

A equipe da secio técnica de Pos-graduagio, agradeco pelo suporte sempre presente. Vocés sido

essenciais.

Agradego a School of Clinical Dentistry, University of Sheffield, UK por toda infraestrutura

para realizac¢do do estagio de pesquisa no exterior.



A Profa. Dra. Helen E. Colley e ao Prof. Dr. Craig Murdoch, pela oportunidade e supervisdo
do trabalho no exterior. Aos membros do grupo de pesquisa, Dra. Asma El Howati, Faisal S.
Alhedyan, Zinah H. Shakir, Cerys E. Evans, e especialmente a Dra. Amy L. Harding, pela ajuda

nos experimentos com os modelos 3D, além do acolhimento e ensinamentos valiosos.

Aos meus amigos, especialmente & minha melhor amiga Luiza Dezem Ambroésio, que esteve
ao meu lado na maior parte da minha vida e que tive a felicidade de reencontrar durante a BEPE.

Obrigada por tornar essa experiéncia mais leve e enriquecedora.

Aos amigos que fiz em Sheffield (Grupo da trilha pra ver 'Preda'): Thais, Leonardo, Sissa,
Beatriz, Leticia, Tamires, Henrique e Harvey. Agradego por todas as experiéncias
compartilhadas e pelo impacto significativo que tiveram no meu crescimento profissional e

pessoal.

Ao laboratorio de Farmacotécnica e Tecnologia Farmacéutica-FCFAr/UNESP pela

disponibilidade de utilizagao do DLS.

Quero agradecer ao Prof. Dr. Marlus Chorilli e Profa. Dra. Morgana Rodrigues Guimaraes

Stabili pelas valiosas contribui¢des em meu Exame de Qualificagdo.

A todos aqueles que, de alguma forma, contribuiram para a concretizagdo deste trabalho,

mesmo que seus nomes nao tenham sido mencionados, expresso minha sincera gratidao.

Esta pesquisa utilizou instalacdes do Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LNNano), do
Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), uma Organizagdo Social
supervisionada pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdes (MCTI). Agradeco a equipe

da instalag¢ao de criomicroscopia pelo auxilio durante os experimentos (proposta n® 20243078).

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal

de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.

A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sio Paulo (FAPESP) — Processos n°
2020/09396-8 e 2023/10385-9, pelas bolsas de doutorado e estagio no exterior, como apoio



financeiro. “As opinides, hipoteses e conclusdes ou recomendagdes expressas neste
material s3o de responsabilidade do(s) autor(es) e ndo necessariamente refletem a

visdo da FAPESP”.



DECLARACAO

Declaro ter desenvolvido e elaborado o presente trabalho em consonancia com o
Codigo de Etica da Unesp (disponivel em https://www2.unesp.br/Home/ouvidoria_ses/codigo-
de-etica.pdf). Afirmo nao ter incorrido em qualquer das variedades de fraude académica, que
aqui declaro conhecer, e que atendi a exigida referenciagdo de frases, extratos, imagens e outras

formas de trabalho intelectual, assumindo, na integra, as responsabilidades de autoria.



"Tudo que acontece no universo tem uma razdo de
ser; um objetivo. Nos como seres humanos, temos
uma so ligdo na vida: seguir em frente e ter a
certeza de que apesar de as vezes estar no escuro, o
sol vai voltar a brilhar." Irmad Dulce



RESUMO

Modelos 2D de cultura celular sio amplamente utilizados em estudos in vitro. No entanto, esses
modelos nao sdo capazes de mimetizar o ambiente tumoral, o que pode resultar em respostas
falso-positivas. Para superar essa limitacdo, modelos 3D tém sido desenvolvidos na tentativa
de reproduzir a complexidade das células neoplasicas e do microambiente tumoral. A Terapia
Fotodinamica (TFD) é uma estratégia teraputica promissora, especialmente em lesdes pré-
malignas da cabega e pescoco, bem como na cavidade oral. As ftalocianinas ligadas ao zinco
(ZnPcs) sao fotossensibilizadores (FS) eficazes, mas sua aplicacdo ¢ limitada pela baixa
solubilidade em solventes organicos. Nesse contexto, sistemas de liberagdo como as
nanocapsulas podem melhorar a eficacia desses fotossensibilizadores. Desta forma, este estudo
visou desenvolver e caracterizar um modelo 3D de carcinoma epidermoide oral para aplicacio
em TFD utilizando nanocépsulas de fenil-tio-ftalocianina de zinco (NC/ZnS4Pc). As
nanocapsulas foram obtidas pelo método de deposicao interfacial do polimero pré-formado e
caracterizadas fotofisica e fisico-quimicamente. Além disso, foi realizada a quantificacdo do
FS e o estudo de liberagdo in vitro. Modelos 2D e 3D foram utilizados para avaliar a
biocompatibilidade, internalizagcdo e eficacia terapéutica de NC/ZnS4Pc associada a TFD. Os
resultados mostraram que as nanocapsulas apresentaram distribuicdo homogénea de tamanho,
NC/ZnS4Pc tendo um Tamanho de particula de 323,5 + 7,7 nm e Potencial Zeta de -24,5 £ 5,29
mV. A taxa de encapsulacao de ZnS4Pc foi de 88,40 + 0,43%, e a liberagao in vitro mostrou um
perfil sustentado de 33% ao final de 24 horas. A TFD com NC/ZnS4Pc foi eficaz em reduzir a
viabilidade celular das linhagens H357 e HSC-3, com uma taxa de apoptose significativa
observada apo6s o tratamento em H357. Além disso, a TFD em associacdo com NC/ZnS4Pc foi
eficaz na indugdo de morte celular em esferoides tumorais de HSC-3. Modelos de engenharia
tecidual da mucosa oral foram desenvolvidos com fibroblastos e epitélio composto por células
FNB6, H357 ou FaDu para modelar tecidos normais e cancerigenos. A internalizacdo de
NC/ZnS4Pc foi observada principalmente apds 24 horas nos modelos de cancer oral. O
tratamento com TFD no modelo H357-MCOE resultou em uma redugdo significativa na
viabilidade celular (5,32%) ap6s 24 horas de tratamento com luz (50 J/cm?). Os resultados deste
estudo demonstram que as nanocapsulas de ZnS4Pc apresentam grande potencial para
aplicacdes terapéuticas, com destaque para sua eficacia no tratamento de cancer oral, em
modelos 2D, 3D e de engenharia tecidual, refor¢ando sua viabilidade para estudos futuros em
TFED.

Palavras-chave: engenharia de tecidos; modelo de cancer oral engenheirado; carcinoma
epidermoide oral; terapia fotodindmica; nanobiotecnologia.



ABSTRACT

Monolayer cell culture models are widely used in in vitro studies. However, they are not able
to adequately mimic the tumor microenvironment, which may result in false-positive responses.
To overcome this limitation, 3D models have been developed to reproduce the complexity of
neoplastic cells and the tumor microenvironment. Photodynamic Therapy (PDT) is a promising
therapeutic strategy, particularly in premalignant lesions of the head and neck, as well as in the
oral cavity. Zinc phthalocyanines (ZnPcs) are effective photosensitizers, but their application
is limited by their low solubility in organic solvents. In this context, delivery systems such as
nanocapsules can enhance the effectiveness of these photosensitizers. This study aimed to
develop and characterize a 3D model of oral squamous cell carcinoma for PDT application
using zinc phenyl-thio-phthalocyanine nanocapsules (NC/ZnS4Pc). Nanocapsules were
obtained by the interfacial deposition method and characterized physicochemically and
photophysically. Additionally, the photosensitizer quantification and in vitro release study were
performed. Both 2D and 3D models were used to assess the biocompatibility, internalization,
and therapeutic efficacy of NC/ZnS4Pc associated with PDT. The results showed that the
nanocapsules exhibited a homogeneous size distribution, a Particle size of 323.5+ 7.7 nm and
a Zeta potential of -24.5 + 5.29 mV for NC/ZnS4Pc. The ZnS4Pc encapsulation efficiency was
88.40 + 0.43%, and the in vitro release showed a sustained profile with 33% release after 24
hours. PDT with NC/ZnS4Pc effectively reduced cell viability in the H357 and HSC-3 cell lines,
with a significant apoptosis rate observed after treatment. Furthermore, multicellular tumor
spheroids (MCTS) demonstrated NC/ZnS4Pc toxicity without light, and PDT was effective in
inducing cell death in HSC-3 spheroids. Oral mucosa tissue engineering models were developed
with fibroblasts and an epithelium composed of FNB6, H357, or FaDu cells to model normal
and cancerous tissues. The internalization of NC/ZnS4Pc was observed mainly after 24 hours
in oral cancer models. PDT treatment in the H357-TEOCM model resulted in a significant
reduction in cell viability (5.32%) after 24 hours of light exposure (50 J/cm?). The results of
this study demonstrate that ZnSsPc nanocapsules have great potential for therapeutic
applications, especially in oral cancer treatment, in 2D, 3D, and tissue engineering models,
reinforcing their feasibility for future studies in PDT.

Keywords: tissue engineering; engineered oral cancer model; oral squamous cell carcinoma;
photodynamic therapy; nanobiotechnology.
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1. INTRODUCAO

O cancer oral ¢ uma doenga que acomete as regides dos labios e cavidade oral,
caracterizado por encontrar-se de forma predominante na lingua e o assoalho da boca, podendo
desenvolver-se também na mucosa da boca, gengivas, regido retromolar e palato mole (Bagan
et al., 2010; Montero; Patel, 2015). O carcinoma espinocelular oral (do inglés squamous cell
carcinoma — OSCC) corresponde a mais de 90% dos casos de cancer oral, sendo sua ocorréncia
diretamente associada a exposi¢do epitelial cronica ao alcool e tabaco (Tan et al., 2023). De
acordo com a ultima estimativa mundial da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
(IARC), o cancer de labio e cavidade oral ocupam a 16 posi¢do em incidéncia e mortalidade e
notou-se que as taxas de incidéncia foram mais altas em homens principalmente no sul e sudeste
da Asia e Pacifico Ocidental (Bray et al., 2024).

Cerca de 60% dos pacientes com OSCC sdo diagnosticados em estagios avangados,
com disseminacao nodular e metastase, o que reduz as opgdes terapéuticas e frequentemente
exige ressecgdes cirurgicas extensas e mutilantes (Tan et al., 2023). Portanto, as abordagens
terapéuticas convencionais para o carcinoma epidermodide de cavidade oral (CECO) sdo
limitadas pela complexidade da neoplasia, resisténcia terapéutica e potencial metastatico
(Papalazarou ef al., 2018).

Diante disso, a Terapia Fotodinamica (TFD) apresenta-se como uma modalidade
terapéutica minimamente invasiva e vém sendo empregada para diversos tipos de terapias,
incluindo cancer e lesdes ndo malignas (Mohammad-Hadi ef al., 2018). Seu mecanismo baseia-
se na interagao dos trés elementos essenciais: uma agente fotossensibilizante (FS), responsavel
por absorver luz em um comprimento de onda determinado, luz em um comprimento de onda
especifico e oxigénio, reagindo em conjunto para produzir espécies reativas de oxigénio (ERO)
que em ultima instancia causam a morte celular das células e tecidos alvo (Bhuvaneswari et al.,
2015; Primo et al., 2011).

Apesar do potencial terapéutico da TFD, limitacdes como citotoxicidade e interacao
inespecifica dos FS com membranas celulares exigem estratégias de veiculacdo. As
ftalocianinas de zinco (ZnPcs), especialmente a ZnS4Pc, destacam-se por sua alta geracao de
oxigénio singleto, absor¢do em >630 nm e seletividade tumoral (Roguin et al., 2019). No
entanto, sua baixa solubilidade e uso de surfactantes dificultam a aplicacdo clinica.
Modificagdes com grupos tio-fenil aumentam a fototoxicidade, mas podem afetar a

biocompatibilidade (Detty; Gibson; Wagner, 2004; Primo et al., 2011; Siqueira-Moura et al.,
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2013). Assim, sua incorpora¢do em nanosistemas ¢ essencial para ampliar a efic4cia e seguranca
terapéutica.

Na literatura sdo encontrados alguns estudos clinicos sobre o uso da TFD em lesodes
pré-malignas de cabeca e pescogo, bem como na cavidade oral. Neste contexto, a TFD ¢ uma
ferramenta promissora na odontologia com aplicagdes em cirurgia oral e bucomaxilofacial,
endodontia, odontologia preventiva, periodontologia e implantologia (Saini et al., 2016; Stajer
et al., 2020).

Para o cancer oral em fase inicial (localizado em regides superficiais da cavidade oral),
o uso da TFD provoca redugdo significativa da morbidade quando comparada com as
intervengdes cirargicas tradicionais. No entanto, a aplicagdo da TFD no carcinoma epidermoide
oral ¢ um grande desafio pois os pardmetros como fonte de luz, fotossensibilizador, dose e
frequéncia do tratamento ainda ndo foram bem estabelecidas, sendo o modelo tridimensional
de cancer oral uma excelente proposta para avaliagdo pré-clinica in vitro e determinagdo de
protocolos baseados nas vantagens do uso da Engenharia Tecidual (Saini et al., 2016; Stajer et
al., 2020).

Assim, existe uma demanda pelo desenvolvimento de modelos bioldgicos uteis para a
compreensdo dos processos de progressdo tumoral, além da resisténcia associada as terapias
utilizadas sdo descritas na literatura para diversas neoplasias, mas ainda sdo de extrema
complexidade e sem modelos tridimensionais tumorais bem definidos (Chatterjee et al., 2020;
Gigliotti et al., 2019; Kerawala et al., 2016; Montero; Patel, 2015).

Diante disso, justifica-se a necessidade de desenvolvimento de modelo tridimensional
modificado com células de carcinoma epidermoide oral, baseado em protocolos de Engenharia
de Tecidos, além de constituir uma abordagem inovadora com a aplicagdo da TFD e da
nanotecnologia, como perspectiva de alternativa terapéutica padronizada em um modelo
tumoral de cancer oral avancado, como forma de mimetizar condi¢des biologicas de ensaios in
vivo e auxiliar no entendimento dos efeitos biologicos desencadeados pelos processos

fotodinamicos.
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6. CONCLUSOES

Nanocépsulas poliméricas contendo fenil-tio-ftalocianina de zinco (ZnS4Pc) foram
obtidas com sucesso por meio do método de deposicao interfacial do polimero pré-formado. As
caracterizacdes iniciais indicaram tamanhos de particula, indice de polidispersidade (IPD) e
Potencial Zeta adequados para aplicagdes biomédicas.

As analises espectroscopicas de absor¢do e emissao confirmaram que ZnS4Pc nao
interage com os componentes do sistema, preservando sua integridade e propriedades
fotofisicas, fundamentais para garantir a eficacia da terapia fotodinamica (TFD).

Foram desenvolvidos dois métodos espectrofluorimétricos lineares, sensiveis e exatos
que permitiram quantificar com precisao o fotossensibilizador encapsulado, com concentragdo
superior ao limite de quantificacdo (LQ) do equipamento A associagdo do ZnSsPc ao
nanocarreador foi eficiente, evidenciando boa incorporagdo ao sistema reservatorio.

O ensaio de solubilidade permitiu a definicdo das condigdes ideais para os estudos de
liberacao in vitro dentro das condi¢des sink. A liberagcdo do ZnS4Pc foi avaliada por meio de
membranas de dialise de celulose (12-14 kDa), sendo observada uma difusdo superior a 90%
para o farmaco livre em 24 horas, indicando que a membrana nao limitou a liberagdo. O ZnS4Pc
encapsulado apresentou um perfil de liberac@o sustentada, com aproximadamente 25% liberado
nas primeiras horas e cerca de 33% ao final de 24 horas.

A citotoxicidade das nanocépsulas foi avaliada em modelos 2D e 3D, com destaque
para a reducdo de viabilidade celular em linhagens tumorais H357 (24,14%) e HSC-3 (11,33%)
apos TFD. Nos esferoides tumorais de carcinoma oral (HSC-3), a combinacao de TFD e
NC/ZnS4Pc induziu uma taxa de morte celular de cerca de 32,91%, e a apoptose foi detectada
nas células H357.

Modelos tridimensionais de engenharia tecidual foram desenvolvidos utilizando
células humanas em matriz de colageno tipo I, sendo caracterizados histologicamente. A
aplicacdo da TFD associada a NC/ ZnS4Pc resultou em uma redug@o ainda mais acentuada da
viabilidade celular no H357-MCOE, destacando sua relevancia na avaliagdo pré-clinica da
terapia fotodinamica.

Através deste estudo ficou evidenciado o potencial das nanocapsulas poliméricas
contendo ZnS4Pc como uma estratégia promissora para a terapia fotodinamica no tratamento
do cancer oral. Os resultados obtidos em modelos 2D e 3D evidenciam a eficacia do sistema,
destacando sua seletividade tumoral e capacidade de induzir morte celular em diferentes

modelos experimentais. Este trabalho contribui para o avango das terapias antitumorais,
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oferecendo uma plataforma para o desenvolvimento de tratamentos mais especificos e menos

invasivos.

7. Perspectivas

Este estudo representa um avanco significativo na aplicagao da terapia fotodinamica
(TFD) para o cancer oral, por meio da veiculagao da ZnS4Pc em nanocapsulas poliméricas. Os
proximos passos envolvem a validag@o pré-clinica em modelos animais, com foco na avaliagao
da eficécia terapé€utica, perfil de segurancga e biodistribuicao. Além disso, a investigacao dos
mecanismos moleculares envolvidos, por meio da andlise de biomarcadores, permitird uma
compreensdo mais aprofundada da resposta biologica a TFD. A consolidacdo desses dados
aproxima este sistema terapéutico da translacao clinica, contribuindo para o desenvolvimento

de abordagens mais eficazes, seguras e personalizadas no tratamento do cancer oral.
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