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RESUMO

Simionato GC. Efeitos do uso de uma membrana de quitosana enriquecida com cha
verde (Camellia sinensis) como terapia adjuvante preventiva a osteonecrose dos
maxilares. 2026. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Aragatuba, 2026.

A osteonecrose dos maxilares induzidas por medicamentos (MRONJ) é uma
complicagdo associada ao uso de farmacos antirreabsortivos, apresentando maior
prevaléncia em mulheres idosas sob tratamento oncoldgico. Compostos naturais tém
sido estudados por seu potencial de prevencédo. O objetivo do presente estudo foi
avaliar a porcentagem de tecido 6sseo nao vital, reparo alveolar e fechamento da
ferida, investigando os efeitos do uso de membranas de quitosana pura (MQt) e de
quitosana enriquecida com cha verde (MQtCV) como terapia adjuvante preventiva a
MRONJ, em alvéolos pés-exodontia de ratas fémeas com fatores de risco associados.
Foram utilizadas 90 ratas distribuidas em nove grupos experimentais, conforme a
combinagao dos seguintes fatores: cirurgia, ovariectomias bilaterais simulada (SHAM)
ou convencional (OVX), tratamento medicamentoso via intraperitoneal de solugéo
salina (SS, 0,9%) ou de zoledronato (ZOL, 100 pg/kg) e abordagem local do alvéolo
(mantenimento de coagulo (CG), implementacdo de membrana de quitosana pura
(MQt), ou de membrana de quitosana enriquecida com cha verde (MQtCV),
constituindo os seguintes grupos: SHAM-SS-CG, SHAM-SS-MQt, SHAM-SS-MQtCV,
OVX-SS-CG, OVX-SS-MQt, OVX-SS-MQtCV, OVX-ZOL-CG, OVX-ZOL-MQt e OVX-
ZOL-MQtCV. Um dia que antecedeu ao inicio do tratamento medicamentoso com SS
ou ZOL, todos os animais foram submetidos a periodontite induzida por ligadura (LIP)
no primeiro molar inferior esquerdo, seguido no dia 21, pela exodontia (EX) e
intervencdo alveolar, e apos 28 dias da EX, a eutanasia. As amostras foram
encaminhadas para as analises clinica, histopatoldgica, histométrica, histoquimica
pela coloragéo de Picrosirius red e de microtomografia computadorizada. Os dados
foram analisados estatisticamente usando o Bioestat 5.3 (p<0,05). Na presenca do
ZOL, os animais apresentaram atraso e comprometimento significativo do fechamento
da ferida supra-alveolar, com caracteristicas compativeis com MRONJ, além um
elevado volume 6sseo (BV/TV) associado a maior porcentagem de tecido ésseo nao
vital (PONV), intenso infiltrado inflamatério que se estendeu por todo o tecido

conjuntivo. Entretanto, nos grupos em que foram adicionas as membranas, em



particular, o grupo OVX-ZOL-MQtCV, o reparo tecidual se deu de forma parcial,
demonstrando efeito discreto na modulagédo dos danos provocados pelo ZOL. Conclui-
se que o uso das membranas de quitosana pura (MQt) e de quitosana enriquecida
com cha verde (MQtCV) como terapia adjuvante preventiva promoveu efeitos
discretos e pontuais sobre o reparo alveolar e o fechamento da ferida supra-alveolar
em ratas ovariectomizadas, porém nao sendo suficiente para impedir a formacao de

tecido 6sseo nao vital associada a MRONUJ.

Palavras-chave: osteonecrose associada a bisfosfonatos; acido zoledrbénico; cha

verde; bisfosfonatos.



ABSTRACT

SIMIONATO GC. Effects of the use of a chitosan membrane enriched with green tea
(Camellia sinensis) as a preventive adjuvant therapy to osteonecrosis of the jaws.
2026. Dissertagao (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Aragatuba, 2026.

Medication-induced osteonecrosis of the jaws (MRONJ) is a complication associated
with the use of antiresorptive drugs, with a higher prevalence in elderly women
undergoing cancer treatment. Natural compounds have been studied for their potential
for prevention. The aim of the present study was to evaluate the percentage of non-
vital bone tissue, alveolar repair and wound closure, investigating the effects of the use
of pure chitosan (MQt) and green tea-enriched chitosan (MQtCV) membranes as
preventive adjuvant therapy to RONJM, in post-extraction alveoli of female rats with
associated risk factors. A total of 90 rats were distributed into nine experimental
groups, according to the combination of the following factors: surgery, simulated
bilateral ovariectomies (SHAM) or conventional ovariectomies (OVX), intraperitoneal
drug treatment of saline solution (SS, 0.9%) or zoledronate (ZOL, 100 pg/kg) and local
approach to the alveolus (clot maintenance (CG), implementation of pure chitosan
membrane (MQt), or green tea-enriched chitosan membrane (MQtCV), constituting the
following groups: SHAM-SS-CG, SHAM-SS-MQt, SHAM-SS-MQtCV, OVX-SS-CG,
OVX-SS-MQt, OVX-SS-MQtCV, OVX-ZOL-CG, OVX-ZOL-MQt and OVX-ZOL-
MQtCV. One day prior to the start of drug treatment with SS or ZOL, all animals were
submitted to ligation-induced periodontitis (IPL) in the left mandibular first molar,
followed on day 21 by tooth extraction (EX) and alveolar intervention, and 28 days after
EX, euthanasia. The samples were sent for clinical, histopathological, histometric,
histochemical analysis by Picrosirius red staining and microcomputed tomography.
The data were statistically analyzed using Bioestat 5.3 (p<0.05). In the presence of
ZOL, the animals showed significant delay and impairment in the closure of the
supraalveolar wound, with characteristics compatible with RONJM, in addition to a high
bone volume (BV/VT) associated with a higher percentage of non-vital bone tissue
(PONV), an intense inflammatory infiltrate that extended throughout the connective
tissue. However, in the groups in which the membranes were added the OVX-ZOL-
MQtCV group, tissue repair was partial, demonstrating a slight effect on the modulation

of the damage caused by the ZOL. It was concluded that the use of pure chitosan



(MQt) and green tea-enriched chitosan (MQtCV) membranes as preventive adjuvant
therapy promoted discrete and punctual effects on alveolar repair and supraalveolar
wound closure in ovariectomized rats but was not sufficient to prevent the formation of

non-vital bone tissue associated with MRONJ.

Keywords: bisphosphonate-associated osteonecrosis; zoledronic acid; green tea;

bisphosphonates.
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Design experimental. (A) Linha do tempo ilustrando os
procedimentos experimentais realizados durante o estudo. (B)
Ligadura instalada no primeiro molar inferior esquerdo para
desenvolver periodontite induzida por ligadura; (C) Aspecto clinico
de periodontite induzida por ligadura trés semanas apos instalagcéo
da ligadura; (D) Administracdo das medicagdes via intraperitoneal;
(E) Aspecto clinico do alvéolo pés-exodontia; (F) Aspecto clinico do
alvéolo com implementacdo da membrana de quitosana
previamente ao fechamento da ferida.

Aspecto final da confeccdo das membranas de (A) quitosana pura
(MQt) e de (B) quitosana enriquecida com cha verde (MQtCV).
Fotomicrografia representativa das regides de interesse (ROIs). A
ROI 1 esta demarcada em rosa, correspondendo a regido do alvéolo
ocupado previamente pela raiz distal do primeiro molar inferior
esquerdo; a ROI 2 esta delimitada em laranja, correspondente a
regido do osso interseptal pré-existente, entre as raizes mesial e
distal; e a ROl 3 demarcada em verde, correspondendo a regiao do
fechamento da ferida supra-alveolar, no centro da lamina prépria da
mucosa que recobre o local da exodontia.

Avaliagao clinica intraoral dos alvéolos pds-exodontia dos grupos
experimentais (1A) SHAM-SS-CG; (1B) SHAM-SS-MQt; (1C)
SHAM-SS-MQtCV; (2A) OVX-SS-CG; (2B) OVX-SS-MQt; (2C) OVX-
SS-MQtCV; (3A) OVX-ZOL-CG; (3B) OVX-ZOL-MQt; (3C) OVX-
ZOL-MQtCV.

Aspectos histopatologicos dos sitios de exodontia do primeiro molar
inferior esquerdo, aos 28 dias pds-operatério. (A.1, B.1, C.1)
Fotomicrografias representativas dos alvéolos dos grupos (A.1)
SHAM-SS-CG, (B.1) SHAM-SS-MQt e (C.1) SHAM-SS-MQtCV.
(A.2, B.2, C.2) Fotomicrografias em maior aumento demonstrando
caracteristicas histologicas da regiao apical, referente a ROI 1. (A.3,
B.3, C.3) Fotomicrografias em maior aumento referentes a ROI 2.

(A.4, B.4, C.4) Fotomicrografias em maior aumento demonstrando
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Figura 6

Figura 7

Figura 8

caracteristicas histolégicas do tecido conjuntivo da ferida supra-
alveolar, referente a ROI 3. Teste estatistico: Kruskal-Wallis e pds-
teste Student-Newman-Keuls. Coloragdo: Hematoxilina e Eosina.

Aumento original: 400x. Barras de escala: 100 ym.

Aspectos histopatologicos dos sitios de exodontia do primeiro molar
inferior esquerdo, aos 28 dias pos-operatério. (A.1, B.1, C.1)
Fotomicrografias representativas dos alvéolos dos grupos (A.1)
OVX-SS-CG, (B.1) OVX-SS-MQt e (C.1) OVX-SS-MQtCV. (A.2,B.2,
C.2) Fotomicrografias em maior aumento demonstrando
caracteristicas histolégicas da regido apical, referente a ROl 1. (A.3,
B.3, C.3) Fotomicrografias em maior aumento referentes a ROI 2.
(A.4, B.4, C.4) Fotomicrografias em maior aumento demonstrando
caracteristicas histolégicas do tecido conjuntivo da ferida supra-
alveolar, referente a ROI 3. Teste estatistico: Kruskal-Wallis e pés-
teste Student-Newman-Keuls. Coloragdo: Hematoxilina e Eosina.

Aumento original: 400x. Barras de escala: 100 ym.

Aspectos histopatologicos dos sitios de exodontia do primeiro molar
inferior esquerdo, aos 28 dias pos-operatério. (A.1, B.1, C.1)
Fotomicrografias representativas dos alvéolos dos grupos (A.1)
OVX-ZOL-CG, (B.1) OVX-ZOL-MQt e (C.1) OVX-ZOL-MQtCV. (A.2,
B.2, C.2) Fotomicrografias em maior aumento demonstrando
caracteristicas histoldgicas da regido apical, referente a ROI 1. (A.3,
B.3, C.3) Fotomicrografias em maior aumento referentes a ROI 2.
(A.4, B.4, C.4) Fotomicrografias em maior aumento demonstrando
caracteristicas histolégicas do tecido conjuntivo da ferida supra-
alveolar, referente a ROl 3. Simbolos: setas pretas indicando
lacunas vazias ou ocupadas por restos necroéticos de ostedcitos.
Teste estatistico: Kruskal-Wallis e poés-teste Student-Newman-
Keuls. Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Aumento original: 400x.
Barras de escala: 100 ym.

Avaliagao quantitativa da porcentagem total de osso neoformado
(PTON) e da porcentagem de osso nao vital (PONV). (A) Médias e

desvios padrao (M+DP) da PTON de cada grupo experimental. Teste

38

39

41



Figura 9

estatistico: ANOVA e pés-teste de Tukey (p< 0,05). Simbolo: *,
diferenca estatistica com SHAM-SS-CG (p< 0,05). (B) Médias e
desvios padrbes (MtDP) da PONV de cada grupo experimental.
Teste estatistico: ANOVA e pos-teste de Tukey (p< 0,05). Simbolos:
*, diferenca estatistica com SHAM-SS-CG; #, diferenca estatistica
com SHAM-SS-MQT; $, diferenca estatistica com OVX-ZOL-
MQTCV (ps 0,05). (C-K) Fotomicrografias mostrando as
caracteristicas histologicas do alvéolo dos grupos (C) SHAM-SS-
CG, (D) SHAM-SS-MQt, (E) SHAM-SS-MQtCV, (F) OVX-ZOL-CG,
(G) OVX-ZOL-MQt, (H) OVX-ZOL-MQtCV, (1) OVX-SS-CG, (J) OVX-
SS-MQt, (K) OVX-SS-MQtCV. Coloragado: H&E. Barras de escala:
(C-K) 70pm.

Nivel de maturagcdo das fibras colagenas nos diferentes grupos
experimentais aos 28 dias pds-operatério da ferida supra-alveolar,
na ROI 3. (I) Porcentagem de fibras colagenas vermelhas e verdes,
representando o grau de maturagéo das fibras colagenas no tecido
conjuntivo da membrana mucosa que recobre o local da exodontia,
expressa em média = desvio padrao. (Il) A-l: Fotomicrografias
representativas do nivel de maturacao das fibras de colageno nos
grupos experimentais: (A) SHAM-SS-CG; (B) SHAM-SS-MQt; (C)
SHAM-SS-MQtCV; (D) OVX-SS-CG; (E) OVX-SS-MQYt; (F) OVX-SS-
MQtCV; (G) OVX-ZOL-CG; (H) OVX-ZOL-MQt; e (I) OVX-ZOL-
MQtCV. Teste estatistico: ANOVA e pos-teste de Tukey (p<0,05).
Ndo houve diferenga estatisticamente significativa. Coloragao:
Picrosirius Red (PSR) em microscopia de luz polarizada. Ampliagao

original: 250x. Barras de escala: 100 pm.

Figura 10 Analise  qualitatva com imagens representativas  dos

microtomografia computadorizada (MicroCT) do alvéolo pds-
exodontia do primeiro molar inferior esquerdo, demonstrando
cicatrizagbes completa, parcial, incompleta ou exposigao éssea. (A)
SHAM-SS-CG; (B) SHAM-SS-MQt; (C) SHAM-SS-MQtCV; (D) OVX-
SS-CG; (E) OVX-SS-MQt; (F) OVX-SS-MQtCV; (G) OVX-ZOL-CG;
(H) OVX-ZOL-MQY; (1) OVX-ZOL-MQtCV.
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Figura 11 Andlise quantitativa por microtomografia computadorizada (micro- 47
CT) na ROI 2. (a) Grafico mostrando as porcentagens médias de
volume 6sseo em todos os grupos, obtidas por meio de analise de
microtomografia computadorizada. (b) Grafico do numero médio de
trabéculas. (c) Grafico representando a separagao trabecular/mm
em todos os grupos. (d) Grafico das porcentagens médias de
porosidade total para todos os grupos. Teste estatistico: ANOVA um
critério e pods-teste de Tukey (comparagbes multiplas) (p<0,05).
Simbolos: *, diferenga estatisticamente significativa em relagao a
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estatisticamente significativa em relacdo a OVX-SS-MQtCV; ¢,

diferenga estatisticamente significativa em relagdo a OVX-ZOL-MQt.
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1 INTRODUGAO

A osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos (MRONJ) é um
efeito adverso do uso dos Bisfosfonatos (BFs), medicamentos da classe dos
antirrebasortivos’. A MRONJ, em uma recente definicdo de Ruggiero et al. (2022)?,
pela Associagdo Americana de Cirurgia Oral e Maxilofacial (AAOMS), foi relatada
como sendo a “presencga de 0sso exposto na regido maxilofacial por periodo superior
a oito semanas, em pacientes submetidos a tratamento anterior ou atual com drogas
antirreabsortivas e sem historia prévia de radioterapia nos maxilares”. Os BFs sao
importantes medicamentos antirreabsortivos para o tratamento de desordens dsseas
como osteoporose, doenca de Paget e osteogénese imperfeita, quando receitado
como dosagem osteoporoética, bem como para o controle de dores 6sseas, mieloma
multiplo, inibigdo da progressao de metastases 6sseas e modulagéo de hipercalcemia,
usado em concentragdes mais elevadas, como complemento para terapia
antineoplasica®34. A prevaléncia dos casos de MRONJ se encontra grande parte,
associada ao BF zoledronato (ZOL), principalmente pelo fato do seu uso, estar

associado a terapia antineoplasica’-.

O grupo mais acometido por esta condigdo sdo mulheres em idade avancgada
submetidas a terapia adjuvante com BPs via intravenosa para tratamento
antineoplasico®®, que apresentem doengas sistémicas associadas, como Diabetes
Melito. O osso gnatico mais acometido pela MRONJ é a mandibula, mais
especificamente nas regides de pré-molares e molares. No que se diz respeito aos
fatores de riscos locais, as extracdes dentarias e desordens de natureza inflamatéria-
infecciosa crénica, como a periodontite, encontram-se como as principais
desencadeadoras’. Uma vez que sua etiopatogenia ainda ndo é completamente
elucidada, seu tratamento se torna limitado, reforcando a importancia e o crescente

interesse por terapias preventivas®?2.

Dentre os fatores etiopatolégicos para o desenvolvimento da MRONJ, foram
identificados a supressado dos osteoclastos reabsortivos, provocando microfraturas
O0sseas acumuladas, favorecendo a presenga abundante de areas de tecido dsseo
nao vital; os efeitos antiangiogénicos potente dos BFs resultando em necrose
avascular; os efeitos citotdxicos, resultando na diminuicdo da capacidade de reparo

de tecidos moles e duros; o aumento da susceptibilidade a infecgao do tecido dsseo;
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e disfuncao da resposta imune local®® 1%, Diante disso, o seu tratamento, baseado na
prevencdo do desencadeamento da doenga, ndo apresenta ainda um protocolo
padrao ouro estipulado. Diferentes terapias clinicas podem ser utilizadas, como o uso
de antibioticoterapia profilatica em pacientes com historico de uso prolongado de BFs,
principalmente quando o paciente necessita de algum procedimento odontologico
invasivo'!; uso de enxaguatdrio bucal com gluconato de clorexidina 0,12%, remogao
cirurgica de lesdo e/ou uso de medicamentos'? e terapias alternativas como terapia
fotodinamica antimicrobiana (aPDT)'3; porém nenhuma medida pode ser considerada
totalmente eficaz para prevencdao da MRONJ, sendo assim pesquisas pré-clinicas,
baseado em modelos experimentais padronizados e semelhantes ao grupo de risco,

sao necessarios para avaliacdo de terapias curativas/preventivas.

A busca por terapias alternativas baseadas em plantas e chas para a prevengao
e a resolucao de patologias orais vem ganhando destaque no ambito odontoldgico
nas Ultimas décadas, devido ao seu o6timo custo-beneficio e disponibilidade.
Cultivado atualmente em mais de 30 paises e com origem historica na China’®, o cha
apresenta amplo alcance global, sendo consumido por mais de 3 bilhdes de pessoas'®
e esta entre as bebidas nao alcodlicas mais consumidas mundialmente, sendo dividida
em seis grupos principais: cha verde, cha preto, cha branco, cha amarelo, cha Oolong
e cha escuro’. O cha verde (Camellia sinensis) (CV) é composto por Polifendis'’, que
compreendem as catequinas e os flavonodides'®. As catequinas do CV, principalmente
a epigalocatequina-3-galato (EGCG), que ¢é o polifenol mais abundante na catequina,
apresenta propriedades antiinflamatdrias, antioxidantes, antiaterogénicas e
antibacterianas'®-?'. Conforme retratado por de Almeida et al. (2019)?, a presenga do
CV reduziu a inflamacédo, a atividade osteoclastica e a perda dssea alveolar na
periodontite experimental, em ratas, podendo estar associado ao tratamento natural

da periodontite?3.

Biomateriais poliméricos de origem natural tém sido amplamente investigados
na area da saude devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e capacidade
de interagéo favoravel com tecidos bioldgicos?*. Entre esses materiais, a quitosana
(Qt) destaca-se como um polissacarideo obtido a partir da modificagdo quimica da
quitina?®, substancia abundante em fontes marinhas, como crustaceos, moluscos e
algas?, o que traduz seu facil acesso, baixo custo e simples fabricagdo?’28, A

transformacao da quitina em Qt resulta em um material com propriedades fisico-
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quimicas mais adequadas para aplicagbes biomeédicas, devido a sua maior

solubilidade em meios levemente acidos e ao seu comportamento bioativo favoravel®°.

No ambito da regeneracdo tecidual na odontologia, membranas biologicas
exercem fungao essencial ao atuarem como barreiras seletivas, restringindo a invasao
de tecidos moles e favorecendo a migracao e a diferenciacdo de células envolvidas
na formacdo 6ssea®’-33, A Qt apresenta caracteristicas que a torna potencialmente
atrativa para esse fim, devido a sua baixa toxicidade, carater policatidnico’* e
capacidade de estabelecer interagdes eletrostaticas com componentes celulares e da
matriz extracelular, contribuindo para a adesao celular®3¢ e o controle microbiolégico

local®’.

Além disso, a versatilidade estrutural da Qt permite sua conformagdo em
diferentes sistemas, como membranas, microesferas, hidrogéis ou matrizes porosas,
possibilitando sua aplicagdo em ambientes bioldgicos distintos38. A formacao de
estruturas porosas favorece o crescimento celular tridimensional, a deposi¢cao de
matriz organica e a regeneracao tecidual. No entanto, materiais constituidos
exclusivamente por Qt podem apresentar limitagbes mecanicas e funcionais,
especialmente em condicoes Umidas3®. Nesse contexto, modificagcdes como
associagao da Qt com outros compostos bioativos tém sido exploradas com o objetivo

de potencializar seu desempenho.

A incorporacdo de agentes naturais com propriedades antioxidantes e
antimicrobianas, como o CV, surge como uma alternativa promissora para ampliar a
funcionalidade desses biomateriais, favorecendo o reparo tecidual e o controle de
infecgdes locais*?. Assim, o desenvolvimento de membranas a base de Qt associadas
a compostos bioativos, como CV, representa uma abordagem relevante e inovadora
para aplicacbes em regeneracao 0ssea e terapias adjuvantes preventivas de lesdes
como MRONUJ.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que o uso
das membranas de quitosana pura (MQt) e de quitosana enriquecida com cha verde
(MQtCV) como terapia adjuvante preventiva promoveu efeitos discretos e pontuais
sobre o reparo alveolar e o fechamento da ferida supra-alveolar em ratas
ovariectomizadas, porém ndo sendo suficiente para impedir a formacgao de tecido
0sseo nao vital associada a MRONJ. Esses achados indicam que, no modelo
experimental realizado, as membranas nao foram suficientes para anular
completamente os efeitos deletérios do modelo, sugerindo um potencial terapéutico
limitado, que depende da interagdo com a condicéo sistémica e reforca a necessidade

de novos estudos para melhor elucidar sua eficacia preventiva.
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