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RESUMO

Cruz SBA. Desenvolvimento e comportamento reparacional de um hidrogel termossensivel de
poli (N-vinilcaprolactama) com liberagdo controlada de tetraciclina e rosuvastatina na
prevencdo e controle da osteonecrose dos maxilares relacionada as medicacdes
antirreabsortivas [tese]. Aragatuba: Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de
Odontologia; 2026.

O objetivo deste estudo foi desenvolver e avaliar o efeito de um hidrogel termossensivel poli
(N-vinilcaprolactama) (PNVCL) com liberagao controlada de tetraciclina e rosuvastatina na
prevencao da osteonecrose dos maxilares relacionada a medicamentos (MRONJ). Para tanto,
foi realizado inicialmente o desenvolvimento e a caracterizacdo in vitro do hidrogel
termossensivel e incorporagdo das medicagdes. A caracterizagdo contou com Espectroscopia
de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), andlise do grau de intumescéncia,
degradagdo e liberacdo das medicacdes, isto €, rosuvastatina e tetraciclina. Além disso, um
ensaio microbioldgico foi realizado com saliva de pacientes com MRONJ, considerando
crescimento do biofilme em aerobiose, anaerobiose € em meio para fungos. Em seguida, 30
ratas Wistar com 12 meses foram submetidas a ovariectomia bilateral. Apos 2 meses, foi
realizado, no dia -1 a instalagdo de uma ligadura de algodao ao redor do primeiro molar inferior
esquerdo. No dia 0, foi iniciada a aplicacdo de Zoledronato através do protocolo 100ug/kg
realizada a cada 3 dias, por 7 semanas. Apos 3 semanas, foi realizada a exodontia do primeiro
molar inferior esquerdo de todos os animais. Nesse momento, o alvéolo foi preenchido de
acordo com o grupo ao qual pertencia. Para o grupo BC, nenhum material foi utilizado para
preencher o alvéolo, somente o preenchimento com coagulo sanguineo (controle negativo). No
grupo CHX foi preenchido utilizado o gel de clorexidina 0,2%. Para o grupo PNVCL, foi
preenchido com hidrogel termossensivel de poli (N-vinilcaprolactama). Enquanto, para o grupo
PNVCL + TC, preenchido com hidrogel PNVCL com tetraciclina em concentragao de 25mg.
Para o grupo PNVCL + RS o alvéolo foi preenchido com hidrogel de PNVCL com
rosuvastatina. J4 o grupo PNVCL+TC+RS teve o alvéolo preenchido com hidrogel de PNVCL
com tetraciclina e rosuvastatina. Aos 28 dias, todos os animais foram anestesiados e realizadas
fotos clinicas da regido de exodontia. Em seguida, foi realizada a eutanasia e a dissecacdo da
mucosa na regido do primeiro molar para andlise histologica, além da coleta das
hemimandibulas e seu encaminhamento para microtomografia computadorizada e analise
histomorfométrica. Todos os dados quantitativos obtidos foram submetidos a andlise estatistica

considerando p< 0.05. As andlises de caracterizacdo demonstraram grau de intumescéncia e



degradagdo semelhantes para os grupos com hidrogel, com o grupo CHX apresentando valores
superiores. A liberagdo de tetraciclina em 144 horas foi gradual, enquanto a rosuvastatina foi
completamente liberada em 1 hora. O ensaio microbiologico demonstrou eficacia
antimicrobiana de CHX, inclusive contra fungos, enquanto PNVCL+TC ¢ PNVCL+TC+RS
também apresentaram bom efeito antibacteriano. A andlise clinica demonstrou tecido gengival
mais satisfatorio para PNVCL+TC+RS, com total recobrimento do tecido 6sseo na area de
exodontia, o que foi corroborado pela andlise histologica da mucosa ao redor do local de
extracdo, que demonstrou epitélio mais espesso para este grupo. Através da microtomografia e
da andlise histomorfométrica foi evidenciada maior formacdo de tecido Osseo para
PNVCLA+TCHRS, seguido de PNVCL+TC e PNVCL+RS. Tais resultados sugerem importante
eficacia do hidrogel com tetraciclina e rosuvastatina, especialmente quando combinados, na

modula¢do preventiva de MRONJ em ratas medicadas com Zoledronato.

Palavras-chave: osteonecrose; hidrogéis; tetraciclina; rosuvastatina; zoledronato.



ABSTRACT

Cruz SBA. Development and Reparative Behavior of a Thermosensitive Poly(N-
vinylcaprolactam) Hydrogel with Controlled Release of Tetracycline and Rosuvastatin for the
Prevention and Management of Medication-Related Osteonecrosis of the Jaws Associated with
Antiresorptive Therapy. [tesis]. Aragatuba: Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Faculdade de Odontologia; 2026.

The objective of this study was to develop and evaluate the effect of a thermosensitive poly(N-
vinylcaprolactam) (PNVCL) hydrogel with controlled release of tetracycline and rosuvastatin
in the prevention and control of medication-related osteonecrosis of the jaws (MRONJ). To this
end, the development and in vitro characterization of the thermosensitive hydrogel were
initially performed, along with the incorporation of the medications. The characterization
included Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), and the analysis of the swelling
degree, degradation, and release of the medications, namely rosuvastatin and tetracycline.
Additionally, a microbiological assay was performed with saliva from MRONIJ patients to
assess biofilm growth in aerobiosis, anaerobiosis, and fungal media. Subsequently, 30 twelve-
month-old Wistar rats were subjected to bilateral ovariectomy. Two months later, on day -1, a
cotton ligature was placed around the lower left first molar. On day 0, the administration of
zoledronate was initiated using a protocol of 100 pg/kg every 3 days for 7 weeks. After 3 weeks,
extraction of the lower left first molar was performed in all animals. At this point, the alveolar
socket was filled according to the group to which the animal belonged. For the BC group, no
material was used to fill the socket, allowing only filling with a blood clot (negative control).
For the CHX group, the socket was filled with 0.2% chlorhexidine gel. For the PNVCL group,
the alveolus was filled with a thermosensitive poly(N-vinylcaprolactam) hydrogel. The
PNVCL + TC group was filled with PNVCL hydrogel containing tetracycline at a
concentration of 25 mg. For the PNVCL + RS group, the alveolar socket was filled with
PNVCL hydrogel containing rosuvastatin. In the PNVCL + TC + RS group, the alveolar socket
was filled with PNVCL hydrogel containing tetracycline and rosuvastatin. At 28 days, all
animals were anesthetized and clinical photographs of the extraction site were taken.
Subsequently, euthanasia was performed, and the mucosa in the first molar region was dissected
for histological analysis. In addition, the hemimandibles were collected and sent for micro-
computed tomography and histomorphometric analysis. All quantitative data obtained were
subjected to statistical analysis, considering the significance level of p < 0.05. The

characterization analyses demonstrated similar degrees of swelling and degradation for the



hidrogel groups, whereas the CHX group exhibited higher values. The release of tetracycline
over 144 hours was gradual, whereas rosuvastatin was completely released within 1 hour. The
microbiological assay revealed the antimicrobial efficacy of CHX, including antifungal
activity, while PNVCL+TC and PNVCL+TC+RS also showed a good antibacterial effect.
Clinical evaluation revealed a more satisfactory gingival tissue for the PNVCL+TC+RS group,
with complete coverage of the bone tissue at the extraction site. This finding was corroborated
by the gingival assessment, which demonstrated a thicker epithelium for this group.
Microtomographic and histomorphometric analyses revealed greater bone tissue formation in
the PNVCL+TC+RS group, followed by the PNVCL+TC and PNVCL+RS groups. These
findings suggest a significant efficacy of the hydrogel containing tetracycline and rosuvastatin,
particularly when combined, in the preventive modulation of MRONJ in zoledronate-treated

rats.

Keywords: osteonecrosis; hydrogels; tetracycline; rosuvastatin; zoledronate.
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1 INTRODUCAO

Segundo a American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons (AAOMS), a
osteonecrose dos maxilares relacionada aos medicamentos (MRONJ) ¢ definida como a
presenca de tecido 0sseo exposto em cavidade bucal por mais de 8 semanas em pacientes em
uso ou com historico de terapia com medicagdes antirreabsortivas ou antiangiogé€nicas, sem
histérico de radioterapia de cabega e pescoco (1,2). As medicagdes antirreabortivas,
representadas principalmente pelos bifosfonatos e pelo anticorpo monoclonal Anti-RANKL
(Denosumabe), sdo geralmente prescritas para condi¢des como osteoporose, mieloma multiplo,
canceres com alto potencial osteolitico e doenca de Paget(3,4). O mecanismo de agdo das
medicagdes antirreabsortivas ¢ baseado em inibir a enzima farnesil pirofosfato sintase, que faz
parte da via do mevalonato, o que culmina em inibi¢ao da maturagao dos osteoclastos, supressao
de suas fungdes e até apoptose (5—7). Nesse sentido, o acido zoledronico ou zoledronato, da
classe dos bifosfonatos, ¢ considerado um dos antirreabsortivos de maior poténcia e largamente
indicado em casos que demandam uma maior sustentacao da deposi¢ao 6ssea em contraste com

a reabsorg¢ao (1,8).

Os ossos gnaticos, especialmente a mandibula, apresentam uma alta demanda por
remodelagdo Ossea frente aos inumeros desafios aos quais sdo expostos, que incluem desde
microtraumas relacionados a mastigacdo até doencas periodontais, lesdes periapicais,
movimentos ortodonticos, extragdes e instalacdo de implantes osseointegraveis. Diante da
supressdo da remodelagdo 0ssea provocada pelos antirreabortivos, a matriz ssea com atividade
osteoclastica deficiente ¢ incapaz de eliminar o tecido oOsseo fragil, gerando um osso
fisiologicamente invidvel, que pode ser visto como osso alveolar ndo reparacional apds

exodontias, exposi¢ao de tecido 6sseo ou formacao de sequestro 6sseo (6,9).

Atrelado a isso, a dificuldade da matriz 6ssea em gerar respostas metabolicas
reparadoras a citocinas e células pro-inflamatorias produz um ambiente propicio para
contaminagdo, pensando principalmente no fato de a microbiota bucal ser rica em espécies
bacterianas (10). Segundo a literatura, as principais espécies bacterianas presentes em sitios de
MRONI sao Streptococcus spp., Actinomyces spp. € Prevotella spp., essas bactérias aerobias e
anaerdbias provocam reagdo inflamatéria significativa e seus produtos de metabolizagdo
estimulam a necrose tecidual(10—-12). Adicionalmente, os antirreabsortivos provocam redugao

significativa da vascularizagdo, o que além de ser um grande impedimento ao reparo dsseo
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adequado, favorece ainda mais colonizacao por bactérias anaerdbias, além de favorecer a morte

celular, tanto 6ssea quanto de tecidos moles (gengiva e mucosa) (13).

Frente a essa problematica, ¢ evidente a necessidade de meios de prevengao a ocorréncia
de MRONYJ, especialmente diante da impossibilidade de adiar procedimentos que demandam
resposta metabodlica dssea, como exodontia de dentes comprometidos. Apesar de levantar
diversas possiveis formas de prevencao, como uso pentoxifilina e tocoferol sistémico(14),
terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT)(15,16), fibrina rica em plaquetas e leucécitos (L-
PFR(17)), ozonioterapia(18,19) e até mesmo alternativas mais experimentais como fator de
crescimento de fibroblastos basico (bFGF)(20) e células-tronco derivadas do tecido
adiposo(21), ndo ha um consenso ¢ um protocolo bem definido para prevengdo desta
condi¢do(22,23). Pensando nessa dificuldade e nas consequéncias dos antirreabsortivos na
maxila e mandibula, isto €, atraso no reparo tecidual, alta contaminacdo local e permeabilidade
vascular deficiente, é imprescindivel pensar em um meio de prevengao que poderia suprir todas

essas deficiéncias.

Surge entdo a idealizagcdo de um hidrogel termossensivel como carreador de medicacgdes
para aplicagdo local, como sera explanado a seguir. Os hidrogéis sao considerados uma op¢ao
de carreamento de medicagdes para liberacdo controlada em locais determinados, possuindo
ainda beneficio de baixo custo, baixa citotoxicidade e facilidade de confec¢cao(24). Os hidrogéis
termossensiveis injetaveis podem transitar do estado liquido para gel de acordo com mudangas
de temperatura (25). Entre os polimeros termossensiveis, o poli (N-vinilcaprolactama)
(PNVCL) possui temperatura critica de solu¢do com valores similares a temperatura fisiologica
do corpo humano, passando pela transi¢ao de liquido para gel quando injetado em sitios com
temperatura em torno de 37°C(25,26). Além disso, apresenta viabilidade satisfatoria com

auséncia de componentes toxicos(27,28).

Dentre as medicagdes pensadas para serem incorporadas ao hidrogel, tem-se a
Tetraciclina, um antibidtico bacteriostatico, de amplo espectro e que ja apresentou efeitos locais
quando do tratamento de doenca periodontal e periimplantar, promovendo diminui¢do da
contagem de bactérias anaerdbias, reducdo do sangramento e de bolsas a sondagem (29,30).
Acredita-se que além da importante acdo antibacteriana, as tetraciclinas ainda possuem
capacidade anticolagenase e propriedades estimuladoras de fibroblastos(31,32). Diante do
contexto das MRONJ, sabe-se que as penicilinas naturais ou semi-sintéticas, quinolonas,
metronidazol e as tetraciclinas sdo as mais utilizadas na agao contra as bactérias nas infec¢des

em necroses dos maxilares(1,33-35). E importante ressaltar que em se tratando do uso sistémico
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dos antibidticos, principalmente nas terapias no longo prazo, com a possibilidade de efeitos
adversos e disbioses, o desenvolvimento destes com agdo topica ¢ fundamental, e, neste
contexto, as tetracilinas representam uma classe que como relatado anteriormente, tem efeito

topico comprovado.

A segunda medicagdo, a Rosuvastatina, foi proposta neste estudo, por ser um farmaco
hipolipemiante da classe das estatinas, utilizada para preven¢do de doencgas cardiovasculares, e
por ter importantes efeitos na estimulagdo do reparo dsseo, promocao de angiogénese e efeitos
antiinflamatérios, que se ddo principalmente pelo aumento da expressio da proteina
morfogenética dssea (BMP-2) e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (36-39).
Estudos de aplicagdo local de rosuvastatina em modelos animais comprovaram este potencial
da otimizacao do reparo dsseo, através da expressao aumentada de BMP-2, tecido 6sseo mais
organizado e em maturagdo mais avangada e maiores valores de area de osso neoformado para

os grupos que utilizaram a rosuvastatina (36,37,40).

Diante da falta de um protocolo clinico definitivo para prevencdo de MRONIJ em
pacientes com historico ou em uso de medicagdes antirreabsortivas ¢ da falta de evidéncias
cientificas com aplicacdo de hidrogel termossensivel carreado com medicagdes como
tetraciclina e rosuvastatina, o desenvolvimento deste estudo inédito foi de grande relevancia
para compreensdo dos mecanismos modulatérios do reparo tecidual nesta condigdo. A
associacao entre as duas medicagdes utilizadas nesta investigagdo, também ¢ inédita. O modelo
experimental pré-clinico escolhido envolve a aplicacdo do hidrogel em tUnica sessdo apds a

exodontia em ratas ovariectomizadas e medicadas com zoledronato.
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6 CONCLUSAO

O hidrogel termossensivel de PNVCL com liberagdo de tetraciclina e rosuvastatina
(grupo PNVCL+TC+RS) preveniu a ocorréncia de MRON]J e ainda otimizou o padrdo de
reparagao tecidual. Além disso, o uso das medicagdes carreadas pelo hidrogel, de forma isolada,
também se mostrou eficaz na modulagao bioldgica do reparo dsseo em condigdo de risco para

MRONJ.
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