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RESUMO 

 

Esta tese está embasada na necessidade de novas abordagens quimiopreventivas para 

desordens potencialmente malignas (DPMs), com o objetivo de prevenir o câncer bucal, 

além de buscar melhorar a adesão dos pacientes aos tratamentos e sua qualidade de vida. 

Nesse contexto, foram elaboradas formulações nanotecnológicas destinadas a carrear o 

fármaco imiquimode especialmente delineadas para a mucosa bucal. Nesta tese, duas 

formulações foram empregadas: a primeira é inédita, constituindo-se como um biofilme 

nanotencológico contendo imiquimode 5%, protegido por uma invenção patentária; a 

segunda é o hidrogel contendo imiquimode 0.05% nanoencapsulado, previamente 

desenvolvido e caracterizado, mas até então seu potencial quimiopreventivo não havia 

sido avaliado em um modelo in vivo de carcinogênese bucal. Ambas as formulações 

foram concebidas com o intuito de potencializar o efeito do fármaco imiquimode. Os 

ensaios in vitro e in vivo demonstram que os biofilmes possuem um potencial 

quimiopreventivo devido à combinação única de seus componentes. Os biofilmes com 

nanocápsulas apresentam uma maior mucoadesividade independente ou não da presença 

do imiquimode, tanto em disco de mucina (p=0.004) como em mucosa bucal suína fresca 

(p=0.000). As nanocápsulas também aumentaram a permeação do fármaco na formulação 

Fnc_imq em todos os tempos avaliados, em comparação com a formulação Fimq 

(p=0.0002). Além disso, o biofilme desenvolvido não demonstrou perfil irritante quando 

avaliados pela metodologia de HET-CAM. No estudo em cultura celular nenhuma 

citotoxicidade foi observada em células não tumorais, no entanto, o biofilme inovador foi 

citotóxico para SCC9. No estudo in vivo, a maioria dos animais, onde foi induzida a 

carcinogênese com 7,12-dimetilbenz [a]ntranceno (DMBA),  tratados com essa 

formulação não apresentaram alterações clínicas e histopatológicas na mucosa bucal e na 

pele. O hidrogel contendo imiquimode 0.05% nanoencapsulado também demonstrou ser 

uma potencial abordagem quimiopreventiva nos estudos in vivo. A maioria dos animais 

não apresentou alteração clínica na mucosa bucal e na pele. Do ponto de vista histológico, 

60% dos animais apresentaram lesões não displásicas compatíveis com hiperplasia e 

hiperceratose na mucosa oral, enquanto 80% não apresentaram nenhuma alteração 

histológica na pele. Nesse sentido, podemos sugerir que ambas as formulações estudadas 

possuem um potencial quimiopreventivo em modelo animal de carcinogênese bucal.  

Palavras-chave: Câncer bucal; Desordens Potencialmente Malignas; Leucoplasia; 

Quimioprevenção; Imiquimode; Nanotecnologia. 
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ABSTRACT 

 

This thesis is based on the need for new chemopreventive approaches for potentially 

malignant disorders (PMDs), aiming to prevent oral cancer and improve patient 

adherence to treatments and quality of life. In this context, nanotechnological 

formulations were developed to deliver the drug imiquimod specifically to the oral 

mucosa. Two formulations were employed in this thesis: the first is novel, consisting of 

a nanotechnological biofilm containing 5% imiquimod protected by a patented invention; 

the second is the nanoencapsulated hydrogel containing 0.05% imiquimod, previously 

developed and characterized, but its chemopreventive potential had not been evaluated in 

an in vivo model of oral carcinogenesis until now. Both formulations were designed to 

enhance the effects of the drug imiquimod. In vitro and in vivo assays demonstrated that 

the biofilms have chemopreventive potential due to the unique combination of their 

components. The biofilms with nanocapsules exhibit greater mucoadhesiveness, 

regardless of the presence of imiquimod, both on mucin discs (p=0.004) and on fresh 

porcine oral mucosa (p=0.000). The nanocapsules also enhanced the drug permeation in 

the Fnc_imq formulation across all assessed time points, in comparison to the Fimq 

formulation (p=0.0002). Furthermore, the developed biofilm showed no irritant profile 

when evaluated using the HET-CAM methodology. In the cell culture study, no 

cytotoxicity was observed in non-tumoral cells, however, the innovative biofilm exhibited 

cytotoxicity towards SCC9 cells. In the in vivo study, the majority of animals where 

carcinogenesis was induced with 7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA) and treated 

with this formulation displayed no clinical or histopathological alterations in the oral 

mucosa and skin. The hydrogel containing 0.05% nanoencapsulated imiquimod also 

demonstrated to be a potential chemopreventive approach in the in vivo studies. Most 

animals showed no clinical changes in the oral mucosa and skin. From a histological 

perspective, 60% of the animals presented non-dysplastic lesions consistent with 

hyperplasia and hyperkeratosis in the oral mucosa, while 80% showed no histological 

alterations in the skin. In this context, we can suggest that both studied formulations 

possess chemopreventive potential in an animal model of oral carcinogenesis. 

 

Keywords: Oral cancer; Potentially Malignant Disorders; Leukoplakia; 

Chemoprevention; Imiquimod; Nanotechnology. 
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1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA  

 

1.1 Câncer de Boca e Desordens Potencialmente Malignas  

 

O câncer de cabeça e pescoço (CCP) abrange uma variedade de doenças heterogêneas 

que se originam na região da cabeça e pescoço, incluindo cânceres que se originam na 

cavidade bucal, nasofaringe, orofaringe, laringe e hipofaringe. Cada subtipo dentro desse 

grupo está associado a uma etiologia específica, tendências epidemiológicas e terapias 

específicas (DHULL AK et al., 2018). A ocorrência de CCPs é mais prevalente em nações 

em desenvolvimento, principalmente na região do Sudeste Asiático, e é mais frequente em 

indivíduos do sexo masculino em comparação com o sexo feminino (MARUR S e 

FORASTIERE AA, 2016; SIEGEL RL et al., 2022). 

O carcinoma espinocelular é a neoplasia maligna mais frequente na cavidade bucal, 

representando aproximadamente 90% das neoplasias malignas que acometem os diversos 

sítios anatômicos intrabucais (BRENER et al., 2007; DRAGOMIR et al., 2010) e é o sexto 

câncer mais comum em todo o mundo (SHIBATA H et al., 2021). Somente no Brasil, para 

cada ano do triênio 2023/2025, 22.890 novos casos de câncer bucal e laringe (BRASIL, 

2023). O câncer de boca é o quinto mais comum nos homens brasileiros e apresenta alta 

mortalidade (aproximadamente 50%) e alta morbidade, os sobreviventes enfrentam 

mutilações que impactam de forma significativa sua qualidade de vida (GARCÍA-MARTIN 

et al., 2019). 

Os fatores de risco relacionados ao desenvolvimento de câncer na cavidade oral, 

orofaringe, hipofaringe e laringe envolvem exposição ao tabaco, dependência alcoólica e a 

presença de vírus oncogênicos, que estão associados a cânceres na nasofaringe e língua. 

Observa-se um aumento na incidência de câncer de orofaringe relacionado ao papilomavírus 

humano ao longo das últimas décadas (DHULL AK et al., 2018). 

O câncer bucal pode ser precedido por lesões conhecidas como desordens 

potencialmente malignas (DPM). Estas integram um conjunto de alterações morfológicas 

teciduais com maior potencial de transformação maligna quando comparadas aos tecidos 

normais (WARNAKULASURIYA et al., 2021). A Organização Mundial da Saúde (OMS) 

cita as seguintes DPMs da cavidade bucal: leucoplasia, eritroplasia, leucoplasia verrucosa 

proliferativa, queilite actínica, fibrose submucosa, líquen plano e atrofia por deficiência de 
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ferro. Dentre as DPM, podem ser citadas como mais comuns no ocidente a leucoplasia, a 

eritroplasia, a queilite actínica e o líquen plano bucal (WHO, 2022). 

Figura 1. A) Imagem clínica de uma lesão exofítica com ulceração central em borda de 

língua de paciente diagnosticada após biópsia como carcinoma espinocelular. B) 

Leucoplasia em bordo de língua observada em 2013. C) Mesmo paciente da imagem B, 

leucoplasia evolui para carcinoma espinocelular após sucessivas excisões cirúrgicas 7 anos 

após diagnóstico inicial. Fonte: Arquivo do serviço de patologia bucal e estomatologia da 

Faculdade de Odontologia da UFRGS. 

A definição mais recente, apresenta as leucoplasias bucais como placas brancas de 

possível malignização após excluídas daquelas lesões que não transportam tal risco 

(WARNAKULASURIYA et al., 2021). A Organização Mundial da Saúde (OMS) define 

leucoplasia bucal como uma mancha ou placa branca não removível à raspagem que não 

pode ser caracterizada clínica ou histopatológicamente como qualquer outra doença (WHO, 

2017). O termo leucoplasia é estritamente clínico e não implica uma alteração tecidual 

histopatológica específica, o diagnóstico é dado por exclusão de outras alterações que 

surgem como placas brancas bucais, como líquen plano, leucoedema, nevo branco 

esponjoso, estomatite nicotínica, entre outras (NEVILLE et al.,2016). 

Das desordens potencialmente malignas, a leucoplasia bucal é a mais prevalente 

(FELLER et al.,2012; TORRAS; ESCODA, 2015). Uma clássica revisão sistemática 

demonstrou que as estimativas da prevalência global de leucoplasias bucais variam de 0,5% 

a 3,46% e que a taxa de prevalência estimada combinada de leucoplasia bucal em 2003 

variou entre 1,7 a 2,7% na população geral (PETTI, 2003). Recentemente, uma revisão 

sistemática mostrou que a prevalência de leucoplasia bucal foi de 4.11%, uma taxa maior do 

que a do estudo anterior, os autores sugerem que essa diferença pode ser devido a 

metodologia utilizada nos estudos incluídos, pois a maioria foram conduzidos em 

populações de centros de diagnósticos, portanto, esses não são ideais para investigar a 

prevalência de doenças (MELLO et al., 2018). Uma pesquisa realizada em pacientes no sul 

do Brasil avaliou a prevalência de lesões na mucosa bucal e observou uma frequência de 
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1,1% de leucoplasias, estas predominaram em pacientes do sexo masculino, etilistas e 

fumantes (CARRARD et al., 2011).  

Um estudo de coorte, publicado por Wang e colaboradores (2019), realizou uma 

análise retrospectiva em uma amostra representativa da população chinesa diagnosticada 

com leucoplasia bucal entre 1998 e 2017 na Escola da Universidade de Pequim e no Hospital 

de Estomatologia. Foram acompanhados 875 pacientes e a incidência de transformação 

maligna de leucoplasia bucal foi de 12,2% e o tempo médio de seguimento foi de 4,5 anos. 

Nestes achados as mulheres eram mais propensas a ter leucoplasia do que homens em uma 

proporção de 2:1 e a taxa de transformação maligna também foi maior em mulheres. A 

leucoplasia bucal foi frequentemente encontrada em faixas etárias maiores, 65,7% dos 

pacientes tinham mais de 50 anos, e a maior taxa de transformação maligna foi observada 

nos pacientes de 50 a 59 anos. Os locais mais comuns acometidos pela lesão foram a língua 

(38,9%) e mucosa bucal (35,9%). As lesões no lábio (2,1%) e no assoalho da boca (3,7%) 

eram relativamente raras, enquanto apresentavam a maior taxa de transformação maligna 

(27,8%), seguida pela língua (16,8%). O exame histopatológico revelou ausência de 

displasia epitelial em 56% dos pacientes, seguida por displasia epitelial leve e moderada 

(31,5%), displasia epitelial severa (7,9%) e leucoplasia verrucosa proliferativa (4,6%). As 

taxas de transformação maligna para ausência de displasia, displasia leve e moderada, 

displasia grave e leucoplasia verrucosa proliferativa foram de 3,7%, 19,2%, 44,9% e 12,5%, 

respectivamente. Entre todos os pacientes, 18,9% eram fumantes e 12,9% eram etilistas. No 

entanto, a taxa de transformação maligna em pacientes não fumantes ou em ex-fumantes foi 

maior (14,4%) em comparação aos fumantes atuais (WANG et al., 2019). 

As variantes clínicas da leucoplasia são frequentemente subdivididas em homogênea 

e não-homogênea. As do tipo homogênea se apresentam como uma lesão fina, plana, de 

superfície lisa ou relativamente lisa, de coloração branca e uniforme, entretanto, ela pode ou 

não apresentar sulcos ou fissuras. As leucoplasias do tipo não-homogêneas podem ser 

nodulares ou verrucosas, com superfícies enrugadas ou onduladas (irregulares), ou ainda 

podem ser uma mistura de áreas brancas e vermelhas denominadas eritroleucoplasias (VAN 

DER WAAL, 2009; FELLER; LEMMER, 2012; LODI et al., 2016). Leucoplasias com 

aspecto clínico não-homogêneo, possuem um maior risco de transformação maligna (20-

25%) do que as leucoplasias homogêneas (0,6-5%) (VAN DER WAAL, 2009; FELLER; 

LEMMER, 2012).  

As características histológicas das leucoplasias são variáveis e se caracterizam por 

distúrbios de proliferação e maturação epiteliais. Podem ser observadas hiperortoceratose ou 
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hiperparaceratose, hiperplasia epitelial, acantose ou atrofia do epitélio escamoso, ou então 

alterações displásicas epiteliais de vários graus (leve, moderado ou severa), ou carcinoma 

espinocelular (LODI et al., 2016; WHO, 2017). As displasias epiteliais também podem ser 

avaliadas pelo sistema binário de classificação, classificando-as em risco alto ou baixo para 

transformação maligna (KUJAN et al., 2006). 

A prevalência de displasia epitelial na leucoplasia bucal varia de 5% a 25% 

(NEVILLE et al., 2009), sendo que é mais comumente identificada em leucoplasias não-

homogêneas do que em homogêneas (FELLER; LEMMER, 2012). A presença de displasia 

epitelial é um marcador do potencial maligno da leucoplasia bucal e o risco da lesão 

leucoplásica evoluir para um carcinoma se intensifica com o aumento do grau de displasia 

do epitélio (SILVERMAN; GORSKY; LOZADA, 1984; FELLER; LEMMER, 2012).  

O manejo terapêutico das leucoplasias frequentemente inclui remoção cirúrgica. No 

entanto, diversas modalidades terapêuticas já foram estudadas, como criocirurgia, cirurgia a 

laser (CHANDU et al., 2005) administração tópica ou sistêmica de retinóides (CHIESA et 

al., 2005; SOOD et al., 2005) terapia de enxaguatório bucal contendo adenovírus (RUDIN 

et al., 2003) e terapia fotodinâmica (KVAAL; WARLOE, 2007). O motivo para tratar a 

leucoplasia é uma tentativa de impedir a sua transformação maligna, mesmo que ainda não 

haja evidências científicas de que o tratamento, seja qual for a modalidade, impeça o possível 

desenvolvimento de um carcinoma espinocelular no futuro (LODI et al., 2008). Tratar 

leucoplasias independentemente de apresentar ou não displasia epitelial é considerada uma 

prática segura por parte dos profissionais (TRATATI et al., 1997; VAN DER WAAL, 2009). 

Holmstrup e colaboradores (2006) realizaram um estudo retrospectivo com o 

objetivo de verificar o resultado a longo prazo de intervenções cirúrgicas e acompanhamento 

sem cirurgia de leucoplasias e eritroleucoplasias. De um total de 269 lesões, 254 eram 

leucoplasias e destas, 85 foram tratadas cirurgicamente. Os autores mostram que a 

intervenção cirúrgica parece não impedir o desenvolvimento de malignidade. Esse resultado 

corrobora com a revisão sistemática de Mehanna e colaboradores (2009) que mostra que a 

excisão cirúrgica parece diminuir, mas não impede o risco de transformação maligna das 

DPM. 

As taxas de recorrência da leucoplasia, após remoção cirúrgica chegam a quase 30% 

(VAN DER HEM et al.,2005) e não há dados científicos disponíveis sobre intervalos ideais 

de acompanhamento das lesões após o tratamento. Esse dado seria muito importante para o 

diagnóstico precoce de possíveis recidivas, porém alguns intervalos são sugeridos: para 

leucoplasias que não apresentam displasia epitelial o acompanhamento de pacientes tratados 
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e não tratados deve ser em intervalos regulares de 6 meses; Já em leucoplasias que 

apresentam displasia epitelial os intervalos regulares entre as consultas passam a ser de 3 

meses. A dúvida que permanece é se esse acompanhamento deve ser vitalício ou não (VAN 

DER WAAL, 2009).  

A quimioprevenção dirigida ao local representa uma alternativa para o manejo de 

desordens potencialmente malignas, visto que, é uma estratégia de baixo risco e não invasiva 

(tópica) (SVIDER et al.,2016). A transição de uma lesão potencialmente maligna para um 

carcinoma espinocelular, ou seja, a carcinogênese, de certa forma é um processo longo; 

portanto estratégias de quimioprevenção podem ser desenvolvidas para desacelerar, 

interromper ou reverter esse processo (CHAU et al., 2017). As terapias tópicas apresentam 

vantagens como a diminuição da toxicidade dos quimiopreventivos, e eles podem ser 

aplicados além das margens clínicas das lesões, tentando diminuir ou até mesmo eliminar o 

risco de recidivas (SVIDER et al.,2016).  

Até o momento os quimiopreventivos que foram testados em leucoplasias em ensaios 

clínicos incluem: bleomicina (EPSTEIN et al., 1998), retinóides (SCARDINA et al., 2005), 

adenovírus, inibidores da ciclooxigenase (COX) (PAPADIMITROKOPOULOU et 

al..2008), terapia fotodinâmica (GAIMARI et al., 2016) e beta-caroteno (NAGÃO et al., 

2015). 

Apesar de nos últimos anos diversos estudos terem sido realizados para testar a 

eficácia de agentes quimiopreventivos em leucoplasias, uma revisão sistemática e meta-

análise, de ensaios clínicos randomizados, não encontrou diferenças estatisticamente 

significativas na comparação da eficácia dos agentes quimiopreventivos avaliados em 

comparação ao placebo (XIE; LIU, 2017).  

A revisão sistemática escrita por Chau e colaboradores (2017) demonstrou que 

retinóides tópicos, bleomicina, adenovírus e a terapia fotodinâmica levam a diminuição das 

lesões, porém essa diminuição é temporária e existem algumas limitações nos estudos 

incluídos nesta revisão, como tamanho da amostra insuficiente, tempo de acompanhamento 

inferior a 5 anos e também poucos estudos eram ensaios clínicos randomizados controlados. 

É importante ressaltar que a terapia tópica pode incluir absorção sistêmica, o que 

poderia originar efeitos adversos. Neste sentido, os efeitos adversos relatados na terapia 

retinóide tópica incluem eritema, xerostomia, queimação na língua (EPSTEIN et al., 1999), 

mucosite, queilite, lábios secos, epistaxe, dor de cabeça, conjuntivite (SHAH et al., 1983). 
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A utilização de agentes quimiopreventivos tópicos entre os pacientes com lesões 

bucais podem ser um complemento viável ou mesmo alternativo para tradicional cirurgia, 

com o benefício de reduzir os efeitos secundários sistêmicos e preservação de estruturas 

anatômicas importantes (CHAU et al., 2017). No entanto, a eficácia a longo prazo da 

quimioprevenção tópica para leucoplasia ainda não foi estabelecida, e a escolha de agentes 

quimiopreventivos requer um estudo mais aprofundado (XIE; LIU, 2017). Estudos futuros 

devem minimizar o efeito das limitações, avaliando novos agentes quimiopreventivos em 

ensaios clínicos controlados, randomizados com acompanhamento a longo prazo e exames 

histológicos são necessários para avançarmos neste cenário (XIE; LIU, 2017; CHAU et al., 

2017). 

 

1.2 Imiquimode  

 

Imiquimode é um fármaco que foi aprovado em 1997 pelo Food and Drug 

Administration (EUA) para aplicação tópica e tem como mecanismo de ação modificar a 

resposta imune, aumentando a imunidade adaptativa e atuando como agente antitumoral 

(SMITH et al., 2002).  

Esse fármaco foi inicialmente utilizado para o tratamento de verrugas genitais e 

perianais e doença de Bowen. Posteriormente ele passou a ser utilizado também para o 

tratamento de carcinoma basocelular e ceratose actínica (uma lesão potencialmente maligna 

em pele) (MCDONALD et al., 2010; KOPERA; KERL,2014). O estudo de Kopera e kerl 

(2014) mostra que o uso tópico do creme de imiquimode a 5% é capaz de detectar ceratoses 

actínicas subclínicas e tratá-las mesmo antes de serem diagnosticadas clinicamente e que 

nesses pacientes o imiquimode pode ser capaz de impedir a evolução da lesão para um 

carcinoma. O uso de imiquimode no tratamento de ceratose actínicas é recomendado no 

guidelines da Associação Britânica de Dermatologistas publicado em 2017 (DE BERKER 

et al., 2017). Mais recentemente, imiquimode se tornou o tratamento de primeira escolha 

para neoplasias intraepiteliais vulvares (TRUTNOVISKY et al., 2022). 

A primeira tentativa experimental de utilizar o imiquimode como agente terapêutico 

em lesões displásicas da mucosa bucal, foi descrita por Gkoulioni e colaboradores (2010). 

Nesse estudo as lesões displásicas foram induzidas em ratos Wistar, que após foram tratados 

com creme contendo imiquimode 5% aplicado três vezes por semana por dezesseis semanas. 

O imiquimode foi capaz de fazer com que ocorresse a regressão da severidade histológica 

das lesões em todas as amostras. Esses resultados sugerem que o imiquimode pode ser eficaz 

na regressão da carcinogênese bucal. 
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Semelhantemente, um relato de caso clínico demonstrou que aplicação tópica de 

imiquimode foi eficaz no tratamento de leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP). Nesse 

caso, a paciente utilizou um creme contendo imiquimode 5%, três vezes por semana, à noite, 

na lesão que estava localizada em lábio inferior durante seis semanas. Após o término do 

tratamento, foi observada a cicatrização completa da lesão, ou seja, não havia evidência 

clínica de LVP. Uma nova biópsia foi realizada e mostrou a ausência de hiperplasia e áreas 

displásicas, após seis meses de acompanhamento a paciente não apresentou novas lesões, 

mas o acompanhamento continuou sendo realizado devido às altas taxas de recorrência e 

risco de transformação maligna da lesão (LOPEZ et al.,2017).  

A ação antitumoral do imiquimode é fundamentada principalmente na ativação do 

sistema imunológico inato, onde células dendríticas cutâneas parecem ser as células 

responsivas primárias. A estimulação dessas células dendríticas é seguida por uma profunda 

resposta imune celular dirigida para a lesão. O imiquimode também, quando administrado 

topicamente, induz a maturação funcional das células epidérmicas de Langerhans in vivo e 

estimula a migração dessas células apresentadoras de antígenos para os linfonodos regionais, 

ao que tudo indica elas promovem uma resposta específica das células T (STANLEY, 2002). 

Os principais efeitos biológicos do imiquimode são mediados pela atividade 

agonística em relação aos receptores toll-like (TLR) 7 e 8 e, sucessivamente, à ativação do 

fator nuclear kappa B (NF-KB). Como resultado dessa atividade ocorre a indução de 

citocinas pró-inflamatórias como fator de necrose tumoral (TNF), interleucina (IL) -2, IL-6, 

IL-8, IL-12, quimiocinas e outros mediadores, levando à ativação de células apresentadoras 

de antígenos e outros componentes da imunidade inata e, eventualmente, acarretar em uma 

resposta imune celular antitumoral profunda ponderada por T-helper (Th1). Vários efeitos 

secundários no nível molecular e celular também podem ser explicados, pelo menos em 

parte, pela ativação do NF-KB (SCHÖN, 2007). 

Além disso, independente do TLR-7 e TLR-8, o imiquimode parece interferir nas 

vias de sinalização do receptor de adenosina e o composto causa redução independente da 

receptora da atividade da adenilil ciclase. Este novo mecanismo pode aumentar a atividade 

pró-inflamatória do composto através da supressão de um mecanismo de feedback 

regulatório negativo que normalmente limita as respostas inflamatórias (HEMMI et al., 

2002; SCHÖN, 2007). 

O imiquimode em altas concentrações também pode induzir a apoptose das células 

tumorais in vitro. Nesse contexto, o fármaco levou ao aumento da expressão do receptor de 

morte CD95 (Fas) e à diminuição da expressão da proteína antiapoptótica B-cell lymphoma 
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2 (Bcl-2), sugerindo que o mesmo aumenta a suscetibilidade das células tumorais a estímulos 

apoptóticos. Essa atividade pró-apoptótica do imiquimode poderia ser mediada através da 

regulação dependente de TLR (SCHÖN, 2007; BERMAN et al., 2003). No entanto, estudos 

demonstraram que o imiquimode também pode exercer atividade pró-apoptótica direta 

contra células tumorais cultivadas, achado confirmado em tumores de origem diferente in 

vivo (SULLIVAN et al., 2003; SCHÖN et al., 2004). 

Alguns estudos mostram que o imiquimode apresenta também propriedade anti-

angiogênica, demonstrando o seu papel na inibição do crescimento patológico de novos 

vasos. Ele é capaz de aumentar os níveis de IL-10 e IL-12, os quais inibem a angiogênese e 

diminuem a produção celular de vários fatores pró-angiogênicos como o fator de 

crescimento de fibroblastos, IL-8 e ativador do plasminogênio do tipo uroquinase. Além 

disso, o aumento dos níveis de IL-10 e IL-12 inibem a motilidade vascular e induzem a 

apoptose de células endoteliais (LI et al., 2005; DESAI et al., 2012; MICALLI et al., 2014). 

A IL-12 isoladamente, inibe a proliferação endotelial e a formação de tubos em in vitro e 

angiogênese in vivo. Seus mecanismos incluem regulação positiva de IFN-γ (inibidor 

endógeno da angiogênese), diminuindo a produção de VEGF, bFGF, inibição da migração e 

invasão endotelial (YAO et al., 1999; DUDA et al., 2000; LI et al., 2005). O mecanismo 

antiangiogênico da IL-10 está correlacionado ao aumento da expressão de inibidores TSP-1 

e TSP-2 (KOHMO et al., 2003; KAWAKAMI et al., 2001; LI et al., 2005). No geral, a 

modulação sinérgica de várias funções biológicas por um único composto representa um 

princípio interessante da terapia antitumoral. 

O imiquimode encontra-se disponível no mercado sob a forma farmacêutica de creme 

a 5% (Aldara ® 3M) e creme a 3,75% (Zyclara ® Medcis). O primeiro é utilizado para o 

tratamento de carcinomas basocelulares superficiais, ceratoses actínicas e verrugas externas 

da região genital e anal, já o segundo somente para o tratamento de ceratoses actinícas da 

face e couro cabeludo (EDWARDS et al., 2000; SOTIRIOU et al., 2011; MICALLI et al., 

2014). A formulação de imiquimode 5% geralmente é administrada sob a lesão três vezes 

por semana e deve permanecer em contato por no mínimo 6 horas, por isso sugere-se que 

seja aplicada à noite por um período de 8 a 16 semanas (KREUTER et al., 2008). No entanto, 

outros regimes de administração são encontrados, como o de cinco vezes por semana por um 

período de 6 semanas (MICALLI et al., 2014). 

Alguns efeitos adversos ocorrem em pacientes que fazem o uso tópico do 

imiquimode, sendo a maioria efeitos locais que podem variar de intensidade leve a grave 

como edema, eritema, queimação, irritação, ulceração e dor. O grau de eritema local que 

ocorre naqueles pacientes que aderem ao tratamento é em virtude da liberação das citocinas 
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pró-inflamatórias, como parte do mecanismo de ação do fármaco (KREUTER et al., 2008). 

O imiquimode também pode desenvolver reações sistêmicas que incluem fadiga, febre, 

sintomas de gripe, distúrbios do sistema nervoso periférico, cefaléia e diarréia (WIELAND 

et al., 2006; KREUTER et al., 2008). Frente a esses efeitos adversos é de suma importância 

comunicar os pacientes previamente que serão submetidos ao tratamento 

(CHAKRABARTY et al., 2005; SHAH; DOHERTY; ROSEN, 2010). 

Considerando a incidência dos efeitos adversos reportados com o uso de imiquimode 

5% é desejável que outras formulações sejam desenvolvidas e estudadas a fim de avaliar seu 

efeito e propor como alternativa ao tratamento visando o aumento da qualidade de vida do 

paciente.  

 

1.3 Mucosa oral e Sistemas Mucoadesivos 

           A mucosa bucal tem sido amplamente explorada como um sítio para a liberação de 

fármacos devido às suas características anatômicas e fisiológicas favoráveis. Diversas vias 

de administração de fármacos podem utilizar sistemas mucoadesivos, incluindo bucal, oral, 

vaginal, retal, nasal e ocular (MAHAJAN et al., 2013). A aplicação de formas farmacêuticas 

mucoadesivas começou a ser explorada na década de 1980, com o desenvolvimento de 

pomadas, géis e comprimidos mucoadesivos para uso na cavidade oral (VITALIY, 2012). A 

via oral é uma rota amplamente utilizada para a administração de fármacos por meio de 

sistemas mucoadesivos (MAHAJAN et al., 2013). 

O processo de mucoadesão ocorre através da utilização de polímeros mucoadesivos 

(MAHAJAN et al., 2013). Esses polímeros são macromoléculas hidrofílicas que possuem 

grupos funcionais capazes de estabelecer ligações de hidrogênio, resultando em hidratação 

e aumento de volume quando em solução aquosa (DIAS et al., 2007). Para que ocorra a 

mucoadesão, é necessário que o polímero se ligue à superfície da mucosa, podendo ocorrer 

ligações primárias fortes, como ligações covalentes, ou ligações secundárias mais fracas, 

como ligações iônicas, de hidrogênio, de Van der Waals e hidrofóbicas (FIGUEIRAS; 

CARVALHO; VEIGA, 2006; TARDELLI, 2010). 

A administração de sistemas mucoadesivos na cavidade oral apresenta benefícios 

significativos, como ação rápida e proteção contra a degradação do fármaco em um ambiente 

ácido, e proteção contra o metabolismo de primeira passagem, liberação controlada do 

fármaco, direcionamento do fármaco para local ou tecido específico. Além disso, é uma via 

de administração acessível e amplamente aceita (MAHAJAN et al., 2013). 
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Até o presente momento, três biofilmes contendo imiquimode foram propostos para 

esse propósito e possuem limitações. A primeira formulação é um filme baseado em 

polivinilpirrolidona (PVP) e carboximetilcelulose (CMC) proposto por Raminemi et al. 

(2013). De acordo com os autores, a incorporação do IMQ foi realizado usando solventes da 

classe 2 da ICH (ICH Q3D GUIDELINE FOR ELEMENTAL IMPURITIES), como metanol 

e tolueno, os quais precisam ser substituídos, embora a concentração residual deles na 

formulação tenha ficado abaixo dos limites estabelecidos pelas diretrizes do FDA. Além 

disso, foi avaliado o tempo de residência do filme em mucosa oral de hamsters e humanos, 

entretanto, o efeito quimiopreventivo do biofilme não foi avaliado (RAMINENI et al., 2014). 

Um biofilme contendo imiquimode baseado em quitosana e alginato também foi proposto, 

no entanto, os autores consideram que ele apresenta biodisponibilidade e efetividade 

limitada devido ao fato de que uma porção significativa do fármaco não é solubilizada dentro 

da matriz (CAMARGO et al., 2021; REMIRO et al., 2022). No estudo conduzido por Remiro 

e seus colaboradores (2022), foram preparados três tipos distintos de hidrogéis à base de 

carboximetilquitosana, alginato de sódio e goma xantana em diversas combinações. A 

incorporação de imiquimode foi realizada com sucesso utilizando uma formulação micelar 

à base de d-α-tocoferil polietileno glicol 100 succinato (TPGS). A utilização do IMQ 

encapsulado em TPGS e micelas de ácido oleico possibilitou o eficaz carregamento do IMQ 

em formulações aquosas de polissacarídeos e melhorou sua penetração e retenção no tecido 

mucoso, este era um estudo in vitro e ex-vivo. No entanto, nenhum teste in vivo foi realizado. 

 

1.4 Nanocápsulas Poliméricas 

Nanomateriais são estruturas que possuem tamanho de partícula na escala 

nanométrica; ou seja, abaixo de 1000 nm.  Dentre esses nanomateriais com aplicações 

farmacêuticas e biológicas, as nanopartículas poliméricas se destacam para uso clínico. Elas 

podem ser divididas em duas categorias: as vesículas poliméricas, também conhecidas como 

nanocápsulas, e as matrizes coloidais, conhecidas como nanoesferas. As nanocápsulas 

poliméricas são estruturas nanométricas compostas por um núcleo oleoso envolto por uma 

parede polimérica (COUVREUR et al., 2002).  

A nanoencapsulação de fármacos permite uma maior penetração do mesmo na 

mucosa devido ao tamanho reduzido das partículas e interação efetiva com o muco, 

possibilitando o transporte do fármaco através do epitélio de mucosa de forma passiva ou 

ativa. Além disso, o nanoencapsulamento apresenta a capacidade de penetrar entre as células, 
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permitindo a liberação do fármaco sem sofrer degradação extracelular (CONTRI et al., 

2014a; ROHAN; SASSI, 2009). 

As nanocápsulas poliméricas têm sido utilizadas para modular a penetração de 

substâncias nos tecidos, controlando sua liberação e aumentando o contato do fármaco com 

o estrato córneo ou o muco (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007; FRANK et al., 

2014; CAON et al., 2014). Isso resulta em uma maior eficácia do fármaco em comparação 

com fármacos não encapsulados (FONTANA et al., 2011). Além disso, essa tecnologia 

permite reduzir a incidência de efeitos adversos associados à aplicação tópica, controlando 

a liberação do fármaco encapsulado e reduzindo a dose total administrada (POPLE; SINGH, 

2010; CONTRI et al., 2014). 

A nanotecnologia tem sido utilizada para reduzir alguns efeitos adversos em mucosa 

causados por fármacos, como eritema, irritação, ulceração e dor, conforme evidenciado por 

Contri et al. (2014). As nanocápsulas poliméricas apresentam propriedades adesivas ao 

tecido; contudo, sua aplicação na forma de suspensões aquosas dificulta a adesão local. Para 

contornar essa limitação, incorporar as suspensões em sistemas semi sólidos, como o gel de 

quitosana, tem sido uma alternativa para aumentar a penetração, permeação e tempo de 

permanência do fármaco na mucosa (VALENTA; AUNER, 2004; FRANK et al., 2014; 

CONTRI et al., 2014; FRANK et al., 2017). A quitosana, é um polímero bioadesivo, que 

tem se destacado por sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, mucoadesão e atividade 

antimicrobiana (CONTRI et al., 2014). Sua carga positiva promove a interação com a 

mucosa, aumentando a permanência e penetração da formulação (BONFERONI et al., 2008 

PERIOLI et al., 2008; CONTRI et al., 2014a;). A quitosana pode ser utilizada em diferentes 

formas farmacêuticas, como hidrogéis, microesferas, filmes e revestimento de 

nanopartículas (BONFERONI et al., 2008; PERIOLI et al., 2008; ZHANG; KAWAKAMI, 

2010).  

As nanocápsulas poliméricas contendo imiquimode foram desenvolvidas como uma 

formulação nanotecnológica para o tratamento de carcinoma basocelular (VENTURINI et 

al., 2015) e câncer cervical (FRANK et al., 2017). Essa formulação, devido às propriedades 

antitumorais e antivirais do imiquimode, tem potencial para ser utilizada em outras doenças, 

especialmente aquelas que afetam as mucosas, conforme demonstrado por Frank et al. 

(2017). Esses estudos também mostraram que as nanocápsulas poliméricas contendo 

imiquimode apresentam a capacidade de superar barreiras e mucosas e aumentar a 

penetração do imiquimode, o que é desejável para o tratamento por exemplo, de queilite 

actínica. Além disso, a formulação desenvolvida por esses pesquisadores é eficaz em uma 

concentração 100 vezes menor do que a formulação comercial (FRANK et al., 2017; 
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FRANK et al., 2019). Isso é importante, considerando que altas concentrações de 

imiquimode podem levar ao surgimento de efeitos adversos, tornando desejável uma 

formulação com menor concentração do fármaco, mas ainda eficaz no tratamento. 

A quitosana, quando utilizada como gel, possui a capacidade de controlar a liberação 

do fármaco e afetar a junção entre as células epiteliais, o que pode promover maior 

penetração através do tecido (VALENTA; AUNER, 2004). Estudos mostraram que o 

hidrogel de quitosana apresenta maior adesão em comparação com um gel comercial, quando 

aplicado em mucosa vaginal suína (PERIOLI et al., 2008; FRANK et al., 2017). Ao 

combinar o gel de quitosana com agentes antivirais, a formulação demonstrou alto potencial 

no controle da liberação, adesão ao tecido e segurança (PERIOLI et al., 2008). O uso de gel 

de quitosana contendo nanocápsulas catiônicas (EUDRAGIT RS 100) e aniônicas 

(EUDRAGIT S 100) na mucosa vaginal foi investigado, visando desenvolver uma nova 

formulação capaz de prolongar o tempo de permanência na mucosa e aumentar a penetração 

do fármaco encapsulado. Neste estudo, foi possível verificar a influência da carga positiva 

na adesividade e penetração das nanoformulações na mucosa. No entanto, devido ao fato de 

as nanocápsulas poliméricas serem produzidas como suspensões aquosas, sua aplicação 

específica em mucosas é um desafio.  

Atualmente há um grande interesse na pesquisa na busca por novas formulações de 

aplicação tópica na região da mucosa oral, especialmente filmes orais, com o objetivo não 

apenas de evitar a deglutição, mas também de assegurar uma biodisponibilidade satisfatória. 

Embora um estudo recente tenha obtido sucesso ao desenvolver um novo filme 

orodispersível capaz de liberar gradualmente o princípio ativo ao incorporar micropastilhas 

(SPEER, 2019), a maioria dos filmes orodispersíveis é projetada para se dissolver ou 

desintegrar rapidamente na boca (STEINER et al., 2019), formando uma solução ou 

suspensão que é ingerida e absorvida pelo trato gastrointestinal (SPEER et al., 2019). Pelo 

contrário, o filme mucoadesivo é concebido para aderir especificamente à mucosa oral e 

promover a liberação controlada do fármaco (TRAN et al., 2019). Adicionalmente, filmes 

mucoadesivos com formulações e processos de fabricação personalizados podem ser 

empregados como sistemas multifuncionais de administração de medicamentos para terapia 

individualizada no futuro (STEINER et al., 2018).  

Recentemente, uma série de estudos (LIM, 2018; MUSAZZI, 2018; DOMOKOS, 

2019) foi relatada, focando no design e desenvolvimento de filmes orais com novas 

estratégias de formulação (DENG, 2018; TAKKALKAR, 2019; FAN, 2020). Dois estudos 

foram conduzidos visando a quimioprevenção da leucoplasia bucal através do 

desenvolvimento de biofilmes. Um dos estudos utilizou a técnica de impressão 3D para 



23 
 

produzir um filme mucoadesivo carregado com apigenina, um flavonoide conhecido por 

suas propriedades antioxidantes, antiinflamatórias e antitumorais. O filme foi submetido a 

testes em um modelo animal de carcinogênese induzida por 4-Nitroquinoline 1-oxide 

(4NQO), os resultados demonstraram um efeito quimiopreventivo notável, com base na 

análise histopatológica por imunohistoquímica do espécime, indicando que o filme pode 

auxiliar na prevenção da carcinogênese. No segundo estudo, conduzido por Ramineni e 

colaboradores (2013), foram projetados filmes mucoadesivos utilizando misturas de 

polivinilpirrolidona e carboximetilcelulose suportadas por poli(etileno-co-acetato de vinila), 

o tempo de adesão do filme foi posteriormente avaliado em mucosa de hamsters e humanos 

pelos mesmos autores (RAMINENI et al, 2014), entretanto o potencial quimiopreventivo do 

filme não foi avaliado.  

O objetivo desta tese foi desenvolver novas formulações nanotecnológicas e explorar 

o potencial de formulações nanotecnológicas já desenvolvidas e caracterizadas no grupo de 

pesquisa de nanotecnologia da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul (UFRGS) para a quimioprevenção do câncer de boca. Duas hipóteses distintas 

serão investigadas: A primeira hipótese centra-se no desenvolvimento e avaliação de um 

filme nanotecnológico mucoadesivo contendo imiquimode. Acredita-se que esse filme, 

aplicado localmente na cavidade bucal, poderá desencadear respostas imunológicas 

direcionadas para combater lesões que possuem um potencial de transformação maligna, 

reduzindo assim o risco de desenvolvimento de câncer de boca. O foco é conferir uma maior 

mucoadesão nos tecidos bucais para ampliar a eficácia da formulação, mantendo os 

princípios de segurança necessários para seu uso terapêutico. A segunda hipótese baseia-se 

na análise de uma nanoformulação já desenvolvida à base de hidrogel de quitosana, com 

resultados promissores em estudos in vitro. O estudo visa avaliar essa nanoformulação em 

um modelo animal para avaliar sua eficácia potencial na quimioprevenção do câncer de boca 

para que seja possível vislumbrar sua aplicação em ensaios clínicos de fase I.  
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral  

 

O objetivo desta tese foi desenvolver e caracterizar um biofilme nanotecnológico 

contendo imiquimode 5%, bem como avaliar a sua segurança e eficácia em modelos in vitro 

e in vivo focando na quimioprevenção de carcinogênese bucal. Além disso, esta tese buscou 

avaliar o desempenho de um hidrogel contendo imiquimode 0,05% nanoencapsulado na 

quimioprevenção da carcinogênese bucal.  

 

2.2 Objetivos Específicos  

 

● Desenvolver e caracterizar um biofilme associado a nanocápsulas poliméricas para 

uso em mucosa bucal contendo imiquimode na concentração 5%; 

● Proteger a inovação tecnológica por meio de um depósito de patente; 

● Avaliar o efeito da inovação tecnológica in vitro, em células não-tumorais e tumorais; 

● Avaliar o efeito quimiopreventivo do biofilme inovador no aspecto clínico e 

histológico em lesões induzidas em modelo animal de carcinogênese; 

● Avaliar o efeito quimiopreventivo do hidrogel contendo imiquimode 0,05% 

nanoencapsulado no aspecto clínico e histológico em lesões induzidas em modelo 

animal de carcinogênese bucal. 
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Objetivos Questões de Pesquisa Metodologia Estudos Objeto de estudo 

3. DELINEAMENTO DO ESTUDO  

 

Para alcançar os objetivos, a condução deste trabalho ocorreu em quatro etapas 

principais, que são apresentadas em formato de quatro artigos e uma patente. Cada um destes 

capítulos apresenta um objetivo específico necessário para alcançar o objetivo geral desta 

tese. Para cada etapa e para cada objetivo a ser alcançado, utilizou-se um conjunto de 

metodologias experimentais específicas. A estrutura do trabalho, com os artigos, seus 

objetivos e métodos, é apresentada na Figura 3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 3. Estrutura da tese (*) Artigo publicado (**) Artigo Submetido (***) Artigos que 

serão submetidos 

 

 

 

 

Artigo 1 
(*) 

Artigo 2 

(**) 

Patente 
(**) 

 
Revisar de forma 

abrangente artigos 

científicos publicados na 

literatura que utilizaram 

imiquimode para 

tratamentos de lesões que 

acometem a mucosa oral. 

 
Proteger a inovação 

proposta neste estudo e 

descrever o processo de 

desenvolvimento e 

caracterização do 

biofilme. 

 
Avaliar a eficácia do 

biofilme nanotecnológico 

contendo imiquimode 5% 

como agente 

quimiopreventivo em estn 

vitro e in vivo. 

 
Avaliar a eficácia do 

hidrogel de quitosana 

contendo imiquimode 

0.05% nanoencapsulado 

como agente 

quimiopreventivo em 

estudo in vivo. 

 

 
O imiquimode tem sido 

utilizado em doenças que 

acometem a mucosa oral? 

De que maneira o fármaco 

interage com essas 

doenças a nível biológico? 

 
1.Casos clínicos e séries de 

casos 

2.Desordens 

potencialmente malignas 

3. Neoplasia 

4. Doenças virais 

5. Doenças autoimunes 
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com a literatura científica 
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O biofilme contendo imiquimode 

5% é citotóxico a células tumorais 

e não-tumorais? 

O biofilme inovador possui 

potencial quimiopreventivo? 

 

 
1. Análise in vitro do biofilme em 

diferentes tipos de células tumorais 

e não-tumorais 

2. Estudo in vivo em modelo 

animal de carcinogênse bucal 

 

 

 
Estudo experimental in vitro: 
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(SRB) 
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Indução da carcinogênese 

Protocolo de quimioprevenção 

Avaliação clínica e histológica 
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CAPÍTULO 1  

 

 

Este capítulo tem como objetivo fornecer uma análise abrangente e atualizada do estado da 

arte em relação à quimioprevenção e à utilização de fármacos quimiopreventivos na 

leucoplasia bucal, uma das desordens potencialmente malignas mais prevalentes. Para 

atingir esse objetivo, foi realizada uma pesquisa de artigos científicos em bases de dados 

relevantes, sendo selecionados estudos em humanos, principalmente ensaios clínicos, que 

investigavam o uso de quimiopreventivos tópicos ou sistêmicos para prevenir a progressão 

da leucoplasia bucal. Ao sintetizar as evidências disponíveis, fornecemos uma visão geral 

do estado da arte da quimioprevenção na leucoplasia bucal, identificando possíveis lacunas 

na literatura e orientando pesquisas futuras para o desenvolvimento de estratégias 

quimiopreventivas eficazes e seguras para o câncer bucal. Os resultados e conclusões deste 

estudo foram publicados no artigo 1 na revista Frontiers in Oral Health. 
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ARTIGO 1  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Do ponto de vista científico e humano, é de extrema importância um olhar 

diferenciado aos pacientes afetados por desordens potencialmente malignas, pois 

atualmente há limitadas opções de tratamento para essas condições, e muitas vezes, 

acabamos assistindo o desenvolvimento do câncer. Essa lacuna no direcionamento do 

tratamento motivou intensamente nosso grupo de pesquisa a se envolver nessa temática e 

buscar possíveis soluções para esses problemas. Embora ainda haja muito trabalho e 

reflexões necessárias para colocar em prática nossas propostas, o sentimento de dever 

cumprido já começa a se manifestar entre todos os membros da equipe. Sabemos que há 

um longo caminho a percorrer, mas estamos determinados a enfrentar esse desafio e 

contribuir, de forma significativa, para a melhoria do cuidado desses pacientes através de 

intervenções seguras e eficazes e que contribuam significativamente na qualidade de vida 

dos mesmos.
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