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Resumo 

Objetivos: Avaliar in vitro a capacidade antibacteriana do ozono em bactérias 

cariogénicas e comparar diferentes métodos de aplicação, com o intuito de contribuir para 

o desenvolvimento de um protocolo clínico universal. 

Materiais e Métodos: Suspensões de Streptococcus mutans ATCC 35668, Streptococcus 

sobrinus DSM 20742, Lactobacillus casei ATCC 393 e Actinomyces naeslundii DSM 

43013 foram expostas a 40 μg/mL de ozono gasoso puro, assim como a 60 e 80 μg/mL 

de água ozonizada durante 40 e 80 segundos. Adicionalmente, foram também testadas 

combinações dos dois métodos anteriormente referidos. Foram realizados um grupo de 

controlo negativo sem ozono (branco) e um grupo de controlo positivo (clorexidina 2%). 

Após a ação do ozono/clorexidina, as suspensões foram inoculadas em meio de cultura 

específico e colocadas na estufa a 37ºC/48h. Os resultados foram determinados pela 

contagem do número de UFC (unidades formadoras de colónias) nos meios inoculados.  

Resultados: Observou-se uma redução do número de UFC após 40 e 80 segundos de 

exposição ao ozono em todos os microrganismos testados, existindo reduções bacterianas 

entre 106 e 101. Devido à heterogeneidade de resultados entre ensaios e replicados, não 

foi possível comparar corretamente a eficácia antibacteriana entre bactérias e entre 

diferentes métodos e tempos de aplicação. 

Conclusão: O ozono apresenta uma capacidade antibacteriana contra todas as bactérias 

cariogénicas estudadas. Contudo, foram verificadas algumas oscilações nos resultados, 

que podem ser justificadas pela técnica in vitro utilizada e o pH da água. Deste modo, 

apesar da inequívoca ação antibacteriana do ozono, são necessárias investigações futuras 

de forma a estabelecer um protocolo reprodutível e estável de aplicação deste gás.  

Palavras-chave: ozono; bactérias cariogénicas; cárie dentária; clorexidina. 
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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 μg/mL of pure gaseous ozone, as well as 60 

and 80 μg/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 37ºC/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 

106 and 101. 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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I. INTRODUÇÃO  

Atualmente tem-se verificado uma mudança de paradigma na atuação dos médicos 

dentistas, existindo uma grande preocupação em minimizar a necessidade de tratamentos 

restauradores, assim como em realizar tratamentos mais conservadores e biocompatíveis, 

focados na preservação do remanescente dentário (Libonati et al., 2019; Santos et al., 

2020).  

Deste modo, existe uma necessidade acrescida em controlar os fatores etiológicos 

envolvidos na progressão das lesões de cárie. Consequentemente, muitos agentes 

antibacterianos, tais como o ozono, têm sido utilizados com o objetivo de reduzir os níveis 

de microrganismos na placa dentária ou no remanescente dentário após a remoção do 

tecido cariado (Libonati et al., 2019; Mese et al., 2020; Santos et al., 2020). Torna-se 

assim de elevada importância estudar a eficácia destes agentes antibacterianos, testando 

novas técnicas e criando protocolos clínicos universais, sendo estes os principais focos de 

estudo desta tese de mestrado. 

 

1. Microbioma oral  

A cavidade oral humana é composta por um microbioma oral bastante 

diversificado, incluindo bactérias, fungos, vírus, arqueas e protozoários (Figura 1). As 

bactérias formam comunidades estruturalmente organizadas, com a terminologia de 

biofilme, incorporadas numa matriz de substâncias poliméricas extracelulares (EPS). Esta 

matriz fornece proteção, estabilidade mecânica e uma maior resistência à ação dos agentes 

antimicrobianos, sendo o biofilme mais difícil de remover (Chen et al., 2020; Pitts et al., 

2017).  

 

Figura 1 - Diversidade do microbioma oral. Criado com BioRender.com. 
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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 (TM7) e 

Gracilibacteria (GN02) (Deo & Deshmukh, 2019). No entanto, a composição do 

microbioma oral difere de um local da cavidade oral para outro e é diferente entre 

indivíduos, refletindo de certa forma a dieta do hospedeiro e a sua resposta imunitária ao 

biofilme microbiano (Costalonga & Herzberg, 2014).  

Os microrganismos orais comensais têm uma relação simbiótica com o hospedeiro, 

pois beneficiam de um habitat quente e nutritivo fornecido pelo hospedeiro e, em troca, 

atuam como uma barreira para microrganismos patogénicos e modulam o sistema 

imunitário (Costalonga & Herzberg, 2014; Lamont et al., 2018; Pitts et al., 2017). Os 

dentes, a saliva, a língua, a mucosa jugal, o sulco gengival, as amígdalas, 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 características do microbioma oral são influenciadas por fatores genéticos e 

ambientais, incluindo alterações hormonais, idade, dieta, má higiene oral, tabagismo, 

materiais dentários (restaurações, coroas, implantes e próteses dentárias), doenças 

sistémicas ou medicamentos. Estes fatores influenciam negativamente a composição do 

microbioma oral para um estado disbiótico, originando o aparecimento de 

microrganismos patogénicos que causam doenças como a cárie dentária, doença 

periodontal, infeções endodônticas e candidíase oral, que consequentemente influenciam 

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

 

1.2 Interação com a saúde sistémica 

A interação entre o microbioma oral e a saúde sistémica está a ser amplamente 

estudada. A cavidade oral serve como uma porta para a disseminação de microrganismos 

patogénicos em locais extra-orais, causando uma inflamação sistémica (Bacali et al., 

2022; Sampaio-Maia et al., 2016). Estes microrganismos têm sido associados a várias 

doenças, tais como doenças cardiovasculares, endocardite bacteriana, diabetes mellitus, 
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parto prematuro, doenças autoimunes, osteoporose, doenças 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 às lesões de cárie são, respetivamente, 

Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus spp. e 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 cárie dentária (Chen et al., 2015; 

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

Neste sentido, a cárie dentária é uma doença mediada por um biofilme diversificado 

e não por um microrganismo específico (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 e Streptococcus sobrinus 

 Os microrganismos Streptococcus do grupo mutans, nomeadamente S.mutans e 

S.sobrinus são considerados os principais microrganismos cariogénicos. Ambos são 

bactérias Gram-positivo, anaeróbias facultativas e em forma de cocos, formando 

tipicamente cadeias ou pares quando observados ao microscópio (Lamont et al., 2018; 

Matsumoto-Nakano, 2018).  

 Estas bactérias são colonizadores primários e têm a capacidade de aderir às 

superfícies e fissuras das coroas dentárias e produzir ácidos orgânicos como subprodutos 

metabólicos. São altamente acidogénicas e acidúricas, principalmente numa dieta rica em 

sacarose (Chokshi et al., 2016; Matsumoto-Nakano, 2018). Para além disso, os estudos 

sugerem que também têm um papel na etiologia das cáries radiculares (Chokshi et al., 

2016). 
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Lactobacillus casei 

 Lactobacillus são bactérias Gram-positivo, anaeróbias facultativas ou 

microaerófilas e em forma de bastonete. As estirpes mais identificadas em lesões de cárie 

no adulto e na criança são L. casei/paracasei, L. fermentum, L. rhamnosus, L. gasseri, L. 

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

 Ao contrário de Streptococcus do grupo mutans, que estão mais relacionados ao 

início da cárie dentária, Lactobacillus estão mais envolvidos com a progressão da lesão, 

sendo encontrados em cáries de dentina mais extensas (Chokshi et al., 2016). No entanto, 

têm uma aderência fraca e por esse motivo, não estão implicados na formação da placa 

bacteriana, dependendo de outros microrganismos produtores de ácido (Jiang et al., 2014; 

Wen et al., 2022). 

 

Actinomyces naeslundii 

 As espécies bacterianas do género Actinomyces são Gram-positivo, anaeróbias 

facultativas e em forma de bastonete (Murray & Cassese, 2016). As principais estirpes 

envolvidas são A. naeslundii e A. viscosus, sendo ambas colonizadores primários. Estas 

também contribuem para a iniciação e progressão da cárie dentária, especialmente da 

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

 

 

2. Cárie dentária 

A cárie dentária é uma das doenças crónicas mais prevalentes no mundo. Esta é 

uma doença multifatorial e progressiva, caraterizada pela desmineralização da matriz 

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

Inicialmente, a desmineralização ocorre na superfície dos cristais de hidroxiapatite 

do esmalte. A partir do momento que se perde quantidade mineral suficiente, a lesão de 

cárie inicial aparece clinicamente como uma lesão de white spot. Ao progredir, a 

porosidade da superfície aumenta e formam-se micro-cavitações no esmalte, até colapsar 

numa cavitação 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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Figura 2 - Evolução de uma lesão de cárie dentária. Criado com BioRender.com. 

 

Ao haver uma exposição regular de hidratos de carbono fermentáveis, ocorre a 

formação de subprodutos ácidos, predominantemente ácido lático, resultantes da 

fermentação bacteriana dos hidratos de carbono, o que causa uma diminuição do pH local. 

Quando o pH desce abaixo do valor 5.5, considerado crítico, ocorre uma difusão de cálcio 

e fosfato (desmineralização). Por existirem condições repetidas de pH ácido, existe o 

favorecimento do crescimento e metabolismo de bactérias acidúricas 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 Prevenção 

Numa fase inicial, as lesões de cárie podem ser prevenidas, revertidas ou 

estabilizadas através da inibição direta e/ou indireta das bactérias implicadas. A inibição 

bacteriana direta verifica-se através da aplicação de agentes antibacterianos e a sua 

inibição indireta ocorre ao existir uma redução da quantidade e frequência de ingestão de 

hidratos de carbono fermentáveis (açúcar), uma correta higiene oral, com a estimulação 

de saliva, aplicação de selantes e, por fim, com a toma de pré-bióticos e probióticos, 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). 
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2.2 Agentes antibacterianos 

Existem diversos agentes antibacterianos amplamente estudados, tais como a 

clorexidina, o triclosan, o flúor e o xilitol.  

 

Clorexidina 

A clorexidina é uma biguanida catiónica com uma substantividade de até 12 horas, 

que aumenta a permeabilidade da membrana celular bacteriana, altera o equilíbrio 

osmótico e provoca danos celulares irreversíveis dependendo da sua concentração. Assim 

sendo, pode ser usada como agente bacteriostático ou bactericida consoante a sua 

indicação terapêutica (Deus & Ouanounou, 2022; Oporto et al., 2021). 

Atualmente, é o agente mais eficaz contra Streptococcus mutans e tem uma grande 

capacidade bactericida contra bactérias Gram-positivo e Gram-negativo. 

Consequentemente, é bastante comercializada na forma de colutório, gel e verniz. No 

entanto, apresenta alguns efeitos adversos com a sua utilização a longo prazo, tais como 

pigmentação dentária, disgeusia e erosão da mucosa oral. Deste modo, não é recomendada 

a sua utilização por mais de um mês (Deus & Ouanounou, 2022; Oporto et al., 2021; Shah 

et al., 2022). 

 

Flúor 

O flúor apresenta um efeito antibacteriano contra microrganismos orais, incluindo 

Streptococcus mutans e Streptococcus salivarius (Ma et al., 2014). Este efeito deve-se à 

sua capacidade de inibir vias metabólicas principais, como a glicólise, através da inibição 

enzimática da enolase, catalase, fosfatases, etc (Han, 2021; Murashko et al., 2023). Posto 

isto, causa uma diminuição da síntese de ATP, o que prejudica ou inibe completamente o 

crescimento bacteriano. Para além disso, o flúor também aumenta a permeabilidade da 

membrana, ocorrendo uma maior absorção de protões que induzem uma acidificação 

citoplasmática. Também promove a remineralização do esmalte e por estes motivos, a 

água fluoretada, os vernizes de flúor, os colutórios e os dentífricos fluoretados 

desempenham um papel bastante importante na prevenção da cárie dentária (Han, 2021; 

Murashko et al., 2023). 
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Contudo, a sua eficácia antibacteriana não é comparável à da clorexidina e a sua 

ingestão numa concentração elevada é tóxica para o trato gastrointestinal, provocando 

náuseas, vómitos e dor abdominal. A exposição crónica a este composto tem sido alvo de 

preocupações e controvérsias (Adkins & Brunst, 2021; Ma et al., 2014; Wassel & 

Khattab, 2017).  

Alguns estudos têm caracterizado o flúor como um disruptor endócrino, 

verificando-se uma redução nos níveis séricos das hormonas sexuais e tiroideias, e como 

um agente neurotóxico, principalmente em crianças e adolescentes, no qual indicam que 

pode causar atrasos no desenvolvimento cognitivo e perturbações na concentração, 

memória e sono. No entanto, são necessárias mais investigações para determinar o 

verdadeiro risco destes efeitos em doses baixas de flúor e, simultaneamente, desenvolver 

agentes antibacterianos mais eficazes e com menos efeitos nefastos para o organismo 

(Adkins & Brunst, 2021; Grandjean, 2019; Johnston & Strobel, 2020; Skórka-Majewicz 

et al., 2020). 

  

Triclosan 

O triclosan é um bisfenol que inibe a síntese bacteriana de ácidos gordos e em 

microrganismos orais como Streptococcus mutans, inibe a via metabólica da glicose. Em 

concentrações mais elevadas, tem atividade bactericida ao atuar diretamente na 

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

A legislação europeia permite a utilização desta substância numa concentração 

máxima de 0.3%, considerada segura, sendo bastante utilizada em dentífricos (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 à falta de 

evidência científica sobre o seu efeito antibacteriano e pelo aparecimento de estudos que 

sugerem um efeito desregulador endócrino (Food and Drug Administration, 2016; Wang 

& Tian, 2015). 

Desta forma, com a descoberta dos efeitos secundários dos agentes antibacterianos 

anteriormente referidos, estão a ser atualmente testados produtos mais naturais, com uma 

maior segurança, tais como o xilitol e o ozono (Almaz & Sönmez, 2015; Nayak et al., 

2014). 
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Xilitol 

O xilitol é um adoçante natural que, ao contrário de outros açúcares, não é 

fermentável por bactérias orais. Por esse motivo, ao interromper as vias de produção de 

energia, inibe o crescimento de determinadas espécies, como Streptococcus mutans e 

Lactobacillus. Reduz também a adesão destes microrganismos à superfície dentária e 

promove a remineralização dentária ao aumentar o fluxo salivar quando utilizado em 

forma de pastilha. Assim sendo, é indicado em dentífricos, colutórios e pastilhas elásticas 

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

Para pacientes com disfunção da articulação temporomandibular (DTM), devem ser 

utilizados rebuçados de xilitol, ao invés de pastilhas elásticas. No entanto, é necessário 

haver precaução com a sua toma, pois pode causar alterações gastrointestinais em doses 

elevadas (Nayak et al., 2014). 

 

 

3. Ozonoterapia na Medicina Dentária 

3.1 História da ozonoterapia 

Em 1785, Martin Van Marun, um físico holandês, verificou um gás com um cheiro 

característico após a passagem de faíscas elétricas na sua máquina eletrostática. No 

entanto, apenas em 1840, Christian F. Schönbein, professor na universidade de Basel, 

atribuiu a este gás o nome “ozono”, tendo origem na palavra grega ozein que significa 

“odor”. Este descreveu a reação química que leva à formação do ozono a partir do 

oxigénio e por estes feitos é considerado o “pai da ozonoterapia” (Naik et al., 2016; 

Srikanth et al., 2013). 

Posteriormente, em 1930, o dentista suíço Dr. E. A. Fisch relatou a utilização de 

água ozonizada como desinfetante e cicatrizante após cirurgias dentárias. 

Consequentemente, levou a uma evolução no âmbito da Medicina Dentária, tendo vindo 

a ser utilizada por um número crescente de médicos dentistas em todo o mundo (Gallo & 

Scribante, 2021; ISCO3, 2020).  

Nas últimas décadas, ocorreu um aumento de estudos científicos com o objetivo de 

compreender melhor os seus mecanismos básicos de ação e efeitos sistémicos (de Sire et 
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al., 2021). Diversas associações científicas internacionais foram criadas, particularmente 

a International Scientific Committee of Ozone Therapy e na atualidade a ozonoterapia é 

legal em diversos países (ISCO3, 2020). Em Portugal, é categorizada como uma 

competência setorial em Medicina Dentária desde 2021 (OMD, 2021). 

 

3.2 Molécula de ozono  

 O elemento oxigénio existe em duas formas alotrópicas, em que para além do 

oxigénio diatómico mais comum (O2), existe uma variante triatómica (O3) denominada 

“ozono” (Barczyk et al., 2023). A sua formação ocorre quando uma molécula de oxigénio 

é submetida a radiação ultravioleta (UV) de alta energia e divide-se em dois átomos de 

oxigénio livres, que por sua vez colidem com moléculas de oxigénio diatómicas, 

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

 

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

 

 Embora o ozono em si não seja um radical, é o terceiro oxidante mais potente, 

sendo o primeiro o flúor. Tem um potencial de oxidação aproximadamente 150% maior 

que o do cloro quando utilizado como agente antimicrobiano contra bactérias, vírus, 

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

 Deste modo, com o objetivo de aproveitar as propriedades do ozono para fins 

medicinais, este é produzido utilizando um gerador de ozono, em que o produto final é 

uma mistura gasosa que contém 95-99,5% de O2 puro e 0,1-5% de O3. No entanto, o 

ozono é um gás termodinamicamente instável e transforma-se facilmente em oxigénio 

puro, sendo a sua semivida de 40 minutos a 20ºC ou 140 minutos a 0ºC. Por ser altamente 

instável e dependente da temperatura e pressão, este não 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 biológicas do ozono 

Os estudos demonstram que o ozono apresenta propriedades antimicrobianas, 

imunoestimulantes, anti-hipóxicas, anti-inflamatórias, analgésicas, biossintéticas e 

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

 

Ação antimicrobiana 

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

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

Relativamente à sua ação antibacteriana, esta abrange bactérias Gram-positivo e 

Gram-negativo, sendo as bactérias Gram-positivo as mais suscetíveis (Sen & Sen, 2020). 

O ozono provoca a oxidação de fosfolípidos e lipoproteínas do invólucro celular 

bacteriano, destruindo a parede celular e rompendo a membrana citoplasmática, 

permitindo que o próprio ozono se infiltre dentro dos microrganismos. 

Consequentemente, oxida glicoproteínas e glicolípidos, bloqueando assim a função 

enzimática, o que leva a uma perda de função dos organelos (Gulafsha & Anuroopa, 2019; 

Mese et al., 2020). 

A sua ação aumenta em meio líquido, especialmente em pH ácido, característico 

das lesões de cárie (Naik et al., 2016). Nesse sentido, alguns estudos demonstram uma 

eficácia 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 reprodução, enquanto 

que nos vírus danifica a cápside viral e perturba a sua replicação ao interferir na ligação 

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

Esta ação do ozono é inespecífica e seletiva para as células microbianas, não tendo 

efeito nas células do corpo humano devido à sua capacidade antioxidante. Desta forma, o 

stress oxidativo causado pelo ozono é prejudicial aos microrganismos e não às células 

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

O ozono estimula o sistema imunitário celular e humoral e, consequentemente, a 

proliferação de células imunocompetentes, síntese de imunoglobulinas e a ativação de 

macrófagos. Como resultado, ocorre a produção de citocinas como interleucinas, 

prostaglandinas e leucotrienos que reduzem a inflamação e auxiliam na cicatrização e no 

controlo da dor (Gulafsha & Anuroopa, 2019; Naik et al., 2016). No entanto, é importante 

referir que o seu efeito é dose-dependente, tendo em concentrações elevadas um efeito 

imunossupressor e em concentrações baixas um efeito imunoestimulante (Srikanth et al., 

2013). 

 

Efeito anti-hipóxico, anti-inflamatório e analgésico 

O ozono aumenta a pressão parcial de oxigénio nos tecidos e melhora o transporte 

de oxigénio no sangue, provocando uma alteração do metabolismo celular (Gupta & 

Deepa, 2016). Este também diminui a produção de mediadores de inflamação e inativa 

os mediadores da dor por oxidação. Para além disso, ao melhorar a microcirculação 

sanguínea local, assiste na eliminação de toxinas e na resolução de distúrbios que 

provocam dor (Naik et al., 2016). 

 

Efeito biossintético 

O ozono desencadeia a ativação dos mecanismos de síntese proteica nas células. 

Com o aumento da quantidade de mitocôndrias e ribossomas, existe um aumento da 

atividade funcional e da regeneração de tecidos e órgãos (Gulafsha & Anuroopa, 2019). 

 

Efeito de remineralização  

Foi também estudado o potencial de remineralização do ozono quando atua sobre 

as substâncias orgânicas dos dentes. Verificou-se que este permite a difusão de iões de 

cálcio e fósforo para a superfície interna do dente cariado através da abertura dos túbulos 

dentinários. Desta forma, o ozono aumenta a penetração de agentes remineralizantes 

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

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

a ozonoterapia está indicada em casos de: 

o Controlo da placa bacteriana; 

o Tratamento da halitose; 

o Profilaxia e prevenção de cáries; 

o Remineralização de cáries de fossas e fissuras, radiculares e de superfície lisa; 

o Irrigação/insuflação em tratamentos restauradores;  

o Branqueamento dentário; 

o Dessensibilização dentária; 

o Desinfeção de próteses fixas/removíveis;  

o Irrigação/insuflação em tratamentos endodônticos; 

o Irrigação/insuflação em tratamentos periodontais; 

o Tratamento em casos de gengivite; 

o Tratamento de feridas e processos inflamatórios; 

o Tratamento em determinadas patologias dos tecidos moles; 

o Tratamento antibacteriano durante/após cirurgias dentárias ou de implantes; 

o Controlo da dor; 

o Tratamento de disfunções temporomandibulares. 

 

3.5 Efeitos adversos  

A inalação de ozono pode ser tóxica para o sistema pulmonar e causar alguns efeitos 

adversos como tosse, náuseas, vómitos, dores de cabeça, epífora, rinite, irritação das vias 

respiratórias superiores, falta de ar e problemas cardíacos (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 administração e concentração de ozono administrado), com a 

exposição por inalação e com overdose acidental (ISCO3, 2020). Dito isto, em Medicina 
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Dentária as complicações causadas pela ozonoterapia são pouco frequentes (Naik et al., 

2016).  

 

3.6 Métodos de aplicação de ozono 

Os métodos de aplicação de ozono em Medicina Dentária incluem ozono gasoso, 

água ozonizada e/ou óleo ozonizado. Estas podem ser utilizadas isoladamente ou em 

combinação, dependendo da aplicação clínica e dos resultados esperados (Barczyk et al., 

2023; Naik et al., 2016). 

 

3.6.1 Ozono gasoso  

O ozono em gás é frequentemente utilizado em Medicina Dentária 

Conservadora/Dentisteria e Endodontia (Gulafsha & Anuroopa, 2019). Normalmente este 

é administrado localmente através de um sistema de sucção selado, de modo a evitar a 

sua inalação e efeitos adversos (Gupta & Deepa, 2016). O ozono na sua forma gasosa tem 

a capacidade de penetrar profundamente e alcançar a dentina cariada, túbulos dentinários 

e até mesmo áreas de difícil acesso que são difíceis de desinfetar durante a preparação 

químico-mecânica dos canais radiculares. Para além disso, ao penetrar através do forâmen 

apical, promove a regeneração e cicatrização óssea (Barczyk et al., 2023; Sen & Sen, 

2020). 

 

3.6.2 Água ozonizada  

Águas de alta pureza, como as de osmose reversa, são as mais adequadas para a 

produção de água ozonizada em Medicina Dentária. Dependendo da coluna de 

ozonização e da sua tecnologia de mistura ozono/água, a concentração final de ozono 

dissolvido pode ser por volta de 1/4 a 1/5 da concentração de gás aplicada no gerador. É 

necessário ter também em atenção que a solubilidade do ozono é muito maior em água 

refrigerada (2-3ºC) do que em água à temperatura ambiente, para além de ser menos 

reativo. Porém, é menos conveniente de ser aplicada em casos de hipersensibilidade ao 

frio (ISCO3, 2020). 
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A água ozonizada é bastante utilizada como colutório em casos de halitose, 

gengivite, candidíase oral e estomatite. A sua irrigação é também realizada nos canais 

radiculares durante o tratamento endodôntico ou em bolsas periodontais após o 

tratamento periodontal não cirúrgico (Gulafsha & Anuroopa, 2019; Suh et al., 2019). Para 

além disso, também pode ser utilizada no abastecimento de água na cadeira do 

consultório, ou seja, como colutório pré-tratamento para que o paciente possa desinfetar 

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

Uma grande vantagem de ser utilizada água ozonizada é eliminar o risco de o ozono 

ser inalado pelo trato respiratório. No entanto, os estudos indicam que tem uma menor 

eficácia antimicrobiana em comparação ao ozono gasoso (Gupta & Deepa, 2016). 

 

3.6.3 Óleo ozonizado 

O óleo ozonizado é bastante útil em Medicina Oral devido às suas propriedades 

antimicrobianas e cicatrizantes nas lesões orais e infeções fúngicas. Este apresenta uma 

grande acessibilidade e segundo as diretrizes da Madrid Declaration on Ozone Therapy, 

é recomendável a compra de óleos ozonizados com os seus componentes documentados, 

ao invés de realizar a sua produção, pois evita-se assim a formação de subprodutos tóxicos 

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

 

3.7 Aplicações clínicas 

A ozonoterapia pode ser utilizada em diversas áreas da Medicina Dentária como a 

Medicina Dentária Preventiva e Conservadora, Endodontia, Periodontologia, Cirurgia 

Oral, Medicina Oral, Implantologia, Reabilitação Oral, Oclusão, Ortodontia e até mesmo 

Oncologia da cabeça e pescoço. Para além da sua aplicabilidade clínica nos pacientes, o 

ozono também pode ser utilizado para a desinfeção do próprio consultório (Barczyk et 

al., 2023). 

No entanto, alguns autores reconhecem que esta terapia deve ser usada como uma 

abordagem complementar, muitas vezes em combinação com o tratamento convencional, 

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

Remineralização de lesões de cárie 

As fossas e fissuras profundas são difíceis de higienizar e por isso são altamente 

suscetíveis ao alojamento de alimentos, resultando na acumulação de placa bacteriana. 

Por esse motivo, a aplicação de ozono nestes casos tem-se revelado altamente eficaz. 

Recomenda-se uma limpeza das fissuras antes do tratamento com ozono e após a sua 

aplicação a colocação de um agente remineralizante e o selamento das fissuras (Tiwari et 

al., 2017). 

 

Remoção seletiva da lesão de cárie  

A remoção completa de todo o esmalte e dentina cariada em lesões de cárie 

profundas pode resultar em exposição pulpar. Nesse sentido, cada vez mais se realizam 

protocolos minimamente invasivos com uma remoção seletiva das lesões de cárie, que 

são divididos em one-step e two-step/stepwise excavation method. Nestes métodos, 

durante a remoção do tecido cariado mantém-se uma camada fina de dentina cariada 

interna (afetada) que apresenta capacidade de remineralização. A restauração definitiva 

pode ser realizada na mesma consulta (one-step) ou coloca-se uma restauração provisória, 

implicando uma segunda consulta (stepwise excavation). Desta forma, com o passar do 

tempo ocorre a formação de dentina terciária, o que evita a possibilidade de existir uma 

exposição pulpar (Mese et al., 2020; Warreth, 2023).  

Complementarmente, a utilização de agentes antimicrobianos cavitários como o 

ozono contribui para a redução das bactérias remanescentes nos túbulos dentinários, o 

que permite evitar a progressão da lesão e diminuir a necessidade de uma segunda 

consulta (Mese et al., 2020). 

 

3.8 Precauções 

Em caso de intoxicação com o ozono, o doente deve ser colocado em decúbito 

dorsal e inalar oxigénio. A ingestão oral de vitamina E, vitamina C e N-acetilcisteína 

também é benéfica, principalmente na exposição crónica a ozono (Gulafsha & Anuroopa, 

2019; Gupta & Deepa, 2016).  
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Segundo ISCO3 (2020) e Naik e colaboradores (2016), a utilização de ozono gasoso 

é o método mais propenso a realizar inalação acidental e, por esse motivo, é fundamental 

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

o Interromper imediatamente o procedimento se o odor específico do ozono 

for detetado e verificar a existência de alguma fuga; 

o Usar, sempre que possível, aspiração de alto débito e uma campânula de 

silicone flexível adaptada a uma seringa com conexão Luer Lock; 

o Certificar-se da presença de vitamina C (em formato de dose única) e de 

oxigénio medicinal com uma máscara e um humidificador no consultório; 

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

 

4. Enquadramento 

A remoção convencional do tecido cariado não garante a eliminação total das 

bactérias cariogénicas, podendo surgir consequências como cáries secundárias, 

sensibilidade pós-operatória e inflamação pulpar. Posto isto, para além do poder 

preventivo dos agentes antibacterianos na cárie dentária, alguns destes também podem 

ser importantes para o sucesso de uma restauração como um tratamento complementar 

antibacteriano, principalmente quando é efetuada uma preparação cavitária minimamente 

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

Com estas intenções, as propriedades antibacterianas do ozono têm sido estudadas 

e comparadas à ação da clorexidina, porém os resultados nem sempre são consistentes 

(Barczyk et al., 2023) e a qualidade de evidência é considerada baixa (Santos et al., 2020). 

De um modo geral, existe uma ausência de informações relevantes sobre aspetos 

metodológicos nos estudos e, quando estas se encontram especificadas, verifica-se uma 

heterogeneidade entre protocolos aplicados, tanto na concentração e tempo de aplicação 

como no tipo de gerador e oxigénio utilizados (Gallo & Scribante, 2021; Santos et al., 

2020; Tricarico et al., 2020).  

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

antibacteriana do ozono e uniformizar uma metodologia de aplicação.  
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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 ação preventiva ou como um 

tratamento coadjuvante não invasivo da cárie dentária.  

 

2. Objetivos específicos 

Como objetivos específicos, 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, à 

exposição de ozono; 

o Determinar qual o método de aplicação de ozono (água, gás ou ambos em 

simultâneo) e tempo de exposição mais eficaz; 

o Contribuir para o desenvolvimento de um protocolo universal, no qual se 

assegura uma ação antibacteriana ideal como medida preventiva ou 

terapêutica contra a cárie dentária;  

o Destacar potenciais áreas para futuras investigações no domínio da 

ozonoterapia na Medicina Dentária. 
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III. MATERIAIS E MÉTODOS  

1. Local do estudo  

O estudo decorreu nas instalações do Instituto Universitário Egas Moniz, no 

laboratório de Microbiologia Aplicada, entre março e julho de 2023. 

 

2. Tipo de estudo  

Caracteriza-se por um estudo experimental in vitro, no qual todos os ensaios foram 

realizados na câmara de segurança biológica ninoSAFE class II (Nino Labinteriör, 

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

 

Figura 4 - Câmara de segurança biológica ninoSAFE class II (Nino Labinteriör, Jungsbacka, Sweden). 

 

3. Microrganismos e condições 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 à 

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 

reconstituídas (reativadas) com meio líquido 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 37ºC durante 48 

horas, em atmosfera de anaerobiose (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) para S. 

mutans, S. sobrinus e A. naeslundii e em atmosfera de microaerofilia (bioMérieux, 

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

De seguida, cada estirpe foi inoculada através de estrias múltiplas em meios de 

cultura sólidos 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.  

Após a sua inoculação, os meios foram incubados na estufa (VWR, Radnor, USA) 

a 37ºC durante 48 horas, sendo que os de gelose de sangue e chocolate foram colocados 

em condições de anaerobiose (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) e os de MRS agar 

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

 

Figura 5 – Esquema representativo da preparação dos microrganismos e respetivos meios de cultura. 

Criado com BioRender.com. 

 

Com o objetivo de manter um stock padrão a longo prazo, 850 µL da cultura 

bacteriana em meio líquido foram adicionados a 150 µL de glicerol e armazenados em 

freezer a -80ºC (Arctiko, Esbjerg, Denmark). 
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4. Preparação das suspensões bacterianas 

 
Através dos meios de cultura sólidos previamente inoculados (Figura 6) foram 

preparadas suspensões de cada microrganismo em 10 mL de água ultrapura estéril Milli-

Q (Merck-Millipore, Darmstadt, Germany) e misturadas no vórtex ZX3 (Velp Scientifica, 

Usmate Velate, Italy). De forma a garantir a padronização das suspensões, utilizou-se o 

densitómetro McFarland DEN-1 (Grant Instruments, Cambridgeshire, United Kingdom), 

que permitiu obter um conteúdo microbiano aproximado de 108 UFC/mL (escala de 

McFarland 1) (Figura 7). 

 

Figura 6 – Culturas de S. mutans (A), S. sobrinus (B), L. casei (C) e A. naeslundii (D) em meio sólido. 

 

 

Figura 7 - Esquema representativo da preparação das suspensões 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 não foram submetidas a nenhum tratamento, e um grupo de controlo 

positivo, em que se realizou a aplicação de clorexidina 2% (Sigma-Aldrich, Missouri, 

USA) durante 40 segundos (Tabela 1 e Figuras 8 e 9).  

A B C D 
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Tabela 1 - Protocolo experimental dos grupos de controlo. Nota: Entre cada passo do protocolo, a 

solução é sempre agitada no vórtex, de modo a homogeneizar a mesma. 

 
 

 
 

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

com BioRender.com. 

 

Grupos de 
controlo 

 

 

 

Protocolo experimental 

 

Controlo 

negativo 

(CTRL_NEG) 

 

(Figura 8) 

 

1º. Colocar 1 mL da suspensão bacteriana em 9 mL de água 

ultrapura estéril Milli-Q (Merck-Millipore, Darmstadt, 

Germany); 

2º. Realizar duas diluições seriadas com 100 µL em 9,9 mL de 

água peptonada tamponada estéril (Merck-Millipore, 

Darmstadt, Germany); 

3º. Inocular 100 µL por espalhamento no meio de cultura sólido; 

4º. Colocar no sistema gerador de atmosfera adequada, em 

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

 

Controlo 

positivo 

(CTRL_POS) 

 

(Figura 9) 

 

1º. Colocar 100 µL da suspensão bacteriana em 900 µL de 

clorexidina 2% (Sigma-Aldrich, Missouri, USA); 

2º. Após 40 segundos, colocar 100 µL de tween 80 (AppliChem 

GmbH, Darmstadt, Germany), com o objetivo de inativar a 

clorexidina; 

3º. Inocular 100 µL por espalhamento no meio de cultura sólido; 

4º. Colocar no sistema gerador de atmosfera adequada, em 

estufa (VWR, Radnor, USA) a 37ºC durante 48 horas. 
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Figura 9 - Esquema representativo do protocolo experimental do grupo de controlo positivo. Criado com 

BioRender.com. 

 

6. Aplicação de ozono 

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

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

 
6.1 1ª Fase do estudo 

 Relativamente à 1ª 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 incluíram o ozono na forma de gás a 40 

μg/mL e/ou água a 60 μg/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 aplicação de água ozonizada, foram testados dois sistemas diferentes de 

ozonização (Figura 11), nos quais a água foi preparada a uma concentração de 60 μg/mL, 

com um fluxo de 30 L/h durante 5 minutos. Os mesmos parâmetros foram utilizados na 

ozonização de água, comparando um sistema borbulhador de água de 500 mL (SimplyO3, 
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Grand Ledge, USA) com uma coluna de ozonização de água de 1 L (Philozon, Nova 

Esperança, Brazil). Este último distingue-se do sistema anterior por permitir um maior 

volume de água e a formação de microbolhas de gás mais pequenas e em maior 

quantidade, promovendo uma maior dissolução do ozono na água e, consequentemente, 

uma maior concentração final (Xiong et al., 2018). 

 
 

Figura 11 - Sistemas de ozonização de água utilizados: A - Sistema borbulhador de água (SimplyO3, 

Grand Ledge, USA); B - Coluna de ozonização de água (Philozon, Nova Esperança, Brazil). 

 

Para tal, foi utilizada água ultrapura estéril Milli-Q (Merck-Millipore, Darmstadt, 

Germany) com um pH de 9,3, refrigerada até ao momento da ozonização a uma 

temperatura de 4ºC. Após a sua ozonização, esta foi armazenada num frasco de vidro 

âmbar e utilizada no momento.  

Por não existirem protocolos definidos para a aplicação de ozono em Dentisteria, a 

concentração de ozono e o tempo de aplicação 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 concentrações de 1 a 80 μg/mL (ISCO3, 

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

1º. Grupo O3_GAS80’’: Insuflação de ozono gasoso a uma concentração de 40 

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

2º. Grupo O3_H2O80’’Simply: Aplicação de água ozonizada durante 80 segundos, 

previamente preparada a uma concentração de 60 μg/mL através de um sistema 

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

3º. Grupo O3_H2O80’’Philozon: Aplicação de água ozonizada durante 80 segundos, 

previamente preparada a uma concentração de 60 μg/mL através de uma coluna 

de ozonização de água (Philozon, Nova Esperança, Brazil) (Tabela 3 e Figura 13). 

A           B 
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4º. Grupo O3_H2O+GAS80’’Simply: Aplicação de água ozonizada previamente 

preparada a uma concentração de 60 μg/mL através de um sistema borbulhador 

de água (SimplyO3, Grand Ledge, USA), simultânea à aplicação de ozono gasoso 

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

 

 
Tabela 2 - Protocolo experimental da aplicação de ozono gasoso. 

 

Figura 12 - Esquema representativo do protocolo experimental da aplicação de ozono gasoso (1ª fase do 

estudo). Criado com BioRender.com. 

 

Grupo 
experimental 

 

 

 

Protocolo experimental 

 

O3_GAS80’’ 

(Figura 12) 

 

1º. Colocar 1 mL da suspensão bacteriana em 9 mL de água 

ultrapura estéril Milli-Q (Merck-Millipore, Darmstadt, 

Germany); 

2º. Programar o gerador Ozonette Dent (Sedecal, Madrid, 

Spain) no modo contínuo a uma concentração de 40 μg/mL, 

com um fluxo de 30 L/h; 

3º. Com o auxílio de um extensor e de uma agulha de irrigação 

Sterican (B. Braun, Melsungen, Germany), insuflar o ozono 

dentro da água durante 80 segundos; 

4º. Após 80 segundos, colocar 1 mL tiossulfato de sódio 10% 

(VWR, Radnor, USA), com o objetivo de inativar o ozono; 

5º. Inocular 100 µL por espalhamento no meio de cultura sólido; 

6º. Colocar no sistema gerador de atmosfera adequada, em 

estufa (VWR, Radnor, USA) a 37ºC durante 48 horas. 
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Tabela 3 - Protocolo experimental da aplicação de água ozonizada.  

 

 

Figura 13 – Esquema representativo do protocolo experimental da aplicação de água ozonizada (1ª fase 

do estudo). Criado com Biorender.com.  

 

Grupos 
experimentais 

 

 

 

Protocolo experimental 

 

 

O3_H2O80’

’Simply 

 

 

 

O3_H2O80’’ 

Philozon 

 

(Figura 13) 

 

 

1º. Colocar 500 mL de água ultrapura estéril Milli-Q (Merck-

Millipore, Darmstadt, Germany) no sistema de ozonização 

SimplyO3 (SimplyO3, Grand Ledge, USA) ou 1 L no 

sistema de ozonização Philozon (Philozon, Nova 

Esperança, Brazil); 

2º. Programar o gerador Ozonette Dent (Sedecal, Madrid, 

Spain) no modo contínuo a uma concentração de 60 μg/mL, 

com um fluxo de 30 L/h durante 5 minutos, conectado ao 

sistema de ozonização de água; 

3º. Colocar 9 mL da água ozonizada em 1 mL da suspensão 

bacteriana; 

4º. Após 80 segundos, colocar 1 mL tiossulfato de sódio 10% 

(VWR, Radnor, USA), com o objetivo de inativar o ozono; 

5º. Inocular 100 µL por espalhamento no meio de cultura 

sólido; 

6º. Colocar no sistema gerador de atmosfera adequada, em 

estufa (VWR, Radnor, USA) a 37ºC durante 48 horas. 
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Tabela 4 – Protocolo experimental da aplicação de água ozonizada simultânea à aplicação de ozono 

gasoso. 

 
 

 
 

Figura 14 - Esquema representativo do protocolo experimental da aplicação de água ozonizada 

simultânea à aplicação de ozono gasoso (1ª fase do estudo). Criado com BioRender.com. 

 

Grupo 
experimental 

 

 

 

Protocolo experimental 

 

O3_H2O+GAS80’’

Simply 

 

(Figura 14) 

 

 

1º. Colocar 500 mL de água ultrapura estéril Milli-Q (Merck-

Millipore, Darmstadt, Germany) no sistema borbulhador 

de água (SimplyO3, Grand Ledge, USA); 

2º. Programar o gerador Ozonette Dent (Sedecal, Madrid, 

Spain) no modo contínuo a uma concentração de 60 

μg/mL, com um fluxo de 30 L/h durante 5 minutos, 

conectado ao sistema de ozonização de água; 

3º. Colocar 9 mL da água ozonizada em 1 mL da suspensão 

bacteriana; 

7º. Com o auxílio de um extensor e de uma agulha de irrigação 

Sterican (B. Braun, Melsungen, Germany), insuflar o 

ozono dentro da água ozonizada durante 80 segundos; 

4º. Após 80 segundos, colocar 1 mL tiossulfato de sódio 10% 

(VWR, Radnor, USA), com o objetivo de inativar o 

ozono; 

5º. Inocular 100 µL por espalhamento no meio de cultura 

sólido; 

6º. Colocar no sistema gerador de atmosfera adequada, em 

estufa (VWR, Radnor, USA) a 37ºC durante 48 horas. 
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6.2 2ª Fase do estudo 

Relativamente à 2ª 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 eficácia do ozono com um menor tempo de aplicação. 

 

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

 

METODOLOGIA 
 

1ª Fase 

 

2ª Fase 
 

Ozono gasoso: Insuflado dentro da água 

ultrapura estéril (na qual foi colocada 

previamente a suspensão bacteriana), com 

o auxílio de um extensor e de uma agulha 

de irrigação Sterican (B. Braun, 

Melsungen, Germany). 
 

 

Ozono gasoso: Insuflado diretamente no 

meio de cultura sólido (inoculado 

previamente com a suspensão 

bacteriana), com o auxílio de um extensor 

e de uma agulha de irrigação Sterican (B. 

Braun, Melsungen, Germany), através de 

um furo na tampa do meio de cultura. 
 

 

Água ozonizada: Ozonização da água a 60 

μg/mL através de um sistema borbulhador 

de água (SimplyO3, Grand Ledge, USA) e 

de uma coluna de ozonização de água 

(Philozon, Nova Esperança, Brazil);  

Volume utilizado: 1 mL suspensão 

bacteriana + 9 mL de água ozonizada. 

 

Água ozonizada: Ozonização da água a 

80 μg/mL apenas através de uma coluna 

de ozonização de água (Philozon, Nova 

Esperança, Brazil); 

Aumento do volume utilizado, com a 

mesma proporção (10 mL suspensão 

bacteriana + 90 mL de água ozonizada). 
 

 

Água ozonizada + ozono gasoso: 

Realização simultânea dos dois métodos 

anteriormente referidos. 

 

Água ozonizada + ozono gasoso: 

Realização em diferentes momentos 

temporais dos dois métodos 

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

1º. Grupo O3_GAS40’’: Insuflação de ozono gasoso a uma concentração de 40 

μg/mL durante 40 segundos (Figura 15). 

2º. Grupo O3_GAS80’’: Insuflação de ozono gasoso a uma concentração de 40 

μg/mL durante 80 segundos (Figura 15). 

3º. Grupo O3_H2O40’’: Aplicação de água ozonizada durante 40 segundos, 

previamente preparada a uma concentração de 80 μg/mL através de uma coluna 

de ozonização de água (Philozon, Nova Esperança, Brazil) (Figura 16). 

4º. Grupo O3_H2O80’’: Aplicação de água ozonizada durante 80 segundos, 

previamente preparada a uma concentração de 80 μg/mL através de uma coluna 

de ozonização de água (Philozon, Nova Esperança, Brazil) (Figura 16). 

5º. Grupo O3_H2O+GAS40’’: Aplicação de água ozonizada durante 40 segundos, 

previamente preparada a uma concentração de 80 μg/mL através de uma coluna 

de ozonização de água (Philozon, Nova Esperança, Brazil), e posteriormente a 

aplicação de ozono gasoso a uma concentração de 40 μg/mL durante 40 

segundos (Figura 17). 

6º. Grupo O3_H2O+GAS80’’: Aplicação de água ozonizada durante 80 segundos, 

previamente preparada a uma concentração de 80 μg/mL através de uma coluna 

de ozonização de água (Philozon, Nova Esperança, Brazil), e posteriormente a 

aplicação de ozono gasoso a uma concentração de 40 μg/mL durante 80 

segundos (Figura 17). 

 
 
Figura 15 - Esquema representativo do protocolo experimental da aplicação de ozono gasoso (2ª fase do 

estudo). Criado com BioRender.com. 
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Figura 16 - Esquema representativo da aplicação de água ozonizada (2ª fase do estudo). Criado com 

BioRender.com. 

 
 
 

 
 

Figura 17 - Esquema representativo da aplicação de água ozonizada e de ozono gasoso em momentos 

temporais diferentes (2ª fase do estudo). Criado com BioRender.com. 
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7. Contagem do número de Unidades Formadoras de Colónias (UFC) 

Após as 48 horas de incubação, foram calculadas as Unidades Formadoras de 

Colónias (UFC), de acordo com a fórmula da Figura 18. 

 

 

Figura 18 - Fórmula para cálculo de Unidades Formadoras de Colónias (UFC). Criado com 

BioRender.com.  

 
Em casos de ausência 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 análise estatística.  

 

8. Análise estatística 

Os dados foram analisados estatisticamente com o auxílio do programa informático 

IBM SPSS Statistics, versão 29.0. Foram aplicadas metodologias de análise estatística 

descritiva e inferencial. Neste último caso foi estabelecido um nível de significância de 

5%. 
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III. RESULTADOS 

Atendendo à contagem do número de Unidades Formadoras de Colónias (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 1ª 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 número de UFC/mL entre triplicados de ensaio em S. mutans 

(1ª fase). 

 

 O3_GAS80’’ 
O3_H2O80’’ 

Simply 

O3_H2O80’’ 

Philozon 

O3_H2O+GAS80’’ 

Simply 

Replicado 1 < 10 90 210 

 

< 10 

Replicado 2 250 < 10 5520 

 

< 10 

Replicado 3 5150 9140 920 

 

400 

 

 

 

Figura 19 - Exemplo da heterogeneidade do número de UFC/mL entre triplicados de ensaio em S. 

mutans no grupo O3_GAS80’’ (1ª fase). 

 

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

mesma heterogeneidade de resultados e consequentemente, numa 2ª fase, a metodologia 

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 
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dos grupos experimentais foi modificada com o intuito de otimizar e diminuir a 

variabilidade nos grupos experimentais. No entanto, a oscilação de resultados manteve-

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

 

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

(2ª fase). 

 
 

 

 

Figura 20 - Exemplo da heterogeneidade do número de UFC/mL entre triplicados de ensaio em S. 

mutans no grupo O3_H2O80’’ (2ª fase). 

 

Com a nova metodologia de ozono gasoso na 2ª fase, verificou-se também que as 

bactérias sofreram ação mecânica e foram afastadas para os cantos do meio de cultura e 

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

 
O3_GAS

40’’ 

O3_GAS

80’’ 

O3_H2O

40’’ 

O3_H2O

80’’ 

O3_H2O+GAS

40’’ 

O3_H2O+GAS

80’’ 

Replicado 

1 
3530 2820 10 < 10 < 10 

 

< 10 

Replicado 

2 
2490 5380 10000 100 1440 

 

30 

Replicado 

3 
3170 3100 < 10 3440 < 10 

 

< 10 

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 
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Figura 21 – Exemplo da ação mecânica verificada nos ensaios do grupo O3_GAS80’’ em S.mutans  (2ª 

fase). 

 

Apesar destas limitações, comparando o número de bactérias inicial (CTRL_NEG 

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

redução bacteriana para todas as bactérias em estudo. Na 1ª fase ocorreram reduções 

bacterianas entre 106 e 101 e na 2ª fase verificaram-se reduções entre 106 e 102, sendo que 

a média aritmética dos triplicados de ensaio e de amostra da última experiência de cada 

fase encontra-se ilustrada nas Tabelas 8 e 9.  

 

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

da última experiência da 1ª fase do estudo. 

 S. mutans S. sobrinus 

 

L. casei A. naeslundii 

CTRL_NEG 2,0 x 105 2,3 x 105 1,2 x 105 

 

1,3 x 105 

CTRL_POS < 10 < 10 < 10 

 

< 10 

O3_GAS80'' < 10 1,8 x 103 4,6 x 103 

 

3,6 x 103 

O3_H2O80''Simply 3,1 x 103 3,3 3,5 x 104 

 

< 10 

O3_H2O80''Philozon 2,2 x 103 < 10 < 10 

 

< 10 

O3_H2O+GAS80'' 

Simply 
1,3 x 102 < 10 < 10 

 

3,3 x 103 

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 



Estudo in vitro do efeito antibacteriano do ozono em bactérias cariogénicas 

 

48 
 

Tabela 9 - Média aritmética das contagens bacterianas (UFC/mL) dos grupos controlo e experimentais 

da última experiência da 2ª fase do estudo. 

 
 

Devido à grande variabilidade de resultados, a análise estatística inferencial não se 

apresenta como o método de análise mais correto. Esta apenas foi realizada com o intuito 

de nos dar uma ideia geral sobre as diferenças entre o CTRL_NEG e os grupos 

experimentais e se existiriam diferenças estatísticas entre métodos de aplicação de ozono.  

Por exemplo, na 1ª fase do estudo, para a globalidade das bactérias analisadas, de 

um modo geral ocorreu uma redução bacteriana significativa (p < 0,05). Ao realizar as 

comparações múltiplas, verificou-se que não existem diferenças significativas entre a 

ação antibacteriana do ozono em diferentes métodos de aplicação (p > 0,05) e não existem 

diferenças significativas entre a ação antibacteriana do ozono e da clorexidina (p > 0,05). 

 S. mutans S. sobrinus 

 

L. casei A. naeslundii 

CTRL_NEG 2,6 x 104 1,7 x 105 1,5 x 105 

 

6,4 x 104 

CTRL_POS < 10 < 10 < 10 

 

< 10 

O3_GAS40'' 3,1 x 103 1,3 x 103 1,4 x 102 

 

< 10 

O3_GAS80'' 3,8 x 103 3,4 x 103 1,5 x 102 

 

< 10 

O3_H2O40'' 3,3 x 103 2,6 x 103 3,5 x 10 

 

1,1 

O3_H2O80'' 3,9 x 102 6,4 x 102 < 10 

 

< 10 

O3_H2O+GAS40'' 5,2 x 102 2,7 x 103 < 10 

 

< 10 

O3_H2O+GAS80'' 3,3 3,2 x 103 < 10 

 

< 10 
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Independentemente, a análise estatística não foi tida em conta, mas sim a análise 

descritiva, na qual se verificam reduções bacterianas em todos os triplicados de ensaio e 

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

A cárie dentária é uma das doenças crónicas mais prevalentes no mundo e, por esse 

motivo, existe uma grande preocupação em controlar os seus fatores etiológicos. Esta é 

uma doença multifatorial e dinâmica, mediada por um biofilme bastante diversificado, na 

qual as estirpes bacterianas mais comuns são 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 dinâmico das lesões de cárie consiste em períodos alternados de 

desmineralização e remineralização dentária, sendo de extrema importância ocorrer um 

equilíbrio entre os fatores patológicos e protetores, de modo a existir uma estabilização 

da doença ou até mesmo uma reversão da lesão em casos iniciais. Nesse sentido, uma 

correta higiene oral, uma taxa de função salivar normal, uma redução da ingestão de 

hidratos carbonos fermentáveis, a toma de pré-bióticos e probióticos e a aplicação de 

selantes e agentes remineralizadores e antibacterianos irão provocar uma estabilização da 

lesão de cárie e promover a remineralização (Arthur et al., 2014; Krupa et al., 2022; Pitts 

et al., 2017, 2021). 

Deste modo, existe um aumento da procura de agentes antibacterianos 

biocompatíveis e com menos efeitos adversos, com o intuito de reduzir os níveis de 

microrganismos na placa dentária e/ou no remanescente dentário após a remoção do 

tecido cariado (Almaz & Sönmez, 2015; Libonati et al., 2019; Mese et al., 2020; Nayak 

et al., 2014; Santos et al., 2020). Visto que a remoção total da lesão de cárie aumenta o 

risco de exposição pulpar e não garante a eliminação de todas bactérias cariogénicas, cada 

vez mais se realizam protocolos minimamente invasivos com uma remoção seletiva da 

lesão de cárie, nos quais um tratamento complementar antibacteriano seria bastante 

importante para o sucesso de uma restauração, evitando cáries secundárias, sensibilidade 

pós-operatória e inflamação pulpar (Cangul et al., 2020; Sancakli et al., 2018). 

Com estas intenções, as propriedades antibacterianas do ozono têm sido estudadas 

e comparadas à ação da clorexidina, porém os resultados nem sempre são consistentes 

(Barczyk et al., 2023) e a qualidade de evidência é considerada baixa (Santos et al., 2020). 

De um modo global, existe uma ausência de informações relevantes sobre a metodologia 

e uma heterogeneidade entre protocolos aplicados (concentração 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 ação antibacteriana do 

ozono em biofilme e/ou dentes humanos, existindo sempre uma forte componente 

mecânica associada à aplicação de ozono gasoso/água 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 ação preventiva 

ou como um tratamento coadjuvante não invasivo da cárie dentária. Para tal, a sua ação 

foi maioritariamente testada em suspensão/meio líquido, existindo um cuidado acrescido 

em eliminar a ação mecânica do estudo e testar apenas a sua ação química.  

Foram testadas várias 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 lesões de cárie (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 são 

colonizadores primários com uma grande capacidade de adesão às superfícies e fissuras 

e também estão envolvidas na etiologia da cárie radicular, enquanto que L.casei não tem 

uma grande capacidade de adesão e está mais envolvida em cáries de dentina mais 

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

A clorexidina é 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 concentração mais testada como desinfetante cavitário e a mais utilizada na 

literatura na comparação da ação 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 contrário 

do ozono produzido através do ar ambiente, este não apresenta elementos reativos de 

nitrogénio que são contraindicados na prática clínica devido à sua citotoxicidade (ISCO3, 

2020). Por o ozono ser um gás altamente instável, a água ozonizada foi utilizada no 

momento e não foi reutilizada, tendo sido usada água ultrapura estéril Milli-Q (Merck-

Millipore, Darmstadt, Germany), refrigerada a 4ºC, com o objetivo de aumentar a 

solubilidade do ozono na água e diminuir a sua reatividade.  
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Por não existirem protocolos definidos para a aplicação de ozono em Dentisteria, a 

concentração de ozono e o tempo de aplicação 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 concentrações de 1 a 80 μg/mL (ISCO3, 

2020). Para além disso, foram tidas em conta as concentrações mais utilizadas na prática 

clínica, que são 40 μg/mL no ozono gasoso e 60 μg/mL na água ozonizada, sendo que é 

necessário ter em conta que a concentração final de ozono dissolvido é cerca de 1/4 a 1/5 

da concentração aplicada no gerador, resultando numa concentração final de 12-15 μg/mL 

de água ozonizada (ISCO3, 2020). Ambos foram testados a 40 e 80 segundos, com o 

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

Relativamente à 1ª fase do estudo, a aplicação de ozono gasoso foi realizada 

diretamente na suspensão bacteriana em meio líquido através de uma agulha de irrigação 

(B. Braun, Melsungen, Germany), de modo a não existir ação mecânica. A água 

ozonizada também foi aplicada diretamente na suspensão bacteriana em meio líquido, 

porém foram testados dois métodos de ozonização de água diferentes. Foi comparado um 

sistema borbulhador de água de 500 mL (SimplyO3, Grand Ledge, USA) com uma coluna 

de ozonização de água de 1 L (Philozon, Nova Esperança, Brazil), que se distingue do 

sistema anterior por permitir um maior volume de água e a formação de microbolhas de 

gás, promovendo uma maior dissolução do ozono na água e, consequentemente, uma 

maior concentração final (Xiong et al., 2018). Foi também testada a aplicação simultânea 

de ozono gasoso e água ozonizada com os métodos anteriormente referidos, de modo a 

investigar a sua ação sinérgica.  

Face à contagem do número de Unidades Formadoras de Colónias (UFC), 

verificou-se uma heterogeneidade de resultados entre triplicados de ensaio, com reduções 

bacterianas entre 106 e 101. Estas diferenças 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 diferenças se 

mantinham e observou-se que dentro da mesma amostra, que foi homogeneizada no 

vórtex, obtínhamos contagens diferentes.  

Uma das hipóteses explicativas para estas oscilações é uma baixa solubilidade do 

ozono gasoso na água, havendo uma rápida auto-decomposição e diminuição da sua ação. 

Tal como referem Egorova e colaboradores (2015), a dissolução do ozono em meio 

líquido é significativamente afetada pelo pH, diminuindo a sua dissolução em pH alcalino 
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> 8, como é o caso do nosso estudo, em que a solução apresentava um pH de 9,3. Outra 

hipótese é que o ozono forma aglomerados e não se dispersa adequadamente na água, 

razão pela qual nem todas as bactérias são afetadas (Seridou & Kalogerakis, 2021). A 

terceira hipótese explicativa é a formação de aglomerados bacterianos devido ao stress 

oxidativo provocado pelo ozono. Ao existirem aglomerados microbianos compactos, o 

ozono não teria ação no seu interior, ocorrendo uma diminuição da sua ação e variações 

entre contagens do número de UFC em locais diferentes do mesmo meio líquido e entre 

ensaios. Esta hipótese é corroborada com a ocorrência do fenómeno de auto-agregação 

bacteriana causado por stress, que continua pouco compreendido, tal como descrito em 

Trunk e colaboradores (2018).  

Ao verificar a existência de uma heterogeneidade entre resultados na 1ª fase, foi 

realizada uma nova metodologia numa 2ª fase do estudo. O ozono gasoso foi insuflado 

diretamente no meio de cultura sólido (inoculado previamente com a suspensão 

bacteriana), com o auxílio de uma agulha de irrigação Sterican (B. Braun, Melsungen, 

Germany), através de um furo na tampa do meio de cultura, com o objetivo de alcançar 

uma aproximação às condições clínicas nas quais se aplica ozono gasoso dentro de uma 

campânula adaptada a uma seringa. Em relação à água ozonizada, esta foi apenas 

realizada através da coluna de ozonização de água de 1 L (Philozon, Nova Esperança, 

Brazil), na qual ocorreu um aumento da concentração para 80 μg/mL e um aumento do 

volume de ozonização, de modo a promover uma maior concentração final e uma maior 

dissolução do ozono na água. Deste modo, o grupo experimental no qual se aplica ambos 

os métodos anteriormente referidos de ozono gasoso e água ozonizada foi realizado em 

diferentes momentos temporais.  

Tendo em conta os resultados obtidos na 2ª fase, as diferenças entre ensaios 

mantiveram-se nos grupos com água ozonizada, reforçando as hipóteses explicativas 

anteriormente referidas. Para além disso, é de ressaltar que a metodologia nova dos grupos 

de ozono gasoso tem uma grande limitação na contagem do número de UFC, pois as 

bactérias sofreram ação mecânica e foram afastadas para os cantos do meio de cultura e 

incorporadas para dentro do gel de agar, sendo protegidas da ação do ozono e, por esse 

motivo, sofreram uma ação antibacteriana reduzida.  

Ainda assim, comparando o nº de bactérias inicial (CTRL_NEG) com a contagem 

das UFC dos grupos experimentais, verificou-se sempre uma redução bacteriana para 
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todas as bactérias em estudo de ambas as fases, ou seja, os resultados totais obtidos 

indicam que há uma redução inequívoca do número de microrganismos e, 

consequentemente, o ozono nas diversas formas aplicadas apresenta atividade 

antimicrobiana.  

A literatura disponível sobre a ação antibacteriana do ozono em bactérias 

cariogénicas é bastante reduzida e insuficiente para permitir uma comparação adequada 

dos resultados, uma vez que na maior parte dos estudos in vitro o ozono é aplicado em 

biofilmes e/ou dentes humanos, existindo uma grande ação mecânica.  

Johansson e colaboradores (2009) apresenta-se como a investigação mais 

semelhante ao presente estudo. Nesta, foram realizados 9 ensaios nos quais o ozono 

gasoso foi aplicado diretamente em suspensões bacterianas de S.mutans, L.casei e 

A.naeslundii, com um pH de 7,2, através de um extensor conectado ao gerador. Não foi 

utilizado um gerador de ozono medicinal, mas sim o gerador HealOzone (KaVo, 

Biberach, Germany), que forma ozono através do ar ambiente, a uma concentração de 

2100 ppm durante 10, 30 e 60 segundos. De acordo com os resultados da análise 

estatística, 92, 73 e 64% dos números iniciais de A.naeslundii, S.mutans e L.casei, 

respetivamente, foram reduzidos após exposição a 10 segundos de ozono gasoso. Após 

60 segundos de exposição, ocorreu uma redução bacteriana de 99,9% em todas as estirpes 

testadas. Embora seja a investigação com uma metodologia mais semelhante, foi utilizado 

um gerador de ozono diferente, tendo sido utilizada uma concentração e unidade de 

medida diferentes. No entanto, demostra uma grande capacidade antibacteriana do ozono, 

que se pode encontrar otimizada pela utilização de um pH mais baixo relativamente ao 

presente estudo. 

Dukić e colaboradores (2013), Kapdan e colaboradores (2013) e Polydorou e 

colaboradores (2006) testam a ação antibacteriana do ozono gasoso em bactérias 

cariogénicas, tais como S.mutans e L.casei, nos quais todos verificam uma redução 

bacteriana significativa. Porém, estes estudos são realizados em biofilmes e/ou dentes 

humanos, existindo uma forma componente mecânica 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 concentração 2100 ppm, sendo uma 

concentração e unidade de medida diferentes do presente estudo. No entanto, utilizam o 

mesmo tempo de aplicação, sendo que Dukić e colaboradores (2013) verificaram uma 
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redução antibacteriana significativa aos 40 segundos de aplicação e Kapdan e 

colaboradores (2013) e Polydorou e colaboradores (2006) verificaram uma redução 

significativa após 80 segundos.  

Pelo contrário, Müller e colaboradores (2007) prepararam biofilmes bacterianos de 

A.naeslundii, Veillonella díspar, 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 não foi verificada uma redução antibacteriana eficaz, o que 

sugere uma boa resistência ao ozono por biofilmes corretamente estabelecidos. Tal como 

Müller e colaboradores (2007), Sancakli e colaboradores (2018) verificam que a aplicação 

de ozono gasoso não é suficiente para atingir um efeito antibacteriano eficaz em S.mutans, 

testando a aplicação de ozono gasoso com o gerador HealOzone durante 80 segundos. 

Porém, ambos os artigos não revelam a concentração de ozono utilizada, aspeto este que 

pode representar um peso importante nos resultados obtidos. 

Polydorou e colaboradores (2012) realizaram a aplicação 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 após 4 e 8 semanas, 

sendo que em ambas as semanas se verificou uma redução bacteriana significativa de 

S.mutans, mas não de L.casei. 

Assim sendo, apesar do número reduzido de artigos recentes, foram analisados os 

que apresentavam uma maior semelhança com as condições deste estudo. No entanto, não 

nos permite realizar uma comparação adequada por a maior parte dos estudos terem 

metodologias completamente diferentes, com ação mecânica em biofilme e/ou dentes e 

com a utilização 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 concentração é expressa em ppm em vez de μg/mL, tornando difícil 

uma uniformização de protocolos. 

Independentemente, o estudo atual demonstra que a aplicação 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 água ozonizada. Porém, 
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devido às limitações do estudo não existem resultados claros quando se compara a sua 

eficácia entre bactérias e diferentes métodos de aplicação.  
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IV. CONCLUSÃO 

A partir desta investigação é possível 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 

formação de microbolhas de gás através de ozono medicinal, com o intuito de otimizar a 

dissolução do ozono em meio líquido e promover uma maior eficácia antibacteriana. Em 

contrapartida, devido à heterogeneidade de resultados entre amostras e ensaios e devido 

às limitações do estudo, não foi possível comparar corretamente a eficácia antibacteriana 

entre bactérias e entre diferentes métodos e tempos de aplicação. Estas discrepâncias 

podem ser justificadas pela utilização de um pH da água bastante alcalino, existindo uma 

baixa solubilidade do ozono gasoso na água, sendo crucial em investigações futuras 

utilizar um pH mais ácido e monitorizar a concentração e dissolução do ozono na água.  

Deste modo, esta investigação atua como um estudo exploratório, evidenciando que 

são necessárias investigações futuras nas quais se utiliza um pH correto e se otimizaria o 

presente estudo, com o intuito de testar a ação antibacteriana do ozono noutras estirpes 

bacterianas e estudar a concentração, o tempo e a forma de aplicação mais eficazes e 

reprodutíveis para a maioria das bactérias cariogénicas.  

 

1. Relevância clínica 

Existe uma grande preocupação em minimizar a necessidade de tratamentos 

restauradores, assim como em realizar tratamentos mais conservadores e biocompatíveis, 

focados na preservação do remanescente dentário. Nesse sentido, existe uma necessidade 

acrescida em controlar os fatores etiológicos envolvidos na progressão das lesões de cárie.  

A cárie é uma doença multifatorial, mediada por um biofilme patogénico, que se 

pode disseminar em locais extra-orais, causando uma inflamação sistémica. Por esse 

motivo, torna-se de elevada importância estudar a eficácia de agentes antibacterianos 

mais eficazes e que apresentem poucos efeitos adversos para o organismo.  
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Embora seja necessário existirem mais estudos de investigação, o ozono revela 

resultados promissores como uma potencial terapia preventiva para a cárie dentária ou 

como um agente antibacteriano após a remoção mecânica da cárie. Adicionalmente, a 

ozonoterapia é uma terapia indolor e não-invasiva, sendo uma área de atuação bastante 

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

Devido à carência de artigos relativamente à ação antibacteriana do ozono em 

bactérias cariogénicas, seria fulcral, no futuro, realizarem um maior número de estudos 

utilizando protocolos bem definidos e reprodutíveis com o intuito de:  

o Testar a sua ação química em bactérias em suspensão, mas também em biofilme, 

com um maior número de amostras e ensaios;  

o Testar a sua ação antibacteriana com uma monitorização de longa duração; 

o Testar a ação antibacteriana do ozono noutras estirpes bacterianas; 

o Utilizar um kit que permita medir a concentração final de ozono na água 

ozonizada, de modo a haver uma melhor compreensão da dissolução do ozono em 

meio líquido; 

o Utilizar uma água com um pH entre 2 e 6 (Egorova et al., 2015); 

o Testar a ação antibacteriana do ozono na forma de óleo ozonizado; 

o Testar outras propriedades do ozono no âmbito da Dentisteria e da Medicina 

Dentária Preventiva, como por exemplo a remineralização dentária; 
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ANEXOS  

Anexo 1 - Resultados preliminares apresentados no 6º Congresso Internacional do 

CiiEM "Immediate and future challenges to foster One Health". 

 

 


