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RESUMO

Esta tese estd embasada na necessidade de novas abordagens quimiopreventivas para
desordens potencialmente malignas (DPMs), com o objetivo de prevenir o cancer bucal,
além de buscar melhorar a adesé@o dos pacientes aos tratamentos e sua qualidade de vida.
Nesse contexto, foram elaboradas formulacdes nanotecnoldgicas destinadas a carrear o
farmaco imiquimode especialmente delineadas para a mucosa bucal. Nesta tese, duas
formulacdes foram empregadas: a primeira é inédita, constituindo-se como um biofilme
nanotencoldgico contendo imiquimode 5%, protegido por uma invencao patentéria; a
segunda é o hidrogel contendo imiquimode 0.05% nanoencapsulado, previamente
desenvolvido e caracterizado, mas até entdo seu potencial quimiopreventivo ndo havia
sido avaliado em um modelo in vivo de carcinogénese bucal. Ambas as formulacGes
foram concebidas com o intuito de potencializar o efeito do farmaco imiquimode. Os
ensaios in vitro e in vivo demonstram que os biofilmes possuem um potencial
quimiopreventivo devido a combinacdo Unica de seus componentes. Os biofilmes com
nanocapsulas apresentam uma maior mucoadesividade independente ou ndo da presenca
do imiquimode, tanto em disco de mucina (p=0.004) como em mucosa bucal suina fresca
(p=0.000). As nanocépsulas também aumentaram a permeacao do fa&rmaco na formulacéo
Fnc_img em todos os tempos avaliados, em comparacdo com a formulagdo Fimg
(p=0.0002). Além disso, o biofilme desenvolvido ndo demonstrou perfil irritante quando
avaliados pela metodologia de HET-CAM. No estudo em cultura celular nenhuma
citotoxicidade foi observada em células ndo tumorais, no entanto, o biofilme inovador foi
citotoxico para SCC9. No estudo in vivo, a maioria dos animais, onde foi induzida a
carcinogénese com 7,12-dimetilbenz [a]ntranceno (DMBA), tratados com essa
formulacdo ndo apresentaram alteracGes clinicas e histopatoldgicas 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
ndo apresentou alteracdo clinica na mucosa bucal e na pele. Do ponto de vista histolégico,
60% dos animais apresentaram lesfes ndo displasicas compativeis com hiperplasia e
hiperceratose na mucosa oral, enquanto 80% ndo apresentaram nenhuma alteracdo
histoldgica na pele. Nesse sentido, podemos sugerir que ambas as formulag6es estudadas
possuem um potencial quimiopreventivo em modelo animal de carcinogénese bucal.

Palavras-chave: Cancer bucal, Desordens Potencialmente Malignas; Leucoplasia;

Quimioprevencdo; Imiquimode; Nanotecnologia.



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_imqg formulation across all assessed time points, in comparison to the Fimg
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 Cancer de Boca e Desordens Potencialmente Malignas

O cancer de cabeca e pesco¢o (CCP) abrange uma variedade de doencas heterogéneas
que se originam na regido da cabecga e pescoco, incluindo canceres que se originam na
cavidade bucal, nasofaringe, orofaringe, laringe e hipofaringe. Cada subtipo dentro desse
grupo esta associado a uma etiologia especifica, tendéncias epidemioldgicas e terapias
especificas (DHULL AK et al., 2018). A ocorréncia de CCPs é mais prevalente em nacfes
em desenvolvimento, principalmente na regido do Sudeste Asiatico, e é mais frequente em
individuos do sexo masculino em comparacdo 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 0s diversos
sitios anatdmicos intrabucais (BRENER et al., 2007; DRAGOMIR et al., 2010) e é o sexto
cancer mais comum em todo o mundo (SHIBATA H et al., 2021). Somente no Brasil, para
cada ano do triénio 2023/2025, 22.890 novos casos de cancer bucal e laringe (BRASIL,
2023). O cancer de boca é o quinto mais comum nos homens brasileiros e apresenta alta
mortalidade (aproximadamente 50%) e alta morbidade, os sobreviventes enfrentam
mutilacdes que impactam de forma significativa sua qualidade de vida (GARCIA-MARTIN
etal., 2019).

Os fatores de risco relacionados ao desenvolvimento de cancer na cavidade oral,
orofaringe, hipofaringe e laringe envolvem exposi¢do ao tabaco, dependéncia alcoodlica e a
presenca de virus oncogénicos, que estdo associados a canceres na nasofaringe e lingua.
Observa-se um aumento na incidéncia de cancer de orofaringe relacionado ao papilomavirus
humano ao longo das ultimas décadas (DHULL AK et al., 2018).

O cancer bucal pode ser precedido por lesbes conhecidas como desordens
potencialmente malignas (DPM). Estas integram um conjunto de alteragdes morfologicas
teciduais com maior potencial de transformacgéo maligna quando comparadas aos tecidos
normais (WARNAKULASURIYA et al., 2021). A Organiza¢do Mundial da Satude (OMS)
cita as seguintes DPMs da cavidade bucal: leucoplasia, eritroplasia, leucoplasia verrucosa
proliferativa, queilite actinica, fibrose submucosa, liquen plano e atrofia por deficiéncia de
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ferro. Dentre as DPM, podem ser citadas como mais comuns no ocidente a leucoplasia, a

eritroplasia, a queilite actinica e o liquen plano bucal (WHO, 2022).

Figura 1. A) Imagem clinica de uma lesdo exofitica com ulceracdo central em borda de
lingua de paciente diagnosticada apds bidpsia como carcinoma espinocelular. B)
Leucoplasia em bordo de lingua observada em 2013. C) Mesmo paciente da imagem B,
leucoplasia evolui para carcinoma espinocelular apos sucessivas excisdes cirdrgicas 7 anos
apos diagnastico inicial. Fonte: Arquivo do servico de patologia bucal e estomatologia da
Faculdade de Odontologia da UFRGS.

A definicdo mais recente, apresenta as leucoplasias bucais como placas brancas de
possivel malignizacdo apds excluidas daquelas lesdes que ndo transportam tal risco
(WARNAKULASURIYA et al., 2021). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define
leucoplasia bucal como uma mancha ou placa branca ndo removivel a raspagem que nao
pode ser caracterizada clinica ou histopatol6gicamente como qualquer outra doenca (WHO,
2017). O termo leucoplasia é estritamente clinico e ndo implica uma alteracdo tecidual
histopatoldgica especifica, o diagnostico é dado por exclusdo de outras alteragcdes que
surgem como placas brancas bucais, como liquen plano, leucoedema, nevo branco

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

Das desordens potencialmente malignas, a leucoplasia bucal € a mais prevalente
(FELLER et al.,2012; TORRAS; ESCODA, 2015). Uma cléassica revisdo sistematica
demonstrou que as estimativas da prevaléncia global de leucoplasias bucais variam de 0,5%
a 3,46% e que a taxa de prevaléncia estimada combinada de leucoplasia bucal em 2003
variou entre 1,7 a 2,7% na populagdo geral (PETTI, 2003). Recentemente, uma revisao
sistematica mostrou que a prevaléncia de leucoplasia bucal foi de 4.11%, uma taxa maior do
que a do estudo anterior, os autores sugerem que essa diferenca pode ser devido a
metodologia utilizada nos estudos incluidos, pois a maioria foram conduzidos em
populacBes de centros de diagndsticos, portanto, esses ndo sdo ideais para investigar a
prevaléncia de doencas (MELLO et al., 2018). Uma pesquisa realizada em pacientes no sul

do Brasil avaliou a prevaléncia de lesbes na mucosa bucal e observou uma frequéncia 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
analise retrospectiva em uma amostra representativa da populacdo 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 incidéncia de transformacéo
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
proporcdo de 2:1 e a taxa de transformacdo maligna também foi maior em mulheres. A
leucoplasia bucal foi frequentemente encontrada em faixas etarias maiores, 65,7% dos
pacientes tinham mais de 50 anos, e a maior taxa de transformacdo maligna foi observada
nos pacientes de 50 a 59 anos. Os locais mais comuns acometidos pela lesdo foram a lingua
(38,9%) e mucosa bucal (35,9%). As lesbes no labio (2,1%) e no assoalho da boca (3,7%)
eram relativamente raras, enquanto apresentavam a maior taxa de transformacgdo maligna
(27,8%), seguida pela lingua (16,8%). O exame histopatologico revelou auséncia 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 transformacdo maligna para auséncia 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 transformacéo maligna em pacientes ndo fumantes ou em ex-fumantes foi

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

As variantes clinicas da leucoplasia sdo frequentemente subdivididas em homogénea
e ndo-homogénea. As do tipo homogénea se apresentam como uma lesdo fina, plana, de
superficie lisa ou relativamente lisa, de coloragdo branca e uniforme, entretanto, ela pode ou
ndo apresentar sulcos ou fissuras. As leucoplasias do tipo ndo-homogéneas podem ser
nodulares ou verrucosas, com superficies enrugadas ou onduladas (irregulares), ou ainda
podem ser uma mistura de areas brancas e vermelhas denominadas eritroleucoplasias (VAN
DER WAAL, 2009; FELLER; LEMMER, 2012; LODI et al., 2016). Leucoplasias com
aspecto clinico ndo-homogéneo, possuem um maior risco de transformagdo maligna (20-
25%) do que as leucoplasias homogéneas (0,6-5%) (VAN DER WAAL, 2009; FELLER;
LEMMER, 2012).

As caracteristicas histoldgicas das leucoplasias sdo variaveis e se caracterizam por

disturbios de proliferacdo e maturacéo epiteliais. Podem ser observadas hiperortoceratose ou
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hiperparaceratose, hiperplasia epitelial, acantose ou atrofia do epitélio escamoso, ou entéo
alteracOes displésicas epiteliais de varios graus (leve, moderado ou severa), ou carcinoma
espinocelular (LODI et al., 2016; WHO, 2017). As displasias epiteliais também podem ser
avaliadas pelo sistema binario de classificacéo, classificando-as em risco alto ou baixo para
transformacédo maligna (KUJAN et al., 2006).

A prevaléncia de displasia epitelial na leucoplasia bucal varia de 5% a 25%
(NEVILLE et al., 2009), sendo que é mais comumente identificada em leucoplasias nédo-
homogéneas do que em homogéneas (FELLER; LEMMER, 2012). A presencga de displasia
epitelial ¢ um marcador do potencial maligno da leucoplasia bucal e o risco da lesdo
leucoplasica evoluir para um carcinoma se intensifica com o aumento do grau de displasia
do epitélio (SILVERMAN; GORSKY; LOZADA, 1984; FELLER; LEMMER, 2012).

O manejo terapéutico das leucoplasias frequentemente inclui remocdo cirargica. No
entanto, diversas modalidades terapéuticas ja foram estudadas, como criocirurgia, cirurgia a
laser (CHANDU et al., 2005) administracao topica ou sistémica de retindides (CHIESA et
al., 2005; SOOD et al., 2005) terapia de enxaguatério bucal contendo adenovirus (RUDIN
et al., 2003) e terapia fotodindmica (KVAAL; WARLOE, 2007). O motivo para tratar a
leucoplasia é uma tentativa de impedir a sua transformacdo maligna, mesmo que ainda nédo
haja evidéncias cientificas de que o tratamento, seja qual for a modalidade, impeca o possivel
desenvolvimento de um carcinoma espinocelular no futuro (LODI et al., 2008). Tratar
leucoplasias independentemente de apresentar ou ndo displasia epitelial é considerada uma
pratica segura por parte dos profissionais (TRATATI etal., 1997; VAN DER WAAL, 2009).

Holmstrup e colaboradores (2006) realizaram um estudo retrospectivo com o
objetivo de verificar o resultado a longo prazo de intervencdes cirdrgicas e acompanhamento
sem cirurgia de leucoplasias e eritroleucoplasias. De um total de 269 lesdes, 254 eram
leucoplasias e destas, 85 foram tratadas cirurgicamente. Os autores mostram que a
intervencdo cirdrgica parece ndo impedir o desenvolvimento de malignidade. Esse resultado
corrobora com a revisao sistematica de Mehanna e colaboradores (2009) que mostra que a
excisdo cirargica parece diminuir, mas ndo impede o risco de transformagdo maligna das
DPM.

As taxas de recorréncia da leucoplasia, apds remocao cirurgica chegam a quase 30%
(VAN DER HEM et al.,2005) e ndo ha dados cientificos disponiveis sobre intervalos ideais
de acompanhamento das les6es apos o tratamento. Esse dado seria muito importante para o
diagnostico precoce de possiveis recidivas, porém alguns intervalos sdo sugeridos: para

leucoplasias que ndo apresentam displasia epitelial o acompanhamento de pacientes tratados
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e ndo tratados deve ser em intervalos regulares de 6 meses; Ja em leucoplasias que
apresentam displasia epitelial os intervalos regulares entre as consultas passam a ser de 3
meses. A ddvida que permanece € se esse acompanhamento deve ser vitalicio ou ndo (VAN
DER WAAL, 2009).

A quimioprevencéo dirigida ao local representa uma alternativa para o manejo de
desordens potencialmente malignas, visto que, € uma estratégia de baixo risco e nao invasiva
(topica) (SVIDER et al.,2016). A transicdo de uma lesdo potencialmente maligna para um
carcinoma espinocelular, ou seja, a carcinogénese, de certa forma € um processo longo;
portanto estratégias de quimioprevencdo podem ser desenvolvidas para desacelerar,
interromper ou reverter esse processo (CHAU et al., 2017). As terapias topicas apresentam
vantagens como a diminuicdo da toxicidade dos quimiopreventivos, e eles podem ser
aplicados além das margens clinicas das lesdes, 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
clinicos incluem: bleomicina (EPSTEIN et al., 1998), retindides (SCARDINA et al., 2005),
adenovirus, inibidores da ciclooxigenase (COX) (PAPADIMITROKOPOULOU et
al..2008), terapia fotodinamica (GAIMARI et al., 2016) e beta-caroteno (NAGAO et al.,
2015).

Apesar de nos ultimos anos diversos estudos terem sido realizados para testar a
eficacia de agentes quimiopreventivos em leucoplasias, uma revisdo sistematica e meta-
analise, de ensaios clinicos randomizados, ndo encontrou diferencas estatisticamente
significativas na comparacdo da eficacia dos agentes quimiopreventivos avaliados em

comparacgéo ao placebo (XIE; LIU, 2017).

A revisdo sistemética escrita por Chau e colaboradores (2017) demonstrou que
retindides tdpicos, bleomicina, adenovirus e a terapia fotodinamica levam a diminuicéo das
lesGes, porém essa diminuicdo é temporaria e existem algumas limitacGes nos estudos
incluidos nesta revisdo, como tamanho da amostra insuficiente, tempo de acompanhamento

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

E importante ressaltar que a terapia topica pode incluir absorcéo sistémica, o que
poderia originar efeitos adversos. Neste sentido, os efeitos adversos relatados na terapia
retindide topica incluem eritema, xerostomia, queimacao na lingua (EPSTEIN et al., 1999),
mucosite, queilite, labios secos, epistaxe, dor de cabeca, conjuntivite (SHAH et al., 1983).
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A utilizacdo de agentes quimiopreventivos topicos entre os pacientes com lesGes
bucais podem ser um complemento vidvel ou mesmo alternativo para tradicional cirurgia,
com o beneficio de reduzir os efeitos secundarios sistémicos e preservacdo de estruturas
anatdmicas importantes (CHAU et al., 2017). No entanto, a eficacia a longo prazo da
quimioprevencdo topica para leucoplasia ainda néo foi estabelecida, e a escolha de agentes
quimiopreventivos requer um estudo mais aprofundado (XIE; LIU, 2017). Estudos futuros
devem minimizar o efeito das limitacGes, avaliando novos agentes quimiopreventivos em
ensaios clinicos controlados, randomizados com acompanhamento a longo prazo e exames
histoldgicos sdo necessarios para avangarmos neste cenario (XIE; LI1U, 2017; CHAU et al.,
2017).

1.2 Imiquimode

Imiguimode é um farmaco que foi aprovado em 1997 pelo Food and Drug
Administration (EUA) para aplicagdo tdpica e tem como mecanismo de agdo modificar a
resposta imune, aumentando a imunidade adaptativa e atuando como agente antitumoral
(SMITH et al., 2002).

Esse farmaco foi inicialmente utilizado para o tratamento de verrugas genitais e
perianais e doenca de Bowen. Posteriormente ele passou a ser utilizado também para o
tratamento de carcinoma basocelular e ceratose actinica (uma lesdo potencialmente maligna
em pele) (MCDONALD et al., 2010; KOPERA; KERL,2014). O estudo de Kopera e kerl
(2014) mostra que o uso topico do creme de imiquimode a 5% é capaz de detectar ceratoses
actinicas subclinicas e tratd-las mesmo antes de serem diagnosticadas clinicamente e que
nesses pacientes o imiquimode pode ser capaz de impedir a evolucdo da lesdo para um
carcinoma. O uso de imiquimode no tratamento de ceratose actinicas € recomendado no
guidelines da Associagédo Britanica 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 terapéutico
em lesdes displasicas da mucosa bucal, foi descrita por Gkoulioni e colaboradores (2010).
Nesse estudo as lesbes displasicas foram induzidas em ratos Wistar, que apds foram tratados
com creme contendo imiquimode 5% aplicado trés vezes por semana por dezesseis semanas.
O imiquimode foi capaz de fazer com que ocorresse a regressao da severidade histoldgica
das lesdes em todas as amostras. Esses resultados sugerem que o imiquimode pode ser eficaz

na regressdo da carcinogénese bucal.
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Semelhantemente, um relato de caso clinico demonstrou que aplicacdo topica de
imiquimode foi eficaz no tratamento de leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP). Nesse
caso, a paciente utilizou um creme contendo imiquimode 5%, trés vezes por semana, a noite,
na lesdo que estava localizada em labio inferior durante seis semanas. Apos o término do
tratamento, foi observada a cicatrizagdo completa da leséo, ou seja, ndo havia evidéncia
clinica de LVP. Uma nova bidpsia foi realizada e mostrou a auséncia de hiperplasia e &reas
displéasicas, apos seis meses de acompanhamento a paciente ndo apresentou novas lesoes,
mas o acompanhamento continuou sendo realizado devido as altas taxas de recorréncia e

risco de transformacao maligna da lesdo (LOPEZ et al.,2017).

A acdo antitumoral do imiquimode é fundamentada principalmente na ativacao do
sistema imunoldgico inato, onde células dendriticas cutaneas parecem ser as células
responsivas primarias. A estimulacdo dessas células dendriticas é seguida por uma profunda
resposta imune celular dirigida para a lesdo. O imiquimode também, quando administrado
topicamente, induz a maturacao funcional das células epidérmicas de Langerhans in vivo e
estimula a migracao dessas células apresentadoras de antigenos para os linfonodos regionais,

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

Os principais efeitos biologicos do imiquimode sdo mediados pela atividade
agonistica em relacao aos receptores toll-like (TLR) 7 e 8 e, sucessivamente, a ativacdo do
fator nuclear kappa B (NF-KB). Como resultado dessa atividade ocorre a inducgdo de
citocinas pré-inflamatorias como fator de necrose tumoral (TNF), interleucina (IL) -2, IL-6,
IL-8, IL-12, quimiocinas e outros mediadores, levando a ativacdo de células apresentadoras
de antigenos e outros componentes da imunidade inata e, eventualmente, acarretar em uma
resposta imune celular antitumoral profunda ponderada por T-helper (Thl). Vérios efeitos
secundéarios no nivel molecular e celular também podem ser explicados, pelo menos em
parte, pela ativagio do NF-KB (SCHON, 2007).

Além disso, independente do TLR-7 e TLR-8, o imiquimode parece interferir nas
vias de sinalizacdo do receptor de adenosina e 0 composto causa reducdo independente da
receptora da atividade da adenilil ciclase. Este novo mecanismo pode aumentar a atividade
pré-inflamatéria do composto através da supressdo de um mecanismo de feedback
regulatério negativo que normalmente limita as respostas inflamatorias (HEMMI et al.,
2002; SCHON, 2007).

O imiquimode em altas concentragcdes tambeém pode induzir a apoptose das células
tumorais in vitro. Nesse contexto, o farmaco levou ao aumento da expressédo do receptor de

morte CD95 (Fas) e a diminuicdo da expressdo da proteina antiapoptética B-cell lymphoma
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2 (Bcl-2), sugerindo que 0 mesmo aumenta a suscetibilidade das células tumorais a estimulos
apoptdticos. Essa atividade pro-apoptotica do imiquimode poderia ser mediada através da
regulagdo dependente de TLR (SCHON, 2007; BERMAN et al., 2003). No entanto, estudos
demonstraram que o imiquimode também pode exercer atividade pro-apoptdtica direta
contra células tumorais cultivadas, achado confirmado em tumores de origem diferente in
vivo (SULLIVAN et al., 2003; SCHON et al., 2004).

Alguns estudos mostram que o imiquimode apresenta também propriedade anti-
angiogénica, demonstrando o seu papel na inibicdo do crescimento patolégico de novos
vasos. Ele é capaz de aumentar os niveis de IL-10 e IL-12, os quais inibem a angiogénese e
diminuem a producdo celular de vérios fatores pro-angiogénicos como o fator de
crescimento de fibroblastos, IL-8 e ativador do plasminogénio do tipo uroquinase. Além
disso, o aumento dos niveis de I1L-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 1L-12 isoladamente, inibe a proliferacdo endotelial e a formacédo de tubos em in vitro e
angiogénese in vivo. Seus mecanismos incluem regulacdo positiva de IFN-y (inibidor
enddgeno da angiogénese), diminuindo a producdo de VEGF, bFGF, inibi¢cdo da migragéo e
invasdo endotelial (YAO et al., 1999; DUDA et al., 2000; LI et al., 2005). O mecanismo
antiangiogénico da IL-10 esta correlacionado ao aumento da expressdo de inibidores TSP-1
e TSP-2 (KOHMO et al., 2003; KAWAKAMI et al., 2001; LI et al., 2005). No geral, a
modulacédo sinérgica de vérias funcdes bioldgicas por um Unico composto representa um

principio interessante da terapia antitumoral.

O imiguimode encontra-se disponivel no mercado sob a forma farmacéutica 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 actinicas e verrugas externas
da regido genital e anal, j4 o segundo somente para o tratamento de ceratoses actinicas da
face e couro cabeludo (EDWARDS et al., 2000; SOTIRIOU et al., 2011; MICALLI et al.,
2014). A formulacdo de imiquimode 5% geralmente é administrada sob a lesdo trés vezes
por semana e deve permanecer em contato por no minimo 6 horas, por isso sugere-se que
seja aplicada a noite por um periodo de 8 a 16 semanas (KREUTER et al., 2008). No entanto,
outros regimes de administragdo sao encontrados, como o de cinco vezes por semana por um
periodo de 6 semanas (MICALLI et al., 2014).

Alguns efeitos adversos ocorrem em pacientes que fazem o uso topico do
imiguimode, sendo a maioria efeitos locais que podem variar de intensidade leve a grave
como edema, eritema, queimacdo, irritacdo, ulceracdo e dor. O grau de eritema local que

ocorre naqueles pacientes que aderem ao tratamento é em virtude da liberacdo das citocinas
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pro-inflamatorias, como parte do mecanismo de acéo do farmaco (KREUTER et al., 2008).
O imiquimode também pode desenvolver reagdes sistémicas que incluem fadiga, febre,
sintomas de gripe, distdrbios do sistema nervoso periféerico, cefaléia e diarréia (WIELAND
et al., 2006; KREUTER et al., 2008). Frente a esses efeitos adversos é de suma importancia
comunicar 0s pacientes previamente que serdo submetidos ao tratamento
(CHAKRABARTY et al., 2005; SHAH; DOHERTY; ROSEN, 2010).

Considerando a incidéncia dos efeitos adversos reportados com o uso de imiquimode
5% é desejavel que outras formulagdes 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 sitio para a liberagdo de
farmacos devido as suas caracteristicas anatémicas e fisiologicas favoraveis. Diversas vias
de administracdo de farmacos podem utilizar sistemas mucoadesivos, incluindo bucal, oral,
vaginal, retal, nasal e ocular (MAHAJAN et al., 2013). A aplicacdo de formas farmacéuticas
mucoadesivas comecou 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 € uma rota amplamente utilizada para a administracdo de farmacos por meio de
sistemas mucoadesivos (MAHAJAN et al., 2013).

O processo de mucoadesao ocorre atraves da utilizacdo de polimeros mucoadesivos
(MAHAJAN et al., 2013). Esses polimeros sdo macromoléculas hidrofilicas que possuem
grupos funcionais capazes de estabelecer ligacOes de hidrogénio, resultando em hidratagédo
e aumento de volume quando em solugdo aquosa (DIAS et al., 2007). Para que ocorra a
mucoadesdo, é necessario que o polimero se ligue a superficie da mucosa, podendo ocorrer
ligagBes primarias fortes, como ligagdes covalentes, ou ligagdes secundarias mais fracas,
como ligagOes idnicas, de hidrogénio, de Van der Waals e hidrofdobicas (FIGUEIRAS;
CARVALHO; VEIGA, 2006; TARDELLLI, 2010).

A administragcdo de sistemas mucoadesivos na cavidade oral apresenta beneficios
significativos, como acao rapida e protecdo contra a degradacdo do farmaco em um ambiente
acido, e protecdo contra o metabolismo de primeira passagem, liberacdo controlada do
farmaco, direcionamento do farmaco para local ou tecido especifico. Além disso, é uma via

de administracao acessivel e amplamente aceita (MAHAJAN et al., 2013).
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Até o presente momento, trés biofilmes contendo imiquimode foram propostos para
esse propdsito e possuem limitagfes. A primeira formulacdo é um filme baseado em
polivinilpirrolidona (PVP) e carboximetilcelulose (CMC) proposto por Raminemi et al.
(2013). De acordo com os autores, a incorporacdo 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 substituidos, embora a concentragdo residual deles na
formulacdo tenha ficado abaixo dos limites estabelecidos pelas diretrizes do FDA. Além
disso, foi avaliado o tempo de residéncia do filme em mucosa oral de hamsters e humanos,
entretanto, o efeito quimiopreventivo do biofilme n&o 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 porcao significativa do farmaco néo é solubilizada dentro
da matriz (CAMARGO etal., 2021; REMIRO et al., 2022). No estudo conduzido por Remiro
e seus colaboradores (2022), foram preparados trés tipos distintos de hidrogéis a base de
carboximetilquitosana, alginato de sédio e goma xantana em diversas combinagdes. A
incorporacdo de imiquimode foi realizada com sucesso utilizando uma formulacdo micelar
a base de d-a-tocoferil polietileno glicol 100 succinato (TPGS). A utilizacdo do IMQ
encapsulado em TPGS e micelas de acido oleico possibilitou o eficaz carregamento do IMQ
em formulag6es aquosas de polissacarideos e melhorou sua penetracao e retencdo no tecido

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

1.4 Nanocépsulas Poliméricas

Nanomateriais sdo estruturas que possuem tamanho de particula na escala
nanométrica; ou seja, abaixo de 1000 nm. Dentre esses nanomateriais com aplicacfes
farmacéuticas e bioldgicas, as nanoparticulas poliméricas se destacam para uso clinico. Elas
podem ser divididas em duas categorias: as vesiculas poliméricas, também conhecidas como
nanocapsulas, e as matrizes coloidais, conhecidas como nanoesferas. As nanocapsulas
poliméricas sdo estruturas nanométricas compostas por um nucleo oleoso envolto por uma
parede polimérica (COUVREUR et al., 2002).

A nanoencapsulacdo de farmacos permite uma maior penetracdo do mesmo na
mucosa devido ao tamanho reduzido das particulas e interagdo efetiva com o muco,
possibilitando o transporte do farmaco atraves do epitélio de mucosa de forma passiva ou

ativa. Além disso, o0 nanoencapsulamento apresenta a capacidade de penetrar entre as células,
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permitindo a liberacdo do farmaco sem sofrer degradacdo extracelular (CONTRI et al.,
2014a; ROHAN; SASSI, 2009).

As nanocapsulas poliméricas tém sido utilizadas para modular a penetracdo de
substancias nos tecidos, controlando sua liberacdo e aumentando o contato do farmaco com
0 estrato corneo ou 0 muco (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007; FRANK et al.,
2014; CAON et al., 2014). Isso resulta em uma maior eficacia do farmaco em comparacao
com farmacos ndo encapsulados (FONTANA et al., 2011). Além disso, essa tecnologia
permite reduzir a incidéncia de efeitos adversos associados a aplicacéo tdpica, controlando
a liberacéo do farmaco 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 farmacos, como eritema, irritacdo, ulceracéo e dor, conforme evidenciado por
Contri et al. (2014). As nanocapsulas poliméricas apresentam propriedades adesivas ao
tecido; contudo, sua aplicacdo na forma de suspensdes aquosas dificulta a adesdo local. Para
contornar essa limitagdo, incorporar as suspensdes em sistemas semi sélidos, como o gel de
quitosana, tem sido uma alternativa para aumentar a penetracdo, permeacao e tempo de
permanéncia do farmaco na mucosa (VALENTA; AUNER, 2004; FRANK et al., 2014;
CONTRI et al., 2014; FRANK et al., 2017). A quitosana, € um polimero bioadesivo, que
tem se destacado por sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, mucoadesao e atividade
antimicrobiana (CONTRI et al., 2014). Sua carga positiva promove a interacdo com a
mucosa, aumentando a permanéncia e penetracdo da formulacdo (BONFERONI et al., 2008
PERIOLI et al., 2008; CONTRI et al., 2014a;). A quitosana pode ser utilizada em diferentes
formas farmacéuticas, como hidrogéis, microesferas, filmes e revestimento de
nanoparticulas (BONFERONI et al., 2008; PERIOLI et al., 2008; ZHANG; KAWAKAMI,
2010).

As nanocépsulas poliméricas contendo imiquimode foram desenvolvidas como uma
formulacdo nanotecnologica para o tratamento de carcinoma basocelular (VENTURINI et
al., 2015) e cancer cervical (FRANK et al., 2017). Essa formulag&o, devido as propriedades
antitumorais e antivirais do imiquimode, tem potencial para ser utilizada em outras doencas,
especialmente aquelas que afetam as mucosas, conforme demonstrado por Frank et al.
(2017). Esses estudos também mostraram que as nanocapsulas polimeéricas contendo
imigquimode apresentam a capacidade de superar barreiras e mucosas e aumentar a
penetracdo do imiquimode, o que é desejavel para o tratamento por exemplo, de queilite
actinica. Além disso, a formulacdo desenvolvida por esses pesquisadores é eficaz em uma

concentragdo 100 vezes menor do que a formulagdo comercial (FRANK et al., 2017;
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FRANK et al., 2019). Isso é importante, considerando que altas concentracGes de
imiquimode podem levar ao surgimento de efeitos adversos, tornando desejavel uma

formulacdo com menor concentracdo do farmaco, mas ainda eficaz no tratamento.

A quitosana, quando utilizada como gel, possui a capacidade de controlar a liberagéo
do farmaco e afetar a juncdo entre as células epiteliais, 0 que pode promover maior
penetracdo através do tecido (VALENTA; AUNER, 2004). Estudos mostraram que 0
hidrogel de quitosana apresenta maior adesdo em comparacao com um gel comercial, quando
aplicado em mucosa vaginal suina (PERIOLI et al., 2008; FRANK et al., 2017). Ao
combinar o gel de quitosana com agentes antivirais, a formulagdo demonstrou alto potencial
no controle da liberacdo, adeséo ao tecido e seguranca (PERIOLI et al., 2008). O uso de gel
de quitosana contendo nanocépsulas catibnicas (EUDRAGIT RS 100) e anibnicas
(EUDRAGIT S 100) na mucosa vaginal foi investigado, visando desenvolver uma nova
formulacéo capaz de prolongar o tempo de permanéncia na mucosa e aumentar a penetracéo
do farmaco encapsulado. Neste estudo, foi possivel verificar a influéncia da carga positiva
na adesividade e penetracdo das nanoformula¢Ges na mucosa. No entanto, devido ao fato de
as nanocapsulas poliméricas serem produzidas como suspensdes aquosas, sua aplicacdo

especifica em mucosas € um desafio.

Atualmente ha um grande interesse na pesquisa na busca por novas formulacdes de
aplicacdo topica na regido da mucosa oral, especialmente filmes orais, com o objetivo ndo
apenas de evitar a degluticdo, mas também de assegurar uma biodisponibilidade satisfatéria.
Embora um estudo recente tenha obtido sucesso ao desenvolver um novo filme
orodispersivel capaz de liberar gradualmente o principio ativo ao incorporar micropastilhas
(SPEER, 2019), a maioria dos filmes orodispersiveis é projetada para se dissolver ou
desintegrar rapidamente na boca (STEINER et al., 2019), formando uma solu¢do ou
suspensdo que é ingerida e absorvida pelo trato gastrointestinal (SPEER et al., 2019). Pelo
contrario, o filme mucoadesivo é concebido para aderir especificamente a mucosa oral e
promover a liberacdo controlada do farmaco (TRAN et al., 2019). Adicionalmente, filmes
mucoadesivos com formulagBes e processos de fabricacdo personalizados podem ser
empregados como sistemas multifuncionais de administracdo 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 formulacdo (DENG, 2018; TAKKALKAR, 2019; FAN, 2020). Dois estudos
foram conduzidos visando a quimioprevencdo da leucoplasia bucal através do

desenvolvimento de biofilmes. Um dos estudos utilizou a técnica de impressdo 3D para
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produzir um filme mucoadesivo carregado com apigenina, um flavonoide conhecido por
suas propriedades antioxidantes, antiinflamatorias e antitumorais. O filme foi submetido a
testes em um modelo animal de carcinogénese induzida por 4-Nitroquinoline 1-oxide
(4NQO), os resultados demonstraram um efeito quimiopreventivo notavel, com base na
andlise histopatoldgica por imunohistoquimica do espécime, indicando que o filme pode
auxiliar na prevencdo da carcinogénese. 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),
0 tempo de adeséo do filme foi posteriormente avaliado em mucosa de hamsters e humanos
pelos mesmos autores (RAMINENI et al, 2014), entretanto o potencial quimiopreventivo do

filme ndo foi avaliado.

O objetivo desta tese foi desenvolver novas formulagGes nanotecnoldgicas e explorar
o potencial de formula¢Ges nanotecnolégicas ja desenvolvidas e caracterizadas no grupo de
pesquisa de nanotecnologia da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) para a quimioprevencao do cancer de boca. Duas hipoteses distintas
serdo investigadas: A primeira hipdtese centra-se no desenvolvimento e avaliagcdo de um
filme nanotecnoldgico mucoadesivo contendo imiquimode. Acredita-se que esse filme,
aplicado localmente na cavidade bucal, poderd desencadear respostas imunoldgicas
direcionadas para combater lesGes que possuem um potencial de transformacdo maligna,
reduzindo assim o risco de desenvolvimento de cancer de boca. O foco é conferir uma maior
mucoadesdo nos tecidos bucais para ampliar a eficacia da formulacdo, mantendo os
principios de segurancga necessarios para seu uso terapéutico. A segunda hipdtese baseia-se
na andlise de uma nanoformulacdo ja desenvolvida a base de hidrogel de quitosana, com
resultados promissores em estudos in vitro. O estudo visa avaliar essa nanoformulagéo em
um modelo animal para avaliar sua eficacia potencial na quimioprevencao do cancer de boca

para que seja possivel vislumbrar sua aplicacdo em ensaios clinicos de fase I.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo desta tese foi desenvolver e caracterizar um biofilme nanotecnolégico
contendo imiquimode 5%, bem como avaliar a sua seguranca e eficacia em modelos in vitro
e in vivo focando na quimioprevencéo de carcinogénese bucal. Além disso, esta tese buscou
avaliar o desempenho de um hidrogel contendo imiquimode 0,05% nanoencapsulado na

quimioprevencéo da carcinogénese bucal.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver e caracterizar um biofilme associado a nanocapsulas poliméricas para
uso em mucosa bucal contendo imiquimode na concentracdo 5%;

e Proteger a inovacao tecnoldgica por meio de um deposito de patente;

e Avaliar o efeito da inovagao tecnoldgica in vitro, em células ndo-tumorais e tumorais;

e Avaliar o efeito quimiopreventivo do biofilme inovador no aspecto clinico e
histoldgico em lesdes induzidas em modelo animal de carcinogénese;

e Avaliar o efeito quimiopreventivo do hidrogel contendo imiquimode 0,05%
nanoencapsulado no aspecto clinico e histolégico em lesdes induzidas em modelo

animal de carcinogénese bucal.
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3. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Para alcancar os objetivos, a conducdo deste trabalho ocorreu em quatro etapas
principais, que séo apresentadas em formato de quatro artigos e uma patente. Cada um destes
capitulos apresenta um objetivo especifico necessario para alcancar o objetivo geral desta
tese. Para cada etapa e para cada objetivo a ser alcancado, utilizou-se um conjunto de

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

objetivos e métodos, é apresentada na Figura 3.

Estudos Objetivos Questoes de Pesquisa Objeto de estudo Metodologia
Sintetizar as evidéncias Quais os agentes 1.Séries de casos Pesquisa tedrica qualitativa
- disponiveis, e fornecer quimiopreventivos 2. Ensaio clinicos - . .
AI‘tIgO 1 uma visdo geral do estado utilizados para a 3. Ensaios clinicos Anat!|f§e de gont(e’udo dte _e;)rtl_gc;s
(*) atual da quimioprevencéo quimiorevencdo da randomizados C|fen : |cots VI'.SML 0 co; 1l mrt €
da leucoplasia bucal leucoplasia bucal? orma aualizada € & ra'n_gen €
coma literatura cientifica
¥/\
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. abrangente artigos utilizado em doencas que casos
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vivo

Auvaliar a eficécia do
biofilme nanotecnolégico
contendo imiquimode 5%

como agente
quimiopreventivo em estn
vitro e in vivo.

O biofilme contendo imiquimode
5% é citotéxico a células tumorais
e ndo-tumorais?

O biofilme inovador possui
potencial quimiopreventivo?

1. Anélise in vitro do biofilme em
diferentes tipos de células tumorais
e ndo-tumorais

2. Estudo in vivo em modelo
animal de carcinogénse bucal

Estudo experimental in vitro:
Ensaio de Sulforhodamine B
(SRB)

Estudo experimental in vivo:
Inducdo da carcinogénese
Protocolo de quimioprevencéo
Auvaliacdo clinica e histolégica

Auvaliar a efic4cia do
hidrogel de quitosana
contendo imiquimode
0.05% nanoencapsulado
como agente
quimiopreventivo em
estudo in vivo.

O hidrogel de quitosana
contendo imiquimode
0.05% nanoencapsulado
possui potencial
quimiopreventivo?

Anélise in vivo em modelo
animal de carcinogénse bucal

Estudo experimental in vivo:
Inducéo da carcinogénese
Protocolo de quimioprevencéo
Avaliacdo clinica e histoldgica
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CAPITULO 1

Este capitulo tem como objetivo fornecer uma analise abrangente e atualizada do estado da
arte em relacdo a quimioprevencdo e a utilizacdo de farmacos quimiopreventivos na
leucoplasia bucal, uma das desordens potencialmente malignas mais prevalentes. Para
atingir esse objetivo, foi realizada uma pesquisa de artigos cientificos em bases de dados
relevantes, sendo selecionados estudos em humanos, principalmente ensaios clinicos, que
investigavam o uso de quimiopreventivos topicos ou sistémicos para prevenir a progressao
da leucoplasia bucal. Ao sintetizar as evidéncias disponiveis, fornecemos uma visao geral
do estado da arte da quimioprevencao na leucoplasia bucal, identificando possiveis lacunas
na literatura e orientando pesquisas futuras para o desenvolvimento de estratégias
quimiopreventivas eficazes e seguras para o cancer bucal. Os resultados e conclusdes deste

estudo foram publicados no artigo 1 na revista Frontiers in Oral Health.
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Chemoprevention in oral
leukoplakia: challenges and
current landscape

Victor de Mello Palma’, Matalia Koerich Laureano’, Luiza
Abrahdo Frank®, Pantelis Varvaki Rados’ and Fernanda Visioli™

5Orai | M an®oe v Dparr=act, 5 cfesal o Dariafey, Ui dade Fediral &0 B G arde @6 Sl (UGS,
Ports Agrs, Srad, oy ara S P - Gratuecl o o Cllreca s Farsaalutica sy, Uever Scess Fedaral do
B Grarde o Sul (UFRGS, Porto Mlagre, Sras] Eoperieerta Corter Rewranct, Hopd al de Ok de
Ports Alirgne, Portd Alagne, Sra 6l

Tl potenfally mabgnant disonders have the pokential to ransform nbo oral cancer.
Ol banopdalia i a peevabant OPMD witha S.EX malgrant frandfonmation raie. The
stanciard rmanagemant fior OL o e mongical swdsion, but it efficacy in peesending
dincal recusance and malignant tramformaion & Brited. Therefom, altennatve
sirteges quch a5 chemomresention modabtes heee amenged 55 8 promsng
approach to inhibit the aranogeness pooes. The aim of ths redes wes o
identfy hwman shedes fuot esigaied the efecdtrenss of chemopsvendee
agents in pesening e pogesion of oral keukoplaiia and o prowide guidamnos
for future ressasrch. Sepersl systemic and topcal agents fave been evalused for
ther potendal dhemoprewntie offects inooral eukoplsiia Systemic agents thet
e been invesdtigated indude viamin A, oopene, celeooah, geeen bea extracd,
FengchengPim, Bowman Birk irhibitor, beta-carotens, cunoemin, edotinb, and
metffonmin In addibon, topcal agenis tested ndwde bleomydn, Eotefinain,
ONY-005 moutheesh, Retomlsc, and dfed black raspbenny. Despte numesus
agents fuat howe alveady been tesied avidence suppoting their effectienss &
Ered. To mprove the ssacch for an ideal chemopesentve agent for ol
busoplakia, we poopose seves] shotegies that can be mplemented. Ol
leukopakia dhemopesenbon presents a promising opportunity for decressing Fee
ncidence of oral cancer. ldentifying neaw dhamopessenive agents and biomarkers
for peedic fing teatment response should be a focws of fubure reseandh.

Loy e

chemopewention, oal canoir, pofsntaly malgnant disorders, leuboplakda, secondary
[P

1. Introduction

Oira poentially malignant dizorders (OPMD} are caracterized by dee changes dhat
are mare likdy to transform into oml cancer than normal tissoes (1) Ora @ncer refers
o a groop of malignant neoplasms that affea the oral mocosa, and it represens a
significant public health concern waorkheide (2. The most commaon type of onal anoer i
the onal squamoos el @rdnoma (0800, which acovants for ower 50% of malignant
tmors in the oml @vity (1)

Mdwagh OPMD are not dheays preoarsars of ora cancer, it b estimated gat 7% of
S0Cs are praceded By this ope of bswions (4. Howewr, this dam might have heen
underestimatad due to underdiagnosis of OPMDs Oral leokoplakia {OL) & one of the
maet prevaent OFMD (5, for whidh dhere is corrently no effective theapeotic approach
o prevent i progresston o mnoer 0L & defined o "4 predominand y whie plaqoe of
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questonable risck having encloded (otherd known dismsss or
disarders hat carry no inceassd risk for cancer™ =)

The malignant mansformatgon M T) rae s 9.5%, with a mean
trarsformation kength of 3.2 pears frange L2-5.1 years) (5] When
presenting epithelial dysplasia, this rae inoeses to 15.3% (7). The
0L patien s profile with higher risk for MT i female gender, non-
smakers, kong doragon of lkeoko plalda, kacation on the tongoe and/
ar floor of the momby, size =20 mf.rm-lu'rmﬂmm e,
presence of epitheial dysplasia, and DA aneoploldy (2]

The sandard management of leokoplakia i sorgial =cision,
and follow-op s goided by hisnlogical dagnosis & mon interal
for OL withaot epithedidl dysplasia and 3mondh intervals for OL
with epithelial dysplasia. Hoeewer, s approach has shown Himifed
offimcy in prewntng dinical recorrence and MT. The qoaston
that remains is whether this folow-up diould be lisang 5.

(e therapews: modalities, sach as crposargery, lser srgery
{10k topial or spsemic retnokds (10, 13}, adeno nos-oonminin g
monthwash (13), and phomdynamic deapy (141 have been
ewied Whils ther & no dear sdentific svidence sopporting the
offediwnes of diee modalities in preventing OL MT {15),
healthcare professionals consider treatng bmkoplaia o safe
pracie (5, 1&) regardless of hisodogial changes, as @t &5 an
atempt i prevent MT.

Drifferent chemopewntve agenss hove heen tested in seweral
smndiss 2z an alermathe oament o prevent laokoplalda MT.
Howewer, e officay of these agens emains limited o all
chemoprevention trals oondoced =0 far have shoen limied
soccesw {17, EL Despiie oner three decades of resmardh on
chemopravention of aal cancer, a pharmacelogial sraegy hat an
e dermed as a standard of care has not yet been assblished {150

This review aims o identify homan stodies that examined ghe
dffectveness of demopewnhne agenis in prewmntng OL
progession. By syndhesizng the availlabe svidenos. an overdew of
the corrent sme of (L chemaprewention s pewided, which can
help idendfy gaps in the lteraoe and goide fome ressarch to

develop efactne and safe chemaprevente srafegis: for ara cancer.

2. Concepts in chemoprevention

The smergence of dhemaoprewention for OS0C was based on
the fallore of conwentional therapies for definitive conmal of

OPMD. (hemoprewntion denoes dhe appliaton of sther
mamrd or synthedc chemial ageras, applisad wpially or
sptemically, which are meed o preduode the advancement or
genesis of oral cancer (20, 21}
Chemapreventan s a pramising meathoed to radoce aral cancer
incidence and montality rates, especally in high-risk popolagons

Chemoprevention can resirain ghe development of cancer by
ading on wrins sags of ardnogenesis At dhe infdagon, @

an blade DA damage, whersas of dhe mmor promotion and
Progression stages, 1t can reverss or suppress the prolifEraton of
premalignare cells (2, 23] Thos, chemoprevention @n be
formulated i efther inhibit halt or reverse thess processes (24

From a concepiod pespedive dhemopreventon @n be
ategorized as primary, sscondary, and  tertiary.  Primary

Freet e be Ol Haalk

10 3350 e 0T A D

demopreventon fooses on healéy individmls widgh a high
protability of dewloping cancr. famndary chemoprewention
mrgs indwidoals with esablished premalignancy, sach o

OPMD. Terdary chemoprewniion aims &0 prevent Tao e or
the emergence of saoondary tomaors in ind vidoals who have been

previonl y dlagnossd and treated cancer (25 This reviesw will
focms on e role of secondary chemoprevention in preventng
QL progression, relapse and s MT.

A search was condoced in dhe Pobbsd database wsing the
grategy “orad leokoplabia AND dhemopreventon”, with fles
applisd for Clinkcal Trial and Randomized Controllsd Trial
A totl of 3 artdes were netrieved. Indusion oriieria. were limited
o homan stodies and anidss pobldhed in English Since dhis is
a minl review, only the mot elvant sodis of =dh
dhemoprewenton agent wene sdectad (recency. higher sample sive,
folloneap period). Howewr, a manuoal search of the referenoss
aited in these artcles was condoced o identify mlevant obder and
dassic stodies to povide 2 more compreéhenswe overview of the
topke. Pinally @ total of 19 artides were indodad in Siis mini revise.

3. Current landscape in
chemoprevention of oral cancer

3.1 Systemic chemoprevention

Spstemic dhemaprevention refers o the nse of agenis dhat are
gwen orally or inmawenoosdy (220 The goal & o radoce dhe risk
of ard cancer by @rgetng molscolar patheeays imvalved in
arcnogenests, incloding diose regolatng ool profiferstion, ool
cyde, apoptosis, ang ogenesis, and inflammatgan {25

The main stodies in this sabjart are awilibls o Table 1
Amang the aetemic chemopreventve agents osad are vitamin A
27}, lpopene {22}, clcoxid (25), geen tea evmaa (30),
mngshengping (31, bowmanhbirk (320 beaanotene (23],
aarcarnin (4L edognis (15, and medormin (26) AD of dhese
stodies (100%) e randomized controlled mials (RCTs) The
sample sites ranged from 23 o 233 panticpans. The primary
dinial response, which aimed o redoce or eliminade the lesions,
was the most feqoently assseed ootonme, repontad in 90% of
the triak, althoogh only foor stodies obwered o setisdally
significant benefit for this cmtoome {27, 22, 31, 340 Hisolo gical
analysts was the second meest repored omoome mentoned in
&60% of the stodies, howewer mox of the smdies dd not show
impronement in ik omcome In additon, 40% swboated proein
or moksonlar Biomarkers Adverse offecs were repored in S0%
af the smdies. The follo-op dme variesd from 12 weelks o 5 pears

Considering clinical and hisnlogal cotcomes, only one
sptemic chemopreventive agent siody demonsrated soperiority
oer placeha. Singh et al {22} condocted an ROT inwestgatng
the effats of lpcopene an OL with panticpan®s receiving ather
Emg or 4mg caproles for 3 monghis (22 A dose dependent
diniml and hisologoal improwemen was deected  Lpoopens
mppars o he a promising antiomidant for dreatng OL by

profecting cells against damage and preventng the progression of
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Reference/ Che mopreventive Outromess hiomarke s Side effeds
design study protom¥samiple §n)
S et d, (27) Vienm A capele Cmral snd hassnged (I Vimeres & STI% Mo & mewtha
BT {0 [1Y i) jn=21] [Pl T (. 0001)
Macwha {m= T3] HE: BN sha v Bemng of
L E e é manthe LIIFI!ILIF | |
Simgh & al, (3] Al yopmas Amgday (a =20]) ':nh-d hmiangaal R (A B (p o) N 2 montha
BT - Lycopean & mg/dy (a = 2] ) Bz (pe ol
Crplacha (= 16) 212w
Iz day Sor 3 mantha MR (A-E](p <008)
CB-C] {jp= OO)
&1 (@ <0.001)
[Pupuc o ibraken - Cwarrh | @mg (a= 17] imeal hgalogual (3 plaha T1.9% Lrmrmas, o, 12 warslen
podon et al, (27 | Cdaondh 20mg (a 1] otz b (THE-2 Carlurorh 100 mg 41.7% shdommal pus, ardl pais,
| ey Macwha {m= 18] Calaah 200 mg 2% thidemcy, cune, headech e
Zx chy far 12 vk {p=101 ey, and wwrw thome
HE paceha 2%
Calarosh 10000mg 2 9%
{prayll
CENK-2 (p = ODss)
Tl & ul, 1) i . eeraes (G TH imial hgalagual, (X plasha 1870 sy, haduchs wee | 7% monda
| ey SXimg ia=11] Fronas bnmudoss VEXF, pi, | GTES%ip = 009) aod o e
THimpg e T ple, KT and (1IN HE: placaha 71%
1g (w10 GTEZL 4% (pr o)
Hacwha {m= 11} VHF (proodg)
3z ey far 12 vk P p O004)
St ol (1] Frgthmgfag G0R imeal (R plaaha 175 Mot g 3 mantha
| fiay & bl 03 g oo ) Feonan bnmuders FONA wnd | ISP ETER (po 0L0L)
Macrha (m= 28] Agmar PN A abuliog e
3z duy for - 12 mante {p= 005 Agaarip <005
A gt al, bk (BEKT Cmral snd hassnged (: playhn 3% Mo & mewtha
oz BT P Ol ot w7 Frotam. bn musdon mm EEN 2N (pOAl)
Macwha {m= A2) MR s d S 0B
2r duy fordl mewtha
HMagh a ol (] | Eefacarcbme (8] 10 mg - Uimial sad sk for malsgeass (3 comeml & 78 N 1 months
| ey WViznin OV 50 mg { e 23] amh=-mma B VT 1T ([ o0 388
Ciontral ¥ tames. 50 mg (A =23) EMT: 077 {p 0sm)
Iz duy Sor |y
ey ik v e Cirrnm, 34 g fn = 111) CImiral wad hnsangead (R placrho 2570 Azama, semfivhorewaas | 12 maerha
=] T Macwhn {m= 112} (e 4 75% (p=007) S d woedery pnd
Ix duy Sord mantha HE: pluceba 2075 hypewaman
Cneoerin 225% (praTl)
Welllam s ul, (] | Fosmb 150 mg (a= 75 lrul oo Sww meveval (0FNL (F% plcsha 7% Umm=hua, aspuaasd 4 mesrha
T Macwha {m= 7] Froram bnmusdees HAFE ey T (e 0L5) rcoa i
Iz day S 12 mewtha Mol omasons LM CFRNOH (=] 7%
| CFRALNH (=] B i = 001}
Cogdoind e al, (%] | Snghe e MeShenin (330 mg S | (mical, hsalogial, [ S8 tascrnnenal pun aad 3 mantha
T 1 vk, L00mg e 1wk aad Fotein, hinmadoer mTTE, K7, | HE 6 discomiet, shdomial pam,
2000 mg S 10 vweskca 1z day B, pla, pet, PUEN, Molaodas Huimg, dpmpea, pas,
Ivwrmdors - FiufE, 0073, TS, and womuch pas
HEAS, NOOTUHT, (D24,
JL TS

dysplasia. Howewsr, a shant tea-maonth follme-op was reponed,
making it unclear if a bng term ofect an be acdhieved.

The combination of bem-carctene and wamin O did
not show significant clinkal superiority when mmpared o

Taking intn oonsideration ondy the clinical owonme, some
chemopreventie agenis have shown promise as they jeme
superior o placehee viamin A resoited in a aomplete remission
rate of 57.1% of OL withom side ofeox (27 ZengShengPing
(#5) evmact showed a positve dindkal response in 672% of
patenis, with ksion size degeasing by over 50% after three
months of mesment (1) and corcomin improved clindoal
catonmes in &75% of kskons in a BOT, however, side eflecs
sich as anemia, skin‘sobcmanecos daoe  disorders, and

Ipperiension were reported {34

Frestimd in Ol HeakE

placehn Maotably, diis smody alen asseseed dhe sk of MT of OL
over a Soper folowogp perind (210 The Bowman Ridk
Inhibitor concentrate (BEIC), alo 4d not resolt inoany
signifimnt difference bentween the plceho and mestment arms
regarding chiniml responze and hisnbogical grade ar the levss
of nen protein, which weere assessed as @ treatment response
bdamnarker {32}

In recent pears, there has been a growing interest in
using biomarksrs as a ool i improve the efficacy of nesponse
detertion. These markers can provide whnable informaton ahoom
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the bhiokogial processss ondsdying ghe devdopment of ancer,
allweing ressarchers to dendfy higher-risk indhidomals and
manitor ghe response o chemoprewniive inbervengons (37

First, pmisn bhiomariers were indoded as sson ndary o mcomes,
o investigate bodh dhe trestment’s fficacyas well as thesr poterdial
o predic e evaloton of gie OL I a randomized phase 0 pilor
stady, Fapadimitakopoulon o al {25) demonstrated hat doses of
CON-2 inhibitor {celacomid 100 and 200 mg oeice daily) weere
ineffactive regarding dinial and hisnlogical ouicomes. Hoeeer,
CION-2 expression was found o correate with OL progression
(250 Tsan et al (30) investigated the arpression of VEGF, p53,
pl&, Kis7, and {1 after administering geen a evmac (GTEL
The clinical and hisinlogical responss rae was higher after GTE
in a dose-response ofact bot withoot statistcal significance and
with insomniafnervonnes reportad as side effeas (0

Maore recendy, molscnlar hiomarkers were aleo incorporated.
William & al {35) in a RCT testing erdotnih, an BYPR tymosine
kinase inhisinr, whidated ko of haterorygosity (LOH) as a risk
marker for OL MT and i assodagon with an ingeased momber
of BGFR ppideama growth fdor recpior) aopiss. Hoeewer,
arlotinid did not improve cancerfree sorvival in high-risk
patents with LOH-positve L ar with a high nomber of ECGFR
anpies (35 Ceofeind et al (36) condocied o phase Tla clinical
tria in indwiduals with 0L and oral epdroplakia to ewlae
mefarmin's poential to target FI3EmTOR signaling for MT
prewntion. The histological response, as well as saliva and blood
sample collscfion, prowein epresion and exome saqoendng
were assesed for onioome analysis Afer 12 weds of metformin
meamment, 17% of clinial and &0% of histologic response eme
omereed Pathogenic momtons, avmpatble with thoese foond in
HPY negatve HRSOD were deeoed Howevsr, none of the
mumied genes were signifiantly assodated with the matformin
reaiment responss )L

3.2. Topical chemoprevention

Lie-direcied chemoprewention i an alermatve for managng
OL zince it & a bow-risk and non-imvashe smaegy Topial

therapi=s have advantges, sodh as redodng the tomicty of
chemical agents, and can be applied bepond the dindal margins
of ghe k=sons o dacrease or ewen eliminaie the risk of rdapess (320

Amang e iopial chemaoprewntie agenis wead are hlsomydn
{35, 40), womednain {40-43), ONYXN-015 (adencwiros) (03],
kstorolar  {opdoorggenase inhibiior) (44). and dried Glack
raspherries (45 (Table 2 OF ghe smdiss indodsd in s revies
that meed inpial chemoprewntive agents for OL only 38% e
BT The sample sipes ranged from 10 to 57 partcipants. The
primary dinkal response wms the most fraqouendy  asseseesd
caboome (£25%), alfough only feo shodis obwerwed satetal
significant berefit for this owmoome {40, 45), followed by
histological responses (63%), where onfy one smdy shonesd
sataial diffeene (45 Addigonally 50% of the stodies
incloded #he evaloation of protsin or molecolar biomarkers
Adverse offects were reported in 62% of the sindies. The dolloe-
up time wried from 3 maonths a0 10 pEars

Frovtim e Ol Hsakk
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Twa smdies swmbnged dhe ofas of wopical Slasmpcin an OL
meing dffent concenmatgons for 2 oweds Wong et al (39)
overed fat only ten om of fiw @ees resed with bleonmydn
05% shoeed partial clinical maponse, and there was no hisnbogicl
improveneant. When a higher dose of 1% was esed, dree om of
ewn adievsd compke clindal and histdogial regremion,
indicatng a dose-dependent réation (350, In the BT by Epasn
e gl {40, blasmydn 1% wa soperior o placsha only regarding
dinical msponss, and not for the histdogial oooome {0

Twn wak ewlmated the efiea of wpial issretnain 01%
applied three tmes a day for foor monghs {@1, 42} One smdy
ofmerved compleds dinical regression in 105 of the lesions (40),
while the irvestigaion by Tetd et al (47) obwerved dires
aompiede clinical regressions (@2 Poth smdis detecied a
smtstial incease of apoptotc bodies, bt no difference for bel-2
expression.  frarding et al (43] obwerwed oomplete clinical
regression in £5% of lesions after treamment with tsotretinoin ge
018% twice a day for ten monthe. After o fllowop perind of
10 pears, the stody foond no cases of BT (4]

Ruodin e al {13) evaloatsd a moatheash wigh ORNYL-005, an
adenovirns  woo  twrgsing  pSiomotant  cell  Hisologicad
Esoluton was adiewd in 37% of patients, correhtng with
decweansd p53 positvity ower ome Mo o significant  dhangs
egarding cpclin D1 or Ki-& expession were found, soggesting
that thess are not pradicte of response i ORY-005 (130 Inan
RCT condoctesd by Muokhine = al (44) the offacg of
dhemoprewnton of orophapngeal leokoplabia osng o rinse
solufion containing 01% Kewrolas, a opdoorpgenase inhibitor,
was ewmbnged Fetorola was adminisensd twice a day for 33 days,
vt dincal and hisinbogical o moomes did not demon grate oficacy
aomparad o placshn @4). Malley & al §@5) ewlomed a
Ininad hestve g contining 10% freeze-dried bladk raspberry (BRE)
fior ghree moméhs The resolis showed significant dindcal regression
of the lsions and redocsd histologcal grades and LOH ewns
without side offects (45 The bioadheshe gd contining BRE

appears o be o promising wopical chemapresmne snegy.

4, Discussion

4.1. The challenges of oral leukoplakia
chemoprevention

There & very bittle ressarch exploring the potential of
dhemoprevention of oral @ncer, and many of the smdis
mvailable present significant mathodological fwoes. An important
highlight & tha many of thee stodies are not RETa
Consequenthy, dhere &5 a risk of bisses in both patient seédeciion
and omoome smessment. Porthemore the sample sies in
mumencas sndies are ineofficient dallenging the esmblishment
of condushe findings {13, 41, 42

There are no sandasds regarding omonme assssment in Shis
fidd While most stodies hove assssed dinical andfor hitalogical
esolution, it shoold be noted dat thee onadyes may not
mecessarily indime a signifimm impad on e candnogenssis
process. When performing histological analysis, epitheial deplasia
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biomarkers

Wang et d, (%) [Edmorrrpcin 05 (ae 3] Clhmied wnd henlogial | (R 1R - 3 oum ovmplee Barmimg, rensan, ead erseon % mantha
T Blramycin 1% (a = T) 0% - 7w pasal
Lz duy Sor 2 i HE: 05% - oo ErpereTenE
| | l—!a-::-‘l.ll | |
[Eputwi ot ol (50] | Bronrycia 1% {n = 10) 'l:_hd.—dhﬂ.qul. 2 Blwom win 0% Brming, pain, wxhana wih 2 mantha
BT Hacaha (w121 [acabn B (= amal] emma
Lz duy for 2 venalen HE: Ewommyen fGrR
L | Macaba 16.6% (proms) |
Pamels a ol (41] | botwimon 0% gl (a=d) '-l::hd. '—l::l: 1P N 4 mawtha
T Aacha (m= 3] [Potais bk el -2 | bd-2 {p =014
3x duy S 4 montu aad Apep | oo b ke
{ = D1
Tankat al, (2] T | botwinan 0,1% gl el (33 cusm Kox repared Nex rpocned
Macaba i(m o= 15] [Pt biomurior: bhel-2 | bd-2 (p =0.132)
3x duy S 4 montu aad Apep | oo b ke
{ = Ao
Fdm e o, {17 Miomthrarush (G YE-O1% s Heealogeal R TR Seamuses, dasdus, feme pis, 1 mantha
0% -t culla [Pmtwin bomusior: p33, | g0 {pe LETL Sever, Hu wym prom, dyaphages,
1 Cohowe: 12 cycl (dady Sor S deya) | K87 md cpdes D6 wega, aad ixfecion
imtaevaly & veralex i = 71
2 Cnhoe 1z vl S
24 vl {m= 121
3 Cohos Sduyas Ix vk S
| - = sy = 5] |
T ul, pp— e end bistolngial | OR Kaforoke 108% Fam =10 3 matha
{e£) BT 1% 10 md i = 8] b % 7% {5 08K}
Hacaha (m = 19) R atmdas (g = 078
L  Zr duy for 33 dayn Placwba (= 0.80) n |
b al, {47) 018% gl = &) [Cimcd = L 1d 170 :
T 2x duy o 3 e
Mallery o ol (4] | Dt black rmphaest ([KEE) Chomcd, raealogral (R DER 7% (p-0mlT] | Noma 3 mantha
BT 107 el = 21 Modadas homrkes | Haceba 10 (- 00w
s (m o= 19) Lo [ DR 809 (o 06 |
S 3 mantha Placaba 309 {p- 0401 )
iR DEE 85 5% p « O]
b 0 (3= WIS02 |

L5 ons mre; LT, dimcsl sl BT rendomrsd dincal el O, dinesl el OF, dimcsl

severity is nenally assessed However, this amessment s subvject to
significant intra- and inter-sobjectivitg, which & still ooneidened 2

majr iene among paholagas {5 To improve the oomsidenoy
and riability of dlagnoses, it & advisablde to inoorponate @ binary
dassifimton srsiem like the one suggested by Kuajan = al {(47) in
addison to the conwentona WHO system §@7). It @n redoce
aonfosion and enhance woniformity in the inerpeaton  of
findings Herent smdis hove indoded molscolar anabpsis a5 an
outonme megenre {15, 36, 45), lkmding o morne effiective resols
Thus, the main mmations lnksd o oml cardnogenesis @an be
amewed, and the risk of cancer development can be beser
pradiced Wig the nentgenension saquencing  approad
heraming mare readify availlable, it o wll onwed the offass of
chemopewnine agns a the molocolr levd Consaquendy, it
will allow aconmie mon fioring of alfenatons in pEMAry onongenic
muoRtons of spigensic maodifictions {2500

evertheless, reganding lenkoplakia chemoprevengon, the ideal
oo b cancer-free sorvival, which raqoires a bong followop
and a karge sample size. In this senee, muolticenter smdies are
desirable a5 they can guther a higher momber of patems
Moremer, muolticenter stodies are advan@geous a they inmease
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i LT, Lo of hetercaryogea by

sample heterogensity and snable the analysis of the offimcy of
chemn preventive agents in diffeent popolations (35}

Ciorrently, ghere are limitad dhemapreventw aptons awilables
for OL and those that have been ewlned fraquendy resalt in
significant side offecs Srsemic agens offer the advanage of a
mare widespraad offeat, which s especally relevant considering
the erisence of @ cancerimton fidd in the onal cavity This
means that altered colls con be foond beyond dindally visible
lesions (51 Newrtheles, it & essental fo note that spetemic
drogs @nry a higher nisk of tomidiy and side effieas, indoding
gsrointesting  sympioms,  ver  wowiciy, inoeased risk  of
hleding, among others A& sodh it & oodal o crsuolly
monfinr indvidoads ecefving diemopreventw agenss for any
adverse effects and adjost the dosage or discontinoe the agent if
mecessary. These undesinable offects may be maore relevant for
patiens with comaorbidities or who are @king other meadications
regalardy Thensfore, the onst-benefit ratdo most be indivdoally
el

Topial agents, on the other hand, present a beer risk of
significant side efiecs since dey act loally. However, delivering
a suftwance to the oral mocoss has additonal dallenges. Firsdy,
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some lesions may be bomted in sobsites ghat are diffioolt o reach.
Zacomdly, doe i the salfvary flong, the residence tme of drogs in
comventional formoleions i redoced, potendally deoreasing their
dffeciwness  Therdfore the devdopment of mmocoad hesiwe
delivery sysems s necessary in adiieve hatier resols.

‘When considering a poentidl dhemoprevention agent, it s
esseniial 0 also oonsider dher long-erm safety since prevention
may require bonger perinds of mesmment {30, 33, 35 This &
partcularly important & prolonged erposore may bead o
unexpecied adverse effecs or towicty Moreover, it & imporant
0 note fat resistance o chemopreventve agens @n devdop
over fime making them less efleae.

Congidering the aiteria of response to meament, o Boeap
dme, and severity of side efeas from swdiess indoded in
this rmeview, it @n be soggested thar among  syseEmic
chemaopreventhes, pcopene (22} and geen tea avmaa {ETE)
{30} appear o be promising Both E2mg and 4 mg hpoopene
apeole aowed hisological responze withom side effads,
althongh ghe follme-op tme was short, only 2 monéhs GTE alen
shoneed 2 hisin bogical i mprovement, dhe side offects repornied e
mild and a long follmenp period of 275 months was reponed.
Among iopical chemopreventves, the applimton of 0% dried
black raspherriss (BRE) bioadhesive ged {45) sesms promising,
showing a hisnlogical improwement of leions and no adverse
effecs, alhough dhe @llowop time was only 3 monthe
However, it is impor@nt o noe dat these chemopreventhe
agents were ewlmed in a limited momber of smodies, and
additional stodies with larger samples and longer folloe-op times
ar needed in confirm ghese findings

Bwen after addressing all ghe teeoes raized so far, there are
il sewrad cdhalmges  asocimed with implementing
chemapreventan for OL on a large smle Pirstly, there & poor
awnrenzs abont the benefits of chemoprewntion and the risk
factors for OL, which can resalt in bow participagon raes. Bardy
detection of OL remaine a cdhallenge, hindering effectwe
implemen@don of chemoprewntion strategies.  Addidonally,
chemopreventon @n be sppensive and may not be avered by
insurance, making @ wonaffordable o0 many  patlents
Hewrhdes, hedthare sysems and dher  adminismamnrs
should corsider tha the treatment for ord cnce wodld b
mudh more apensiwe than i demoprewnton, thos jostifying
the implementation of these strategies This highlights the
impor@mnce of mising awarenss of the bhensfis  of
dhemoprevention and making it more accessible o those who
nead it nlimaely lkeading to a decrease in the incidence and
brarden of oral ancer.

42, What can we improve in the search for
an ideal chemopreventive for oral
leukoplakia?

To improve the seardh for an ddead chemopreventve
for meating OL several strateges can be emploped. Firstly,
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there is a need for o beter onderstanding of the moleonkr
mechanisms inwolved in oral cardnogenesis o identify the
most potential targes for chemoprewngon Sscondly, @t i
audal @ focss on devedoping safe and  Sffeaive
chemopreventive agents with minimal side effecs Thirdly.
there & a need for more standardized BCTs to evaloate the
efficacy and safey of potential chemopreventwe agenis The
fotare stodies on this subjed shoold focos on the identification
and sdeaion of high-risk indhvidoals, based on dher profile,
the sohsite of the lesion, mee of arcinogenic agens, and
epecially molscolar markers soch as LOH and mowtdons in
the main pathwapy of oral cardnogenesis (35, 36, 520 Aln,
there should be efforts to increase poblic oaearensss aboot the
bemefits of dhemoprevention and risk fidors for oml ancer o
increase partidpaton raes This can be achievad throogh
education and owarenes  campaigns, targsed soesning
programs, and communiy outeacdh programs A greafer
colldhoraton amang ressmrchers, dinkclans, policymakers, and
other stakeholders is abo necessary to implement sffective
chemoprevention progams at the popoksion leved  This
may inwlve varions measores soch as oeatng  mational
guideines for ona cancer saeening and prevention, integrating
chemoprevention inin ewising cancer prevention and contraol
programs, and promoting  poblic-priwte  parmerships @
fdlitate resmrch and development of new dhemopreventive
agemis.

5. Conclusion

In sommary, OL demopreventon pressnis a promising
smategy to redoce the incidence of oral cancer in high-risk
individnals Investigating chemoprewntive agens that @rgs
molecolar patinerys implicated in cancer  development and
progression in clinkcal triaks b5 oocial. Carefol patient sseation

and monitoring for poental side effacs are necessary for the
safe and oficient implementation of dhemopreventve agenis
Forthermare, identifying nove chemopreventwe agens  and
hiomarkers for predicting treatment responze shoold be a
pricrity of fobore ressarch
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CONSIDERACOES FINAIS

Do ponto de vista cientifico e humano, é de extrema importancia um olhar
diferenciado aos pacientes afetados por desordens potencialmente malignas, pois
atualmente ha limitadas op¢Oes de tratamento para essas condigdes, e muitas vezes,
acabamos assistindo o desenvolvimento do céancer. Essa lacuna no direcionamento do
tratamento motivou intensamente nosso grupo de pesquisa a se envolver nessa temética e
buscar possiveis solugfes para esses problemas. Embora ainda haja muito trabalho e
reflexdes necessarias para colocar em pratica nossas propostas, o sentimento de dever
cumprido ja comeca a se manifestar entre todos os membros da equipe. Sabemos que ha
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
intervencdes seguras e eficazes e que contribuam significativamente na qualidade de vida

dos mesmos.
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