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Resumo

Objetivos: Avaliar in vitro a capacidade antibacteriana do ozono em bactérias
cariogénicas e comparar diferentes métodos de aplicagdo, com o intuito de contribuir para

o desenvolvimento de um protocolo clinico universal.

Materiais e Métodos: Suspensoes de Streptococcus mutans ATCC 35668, Streptococcus
sobrinus DSM 20742, Lactobacillus casei ATCC 393 e Actinomyces naeslundii DSM
43013 foram expostas a 40 pg/mL de ozono gasoso puro, assim como a 60 e 80 ug/mL
de agua ozonizada durante 40 e 80 segundos. Adicionalmente, foram também testadas
combinagdes dos dois métodos anteriormente referidos. Foram realizados um grupo de
controlo negativo sem ozono (branco) e um grupo de controlo positivo (clorexidina 2%).
Apos a agdo do ozono/clorexidina, as suspensdes foram inoculadas em meio de cultura
especifico e colocadas na estufa a 37°C/48h. Os resultados foram determinados pela

contagem do niimero de UFC (unidades formadoras de coldnias) nos meios inoculados.

Resultados: Observou-se uma redu¢ao do nimero de UFC apods 40 e 80 segundos de
exposicao ao ozono em todos os microrganismos testados, existindo redugdes bacterianas
entre 10% ¢ 10!. Devido a heterogeneidade de resultados entre ensaios e replicados, ndo
foi possivel comparar corretamente a eficdcia antibacteriana entre bactérias e entre

diferentes métodos e tempos de aplicagdo.

Conclusao: O ozono apresenta uma capacidade antibacteriana contra todas as bactérias
cariogénicas estudadas. Contudo, foram verificadas algumas oscilagdes nos resultados,
que podem ser justificadas pela técnica in vitro utilizada e o pH da dgua. Deste modo,
apesar da inequivoca agdo antibacteriana do ozono, sdo necessarias investigacdes futuras

de forma a estabelecer um protocolo reprodutivel e estavel de aplicacao deste gés.

Palavras-chave: ozono; bactérias cariogénicas; carie dentaria; clorexidina.






Abstract

Objective: Evaluate in vitro the antibacterial capacity of ozone on cariogenic bacteria
and compare different application methods, contributing to the development of a

universal clinical protocol.

Materials & Methods: Suspensions of Streptococcus mutans ATCC 35668,
Streptococcus sobrinus DSM 20742, Lactobacillus casei ATCC 393 and Actinomyces
naeslundii DSM 43013 were exposed to 40 pg/mL of pure gaseous ozone, as well as 60
and 80 pg/mL of ozonized water for 40 and 80 seconds. In addition, combinations of the
two methods mentioned above were also tested. A negative control group without ozone
(blank) and a positive control group (2% chlorhexidine) were performed. After the action
of ozone/chlorhexidine, the suspensions were inoculated into a specific culture medium
and placed in an incubator at 37°C/48h. The results were determined by counting the

number of CFU (colony-forming units) in the inoculated media.

Results: A reduction in the number of CFU was observed after 40 and 80 seconds of
exposure to ozone for all the microorganisms tested, with bacterial reductions of between
10% and 10'. Due to the heterogeneity of results between tests and replicates, it was not
possible to properly compare antibacterial efficacy between bacteria and between

different methods and application times.

Conclusion: Ozone has an antibacterial capacity against all the cariogenic bacteria
studied. However, there were some oscillations in the results, which can be explained by
the in vitro technique used and the pH of the water. Therefore, despite ozone's
unequivocal antibacterial action, future research is needed in order to establish a

reproducible and stable protocol for applying this gas.

Keywords: ozone; dental caries; cariogenic bacteria; chlorhexidine.
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>’ | Segundos

°C | Grau Celsius

A. naeslundii | Actinomyces naeslundii

A. viscosus | Actinomyces viscosus

ATCC | American Type Culture Collection

BHI | Brain Heart Infusion

CTRL_POS | Controlo positivo

CTRL NEG | Controlo negativo

DSM | German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
DTM | Disfuncao da articulagdo temporomandibular
EPS | Matriz de substancias poliméricas extracelulares
FDA | Food and Drug Administration

GNO2 | Gracilibacteria

L. casei | Lactobacillus casei

L. fermentum | Lactobacillus fermentum

L. gasseri | Lactobacillus gasseri

L. paracasei | Lactobacillus paracasei

L. plantarum | Lactobacillus plantarum

L. rhamnosus | Lactobacillus rhamnosus
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S. sobrinus | Streptococcus sobrinus
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Introdugdo

I. INTRODUCAO

Atualmente tem-se verificado uma mudanga de paradigma na atuagao dos médicos
dentistas, existindo uma grande preocupacdo em minimizar a necessidade de tratamentos
restauradores, assim como em realizar tratamentos mais conservadores e biocompativeis,
focados na preservacao do remanescente dentario (Libonati et al., 2019; Santos et al.,

2020).

Deste modo, existe uma necessidade acrescida em controlar os fatores etioldgicos
envolvidos na progressdo das lesdes de carie. Consequentemente, muitos agentes
antibacterianos, tais como o 0zono, tém sido utilizados com o objetivo de reduzir os niveis
de microrganismos na placa dentdria ou no remanescente dentdrio apds a remogao do
tecido cariado (Libonati et al., 2019; Mese et al., 2020; Santos et al., 2020). Torna-se
assim de elevada importancia estudar a eficacia destes agentes antibacterianos, testando
novas técnicas e criando protocolos clinicos universais, sendo estes os principais focos de

estudo desta tese de mestrado.

1. Microbioma oral

A cavidade oral humana ¢ composta por um microbioma oral bastante
diversificado, incluindo bactérias, fungos, virus, arqueas e protozodrios (Figura 1). As
bactérias formam comunidades estruturalmente organizadas, com a terminologia de
biofilme, incorporadas numa matriz de substancias poliméricas extracelulares (EPS). Esta
matriz fornece protecao, estabilidade mecanica e uma maior resisténcia a agao dos agentes
antimicrobianos, sendo o biofilme mais dificil de remover (Chen et al., 2020; Pitts et al.,

2017).

Y, ] (»

Figura I - Diversidade do microbioma oral. Criado com BioRender.com.
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Estudo in vitro do efeito antibacteriano do ozono em bactérias cariogénicas

Estudos moleculares demonstraram que as bactérias orais mais abundantes
pertencem a 12 filos bacterianos (nos quais foram identificadas cerca de 700 espécies de
procariotas): Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes,
Chlamydiae, Chloroflexi, Spirochaetes, SR1, Synergistetes, Saccharibacteria (TMT7) e
Gracilibacteria (GN02) (Deo & Deshmukh, 2019). No entanto, a composi¢ao do
microbioma oral difere de um local da cavidade oral para outro e ¢ diferente entre
individuos, refletindo de certa forma a dieta do hospedeiro e a sua resposta imunitaria ao

biofilme microbiano (Costalonga & Herzberg, 2014).

Os microrganismos orais comensais t€ém uma relagdo simbiotica com o hospedeiro,
pois beneficiam de um habitat quente e nutritivo fornecido pelo hospedeiro e, em troca,
atuam como uma barreira para microrganismos patogénicos ¢ modulam o sistema
imunitario (Costalonga & Herzberg, 2014; Lamont et al., 2018; Pitts et al., 2017). Os
dentes, a saliva, a lingua, a mucosa jugal, o sulco gengival, as amigdalas, o palato duro e
o palato mole proporcionam um ambiente rico para estes microrganismos (Deo &

Deshmukh, 2019).

1.1 Fatores modificadores do microbioma oral

As caracteristicas do microbioma oral s3o influenciadas por fatores genéticos e
ambientais, incluindo alteragdes hormonais, idade, dieta, ma higiene oral, tabagismo,
materiais dentarios (restauragdes, coroas, implantes e proteses dentdrias), doencas
sistémicas ou medicamentos. Estes fatores influenciam negativamente a composi¢ao do
microbioma oral para um estado disbidtico, originando o aparecimento de
microrganismos patogénicos que causam doengas como a carie dentaria, doenca
periodontal, infegdes endodonticas e candidiase oral, que consequentemente influenciam

a saude sistémica (Bacali et al., 2022; Lamont et al., 2018; Philip et al., 2018).

1.2 Interacio com a saude sistémica

A interacdo entre o microbioma oral e a saude sistémica estd a ser amplamente
estudada. A cavidade oral serve como uma porta para a disseminag¢ao de microrganismos
patogénicos em locais extra-orais, causando uma inflamagdo sistémica (Bacali et al.,
2022; Sampaio-Maia et al., 2016). Estes microrganismos tém sido associados a varias

doengas, tais como doencas cardiovasculares, endocardite bacteriana, diabetes mellitus,

14



Introdugdo

parto prematuro, doengas autoimunes, osteoporose, doencas neurodegenerativas,
pneumonia e cancro (Bacali et al., 2022; Krishnan et al., 2017; Sampaio-Maia et al.,

2016).

1.3 Microrganismos cariogénicos

As principais bactérias associadas as lesdes de carie sdo, respetivamente,
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus spp. € Actinomyces spp.
Para além destas, Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Campylobacter spp.,
Capnocytophaga spp., Cornybacteria spp., Fusobacteria spp., Neisseria spp., Prevotella
spp., Selenomonas spp., Veillonella spp., Propionibacterium spp. e Atopobium spp.
também se encontram relacionadas com a patogénese da carie dentaria (Chen et al., 2015;

Cherukuri et al., 2020; Kianoush et al., 2014).

Neste sentido, a carie dentdria ¢ uma doenca mediada por um biofilme diversificado
e ndo por um microrganismo especifico (Philip et al., 2018). Por esse motivo, foram
selecionadas quatro bactérias para este estudo: Streptococcus mutans (S. mutans),
Streptococcus sobrinus (S. sobrinus), Lactobacillus casei (L. casei) e Actinomyces

naeslundii (A. naeslundii).

Streptococcus mutans € Streptococcus sobrinus

Os microrganismos Streptococcus do grupo mutans, nomeadamente S.mutans e
S.sobrinus sdo considerados os principais microrganismos cariogénicos. Ambos sdo
bactérias Gram-positivo, anaerdbias facultativas e em forma de cocos, formando
tipicamente cadeias ou pares quando observados ao microscopio (Lamont et al., 2018;

Matsumoto-Nakano, 2018).

Estas bactérias sd3o colonizadores primarios e tém a capacidade de aderir as
superficies e fissuras das coroas dentdrias e produzir 4cidos organicos como subprodutos
metabolicos. Sao altamente acidogénicas e aciduricas, principalmente numa dieta rica em
sacarose (Chokshi et al., 2016; Matsumoto-Nakano, 2018). Para além disso, os estudos
sugerem que também tém um papel na etiologia das caries radiculares (Chokshi et al.,

2016).
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Estudo in vitro do efeito antibacteriano do ozono em bactérias cariogénicas

Lactobacillus casei

Lactobacillus sdo Dbactérias Gram-positivo, anaerobias facultativas ou
microaerdfilas e em forma de bastonete. As estirpes mais identificadas em lesdes de carie
no adulto e na crianca sdo L. casei/paracasei, L. fermentum, L. rhamnosus, L. gasseri, L.

salivarius e L. plantarum (Huang et al., 2018; Wen et al., 2022).

Ao contrario de Streptococcus do grupo mutans, que estdo mais relacionados ao
inicio da carie dentaria, Lactobacillus estdo mais envolvidos com a progressao da lesdo,
sendo encontrados em caries de dentina mais extensas (Chokshi et al., 2016). No entanto,
tém uma aderéncia fraca e por esse motivo, ndo estdo implicados na formagao da placa
bacteriana, dependendo de outros microrganismos produtores de acido (Jiang et al., 2014;

Wen et al., 2022).

Actinomyces naeslundii

As espécies bacterianas do género Actinomyces sdo Gram-positivo, anaerdbias
facultativas e em forma de bastonete (Murray & Cassese, 2016). As principais estirpes
envolvidas sdo A.naeslundii e A.viscosus, sendo ambas colonizadores primarios. Estas
também contribuem para a iniciagdo e progressdo da carie dentaria, especialmente da

carie radicular (Chokshi et al., 2016; Lamont et al., 2018).

2. Carie dentaria

A cérie dentaria ¢ uma das doengas cronicas mais prevalentes no mundo. Esta ¢
uma doenca multifatorial e progressiva, caraterizada pela desmineralizagdo da matriz

inorganica do dente (Abranches et al., 2018; Pitts et al., 2017).

Inicialmente, a desmineraliza¢do ocorre na superficie dos cristais de hidroxiapatite
do esmalte. A partir do momento que se perde quantidade mineral suficiente, a lesdo de
carie inicial aparece clinicamente como uma lesdo de white spot. Ao progredir, a
porosidade da superficie aumenta e formam-se micro-cavitagdes no esmalte, até colapsar
numa cavitagao e atingir a dentina e posteriormente a polpa (Abranches et al., 2018; Pitts

et al., 2017), tal como ilustrado na Figura 2.
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Carie de esmalte Carie de dentina Pulpite Periodontite apical

Figura 2 - Evolugdo de uma lesdo de carie dentdria. Criado com BioRender.com.

Ao haver uma exposicao regular de hidratos de carbono fermentaveis, ocorre a
formagdo de subprodutos &cidos, predominantemente &acido latico, resultantes da
fermentagdo bacteriana dos hidratos de carbono, o que causa uma diminui¢ao do pH local.
Quando o pH desce abaixo do valor 5.5, considerado critico, ocorre uma difusdo de calcio
e fosfato (desmineralizac¢do). Por existirem condi¢des repetidas de pH acido, existe o
favorecimento do crescimento e metabolismo de bactérias aciduricas e acidogénicas, tais
como Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus casei e Actinomyces
naeslundii, inibindo as bactérias que crescem preferencialmente em pH neutro (Arthur et

al., 2014; Philip et al., 2018; Pitts et al., 2017, 2021).

2.1 Prevencao

Numa fase inicial, as lesdes de cérie podem ser prevenidas, revertidas ou
estabilizadas através da inibicdo direta e/ou indireta das bactérias implicadas. A inibi¢do
bacteriana direta verifica-se através da aplicagdo de agentes antibacterianos e a sua
inibi¢do indireta ocorre ao existir uma reducao da quantidade e frequéncia de ingestdo de
hidratos de carbono fermentéaveis (aglicar), uma correta higiene oral, com a estimulagdo
de saliva, aplicagdo de selantes e, por fim, com a toma de pré-bidticos e probidticos, que
favorecem o crescimento de bactérias orais comensais e restringem o crescimento de

bactérias cariogénicas (Arthur et al., 2014; Krupa et al., 2022; Pitts et al., 2021).

17



Estudo in vitro do efeito antibacteriano do ozono em bactérias cariogénicas

2.2 Agentes antibacterianos

Existem diversos agentes antibacterianos amplamente estudados, tais como a

clorexidina, o triclosan, o flor e o xilitol.

Clorexidina

A clorexidina ¢ uma biguanida catidnica com uma substantividade de até 12 horas,
que aumenta a permeabilidade da membrana celular bacteriana, altera o equilibrio
osmotico e provoca danos celulares irreversiveis dependendo da sua concentragdo. Assim
sendo, pode ser usada como agente bacteriostatico ou bactericida consoante a sua

indicagdo terapéutica (Deus & Ouanounou, 2022; Oporto et al., 2021).

Atualmente, € o agente mais eficaz contra Streptococcus mutans e tem uma grande
capacidade bactericida contra bactérias Gram-positivo e Gram-negativo.
Consequentemente, ¢ bastante comercializada na forma de colutdrio, gel e verniz. No
entanto, apresenta alguns efeitos adversos com a sua utilizagdo a longo prazo, tais como
pigmentacao dentaria, disgeusia e erosdo da mucosa oral. Deste modo, ndo é recomendada
a sua utilizagdo por mais de um més (Deus & Ouanounou, 2022; Oporto et al., 2021; Shah

et al., 2022).

Fluor

O fluor apresenta um efeito antibacteriano contra microrganismos orais, incluindo
Streptococcus mutans e Streptococcus salivarius (Ma et al., 2014). Este efeito deve-se a
sua capacidade de inibir vias metabolicas principais, como a glicolise, através da inibigao
enzimatica da enolase, catalase, fosfatases, etc (Han, 2021; Murashko et al., 2023). Posto
isto, causa uma diminuicao da sintese de ATP, o que prejudica ou inibe completamente o
crescimento bacteriano. Para além disso, o flior também aumenta a permeabilidade da
membrana, ocorrendo uma maior absor¢do de protdes que induzem uma acidificag@o
citoplasmatica. Também promove a remineraliza¢do do esmalte e por estes motivos, a
agua fluoretada, os vernizes de fluor, os colutérios e os dentifricos fluoretados
desempenham um papel bastante importante na prevencao da carie dentaria (Han, 2021;

Murashko et al., 2023).
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Contudo, a sua efic4cia antibacteriana ndo ¢ comparavel a da clorexidina e a sua
ingestdo numa concentragdo elevada ¢ toxica para o trato gastrointestinal, provocando
nauseas, vomitos e dor abdominal. A exposi¢do cronica a este composto tem sido alvo de
preocupacdes e controvérsias (Adkins & Brunst, 2021; Ma et al., 2014; Wassel &
Khattab, 2017).

Alguns estudos tém caracterizado o flior como um disruptor enddcrino,
verificando-se uma redugdo nos niveis séricos das hormonas sexuais e tiroideias, € como
um agente neurotoxico, principalmente em criangas e adolescentes, no qual indicam que
pode causar atrasos no desenvolvimento cognitivo e perturbagdes na concentracgao,
memoria e sono. No entanto, sdo necessdrias mais investigagdes para determinar o
verdadeiro risco destes efeitos em doses baixas de fluor e, simultaneamente, desenvolver
agentes antibacterianos mais eficazes e com menos efeitos nefastos para o organismo
(Adkins & Brunst, 2021; Grandjean, 2019; Johnston & Strobel, 2020; Skorka-Majewicz
et al., 2020).

Triclosan

O triclosan ¢ um bisfenol que inibe a sintese bacteriana de acidos gordos e em
microrganismos orais como Streptococcus mutans, inibe a via metabdlica da glicose. Em
concentracdes mais elevadas, tem atividade bactericida ao atuar diretamente na

membrana celular bacteriana (Forbes et al., 2016; Riley & Lamont, 2013).

A legislagdo europeia permite a utilizacdo desta substdncia numa concentragao
maxima de 0.3%, considerada segura, sendo bastante utilizada em dentifricos (Infarmed,
2014). Contudo, o triclosan foi proibido em produtos de venda livre pela Food and Drug
Administration (FDA) nos Estados Unidos em setembro de 2016, devido a falta de
evidéncia cientifica sobre o seu efeito antibacteriano e pelo aparecimento de estudos que
sugerem um efeito desregulador enddcrino (Food and Drug Administration, 2016; Wang

& Tian, 2015).

Desta forma, com a descoberta dos efeitos secundarios dos agentes antibacterianos
anteriormente referidos, estdo a ser atualmente testados produtos mais naturais, com uma
maior segurancga, tais como o xilitol e o ozono (Almaz & Sonmez, 2015; Nayak et al.,

2014).
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Xilitol

O xilitol ¢ um adogante natural que, ao contrario de outros agucares, ndo ¢é
fermentéavel por bactérias orais. Por esse motivo, ao interromper as vias de produ¢do de
energia, inibe o crescimento de determinadas espécies, como Streptococcus mutans €
Lactobacillus. Reduz também a adesdo destes microrganismos a superficie dentéaria e
promove a remineralizacdo dentaria ao aumentar o fluxo salivar quando utilizado em
forma de pastilha. Assim sendo, ¢ indicado em dentifricos, colutorios e pastilhas eldsticas

(Hajiahmadi et al., 2021; Nasseripour et al., 2021).

Para pacientes com disfun¢@o da articulagdo temporomandibular (DTM), devem ser
utilizados rebugados de xilitol, ao invés de pastilhas elasticas. No entanto, ¢ necessario
haver precau¢do com a sua toma, pois pode causar alteragdes gastrointestinais em doses

elevadas (Nayak et al., 2014).

3. Ozonoterapia na Medicina Dentaria
3.1 Historia da ozonoterapia

Em 1785, Martin Van Marun, um fisico holandés, verificou um gés com um cheiro
caracteristico apos a passagem de faiscas elétricas na sua maquina eletrostatica. No
entanto, apenas em 1840, Christian F. Schonbein, professor na universidade de Basel,
atribuiu a este gds o nome “ozono”, tendo origem na palavra grega ozein que significa
“odor”. Este descreveu a reacdo quimica que leva a formag¢do do ozono a partir do
oxigénio e por estes feitos ¢ considerado o “pai da ozonoterapia” (Naik et al., 2016;

Srikanth et al., 2013).

Posteriormente, em 1930, o dentista suigo Dr. E. A. Fisch relatou a utiliza¢ao de
agua ozonizada como desinfetante e cicatrizante apos cirurgias dentdrias.
Consequentemente, levou a uma evolugdo no ambito da Medicina Dentéria, tendo vindo
a ser utilizada por um niimero crescente de médicos dentistas em todo o mundo (Gallo &

Scribante, 2021; ISCO3, 2020).

Nas ultimas décadas, ocorreu um aumento de estudos cientificos com o objetivo de

compreender melhor os seus mecanismos basicos de acdo e efeitos sistémicos (de Sire et
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al., 2021). Diversas associagdes cientificas internacionais foram criadas, particularmente
a International Scientific Committee of Ozone Therapy e na atualidade a ozonoterapia ¢é
legal em diversos paises (ISCO3, 2020). Em Portugal, ¢ categorizada como uma

competéncia setorial em Medicina Dentaria desde 2021 (OMD, 2021).

3.2 Molécula de ozono

O elemento oxigénio existe em duas formas alotropicas, em que para além do
oxigénio diatdmico mais comum (O;), existe uma variante triatomica (O3) denominada
“ozono” (Barczyk et al., 2023). A sua formagao ocorre quando uma molécula de oxigénio
¢ submetida a radiacdo ultravioleta (UV) de alta energia e divide-se em dois atomos de
oxigénio livres, que por sua vez colidem com moléculas de oxigénio diatomicas,

formando uma molécula triatomica (Gulafsha & Anuroopa, 2019) (Figura 3).

0,+UV —» O0+0

O+0, —» O,

Figura 3 - Formagdo da molécula de ozono. Criado com BioRender.com.

Embora o ozono em si ndo seja um radical, ¢ o terceiro oxidante mais potente,
sendo o primeiro o fluor. Tem um potencial de oxidag¢do aproximadamente 150% maior
que o do cloro quando utilizado como agente antimicrobiano contra bactérias, virus,

fungos e protozodrios (Barczyk et al., 2023; Gupta & Deepa, 2016).

Deste modo, com o objetivo de aproveitar as propriedades do ozono para fins
medicinais, este ¢ produzido utilizando um gerador de ozono, em que o produto final ¢
uma mistura gasosa que contém 95-99,5% de O, puro e 0,1-5% de Os. No entanto, o
ozono ¢ um gas termodinamicamente instavel e transforma-se facilmente em oxigénio
puro, sendo a sua semivida de 40 minutos a 20°C ou 140 minutos a 0°C. Por ser altamente
instavel e dependente da temperatura e pressao, este ndo pode ser armazenado e deve ser

utilizado no momento (Gulafsha & Anuroopa, 2019; Suh et al., 2019; Tiwari et al., 2017).
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3.3 Propriedades biologicas do ozono

Os estudos demonstram que o ozono apresenta propriedades antimicrobianas,
imunoestimulantes, anti-hipdxicas, anti-inflamatorias, analgésicas, biossintéticas e

remineralizantes (Gallo & Scribante, 2021; Gupta & Deepa, 2016; Liaqat et al., 2022).

Acdo antimicrobiana

Os efeitos antimicrobianos do ozono verificam-se em bactérias, virus, fungos,

leveduras e protozoarios (Gallo & Scribante, 2021; Gupta & Deepa, 2016).

Relativamente a sua agdo antibacteriana, esta abrange bactérias Gram-positivo e
Gram-negativo, sendo as bactérias Gram-positivo as mais suscetiveis (Sen & Sen, 2020).
O ozono provoca a oxidagdo de fosfolipidos e lipoproteinas do involucro celular
bacteriano, destruindo a parede celular e rompendo a membrana citoplasmatica,
permitindo que o proprio ozono se infiltre dentro dos microrganismos.
Consequentemente, oxida glicoproteinas e glicolipidos, bloqueando assim a funcdo
enzimatica, o que leva a uma perda de funcao dos organelos (Gulafsha & Anuroopa, 2019;

Mese et al., 2020).

A sua acdo aumenta em meio liquido, especialmente em pH 4cido, caracteristico
das lesdes de carie (Naik et al., 2016). Nesse sentido, alguns estudos demonstram uma
eficacia bastante significativa contra bactérias cariogénicas, tais como Streptococcus

mutans, Lactobacillus casei e Actinomyces naeslundii (Tiwari et al., 2017).

De modo complementar, o ozono apresenta uma atividade antimicrobiana nos
fungos ao inibir o crescimento celular em determinadas fases de reproducdo, enquanto
que nos virus danifica a capside viral e perturba a sua replicagdo ao interferir na ligagdo

do virus com a célula hospedeira (Gallo & Scribante, 2021; Tiwari et al., 2017).

Esta a¢do do ozono ¢ inespecifica e seletiva para as células microbianas, ndo tendo
efeito nas células do corpo humano devido a sua capacidade antioxidante. Desta forma, o
stress oxidativo causado pelo ozono ¢ prejudicial aos microrganismos e nao as células

humanas (Gallo & Scribante, 2021; Naik et al., 2016).
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Efeito imunoestimulante

O ozono estimula o sistema imunitario celular e humoral e, consequentemente, a
proliferacdo de células imunocompetentes, sintese de imunoglobulinas e a ativagdo de
macrofagos. Como resultado, ocorre a producdo de citocinas como interleucinas,
prostaglandinas e leucotrienos que reduzem a inflamacao e auxiliam na cicatrizagdo e no
controlo da dor (Gulafsha & Anuroopa, 2019; Naik et al., 2016). No entanto, ¢ importante
referir que o seu efeito ¢ dose-dependente, tendo em concentracdes elevadas um efeito
imunossupressor € em concentragdes baixas um efeito imunoestimulante (Srikanth et al.,

2013).

Efeito anti-hipdxico, anti-inflamatorio e analgésico

O ozono aumenta a pressao parcial de oxigénio nos tecidos e melhora o transporte
de oxigénio no sangue, provocando uma alteragdo do metabolismo celular (Gupta &
Deepa, 2016). Este também diminui a producdo de mediadores de inflamagdo e inativa
os mediadores da dor por oxidacdo. Para além disso, ao melhorar a microcirculagdo
sanguinea local, assiste na elimina¢do de toxinas e na resolugdo de disturbios que

provocam dor (Naik et al., 2016).

Efeito biossintético

O ozono desencadeia a ativagcdo dos mecanismos de sintese proteica nas células.
Com o aumento da quantidade de mitocondrias e ribossomas, existe um aumento da

atividade funcional e da regeneragdo de tecidos e 6rgaos (Gulafsha & Anuroopa, 2019).

Efeito de remineralizacio

Foi também estudado o potencial de remineralizagdo do ozono quando atua sobre
as substancias organicas dos dentes. Verificou-se que este permite a difusdo de ides de
calcio e fosforo para a superficie interna do dente cariado através da abertura dos tibulos
dentinarios. Desta forma, o ozono aumenta a penetracdo de agentes remineralizantes

(Libonati et al., 2019; Sen & Sen, 2020).
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3.4 Indicacoes

Segundo Gupta & Deepa (2016), Liagat e colaboradores (2022) e Sen & Sen (2020),

a ozonoterapia esta indicada em casos de:

o Controlo da placa bacteriana;

o Tratamento da halitose;

o Profilaxia e prevencdo de céries;

o Remineralizagdo de caries de fossas e fissuras, radiculares e de superficie lisa;
o Irrigacdo/insuflacdo em tratamentos restauradores;

o Branqueamento dentério;

o Dessensibilizagdo dentaria;

o Desinfecao de proteses fixas/removiveis;

o Irrigacdo/insuflacdo em tratamentos endodonticos;

o Irrigacdo/insuflacdo em tratamentos periodontais;

o Tratamento em casos de gengivite;

o Tratamento de feridas e processos inflamatorios;

o Tratamento em determinadas patologias dos tecidos moles;

o Tratamento antibacteriano durante/ap6s cirurgias dentérias ou de implantes;
o Controlo da dor;

o Tratamento de disfungdes temporomandibulares.

3.5 Efeitos adversos

A inalagdo de ozono pode ser toxica para o sistema pulmonar e causar alguns efeitos
adversos como tosse, nduseas, vomitos, dores de cabeca, epifora, rinite, irritagdo das vias
respiratdrias superiores, falta de ar e problemas cardiacos (Gupta & Deepa, 2016; Naik et

al., 2016).

No entanto, segundo as diretrizes da Madrid Declaration on Ozone Therapy, a
maioria dos efeitos adversos relatados encontra-se relacionada com a mala praxis
(incorreta técnica ou via de administracao e concentracdo de ozono administrado), com a

exposicao por inalagdo e com overdose acidental (ISCO3, 2020). Dito isto, em Medicina
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Dentaria as complicacdes causadas pela ozonoterapia sdo pouco frequentes (Naik et al.,

2016).

3.6 Métodos de aplicacido de ozono

Os métodos de aplicagdo de ozono em Medicina Dentaria incluem ozono gasoso,
agua ozonizada e/ou 6leo ozonizado. Estas podem ser utilizadas isoladamente ou em
combinacdo, dependendo da aplicagdo clinica e dos resultados esperados (Barczyk et al.,

2023; Naik et al., 2016).

3.6.1 Ozono gasoso

O ozono em gas ¢ frequentemente utilizado em Medicina Dentaria
Conservadora/Dentisteria e Endodontia (Gulafsha & Anuroopa, 2019). Normalmente este
¢ administrado localmente através de um sistema de succdo selado, de modo a evitar a
sua inalacdo e efeitos adversos (Gupta & Deepa, 2016). O ozono na sua forma gasosa tem
a capacidade de penetrar profundamente e alcangar a dentina cariada, tibulos dentinarios
e até mesmo areas de dificil acesso que sdo dificeis de desinfetar durante a preparagao
quimico-mecanica dos canais radiculares. Para além disso, ao penetrar através do foramen
apical, promove a regeneracdo e cicatrizagdo ossea (Barczyk et al., 2023; Sen & Sen,

2020).

3.6.2 Agua ozonizada

Aguas de alta pureza, como as de osmose reversa, sdo as mais adequadas para a
producdo de 4gua ozonizada em Medicina Dentaria. Dependendo da coluna de
ozonizagdo e da sua tecnologia de mistura ozono/adgua, a concentra¢cdo final de ozono
dissolvido pode ser por volta de 1/4 a 1/5 da concentragdo de gés aplicada no gerador. E
necessario ter também em atencdo que a solubilidade do ozono ¢ muito maior em agua
refrigerada (2-3°C) do que em 4gua a temperatura ambiente, para além de ser menos
reativo. Porém, ¢ menos conveniente de ser aplicada em casos de hipersensibilidade ao

frio (ISCO3, 2020).
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A 4gua ozonizada ¢ bastante utilizada como colutério em casos de halitose,
gengivite, candidiase oral e estomatite. A sua irrigacdo ¢ também realizada nos canais
radiculares durante o tratamento endoddntico ou em bolsas periodontais apds o
tratamento periodontal ndo cirurgico (Gulafsha & Anuroopa, 2019; Suh et al., 2019). Para
além disso, também pode ser utilizada no abastecimento de 4agua na cadeira do
consultorio, ou seja, como colutorio pré-tratamento para que o paciente possa desinfetar

a sua cavidade oral no inicio da consulta (Sen & Sen, 2020).

Uma grande vantagem de ser utilizada 4gua ozonizada ¢ eliminar o risco de o 0zono
ser inalado pelo trato respiratorio. No entanto, os estudos indicam que tem uma menor

eficacia antimicrobiana em comparagdo ao ozono gasoso (Gupta & Deepa, 2016).

3.6.3 Oleo ozonizado

O ¢6leo ozonizado ¢ bastante util em Medicina Oral devido as suas propriedades
antimicrobianas e cicatrizantes nas lesdes orais e infe¢cdes fingicas. Este apresenta uma
grande acessibilidade e segundo as diretrizes da Madrid Declaration on Ozone Therapy,
¢ recomendavel a compra de 6leos ozonizados com os seus componentes documentados,
ao invés de realizar a sua produg¢ao, pois evita-se assim a formacao de subprodutos toxicos

secundarios (Gupta & Deepa, 2016; ISCO3, 2020).

3.7 Aplicacoes clinicas

A ozonoterapia pode ser utilizada em diversas areas da Medicina Dentaria como a
Medicina Dentéria Preventiva e Conservadora, Endodontia, Periodontologia, Cirurgia
Oral, Medicina Oral, Implantologia, Reabilitagao Oral, Oclusdo, Ortodontia e até mesmo
Oncologia da cabega e pescoco. Para além da sua aplicabilidade clinica nos pacientes, o
ozono também pode ser utilizado para a desinfecdo do proprio consultério (Barczyk et
al., 2023).

No entanto, alguns autores reconhecem que esta terapia deve ser usada como uma
abordagem complementar, muitas vezes em combinagdo com o tratamento convencional,

e ndo como uma alternativa (Barczyk et al., 2023).
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3.7.1 Dentisteria Minimamente Invasiva

Remineralizacao de lesdes de carie

As fossas e fissuras profundas sdo dificeis de higienizar e por isso sdo altamente
suscetiveis ao alojamento de alimentos, resultando na acumulacio de placa bacteriana.
Por esse motivo, a aplicagdo de ozono nestes casos tem-se revelado altamente eficaz.
Recomenda-se uma limpeza das fissuras antes do tratamento com ozono e apds a sua

aplicacdo a colocag@o de um agente remineralizante e o selamento das fissuras (Tiwari et

al., 2017).

Remocao seletiva da lesdo de carie

A remocdo completa de todo o esmalte e dentina cariada em lesdes de carie
profundas pode resultar em exposi¢ao pulpar. Nesse sentido, cada vez mais se realizam
protocolos minimamente invasivos com uma remog¢ao seletiva das lesdes de cérie, que
sdo divididos em one-step e two-step/stepwise excavation method. Nestes métodos,
durante a remogdo do tecido cariado mantém-se uma camada fina de dentina cariada
interna (afetada) que apresenta capacidade de remineralizagdo. A restauragdo definitiva
pode ser realizada na mesma consulta (one-step) ou coloca-se uma restaura¢ao provisoria,
implicando uma segunda consulta (stepwise excavation). Desta forma, com o passar do
tempo ocorre a formagdo de dentina terciaria, o que evita a possibilidade de existir uma

exposi¢do pulpar (Mese et al., 2020; Warreth, 2023).

Complementarmente, a utilizacdo de agentes antimicrobianos cavitdrios como o
ozono contribui para a reducdo das bactérias remanescentes nos tibulos dentinarios, o
que permite evitar a progressdo da lesdo e diminuir a necessidade de uma segunda

consulta (Mese et al., 2020).

3.8 Precaucoes

Em caso de intoxicagdo com o ozono, o doente deve ser colocado em decubito
dorsal e inalar oxigénio. A ingestdo oral de vitamina E, vitamina C e N-acetilcisteina
também ¢ benéfica, principalmente na exposic¢do cronica a ozono (Gulafsha & Anuroopa,

2019; Gupta & Deepa, 2016).
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Segundo ISCO3 (2020) e Naik e colaboradores (2016), a utilizagao de ozono gasoso
¢ o método mais propenso a realizar inalacdo acidental e, por esse motivo, ¢ fundamental

que o médico dentista tome todas as medidas de seguranca, tais como:

o Interromper imediatamente o procedimento se o odor especifico do ozono

for detetado e verificar a existéncia de alguma fuga;

o Usar, sempre que possivel, aspiracao de alto débito e uma campanula de

silicone flexivel adaptada a uma seringa com conexao Luer Lock;

o Certificar-se da presenca de vitamina C (em formato de dose unica) e de

oxigénio medicinal com uma mascara e um humidificador no consultério;

o Usar materiais resistentes ao 0zono tais como o vidro, o silicone e o teflon.

4. Enquadramento

A remogdo convencional do tecido cariado ndo garante a eliminagdo total das
bactérias cariogénicas, podendo surgir consequéncias como caries secundarias,
sensibilidade pods-operatoria e inflamagdo pulpar. Posto isto, para além do poder
preventivo dos agentes antibacterianos na cdrie dentaria, alguns destes também podem
ser importantes para o sucesso de uma restauracdo como um tratamento complementar
antibacteriano, principalmente quando ¢ efetuada uma preparacao cavitaria minimamente

invasiva (Cangul et al., 2020; Sancakli et al., 2018).

Com estas intencdes, as propriedades antibacterianas do ozono tém sido estudadas
e comparadas a acdo da clorexidina, porém os resultados nem sempre sdo consistentes
(Barczyk et al., 2023) e a qualidade de evidéncia ¢ considerada baixa (Santos et al., 2020).
De um modo geral, existe uma auséncia de informacgdes relevantes sobre aspetos
metodoldgicos nos estudos e, quando estas se encontram especificadas, verifica-se uma
heterogeneidade entre protocolos aplicados, tanto na concentragdo e tempo de aplicagdo
como no tipo de gerador e oxigénio utilizados (Gallo & Scribante, 2021; Santos et al.,

2020; Tricarico et al., 2020).

Desta forma, esta investigagdo surge da necessidade de testar in vitro a capacidade

antibacteriana do ozono e uniformizar uma metodologia de aplicacao.
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II. OBJETIVOS

1. Objetivo geral
Este estudo tem como objetivo geral avaliar in vitro a capacidade antibacteriana do
ozono em bactérias cariogénicas, de forma a testar a sua a¢do preventiva ou como um

tratamento coadjuvante ndo invasivo da carie dentaria.

2. Objetivos especificos
Como objetivos especificos, este estudo pretende:

o Testar, em ambiente controlado, a suscetibilidade de uma gama diversificada
de estirpes bacterianas cariogénicas, nomeadamente, Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus, Lactobacillus casei e Actinomyces naeslundii, a
exposicao de ozono,

o Determinar qual o método de aplicacdo de ozono (4gua, gas ou ambos em
simultaneo) e tempo de exposi¢ao mais eficaz;

o Contribuir para o desenvolvimento de um protocolo universal, no qual se
assegura uma ag¢do antibacteriana ideal como medida preventiva ou
terapéutica contra a carie dentaria;

o Destacar potenciais areas para futuras investigagdes no dominio da

ozonoterapia na Medicina Dentdria.
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III. MATERIAIS E METODOS
1. Local do estudo

O estudo decorreu nas instalagdes do Instituto Universitario Egas Moniz, no

laboratorio de Microbiologia Aplicada, entre marco e julho de 2023.

2. Tipo de estudo

Caracteriza-se por um estudo experimental in vitro, no qual todos os ensaios foram
realizados na camara de seguranca bioldgica ninoSAFE class II (Nino Labinterior,

Jungsbacka, Sweden) (Figura 4), de modo a garantir a esterilidade da area de trabalho.

Ninajy

niNoSAFE class 1l

Figura 4 - Camara de seguranca biologica ninoSAFE class Il (Nino Labinterior, Jungsbacka, Sweden).

3. Microrganismos e condicoes de cultura

Os microrganismos utilizados foram Streptococcus mutans ATCC 35668 (S.
mutans), Streptococcus sobrinus DSM 20742 (S. sobrinus), Lactobacillus casei ATCC
393 (L. casei) e Actinomyces naeslundii DSM 43013 (A. naeslundii) (adquiridos a
American Type Culture Collection, Virginia, USA e ao Leibniz Institute DSMZ German

Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Germany).

Inicialmente as estirpes bacterianas encontravam-se liofilizadas, tendo sido
reconstituidas (reativadas) com meio liquido de Brain Heart Infusion (BHI) (no caso de

S. mutans, S. sobrinus e A. naeslundii), ou em Man, Rogosa and Sharp agar (MRS) (no
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caso de L. casei). Foram incubadas na estufa (VWR, Radnor, USA) a 37°C durante 48
horas, em atmosfera de anaerobiose (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) para S.
mutans, S. sobrinus e A. naeslundii ¢ em atmosfera de microaerofilia (bioMérieux,

Marcy-I’Etoile, France) para L. casei.

De seguida, cada estirpe foi inoculada através de estrias multiplas em meios de
cultura so6lidos apropriados para o seu crescimento, particularmente, gelose de sangue
(Biogerm, Maia, Portugal) para S. mutans e S. sobrinus, MRS agar (Biokar Diagnostics,
Allonne, France) para L. casei e gelose de chocolate (Biogerm, Maia, Portugal) para A.

naeslundii.

Apos a sua inoculacdo, os meios foram incubados na estufa (VWR, Radnor, USA)
a 37°C durante 48 horas, sendo que os de gelose de sangue e chocolate foram colocados
em condi¢des de anaerobiose (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) e os de MRS agar

em microaerofilia (bioMérieux, Marcy-I’Etoile, France) (Figura 5).

Xasgn

b
o =

— 1 —B i) |
| g i | =

Estirpe bacteriana  + BHI/MRS Sistema de incubagio
liofilizada anaerobica / microaerofilia

Estufa Cultura bacteriana

em meio liquido
BHI/MRS

gsrc T ash

Cultura bacteriana Estufa Sistema de incubagdo Inoculagio em

em meio sélido anaerobica / microaerofilia meio de cultura
solido respetivo

Figura 5 — Esquema representativo da preparagdo dos microrganismos e respetivos meios de cultura.

Criado com BioRender.com.

Com o objetivo de manter um stock padrdo a longo prazo, 850 pL da cultura
bacteriana em meio liquido foram adicionados a 150 pL de glicerol e armazenados em

freezer a -80°C (Arctiko, Esbjerg, Denmark).
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4. Preparacao das suspensoes bacterianas

Através dos meios de cultura soélidos previamente inoculados (Figura 6) foram
preparadas suspensdes de cada microrganismo em 10 mL de 4gua ultrapura estéril Milli-
Q (Merck-Millipore, Darmstadt, Germany) e misturadas no vortex ZX3 (Velp Scientifica,
Usmate Velate, Italy). De forma a garantir a padronizagdo das suspensdes, utilizou-se o
densitometro McFarland DEN-1 (Grant Instruments, Cambridgeshire, United Kingdom),
que permitiu obter um contetido microbiano aproximado de 108 UFC/mL (escala de

McFarland 1) (Figura 7).

A B C D

Densitometro

10 mL 4gua ultrapura Colocagio das colonias Misturador vortex McFarland

estéril bacterianas

Figura 7 - Esquema representativo da prepara¢do das suspensoes bacterianas. Criado com
BioRender.com.

5. Grupos de controlo

Cada ensaio independente, para cada microrganismo, foi realizado em triplicado e
incluiu os grupos experimentais e simultaneamente um grupo de controlo negativo, no
qual as bactérias ndo foram submetidas a nenhum tratamento, e um grupo de controlo
positivo, em que se realizou a aplicacdo de clorexidina 2% (Sigma-Aldrich, Missouri,

USA) durante 40 segundos (Tabela 1 e Figuras 8 ¢ 9).
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Tabela 1 - Protocolo experimental dos grupos de controlo. Nota: Entre cada passo do protocolo, a
solugdo é sempre agitada no vortex, de modo a homogeneizar a mesma.

Protocolo experimental

Colocar 1 mL da suspensdo bacteriana em 9 mL de agua
ultrapura estéril Milli-Q (Merck-Millipore, Darmstadt,
Germany);

Realizar duas diluigdes seriadas com 100 pL em 9,9 mL de
agua peptonada tamponada estéril (Merck-Millipore,
Darmstadt, Germany);

Inocular 100 pL por espalhamento no meio de cultura sélido;
Colocar no sistema gerador de atmosfera adequada, em

estufa (VWR, Radnor, USA) a 37°C durante 48 horas.

Grupos de
controlo
1°.
Controlo
negativo 2°.
(CTRL _NEG)

(Figura 8) 3°
4°,
1°.

Controlo 2.

positivo
(CTRL _POS)
3°.
(Figura 9)

4°.

Colocar 100 pL da suspensdo bacteriana em 900 pL de
clorexidina 2% (Sigma-Aldrich, Missouri, USA);

Apos 40 segundos, colocar 100 pL de tween 80 (AppliChem
GmbH, Darmstadt, Germany), com o objetivo de inativar a
clorexidina;

Inocular 100 pL por espalhamento no meio de cultura sélido;
Colocar no sistema gerador de atmosfera adequada, em

estufa (VWR, Radnor, USA) a 37°C durante 48 horas.

J37°c ¥ 48h

100 pL 100 uL

[

X ]

/]R!_/\ /\4 %\mo uL

: g : 1
= = = =

Suspensdo 9 mL dgua 9,9 mL dgua 9,9 mL 4gua Inoculagio no meio de  Sistema de incubagéo Estufa

bacteriana ultrapura peptonada peptonada cultura s6lido por anaerdbica/
estéril  tamponada estéril tamponada estéril  mgtodo de espalhamento microaerofilia

Figura 8 - Esquema representativo do protocolo experimental do grupo de controlo negativo. Criado

com BioRender.com.
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100 uL &37 c T 48h

e N, =

.
————p —| ﬁ
f—
Suspensio 900 uL Colocagio Inoculagdo no meio de Sistema de incubagio Estufa
bacteriana  clorexidina tween 80 cultura s6lido por método anacrobica/

2% . -
de espalhamento microacrofilia

Figura 9 - Esquema representativo do protocolo experimental do grupo de controlo positivo. Criado com
BioRender.com.

6. Aplicacio de ozono

De modo a existir uma otimizagao do estudo, este foi dividido em duas fases, nas

quais diferem o método e o tempo de aplicagdo de ozono.

6.1 1* Fase do estudo

Relativamente a 1* fase, para cada bactéria testada, foram realizados 8 ensaios
independentes, e cada ensaio em triplicado. Em 2 ensaios independentes, para além dos
3 replicados de ensaio, o plaqueamento para contagem dos UFC/mL também foi feito em
triplicado. Os grupos experimentais de estudo incluiram o ozono na forma de gas a 40
pg/mL e/ou dgua a 60 pg/mL durante 80 segundos. Deste modo, foi utilizado o gerador
de ozono medicinal Ozonette Dent (Sedecal, Madrid, Spain), ilustrado na figura 10,

conectado a uma garrafa de oxigénio medicinal (Nippon Gases, Maia, Portugal).

Figura 10 - Gerador de ozono medicinal Ozonette Dent (Sedecal, Madrid, Spain).

Para a aplicagdo de dgua ozonizada, foram testados dois sistemas diferentes de
ozonizagdo (Figura 11), nos quais a dgua foi preparada a uma concentragdo de 60 pg/mL,
com um fluxo de 30 L/h durante 5 minutos. Os mesmos parametros foram utilizados na

ozonizagao de dgua, comparando um sistema borbulhador de d4gua de 500 mL (SimplyOs3,
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Grand Ledge, USA) com uma coluna de ozonizagdo de dgua de 1 L (Philozon, Nova
Esperancga, Brazil). Este ultimo distingue-se do sistema anterior por permitir um maior
volume de 4gua e a formagdo de microbolhas de gas mais pequenas e em maior
quantidade, promovendo uma maior dissolu¢do do ozono na agua e, consequentemente,

uma maior concentra¢do final (Xiong et al., 2018).

Smplyg

D
‘A B

Figura 11 - Sistemas de ozonizagdo de agua utilizados: A - Sistema borbulhador de agua (SimplyO:s,
Grand Ledge, USA); B - Coluna de ozoniza¢do de agua (Philozon, Nova Esperanc¢a, Brazil).

Para tal, foi utilizada dgua ultrapura estéril Milli-Q (Merck-Millipore, Darmstadt,
Germany) com um pH de 9,3, refrigerada até ao momento da ozonizagdo a uma
temperatura de 4°C. Apos a sua ozonizacdo, esta foi armazenada num frasco de vidro

ambar e utilizada no momento.

Por ndo existirem protocolos definidos para a aplica¢do de ozono em Dentisteria, a
concentragdo de ozono e o tempo de aplicacdo foram selecionados de acordo com as
diretrizes da Madrid Declaration on Ozone Therapy e da empresa Sedecal que
comercializa o gerador e permite uma gama de concentragdes de 1 a 80 pg/mL (ISCO3,

2020). Desta forma, foram realizados 4 grupos experimentais:

1°. Grupo O3_GAS80”’: Insuflagdo de ozono gasoso a uma concentracao de 40

ng/mL durante 80 segundos (Tabela 2 e Figura 12).

2°. Grupo O;_H>080’’Simply: Aplicacdo de 4gua ozonizada durante 80 segundos,
previamente preparada a uma concentracdo de 60 pg/mL através de um sistema

borbulhador de 4gua (SimplyO3, Grand Ledge, USA) (Tabela 3 e Figura 13).

3°. Grupo O;_H>080’’Philozon: Aplicacio de 4gua ozonizada durante 80 segundos,
previamente preparada a uma concentragdo de 60 pg/mL através de uma coluna

de ozonizagao de agua (Philozon, Nova Esperanca, Brazil) (Tabela 3 e Figura 13).
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4°. Grupo O; H>O+GAS80’Simply: Aplicacdo de agua ozonizada previamente
preparada a uma concentragdo de 60 pg/mL através de um sistema borbulhador
de dgua (SimplyOs, Grand Ledge, USA), simultanea a aplicacdo de ozono gasoso

a uma concentracao de 40 pg/mL, durante 80 segundos (Tabela 4 e Figura 14).

Tabela 2 - Protocolo experimental da aplica¢do de ozono gasoso.

Gr.upo Protocolo experimental
experimental
1°. Colocar 1 mL da suspensdo bacteriana em 9 mL de 4gua
ultrapura estéril Milli-Q (Merck-Millipore, Darmstadt,
Germany);
2°. Programar o gerador Ozonette Dent (Sedecal, Madrid,
Spain) no modo continuo a uma concentragao de 40 ug/mL,
com um fluxo de 30 L/h;
0; GASS80”’ 3°. Com o auxilio de um extensor e de uma agulha de irrigagao
(F_igura 12) Sterican (B. Braun, Melsungen, Germany), insuflar o ozono

dentro da 4gua durante 80 segundos;
4°. Apods 80 segundos, colocar 1 mL tiossulfato de sdédio 10%
(VWR, Radnor, USA), com o objetivo de inativar o 0zono;
5°. Inocular 100 pL por espalhamento no meio de cultura sélido;
6°. Colocar no sistema gerador de atmosfera adequada, em

estufa (VWR, Radnor, USA) a 37°C durante 48 horas.

1 mL 40 pg/mL z 80" m - &-“7 °C i 48h

t i‘j‘ =% \
; ! i e
& =
] = =]
=
———
3 - g 5 g y acio de rulacs : a tno R Estufa
Suspensio 9 mL agua Insuflagdo Colocagio de Inoculag@o no meio de Sistema de incubagio
bacteriana ultrapura do ozono na tiossulfato de cultura sélido por anaerobica/
estéril dgua sodio apos 80"  método de espalhamento microaerofilia

Figura 12 - Esquema representativo do protocolo experimental da aplicag¢do de ozono gasoso (1° fase do
estudo). Criado com BioRender.com.
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Tabela 3 - Protocolo experimental da aplicacdo de dgua ozonizada.

Grupos
experimentais

Protocolo experimental

0;_H,080’
’Simply

0;_H,080”

Philozon

(Figura 13)

1°.

2°

3°.

4°.

5°.

6°.

Colocar 500 mL de agua ultrapura estéril Milli-Q (Merck-
Millipore, Darmstadt, Germany) no sistema de ozonizac¢do
SimplyO; (SimplyOs;, Grand Ledge, USA) ou 1 L no
sistema de ozonizagdo Philozon (Philozon, Nova
Esperanca, Brazil);

Programar o gerador Ozonette Dent (Sedecal, Madrid,
Spain) no modo continuo a uma concentragdo de 60 pg/mL,
com um fluxo de 30 L/h durante 5 minutos, conectado ao
sistema de ozonizacdo de agua;

Colocar 9 mL da agua ozonizada em 1 mL da suspensdo
bacteriana;

Ap6s 80 segundos, colocar 1 mL tiossulfato de sodio 10%
(VWR, Radnor, USA), com o objetivo de inativar o 0zono;
Inocular 100 pL por espalhamento no meio de cultura
s6lido;

Colocar no sistema gerador de atmosfera adequada, em

estufa (VWR, Radnor, USA) a 37°C durante 48 horas.

|

[ |

Ozonizagio da dgua

60 pg/mL

pp— — |
- &,\T(E_wh

xof \\ ===
_./"_‘ — [ =
& = =

9mL z
1 \ /-\ﬁ 100 uL S e
* [
(=

Colocagio da dgua Colocagio de Inoculagiio no meio  Sistema de incubagio Estufa
ozonizadaem | mL da  tiossulfato de de cultura solido anaerobica/
suspensdo bacteriana  sédio apés 80" por método de microaerofilia
espalhamento

Figura 13 — Esquema representativo do protocolo experimental da aplicag¢do de agua ozonizada (1 fase
do estudo). Criado com Biorender.com.
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Tabela 4 — Protocolo experimental da aplicag¢do de agua ozonizada simultanea a aplica¢do de ozono

gasoso.

Grupo
experimental

Protocolo experimental

0;_H,0+GAS80”’
Simply

(Figura 14)

1°. Colocar 500 mL de dgua ultrapura estéril Milli-Q (Merck-
Millipore, Darmstadt, Germany) no sistema borbulhador
de dgua (SimplyOs, Grand Ledge, USA);
2°. Programar o gerador Ozonette Dent (Sedecal, Madrid,
Spain) no modo continuo a uma concentracdo de 60
pug/mL, com um fluxo de 30 L/h durante 5 minutos,
conectado ao sistema de ozonizacdo de adgua;
3° Colocar 9 mL da 4gua ozonizada em 1 mL da suspensdo
bacteriana;
7°. Com o auxilio de um extensor e de uma agulha de irrigacao
Sterican (B. Braun, Melsungen, Germany), insuflar o
ozono dentro da 4gua ozonizada durante 80 segundos;
4°. Apos 80 segundos, colocar 1 mL tiossulfato de sédio 10%
(VWR, Radnor, USA), com o objetivo de inativar o
0ZOono;
5°. Inocular 100 pL por espalhamento no meio de cultura
s6lido;
6°. Colocar no sistema gerador de atmosfera adequada, em

estufa (VWR, Radnor, USA) a 37°C durante 48 horas.

|2 &

40 pg/mL

= )
g’? 1 mL 100 p
x ' ‘K‘ L /‘Lﬁ

T X bl 1= |

—

gi? *"© z 48 h

(0

i

Ozonizagio da dgua Colocagdo da dgua ozonizada em Colocagdo de  Inoculagdo no meio Sistema de incubagdo Estufa

60 pg/mL I mL da suspensdo bacteriana + tiossulfato de  de cultura sélido anaerobica/

Insuflagdo ozono gasoso sodio apos 80" por método de microacrofilia

espalhamento

Figura 14 - Esquema representativo do protocolo experimental da aplicag¢do de agua ozonizada
simultdnea a aplicagcdo de ozono gasoso (1°fase do estudo). Criado com BioRender.com.
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6.2 2? Fase do estudo

Relativamente a 2* fase, para cada bactéria testada, foram realizados 2 ensaios

independentes, e cada ensaio em triplicado. Nestes 2 ensaios independentes, para além

dos 3 replicados de ensaio, o plaqueamento para contagem dos UFC/mL também foi feito

em triplicado. A metodologia dos grupos de controlo manteve-se, porém, a dos grupos

experimentais foi modificada (Tabela 5). Todos estes grupos foram testados a 40 e 80

segundos, de forma a comparar a eficacia do 0zono com um menor tempo de aplicacao.

Tabela 5 - Diferengas na metodologia entre a 1°e 2° fase do estudo.

METODOLOGIA

1? Fase

2? Fase

Ozono gasoso: Insuflado dentro da 4gua
ultrapura estéril (na qual foi colocada
previamente a suspensao bacteriana), com
o auxilio de um extensor e de uma agulha
(B. Braun,

de irrigacdo Sterican

Melsungen, Germany).

Ozono gasoso: Insuflado diretamente no

meio de cultura solido (inoculado

previamente com a  suspensao
bacteriana), com o auxilio de um extensor
e de uma agulha de irrigacao Sterican (B.
Braun, Melsungen, Germany), através de

um furo na tampa do meio de cultura.

Agua ozonizada: Ozonizagio da gua a 60

pg/mL através de um sistema borbulhador
de dgua (SimplyOs, Grand Ledge, USA) e
de uma coluna de ozoniza¢do de agua

(Philozon, Nova Esperanga, Brazil);

Volume utilizado: 1 mL suspensdo

bacteriana + 9 mL de 4gua ozonizada.

Agua ozonizada: Ozonizagdo da agua a

80 pg/mL apenas através de uma coluna
de ozonizag¢do de agua (Philozon, Nova
Esperanca, Brazil);

Aumento do volume utilizado, com a
mesma propor¢dao (10 mL suspensao

bacteriana + 90 mL de 4gua ozonizada).

Agua ozonizada + ozono gasoso: Agua ozonizada + 0zono gasoso:
Realizagdo simultanea dos dois métodos Realizagdo em diferentes momentos
anteriormente referidos. temporais dos dois métodos

anteriormente referidos.
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Desta forma, na 2? fase do estudo foram realizados 6 grupos experimentais:

1°.Grupo O3_GAS40’: Insuflacdo de ozono gasoso a uma concentragdo de 40

pg/mL durante 40 segundos (Figura 15).

2°.Grupo O3_GAS80’’: Insuflagdo de ozono gasoso a uma concentragdo de 40

pg/mL durante 80 segundos (Figura 15).

3°.Grupo O3 H»>040”’: Aplicagdo de agua ozonizada durante 40 segundos,
previamente preparada a uma concentragdo de 80 pg/mL através de uma coluna

de ozonizacdo de dgua (Philozon, Nova Esperanga, Brazil) (Figura 16).

4°. Grupo O;_H»>080”’: Aplicagdo de agua ozonizada durante 80 segundos,
previamente preparada a uma concentragdo de 80 pg/mL através de uma coluna

de ozonizacdo de dgua (Philozon, Nova Esperanga, Brazil) (Figura 16).

5°. Grupo O3;_H,0+GAS40’’: Aplicacdo de agua ozonizada durante 40 segundos,
previamente preparada a uma concentragdo de 80 pg/mL através de uma coluna
de ozonizagdo de adgua (Philozon, Nova Esperanca, Brazil), e posteriormente a
aplicagdo de ozono gasoso a uma concentracdo de 40 pug/mL durante 40

segundos (Figura 17).

6°. Grupo O3;_H,0+GAS80’’: Aplicacdo de agua ozonizada durante 80 segundos,
previamente preparada a uma concentragdo de 80 pg/mL através de uma coluna
de ozonizagdo de dgua (Philozon, Nova Esperanca, Brazil), e posteriormente a
aplicagdo de ozono gasoso a uma concentracdo de 40 pug/mL durante 80

segundos (Figura 17).

40 pg/mL E‘#(HSU"
£y

oc W
I mL . &37 Cc X 48h

O\ @

\
*.@ — -

i

Suspensao 9 mL édgua Inoculagio no meio de Insuflagdo do ozono Sistema de incubagio Estufa
bacteriana  yjtrapura cultura sélido por diretamente no meio anaerobica/
estéril método de de cultura (com um microacrofilia
espalhamento furo na tampa)

Figura 15 - Esquema representativo do protocolo experimental da aplicag¢do de ozono gasoso (2° fase do
estudo). Criado com BioRender.com.
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-
100 pL
Ozonizagdo da dgua  Colocagio da agua ozonizada  Colocagio de Inoculagiono  Sistema de incubagio  Estufa
80 pg/mL em 10 mL da suspensio tiossulfato de meio de cultura anaerobica/
bacteriana sodio apos 80" solido por método microaerofilia
de espalhamento

Figura 16 - Esquema representativo da aplicacdo de agua ozonizada (2° fase do estudo). Criado com
BioRender.com.

Ozonizagio da dgua Colocagiio da dgua Colocagiio de Inoculagio no meio de
80 pg/mL ozonizada em 10 mL da tiossulfato de cultura sélido por
) suspensio bacteriana sodio apos 80" método de espalhamento

Estufa Sistema de incubagio Insuflagiio do ozono
anaerdbica/ diretamente no meio de cultura
microaerofilia (com um furo na tampa)

Figura 17 - Esquema representativo da aplicag¢do de dagua ozonizada e de ozono gasoso em momentos
temporais diferentes (2° fase do estudo). Criado com BioRender.com.
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7. Contagem do numero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Ap6s as 48 horas de incubagdo, foram calculadas as Unidades Formadoras de

Colonias (UFC), de acordo com a formula da Figura 18.

n° de colonias x fator de diluigio

LI, = volume inoculado

Figura 18 - Formula para calculo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Criado com
BioRender.com.

Em casos de auséncia de crescimento bacteriano, o valor utilizado foi <10 UFC/mL.
Em todas as contagens bacterianas foram realizadas médias do triplicado de amostra e de

ensaio, de modo a realizar uma analise estatistica.

8. Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente com o auxilio do programa informatico
IBM SPSS Statistics, versao 29.0. Foram aplicadas metodologias de andlise estatistica

descritiva e inferencial. Neste ultimo caso foi estabelecido um nivel de significancia de

5%.
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III.RESULTADOS

Atendendo a contagem do numero de Unidades Formadoras de Colénias (UFC),
verificou-se que a clorexidina 2% (CTRL POS) eliminou a 100% todos os
microrganismos, validando a metodologia do estudo. No entanto, os grupos
experimentais da 1? fase apresentam uma heterogeneidade de resultados entre triplicados

de ensaio, tal como exemplificado na Tabela 6 e Figura 19.

Tabela 6 — Exemplo da heterogeneidade do numero de UFC/mL entre triplicados de ensaio em S. mutans

(1°fase).

0;_H,080” O;_H:080” O3_H,O+GASS80”’

0:_GAS80”
Simply Philozon Simply
Replicado 1 <10 90 210 <10
Replicado 2 250 <10 5520 <10
Replicado 3 5150 9140 920 400
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3

Figura 19 - Exemplo da heterogeneidade do numero de UFC/mL entre triplicados de ensaio em S.
mutans no grupo Os;_GAS80"’ (1°fase).

O triplicado de plaqueamento para contagem dos UFC/mL demonstrou também a

mesma heterogeneidade de resultados e consequentemente, numa 2* fase, a metodologia
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dos grupos experimentais foi modificada com o intuito de otimizar e diminuir a
variabilidade nos grupos experimentais. No entanto, a oscilagdo de resultados manteve-

se nos grupos em que se utiliza 4gua ozonizada (Tabela 7 e Figura 20).

Tabela 7 — Exemplo da heterogeneidade do numero de UFC/mL entre triplicados de ensaio em S. mutans

(2°fase).

0; GAS O3 GAS O3 H,O O3 HO0 O3 _H0+GAS O3 H,O0+GAS

40> 80”’ 40> 80"’ 40> 80”’

Replicado 3530 2820 10 <10 <10 <10
1

Replicado  549( 5380 10000 100 1440 30
2

Replicado 379 3100 <10 3440 <10 <10
3

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3

Figura 20 - Exemplo da heterogeneidade do numero de UFC/mL entre triplicados de ensaio em S.
mutans no grupo O3 _H>080"" (2¢ fase).

Com a nova metodologia de ozono gasoso na 2? fase, verificou-se também que as
bactérias sofreram a¢do mecanica e foram afastadas para os cantos do meio de cultura e

incorporadas para dentro do gel de agar (Figura 21).
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Ensaio 3

Figura 21 — Exemplo da a¢do mecanica verificada nos ensaios do grupo O;_GAS80’’ em S.mutans (2

fase).

Apesar destas limitagdes, comparando o nimero de bactérias inicial (CTRL _NEG

ou branco) com a contagem das UFC dos grupos experimentais, verifica-se sempre uma

reducdo bacteriana para todas as bactérias em estudo. Na 1* fase ocorreram redugdes

bacterianas entre 10% e 10! e na 2° fase verificaram-se redugdes entre 10° e 10%, sendo que

a média aritmética dos triplicados de ensaio e de amostra da tltima experiéncia de cada

fase encontra-se ilustrada nas Tabelas 8 € 9.

Tabela 8 - Média aritmética das contagens bacterianas (UFC/mL) dos grupos controlo e experimentais

da ultima experiéncia da 1° fase do estudo.

S. mutans S. sobrinus L. casei A. naeslundii
CTRL_NEG 2,0x 10 2,3x 10 1,2x 103 1,3x10°
CTRL_POS <10 <10 <10 <10
0;_GASS80" <10 1,8 x 10° 4,6 x 10° 3,6 x10°
0s H,080"Simply 1 X 10° 3.3 3,5x 10° <10
O;_H,080'"'Philozon 22x10° <10 <10 <10
03:_H,O+GASS80" 1.3 x 102 <10 <10 33 % 10°

Simply
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Tabela 9 - Média aritmética das contagens bacterianas (UFC/mL) dos grupos controlo e experimentais
da ultima experiéncia da 2° fase do estudo.

S. mutans S. sobrinus L. casei A. naeslundii
CTRL_NEG 2,6 x 10 1,7x10° 1,5x10° 6,4 x 10
CTRL_POS <10 <10 <10 <10
0;3_GAS40" 3,1 x 10° 1,3x10° 1,4 x 10° <10
03_GASS80" 3,8x 10° 3,4x10° 1,5 x 10? <10
0;_H,040" 3,3x 10° 2,6 x10° 3,5x 10 1,1
0;_H,080" 3,9 x 10? 6,4 x 10° <10 <10
0;_H;0+GAS40" 5,2 x 10? 2,7x10° <10 <10
0;_H>0+GAS80" 3,3 32x10° <10 <10

Devido a grande variabilidade de resultados, a analise estatistica inferencial ndo se
apresenta como o método de analise mais correto. Esta apenas foi realizada com o intuito
de nos dar uma ideia geral sobre as diferencas entre o CTRL NEG e os grupos

experimentais e se existiriam diferencas estatisticas entre métodos de aplicagdo de ozono.

Por exemplo, na 1* fase do estudo, para a globalidade das bactérias analisadas, de
um modo geral ocorreu uma redugdo bacteriana significativa (p < 0,05). Ao realizar as
comparagdes multiplas, verificou-se que ndo existem diferencas significativas entre a
acao antibacteriana do ozono em diferentes métodos de aplicagdo (p > 0,05) e ndo existem

diferengas significativas entre a acdo antibacteriana do ozono e da clorexidina (p > 0,05).
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Independentemente, a analise estatistica ndo foi tida em conta, mas sim a anélise
descritiva, na qual se verificam reducdes bacterianas em todos os triplicados de ensaio e

de amostra de ambas as fases do estudo.
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IV.DISCUSSAO

A carie dentéria ¢ uma das doengas cronicas mais prevalentes no mundo e, por esse
motivo, existe uma grande preocupagdo em controlar os seus fatores etiologicos. Esta ¢
uma doenca multifatorial e dindmica, mediada por um biofilme bastante diversificado, na
qual as estirpes bacterianas mais comuns sdo Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Lactobacillus e Actinomyces (Chen et al., 2015; Cherukuri et al., 2020;
Kianoush et al., 2014; Pitts et al., 2017).

O processo dindmico das lesdes de carie consiste em periodos alternados de
desmineralizag¢do e remineraliza¢do dentaria, sendo de extrema importancia ocorrer um
equilibrio entre os fatores patologicos e protetores, de modo a existir uma estabiliza¢do
da doenga ou até mesmo uma reversao da lesdo em casos iniciais. Nesse sentido, uma
correta higiene oral, uma taxa de funcdo salivar normal, uma redugdo da ingestdo de
hidratos carbonos fermentaveis, a toma de pré-biodticos e probiodticos e a aplicagao de
selantes e agentes remineralizadores e antibacterianos irdo provocar uma estabilizagcdo da
lesdo de carie e promover a remineralizagdo (Arthur et al., 2014; Krupa et al., 2022; Pitts

etal., 2017, 2021).

Deste modo, existe um aumento da procura de agentes antibacterianos
biocompativeis e com menos efeitos adversos, com o intuito de reduzir os niveis de
microrganismos na placa dentdria e/ou no remanescente dentdrio apos a remocao do
tecido cariado (Almaz & Sonmez, 2015; Libonati et al., 2019; Mese et al., 2020; Nayak
et al., 2014; Santos et al., 2020). Visto que a remocao total da lesdo de cérie aumenta o
risco de exposi¢ao pulpar e ndo garante a eliminacao de todas bactérias cariogénicas, cada
vez mais se realizam protocolos minimamente invasivos com uma remocao seletiva da
lesdo de cérie, nos quais um tratamento complementar antibacteriano seria bastante
importante para o sucesso de uma restauragao, evitando caries secundarias, sensibilidade

pés-operatoria e inflamacao pulpar (Cangul et al., 2020; Sancakli et al., 2018).

Com estas intengdes, as propriedades antibacterianas do ozono tém sido estudadas
e comparadas a acdo da clorexidina, porém os resultados nem sempre sdo consistentes
(Barczyk et al., 2023) e a qualidade de evidéncia ¢ considerada baixa (Santos et al., 2020).
De um modo global, existe uma auséncia de informacgdes relevantes sobre a metodologia

e uma heterogeneidade entre protocolos aplicados (concentracdo de ozono, tempo e tipo
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de oxigénio e gerador) (Gallo & Scribante, 2021; Santos et al., 2020; Tricarico et al.,
2020). Para além disso, a maior parte dos estudos in vitro testam a agdo antibacteriana do
ozono em biofilme e/ou dentes humanos, existindo sempre uma forte componente
mecanica associada a aplicagdo de ozono gasoso/dgua ozonizada (Boch et al., 2016;

Sancakli et al., 2018; Tuncay et al., 2015).

Assim, este estudo teve como principal objetivo testar in vitro a capacidade
antibacteriana do ozono em bactérias cariogénicas, de forma a aferir a sua agao preventiva
ou como um tratamento coadjuvante ndo invasivo da carie dentdria. Para tal, a sua agdo
foi maioritariamente testada em suspensdo/meio liquido, existindo um cuidado acrescido

em eliminar a acdo mecanica do estudo e testar apenas a sua acdo quimica.

Foram testadas vérias estirpes de bactérias cariogénicas, nomeadamente,
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus casei e Actinomyces
naeslundii, por serem as mais utilizadas neste tipo de estudos e por serem consideradas
as mais comuns em lesoes de carie (Chen et al., 2015; Cherukuri et al., 2020; Kianoush
et al., 2014; Pitts et al., 2017). As estirpes S.mutans, S. sobrinus e A.naeslundii sdo
colonizadores primarios com uma grande capacidade de adesdo as superficies e fissuras
e também estdo envolvidas na etiologia da cérie radicular, enquanto que L.casei ndo tem
uma grande capacidade de adesdo e estd mais envolvida em caries de dentina mais

extensas (Chokshi et al., 2016; Matsumoto-Nakano, 2018).

A clorexidina ¢ considerada o gold standard dos agentes antibacterianos e, por este
motivo, foi selecionada como controlo positivo para este estudo. Utilizou-se clorexidina
2% por ser a concentracdo mais testada como desinfetante cavitario e a mais utilizada na
literatura na comparacao da acao antibacteriana com a do ozono (Gou et al., 2021; Huth

et al., 2009; Kapdan et al., 2013; Sancakli et al., 2018).

Foi utilizado o gerador de ozono Ozonette Dent (Sedecal, Madrid, Spain) conectado
a uma garrafa de oxigénio medicinal (Nippon Gases, Maia, Portugal), pois ao contrario
do ozono produzido através do ar ambiente, este ndo apresenta elementos reativos de
nitrogénio que sdo contraindicados na pratica clinica devido a sua citotoxicidade (ISCO3,
2020). Por o ozono ser um gas altamente instavel, a 4gua ozonizada foi utilizada no
momento e ndo foi reutilizada, tendo sido usada dgua ultrapura estéril Milli-Q (Merck-
Millipore, Darmstadt, Germany), refrigerada a 4°C, com o objetivo de aumentar a

solubilidade do ozono na dgua e diminuir a sua reatividade.
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Por ndo existirem protocolos definidos para a aplica¢do de ozono em Dentisteria, a
concentragdo de ozono e o tempo de aplicacdo foram selecionados de acordo com as
diretrizes da Madrid Declaration on Ozone Therapy e da empresa Sedecal que
comercializa o gerador e permite uma gama de concentragdes de 1 a 80 pg/mL (ISCO3,
2020). Para além disso, foram tidas em conta as concentragdes mais utilizadas na pratica
clinica, que sdo 40 pg/mL no ozono gasoso e 60 pg/mL na agua ozonizada, sendo que ¢é
necessario ter em conta que a concentracao final de ozono dissolvido ¢ cerca de 1/4 a 1/5
da concentragdo aplicada no gerador, resultando numa concentragao final de 12-15 pg/mL
de 4gua ozonizada (ISCO3, 2020). Ambos foram testados a 40 e 80 segundos, com 0

intuito de analisar se clinicamente se justifica um menor/maior tempo de aplicacao.

Relativamente a 1* fase do estudo, a aplicagdo de ozono gasoso foi realizada
diretamente na suspensao bacteriana em meio liquido através de uma agulha de irrigagao
(B. Braun, Melsungen, Germany), de modo a ndo existir agdo mecanica. A agua
ozonizada também foi aplicada diretamente na suspensdo bacteriana em meio liquido,
porém foram testados dois métodos de ozonizagdo de dgua diferentes. Foi comparado um
sistema borbulhador de 4gua de 500 mL (SimplyOs, Grand Ledge, USA) com uma coluna
de ozonizagdo de 4gua de 1 L (Philozon, Nova Esperanga, Brazil), que se distingue do
sistema anterior por permitir um maior volume de 4gua e a formagao de microbolhas de
gés, promovendo uma maior dissolu¢do do ozono na agua e, consequentemente, uma
maior concentracdo final (Xiong et al., 2018). Foi também testada a aplicacdo simultanea
de ozono gasoso e dgua ozonizada com os métodos anteriormente referidos, de modo a

investigar a sua acao sinérgica.

Face a contagem do numero de Unidades Formadoras de Coldénias (UFC),
verificou-se uma heterogeneidade de resultados entre triplicados de ensaio, com redugdes
bacterianas entre 10° e 10'. Estas diferengas verificaram-se em todas as bactérias e grupos,
exceto no controlo positivo (clorexidina 2%), o que valida a metodologia aplicada. Foram
também realizados triplicados de amostra com o objetivo de verificar se as diferencgas se
mantinham e observou-se que dentro da mesma amostra, que foi homogeneizada no

vortex, obtinhamos contagens diferentes.

Uma das hipoteses explicativas para estas oscilagdes ¢ uma baixa solubilidade do
0z0no gasoso na agua, havendo uma rapida auto-decomposi¢@o e diminuicao da sua agao.
Tal como referem Egorova e colaboradores (2015), a dissolugdo do ozono em meio

liquido ¢ significativamente afetada pelo pH, diminuindo a sua dissolu¢dao em pH alcalino
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> 8, como ¢ o caso do nosso estudo, em que a solugdo apresentava um pH de 9,3. Outra
hipotese € que o ozono forma aglomerados e ndo se dispersa adequadamente na agua,
razao pela qual nem todas as bactérias sdo afetadas (Seridou & Kalogerakis, 2021). A
terceira hipotese explicativa ¢ a formagdo de aglomerados bacterianos devido ao stress
oxidativo provocado pelo ozono. Ao existirem aglomerados microbianos compactos, o
0zono nao teria agdo no seu interior, ocorrendo uma diminui¢ao da sua agao e variagoes
entre contagens do nimero de UFC em locais diferentes do mesmo meio liquido e entre
ensaios. Esta hipdtese ¢ corroborada com a ocorréncia do fendmeno de auto-agregacao
bacteriana causado por stress, que continua pouco compreendido, tal como descrito em

Trunk e colaboradores (2018).

Ao verificar a existéncia de uma heterogeneidade entre resultados na 1* fase, foi
realizada uma nova metodologia numa 2?* fase do estudo. O ozono gasoso foi insuflado
diretamente no meio de cultura solido (inoculado previamente com a suspensdo
bacteriana), com o auxilio de uma agulha de irrigagdo Sterican (B. Braun, Melsungen,
Germany), através de um furo na tampa do meio de cultura, com o objetivo de alcangar
uma aproximacgao as condi¢des clinicas nas quais se aplica ozono gasoso dentro de uma
campanula adaptada a uma seringa. Em relacdo a 4gua ozonizada, esta foi apenas
realizada através da coluna de ozonizac¢dao de dgua de 1 L (Philozon, Nova Esperanga,
Brazil), na qual ocorreu um aumento da concentra¢ao para 80 pg/mL e um aumento do
volume de ozonizagdo, de modo a promover uma maior concentragao final ¢ uma maior
dissolugdo do ozono na dgua. Deste modo, o grupo experimental no qual se aplica ambos
os métodos anteriormente referidos de ozono gasoso e dgua ozonizada foi realizado em

diferentes momentos temporais.

Tendo em conta os resultados obtidos na 2* fase, as diferengas entre ensaios
mantiveram-se nos grupos com agua ozonizada, reforcando as hipoteses explicativas
anteriormente referidas. Para além disso, ¢ de ressaltar que a metodologia nova dos grupos
de ozono gasoso tem uma grande limitacdo na contagem do ntimero de UFC, pois as
bactérias sofreram a¢do mecanica e foram afastadas para os cantos do meio de cultura e
incorporadas para dentro do gel de agar, sendo protegidas da agdo do ozono e, por esse

motivo, sofreram uma a¢do antibacteriana reduzida.

Ainda assim, comparando o n° de bactérias inicial (CTRL NEG) com a contagem

das UFC dos grupos experimentais, verificou-se sempre uma reducdo bacteriana para
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todas as bactérias em estudo de ambas as fases, ou seja, os resultados totais obtidos
indicam que hd uma redug¢do inequivoca do numero de microrganismos e,
consequentemente, o ozono nas diversas formas aplicadas apresenta atividade

antimicrobiana.

A literatura disponivel sobre a acdo antibacteriana do ozono em bactérias
cariogénicas ¢ bastante reduzida e insuficiente para permitir uma comparagao adequada
dos resultados, uma vez que na maior parte dos estudos in vitro o ozono ¢ aplicado em

biofilmes e/ou dentes humanos, existindo uma grande a¢do mecanica.

Johansson e colaboradores (2009) apresenta-se como a investigagdo mais
semelhante ao presente estudo. Nesta, foram realizados 9 ensaios nos quais o 0zono
gasoso foi aplicado diretamente em suspensdes bacterianas de S.mutans, L.casei e
A.naeslundii, com um pH de 7,2, através de um extensor conectado ao gerador. Nao foi
utilizado um gerador de ozono medicinal, mas sim o gerador HealOzone (KaVo,
Biberach, Germany), que forma ozono através do ar ambiente, a uma concentragdo de
2100 ppm durante 10, 30 e 60 segundos. De acordo com os resultados da anélise
estatistica, 92, 73 e 64% dos numeros iniciais de A.naeslundii, S.mutans e L.casei,
respetivamente, foram reduzidos apds exposi¢do a 10 segundos de ozono gasoso. Apos
60 segundos de exposicao, ocorreu uma redugao bacteriana de 99,9% em todas as estirpes
testadas. Embora seja a investigagdo com uma metodologia mais semelhante, foi utilizado
um gerador de ozono diferente, tendo sido utilizada uma concentragdo e unidade de
medida diferentes. No entanto, demostra uma grande capacidade antibacteriana do ozono,
que se pode encontrar otimizada pela utilizagdo de um pH mais baixo relativamente ao

presente estudo.

Duki¢ e colaboradores (2013), Kapdan e colaboradores (2013) e Polydorou e
colaboradores (2006) testam a acdo antibacteriana do ozono gasoso em bactérias
cariogénicas, tais como S.mutans e L.casei, nos quais todos verificam uma redugao
bacteriana significativa. Porém, estes estudos sdo realizados em biofilmes e/ou dentes
humanos, existindo uma forma componente mecénica associada. O ozono gasoso foi
aplicado através de um gerador de ozono HealOzone (KaVo, Biberach, Germany), que
forma ozono através do ar do meio ambiente, a uma concentragdo 2100 ppm, sendo uma
concentragdo e unidade de medida diferentes do presente estudo. No entanto, utilizam o

mesmo tempo de aplica¢do, sendo que Duki¢ e colaboradores (2013) verificaram uma
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reducdo antibacteriana significativa aos 40 segundos de aplicacio e Kapdan e
colaboradores (2013) e Polydorou e colaboradores (2006) verificaram uma reduc¢do

significativa apds 80 segundos.

Pelo contrario, Miiller e colaboradores (2007) prepararam biofilmes bacterianos de
A.naeslundii, Veillonella dispar, Fusobacterium nucleatum, S.sobrinus, S. oralis e
Candida albicans em dentes bovinos durante cerca de 64,5 horas. Estes biofilmes foram
submetidos a ozono gasoso durante 60 segundos através do gerador de ozono HealOzone
(KaVo, Biberach, Germany) e ndo foi verificada uma reducao antibacteriana eficaz, o que
sugere uma boa resisténcia ao ozono por biofilmes corretamente estabelecidos. Tal como
Miiller e colaboradores (2007), Sancakli e colaboradores (2018) verificam que a aplicagao
de ozono gasoso ndo ¢ suficiente para atingir um efeito antibacteriano eficaz em S.mutans,
testando a aplicagdo de ozono gasoso com o gerador HealOzone durante 80 segundos.
Porém, ambos os artigos ndo revelam a concentracdo de ozono utilizada, aspeto este que

pode representar um peso importante nos resultados obtidos.

Polydorou e colaboradores (2012) realizaram a aplicagdo de ozono gasoso através
do gerador HealOzone (KaVo, Biberach, Germany) a 2100 ppm durante 60 segundos em
dentes humanos incubados com S.mutans e L.casei. No entanto, pela necessidade de
existirem estudos a longo prazo, os resultados foram verificados apos 4 e 8 semanas,
sendo que em ambas as semanas se verificou uma redugdo bacteriana significativa de

S.mutans, mas nio de L.casei.

Assim sendo, apesar do numero reduzido de artigos recentes, foram analisados os
que apresentavam uma maior semelhanca com as condigdes deste estudo. No entanto, ndo
nos permite realizar uma comparag¢do adequada por a maior parte dos estudos terem
metodologias completamente diferentes, com agdo mecanica em biofilme e/ou dentes e
com a utilizagdo do gerador HealOzone (KaVo, Biberach, Germany) que forma ozono
através do ar ambiente, apresentando mais componentes para além do oxigénio. Para além
disso, a unidade da concentrag@o ¢ expressa em ppm em vez de pg/mL, tornando dificil

uma uniformizagdo de protocolos.

Independentemente, o estudo atual demonstra que a aplicagdo de ozono durante 40
ou 80 segundos apresenta uma capacidade antibacteriana contra S.mutans, S.sobrinus,

L.casei e A.naeslundii, tanto na forma de ozono gasoso ou de dgua ozonizada. Porém,
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devido as limitagdes do estudo ndo existem resultados claros quando se compara a sua

eficacia entre bactérias e diferentes métodos de aplicacao.
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IV. CONCLUSAO

A partir desta investigagdo ¢ possivel concluir-se que o ozono apresenta um efeito
antibacteriano contra determinadas estirpes bacterianas, nomeadamente S.mutans,

S.sobrinus, L.casei e A.naeslundii.

Foram utilizadas diversas metodologias e equipamentos de topo, que permitem a
formagdo de microbolhas de gés através de ozono medicinal, com o intuito de otimizar a
dissolucdo do ozono em meio liquido e promover uma maior eficécia antibacteriana. Em
contrapartida, devido a heterogeneidade de resultados entre amostras e ensaios e devido
as limitacdes do estudo, ndo foi possivel comparar corretamente a eficacia antibacteriana
entre bactérias e entre diferentes métodos e tempos de aplicagdo. Estas discrepancias
podem ser justificadas pela utilizacdo de um pH da 4gua bastante alcalino, existindo uma
baixa solubilidade do ozono gasoso na dgua, sendo crucial em investigacdes futuras

utilizar um pH mais acido e monitorizar a concentracao e dissolu¢do do ozono na agua.

Deste modo, esta investigacao atua como um estudo exploratorio, evidenciando que
sdo necessarias investigagdes futuras nas quais se utiliza um pH correto e se otimizaria o
presente estudo, com o intuito de testar a agdo antibacteriana do ozono noutras estirpes
bacterianas e estudar a concentragdo, o tempo e a forma de aplicacdo mais eficazes e

reprodutiveis para a maioria das bactérias cariogénicas.

1. Relevancia clinica

Existe uma grande preocupacdo em minimizar a necessidade de tratamentos
restauradores, assim como em realizar tratamentos mais conservadores e biocompativeis,
focados na preservacao do remanescente dentario. Nesse sentido, existe uma necessidade

acrescida em controlar os fatores etioldgicos envolvidos na progressao das lesdes de cérie.

A carie ¢ uma doenca multifatorial, mediada por um biofilme patogénico, que se
pode disseminar em locais extra-orais, causando uma inflamagdo sistémica. Por esse
motivo, torna-se de elevada importancia estudar a eficacia de agentes antibacterianos

mais eficazes e que apresentem poucos efeitos adversos para o organismo.
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Embora seja necessario existirem mais estudos de investigacdo, o ozono revela
resultados promissores como uma potencial terapia preventiva para a carie dentaria ou
como um agente antibacteriano apos a remo¢ao mecanica da cérie. Adicionalmente, a
ozonoterapia ¢ uma terapia indolor e ndo-invasiva, sendo uma area de atuagdo bastante

interessante noutros ramos da Medicina Dentaria, como a Odontopediatria.
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V. PERSPETIVAS FUTURAS

Devido a caréncia de artigos relativamente a agdo antibacteriana do ozono em
bactérias cariogénicas, seria fulcral, no futuro, realizarem um maior ntimero de estudos

utilizando protocolos bem definidos e reprodutiveis com o intuito de:

o Testar a sua agdo quimica em bactérias em suspensdo, mas também em biofilme,

com um maior nimero de amostras € ensaios;
o Testar a sua acdo antibacteriana com uma monitoriza¢do de longa duracao;
o Testar a ag@o antibacteriana do ozono noutras estirpes bacterianas;

o Utilizar um kit que permita medir a concentragdo final de ozono na agua
ozonizada, de modo a haver uma melhor compreensao da dissolucdo do ozono em

meio liquido;
o Utilizar uma 4gua com um pH entre 2 e 6 (Egorova et al., 2015);
o Testar a agdo antibacteriana do ozono na forma de 6leo ozonizado;

o Testar outras propriedades do ozono no ambito da Dentisteria ¢ da Medicina

Dentéria Preventiva, como por exemplo a remineralizagdo dentaria;
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ANEXOS

Anexo 1 - Resultados preliminares apresentados no 6° Congresso Internacional do
CiiEM "Immediate and future challenges to foster One Health".
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BACKGROUND

Dental caries is one of the most prevalent chronic diseases worldwide. It is a multifactorial condition, in which bacteria metabolize carbohydrates into organic
acids, leading to the demineralization of hydroxyapatite (1,6). Recently there has been a paradigm shift towards a more conservative approach in the
treatment of dental caries (4). As a result, ozone has been increasingly used as 8 complementary and conservative treatment due to its antibacterial action
{2,3,5). However, there remains a lack of evidence and consensus on protocols {5). Conseguently, this study aims to evaluate in vitro the antibacterial capacity

of ozone on cariogenic bacteria and contribute to the development of a universal protocol.

MATERIAL AND METHODS RESULTS

Suspensions of Streptococcus mutons ATCC 35668, Streptococcus sobrinus All statistical procedures were performed using IBM 5PS5 version 28.0 (IBM,

DSM 20742, Loctobacillus cosei ATCC 393 and Actinomyces naesiundii DSM MNew York, USA), in which Kruskal-Wallis and Bonferrani tests were applied.

012 vere expased to Ay of pur gesenys nzone dnd Goyg ofnzorsted There were na statistically significant differences between the different
i e i
water during 80 seconds through an ozone generator machine “Ozonette bacteria analysed {p=0.76).

{Sedecal, Madrid, Spain}. The ozonated water was tested in twa different
. It was observed significant bacterial reduction after 80 seconds of oczone
pzane systems, an gzone water bubbler system (Simply03, Grand Ledge,
. ] E exposure in all the microorganisms tested, both on 40pg gaseous ozone
UsA) and @ microbubble water ozonation column (Philozon, Nova
(p<0.01), 60ug czonated water |p<0.01) and 40ug gaseous ozone + 60ug
Esperanga, Brazil) (figure 1),
ozonated water (p<0.01) groups (figure 3).
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Figure 1 - Dione generatar maching; O watsr bisbbler systerm; Mictobubble water aianation column E 150000
Il
A negative control group without ozone and a positive control group 3
(chlorhexidine 2%) were used. After the ozone/chlorhexidine’s action on 5 100000
the suspensions, aliguets were Inoculated on specific culture medium and
placed in the incubator at 372C/48h (figure 2). The results were "

determined by counting the number of CFU (colony forming unit) on the

inoculated media. b b b
N\ o S = B =
= Megative  Postive Gaseous  Oumnated  Oonated Gassous
=3 Control Control Orone Water \Water Ozone +
) — =" SimphyQd  Fhilozon  Oronated
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Figure 35— Graph of sverages and stondard deviation for each method. The groups with different letters
fab] shew sgnificant dillferences [p=k05]

Ozone has similar results to Chlorhexidine (p>0.05} and although there seems
=1 Vs == — to be a tendency for greater efficacy of ozonized water by the Philozon
column compared to the Simply0D3 system, there is no statistical significance

between them (p=0.487).

Fagure 2 —Simpiified protocol of geieaus aaone groups {A) and coonated water grouge {8)

CONCLUSION

Ozona, in both water and gas forms, exhibits significant antibacterial activity against cariogenic bacteria, being an equally effective alternative to Chlorhexidine.

This supports the need for further investigation as a potential preventive therapy for dental caries or as an antibacterial agent after mechanical caries removal.
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