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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

 
Visando atender as demandas de novos tratamentos para a osteoporose, o desenvolvimento, a 

caracterização e testes biológicos in vitro e in vivo de um novo biomaterial, com ação local, 

objetiva preencher as lacunas existentes nos tratamentos convencionais, a fim de otimizar o 

reparo ósseo. Material esse, produzido a base de hidrogel de alginato foi incorporado com 

partículas de vidro bioativo funcionalizado com medicamentos, já utilizados para o tratamento 

sistêmico da osteoporose, impresso em 3D e poderá contribuir com novas perspectivas de 

tratamento local para a osteoporose. Dessa forma, este biomaterial visa diminuir os efeitos 

colaterais da medicação sistêmica, a fim de melhorar a qualidade de vida desse perfil de 

pacientes. Espera-se também que esta pesquisa contribua para novos trabalhos relacionados 

com o tema. 

 

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 

 

 
Aiming to meet the demands for new treatments for osteoporosis, the development, 

characterization, and in vitro and in vivo biological testing of a new biomaterial with local action 

objectives fill the gaps in conventional treatments, to optimize bone repair. This material, produced 

based on alginate hydrogel, was incorporated with bioactive glass particles functionalized with 

medications already used for the systemic treatment of osteoporosis. When 3D-printed, it may 

contribute to new perspectives for local osteoporosis treatment. Thus, this biomaterial aims to 

reduce the side effects of systemic medication to improve the quality of life of this patient profile. It 

is also expected that this research will contribute to new studies related to the topic. 
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RESUMO 

 

 
Vieira MN. Hidrogel como sistema drug delivery de ranelato de estrôncio e 
raloxifeno, impresso em 3d, para reparo ósseo em ratas ovariectomizadas: estudo in 
vitro e in vivo. [dissertação]. São José dos Campos (SP): Universidade Estadual 
Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 2025. 

 
Este estudo investigou a influência de novos sistemas drug delivery utilizando 
hidrogéis incorporados com partículas de biovidro funcionalizadas com 
medicamentos na regeneração de defeitos ósseos críticos em fêmures de ratas 
ovariectomizadas. Os fármacos utilizados para funcionalizar as partículas do biovidro 
foram o raloxifeno e o ranelato de estrôncio. Inicialmente foi realizada a síntese e 
caracterização do biovidro, seguida da sua funcionalização com os fármacos, por 
meio da rota sonoquímica. Sequencialmente foi realizada a produção dos hidrogéis 
incorporados com biovidro funcionalizado, por meio da técnica de impressão 3D; e a 
seguir foi realizada sua caracterização. Para o teste in vitro de viabilidade celular 
inicialmente oito ratas Wistar foram divididas em 2 grupos: SHAM- submetidas à 
cirurgia fictícia de ovariectomia bilateral, OVX- submetidas à ovariectomia bilateral. 
Após 8 semanas as ratas foram eutanasiadas para o isolamento das células 
mesenquimais a partir da medula óssea dos fêmures, as quais foram diferenciadas 
em osteoblastos. Posteriormente, foi realizado o plaqueamento celular para a 
realização do teste de viabilidade nos diferentes hidrogéis. Finalmente, foi realizado 
o experimento in vivo, em que as ratas Wistar novamente foram divididas a partir 
das cirurgias SHAM e OVX realizadas e a seguir distribuídas para cada subgrupo. 
Após 8 semanas das cirurgias, todos os animais foram submetidos à confecção do 
defeito ósseo crítico na epífise distal dos fêmures direitos, os quais foram 
preenchidos com as amostras de hidrogéis 3D com tamanho de 3x3mm dos grupos: 
hidrogel puro, hidrogel incorporado com partículas de biovidro e hidrogel incorporado 
com partículas de biovidro funcionalizadas com os fármacos raloxifeno ou ranelato 
de estrôncio. No grupo controle os defeitos foram preenchidos apenas com coágulo. 
A eutanásia dos animais foi realizada 4 semanas após o procedimento cirúrgico e os 
fêmures foram coletados para a realização das análises de microtomografia 
computadorizada, além das avaliações histológica, histomorfométrica e 
imunoistoquímica, para avaliar a qualidade e a quantidade de tecido ósseo 
neoformado na área do defeito, bem como a presença de marcadores TRAP, 
osteocalcina e osteoprotegerina e Rank-L. Os dados quantitativos foram submetidos 
ao teste de normalidade e teste estatístico apropriado (paramétrico anova dois 
fatores e não paramétrico Kruskal Wallis), com nível de significância de 5%. Os 
resultados mostraram que a técnica foi eficiente para produzir os diferentes 
hidrogéis, que não foram citotóxicos (p>0,05) e que foi possível preencher os 
defeitos com os materiais confeccionados. Não houve diferença estatística 
significante (p>0,05) entre os grupos na neoformação óssea e os marcadores para 
remodelação óssea das reações de imunoistoquímica estiveram presentes em todos 
os grupos analisados. Apesar dos resultados promissores, novos estudos precisam 
ser realizados para comprovar a eficácia do hidrogel. 
Palavras-chave: drug delivery, ovariectomia, impressão em 3D, regeneração óssea. 



 

 
ABSTRACT 

 

 
Hydrogel as a drug delivery system of strontium ranelate and raloxifene, 3d printed, 
for bone repair in ovariectomized rat: in vitro and in vivo study. dissertation. São José 
dos Campos (SP): São Paulo State University (Unesp), Institute of Science and 
Technology; 2025. 

 
 
 

This study investigated the influence of drug delivery systems using hydrogels 
incorporated with bioactive glass particles functionalized with drugs on the 
regeneration of critical bone defects in the femurs of ovariectomized rats. The 
medications used to functionalize the bioactive glass particles were raloxifene and 
strontium ranelate. Initially, the synthesis and characterization of the bioactive glass 
were performed, followed by its functionalization with the drugs using the 
sonochemical route. Subsequently, hydrogels incorporated with the functionalized 
bioactive glass were produced using 3D printing techniques, and their 
characterization was conducted. For the in vitro cell viability test, eight Wistar rats 
were initially divided into two groups: SHAM—undergoing a sham surgery of bilateral 
ovariectomy, and OVX—undergoing bilateral ovariectomy. After 8 weeks, the rats 
were euthanized for the isolation of mesenchymal cells from the bone marrow of their 
femurs, which were then differentiated into osteoblasts. Cell plating was then 
performed to assess viability in the different hydrogels. Finally, an in vivo experiment 
was conducted in which young Wistar rats were again divided based on the SHAM 
and OVX surgeries and subsequently distributed into subgroups. Nine weeks after 
the surgeries, all animals underwent the creation of a critical bone defect in the distal 
epiphysis of the right femurs, which were filled with coagulum or 3D hydrogel 
samples measuring 3x3 mm from the following groups: pure hydrogel, hydrogel 
incorporated with bioactive glass particles, and hydrogel incorporated with bioactive 
glass particles functionalized with raloxifene or strontium ranelate. Euthanasia was 
performed four weeks after the surgical procedure, and the femurs were collected for 
micro-computed tomography analyses to evaluate the morphometry of the bone 
formed in the critical defect area, as well as histological, histomorphometric, and 
immunohistochemical evaluations to assess the quality and quantity of newly formed 
bone tissue in the defect area. Additionally, the presence of TRAP, osteocalcin, 
osteoprotegerin, and Rank-L markers was analyzed. Quantitative data were 
subjected to the Kolmogorov-Smirnov normality test to select the appropriate 
statistical test (two-way ANOVA for parametric data and Kruskal-Wallis for non- 
parametric data), with a significance level of 5%. The results showed that the 
technique was efficient in producing the different hydrogels, the hydrogels were not 
cytotoxic, and the defects could be filled with the manufactured hydrogels. No 
statistically significant difference was found in bone neoformation across the tested 
groups, and markers for bone remodeling from the immunohistochemical reactions 
were present in all analyzed groups. Despite the promising results, further studies 
are needed to confirm the material's efficacy. 

 
Keywords: drug delivery; ovariectomy; 3D printing; bone regeneration
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

 
A osteoporose pode ser definida como uma doença sistêmica esquelética 

caracterizada pela diminuição da massa óssea e deterioração da microarquitetura 

desse tecido com consequente aumento na fragilidade do osso e suscetibilidade às 

fraturas (Lirani-Galvão, Lazaretti-Castro, 2010; McNamara, 2010). Dados 

epidemiológicos revelaram que o perfil de pacientes mais afetados são mulheres 

acima de 50 anos, sendo que uma em cada três experimentará uma fratura 

decorrente de fragilidade óssea durante sua vida, resultado da atenuada produção 

estrogênica após o período menopáusico (Li,Wang, 2018). Essa deficiência 

compromete o metabolismo ósseo, principalmente, em fases tardias de 

diferenciação e maturação de osteoblastos, exercendo um efeito direto nessas 

células (Kubota et al., 2018). Acrescenta-se ainda que a diminuição de hormônios 

esteroides sexuais, principalmente o estrógeno, promove aumento na vida útil de 

osteoclastos, devido a diminuição no processo de apoptose dessas células e 

influência no tempo de vida útil de osteoblastos e osteócitos, ocasionando um 

desequilíbrio entre a reabsorção e a formação do tecido ósseo, sendo o primeiro 

favorecido (Manolagas, 2000). 

O reparo ósseo é didaticamente dividido em três fases, são elas: inflamação, 

reparo propriamente dito e remodelação óssea, sendo o reparo ósseo amplamente 

influenciado pela fase inflamatória que terá um papel importante no processo de 

cura que se propagará a seguir (Maruyama et al., 2020). Em condições de 

normalidade, a interação do biomaterial com o sangue resulta na liberação de 

fatores quimiotáticos específicos que direcionaram os macrófagos para o sítio da 

ferida cirúrgica (Broughton et al., 2006). Através de uma série de fatores, o 

estrógeno inibe a formação de osteoclastos (Pacifi,1996); e após a ovariectomia, 

ocorre aumento de RANKL (ligante ativador de osteoclastos) (Cenci et al., 2000). 

Além disso, macrófagos secretam mediadores pró-inflamatórios e 

quimiotáticos, que iniciarão o recrutamento de células inflamatórias e células 

mesenquimais (MSC) (Pajarinen et al., 2019). Já a interleucina 10 (IL-10) aumenta 

sua produção quando o estímulo do processo inflamatório é eliminado, iniciando a 
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fase de produção de mediadores anti-inflamatórios (Maruyama et al., 2020). Nesse 

contexto, pacientes que sofrem de osteoporose, exibem um processo de 

cicatrização óssea prejudicado (Russow et al., 2018), tornando desafiador o 

tratamento de defeitos ósseos ou fraturas nos ossos nestes organismos 

comprometidos (Van Houdt et al., 2018). Assim, devido a modificação no processo 

normal de remodelação óssea, por vezes é necessária a implantação de 

biomateriais capazes de auxiliar no tratamento cirúrgico de pacientes que 

apresentam fraturas osteoporóticas. 

A perda óssea em pacientes com osteopenia ou osteoporose reduz a 

qualidade de vida destes indivíduos e a administração de medicamentos estimula a 

formação de tecido ósseo nestas áreas de baixa densidade óssea (Costa, Reagan, 

2019). A terapia farmacológica pode ser dividida em duas classes de agentes, 

aqueles com ação anti-reabsortiva representados pelos bifosfonatos, moduladores 

seletivos de receptores de estrógeno (SERMS) e denosumabe e o grupo com ação 

anabólica, constituído pelo paratormônio (PTH) e o ranelato de estrôncio que 

favorecem a neoformação óssea (Tella et al., 2014). Tanto os medicamentos anti- 

reabsortivos como os anabólicos podem ser utilizados como tratamentos auxiliares 

para estas condições sistêmicas. 

As medicações classificadas como anti-reabsortivas, da classe dos 

bifosfonatos ainda se mantém como a primeira escolha para a terapia anti- 

osteoporose (Baccaro et al., 2015), entretanto há ressalvas quanto a sua utilização 

sistêmica, especialmente pela ocorrência das osteonecrose dos maxilares (Ruggiero 

et al., 2014), conduzindo por vezes a opção do tratamento com medicamentos 

moduladores seletivos de receptores de estrógeno (SERMS) como o raloxifeno que 

apresenta poucos efeitos colaterais e comprovada eficácia clínica (Rey et al., 2009). 

Outro medicamento correlacionado com efeitos colaterais sistêmicos é o ranelato de 

estrôncio, que promove alterações cardiovasculares consideráveis (Martin-Merino et 

al., 2018). 

O raloxifeno aumenta a densidade óssea mineral pela alteração da taxa 

RANKL/OPG e também age diminuindo o número de osteoclastos por meio da 

redução da interleucina 6 (IL-6) e produção da interleucina 1 beta (IL-1β) que 

regulam o fator de crescimento transformador beta (TGF- β) (Rey et al., 2009). Na 

formação óssea o raloxifeno age por meio do aumento da proliferação de 
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osteoblastos (Taranta et al., 2002). Estudos clínicos comprovaram a eficácia do uso 

do medicamento raloxifeno para o tratamento de osteoporose em mulheres no 

período da pós-menopausa (Rey et al., 2009). Diversos estudos in vivo com animais 

também observaram resultados positivos deste medicamento (Ramalho-Ferreira et 

al., 2015; RamalhoFerreira et al., 2017 Yogui et al., 2018). Lisboa-Filho et al. (2018) 

estudaram o potencial da combinação do biovidro incorporado com raloxifeno a 20% 

por meio do método sonoquímico para reparo de defeitos críticos em calvária de 

ratos, concluindo que a combinação pode favorecer à formação óssea favorável. No 

presente estudo essa técnica já comprovadamente eficaz, foi utilizada para a 

funcionalização das partículas do biovidro com os medicamentos (Lisboa-Filho et al., 

2018). 

O ranelato de estrôncio, é uma droga de efeito duplo no turnover ósseo, que 

age simultaneamente sobre os osteoblastos na formação óssea e na diminuição da 

reabsorção pelos osteoclastos. Assim atua tanto como medicamento anabólico 

como modulador seletivo de receptores de estrógeno, com especificidade para os 

receptores presentes em osteoblastos (Almeida et al., 2016; Querido et al., 2014; 

Tian et al., 2014; Silva et al., 2018). Por outro lado, este medicamento tem 

apresentado efeitos adversos sobre a atividade cardiovascular/hemodinâmica dos 

pacientes quando administrado sistemicamente (Martin-Merino et al., 2018). 

Grande ênfase tem sido dada ao tratamento da osteoporose utilizando 

agentes sistêmicos, enquanto poucas pesquisas avaliaram o efeito destes 

medicamentos usados localmente (Cheng et al., 2013; Van Houdt et al., 2018). Os 

sistemas de drug delivery são eficazes e permitem a liberação controlada e gradual 

de componentes ativos presentes em matrizes como polímeros (Calori et al., 2020) 

ou hidrogel (Wang et al., 2014; Olov N , 2022) ou ainda presentes em partículas 

funcionalizadas nestas matrizes relatado no estudo prévio do nosso grupo Lisboa- 

Filho et al., (2018). A proposta neste presente estudo é associar as partículas 

funcionalizadas com o medicamento no hidrogel. Os hidrogéis vêm se destacando 

porque são matrizes tri-dimensionais capazes de reter grande quantidade de água e 

permanecerem edemaciados similarmente aos tecidos corpóreos. As ligações físicas 

e químicas presentes nesta matriz são fundamentais para a construção de uma rede 

hidrofílica, que também pode ser incorporada com agentes químicos 

(medicamentos) e/ou partículas como o biovidro, dando origem aos sistemas drug 
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delivery (Del Valle et al., 2017). Há diferentes técnicas de produção de hidrogel, 

como por exemplo a metodologia da impressão 3D, onde o hidrogel é impresso já no 

formato do defeito (Wang et al., 2014) ou como cimentos injetáveis (Liu et al., 2017) 

que são utilizados em situações de defeitos irregulares e são pouco invasivos devido 

a sua metodologia de aplicação (Sivashanmugam et al., 2015). O desenvolvimento 

de sistema drug delivery em hidrogéis que possam melhorar o desempenho local 

das células ósseas presentes na área da lesão, quando o paciente apresenta 

situações sistêmicas comprometidas, se faz importante visando melhorar a 

qualidade de vida de pacientes. 

Esses sistemas drug delivery, como citado anteriormente, podem estar 

associados apenas a matrizes poliméricas ou de hidrogel ou ainda podem estar 

combinados com partículas ativas que tornarão o sistema mais funcional. Neste 

contexto, os biovidros surgem como uma opção de otimizar o hidrogel drug delivery, 

uma vez que formam na sua superfície a hidroxicarbonato apatita, um material 

capaz de induzir a adesão e proliferação de células osteogênicas para o local do 

defeito ósseo (Rizwan et al., 2017). O biovidro mais utilizado é o 45S5 devido a sua 

bioatividade, osteoestimulação, osteocondução entre outras propriedades 

importantes para a regeneração óssea (Albulescu et al., 2019; Aguilar-Reyes et al., 

2012; Ioannou et al., 2015). Além disso, é capaz de induzir a liberação de íons 

específicos para promover uma resposta intra e extra-celular que conduziu a 

acelerada reparação óssea (Sharifi et al., 2016). Recentemente, a utilização do 

biovidro e biocerâmicas no sistema de drug delivery vem se tornando uma opção 

para estimular a neoformação óssea (Lisboa-Filho et al., 2018; Van Houdt et al., 

2018) como a proposta deste estudo. 

Neste estudo foi proposto o uso de hidrogel incorporado com biovidro 

funcionalizado com fármacos que foram aplicados localmente no tecido ósseo, 

visando minimizar os efeitos colaterais. A funcionalização das partículas de biovidro 

presentes no hidrogel visa otimizar as condições para a neoformação óssea em 

defeitos ósseos críticos. Foram avaliados dois medicamentos nas funcionalizações, 

buscando-se verificar qual dos medicamentos localmente estimula melhores 

respostas no reparo ósseo. Portanto, neste projeto, investigou-se a ação de 

biomateriais no reparo ósseo de ratas Sham e ovariectomizadas, a fim de simular 

alterações sofridas no período pós menopausa devido a deficiência do estrógeno. 
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7 CONCLUSÃO 

 
 

 
Pôde-se concluir que a técnica foi eficiente para produzir os diferentes 

hidrogéis, que responderam satisfatoriamente aos testes de caracterização 

propostos, exibindo um adequado tamanho e formato das partículas do biovidro, 

arquitetura porosa do hidrogel impresso em 3D, além de exibirem capacidade 

hidrofílica comprovada pelos testes de molhabilidade e de intumescimento. 

Com relação a segurança, nenhum dos hirdrogéis avaliados foi considerado 

citotóxico. Apesar do parâmetro espaçamento entre as trabéculas avaliado pela 

microtomografia ter apresentado valores estatisticamente maiores para o grupo 

coágulo OVX, que pode estar relacionado com aumento da fragilidade óssea desse 

grupo em relação aos animais experimentais, no entanto, nos demais parâmetros e 

na mensuração da neoformação óssea pela histomorfometria os grupos não 

apresentaram diferença estatística. Os imunomarcadores relacionados com a 

remodelação óssea foram expressos em todos os grupos. 

Apesar dos resultados promissores, o estudo sobre a liberação do material, 

se faz necessário para entender melhor sobre seu funcionamento, e melhorar suas 

propriedades almejando uma resposta positiva no reparo ósseo. O desenvolvimento 

de um novo biomaterial e aplicação de combinação de técnicas de engenharia 

tecidual é fundamental para evolução e embasamento de futuros estudos de 

tratamentos alternativos para osteoporose. 
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