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RESUMO 

 

A remodelação óssea é um processo complexo influenciado por características 

intrínsecas dos ossos e por fatores externos. Atualmente, o uso de antirreabsortivos 

e antiangiogênicos tornou-se comum na prática clínica, indo além do tratamento de 

neoplasias com metástase óssea para incluir indivíduos com osteoporose. No entanto, 

esses medicamentos podem gerar efeitos indesejáveis como a Osteonecrose dos 

Maxilares Relacionada a Medicamentos (MRONJ). Portanto, há interesse crescente 

em terapias como a Oxigenação Hiperbárica (OH) e o Ozônio (OZ), que podem mitigar 

esses efeitos adversos. Este estudo visa compreender como o ácido zoledrônico afeta 

a reparação óssea alveolar e como tratamentos adjuvantes podem otimizar esse 

processo. Foram utilizados 54 ratos machos da linhagem Wistar, distribuídos 

aleatoriamente em grupos Controle, Osteonecrose, Osteonecrose+OZ, 

Osteonecrose+OH Osteonecrose+OZ+OH, com avaliações realizadas em períodos 

de 14 e 28 dias pós-exodontia. Foram realizadas análises histológicas, 

histomorfométricas e microtomografia computadorizada para avaliar o reparo ósseo. 

O uso de ácido zoledrônico causou alterações significativas no reparo ósseo alveolar, 

mesmo na ausência de MRONJ clinicamente evidente. Essas alterações foram mais 

evidentes aos 14 dias após a extração dentária, um momento crítico no processo de 

reparação óssea. Os tratamentos com OH e OZ mostraram-se benéficos para o reparo 

ósseo, com a combinação das duas terapias resultando em melhorias no volume 

ósseo total. Todos os grupos apresentaram um aumento no volume ósseo ao longo 

do tempo, e a combinação das terapias manteve resultados próximos ao grupo 

controle. Os resultados demonstram que o ácido zoledrônico causa alterações 

significativas no reparo ósseo alveolar, e que os tratamentos com OH e OZ, 

especialmente quando combinados, favoreceram o reparo ósseo. Apesar dos 

benefícios observados, esses tratamentos não conseguiram reverter completamente 

os danos causados pelo ácido zoledrônico. 

 

 

Palavras-chave: Osteonecrose; bisfosfonatos; modelos animais; Ozonioterapia; 

Oxigenação Hiperbárica 
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ABSTRACT 
 
 

Bone remodeling is a complex process influenced by intrinsic bone characteristics and 

external factors. Currently, the use of antiresorptive and antiangiogenic agents has 

become common in clinical practice, extending beyond the treatment of neoplasms 

with bone metastasis to include individuals with osteoporosis. However, these 

medications can lead to undesirable effects such as Medication-Related 

Osteonecrosis of the Jaw (MRONJ). Therefore, there is growing interest in therapies 

such as Hyperbaric Oxygenation (OH) and Ozone (OZ), which can mitigate these 

adverse effects. This study aims to understand how zoledronic acid affects alveolar 

bone repair and how adjunctive treatments can optimize this process. Fifty-four male 

Wistar rats were randomly assigned to Control, Osteonecrosis, Osteonecrosis+OZ, 

Osteonecrosis+OH, and Osteonecrosis+OZ+OH groups, with evaluations conducted 

at 14 and 28 days post-exodontia. Histological, histomorphometric, and computed 

tomography analyses were performed to assess bone repair. The use of zoledronic 

acid caused significant alterations in alveolar bone repair, even in the absence of 

clinically evident MRONJ. These changes were most pronounced at 14 days after tooth 

extraction, a critical time in the bone repair process. OH and OZ treatments were 

beneficial for bone repair, with the combination of both therapies resulting in 

improvements in total bone volume. All groups showed an increase in bone volume 

over time, and the combination of therapies maintained results close to the control 

group. The results demonstrate that zoledronic acid causes significant alterations in 

alveolar bone repair, and treatments with OH and OZ, especially when combined, 

favored bone repair. Despite the observed benefits, these treatments were unable to 

completely reverse the damage caused by zoledronic acid. 

 

 

Keywords: Osteonecrosis; bisphosphonates; Ozone; Hyperbaric Oxygen 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Os ossos desempenham funções fundamentais no organismo humano, 

contribuindo para a organização, sustentação e proteção de órgãos internos em 

conjunto com os músculos esqueléticos. Além disso, desempenham um papel crucial 

no armazenamento e equilíbrio de minerais e triglicerídeos, assim como na produção 

de células mesenquimais, eritrócitos, leucócitos e plaquetas através da medula óssea, 

um tecido conjuntivo especializado presente nos ossos longos. 

Embora aparentem ser estruturas inertes e estáticas, os ossos são altamente 

dinâmicos, passando por um processo contínuo de formação e reabsorção conhecido 

como remodelação óssea. Alterações nesse processo resultam em mudanças nas 

propriedades estruturais e na composição óssea, impactando tanto a geometria 

macroscópica quanto a microarquitetura. A remodelação permite que o osso se 

adapte aos estímulos, ajustando a arquitetura do esqueleto em resposta ao 

desenvolvimento e ao estresse sofrido.  

A remodelação óssea é um processo complexo e influenciado por 

características intrínsecas dos ossos, bem como fatores extrínsecos, como traumas, 

o uso de medicamentos/drogas, especialmente antirreabsortivos e antiangiogênicos, 

e terapias comumente indicadas para o tratamento de algumas patologias, como a 

radioterapia. 

O emprego de antirreabsortivos e antiangiogênicos está cada vez mais 

difundido na rotina dos pacientes. O que outrora estava predominantemente 

associado ao tratamento de neoplasias com propensão à metástase óssea, agora é 

extensivamente utilizado por indivíduos com algum grau de osteoporose e, em certos 

casos, até mesmo em situações de osteopenia. Essas substâncias demonstram 

eficácia no tratamento de doenças caracterizadas pela reabsorção óssea, oferecendo 

segurança em casos de neoplasias, como cânceres de mama e próstata, que 

possuem potencial de metastatização para os tecidos ósseos(1) 

Entretanto, tais medicamentos estão frequentemente associados a um efeito 

colateral importante, atualmente designado como Osteonecrose dos maxilares 

relacionada ao uso de medicamentos (MRONJ) (2). A MRONJ é uma condição 

patológica caracterizada pela exposição óssea persistente na região maxilofacial por 

mais de oito semanas, com histórico de tratamento com agentes antirreabsortivos ou 
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antiangiogênicos, excluindo casos com radioterapia nos maxilares ou metástase 

maxilar(1,3). 

Anteriormente, a terminologia utilizada para esta patologia era Osteonecrose 

dos Maxilares Relacionada a Bisfosfonatos (BRONJ), pois os primeiros casos 

documentados estavam associados especificamente aos bisfosfonatos. Hoje, já se 

sabe que a terminologia MRONJ é mais apropriada visto que medicamentos como 

bisfosfonatos (Ex: alendronato, risedronato, neridronato ibandronato, pamidronato, 

ácido zoledrônico), inibidores do ligante RANK (Ex: denosumabe) e antiangiogênicos 

(Ex: sunitinib, sorafenib, bevacizumabe e sirolimus) estão associados ao 

desenvolvimento da osteonecrose (3). As causas da MRONJ ainda são obscuras, mas 

parecem advir de uma complexa interação entre o metabolismo ósseo, trauma local, 

infecção, hipovascularização e o uso desses medicamentos. Neste trabalho, o 

enfoque serão os bisfosfonatos, pois foram as medicações utilizadas para indução de 

MRONJ no experimento. 

Os bisfosfonatos atuam impedindo a diferenciação e a atuação dos 

osteoclastos, resultando em inibição da reabsorção óssea e, por conseguinte, 

interrompendo o metabolismo ósseo local. Doenças que propiciam metástase óssea 

ou que causam um desequilíbrio no balanço do metabolismo ósseo, resultando em 

maior reabsorção que neoformação, como osteoporose e osteopenia, são 

particularmente beneficiadas por esses tratamentos (4). Entretanto, essas 

medicações podem desencadear o surgimento de áreas de tecido ósseo necrótico.  

As áreas de osteonecrose podem permanecer assintomáticas enquanto 

recobertas pelos tecidos moles circundantes. Quando ocorre a ruptura da integridade 

dos tecidos moles, podendo iniciar-se como uma fístula, o osso necrótico é exposto, 

tornando-se um meio propício para a proliferação bacteriana (5), apresentando um 

desafio substancial para o cirurgião dentista. 

Um desafio contemporâneo consiste no diagnóstico precoce de sítios 

necróticos, visando a prevenção da eventual exposição da osteonecrose. A 

identificação de aspectos imaginológicos, particularmente com o auxílio da 

Inteligência Artificial (IA), tem tornado cada vez mais real a perspectiva de diagnóstico 

e tratamento precoces. Certos achados imaginológicos podem ser valiosos quando 

correlacionados ao histórico do paciente, na busca por medidas preventivas em 

pacientes de risco, possibilitando um diagnóstico precoce antes do desenvolvimento 
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da MRJON. Contudo, essa abordagem ainda não está plenamente integrada à prática 

clínica odontológica (6). 

Diversas abordagens terapêuticas têm sido exploradas no contexto das 

MRONJs, desde intervenções mais invasivas, como remoção cirúrgica, até terapias 

conservadoras como agregados plaquetários, medicamentos com propriedades 

bactericidas e bioestimulantes, laser de baixa potência, ozônio e oxigenação 

hiperbárica. A combinação dessas terapias é frequentemente considerada para 

otimizar os resultados (7–9). 

Nesse cenário de uso de medicamentos antirreabsortivos, prevenção e 

tratamento das MRONJs, diversos modelos de estudo in vivo foram propostos. 

Evidências robustas apoiam o uso de terapias com diferentes formas de ozônio (gás, 

diluído em água destilada ou na forma de óleo ozonizado, administrado local ou 

sistemicamente) para o tratamento e prevenção da MRONJ (10,11). Similarmente, 

existem evidências substanciais do uso oxigenação hiperbárica para a mesma 

finalidade, sendo empregada tanto na prevenção quanto no tratamento das MRONJ 

(12). 

O presente estudo propôs um modelo de pesquisa in vivo visando identificar o 

potencial de neoformação óssea em animais que fizeram uso do ácido zolendrônico 

e foram submetidos à exodontia e tratados com ozonioterapia e/ou oxigenação 

hiperbárica.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

  

2.1 Bisfosfonatos 

A neoformação óssea representa um desafio significativo para a medicina 

contemporânea, especialmente em face do surgimento de medicamentos que 

apresentam, como efeito colateral, modificações no metabolismo ósseo (13). 

Condições clínicas comuns, como osteopenia e osteoporose, e mesmo patologias 

menos frequentes, como neoplasias com potencial de metástase óssea, têm se 

beneficiado do uso de medicamentos antirreabsortivos como os bisfosfonatos. Estas 

substâncias são empregadas para reduzir a reabsorção óssea, controlando o avanço 

de doenças reabsortivas no tecido ósseo (14). 

 Historicamente, os relatos mais antigos de osteonecrose estão associados ao 

uso de bisfosfonatos, levando à inicial correlação entre osteonecrose dos maxilares e 

esses medicamentos, com a terminologia Osteonecrose dos Maxilares Relacionada a 

Bisfosfonatos (BRONJ) (2). Atualmente, a nomenclatura foi ajustada para 

Osteonecrose dos Maxilares Relacionada ao Uso de Medicamentos (MRONJ), 

conforme sugerido pela Associação Americana de Cirurgiões Orais e Maxilofaciais. 

Essa modificação ocorreu porque os antireabsortivos como bisfosfonatos (Ex: 

alendronato, risedronato, neridronato ibandronato, pamidronato, ácido zoledrônico), 

inibidores do ligante RANK (Ex: denosumabe) e antiangiogênicos (Ex: sunitinib, 

sorafenib, bevacizumabe e sirolimus) estão associados ao desenvolvimento da 

osteonecrose (1,3). 

 

2.2 História e Epidemiologia  

 Os bisfosfonatos foram inicialmente sintetizados na metade do século XIX com 

o propósito original de atuarem como agentes quelantes de cálcio e outros minerais. 

No entanto, somente na década de 1960, essas substâncias passaram a ser 

efetivamente empregadas no tratamento de doenças do metabolismo do cálcio (15). 

No início dos anos 60, o biofísico Marion David Francis (17) demonstrou o 

potencial dos polifosfatos e bisfosfonatos, como etidronato e clodronato, em 

influenciar o processo fisicoquímico associado à calcificação (16). A química 

investigada desses fosfatos, juntamente com estudos de compostos fosfatados, como 

o pirofosfato, foram os precursores dos bisfosfonatos modernos. 
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Em 1962, Fleisch sintetizou o pirofosfato ao estudar moléculas endógenas 

presentes na urina e saliva com propriedades similares de quelar o cálcio (18). O 

primeiro uso terapêutico medicinal ocorreu em 1967, quando Francis e Fleisch 

colaboraram com o ortopedista Andrew Basset, de Nova York, para tratar com 

sucesso uma criança de 16 meses com fibrodisplasia ossificante progressiva, 

utilizando o etidronato (HEDP) (19). Apesar da publicação, a utilização de 

bisfosfonatos para o tratamento de doenças ósseas em humanos só foi autorizada na 

década de 1980 (16). 

Os bisfosfonatos desenvolvidos até então compartilham a atividade anti-

osteoclástica, sendo estudados e utilizados para tratar diversas condições, como 

doença de Paget dos ossos, hipercalcemia maligna, metástase óssea e diferentes 

tipos de osteoporose. Eles tornaram-se a escolha terapêutica para um amplo espectro 

de condições que afetam principalmente idosos, principalmente mulheres pós 

menopausa (20). 

Contudo, os efeitos adversos, tolerabilidade e toxicidade começaram a ser 

discutidos em meio a relatos de eventos adversos, incluindo a Osteonecrose dos 

Maxilares Relacionada a Bisfosfonatos (BRONJ) (21). A incidência de osteonecrose 

relacionada a medicamentos varia significativamente, dependendo do medicamento, 

dose, via de administração, tempo de uso e frequência. Pacientes com doenças que 

exigem doses elevadas de medicamentos antirreabsortivos, especialmente pela via 

endovenosa, como doenças malignas e metástase óssea, geralmente enfrentam um 

risco maior de desenvolver Osteonecrose dos Maxilares Relacionada ao Uso de 

Medicamentos (MRONJ). 

As medicações mais frequentemente associadas ao desenvolvimento de 

osteonecrose são o ácido zoledrônico (ZA) e o denosumabe (DMAb). Segundo 

Rosella et al, de 52 a 61% dos pacientes com alguma incidência de MRONJ relatam 

ter passado por extração dentária como evento prévio à osteonecrose (3). A 

prevalência nesses casos para pacientes com uso de bisfosfonatos orais é de 0,5% e 

de até 14,5% com uso de bisfosfonatos de uso endovenoso após uma extração dental 

(3).  

Khan et al, em 2015 trouxeram um resultado de incidência de até 12.222 por 

100.000 pacientes por ano para BRONJ e 2.316 por 100.000 pacientes por ano para 
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DRONJ (denosumabe), de forma espontânea sem extração ou demais manipulações 

cirúrgicas (22). 

Outra indicação comum para o uso de bisfosfonatos é o tratamento da 

osteoporose e osteopenia, geralmente realizados com bisfosfonatos orais como 

alendronato e risedronato. Essas medicações administradas por via oral apresentam 

menor risco de desenvolvimento de MRONJ, com prevalência relatada entre 0% e 

0,04%, resultando em uma incidência de até 69 por 100.000 pacientes por ano (22). 

Considerando que o denosumabe é uma medicação relativamente nova, novas 

evidências indicam que seu uso em terapia sequencial após o bisfosfonato pode 

aumentar a prevalência de MRONJ em comparação com o uso de um único 

medicamento (23). 

 

2.3. Farmacologia dos Bisfosfonatos 

Os bisfosfonatos são análogos dos pirofosfatos, com a molécula de oxigênio 

na fórmula P-O-P substituída por uma molécula de carbono, resultando na formulação 

P-C-P. Essa estrutura está ligada a um radical livre denominado R' (24), 

proporcionando uma afinidade ótima à hidroxiapatita e, consequentemente, ao 

mineral ósseo. A cadeia lateral R' é responsável pela ação inibitória dos osteoclastos 

(25). 

Em relação à farmacologia dos bisfosfonatos, eles podem ser classificados em 

dois tipos, divididos pela presença ou não de uma molécula de nitrogênio. Os 

bisfosfonatos nitrogenados, além de inibir os osteoclastos, induzem a apoptose celular 

ao se converterem em uma molécula análoga à adenosina trifosfato (ATP), ligando-

se de forma irreversível e interrompendo várias vias dependentes de ATP (26). 

Os bisfosfonatos são comumente administrados por via oral ou intravenosa. A 

absorção dos bisfosfonatos orais ocorre pelo transporte paracelular no trato 

gastrointestinal (14,27). Entre os bisfosfonatos orais mais prescritos estão os BPs 

ligados a nitrogênio, como alendronato, risedronato e ibandronato, cuja absorção é 

aproximadamente 2 a 2,5%. Em contraste, os bisfosfonatos sem um átomo de 

nitrogênio em sua cadeia, como clodronato e etidronato, apresentam uma absorção 

ligeiramente menor, em torno de 0,7% (13). 

Uma vez absorvidos pelo trato gastrointestinal, os bisfosfonatos não são 

imediatamente excretados pelos rins, a principal via de excreção desses compostos. 
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Inicialmente, eles são distribuídos pelo corpo e absorvidos pelo tecido ósseo (28). 

Cerca de 50% do medicamento absorvido é rapidamente incorporado pelo tecido 

ósseo, embora essa proporção possa variar de acordo com o metabolismo ósseo 

individual (29,30). 

A ligação dos bisfosfonatos não nitrogenados ao tecido ósseo é mais fraca e, 

consideravelmente mais forte nos nitrogenados, como risedronato, ibandronato, 

pamidronato, alendronato e zoledronato, justificando a permanência prolongada 

desses medicamentos no tecido ósseo (31). 

Uma vez ligados ao tecido ósseo, os bisfosfonatos são dissolvidos da 

hidroxiapatita durante o processo de reabsorção óssea pelos osteoclastos, podendo 

ser reabsorvidos pelo tecido ósseo ou liberados na circulação. A quantidade de 

bisfosfonato no esqueleto pode ser ainda mais incorporada durante a formação óssea 

contínua. A peculiaridade da ligação dos bisfosfonatos ao osso, sua possível 

reincorporação durante o metabolismo ósseo e a constante exposição ao 

medicamento explicam a eliminação lenta e prolongada desses compostos do 

esqueleto (32). A maior parte da droga retida no tecido ósseo é liberada no sangue 

durante o processo de remodelação óssea. Entretanto, essas moléculas liberadas 

podem ser reabsorvidas pelo tecido ósseo e reutilizadas para inibir os osteoclastos, o 

que pode perdurar por mais de uma década em seres humanos (21). 

  

2.4. Modo de ação dos Bisfosfonatos 

 Os bisfosfonatos (BFs), após serem absorvidos, entram na corrente sanguínea 

e são rapidamente captados pelo tecido ósseo, resultando em um tempo reduzido de 

meia-vida do medicamento e minimizando a exposição a tecidos não alvo quando 

administrada uma dose correta  (33). Com a dosagem recomendada, os bisfosfonatos 

se concentram na superfície óssea e dentro dos osteoclastos ativos, sendo necessário 

um processo de remodelação para serem novamente captados pelo tecido (34). 

Demonstrou-se tanto in vivo como in vitro que os bisfosfonatos atuam nos 

osteoclastos, reduzindo sua atividade de formação, metabolismo e tempo de vida. 

Essa via de ação também impacta outras células ósseas, como os osteoblastos, 

devido à regulação co-dependente entre as atividades de osteoclastos e osteoblastos. 

A inibição dos osteoclastos resulta na diminuição da atividade de neoformação óssea 

dos osteoblastos devido a uma ação indireta, conhecida como feedback. Assim, a 
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diminuição da formação de osteoclastos produzida pelos bifosfonatos em cultura de 

tecidos também tem sido atribuída a uma ação sobre os osteoblastos, que apoiam a 

formação de osteoclastos (35). 

O mecanismo molecular de ação dos bisfosfonatos dentro dos osteoclastos 

depende da presença do grupo amino em sua composição. Bisfosfonatos com esse 

grupo inibem a produção de ATP, levando indiretamente à morte celular ao interferir 

nos processos celulares dependentes de ATP. Isso ocorre pela inibição da síntese de 

enzimas, como a farnesil pirofosfato sintase (FPPS), essencial na via do mevalonato, 

parte do metabolismo do colesterol. A via ativa do mevalonato é necessária para a 

prenilação, impedindo o funcionamento das GTPases celulares e a via de tráfego de 

proteínas na célula óssea (36). 

Os bisfosfonatos nitrogenados apresentam alta afinidade pela molécula de 

hidroxiapatita. Durante o metabolismo ósseo normal, os osteoclastos secretam 

enzimas que acidificam o meio e promovem a degradação do tecido ósseo, expondo 

as moléculas de hidroxiapatita para ligação aos bisfosfonatos. Essas moléculas 

queladas são fagocitadas pelos osteoclastos, desencadeando a apoptose dessas 

células (36). 

As diferenças nos mecanismos moleculares de ação podem explicar as 

observações na histomorfometria óssea, onde pacientes que recebem 

aminobifosfonatos apresentam osteoclastos inativos “flutuando” acima das superfícies 

ósseas, enquanto o osso exposto ao clodronato exibe um número reduzido de células 

ósseas (37). 

 

2.5. Indicações clínicas para o uso dos Bisfosfonatos 

Inicialmente, os bisfosfonatos (Bfs) encontraram aplicação no tratamento da 

doença de Paget, sendo posteriormente estendidos para o manejo da osteoporose e 

osteopenia. A prescrição desses medicamentos é indicada com base no risco de 

fraturas ósseas, especialmente relevante em pacientes mais idosos, notadamente 

mulheres pós-menopausa. A idade é um fator de risco significativo para quedas de 

altura própria, aumentando a probabilidade de fraturas acidentais. Nesse contexto, os 

Bfs demonstraram reduzir em até 40% a progressão da doença, estabilizando-a em 

um estágio relativamente menos propenso a fraturas em regiões como fêmur, quadril 

e vértebras, com baixa incidência de efeitos colaterais (15). 
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Diante de seu potencial para controlar o metabolismo ósseo e compreendendo 

seus mecanismos de ação, os Bfs passaram a ser prescritos para doenças ósseas 

associadas ao câncer. Essa abordagem visa prevenir metástases ósseas em casos 

de câncer com propensão a disseminação para os ossos, contribuindo para a redução 

de dores e complicações ósseas associadas. As primeiras investigações nesse 

sentido foram conduzidas em pacientes com mieloma múltiplo (38,39). 

 

2.6 Osteonecrose dos maxilares associada aos medicamentos (MRONJ) 

Os aminobisfosfonatos estão intimamente associados à osteonecrose pela sua 

elevada afinidade ao tecido ósseo e dificuldade de degradação/eliminação do 

organismo (40,41). O ácido zoledrônico, um representante desse grupo administrado 

por via endovenosa, é reservado geralmente para pacientes com risco de metástase 

óssea, enquanto outros aminobisfosfonatos menos agressivos são amplamente 

prescritos para condições como osteoporose e osteopenia (41). 

O aumento da prescrição de medicamentos para prevenção de doenças 

sistêmicas e metabólicas acompanha o envelhecimento populacional global (42). 

Pacientes com tumores malignos avançados de mama, próstata ou pulmão são 

particularmente propensos a metastatizar para sítios ósseos, com prevalências 

significativas (73%, 68% e 36%, respectivamente). Diante desses diagnósticos, os 

bisfosfonatos são frequentemente indicados como parte do tratamento (43). 

O entendimento completo da fisiopatologia das MRONJs permanece 

incompleto, sendo considerada uma condição multifatorial que envolve a diminuição 

da remodelação óssea fisiológica, falta de resposta inflamatória adequada, inibição de 

angiogênese, presença de processos infecciosos, trauma local e o uso desses 

medicamentos (5,44). 

Dois processos, "inside-outside" e "outside-inside", são propostos para explicar 

a etiopatologia das MRONJs. O primeiro sugere que a inibição da atividade dos 

osteoclastos leva à diminuição do turnover ósseo, resultando na falta de reparo de 

pequenos danos aos ossos maxilares, culminando em necrose tecidual e exposição 

óssea. O segundo baseia-se na diminuição da vascularização local e depressão do 

sistema imune, criando um ambiente propenso a infecções locais, que, quando 

contaminam o tecido ósseo exposto, levam à osteonecrose interna (45). 
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Em 2014, a Associação Americana de Cirurgiões Maxilofaciais e Orais 

(AAOMS) modificou o termo de BRONJ para MRONJ, reconhecendo que a condição 

não está exclusivamente relacionada aos bisfosfonatos, mas também a qualquer 

droga com propriedades antirreabsortivas e antiangiogênicas. MRONJs podem 

resultar em graves desordens funcionais e mastigatórias, exercendo uma influência 

significativa na qualidade de vida e, em casos extremos, levando a complicações 

fatais (5). 

 

2.7. Fatores de Risco da MRONJ 

Embora a patogênese da MRONJ ainda não seja completamente 

compreendida, a condição parece estar ligada às características únicas da região 

maxilomandibular, incluindo a presença de dentes e uma microbiota oral complexa. 

Procedimentos odontológicos invasivos, doenças periodontais e periapicais, além da 

extração dentária, são considerados fatores de risco cruciais, sendo os mais 

significativos (46). 

Apesar de diversos estudos destacarem a extração dentária como um dos 

principais fatores de risco, atualizações relevantes foram apresentadas por Soutome 

S. et al. Eles propõem uma possível reavaliação do papel da extração dentária como 

fator de risco isolado, sugerindo que a doença dentária inflamatória subjacente pode 

ser o verdadeiro agente de risco para a MRONJ, especialmente em pacientes tratados 

com altas doses de BFs e DMAb (47). Observou-se ainda que os bisfosfonatos podem 

interferir no processo de reparo, dificultando a reabsorção óssea necessária após uma 

extração dentária infectada, o que poderia promover a retenção de sequestros ósseos 

necróticos ou infectados (48). 

Em contrapartida, a literatura também sugere que o tratamento odontológico 

preventivo, realizado antes do início do tratamento com medicações 

antirreabsortivas/antiangiogênicas, reduz de forma significativa os fatores de risco. 

Portanto, é prudente que os pacientes passem por uma avaliação clínica e 

radiográfica conduzida por um cirurgião dentista, conforme solicitado pelos médicos 

prescritores de bisfosfonatos. Isso pode incluir a eliminação de todos os focos 

infecciosos e inflamatórios, podendo necessitar até mesmo de extração profilática de 

dentes com alterações patológicas (49). 
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Em síntese, os estudos indicam que a MRONJ pode resultar de uma interação 

complexa entre o uso de medicamentos antirreabsortivos/antiangiogênicos, trauma ou 

infecção local e a resposta óssea à terapia. A identificação precisa dos fatores de risco 

e o manejo adequado dos pacientes em risco são essenciais, demandando 

investigações adicionais para otimizar as estratégias de prevenção e tratamento desta 

condição (44). 

A literatura apresenta diversas opções terapêuticas com potencial preventivo e 

curativo para as Osteonecroses dos Maxilares Relacionadas a Medicamentos 

(MRONJs). Entre essas opções, destacam-se os agregados plaquetários, como o 

plasma rico em plaquetas e a fibrina rica em plaquetas, a terapia com laser de baixa 

potência, podendo ou não ser associada à terapia fotodinâmica com azul de metileno 

(PDT), bem como terapias que combinam diferentes abordagens para o fornecimento 

de oxigênio e ativação tecidual em nível celular, como a Oxigenação Hiperbárica e o 

Ozônio (50,51). 

 

2.8. Oxigenação Hiperbárica 

A Oxigenoterapia Hiperbárica (OH) é uma abordagem terapêutica que expõe 

os pacientes a concentrações puras de oxigênio (O2) em uma pressão atmosférica 

elevada. A pressão dentro da câmara hiperbárica pode atingir ou exceder 1,4 

atmosferas absolutas (ATA), sendo que todas as indicações aprovadas pela Undersea 

and Hyperbaric Medical Society (UHMS) requerem que os pacientes respirem quase 

100% de oxigênio em uma câmara pressurizada a um mínimo de 2 ATA (52) 

A OH fundamenta-se nos princípios da física dos gases e na fisiologia do 

transporte de oxigênio. Sob condições normais de pressão atmosférica, o oxigênio é 

transportado predominantemente ligado à hemoglobina nos glóbulos vermelhos. 

Entretanto, ao aumentar a pressão atmosférica e a concentração de oxigênio, uma 

quantidade maior de oxigênio pode ser dissolvida diretamente no plasma sanguíneo, 

conforme a Lei de Henry. Isso resulta em uma entrega significativamente maior de 

oxigênio aos tecidos, independentemente da hemoglobina (53,54). 

A terapia é geralmente administrada em câmaras hiperbáricas, que podem ser 

monoplace, destinadas a um único paciente, ou multiplace, capazes de acomodar 

vários pacientes simultaneamente. Nas câmaras monoplace, a própria câmara é 
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pressurizada com oxigênio puro, enquanto nas câmaras multiplace, os pacientes 

respiram oxigênio por meio de máscaras faciais, capuzes ou tubos endotraqueais (55). 

A OH tem diversas aplicações clínicas aprovadas, como embolia gasosa, 

anemia grave, certas doenças infecciosas e perda auditiva sensorial idiopática. Além 

disso, seu uso foi destacado como tratamento primário para condições como 

intoxicação por monóxido de carbono (CO) e como adjuvante em outras, como pé 

diabético, com evidências científicas moderadas (56,57). 

Os benefícios potenciais da OH incluem melhorias na cicatrização de feridas, 

propriedades antimicrobianas, modulação imunológica e angiogênese (58). O estudo 

sugere que a inclusão da OH em pesquisas clínicas futuras pode oferecer suporte 

adicional no manejo de diversas patologias. É importante ressaltar que, apesar dos 

benefícios, a OH também apresenta efeitos adversos e contraindicações, devendo ser 

aplicada com cautela e sob supervisão médica adequada (59).  

 

2.8.1 Mecanismo de ação da Oxigenação Hiperbárica 

 Ao incrementar substancialmente o suprimento de oxigênio aos tecidos e, por 

conseguinte, às células, a Oxigenoterapia Hiperbárica demonstra a capacidade de 

otimizar o desempenho metabólico de todos os tecidos, tornando-se particularmente 

importante para tecidos em processo de cicatrização e com elevada taxa metabólica 

(60,61). 

Além de desencadear esses processos celulares, a OH induz a angiogênese, 

que é o desenvolvimento de novos vasos sanguíneos. Esse estímulo à angiogênese 

é observado pela produção primária de óxido nítrico (NO), subsequente à regulação 

positiva de fatores de crescimento como fator de crescimento epidérmico (EGF), fator 

de crescimento endotelial vascular (VEGF) e endotelina-1 [Figura 1]. Esses fatores de 

crescimento contribuem para a formação de novos vasos sanguíneos e aprimoram a 

circulação em áreas com deficiência de fluxo sanguíneo, otimizando a cicatrização de 

feridas e a recuperação de tecidos isquêmicos (62). 

A atividade antimicrobiana da OH também é um aspecto importante de seu 

mecanismo de ação. A terapia contribui para a morte bacteriana direta pela exposição 

ao oxigênio, remoção de biofilmes, redução da diapedese de células brancas do 

sangue e do recrutamento de neutrófilos, promovendo, assim, a regulação negativa 

de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-6 e IL-10 [Figura 1]. Esse efeito 
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antimicrobiano é relevante no tratamento de infecções crônicas e na prevenção de 

complicações infecciosas em feridas (63). 

Outro aspecto fundamental da OH é sua capacidade de modular a resposta 

imunológica. A terapia pode resultar na regulação negativa do fator de transcrição 

NFκB, desencadeando o desligamento da resposta pró-inflamatória (IL-6) e uma 

polarização de linfócitos Th17 para Treg [Figura 1]. Esse efeito imunomodulador pode 

ser benéfico em condições inflamatórias crônicas e autoimunes, auxiliando na 

restauração do equilíbrio imunológico (64). 

Em síntese, a OH possui mecanismo de ação amplo, proporcionando 

benefícios substanciais em diversas condições médicas. Através do aumento da 

disponibilidade de oxigênio, estímulo à angiogênese, atividade antimicrobiana e 

modulação imunológica, a OH pode aprimorar a cicatrização de feridas, combater 

infecções e contribuir para a recuperação de tecidos danificados. A inclusão da OH 

em pesquisas clínicas futuras pode ampliar ainda mais seu potencial terapêutico e as 

indicações clínicas para seu uso (64). 

 

2.8.2. Oxigenação Hiperbárica e Angiogênse 

A angiogênese e a melhora da microcirculação representam aspectos 

essenciais da Oxigenoterapia Hiperbárica (60,61). A angiogênese refere-se à 

formação de novos vasos sanguíneos a partir dos já existentes, sendo um mecanismo 

crucial na cicatrização de feridas e na recuperação de tecidos isquêmicos. 

A OH estimula a angiogênese predominantemente por meio do aumento dos 

níveis de óxido nítrico (NO), um gás solúvel com propriedades vasodilatadoras e 

angiogênicas. O NO desempenha um papel fundamental na sinalização endotelial e 

na formação de novos vasos sanguíneos. A terapia hiperbárica induz a produção de 

NO, resultando na regulação positiva de fatores de crescimento, como o fator de 

crescimento epidérmico (EGF), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e a 

endotelina-1. Esses fatores são essenciais para o desenvolvimento de novos vasos 

sanguíneos e para aprimorar a circulação em áreas previamente comprometidas por 

hipóxia ou isquemia (62). 

A melhora da microcirculação é outro benefício significativo da OH. 

Aumentando a concentração de oxigênio no sangue e nos tecidos, a terapia melhora 

a oxigenação e a nutrição celular, essenciais para a função endotelial e a saúde 
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vascular. A elevação dos níveis de VEGF está associada à angiogênese e 

vasculogênese, processos que aprimoram a microcirculação e a entrega de oxigênio 

e nutrientes aos tecidos (65).  

Estudos clínicos e experimentais fornecem evidências do impacto da OH na 

angiogênese e microcirculação. Em um modelo animal de tecido irradiado, a OH 

demonstrou ser mais eficaz na indução de angiogênese em comparação ao oxigênio 

normobárico (NBOT). Resultados in vivo sugerem que a tensão exercida pelo oxigênio 

hiperbárico modula a taxa de proliferação de células mesenquimais, aprimorando o 

fornecimento local de oxigênio e nutrientes, além de potencializar a cicatrização 

celular (66,67). 

Em um ensaio clínico com pacientes portadores de feridas crônicas não 

cicatrizadas, a prescrição de 20 sessões de OH resultou em aumento dos níveis de 

VEGF e interleucina-6 (IL-6), indicando ativação de fatores de crescimento, reparo de 

feridas e angiogênese (62). 

Através da indução da angiogênese e do aprimoramento da microcirculação, a 

OH emerge como um meio terapêutico eficaz para tratar diversas condições médicas, 

especialmente aquelas caracterizadas por hipóxia tecidual e circulação sanguínea 

comprometida. Evidências clínicas e experimentais ressaltam o potencial da OH para 

aprimorar a cicatrização de feridas e a recuperação tecidual, consolidando-a como 

uma opção valiosa na gestão de condições médicas complexas (62). 

 

2.8.3. Efeitos Antimicrobianos da Oxigenação Hiperbárica 

Os benefícios antimicrobianos da Oxigenoterapia Hiperbárica têm sido 

extensivamente investigados. A OH manifesta seus efeitos antimicrobianos por meio 

de diversos mecanismos, como a amplificação da atividade leucocitária, a inibição 

direta do crescimento bacteriano e a sinergia com antibióticos (68). Especificamente, 

a OH otimiza a função dos leucócitos, notavelmente dos neutrófilos, que produzem 

espécies reativas de oxigênio (ROS) para destruição de microrganismos invasores. A 

terapia, ao elevar os níveis de oxigênio nos tecidos, aprimora a capacidade dos 

neutrófilos de gerar ROS, resultando em uma resposta imune mais eficaz contra 

infecções (68,69). 

Além de fortalecer a resposta imunológica, a OH exerce efeito direto na inibição 

do crescimento de patógenos específicos, como bactérias anaeróbias, que são 
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particularmente sensíveis ao oxigênio. A exposição a concentrações elevadas de 

oxigênio pode ser letal para esses microrganismos, o que torna a OH um tratamento 

adjuvante eficaz em infecções causadas por bactérias anaeróbias, como o Clostridium 

perfringens, associado a infecções necrotizantes (70). 

Além disso, a OH aprimora a eficácia dos antibióticos, facilitando a penetração 

desses agentes em áreas infeccionadas, especialmente em tecidos com suprimento 

sanguíneo comprometido. A terapia também potencializa o efeito de antibióticos 

dependentes de oxigênio, como aminoglicosídeos e quinolonas (68). 

Outro aspecto importante dos efeitos antimicrobianos da OH é a sua 

capacidade de reduzir a formação de biofilmes bacterianos. Biofilmes são 

comunidades de microrganismos que se aderem a superfícies e são envoltos por uma 

matriz extracelular protetora. Eles são particularmente resistentes aos antibióticos e à 

resposta imune, e a OH tem mostrado ser eficaz na redução da formação de biofilmes, 

o que pode ser interessante para o tratamento de infecções crônicas (69). 

Em síntese, a OH apresenta efeitos antimicrobianos abrangentes, incluindo 

aprimoramento da atividade leucocitária, inibição direta do crescimento bacteriano, 

sinergia com antibióticos e redução de biofilme. Tais efeitos conferem à OH um papel 

valioso no tratamento de infecções, especialmente aquelas complicadas por hipóxia 

tecidual ou resistência a antibióticos. A contínua pesquisa e aplicação clínica da OH 

continuarão a desvendar seu potencial no manejo de infecções, contribuindo para a 

melhoria dos resultados clínicos (64). 

 

2.8.4. Modulação Imunológica da Oxigenação Hiperbárica 

A Oxigenoterapia Hiperbárica tem demonstrado um notável potencial na 

modulação imunológica, sendo um dos efeitos mais importantes a alteração na 

quantidade de linfócitos T CD4+ e CD8+ (71). 

Os linfócitos T CD4+ desempenham papel central na coordenação da resposta 

imune, auxiliando outras células, como linfócitos T CD8+, linfócitos B e macrófagos. 

Essenciais na resposta contra patógenos extracelulares, também participam na 

modulação para prevenir reações autoimunes. Já os linfócitos T CD8+ são 

responsáveis pela eliminação de células infectadas e tumorais. A OH pode influenciar 

a atividade e proliferação dessas células, afetando expressão de citocinas, 
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diferenciação celular e sobrevivência das células T, otimizando a quantidade dessas 

células para a resposta imune desejada (71).  

A terapia tem a capacidade de adaptar a proporção CD4+:CD8+ conforme 

necessário, sendo benéfica em condições que demandam resposta imune intensa e 

útil em condições autoimunes, onde a modulação é preferível. Na artrite reumatoide, 

por exemplo, a OH demonstrou eficácia ao polarizar células Th17 para células T 

reguladoras (Treg), reduzindo significativamente a hipóxia celular. Este efeito é 

relevante, visto que células Th17 contribuem para a inflamação e autoimunidade, 

enquanto células Treg mantêm a tolerância imunológica (72). 

Outro efeito observado é a redução na proliferação de linfócitos. Essa 

característica pode ser benéfica em condições autoimunes e inflamatórias, contudo, 

alguns estudos destacam a necessidade de cautela na prescrição de OH para tais 

condições. O estudo conduzido por Xu et al. sugere um papel promissor da OH em 

certas doenças autoimunes, analisando seu efeito geral em populações imunes e 

subconjuntos específicos de linfócitos Th1 e B (71–73). 

A OH também ativa neutrófilos, células essenciais na resposta imune inicial, 

promovendo sua migração para regiões hiperóxicas, o que intensifica a eficácia contra 

patógenos invasores (71). 

Concluindo, a OH exerce efeitos imunomoduladores importantes, com 

potencial benefício em condições associadas a um sistema imunológico desregulado. 

A modulação da proporção CD4+:CD8+, redução da proliferação de linfócitos, 

ativação e migração de neutrófilos, bem como efeitos favoráveis em doenças 

autoimunes e artrite reumatoide, ilustram sua aplicabilidade em condições 

inflamatórias. Pesquisas clínicas adicionais são necessárias para uma compreensão 

abrangente dos mecanismos imunológicos associados à OH (71–74). 

 

2.8.5. Efeitos celulares e moleculares da Oxigenação Hiperbárica 

A modulação de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) e Espécies Reativas de 

Nitrogênio (RNS) é um aspecto complexo e fascinante da Oxigenoterapia Hiperbárica 

(OH) (75). O aumento da disponibilidade de oxigênio produzido pela OH impacta 

profundamente a produção e regulação de ROS e RNS, moléculas reativas com 

papéis críticos em diversos processos biológicos (53,54,76) 
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Níveis controlados de ROS e RNS são gerados como subprodutos naturais do 

metabolismo celular, especialmente durante a fosforilação oxidativa mitocondrial. 

Embora em excesso possam causar danos celulares, em níveis controlados, são vitais 

para a sinalização celular e defesa contra patógenos. A OH, ao elevar os níveis de 

oxigênio, pode aumentar a produção de ROS e RNS de maneira benéfica se 

cuidadosamente controlada (77). 

A produção aumentada de ROS durante a OH pode beneficiar a angiogênese, 

estimulando a expressão de fatores de crescimento como o VEGF, especialmente útil 

em condições de cicatrização difícil e recuperação pós-lesão ou isquemia (78). 

Contudo, é crucial destacar que o excesso de ROS e RNS pode ser prejudicial, 

levando ao estresse oxidativo e inflamação exacerbados. Portanto, a OH deve ser 

aplicada de maneira a maximizar benefícios terapêuticos e minimizar danos. Isso é 

alcançado por meio de protocolos que determinam duração, frequência, pressão e 

concentração de oxigênio nas sessões de OH (79). 

A capacidade da OH de modular ROS e RNS está ligada à sua influência em 

outros fatores moleculares, como a regulação do fator induzível por hipóxia (HIF1α) e 

ativação de vias de sinalização como as vias de ERK1/ERK2. A via ERK1/ERK2 ativa 

processos celulares, incluindo proliferação, diferenciação, sobrevivência e motilidade 

celular. A OH também pode influenciar a atividade de HIF1α, vital na resposta ao 

estresse oxidativo, metabolismo energético, angiogênese e sobrevivência celular 

(80,81). Por isso, a OH pode induzir a expressão do Fator Induzível por Hipóxia (HIF), 

um fator de transcrição que responde a níveis baixos de oxigênio. Este regula a 

expressão de genes envolvidos em respostas ao estresse oxidativo, metabolismo 

energético, angiogênese e sobrevivência celular (81). 

Em síntese, a OH desempenha um papel delicado na modulação de ROS e 

RNS, equilibrando efeitos terapêuticos e prevenção de danos celulares. Por meio de 

uma manipulação cuidadosa dos níveis de oxigênio, a OH otimiza a sinalização celular 

e a resposta imune, contribuindo para sua eficácia clínica em diversas condições 

patológicas (64,82,83). Além disso, em conjunto com sua função estimuladora da 

vascularização através da angiogênese, a OH pode estimular o aumento de óxido 

nítrico (NO), melhorando ainda mais o fornecimento de nutrientes e oxigênio. 

Estudos indicam que a OH pode agir na prevenção do encurtamento dos 

telômeros, retardando o envelhecimento celular. Esses estudos também destacam 
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efeitos benéficos como a limpeza de células imunes senescentes, aceleração da 

proliferação de células basais epidérmicas, expressão de antioxidantes e melhoria do 

fluxo sanguíneo cerebral. Entretanto, são necessários mais estudos para estabelecer 

protocolos aplicáveis a essa finalidade (81,84,85). 

Em estudo relacionado à fibromialgia, a OH demonstrou benefícios diretos na 

atividade cerebral, dor crônica e disfunção imune, sugerindo sua utilidade em 

condições crônicas como a fibromialgia, caracterizada por dor muscular generalizada 

e sintomas sistêmicos (86). Esses efeitos celulares e moleculares interconectados 

destacam a amplitude da eficácia clínica da OH em diversas condições patológicas. 

 

2.9. Ozonioterapia 

O ozônio, uma molécula composta por três átomos de oxigênio, ocorre 

naturalmente como um gás e é encontrado em pequenas quantidades no ar e dentro 

dos organismos. Para aplicações médicas, é produzido ao submeter oxigênio puro a 

uma alta tensão elétrica, resultando em uma mistura de ozônio e oxigênio (87). Pode 

ser administrado na forma de gás, água ou óleo, sendo a escolha baseada nos 

objetivos do tratamento e na região a ser realizada a terapia. 

Devido à sua maior densidade e solubilidade em água em comparação ao 

oxigênio, o ozônio, como forte oxidante, reage prontamente com biomoléculas 

presentes na saliva e outras soluções. Sua natureza instável e meia-vida breve 

impedem o armazenamento, pois o ozônio gerado é altamente instável, 

especialmente na forma gasosa, reagindo com o que estiver em seu caminho. 

Naturalmente presente na atmosfera em uma camada de baixa pressão atmosférica, 

o ozônio desempenha um papel vital na proteção contra a radiação ultravioleta, 

embora possa ser prejudicial aos pulmões devido à defesa limitada dos tecidos 

respiratórios contra oxidantes. A toxicidade pode ser gerenciada por meio de 

equipamentos precisos de geração de ozônio e conhecimento adequado das doses 

para uso terapêutico sem riscos (88). 

Para uso clínico, é essencial um gerador de ozônio com espectrofotômetro para 

garantir a precisão da concentração dentro da faixa terapêutica (11). O uso de 

oxigênio atmosférico em vez de oxigênio medicinal pode resultar em subprodutos 

tóxicos (88). Ao entrar em contato com tecidos, o ozônio se decompõe rapidamente 

em oxigênio molecular e um átomo de oxigênio reativo (oxigênio singleto), que reage 
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com várias substâncias. Dependendo da dose, pode interagir com carboidratos, 

proteínas e ácidos nucleicos, resultando em espécies reativas de oxigênio e produtos 

de oxidação lipídica, que em doses controladas atuam como mensageiros 

secundários com efeitos terapêuticos e biológicos. Dessa forma, o ozônio medicinal, 

quando bem utilizado, é capaz de induzir cascatas metabólicas importantes com 

diversas funções terapêuticas (87,88). 

A faixa terapêutica de 5 a 100 microgramas/ml é utilizada em várias condições 

clínicas como tratamento coadjuvante que pode potencializar a terapia convencional 

e melhorar a qualidade de vida do paciente (89). O ozônio pode ser administrado 

sistemicamente ou localmente, mas deve ser aplicado com cuidado para evitar 

toxicidade (90,91). Na odontologia, o uso mais convencional é local, principalmente 

no Brasil. Quando necessário associar o uso sistêmico, é interessante e aconselhável 

que o cirurgião dentista compreenda as normas vigentes para cada meio de 

administração. 

O gás ozônio pode ser utilizado em diferentes concentrações para efeitos 

antimicrobianos ou anti-inflamatórios. A água ozonizada é empregada em irrigações 

e bochechos odontológicos, enquanto o óleo ozonizado, mais estável, é utilizado em 

tratamentos pós-operatórios para acelerar a cicatrização (94, 11). 

O gás ozônio é produzido por um gerador a partir do gás oxigênio, que recebe 

uma descarga elétrica, resultando em um rearranjo de sua molécula e na adição de 

mais um átomo de oxigênio, gerando uma mistura gasosa contendo oxigênio e ozônio. 

A preparação da água ozonizada envolve o uso de um cilindro de vidro contendo água 

bidestilada, através do qual a mistura gasosa de O3 deve ser borbulhada 

continuamente por, no mínimo, 5 minutos para atingir a saturação. O ozônio não 

utilizado flui através de um tubo de silicone para um destruidor e é convertido em 

oxigênio. Dessa forma a água ozonizada contém ozônio solubilizado. Por sua vez, o 

óleo ozonizado é produzido quando o gás ozônio é borbulhado no azeite de oliva, 

tornando-o mais estável e viscoso. Para sua fabricação, é necessário o 

borbulhamento contínuo por aproximadamente 2 dias. A ozonização do azeite de oliva 

resulta na formação de compostos químicos chamados ozonídeos e peróxidos, que 

possuem propriedades terapêuticas.  
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2.9.1. Mecanismo de ação do Ozônio terapêutico 

O ozônio exerce seus efeitos terapêuticos principalmente por meio de reações 

de oxidação, manifestando-se de maneira distinta em microrganismos e células 

humanas, devido à capacidade antioxidante destas últimas (93,94). Em bactérias e 

fungos, o ozônio danifica membranas citoplasmáticas e paredes celulares, levando à 

destruição de componentes vitais, como glicoproteínas e lipoproteínas. Além disso, 

interfere no sistema enzimático regulatório, aumentando a permeabilidade da 

membrana e resultando em rápida morte celular (93,94). 

O ozônio afeta enzimas essenciais para a defesa antioxidante, como 

superóxido dismutase e catalase. Em células humanas, a presença de antioxidantes 

pode neutralizar os efeitos oxidantes do ozônio, protegendo-as contra danos. No 

entanto, células microbianas, com menor capacidade antioxidante, são mais 

suscetíveis à ação do ozônio (93). 

A interação do ozônio com essas enzimas desempenha um papel significativo 

na modulação do estresse oxidativo celular. Quando expostas ao ozônio, as células 

iniciam respostas bioquímicas, estimulando a via do fator nuclear eritroide 2 

relacionado (Nrf2). Essa via é crucial na regulação da expressão gênica antioxidante, 

resultando no aumento da produção de enzimas antioxidantes essenciais, como 

superóxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPx). Essas enzimas 

desempenham papéis essenciais na minimização do potencial de dano oxidativo às 

células (93,95). 

Além de estimular a produção de enzimas antioxidantes, o ozônio pode induzir 

um estado controlado de estresse oxidativo. Este fenômeno paradoxal fortalece o 

sistema antioxidante celular, com pequenas quantidades de espécies reativas de 

oxigênio e peróxidos lipídicos atuando como sinais para o aumento da expressão e 

atividade das enzimas antioxidantes. Esse ajuste fino do estresse oxidativo permite 

que as células fortaleçam suas defesas contra agressões futuras (95). 

A terapia com ozônio mostrou benefícios em condições de estresse oxidativo 

aumentado, como no diabetes, aliviando o estresse oxidativo e preservando a 

funcionalidade das enzimas antioxidantes. Este aspecto sugere um papel protetor do 

ozônio na preservação da integridade celular e função diante de desafios oxidativos 

(95,96). 



 

33 

 

 

No entanto, a dosagem do ozônio é um fator crítico, determinando se o efeito 

será benéfico ou prejudicial. Uma dosagem adequada pode resultar em um aumento 

benéfico na expressão e atividade das enzimas antioxidantes, enquanto uma 

dosagem excessiva pode causar danos celulares devido ao estresse oxidativo 

exacerbado. O ozônio, assim, exibe um efeito dual: causando danos diretos por meio 

de sua ação oxidante e, simultaneamente, induzindo um aumento nas enzimas 

antioxidantes, protegendo as células contra o estresse oxidativo. Esse mecanismo 

exemplifica o princípio hormético, onde uma exposição controlada a um agente 

estressor pode ter efeitos benéficos para o organismo (97). 

 

2.9.2. Aplicações Médicas do Ozônio  

Na área médica, o ozônio é amplamente estudado em diversos países. Devido 

à sua acessibilidade, amplo espectro de aplicação e custo relativamente baixo em 

comparação a diversas outras técnicas, o ozônio é predominantemente utilizado e 

pesquisado em países de baixa e média renda. Suas aplicações incluem formas 

tópicas, como água ozonizada e óleos ozonizados, utilizadas para estimular a 

cicatrização de feridas e exercer efeitos germicidas.  

Por exemplo, a água ozonizada é empregada na lavagem de feridas, enquanto 

os óleos ozonizados são aplicados diretamente em lesões cutâneas para acelerar a 

recuperação e reduzir infecções (98). Injeções de ozônio podem ser administradas 

diretamente no local da lesão ou área afetada, sendo comumente empregadas no 

tratamento de condições dolorosas, como hérnias de disco, artrite e outras doenças 

articulares. Nesses casos, o ozônio auxilia na redução da inflamação e promoção da 

cura (99). 

O ozônio também pode ser administrado sistemicamente. A administração 

sistêmica do ozônio é realizada por métodos como a insuflação retal, onde uma 

mistura de ozônio e oxigênio é introduzida no cólon. Esse método é utilizado para 

tratar diversas condições, incluindo doenças virais crônicas e agudas, arteriopatias 

obstrutivas, insuficiência venosa e doenças degenerativas vasculares (95,100,101). 

No ano de 2022, Galluccio propôs uma terapia combinada envolvendo 

aquecimento, ozonização e exposição à luz ultravioleta (UV), apresentando resultados 

promissores no manejo da síndrome de Raynaud, com redução ou interrupção dos 

episódios por pelo menos três meses (102). 
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A solução salina ozonizada demonstrou eficácia como solução de irrigação, 

minimizando o desenvolvimento de abscessos em comparação com solução salina 

convencional e irrigação com salina-cefalotina (103). 

Um método específico, denominado "ozonioterapia em sacos", utiliza um saco 

hermético ao redor da área a ser tratada, preenchido com ozônio e oxigênio. A 

absorção cutânea do gás torna esse método eficaz no tratamento de feridas abertas 

e úlceras, incluindo úlceras varicosas, diabéticas e de pressão, devido ao seu efeito 

bactericida, notadamente contra infecções por estafilococos, estreptococos e proteus 

(7). 

Essas são apenas algumas das aplicações médicas do ozônio. Destaca-se que 

a eficácia e segurança da terapia com ozônio dependem do rigoroso controle da 

concentração de ozônio e da adesão a protocolos estabelecidos. Os sistemas de 

entrega de ozônio utilizados na prática médica são avançados, equipados com 

reguladores precisos e mecanismos de monitoramento para garantir a execução e 

manutenção das concentrações desejadas durante a terapia (98). 

 

2.9.3. Ozônio na Odontologia 

A aplicação do ozônio na odontologia representa uma abordagem inovadora e 

eficaz para o tratamento de diversas condições bucais. As propriedades 

antimicrobianas do ozônio, aliadas à sua capacidade de estimular a cicatrização e 

promover a remineralização dentária, o destacam como uma ferramenta valiosa nesse 

contexto (11). 

No tratamento de cáries, o ozônio demonstra ser uma poderosa ferramenta 

terapêutica. Estudos e ensaios clínicos, como os conduzidos por Holmes J. e 

colaboradores (2003), evidenciam sua capacidade de reverter a cárie radicular e 

oclusal. A terapia com ozônio possibilita a eliminação de lesões cariosas de maneira 

não invasiva, dispensando a remoção mecânica do tecido dentário afetado. Esta 

aplicação abrange diferentes formas de ozônio, como a gasosa, aquosa ou em óleo. 

(104) 

Após o tratamento com ozônio, observa-se a estímulo à remineralização do 

esmalte dentário. O ambiente bucal torna-se propício à absorção de íons de cálcio e 

fosfato, essenciais para a reparação do esmalte. Os dentistas podem aprimorar esse 
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processo mediante o uso de coadjuvantes, tais como fluoretos, xilitol, probióticos, 

entre outros (105). 

A prevenção de cáries é outra aplicação relevante do ozônio na odontologia. A 

insuflação de ozônio ao redor de todos os dentes e gengivas, realizada 

periodicamente com o uso de moldeiras de arco completo, é uma prática adotada 

como medida preventiva (106). 

No âmbito da periodontia, destaca-se o uso do ozônio no manejo de infecções 

gengivais. O tratamento da doença periodontal, que pode resultar em halitose e perda 

dentária, envolve a aplicação de ozônio para reduzir a carga microbiana e a 

inflamação (105). 

Na endodontia, o ozônio apresenta-se como uma abordagem promissora para 

o tratamento de infecções internas dos dentes. Enquanto a terapia endodôntica 

convencional pode não ser completamente eficaz na erradicação de microrganismos, 

o ozônio penetra profundamente nos tecidos, eliminando bactérias como o 

Enterococcus faecalis, além de vírus e fungos  (105–107). 

Em síntese, a terapia com ozônio na odontologia é apresentada como uma 

abordagem interessante, oferecendo múltiplas aplicações para aprimorar a saúde oral 

dos pacientes e, consequentemente, sua saúde sistêmica. A odontologia com ozônio 

representa uma área de crescente interesse, com potencial para transformar a prática 

odontológica através de tratamentos menos invasivos e mais direcionados à 

preservação dos tecidos dentários (104–107) 

 

2.9.4. Ozônio e no tratamento de MRONJs 

A pesquisa de Agrillo et al. (2012) destaca o êxito da ozonioterapia como 

tratamento complementar para a osteonecrose dos maxilares relacionada a 

bisfosfonatos (BRONJ). Eles enfatizam a capacidade do ozônio em promover a 

expulsão espontânea de tecido necrótico, potencialmente reduzindo a necessidade 

de intervenções cirúrgicas adicionais (108). As propriedades antissépticas e a 

capacidade de estimular a proliferação celular do ozônio são reconhecidas por 

contribuir à formação de sequestros ósseos e à cicatrização de tecidos moles 

(108,109). 

Goker et al. (2020), em seu estudo, aplicaram um protocolo de tratamento com 

ozônio/oxigênio, alcançando uma taxa de sucesso de 64,2%. A combinação dessa 
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terapia com debridamento cirúrgico demonstrou-se segura e eficaz para o tratamento 

de BRONJ, controlando a infecção e promovendo a cicatrização dos tecidos 

(8,108,109). 

O estudo de Petrucci M.T. et al. (2007) investigou a eficácia da ozonioterapia 

em combinação com antibióticos e cirurgia para pacientes com lesões ósseas 

expostas relacionadas a BRONJ. Embora os mecanismos específicos não tenham 

sido detalhados, a pesquisa sugere que a ozonioterapia, conhecida por suas 

propriedades antimicrobianas e capacidade de estimular a cicatrização, desempenha 

um papel benéfico no manejo dos sinais e sintomas associados à BRONJ (110). 

Kazancioglu et al. (2013) associaram a ozonioterapia ao tratamento de laser de 

baixa frequência, observando uma atividade osteoblástica efetiva e uma matriz óssea 

bem formada. A combinação das duas terapias resultou em maior formação óssea em 

comparação ao grupo controle, destacando a eficácia da ozonioterapia na promoção 

da cicatrização óssea (51). 

A revisão de literatura de Fliefel et al. (2015) abordou tratamentos variados para 

BRONJ, incluindo abordagens médicas e cirúrgicas minimamente invasivas, além de 

terapias adjuvantes como laser, fatores de crescimento, oxigênio hiperbárico e ozônio. 

O estudo, que analisou um extenso período de literatura científica, destacou a 

ozonioterapia como tratamento adjuvante promissor. Dos 161 pacientes tratados, 

57,8% apresentaram completa cicatrização das lesões, enquanto 16,8% mostraram 

cicatrização parcial, evidenciando resultados positivos (Fliefel et al., 2015). 

Importante ressaltar que nenhum paciente tratado com ozonioterapia 

apresentou progressão da lesão, sugerindo um efeito estabilizador. No entanto, 5% 

tiveram lesões com cicatrização negligenciável ou nula, indicando que a ozonioterapia 

pode não ser eficaz para todos os pacientes ou em todos os estágios da doença (46). 

Estes achados oferecem perspectivas promissoras sobre o uso da ozonioterapia 

como tratamento adjuvante para osteonecroses relacionadas a medicamentos. 
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3 HIPÓTESES  

A hipótese alternativa é que oxigenação hiperbárica e o ozônio, isoladamente 

ou em associação, otimizam a reparação óssea alveolar após uso de ácido 

zoledrônico. A hipótese nula é que não há diferença entre os tratamentos. 

 

 

  



 

38 

 

 

4 OBJETIVOS  

Avaliar, em modelo experimental em ratos, por meio de parâmetros 

histológicos, histomorfométricos e microtomografia computadorizada, as alterações 

do reparo ósseo alveolar após uso de ácido zoledrônico e tratamento com oxigenação 

hiperbárica e/ou ozônio.  
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5 METODOLOGIA 

 

5.1 Caracterização da amostra  

 Foram utilizados 54 ratos machos Rattus norvegicus, da linhagem Wistar, 

clinicamente sadios com peso entre 150 a 250g. Os animais foram mantidos no 

Biotério da Universidade Federal de Uberlândia (UFU) em gaiolas apropriadas, 

climatizadas à temperatura de 22°C, ciclo claro-escuro de 12 horas, e tratados com 

ração e água ad libitum. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as 

normas da Lei nº 11.794, decreto nº 6.899 e demais legislações complementares do 

Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal (CONCEA), com 

aprovação prévia do CEUA-UFU (Protocolo 036/17).   

 Os animais foram distribuídos aleatoriamente em grupos distintos conforme 

Tabela 1.  

Tabela 1- Delineamento experimental 

Grupos 14 dias 28 dias 

SEM OSTEONECROSE 
Controle Positivo 

N=3 N=3 

OSTEONECROSE 
Controle Negativo 

N=6 N=6 

OSTEONECROSE + OZ N=6 N=6 

OSTEONECROSE + OH N=6 N=6 

OSTEONECROSE + OZ + OH N=6 N=6 

TOTAL 54 animais 

 

5.2. Indução da osteonecrose associada ao uso de bisfosfonatos 

 A indução foi realizada seguindo protocolo desenvolvido na Universidade de 

Brasília (UnB), com aplicação de Ácido zoledrônico 66 µg/Kg, intraperitonial três vezes 

por semana, durante três semanas.  

 Cinco dias após este ciclo, foi realizada a exodontia de um molar inferior, 

bilateralmente, para indução da osteonecrose mandibular, sob anestesia geral através 

da injeção intraperitoneal, contendo 0,07ml/100g (1,61mg/100g) do relaxante 
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muscular cloridrato de xilazina 2% e 0,1ml/100g (1mg/100g) do anestésico e 

analgésico cloridrato de quetamina 10%. 

 No período pós-operatório foi administrado paracetamol em gotas para 

analgesia (10 gotas em 20 ml de água), durante quatro dias. Imediatamente após o 

procedimento cirúrgico, foram iniciadas as sessões de oxigenação hiperbárica e/ou 

ozônio. 

 

5.3. Oxigenação hiperbárica 

 Os animais receberam sessões de OH no interior de câmaras “monoplaces” 

experimentais Ecobar 400 (Ecotec Equipamentos e Sistemas Ltda®, Mogi das 

Cruzes, SP, Brasil) conforme descrito por Rocha et al., 2015. Inicialmente houve um 

período de compressão 0.3ATA/min até atingir a pressão necessária para a sessão. 

A sessão teve duração de 90 minutos sob pressão de 2,5 ATA (ATA = 1 atmosfera 

absoluta = 760mmHg). Após, seguiu um período de descompressão a 0.3ATA/min. 

As sessões foram iniciadas logo após extrações dentárias e realizadas diariamente 

durante 14 e 28 dias conforme o subgrupo a qual pertence cada animal. 

 

5.4. Ozônio  

 Os animais receberam sessões de ozônio utilizando um aparelho gerador de 

ozônio (O&L 1.5RM, Ozone Life®, Brasil). Foi realizada insuflação retal de ozônio 

seguindo protocolo desenvolvido na UNB, através do uso de uma cânula de Nelaton 

número 8, na dose de 1 mg/Kg. As sessões foram iniciadas logo após as extrações 

dentárias e realizadas diariamente durante 14 e 28 dias conforme o subgrupo a qual 

pertence cada animal. 

 

5.5. Obtenção das amostras  

 Os animais foram submetidos à eutanásia nos intervalos de 14 e 28 dias após 

o início das terapias, por meio de aprofundamento anestésico seguido por 

deslocamento cervical, até que a morte dos animais pudesse ser constatada pela 

ausência dos sinais vitais, seguindo os princípios da Declaração dos Direitos dos 
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Animais. As mandíbulas foram removidos por desarticulação e seccionadas utilizando 

brocas 702 em alta rotação, sob irrigação abundante com solução fisiológica estéril 

de cloreto de sódio a 0,9%. 

 Foram removidos 2 fragmentos contendo a área das extrações e tecidos 

adjacentes, sendo um do lado direito e outro do lado esquerdo. Um deles foi removido 

e imediatamente congelado em freezer -20º para obtenção das imagens 

microtomográficas a serem utilizadas na análise da microarquitetura óssea. O outro 

fragmento foi imediatamente fixado em paraformaldeído 4% em Tampão Fosfato 0,1M 

por 48 horas. Em seguida, este fragmento foi desmineralizado com solução de EDTA 

a 10% pH 7,4, e então processado para inclusão em parafina pela técnica 

convencional para as análises histológica e histomorfométrica. 

 

5.6. Análise Microtomográfica 

 As peças foram posicionados em dispositivo padrão e escaneadas para análise 

microtomográfica conforme descrito por Rabelo et al., 2017(111,112). A 

microtomografia (MicroCT) foi realizada no aparelho de alta resolução Skyscan® 1276 

(Brukker, Bélgica), com os parâmetros: energia 80kV, intensidade 125mA, resolução 

8µm e filtro de alumínio 1 mm. Sequências seriadas foram agrupadas formando um 

volume e organizadas a fim de aplicar técnicas de análise e reconstrução 3D nos 

softwares NRecon®, Data Viewer® e CTVOX® e CT Analyzer® (Bruker, Bélgica). 

Para o pré-processamento das imagens foi utilizado um filtro Gaussiano. A região de 

interesse (ROI) foi definida como a área do alvéolo dentário correspondente à 

exodontia. Foi realizada uma análise qualitativa utilizando a reconstrução 

tridimensional da região de interesse. Em seguida, a região de neoformação óssea na 

ROI foi segmentada, sendo separado do tecido medular, no esquema fatia-por-fatia e 

ambos os volumes foram limiarizados (thresholding), no processo de binarização, para 

delinear e diferenciar os voxels relativos ou não ao osso. 

 Os seguintes parâmetros foram avaliados: volume ósseo (BV/TV, %); número 

de trabéculas ósseas (Tb.N*, 1/mm), espessura das trabéculas ósseas (Tb.Th*, µm) 

e espaçamento entre elas (Tb.Sp*, µm), calculados utilizando o método da 

transformada distância. 

  

https://outlook.live.com/owa/?path=/mail/inbox/rp#_blank
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5.7. Análise histológica 

 O estudo morfológico das lâminas foi realizado com o emprego da microscopia 

óptica (microscópio óptico modelo BX50 Olympus®, Olympus Imaging America Inc. 

Shinjuku-ku, Tóquio/Japão), visando análise descritiva das mesmas. Para tal, foram 

utilizados os aumentos microscópicos de 40X e 100X. Na avaliação do reparo ósseo, 

foram examinadas lâminas coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricrômio de 

Mallory (TM). 

 

5.8. Análise histomorfométrica  

 Na análise histomorfométrica foi quantificada a neoformação óssea e 

quantidade de vasos sanguíneos na região de interesse. As lâminas histológicas 

coradas em TM foram escaneadas utilizando o scanner digital Aperio AT Turbo® 

(Copyright© 2013 Leica Biosystems Imaging, Inc All Rights Reserved) no aumento de 

20x. As imagens histológicas digitalizadas foram obtidas utilizando o programa de 

leitura de imagens Aperio ImageScope® (Copyright© Aperio Technologiches, Inc 

2003-2014. All rights reserved) da seguinte forma: em cada lâmina, foi delimitada 

dentro da ROI uma área de 1450µm X 800 µm com aumento de 20x, utilizando a 

ferramenta “Ruler Tool – F4”. Dessa forma, uma imagem contendo a área padronizada 

de 1.160.000µm² foi obtida com escala definida, para a mensuração da quantidade de 

vasos sanguineos (em %) e neoformação ossea (em %), para cada lâmina avaliada.  

 A mensuração da quantidade de vasos sanguineos foi realizada por um único 

examinador calibrado, no próprio software Aperio ImageScope®. Utilizando a 

ferramenta “Pen Tool F2”, foi realizada a demarcação do contorno individual dos vasos 

sanguíneos dentro da área padronizada na ROI. Em seguida, foi realizada a soma de 

todas as áreas individuais obtendo um valor final de área total de vasos sanguíneos 

da imagem. Por meio da razão entre a área total de vasos sanguíneos e área 

padronizada na ROI, foi obtida a quantidade de vasos sanguineos (em %). 

 A mensuração da neoformação óssea foi realizada na mesma imagem, por um 

único examinador calibrado, utilizando o método descrito por Egan et al., (2012). 

Inicialmente, a imagem da área padronizada obtida no software Aperio ImageScope® 

foi transferida com escala para o software Adobe Photoshop® CS2 9.0 (Adobe®, 

Adobe System Inc., San Jose, CA/EUA). No Photoshop® foi realizada a segmentação, 
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obtendo-se imagens binárias em preto e branco, representando tecido ósseo e tecido 

não ósseo, respectivamente. Em seguida, as imagens binárias foram transferidas para 

o software ImageJ® (ImageJ 1.40g, Wayne Rasband, National Institutes of Health, 

USA) para quantificação da área de tecido ósseo. Por meio da razão entre a área total 

de tecido ósseo e área padronizada na ROI, foi obtida a quantidade de neoformação 

óssea (em %).      

  

5.9. Análise estatística 

 Os dados obtidos foram analisados com o programa GraphPad Prism 

(GraphPad Prism® version 5.0 for Windows, San Diego, CA, USA). Inicialmente os 

valores obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Em 

seguida, os parâmetros foram analisados utilizando os testes Kruskall-Wallis com 

correção de Dunns. As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes 

quando p<0,05. 
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6 RESULTADOS  

 

6.1. Análise microtomográfica 

No intervalo de 14 dias, o Volume Ósseo (BV/TV) apresentou o maior 

percentual no grupo Controle. O grupo Osteonecrose mostrou o menor percentual. Os 

grupos experimentais Osteonecrose+OZ, Osteonecrose+OH e 

Osteonecrose+OZ+OH tiveram resultados similares. Entretanto, os tratamentos 

associados resultaram em maior volume ósseo entre os grupos experimentais, apesar 

dessa diferença não ser estatisticamente significante. Em 28 dias, não houve 

diferença significativa no volume ósseo entre os grupos avaliados. Todos os grupos 

apresentaram um aumento percentual de volume ósseo quando comparado cada 

grupo ao longo do tempo (Tabela 2 e Figura 1). 

A quantidade de trabéculas ósseas (Tb.N*) foi maior no grupo Controle em 14 

dias seguido pelos grupos Osteonecrose+OH, Osteonecrose+OZ+OH, Osteonecrose 

e Osteonecrose+OZ. Em 28 dias, não houve diferença significativa entre os grupos 

avaliados. Quando comparado cada grupo ao longo do tempo, houve redução da 

quantidade de trabéculas ósseas nos grupos Controle, Osteonecrose+OH e 

Osteonecrose+OZ+OH, enquanto houve aumento nos grupos Osteonecrose e 

Osteonecrose+OZ (Tabela 2 e Figura 1). 

A espessura das trabéculas ósseas (Tb.Th*) foi maior nos grupos 

Osteonecrose+OZ e Osteonecrose+OZ+OH em 14 dias, seguido pelos grupos 

Controle, Osteonecrose+OH, e Osteonecrose, que apresentou os menores valores. 

Em 28 dias, não houve diferença significativa entre os grupos avaliados. Quando 

comparado cada grupo ao longo do tempo, houve aumento da espessura das 

trabéculas ósseas nos grupos Controle, Osteonecrose, Osteonecrose+OH e 

Osteonecrose+OZ+OH, enquanto houve redução no grupo Osteonecrose+OZ 

(Tabela 2 e Figura 1). 

A separação entre as trabéculas ósseas (Tb.Sp*) foi maior nos grupos 

Osteonecrose+OZ, seguido por Osteonecrose+OZ+OH e Osteonecrose em 14 dias. 

Os grupos Controle e Osteonecrose+OH, apresentaram os menores valores. Em 28 

dias, não houve diferença significativa entre os grupos avaliados. Quando comparado 

cada grupo ao longo do tempo, houve aumento da separação entre as trabéculas 

ósseas nos grupos Controle e Osteonecrose+OH, enquanto houve redução nos 
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grupos Osteonecrose, Osteonecrose+OZ e Osteonecrose+OZ+OH (Tabela 2 e Figura 

1). 

Tabela 2- Valores de volume ósseo, número, espessura e espaçamento das 

trabéculas ósseas, entre os grupos avaliados, nos períodos de 14 e 28 dias. 
 

Grupos 14 dias 28 dias 

Volume Ósseo 

(%) 

 

SEM OSTEONECROSE 
Controle Positivo 

71,53±0,98(A,a) 82,63±0,65(A,a) 

OSTEONECROSE 
Controle Negativo 

16,07±0,33(B,a) 57,64±17,25(A,b) 

OSTEONECROSE + OZ 55,88±13,08(A,a) 69,46±4,72(A,a) 

OSTEONECROSE + OH 56,14±1,33(A,a) 80,31±1,09(A,a) 

OSTEONECROSE + OZ + OH 70,15±4,07(A,a) 80,51±0,84(A,a) 

Número de 
trabéculas 

ósseas 
(1/mm) 

SEM OSTEONECROSE 
Controle Positivo 

0,0046±0,0002(A,a) 0,0032±0,0002(A,b) 

OSTEONECROSE 
Controle Negativo 

0,0022±0,0003(B,a) 0,0025±0,0002(A,a) 

OSTEONECROSE + OZ 0,0021±0,0001(B,a) 0,0030±0,0004(A,b) 

OSTEONECROSE + OH 0,0038±0,0004(A,a) 0,0027±0,0004(A,b) 

OSTEONECROSE + OZ + OH 0,0031±0,0005(AB,a) 0,0024±0,0001(A,a) 

Espessura das 
trabéculas 

ósseas 
(µm) 

SEM OSTEONECROSE 
Controle Positivo 

165,30±13,25(AB,a) 307,50±3,76(A,b) 

OSTEONECROSE 
Controle Negativo 

61,67±1,00(B,a) 223,80±68,24(A,b) 

OSTEONECROSE + OZ 264,70±45,13(A,a) 216,80±18,68(A,a) 

OSTEONECROSE + OH 122,10±3,33(AB,a) 319,40±57,04(A,b) 

OSTEONECROSE + OZ + OH 257,30±59,43(A,a) 352,00±5,58(A,a) 

Espaçamento 
entre as 

trabéculas 
ósseas 

(µm) 

SEM OSTEONECROSE 
Controle Positivo 

99,03±12,04(A,a) 123,20±8,40(A,a) 

OSTEONECROSE 
Controle Negativo 

235,50±5,77(B,a) 143,40±7,26(A,a) 

OSTEONECROSE + OZ 254,90±52,64(B,a) 217,90±64,18(A,a) 

OSTEONECROSE + OH 144,20±5,77(A,a) 164,90±14,57(A,a) 

OSTEONECROSE + OZ + OH 244,30±29,14(B,a) 102,90±8,84(A,b) 

Obs: Letras maiúsculas diferentes nas colunas indicam diferença estatística entre os grupos de tratamento (p<0,05); Letras 

minúsculas diferentes nas linhas indicam diferença estatística intragrupo ao longo do tempo (p<0,05); Letras iguais não diferem 

entre si significativamente. 
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Figura 1: Gráficos representativos dos valores de volume ósseo, número de trabéculas ósseas, 

espessura das trabéculas ósseas e espaçamento das trabéculas ósseas entre os grupos avaliados, 

nos períodos de14 e 28 dias. (*p<0,05) 
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6.2. Análise histológica 

A análise morfológica mostrou no grupo Controle aspecto morfológico normal, 

com predominância de tecido ósseo do tipo primário preenchendo o alvéolo. Ele 

apresentava disposição não lamelar, formando trabéculas que delimitavam as 

cavidades de tecido medular e vasos sanguíneos. Grande número de osteócitos 

incluídos na matriz foram observados, além de osteoblastos cúbicos com basofilia 

citoplasmática revestindo a matriz óssea neoformada, que apresentava superfície 

regular. Áreas de tecido ósseo secundário foram observadas apenas após 28 dias, 

com trabéculas já bem-organizadas e definidas evidenciando avanço no processo de 

remodelação (Figura 2). 

 

Figura 2: Fotomicrografia representativa do defeito ósseo no grupo Controle, 

nos períodos de 14 e 28 dias. HE. 
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No grupo osteonecrose foram observadas regiões de tecido conjuntivo e 

tecido ósseo primário pouco celularizado com aspecto morfológico “desorganizado e 

corroído”, por vezes com espaços semelhantes a “fissuras” e superfície irregular. 

Poucos osteoclastos foram observados, embora grande quantidade de lacunas de 

Howship na superfície da matriz óssea foram encontradas. Entre as trabéculas foi 

observado tecido medular pouco celularizado. Áreas discretas de tecido ósseo 

secundário, também desorganizadas foram observadas somente após 28 dias (Figura 

3). 

 

Figura 3: Fotomicrografia representativa do defeito ósseo no grupo 

Osteonecrose, nos períodos de 14 e 28 dias. HE. 

 

Nos grupos Osteonecrose tratados com Ozônio, Oxigenação Hiperbárica ou a 

combinação dos tratamentos foi observada predominância de tecido ósseo do tipo 
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primário com aspecto morfológico menos desorganizado quando comparado ao grupo 

Osteonecrose sem nenhum tratamento. Lacunas de Howship vazias, tecido conjuntivo  

e irregularidades na superfície da matriz óssea ainda estavam presentes, mas foram 

menos frequentemente observadas quando comparado com o grupo Osteonecrose. 

Osteócitos incluídos na matriz foram observados. Entre as trabéculas foi observado 

tecido medular celularizado e por vezes, com presença de vasos sanguíneos, 

especialmente nos grupos tratados com Ozônio ou a combinação dos tratamentos. 

Áreas de tecido ósseo secundário, foram observadas após 28 dias (Figuras 3, 4 e 5). 

 

Figura 4: Fotomicrografia representativa do defeito ósseo no grupo 

Osteonecrose + Ozônio, nos períodos de 14 e 28 dias. HE. 
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Figura 5: Fotomicrografia representativa do defeito ósseo no grupo 

Osteonecrose + Oxigenação Hiperbárica, nos períodos de 14 e 28 dias. HE. 
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Figura 6: Fotomicrografia representativa do defeito ósseo no grupo 

Osteonecrose + Ozônio + Oxigenação Hiperbárica, nos períodos de 14 e 28 

dias. HE. 

 

  



 

52 

 

 

6.3. Análise histomorfométrica 

Não houve diferença significativa na neoformação óssea entre os grupos 

avaliados em 14 dias e 28 dias. Todos os grupos apresentaram um aumento da 

porcentagem de neoformação óssea quando comparado cada grupo ao longo do 

tempo, entretanto este aumento só foi significativo para os grupos Controle e 

Osteonecrose+OZ+OH (Tabela 3 e Figura 7). 

 

Tabela 3- Valores de histomorfometria – neoformação óssea, entre os grupos 
avaliados, nos períodos de 14 e 28 dias. 

 
Grupos 14 dias 28 dias 

Neoformação 

Óssea 

(%) 

 

SEM OSTEONECROSE 
Controle Positivo 

71,59±2,38(A,a) 85,38±4,64(A,b) 

OSTEONECROSE 
Controle Negativo 

64,51±7,89(A,a) 70,91±4,04(A,a) 

OSTEONECROSE + OZ 57,91±5,28(A,a) 65,18±3,30(A,a) 

OSTEONECROSE + OH 68,99±5,23(A,a) 81,94±4,02(A,a) 

OSTEONECROSE + OZ + OH 65,57±8,99(A,a) 82,66±1,47(A,b) 

Obs: Letras maiúsculas diferentes nas colunas indicam diferença estatística entre os grupos de tratamento (p<0,05); Letras 

minúsculas diferentes nas linhas indicam diferença estatística intragrupo ao longo do tempo (p<0,05); Letras iguais não diferem 

entre si significativamente. 

 

 

Figura 7: Gráficos representativos dos valores de histomorfometria - neoformação óssea entre 

os grupos avaliados, nos períodos de14 e 28 dias. (*p<0,05) 

 

Não houve diferença significativa na quantidade de vasos sanguíneos entre os 

grupos avaliados em 14 dias e 28 dias. Houve uma redução na quantidade de vasos 

sanguíneos ao longo do tempo nos grupos Osteonecrose+OZ, Osteonecrose+OH e 

Osteonecrose+OZ+OH, mas essa diferença foi significativa apenas para o grupo 

Osteonecrose+OZ. Os grupos Controle e Osteonecrose apresentaram um aumento 
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na quantidade de vasos sanguíneos ao longo do tempo, entretanto este aumento não 

foi significativo (Tabela 4 e Figura 8). 

 
Tabela 4- Valores de histomorfometria – vasos sanguíneos, entre os grupos 

avaliados, nos períodos de 14 e 28 dias. 
 

Grupos 14 dias 28 dias 

Vasos 

Sanguíneos 

(%) 

 

SEM OSTEONECROSE 
Controle Positivo 

8,12±1,31(A,a) 10,36±2,93(A,a) 

OSTEONECROSE 
Controle Negativo 

8,56±2,68(A,a) 10,98±0,34(A,b) 

OSTEONECROSE + OZ 13,34±4,06(A,a) 8,26±1,80(A,b) 

OSTEONECROSE + OH 8,74±0,84(A,a) 6,90±1,94(A,a) 

OSTEONECROSE + OZ + OH 14,14±1,91(A,a) 11,85±1,17(A,a) 

Obs: Letras maiúsculas diferentes nas colunas indicam diferença estatística entre os grupos de tratamento (p<0,05); Letras 

minúsculas diferentes nas linhas indicam diferença estatística intragrupo ao longo do tempo (p<0,05); Letras iguais não diferem 

entre si significativamente. 

 

 

Figura 8: Gráficos representativos dos valores de histomorfometria – vasos sanguíneos entre 

os grupos avaliados, nos períodos de14 e 28 dias. (*p<0,05) 
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7 DISCUSSÃO  

 

 O presente estudo mostrou que a administração do ácido zoledrônico gera 

alterações importantes no reparo ósseo alveolar de ratos. O ozônio e a oxigenação 

hiperbárica favoreceram o reparo ósseo nessas condições, especialmente em 

combinação, entretanto, eles não foram suficientes para reverter completamente os 

prejuízos causados pelo ácido zoledrônico. 

Como muitos aspectos da etipatogenia da MRONJ ainda não foram 

esclarecidos, os modelos animais são uma alternativa viável para o estudo da doença. 

A maioria dos modelos animais descritos na literatura que induziram clinicamente a 

MRONJ submeteram os animais ao uso do ácido zoledrônico e extração dentária  

(113) como utilizado em nosso estudo. Ainda assim há diferenças nos protocolos de 

indução de MRONJ, com diferenças entre os medicamentos, além de variações na 

dose e tempo de uso do ácido zoledrônico. Abtahi et al., (2012) mostrou lesões 

maiores de MRONJ após uso de 200 μg/kg do alendronato de sódio diariamente 

durante 2 semanas (114). Kikuiri et al., (2010) por sua vez mostrou incidência de 

MRONJ em apenas 10% dos animais após uso de 125 μg/kg do ácido zoledrônico 

associado à dexametasona 2x por semana durante 2 semanas (115). Howie et al., 

(2015) mostrou MRONJ em 100% dos animais após uso de 80 μg/kg do ácido 

zoledrônico 1x por semana durante 13 semanas e múltiplas exodontias com uso de 

ostectomia (113).   

De acordo com Howie et al., (2015) a indução consistente da manifestação de 

MRONJ requer extrações cirúrgicas repetidas ou trauma persistente. Segundo os 

autores, a extração dentária simples e/ou o uso de um único procedimento cirúrgico 

resulta em incidência variável e graus variáveis de lesões MRONJ que seriam 

inconsistentes entre os animais. Ainda assim, vale ressaltar que as primeiras 

alterações da MRONJ parecem surgir antes mesmo da exposição óssea clinicamente 

evidente da lesão (114). Possivelmente, os bisfosfonatos dificultam a reabsorção do 

osso já alterado pelo medicamento e, após trauma ou infecção persistentes a 

exposição óssea acontece (113). Portanto, o desenvolvimento da MRONJ seria 

resultado de uma alteração do turnover ósseo associada às características 

particulares dos ossos dos maxilares, como revestimento mucoso, risco frequente de 

infecção e potencial constante de trauma.  Talvez estes sejam alguns dos fatores 
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pelos quais não tenhamos encontrado nenhum animal com sinais clínicos evidentes 

de MRONJ, mesmo na presença de osso de pior qualidade evidenciado nas 

avaliações histológicas e microtomográficas nos grupos que utilizaram o ácido 

zoledrônico. Esses resultados confirmam que a ausência de manifestação clínica da 

doença da MRONJ não exclui a existências de alterações no reparo ósseo alveolar 

após uso dessa medicação. 

Os aspectos imaginológicos são muito importantes porque em pacientes nem 

sempre é possível avaliação diagnóstica da MRONJ por outros meios, como análise 

histopatológica. Entretanto, é importante ressaltar que apesar da microtomografia 

computadorizada fornecer uma reconstrução tridimensional interessante das 

estruturas analisadas, os diferentes tecidos são identificados e, posteriormente 

mensurados, apenas pela variação de densidade, sugerindo a formação óssea ou 

ausência dela (BV/TV, %), dentro de uma janela de densidade sugerida pelo software. 

Por isso, a experiência do operador é importante para obtenção de resultados mais 

precisos (111). Outras variáveis como número de trabéculas ósseas (Tb.N*, 1/mm), 

espessura das trabéculas ósseas (Tb.Th*, µm) e espaçamento entre elas (Tb.Sp*, 

µm) quando postas juntas podem auxiliar na avaliação da qualidade tecidual 

sugerindo uma possibilidade de maior ou menor vascularização e, 

consequentemente, maior ou menor maturação da neoformação óssea. Por isso, o 

método de microtomografia é complementar, e sempre que possível deve ser 

correlacionado a outros métodos de análise.  

Em nosso trabalho, a análise da microtomografia óssea mostra alterações na 

microestrutura óssea provocadas pelo ácido zoledrônico, especialmente no período 

de 14 dias pós-exodontia. Considerando que durante os períodos iniciais do reparo 

ósseo alveolar os eventos formativos são predominantes, é esperado encontrar 

alterações nesse período experimental. Na região do alvéolo pós-exodontia foi 

evidenciado material hiperdenso compatível com a formação de trabéculas de matriz 

óssea em todos os grupos, sendo em menor quantidade, com menor espessura e 

maior distanciamento entre elas no grupo Osteonecrose. Isso indica um possível 

atraso no processo de reparo ósseo alveolar em decorrência do uso do ácido 

zoledrônico, com persistência de tecido menos denso em 14 dias. Interessante 

acrescentar que o OZ e a OH resultaram em melhora dos parâmetros 

microtomográficos analisados em 14 dias, sendo que a OH otimizou principalmente 
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número de trabéculas e reduziu o distanciamento entre elas, enquanto o ozônio 

otimizou a espessura das trabéculas ósseas. E mais interessante ainda verificar que 

as terapias combinadas resultaram em melhora do volume ósseo como um todo. Isso 

nos leva a crer que, os eventos iniciais do reparo ósseo pós-exodontia são cruciais 

para o sucesso ao longo do tempo. Em 28 dias, todos os grupos apresentaram um 

aumento percentual de volume ósseo. Apesar da ausência de diferença estatística 

entre os grupos, observamos que a combinação das terapias manteve bons 

resultados, se aproximando dos valores encontrados no grupo Controle. 

Aparentemente, o uso de OZ e OH, principalmente em combinação, foi interessante 

para reduzir os malefícios do ácido zoledrônico.   

  Os resultados qualitativos da análise morfológica/histológica corroboram com 

os resultados observados na MicroCT. O grupo Controle apresentou reparo ósseo 

alveolar normal, com predominância de tecido ósseo primário com disposição não 

lamelar e a presença de osteoclastos, osteoblastos e osteócitos. Após 28 dias, 

notamos uma maturação tecidual, caracterizada pela presença de trabéculas ósseas 

bem-organizadas e definidas, além de áreas de tecido ósseo secundário. No grupo 

Osteonecrose percebemos dificuldades no reparo ósseo, com comprometimento 

importante da qualidade da neoformação óssea, que mostrou aspecto quebradiço 

evidenciado por fissuras e uma estrutura óssea desorganizada. Ainda assim, em 

nosso estudo houve reparação satisfatória dos tecidos moles após exodontia, que foi 

o único procedimento cirúrgico realizado nos animais, o que pode ter contribuído para 

o controle da contaminação microbiana dos alvéolos, diminuindo as chances de 

exposição óssea característica da MRONJ. Ainda nesse sentido, análise 

morfológica/histológica também mostrou que o tratamento com OH, OZ ou a 

combinação de ambos, apesar de não terem revertido completamente os danos 

decorrentes do uso do ácido zoledrônico, resultaram em uma redução dos efeitos 

deletérios no reparo ósseo alveolar mencionados anteriormente.  

Analisando os resultados obtidos pela análise histomorfométrica observamos 

que, em relação à neoformação óssea (%), os resultados foram bastante semelhantes 

entre os grupos avaliados em cada período experimental. No entanto, em comparação 

intra-grupo entre os períodos de 14 e 28 dias, apenas os grupos Controle e 

Osteonecrose+OZ+OH apresentaram um aumento significativo na porcentagem de 

osso neoformado. Esse aumento ao longo do tempo havia sido observado na 
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microCT, embora sem significância estatística como mencionado anteriormente. Isso 

sugere que a combinação desses tratamentos parece ter realmente melhorado não 

apenas a qualidade da neoformação óssea, mas também a quantidade ao longo do 

tempo. Apesar disso vale ressaltar a necessidade de cautela nesta interpretação visto 

que a mensuração da porcentagem de neoformação óssea na histomorfometria 

utilizou uma imagem representativa da região de neoformação óssea, e não a imagem 

completa do alvéolo dentário como na microCT, o que pode influenciar os resultados. 

A presença de vasos sanguíneos é fundamental para o fornecimento de 

nutrientes e células osteogênicas, e a sua quantificação (% de área ocupada por 

vasos sanguíneos na ROI) pode ser um indicador de melhora do reparo tecidual. A 

análise histomorfométrica dos vasos sanguíneos, de modo geral, mostrou resultados 

semelhantes entre os grupos avaliados em cada período experimental.  Observou-se 

também a redução na quantidade de vasos sanguíneos ao longo do tempo nos grupos 

Osteonecrose+OZ, Osteonecrose+OH e Osteonecrose+OZ+OH. Corroborando com 

a análise morfológica/histológica, o ozônio e a oxigenação hiperbárica parecem ter 

favorecido o reparo tecidual, especialmente nas fases iniciais da cicatrização, com 

aumento da angiogênese e possivelmente do tecido de granulação. Por isso 

observamos maior porcentagem de vasos sanguíneos nesses grupos em 14 dias. Em 

outras palavras, inicialmente, houve uma densidade aumentada de vasos sanguíneos 

nesses grupos, o que proporciona mais aporte de oxigênio e nutrientes para as 

células, otimizando a neoformação óssea nessa fase inicial. Isso foi essencial para 

reduzir os malefícios do uso de ácido zoledrônico ao reparo ósseo alveolar nesses 

grupos. No entanto, em 28 dias, em um estágio mais avançado de remodelação 

tecidual, a presença desses vasos e do tecido de granulação naturalmente diminuiu, 

dando lugar à matriz óssea neoformada. 

É importante destacar que a metodologia empregada, incluindo a utilização de 

técnicas de análise de imagem avançadas juntamente com análise histológica confere 

robustez ao estudo. Apesar dos resultados promissores, há limitações que precisam 

ser mencionadas. Dentre elas pode ser citada a dificuldade na determinação da região 

de interesse para análise histomorfométrica visto que não há uma área específica 

indicada como ideal ou referência para a análise. Além disso, a mandíbula possui 

complexidade anatômica e não é fácil a seleção de áreas homogêneas 

representativas, embora evitássemos englobar regiões com variações morfológicas. 
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Outra limitação é a falta de análises moleculares como Imunohistoquímica, que 

permitiriam a avaliação do metabolismo tecidual e funcionamento das células 

envolvidas nesse processo.  
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8 CONCLUSÃO  

  

 O presente estudo avaliou a influência do ozônio e da oxigenação hiperbárica 

no reparo ósseo alveolar após uso de ácido zoledrônico em ratos, e demonstrou que, 

mesmo na ausência de MRONJ clinicamente evidente, a administração dessa 

medicação foi suficiente para induzir alterações importantes. Além disso, observamos 

o Ozônio e a Oxigenação hiperbárica favoreceram o reparo ósseo, especialmente em 

combinação, sendo capazes de reverter parcialmente os prejuízos causados pelo 

ácido zoledrônico no tecido ósseo.   
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