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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

 

A pesquisa proposta visa impactar diretamente os Objetivos de Desenvolvimento Sustentável 

(ODS), enfatizando o ODS 3 (Boa Saúde e Bem-estar). O impacto esperado abrange diferentes 

áreas: 1) Científica e Técnica: O modelo 3D permitirá uma compreensão aprofundada dos 

efeitos fotodinâmicos no câncer bucal, favorecendo o desenvolvimento de terapias mais 

eficazes e menos invasivas, alinhadas aos avanços da biotecnologia e nanotecnologia. 2) Social: 

A pesquisa contribui para a redução da mortalidade por câncer e melhora da qualidade de vida 

dos pacientes ao oferecer uma alternativa terapêutica mais segura e eficaz. 3) Inovadora e 

Econômica: A abordagem inovadora propõe a utilização de novos biomateriais e processos 

terapêuticos que podem reduzir custos com tratamentos convencionais e gerar novas 

oportunidades de mercado, além de fomentar o desenvolvimento de tecnologias aplicáveis a 

outras áreas da saúde. 4) Educacional e Cultural: Além de contribuir para a formação de novos 

profissionais nas áreas de biotecnologia e terapias inovadoras, a pesquisa promove a 

disseminação de conhecimento de ponta. 5) Internacionalização e Inserção Local: Com 

potencial de colaboração internacional, a pesquisa reforça a inserção da ciência brasileira em 

um contexto global, além de contribuir para o fortalecimento do sistema de saúde local e 

nacional. 6) Desenvolvimento Sustentável: A utilização de biomateriais e práticas sustentáveis 

ao longo do desenvolvimento da pesquisa fortalece o compromisso com a sustentabilidade, em 

linha com os ODS 9, 11, 12, 15, 16 e 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. 
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RESUMO 
 

Modelos 2D de cultura celular são amplamente utilizados em estudos in vitro. No entanto, esses 
modelos não são capazes de mimetizar o ambiente tumoral, o que pode resultar em respostas 
falso-positivas. Para superar essa limitação, modelos 3D têm sido desenvolvidos na tentativa 
de reproduzir a complexidade das células neoplásicas e do microambiente tumoral. A Terapia 
Fotodinâmica (TFD) é uma estratégia terapêutica promissora, especialmente em lesões pré-
malignas da cabeça e pescoço, bem como na cavidade oral. As ftalocianinas ligadas ao zinco 
(ZnPcs) são fotossensibilizadores (FS) eficazes, mas sua aplicação é limitada pela baixa 
solubilidade em solventes orgânicos. Nesse contexto, sistemas de liberação como as 
nanocápsulas podem melhorar a eficácia desses fotossensibilizadores. Desta forma, este estudo 
visou desenvolver e caracterizar um modelo 3D de carcinoma epidermoide oral para aplicação 
em TFD utilizando nanocápsulas de fenil-tio-ftalocianina de zinco (NC/ZnS4Pc). As 
nanocápsulas foram obtidas pelo método de deposição interfacial do polímero pré-formado e 
caracterizadas fotofísica e físico-quimicamente. Além disso, foi realizada a quantificação do 
FS e o estudo de liberação in vitro. Modelos 2D e 3D foram utilizados para avaliar a 
biocompatibilidade, internalização e eficácia terapêutica de NC/ZnS4Pc associada à TFD. Os 
resultados mostraram que as nanocápsulas apresentaram distribuição homogênea de tamanho, 
NC/ZnS4Pc tendo um Tamanho de partícula de 323,5 ± 7,7 nm e Potencial Zeta de -24,5 ± 5,29 
mV. A taxa de encapsulação de ZnS4Pc foi de 88,40 ± 0,43%, e a liberação 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 após o tratamento em H357. Além disso, a TFD em associação com NC/ZnS4Pc foi 
eficaz na indução 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 cancerígenos. A internalização de 
NC/ZnS4Pc foi observada principalmente após 24 horas nos modelos de câncer oral. O 
tratamento com TFD no modelo H357-MCOE resultou em uma redução significativa na 
viabilidade celular (5,32%) após 24 horas de tratamento com luz (50 J/cm²). Os resultados deste 
estudo demonstram que as nanocápsulas de ZnS4Pc apresentam grande potencial para 
aplicações terapêuticas, com destaque para sua eficácia no tratamento de câncer oral, em 
modelos 2D, 3D e de engenharia tecidual, reforçando sua viabilidade para estudos futuros em 
TFD. 
 
Palavras-chave: engenharia de tecidos; modelo de câncer oral engenheirado; carcinoma 
epidermoide oral; terapia fotodinâmica; 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/cm²). The results of 
this study demonstrate that ZnS4Pc 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.



LISTA DE FIGURAS 

Figura 1 - Representação da mucosa oral. Imagem histológica (esquerda) e esquemática 

(direita). Barra de escala = 100 μm. ...................................................................................... 28 

Figura 2 - Estrutura química do FS, Zinco Fenil – Tio – Ftalocianina. .................................. 32 

Figura 3 - Representação esquemática da estrutura geral das nanocápsulas e nanoesferas (a seta 

indica a presença do fármaco/bioativo nas nanopartículas). .................................................. 33 

Figura 4 - Representação esquemática do método de Método de deposição interfacial do 

polímero pré-formado descrito por Fessi et al. (1989) com adaptações. ................................ 38 

Figura 5 - Linhagens celulares utilizadas. A) Fibroblastos orais normais (NOF359); B) 

Queratinócitos orais imortalizados (FNB6); C) Fibroblastos humanos primários, neonatal 

(HDFn); D) Queratinócitos humanos imortalizados (HaCaT); E) Células epiteliais de 

carcinoma espinocelular oral humano (H357); F) Células de carcinoma epidermóide de boca 

(HSC3); G) Células isoladas de um tumor hipofaríngeo (FaDu). Objetiva 10x. .................... 49 

Figura 6 - A) Laser Therapy XT. (DMC Enterprise, São Carlos, Brasil); B) Experimento de 

Terapia Fotodinâmica em monocamada utilizando o laser a 660 nm com doses de energia de 

15 J/cm², 30 J/cm² e 50 J/cm², potência de 100 mW. ............................................................ 53 

Figura 7 - Caracterização de NC vazia (A) e NC/ZnS4Pc(B) por criomicroscopia eletrônica de 

transmissão (Cryo-TEM). ..................................................................................................... 63 

Figura 8 -  Espectros de absorção (A) e absorção normalizada (B); espectros de emissão de 

fluorescência (C) e emissão normalizada (D). ZnS4Pc livre (preto) e NC/ZnS4Pc (cinza). As 

soluções estoque foram preparadas em DMSO e as leituras realizadas após diluição em 

acetonitrila. .......................................................................................................................... 65 

Figura 9 - A) Espectro 3D de ZnS4Pc livre (A) e NC/ZnS4Pc (B) correlacionando espectro de 

emissão, excitação e intensidade de fluorescência. E seus respectivos gráficos de contorno (C) 

ZnS4Pc livre e (D) NC/ZnS4Pc gerados pelo espectrofluorímetro RF 6000 (Shimadzu).  ...... 66 

Figura 10 - Espectros de fluorescência de ZnS4Pc em diferentes concentrações (0,256–1,024 

µmol·L−1) em ACN. Inserção: gráfico da concentração de ZnS4Pc vs. Intensidade de 

fluorescência. ....................................................................................................................... 67 

Figura 11 - Espectros de fluorescência de ZnS4Pc na concentração de 50 µg·mL−1.Diluições 

realizadas nos meios de liberação. Meio 1: PBS: Tween 80: DMSO (75:0,4:24,6, v/v); Meio 

2:PBS: Tween 80 (99,6:0,4, v/v); Meio 3: PBS: Tween 80: DMSO (75:15:10, v/v); Meio 4: 

PBS: Tween 80: DMSO (75:10:15, v/v); Meio 5: PBS: Tween 80: EtOH 70% (75:10:15, v/v); 

PBS (1% SDS): Tween 80: EtOH 70% ((75:10:15, v/v); PBS (1% SDS). ............................. 72 



Figura 12 - Espectros de fluorescência de ZnS4Pc em diferentes concentrações (0,128–1,024 

μg. mL−1) em meio de liberação. Inserção: gráfico da concentração de ZnS4Pc vs. Intensidade 

de fluorescência. .................................................................................................................. 73 

Figura 13 -   Espectros de fluorescência de ZnS4Pc em PBS: Tween 80: DMSO (75:15:10, v/v). 

Ensaio de solubilidade (n=3). ............................................................................................... 79 

Figura 14 - Perfil de liberação in vitro de ZnS4Pc livre e ZnS4Pc carregado em nanocápsulas 

poliméricas (Nc-ZnS4Pc), n=3. ............................................................................................. 80 

Figura 15 - Estudos em monocamada (2D) – Citoxicidade no escuro de NC/ZnS4Pc em 

diferentes linhagens celulares humanas: A) fibroblastos (HDFn), B) fibroblastos orais 

(NOF359) C) queratinócitos (HaCaT), D) queratinócitos orais (FNB6), E) e F) linhagens de 

câncer oral (HSC3 e H357) e G) linhagem de tumor hipofaríngeo (FaDu), utilizando resazurina 

nos tempos de 3, 24 e 48 h. CT(-): controle negativo; ZnS4Pc: ativo livre na concentração de 

5,4 µmol.L⁻¹; NC Vazia: NC sem o ativo fotossensível; 0,5; 1,0; 2,0; 3,5 e 5,4: concentração de 

ZnS4Pc em nanocápsulas (µmol.L⁻¹). A significância estatística foi determinada por análise de 

variância unidirecional (ANOVA), seguida pelo pós-teste de Tukey para comparações 

múltiplas (**p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001), n=3. .............................................................. 84 

Figura 16 - Estudos em monocamada (2D) - Análise da captação intracelular do ZnS4Pc livre e 

NC/ZnS4Pc nas linhagens celulares HDFn (A), HaCaT (B), HSC-3 (C) H357 (D) e FaDu (E) 

após 1h, 3h e 24h de incubação com 1,0 e 2,0 µmol. L-1 do ativo. A significância estatística foi 

determinada por análise de variância unidirecional (ANOVA), seguida do pós-teste de Tukey 

para comparações múltiplas (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001), n=3. ................................... 86 

Figura 17 - Estudo em monocamada - Cinética de internalização das nanocápsulas por 

citometria de fluxo na linhagem celular H357 em diferentes tempos (5min, 1h, 3h e 24h). ... 87 

Figura 18 -  Estudos em monocamada - Viabilidade celular utilizando o ensaio de resazurina 

após TFD nas linhagens celulares tumorais A) HSC3, B) H357 e C) FaDu. Grupos controle em 

placas distintas dos grupos irradiados. CT(-): controle negativo; ZnS4Pc: ativo livre na 

concentração de 5,4 µmol. L⁻¹; NC (sem luz): NC com o ativo fotossensibilizador e sem 

irradiação; 15J/cm²; 30J/cm² e 50J/cm²: grupos incubados com 2,0 µmol. L⁻¹ de ZnS4Pc nas 

nanocápsulas e submetidos a diferentes doses do laser. A significância estatística foi 

determinada por análise de variância unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para 

comparações múltiplas (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001), n=3............................................ 89 

Figura 19 - Estudos de monocamada - Efeito da TFD e NC/ZnS4Pc no apoptose da linhagem 

celular epitelial humana OSCC (H357). As células apoptóticas foram analisadas por citometria 



de fluxo após coloração com Anexina V-FITC e IP. A porcentagem de células é representada 

em quadrantes. (A) Controle positivo - corado; (B) Controle negativo - não corado; (C) 

Tratamento com dose de 15 J/cm²; (D) Tratamento com dose de 30 J/cm²; (E) Tratamento com 

dose de 50 J/cm²; e (F) Tratamento com dose de 50 J/cm² sem incubação das nanocápsulas. 91 

Figura 20 - Esferoides tumorais multicelulares (MCTS) analisados por microscopia de luz. À 

esquerda, esferoide HSC-3 (7 dias); no centro, esferoide H357 (5 dias); e à direita, esferoide 

FaDu (5 dias). Os estudos de citotoxicidade nos esferoides foram realizados com NC/ZnS4Pc 

sob condições de escuridão, utilizando resazurina após 24 h de tratamento. As condições 

experimentais foram: CT(-): controle negativo; C+: DMSO 50%; PC: ativo livre a 10 µmol.L⁻¹; 

NC Vazia: NC sem o ativo fotossensível; 2,0; 3,5; 5,4 e 10: concentrações de ZnS4Pc em 

nanocápsulas (µmol.L⁻¹). A significância estatística foi determinada por análise de variância 

unidirecional (ANOVA), seguida pelo pós-teste de Tukey (**p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001), 

n=3. ..................................................................................................................................... 93 

Figura 21 - Avaliação do efeito da TFD nos esferoides de HSC-3. Grupos controle em placas 

distintas dos grupos irradiados. CT(-): controle negativo; NC CT2 (sem luz):NC com o ativo 

fotossensibilizador e sem irradiação; 30J/cm² e 50J/cm²: grupos incubados com  10 µmol. L⁻¹ 

de ZnS4Pc nas nanocápsulas e submetidos a diferentes doses do laser. A significância estatística 

foi determinada por análise de variância unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey 

para comparações múltiplas (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001), n=3. ................................... 95 

Figura 22 - Produção de modelos 3D de engenharia de tecidos. (A) insertos submersos em meio 

de cultura e incubados por 2 dias (B) interface ar-líquido. .................................................... 96 

Figura 23 - Análise histológica. (A) Modelo de mucosa oral normal projetado por engenharia 

tecidual (MMONE) gerado usando NOF-FNB6 após 14 dias de ALI; (B) Modelo de câncer oral 

projetado por engenharia tecidual H357 (H357-MCOE) após 7 dias de ALI e (C) Modelo de 

câncer oral projetado por engenharia tecidual FaDu (FaDu-MCOE) gerado usando NOF-FaDu 

após 7 dias de ALI. Aumento de 20x. ................................................................................... 97 

Figura 24 - Avaliação da toxicidade de NC/ZnS4Pc em ausência de luz.  (A) H357-MCOE e 

(B) FADU-MCOE usando resazurina em um tempo de 24h. CT (-): controle, CT (+): DMSO 

50%; ZnS4Pc: ativo livre em uma concentração de 10 µmol. L-1; Vazio: NC sem o ativo 

fotossensível; 3,5; 5,4 e 10: concentração de ZnS4Pc em nanocápsulas (µmol. L-1). A 

significância estatística foi determinada por análise de variância unidirecional (ANOVA) 

seguida pelo pós-teste de Tukey para comparações múltiplas (*p<0,05; ** p<0,01; *** 

p<0,001), n=3. ..................................................................................................................... 98 



Figura 25 - Estudo de internalização de nanocápsulas (Azul) em H357-MCOE em diferentes 

3h e 24h usando microscopia confocal. Os núcleos das células foram marcados com DAPI 

(azul) e emissão do próprio ativo fotossensibilizador internalizado (vermelho)................... 100 

Figura 26 - Viabilidade usando ensaio de resazurina após TFD em H357-MCOE. Incubação 

por 24h com NC/ZnS4Pc. CT (-): controle; Nc 10 µmol. L-1: NC/ZnS4Pc na concentração de 10 

µmol. L-1 sem irradiação de luz; CT 50 J/cm²: Tratamento com dose de luz de 50 J/cm² sem 

incubação das nanocápsulas; NC 50 J/cm²: NC/ZnS4Pc na concentração de 10 µmol. L-1 e 

tratamento com dose de luz de 50 J/cm². ............................................................................ 102 

Figura 27 - Distribuição do tamanho de partícula de nanocápsulas poliméricas contendo 

ZnS4Pc, obtida por análise de DLS (Dynamic Light Scattering) utilizando Zetasizer. Os dados 

correspondem a uma única medição realizada 24 horas após a formação das nanocápsulas. (A) 

NC/ZnS4Pc e (B) NC vazia. ............................................................................................... 116 

Figura 28 - Distribuição do Potencial Zeta de nanocápsulas poliméricas contendo ZnS4Pc, 

obtida por análise de Potencial Zeta utilizando Zetasizer. Os dados correspondem a uma única 

medição realizada 24 horas após a formação das nanocápsulas. (A) NC/ZnS4Pc e (B) NC vazia.

 .......................................................................................................................................... 116 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE TABELAS 

Tabela 1 - Meios receptores testados no ensaio de liberação in vitro de ZnS4Pc. ................... 43 

Tabela 2 - Representação dos valores obtidos para Tamanho de partícula, Índice de 

polidispersividade e Potencial Zeta (média com os respectivos desvios). .............................. 62 

Tabela 3 - Resumo dos resultados obtidos para a análise da precisão (repetibilidade e precisão 

intermediária) e exatidão do método. .................................................................................... 69 

Tabela 4 - Resumo dos resultados obtidos para a análise da seletividade do método. ............ 70 

Tabela 5 - Valores obtidos para LD e LQ ............................................................................. 70 

Tabela 6 - Dados de eficiência de encapsulação de ZnS4Pc em nanocápsulas. ...................... 71 

Tabela 7 - Resumo dos resultados obtidos para a análise da precisão (repetibilidade e precisão 

intermediária) e exatidão do método. .................................................................................... 75 

Tabela 8 - Resumo dos resultados obtidos para a análise da seletividade do método. ............ 76 

Tabela 9 - Valores obtidos para LD e LQ ............................................................................. 76 

Tabela 10 - Análise de variância (ANOVA one-way) dos valores obtidos pelo método 

espectrofluorimétrico em acetonitrila e para o meio de liberação. ......................................... 78 

Tabela 11 - Valores de R² referentes aos diferentes modelos matemáticos, calculados para o 

estudo liberação in vitro de ZnS4Pc a partir das nanocápsulas. ............................................. 81 

 

 
 
 
 



LISTA DAS PRINCIPAIS ABREVIATURAS E SIGLAS 

ACN Acetonitrila 

CECO Carcinoma epidermóide de cavidade oral 

DMSO Dimetilsulfóxido 

EROs Espécies reativas de Oxigênio 

ET Engenharia de Tecidos 

FaDu Linhagem celular isolada de um tumor hipofaríngeo 

FS Fotossensibilizador 

H357 Linhagem epitelial humana de carcinoma espinocelular oral 

HaCaT Linhagem de queratinócitos 

HDFn Linhagem de fibroblasto humano primário, neonatal 

IPD Índice de polidispersão 

MCOE Modelo de câncer oral engenheirado 

MMONE Modelo de mucosa oral normal engenheirada 

NC Nanocápsula polimérica 

NC/ ZnS4Pc Nanocápsulas contendo fenil-tio-ftalocianina de zinco 

NOF Fibroblastos orais normais 

OSCC Carcinoma oral de células escamosas 

PLGA Poli (ácido lático-co-ácido glicólico) 

PZ Potencial Zeta 

TFD Terapia Fotodinâmica 

TP Tamanho de partícula 

ZnPCs Ftalocianinas ligadas ao zinco 

ZnS4Pc fenil-tio-ftalocianina de zinco 

 



SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO ............................................................................................................. 26 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA................................................................................. 28 

2.1. CÂNCER ORAL................................................................................................................ 28 

2.2. TERAPIA FOTODINÂMICA ............................................................................................... 30 

2.2.1. Fotossensibilizadores: Ftalocianinas ......................................................................... 30 

2.3. SISTEMAS DE LIBERAÇÃO DE FÁRMACOS: NANOCÁPSULAS POLIMÉRICAS ......................... 32 

2.4. MODELO TRIDIMENSIONAL DE CULTURA DE CÉLULAS E ENGENHARIA DE TECIDOS ........... 34 

3. OBJETIVOS .................................................................................................................. 37 

3.1. OBJETIVO GERAL ........................................................................................................... 37 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS ................................................................................................. 37 

4. METODOLOGIA ......................................................................................................... 38 

4.1. PARTE 1 – DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAÇÃO DAS 

NANOCÁPSULAS...................................................................................................................38 

4.1.1. Método de preparo das nanocápsulas poliméricas contendo derivado ftalocianínico . 38 

4.1.2. Caracterização fotofísica e físico-química do sistema nanoestruturado...................... 39 

4.1.2.1. Determinação do Diâmetro médio, Índice de polidispersidade (IPD) e Potencial 

Zeta............................................................................................................................. ...............39 

4.1.2.2. Criomicroscopia eletrônica de transmissão (Cryo-TEM) ....................................... 39 

4.1.2.3. Determinação dos espectros de absorção no UV/Vis e emissão de fluorescência no 

estado estacionário ............................................................................................................... 40 

4.1.3. Desenvolvimento de método espectrofluorimétrico para quantificação e teor de 

encapsulação de ZnS4Pc nas nanocápsulas ........................................................................... 40 

4.1.3.1. Linearidade........................................................................................................... 41 

4.1.3.2. Seletividade .......................................................................................................... 41 

4.1.3.3. Precisão ................................................................................................................ 41 

4.1.3.4. Exatidão – recuperação ......................................................................................... 41 

4.1.3.5. Limite de detecção (LD) e Limite de Quantificação (LQ) ..................................... 42 

4.1.4. Quantificação e teor de encapsulação de ZnS4Pc nas nanocápsulas ........................... 42 

4.1.5. Estudo do perfil de liberação in vitro de ZnS4Pc ....................................................... 43 

4.1.5.1. Escolha do meio de liberação ................................................................................ 43 

4.1.6. Desenvolvimento de método espectrofluorimétrico para determinação de ZnS4Pc no 

ensaio de liberação ............................................................................................................... 43 



4.1.6.1. Linearidade........................................................................................................... 44 

4.1.6.2. Seletividade .......................................................................................................... 44 

4.1.6.3. Precisão ................................................................................................................ 44 

4.1.6.4. Exatidão – recuperação ......................................................................................... 45 

4.1.6.5. Limite de detecção (LD) e Limite de Quantificação (LQ) ..................................... 45 

4.1.7. Estudo do perfil de liberação in vitro: Estudo de solubilidade de ZnS4Pc .................. 45 

4.1.7.1. Determinação do perfil de liberação in vitro de ZnS4Pc: Ensaio de liberação 

utilizando sacos de diálise .................................................................................................... 46 

4.1.7.2. Análise da cinética de liberação in vitro de ZnS4Pc ............................................... 46 

4.2. PARTE 2 - ENSAIOS BIOLOGICOS............................................................................ 47 

4.2.1. MANUTENÇÃO DAS CULTURAS CELULARES ................................................ 47 

4.2.1.1. Cultura celular de fibroblastos e queratinócitos ..................................................... 47 

4.2.1.2. Cultura de células tumorais ................................................................................... 47 

4.2.2. ENSAIOS EM MONOCAMADA ............................................................................ 50 

4.2.2.1. Estudo de citotoxicidade:  Método da Resazurina (HDFn, HaCaT, NOFs e FNB6 – 

No escuro) ........................................................................................................................... 50 

4.2.2.2. Estudo de citotoxicidade em monocamada:  Método da Resazurina (HSC-3; H357 e 

FaDu – No escuro) ............................................................................................................... 50 

4.2.2.3. Captação intracelular de ZnS4Pc ........................................................................... 51 

4.2.2.4. Análise cinética de internalização usando citometria de fluxo ............................... 51 

4.2.2.5. Terapia fotodinâmica in vitro utilizando NC/ZnS4Pc............................................. 52 

4.2.2.6. Detecção de apoptose por citometria de fluxo ....................................................... 53 

4.2.3. ENSAIO EM ESFEROIDES TUMORAIS ............................................................... 54 

4.2.3.1. Produção de esferoides tumorais ........................................................................... 54 

4.2.3.2. Estudo de citotoxicidade em esferoides:  Método da Resazurina (HSC-3; H357 e 

FaDu – No escuro) ............................................................................................................... 54 

4.2.3.3. Terapia fotodinâmica em esferoides utilizando NC/ZnS4Pc .................................. 55 

4.2.4. ENSAIOS EM MODELOS DE MUCOSA ORAL ENGENHEIRADA .................... 55 

4.2.4.1. Extração do colágeno tipo I .................................................................................. 55 

4.2.4.1.1. Processo de liofilização do colágeno tipo I ........................................................ 56 

4.2.4.2. Produção de modelos de mucosa oral engenheirada .............................................. 56 

4.2.4.3. Análise Histológica .............................................................................................. 57 

4.2.4.4. Estudo de toxicidade em H357-MCOE:  Método da Resazurina (No escuro) ........ 57 



4.2.4.5. Análise da cinética de internalização usando microscopia confocal (H357-

MCOE)............................................................................................................................. .........58 

4.2.4.6. Terapia Fotodinâmica em H357-MCOE................................................................ 58 

4.3. FORMA DE ANÁLISE DOS RESULTADOS .............................................................. 59 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO ................................................................................... 60 

5.1. CARACTERIZAÇÃO FOTOFÍSICA E FÍSICO-QUÍMICA DO SISTEMA NANOESTRUTURADO ........ 60 

5.1.1. Determinação do Tamanho de partícula e Potencial Zeta .......................................... 60 

5.1.2. Criomicroscopia eletrônica de transmissão (Cryo-TEM) ........................................... 62 

5.1.3. Determinação dos espectros de absorção UV/VIS e emissão de fluorescência no estado 

estacionário .......................................................................................................................... 64 

5.2. DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO ESPECTROFLUORIMÉTRICO PARA QUANTIFICAÇÃO E TEOR 

DE ENCAPSULAÇÃO DE ZNS4PC NAS NANOCÁPSULAS ............................................................. 67 

5.2.1. Linearidade .............................................................................................................. 67 

5.2.2. Precisão .................................................................................................................... 68 

5.2.3. Exatidão ................................................................................................................... 68 

5.2.4. Seletividade .............................................................................................................. 70 

5.2.5. Limite de detecção e de quantificação ....................................................................... 70 

5.3. Quantificação e teor de encapsulação de ZnS4Pc nas nanocápsulas ........................... 71 

5.4. ESTUDO DO PERFIL DE LIBERAÇÃO IN VITRO DE ZNS4PC .................................................. 71 

5.4.1. Escolha do meio de liberação ................................................................................... 71 

5.5. DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO ESPECTROFLUORIMÉTRICO PARA DETERMINAÇÃO DE 

ZNS4PC NO ENSAIO DE LIBERAÇÃO ........................................................................................ 72 

5.5.1. Linearidade .............................................................................................................. 72 

5.5.2. Precisão .................................................................................................................... 73 

5.5.3. Exatidão ................................................................................................................... 74 

5.5.4. Seletividade .............................................................................................................. 76 

5.5.5. Limite de detecção e de quantificação ....................................................................... 76 

5.6. ESTUDO DO PERFIL DE LIBERAÇÃO IN VITRO: ESTUDO DE SOLUBILIDADE DE ZNS4PC ........ 78 

5.6.1. Determinação do perfil de liberação in vitro de ZnS4Pc: Ensaio de liberação utilizando 

membranas de diálise ........................................................................................................... 79 

5.6.2. Análise da cinética de liberação in vitro de ZnS4Pc ................................................... 80 

5.7. ENSAIOS BIOLOGICOS EM MONOCAMADA ......................................................... 82 

5.7.1. Estudo da citotoxicidade:  Método da Resazurina (No escuro) .................................. 82 



5.7.2. Captação intracelular de ZnS4Pc ............................................................................... 85 

5.7.3. Análise cinética de internalização usando citometria de fluxo ................................... 87 

5.7.4. Terapia fotodinâmica in vitro utilizando NC/ZnS4Pc ................................................ 87 

5.7.5. Detecção de apoptose por citometria de fluxo ........................................................... 89 

5.8. ENSAIOS BIOLOGICOS EM ESFEROIDES ............................................................... 92 

5.8.1. Estudo de citotoxicidade em esferoides:  Método da Resazurina (HSC-3; H357 e FaDu 

– No escuro) ........................................................................................................................ 92 

5.8.2. Terapia fotodinâmica em esferoides utilizando NC/ZnS4Pc ...................................... 94 

5.9. ENSAIOS EM MODELOS DE MUCOSA ORAL ENGENHEIRADA .......................... 96 

5.9.1. Análise Histológica .................................................................................................. 96 

5.9.2. Estudo de toxicidade em H357-MCOE:  Método da Resazurina (No escuro) ............ 98 

5.9.3. Análise da cinética de internalização usando microscopia confocal (H357-MCOE) .. 99 

5.9.4. Terapia Fotodinâmica em H357-MCOE ................................................................. 101 

6. CONCLUSÕES ........................................................................................................... 103 

7. PERSPECTIVAS ........................................................................................................ 104 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................................ 105 

APÊNDICE A - GRÁFICOS TAMANHO HIDRODINÂMICO MÉDIO E ....................... 116 

POTENCIAL ZETA .......................................................................................................... 116 

APÊNDICE B – ARTIGOS COMPLETOS PUBLICADOS EM PERIÓDICOS DERIVADOS 

DE COLABORAÇÕES CIENTÍFICAS (NO PERÍODO DE REALIZAÇÃO DO 

DOUTORADO) ................................................................................................................. 117 

APÊNDICE C – ARTIGOS COMPLETOS PUBLICADOS EM PERIÓDICOS COMO 

PRIMEIRA AUTORA.  (NO PERÍODO DE REALIZAÇÃO DO DOUTORADO) ........... 119 

ANEXO A – PARECER Nº 18/2021 – COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS . 121 



1. INTRODUÇÃO 
 

O câncer oral é uma doença que acomete as regiões dos lábios e cavidade oral, 

caracterizado por encontrar-se de forma predominante na língua e o assoalho da boca, podendo 

desenvolver-se também na mucosa da boca, gengivas, região retromolar e palato mole (Bagan 

et al., 2010; Montero; Patel, 2015). O carcinoma espinocelular oral (do inglês squamous cell 

carcinoma – OSCC) corresponde a mais de 90% dos casos de câncer oral, sendo sua ocorrência 

diretamente associada à exposição epitelial crônica ao álcool e tabaco (Tan et al., 2023). De 

acordo com a última estimativa mundial da Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer 

(IARC), o câncer de lábio e cavidade oral ocupam a 16ª posição em incidência e mortalidade e 

notou-se que as taxas de incidência foram mais altas em homens principalmente no sul e sudeste 

da Ásia e Pacífico Ocidental (Bray et al., 2024). 

Cerca de 60% dos pacientes com OSCC são diagnosticados em estágios avançados, 

com disseminação nodular e metástase, o que reduz as opções terapêuticas e frequentemente 

exige ressecções cirúrgicas extensas e mutilantes (Tan et al., 2023). Portanto, as abordagens 

terapêuticas convencionais para o carcinoma epidermóide de cavidade oral (CECO) são 

limitadas pela complexidade da neoplasia, resistência terapêutica e potencial metastático 

(Papalazarou et al., 2018).  

Diante disso, a Terapia Fotodinâmica (TFD) apresenta-se como uma modalidade 

terapêutica minimamente invasiva e vêm sendo empregada para diversos tipos de terapias, 

incluindo câncer e lesões não malignas (Mohammad-Hadi et al., 2018). Seu mecanismo baseia-

se na interação dos três elementos essenciais: uma agente fotossensibilizante (FS), responsável 

por absorver luz em um comprimento de onda determinado, luz em um comprimento de onda 

específico e oxigênio, reagindo em conjunto para produzir espécies reativas de oxigênio (ERO) 

que em última instância causam a morte celular das células e tecidos alvo (Bhuvaneswari et al., 

2015; Primo et al., 2011). 

Apesar do potencial terapêutico da TFD, limitações como citotoxicidade e interação 

inespecífica dos FS com membranas celulares exigem estratégias de veiculação. As 

ftalocianinas de zinco (ZnPcs), especialmente a ZnS4Pc, destacam-se por sua alta geração de 

oxigênio singleto, absorção em >630 nm e seletividade tumoral (Roguin et al., 2019). No 

entanto, sua baixa solubilidade e uso de surfactantes dificultam a aplicação clínica. 

Modificações com grupos tio-fenil aumentam a fototoxicidade, mas podem afetar a 

biocompatibilidade (Detty; Gibson; Wagner, 2004; Primo et al., 2011; Siqueira-Moura et al., 



2013). Assim, sua incorporação em nanosistemas é essencial para ampliar a eficácia e segurança 

terapêutica. 

Na literatura são encontrados alguns estudos clínicos sobre o uso da TFD em lesões 

pré-malignas de cabeça e pescoço, bem como na cavidade oral. Neste contexto, a TFD é uma 

ferramenta promissora na odontologia com aplicações em cirurgia oral e bucomaxilofacial, 

endodontia, odontologia preventiva, periodontologia e implantologia (Saini et al., 2016; Stájer 

et al., 2020).  

Para o câncer oral em fase inicial (localizado em regiões superficiais da cavidade oral), 

o uso da TFD provoca redução significativa da morbidade quando comparada com as 

intervenções cirúrgicas tradicionais. No entanto, a aplicação da TFD no carcinoma epidermoide 

oral é um grande desafio pois os parâmetros como fonte de luz, fotossensibilizador, dose e 

frequência do tratamento ainda não foram bem estabelecidas, sendo o modelo tridimensional 

de câncer oral uma excelente proposta para avaliação pré-clínica in vitro e determinação de 

protocolos baseados nas vantagens do uso da Engenharia Tecidual (Saini et al., 2016; Stájer et 

al., 2020).  

Assim, existe uma demanda pelo desenvolvimento de modelos biológicos uteis para a 

compreensão dos processos de progressão tumoral, além da resistência associada as terapias 

utilizadas são descritas na literatura para diversas neoplasias, mas ainda são 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 epidermóide oral, baseado em protocolos de Engenharia 

de Tecidos, além de constituir uma abordagem inovadora com a aplicação da TFD e da 

nanotecnologia, como perspectiva de alternativa terapêutica padronizada em um modelo 

tumoral de câncer oral avançado, como forma de mimetizar condições biológicas de ensaios in 

vivo e auxiliar no entendimento dos efeitos biológicos desencadeados pelos processos 

fotodinâmicos. 

 

 

 

 

 

 



6.  CONCLUSÕES  

Nanocápsulas poliméricas contendo fenil-tio-ftalocianina de zinco (ZnS4Pc) foram 

obtidas com sucesso por meio do método de deposição interfacial do polímero pré-formado. As 

caracterizações iniciais indicaram tamanhos de partícula, índice de polidispersidade (IPD) e 

Potencial Zeta adequados para aplicações biomédicas. 

As análises espectroscópicas de absorção e emissão confirmaram que ZnS4Pc não 

interage com os componentes do sistema, preservando sua integridade e propriedades 

fotofísicas, fundamentais para garantir a eficácia da terapia fotodinâmica (TFD). 

Foram desenvolvidos dois métodos espectrofluorimétricos lineares, sensíveis e exatos 

que permitiram quantificar com precisão o fotossensibilizador encapsulado, com concentração 

superior ao limite de quantificação (LQ) do equipamento A associação do ZnS4Pc ao 

nanocarreador foi eficiente, evidenciando boa incorporação ao sistema reservatório. 

O ensaio de solubilidade permitiu a definição das condições ideais para os estudos de 

liberação in vitro dentro das condições sink. A liberação do ZnS4Pc foi avaliada por meio de 

membranas de diálise de celulose (12-14 kDa), sendo observada uma difusão superior a 90% 

para o fármaco livre em 24 horas, indicando que a membrana não limitou a liberação. O ZnS4Pc 

encapsulado apresentou um perfil de liberação sustentada, com aproximadamente 25% liberado 

nas primeiras horas e cerca de 33% ao final de 24 horas. 

A citotoxicidade das nanocápsulas foi avaliada em modelos 2D e 3D, com destaque 

para a redução de viabilidade celular em linhagens tumorais H357 (24,14%) e HSC-3 (11,33%) 

após TFD. Nos esferoides tumorais de carcinoma oral (HSC-3), a combinação 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 colágeno tipo I, sendo caracterizados histologicamente. A 

aplicação da TFD associada a NC/ ZnS4Pc resultou em uma redução ainda mais acentuada da 

viabilidade celular no H357-MCOE, destacando sua relevância na avaliação pré-clínica da 

terapia fotodinâmica. 

Através deste estudo ficou evidenciado o potencial das nanocápsulas poliméricas 

contendo ZnS4Pc como uma estratégia promissora para a terapia fotodinâmica no tratamento 

do câncer oral. Os resultados obtidos em modelos 2D e 3D evidenciam a eficácia do sistema, 

destacando sua seletividade tumoral e capacidade de induzir morte celular em diferentes 

modelos experimentais. Este trabalho contribui para o avanço das terapias antitumorais, 



oferecendo uma plataforma para o desenvolvimento de tratamentos mais específicos e menos 

invasivos.  

 

7. Perspectivas  

Este estudo representa um avanço significativo na aplicação da terapia fotodinâmica 

(TFD) para o câncer oral, por meio da veiculação da ZnS4Pc em nanocápsulas poliméricas. Os 

próximos passos envolvem a validação pré-clínica em modelos animais, com foco na avaliação 

da eficácia terapêutica, perfil de segurança e biodistribuição. Além disso, a investigação dos 

mecanismos moleculares envolvidos, por meio da análise de biomarcadores, permitirá uma 

compreensão mais aprofundada da resposta biológica à TFD. A consolidação desses dados 

aproxima este sistema terapêutico da translação clínica, contribuindo para o desenvolvimento 

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