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RESUMO

Antecedentes e justificativa: a literatura odontolégica ainda carece de protocolos
clinicos de ozonizacdo da agua considerando a instabilidade da molécula e a
necessidade de manutencédo da concentracdo adequada para que as propriedades
antimicrobianas sejam garantidas.

Objetivo: avaliar a viabilidade da &4gua ozonizada em diferentes temperaturas e
regimes de ozonizagao ao longo do tempo.

Metodologia: Foram realizados trés experimentos. Primeiramente, a &agua foi
ozonizada a 55ug/mL durante 5 minutos e mantida em dois locais diferentes com faixa
de temperatura entre 21 e 23°C e 5 e 10°C . No segundo experimento a agua foi
mantida somente sob refrigeracdo e aumentou-se a concentracdo de Oz no aparelho
para 70ug/mL. Nessa fase, o processo de ozonizacdo teve durabilidade de 5 e 10
minutos em amostras distintas. Finalmente, o Udltimo experimento gerou duas
amostras de 4gua ozonizada com aparelho regulado em 70ug/mL com tempo de
ozonizacao de 10 minutos, porém com temperatura do refrigerador ainda menor.
Procedeu-se a andlise da concentracdo desse gas em meio aquoso através de kit
especifico nos periodos de 5, 10, 15, 30, 60 minutos e 2, 4 e 6 horas. Outras variaveis
mensuradas foram o tempo de ozonizacdo e a quantidade de ozénio produzida pelo
aparelho.

Resultados: ao avaliar a influéncia da temperatura ambiente em relacdo a sua
estabilidade, as amostras de agua ozonizada que foram mantidas sob refrigeracéo
mostraram maior estabilidade com o passar do tempo quando comparadas a amostras
que foram mantidas a temperatura ambiente. O tempo de ozonizacdo também
influenciou a estabilidade da solugéo, visto que a 4gua ozonizada por 10 minutos
permaneceu viavel por mais tempo, quando comparada a agua ozonizada por 5
minutos. Ao avaliar temperatura ainda menor do refrigerador (proxima a 0°C) em
concentracdo otimizada da agua ozonizada 70ug/mL, observou-se viabilidade da
solucéo por um periodo de 2 horas.

Conclusao: ozonizacdo com agua bidestilada em temperatura proxima de 0°C a
70ug/mL por 10 minutos parece favorecer a manutencdo da concentracdo com
propriedades antimicrobianas, possibilitando a viabilidade para seu uso com fins
terapéuticos.

Palavras-chave: Ozonio. Uso terapéutico. Administragédo e dosagem.



ABSTRACT

Background: the dental literature still lacks clinical protocols for water ozonation
considering the instability of the molecule and the need to maintain adequate
concentration for antimicrobial properties.

Objective: to evaluate the viability of ozonated water at different temperatures and
ozonation regimes over time.

Methods: Three experiments were carried out. First, the water was ozonated at
55pg/mL for 5 minutes and held at two different locations with temperatures between
21 and 23°C or 5 and 10°C. In the second experiment the water was only kept under
refrigeration and the Os concentration in the apparatus was increased to 70pug/mL. In
this phase, the ozonation process had a durability of 5 and 10 minutes in different
samples. Finally, the last experiment generated two samples of ozonated water with
70ug/mL regulated apparatus with ozonation time of 10 minutes, but with an even
lower refrigerator temperature. After obtaining the water in each experiment, the
concentration was analyzed through a specific kit in the periods of 5, 10, 15, 30, 60
minutes and 2, 4 and 6 hours.

Results: the samples of ozonated water that were maintained under refrigeration
showed greater stability throughout time when compared to samples that were
maintained at room temperature. The ozonation time also influenced the stability of the
solution, since the ozonated water for 10 minutes remained viable longer when
compared to the ozonated water for 5 minutes. When evaluating an even lower
temperature of the refrigerator (close to 0°C) in optimized concentration of 70ug/mL of
ozonated water, the solution was viable for a period of 2 hours.

Conclusion: ozonation with bidistilled water at a temperature close to 0°C in 70ug/mL
for 10 minutes seems to maintain the concentration with antimicrobial properties,
allowing the viability for its use with therapeutic purposes.

Keywords: Ozone. Therapeutic use. Administration and dosage.



APRESENTACAO

A ozonioterapia é uma é&rea que vem crescendo em estudos clinicos e
laboratoriais, tanto na area médica quanto odontolégica. Em virtude de que as
caracteristicas da molécula de ozonio sdo de interesse nas areas citadas, estudos
vém sendo sugeridos afim de que as melhores propriedades sejam alcangadas na
pratica clinica. Na odontologia, a ozonioterapia é utilizada em tratamentos em suas
trés formas de aplicacéo: gas, agua e 6leo. Areas que se mostram promissoras a
utilizacao do ozdnio associado a terapia sdo a endodontia, periodontia, estomatologia,
cariologia e cirurgia. No entanto, os estudos ainda carecem de informacbes
importantes a respeito de como essa terapia € empregada, além de apresentarem
qualidade limitada.

O presente trabalho de conclusdo de curso faz parte de um projeto maior
intitulado “Eficacia de bochecho com agua ozonizada sobre a formacao do biofilme
bacteriano bucal e inflamagao gengival: um ensaio clinico randomizado cruzado”. Os
resultados apresentados neste estudo sdo de analises laboratoriais realizadas em
agua ozonizada em diferentes temperaturas e tempos experimentais, visando verificar
a viabilidade da 4gua ozonizada para obtencado de propriedade antimicrobiana. Nesse
sentido, a contribuicdo do presente trabalho inclui o estabelecimento do melhor
protocolo clinico a ser empregado no estudo maior, garantindo com isso a viabilidade

da solucéao e, portanto, maior validade interna do ensaio clinico.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

WFOT World Federation of Occupational Therapists
Os Ozbnio

O2 Oxigénio

PUFAS Acidos graxos poli-insaturados

ROS Espécies reativas de oxigénio

LOPS Produtos de oxidacao lipidica

H20:2 Perdxido de Hidrogénio

GSH Glutationa Peroxidase

PL Projeto de Lei

CONEP Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa
CFM Conselho Federal de Medicina

CSSF Comissdao de Seguridade Social e Familia

ABOZ Associacao Brasileira de Ozonioterapia
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1 INTRODUCAO

O ozbnio (O3z), também denominado trioxigénio, € um gas aldtropo do oxigénio
(O2) naturalmente encontrado na superficie terrestre. O rompimento da ligagéo
existente entre os atomos do Oz, causado pela interacdo dessa molécula com a
radiac&o ultravioleta de origem solar, faz com que o oxigénio liberado dessa reacéo
se una a outra molécula de Oz integra gerando, assim, o gas oz6nio (O3). Em relacdo
as propriedades fisico-quimicas, 0 0z6nio apresenta uma coloracdo azul celeste e
odor caracteristico, grande solubilidade em agua e alta instabilidade. Devido ao fato
da reacao para obtencdo de Osser endotérmica, necessitando de calor para ocorrer,
o tempo de meia vida desse gas aumenta em temperaturas menores (WFOT Scientific
Advisory Committee, 2015).

Acredita-se que o uso medicinal do ozénio tenha cerca de 150 anos. Embora o
ozonio tenha sido descoberto ainda no século XVII, pelo fisico Martin Van Marum, a
obtencdo desse gas de forma artificial pela primeira vez s6 foi possivel no século
seguinte por volta de 1840, durante estudos do quimico alemao Christian Friedrich.
Ainda na metade do século XIX surge o primeiro aparelho capaz de sintetizar gas
0z6nio por meio de descargas elétricas em atomos de oxigénio. Durante a Primeira
Guerra Mundial o gas era utilizado para tratar ferimentos dos soldados devido a sua
capacidade desinfetante - tal fato rendeu aos médicos alemées e ingleses uma
publicacdo na revista The Lancet sobre o assunto, em 1917 (STOKER et al., 1917).
Todavia, a auséncia de materiais resistentes a oxidacdo dificultava seu uso, o que
acabou limitando novos estudos sobre o0 assunto e consequentemente, a
aplicabilidade desse gas como agente terapéutico foi esquecida durante alguns anos.
A publicagao intitulada “O Tratamento com O3 na Cirurgia” pelo dentista Edward Fish,
em 1935, deu inicio a Ozonioterapia conhecida até os dias de hoje. Somente em 1970
o uso medicinal desse gas chegou ao Brasil sendo, posteriormente, amplamente
difundido em cursos e congressos pelo médico Edison de Cezar Philippi. (FERREIRA
et al., 2013; MARINO; SCWHARTZ, 2012).

Além de sua utilidade terapéutica e medicinal, o O3 € um gas que vem sendo
amplamente difundido em operacdes sanitarias e na industria alimenticia. Em 2001, a
Associacao de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos autorizou oficialmente
0 uso de O3 como antimicrobiano para tratamento, armazenamento e processamento

de alimentos. Aléem disso, a utilizagdo do cloro como agente desinfetante para
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obtencdo da &gua potavel ao longo de muitas décadas levou ao surgimento de
microrganismos resistentes a esse agente quimico, 0 que representa uma ameaca
potencial a saude publica. No que diz respeito a eficacia do ozdénio como agente para
desinfeccdo da agua, o uso do mesmo foi validado por milhares de estacdes de
tratamento por todo mundo, 0 que garante seu emprego com seguranca e efetividade
pelos diferentes sistemas de vigilancia mundiais. Nesse sentido, o 0zdnio tem sido
uma alternativa utilizada em diversos paises para desinfeccdo da agua de
abastecimento pois permite atingir bactérias e esporos resistentes ao cloro ao mesmo
tempo que confere melhores propriedades organolépticas a mesma (DING et al.,
2019).

Sabe-se que o0 O3 é o terceiro agente oxidante mais potente na escala quimica.
Todavia, 0 uso desse gas como opc¢ao terapéutica baseia-se no pressuposto de que
a dosagem administrada é elemento determinante para conferir ao mesmo
caracteristicas terapéuticas ou prejudiciais as células. O O3 no plasma sanguineo,
guando administrado em doses adequadas, reage imediatamente e em sua totalidade
com acidos graxos poli-insaturados (PUFAS), os quais sdo biomoléculas antioxidantes
naturalmente presentes nesse meio. As reacfes quimicas causadas na presenca
0z6nio com PUFAS geram as chamadas espécies reativas de oxigénio (ROS) como
0 peréxido de hidrogénio e, em menor quantidade, produtos de oxidacao lipidica
(LOPS) (AL-DALAIN et al., 2001; ANTUNES; CADENAS, 2000; BOCCI, 1996).

O peroxido de hidrogénio (H202) € o principal produto decorrente das reacdes
quimicas que ocorrem na presenca de Os, levando ao aumento imediato dos niveis
dessa substancia no plasma e meio intracelular. Consequentemente, um estresse
oxidativo de grau leve e controlado é causado nas células. Devido agentes oxidantes
naturalmente presentes nos eritrocitos como, por exemplo, a glutationa peroxidase
(GSH), os niveis normais de H202 no plasma e na célula sdo rapidamente
restabelecidos. Nos estudos de Bocci et al. (1996) 200ml de sangue humano foram
expostos & uma mistura gasosa O3-O2 com concentracdes variando de 20 a 80ug de
Os. Independente da concentracéo, verificou-se que o peroxido de hidrogénio formado
devido a presenca de Os é totalmente eliminado pelos eritrocitos. Em virtude do
sistema antioxidante presente nas células, os niveis intracelulares de H202 retornam
a normalidade apos cerca de 10 a 15 minutos. Sendo assim, a presenca de H202 em
niveis acima dos considerados normais atua como sinalizador para ativacdo de

cadeias bioquimicas importantes que geram uma seérie de respostas antioxidantes
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Uteis ao organismo — o que explicaria, em partes, o emprego terapéutico do Os.
(HALLIWELL, 2001).

Embora o peréxido de hidrogénio seja a principal substancia gerada na reacao
entre o 0zonio e acidos graxos poli-insaturados presentes no plasma, essa interacéo
também obtém (de forma tardia e em menores quantidades) e LOPS. Os LOPS atuam
principalmente a nivel nuclear das células da medula 6ssea regulando processos de
enzimas antioxidantes, estimulando a sintese proteica e, provavelmente, estimulando
a producdo de células-tronco. Por meio desses mecanismos os LOPS induzem a
adaptacdo ao estresse oxidativo controlado causado pelo aumento dos niveis
circundantes de H202 decorrente da administracdo de doses adequadas de Os.
(BURGASSI, 2009).

A alta solubilidade do Os ndo permite que o mesmo estabeleca uma reacao de
equilibrio quando em contato com o plasma sanguineo — ao contrario de seu alétropo,
O2. Por esse motivo, a quantidade de ozbnio administrada no plasma sanguineo é
consumida em sua totalidade. Sendo assim, ao término do suprimento de 0z6nio
cessa também a formacdo de H202 e LOPS o que faz com que a oxidagéao lipidica
causada por decorréncia da presenca desse gas no meio seja um processo bem
controlado. Por esse motivo, as rea¢des envolvendo o 0zOnio no organismo ocorrem
em quantidade especifica e apenas um numero limitado de LOPS e peréxido de
hidrogénio serdo gerados, dependendo exclusivamente da dose de o0zbnio
administrada. (CARDILE, 1995).

Quando o 0zbnio é administrado, uma parte desse gas sera neutralizada pelos
mecanismos naturais de defesa presentes nas células do organismo. A porcéo
restante, por sua vez, reagira com PUFAS para obtencdo de substancias capazes de
desencadear reacdes biolégicas e terapéuticas importantes. Sendo assim, o
mecanismo terapéutico do ozénio baseia-se no controle da producéo de LOPS e H20:2
para ser obtencao de efeitos bioldgicos a nivel celular. Para que tais efeitos biolégicos
sejam capazes de trazer respostas importantes e seguras ao organismo, a dosagem
adequada de 0z6nio deve ser determinada de acordo com a capacidade antioxidante
do tecido em questéo, estando dentro da faixa terapéutica. Em suma, quando o Os é
administrado em doses adequadas, provoca um estresse celular controlado que néo
deve ser subliminar a ponto de exercer efeito placebo ao mesmo tempo que n&o pode

ser exacerbado. Nos casos de dosagem muito acima das faixas terapéuticas, a
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capacidade antioxidante das células atinge seu ponto de saturacdo, o que pode
acarretar em danos e prejuizo celular. (BOCCI et al., 1998; DIAZ-LLERA et al., 2002).

A administracdo do 0z6nio no organismo pode se dar através do contato com
uma mistura gasosa (95% de Oz e 5% de Os), agua ozonizada ou 6leos ozonizados,
0s quais podem ser obtidos através de geradores especificos para cada caso. Em
relacdo a estabilidade desses meios, de acordo com a literatura, a concentracao de
o0zo6nio se mantém mais estavel sob a forma de 6leo quando comparado a agua e gas,
respectivamente. Em contrapartida, embora a agua ndo seja 0 meio que garante
melhor estabilidade do gas, o emprego do Os por meio desse veiculo € o que
apresenta maior biocompatibilidade com os tecidos humanos. Cabe salientar, que
fatores como temperatura, local de armazenamento, pH e composicéo da agua estédo
diretamente a estabilidade da molécula em seus diferentes veiculos (BOCCI, 2005;
HAENSLER, 2013). Levando em consideracdo que as reag¢Bes quimicas que
envolvem a sintese e decomposicdo do ozdénio sdo endotérmicas, em temperaturas
mais baixas esse gas tem seu tempo de vida, havendo uma relacao inversamente
proporcional entre sua estabilidade e temperatura. Em relacdo ao pH da agua, sabe-
se que meios basicos aceleram sua decomposicdo (DI BERNARDO, DANTAS,
VOLTAN, 2017). Em relacdo ao tipo de 4gua utilizado, sabe-se que quanto maior for
sua impureza, mais rapida é a desintegracdo da molécula de oz6nio. Por fim, deve-se
evitar o contato da agua ozonizada com superficies poliméricas, principalmente no
qgue diz respeito ao seu armazenamento, uma vez que essa molécula possui alta
reatividade com esse tipo de material (HAENSLER, 2013).

As vias de administracdo parenterais e topica tém sido as formas de aplicacao
mais empregadas na medicina descritas na literatura. Levando em consideragcao que
a capacidade antioxidante de um tecido é fator determinante para dose de ozénio a
ser empregada, a via respiratoria (por inalacdo) é contraindicada. Nesses casos, 0 Os
apresenta-se como um gas potencialmente toxico ao trato respiratorio, uma vez que
esses tecidos apresentam baixa quantidade de substancias capazes de metabolizar
0s produtos decorrentes das reacdes bioldgicas desse gas com o meio. Além disso, a
injecdo do gas por via intravenosa também nado é recomendada, devido ao risco de
embolia por oxigénio (WFOT Scientific Advisory Committee, 2015). Até o momento, a
literatura a respeito das formas de administracdo do Oz defende as vias subcutanea,
intrapleural, intraperitoneal e auto-hemoterapia como as mais comumente
empregadas e seguras, além do seu uso tépico (BOCCI, 2006; STADLBAUER, 2008).
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Em outubro de 2017 o Projeto de Lei (PL) n° 9001/2017, o qual objetiva
regulamentar a prescricdo da ozonioterapia no Brasil, foi aprovado pelo Senado
Federal. O Diario Oficial da Unido do dia 10 de julho de 2018 trouxe, em sua
publicacdo, a Resolucédo do Conselho Federal de Medicina (CFM) n° 2.181/2018, a
qual definiu a ozonioterapia como um procedimento passivel de ser realizado apenas
quando em caréater experimental. Sendo assim, tratamentos médicos baseados nessa
abordagem devem ser realizados apenas com o proposito de estudos que cumpram
os critérios estabelecidos pela Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa (Conep). De
acordo com o CFM, o desrespeito dessa nhorma pode levar a abertura de sindicancias
e processos de infragdo ética contra os profissionais. No inicio de 2019, uma nota
publicada pelo CFM posicionou-se contra o PL n°® 9001/2017. Atualmente, o Projeto
de Lei encontra-se em tramitacdo na Camara dos Deputados aguardando parecer do
relator na Comissédo de Seguridade Social e Familia (CSSF).

De acordo com a Associacéo Brasileira de Ozonioterapia (ABOZ), o O3 quando
empregado de forma terapéutica possui propriedades anti-inflamatérias,
antissépticas, € capaz de modular o estresse oxidativo e melhorar aspectos da
circulacdo periférica e oxigenacdo. Dentre as indicacBes da ozonioterapia, cabe
ressaltar: reducéo dos efeitos colaterais decorrentes dos tratamentos de radioterapia
e quimioterapia, problemas circulatérios, doencas virais, feridas de origem vascular,
diabética e por insuficiéncia arterial, queimaduras, hérnias de disco, protruséo discal
e dores lombares, dores articulares decorrentes de inflamacfes crbnicas, colites e
outras inflamacdes intestinais crénicas e imunoativacdo no geral. Além disso, outros
beneficios ao organismo também podem ser citados, tais como: liberacao de 6xido
nitrico, envolvida no processo de vasodilatacdo; modulacédo do sistema imunolégico,
otimizacao da drenagem linfatica, efeito lipolitico, liberacdo de fatores de crescimento
ou regeneracao, efeito germicida; regulacdo do metabolismo e das fun¢des hepéticas,
renal e tireoidiana; estimulo da sintese de enzimas antioxidantes intracelulares;
melhora da liberacdo de oxigénio nos tecidos e modulacdo da cascata inflamatéria
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE OZONIOTERAPIA, 2019).

O favismo é a principal condicdo clinica que contraindica o0 emprego da
ozonioterapia. Nesses casos ocorre déficit da enzima Glicose-6-Fosfato
Desidrogenase, a qual tem papel extremamente importante no processo de oxidagéo
dos produtos gerados pelo Os havendo, nessas situacdes, o risco de hemodlise e

processos oxidativos em demasia (MILLER et al., 1993). Embora o risco mutagénico
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e outras consequéncias sejam improvaveis, o0 0z6nio também nao deve ser utilizado
em casos de gravidez. Outras situagées como hipotireoidismo, trombocitopenia,
disturbios de coagulacdo ndo controlados, anemia e hipertenséo arterial severa e
instabilidade cadio-vascular merecem atencdo especial, sendo necessaria sua
estabilizacao clinica antes do inicio da terapia com o0z6nio (SMITH et al., 2017; WFOT
Scientific Advisory Committee, 2015)

Em estudo de Vazquez e colaboradores (2018) buscou avaliar a eficacia da
ozonioterapia como tratamento para pacientes portadores de osteoartrite no joelho.
Na revisdo, foram incluidos 10 ensaios clinicos controlados totalizando 400 pacientes
gue receberam terapia com ozonio e 381 pacientes que foram tratados de forma
convencional. Constatou-se que, a curto prazo, as infiltracées intra-articulares com
ozo6nio foram mais efetivas que o tratamento placebo e igualmente eficazes quando
comparada aos tratamentos convencionais, ndo havendo nenhuma reagao adversa
ou efeitos colaterais nos pacientes tratados. Todavia, devido ao risco de viés
encontrado nos estudos envolvidos, os autores ressaltam a necessidade de estudos
com maior qualidade metodoldgica a fim de confirmar a eficicia e analisar a seguranca
dessa forma de tratamento a longo prazo.

O pé diabético € uma complicacdo comum do Diabetes melittus que ocorre
quando uma area machucada ou infeccionada nos pés desenvolve uma Ulcera devido
a circulacdo sanguinea deficiente ou aos niveis glicémicos néo controlados. Em casos
mais avancados, essa situacdo pode evoluir levando a morbidade e a mortalidade.
Um estudo abrangendo 200 pacientes com pé diabético avaliou a eficacia da
ozonioterapia na cicatrizacao das Ulceras decorrentes dessa complicagcdo. Um grupo
recebeu o tratamento com Oz além do tratamento padréo regular ja estabelecido na
literatura. O outro grupo, por sua vez, recebeu o tratamento de rotina. Dentre os
desfechos avaliados no estudo estédo: tamanho e grau de severidade da ferida, tempo
de cicatrizacdo, glicemia em jejum dos pacientes e mensuracao de biomarcadores
inflamatorios especificos antes e apdés os diferentes tratamentos. Os resultados
obtidos através dessa pesquisa constataram a eficacia do tratamento com 0z6nio para
pacientes com pé diabético com um tempo médio de cicatrizacéo significativamente
menor quando comparado ao grupo controle e também mostrou-se uma modalidade
de tratamento adequada no que diz respeito a redugdo das chances de infeccéo e

amputacao desses casos (IZADI et al., 2019).
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Um ensaio clinico randomizado avaliou a eficacia e seguranca do novo sistema
com terapia de ozonio para o tratamento da hepatite B cronica. Cento e oitenta e nove
pacientes foram alocados em 3 grupos experimentais da seguinte maneira: grupo 1 —
auto-hemoterapia com ozénio usando gerador TianYi; grupo 2 — auto-hemoterapia
com oz6nio utilizando gerador Humares e grupo 3 — uso via oral de capsulas de
glicirrizinato de amonio. Verificou-se que o perfil de seguranca foi semelhante para o
tratamento nos trés grupos e os eventos adversos foram infrequentes e, quando
houveram, leves. A ozonioterapia, por sua vez, teve eficacia antiviral superior com
seguranca semelhante as capsulas de glicirrizinato de aménio. Além disso, também
associou-se ao tratamento utilizando Oz a normalizagdo dos niveis de ALT (alanina
aminotransferase) e AST (aspartato aminotransferase). Sendo assim, essa
modalidade terapéutica poderia trazer beneficios importantes e significativos aos
pacientes portadores de hepatite B cronica (YU et al., 2018).

A aplicacdo do oz6nio como meétodo terapéutico nas diferentes areas da
medicina ainda é controversa. Mesmo décadas apds o inicio da ozonioterapia, fatores
como a dificuldade de estudos capazes de fornecer dados cientificos, biolégicos e
clinicos sélidos aliados a falta de regulamentacao, apoio financeiro e desinteresse das
autoridades de saude impede o progresso dessa modalidade terapéutica para além
das préaticas complementares (BOCCI, 2006). Se por um lado existem profissionais
defendendo seu uso e falando sobre seus beneficios, por outro existem aqueles que
acreditam ser necessario buscar mais conhecimento sobre o tema para que se
garanta sua empregabilidade com eficacia e seguranca (CONSELHO FEDERAL DE
MEDICINA, 2018).

Dr. Fish foi o primeiro cirurgido-dentista a usar a agua ozonizada na pratica
odontoldgica. Naquela época, passou-se a utilizar o Oz em cirurgias odontoldgicas a
fim de melhorar a homeostase, suprimento local de O2 e inibir a proliferacdo
bacteriana, diminuindo as chances de quadros infecciosos (AZARPAZHOOH,;
LIMEBACK, 2007). Estudos mostram que o Os aquoso possui boa compatibilidade
com células do epitélio oral, gengiva, fibroblastos e células periodontais. Dessa forma,
a administracao topica de ozobnio, através da agua ozonizada, € a forma de emprego
terapéutico mais comum desse gas na area da odontologia (HUTH et al., 2006).

Estudo de Arita e colaboradores (2005) avaliaram o efeito da agua ozonizada
sobre Candida albicans presentes em dentaduras de acrilico. Os resultados desse

estudo sugerem que o uso da agua ozonizada foi Gtil para reduzir significativamente
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a quantidade desse fungo sobre as préteses. Além disso, o0 Oz tem se mostrado um
agente desinfetante potencialmente eficaz para agir sobre os biofilmes removendo
alguns microrganismos tais como Legionella pneumophila, S. mutans, Staphylococcus
aureus, Mycobacterium e E. faecalis (WALKER et al., 2003). Os estudos de Nagayoshi
(2009) apontaram um efeito importante da agua ozonizada sobre a membrana de
bactérias gram-negativas, como Porphyromonas endodontalis e Porphyromonas
gengivalis. Além disso, sua aplicacao tépica mostrou forte atividade bactericida contra
bactérias presentes no biofilme dentario e, em experimentos in vitro, foi capaz de inibir
0 acumulo de placa dentéria experimental.

A é&rea da endodontia é uma das mais estudadas dentro da ozonioterapia,
porém a literatura ainda € bastante conflitante. Em estudo realizado por Cardoso et al.
(2008) inocularam C. albicans, E. faecallis e endotoxinas de Escherichia coli em
espécimes de dentes humanos. Em um grupo o agente irrigante utilizado foi a agua
ozonizada e a solucdo fisiolégica foi usada no grupo controle. Embora a agua
ozonizada tenha mostrado uma reducéo significativa no nimero de C. albicans e E.
faecalis na amostragem imediata, valores maiores foram detectados no periodo apés
7 dias. Além disso, ndo houve nenhuma atividade em relacdo a endotoxina. Em
contrapartida, estudo de Nogales e colaboradores (2014) buscaram avaliar a atividade
antimicrobiana de diferentes concentracdes de agua ozonizada em espécies como
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis. De
acordo com a metodologia aplicada por este grupo, 0 0z6nio aquoso ha concentracao
de 8 ug/mL foi eficiente para eliminar esses trés tipos de bactérias. Pode-se dizer que
esses estudos laboratoriais sugerem um potencial promissor do ozonio, todavia, a
evidéncia clinica para sua aplicacdo em endodontia ainda ndo é consistente. Dessa
forma, ha necessidade de mais estudos controlados a respeito do assunto para que
assim seja possivel justificar o uso desse gas como modalidade de tratamento
rotineiro em endodontia (AZARPAZHOOH; LIMEBACK, 2007).

Devido a capacidade bactericida e bacteriostatica do ozénio, iniUmeros estudos
tém buscado avaliar o efeito desse gas como tratamento adjuvante das doencas
periodontais. Nos estudos in vitro de Huth et al. (2011), que tinham como objetivo
comparar a eficacia antisséptica da ozonioterapia em relacdo a clorexidina contra
microrganismos periodontais, verificou-se que os tratamentos com 0z6nio gasoso e
aquoso (em altas concentragdes) se mostraram antissépticos potentes na terapia para

periodontite. Dodwad e colaboradores (2011) concluiram, através de seus estudos,
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que a aplicacdo tépica de Os pode servir como potente agente antimicrobiano ao
mesmo que possui boa biocompatibilidade para atuar como adjuvante no tratamento
nao-cirurgico de doencas periodontais. Um estudo randomizado do tipo boca-dividida
de Kshitish e Laxman (2010) foi realizado para comparar o efeito da clorexidina e do
Os no tratamento periodontal. Os autores observaram maior redugdo no indice de
placa, indice de sangramento gengival e profundidade das bolsas. Somado a isso,
uso do ozbénio permitiu um efeito antifungico adicional ndo encontrado nos sitios em
que foi utilizada a clorexidina.

Todavia, o estudo de Tasdemir et al. (2019) ndo encontrou diferenca dos
pardmetros periodontais adotados quando avaliaram a influéncia do uso da agua
ozonizada como adjuvante no tratamento ndo cirdrgico de pacientes com periodontite
cronica. Em consonancia com os autores anteriormente citados, Ahu e colaboradores
(2018) ndo encontraram resultados que mostrassem que o tratamento da periodontite
cronica utilizando O3 como adjuvante fosse capaz de trazer beneficios adicionais aos
parametros clinicos, microbiolégicos e bioquimicos em relacdo ao tratamento nao-
cirdrgico padrao.

Levando em consideragcdo que o 0zonio € um gas altamente instavel e soltvel
em agua e que sua concentracdo deve estar em niveis suficientemente capazes de
desencadear respostas celulares e microbioldgicas para que seja possivel exercer seu
efeito terapéutico, estudos capazes de mensurar a concentracao desse gas e como
ela se comporta ao longo do tempo em aguas ozonizadas se fazem necessarios.
Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade da agua

ozonizada em diferentes temperaturas e regimes de ozonizac¢do ao longo do tempo.
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2 METODOLOGIA

2.1 TIPO DE ESTUDO

O presente estudo utilizou um delineamento do tipo ensaio experimental, in

vitro.

2.2 LOCAL

O estudo foi realizado pela equipe de Periodontia nas dependéncias da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em dois
ambientes diferentes com temperaturas controladas, sendo um climatizado e outro

refrigerado.

2.3 EXPERIMENTOS

O presente estudo foi dividido em trés experimentos. Em um primeiro momento
buscou-se avaliar o impacto da temperatura do ambiente sobre a estabilidade da
agua. Posteriormente, buscou-se avaliar qual a possivel influéncia no aumento do
tempo de ozonizagdo e na quantidade aplicada de Os durante o preparo da agua. Por
fim, com base nos melhores resultados observados nos experimentos 1 e 2, realizou-
se uma nova avaliacéo da concentracdo de Os, objetivando o estabelecimento de um
protocolo de ozonizacdo. A figura 1 traz um fluxograma resumido dos experimentos
realizados nesse estudo.

Para os testes foram necessarios 4 litros de agua bidestilada da marca
Eurofarma. O aparelho (Modelo O&L1.5 RM, Ozone&Life, Sdo Paulo, Brasil) foi
regulado antecipadamente e 500mL de agua bidestilada era ozonizada por um
periodo de acordo com o experimento. Apos o final do procedimento de ozonizacéo,
o liquido foi transferido para recipiente de vidro com tampa, vedado e armazenado de
acordo com as amostras e experimentos.

As analises da concentracdo de Oz na agua obtida foram realizadas em tempos
padronizados. Além disso, a temperatura do local de armazenagem e de cada amostra
da solucdo ozonizada foram mensuradas e registradas através de termdmetros

especificos no momento de cada analise.
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Figura 1 - Diferentes experimentos de acordo com a concentracao de ozénoio
utilizada, tempo de ozonizacéo e periodos em que foram feitas as anélises.

EXPERIMENTO 1 EXPERIMENTO 2 EXPERIMENTO 3

70 pg/mL

55 pg/mL
5 min.

70 pg/mL

10 min.

Ambiente -
Climatizado Refrigerador
Amostra 1A Amostra 2A
Amostra 1B Amostra 2B

Refrigerador Refrigerador

iji

Amostra 1 Amostra 2

Andlises: 5', 107, 157, 30°, 60’, 120°, 240’ e 360’ Andlises: 5, 30’, 60°, 100’ e 120’

No primeiro experimento foram obtidas 4 amostras. Em todas, programou-se o0
aparelho para a geracdo de uma com concentracdo de 55 pg/mL de Os. As andlises
nesse grupo foram realizadas nos periodos de 5, 10, 15, 30, 60, 120, 240 e 360
minutos. Foram necessérios o total de 2 litros de agua bidestilada para o primeiro
experimento, sendo que um dia antes da realizacdo dos testes 1 litro foi deixado no
local de realizacdo do estudo (amostra 1) e o outro mantido sob refrigeracdo em
geladeira (amostra 2). No grupo em que a agua foi mantida a temperatura ambiente,
foram adicionados a coluna do aparelho 500mL de agua bidestilada em um primeiro
momento e, apos o processo de obtencao, a solucao foi transferida para um recipiente
e 0 mesmo armazenado no local do experimento, a temperatura ambiente.
Posteriormente, este mesmo protocolo foi repetido com os 500mL restantes da
mesma agua bidestilada, a fim de obter-se uma segunda amostra da mesma solucao.
No grupo em que a agua foi armazenada em refrigerador o protocolo experimental foi
0 mesmo utilizado no grupo anterior, a excecao de que, apds obtencdo da solucéo, a
mesma foi transferida para recipiente com tampa vedavel e armazenada sob
refrigeracdo. Um termdmetro foi colocado no refrigerador a fim de registrar a
temperatura em seu interior. Posteriormente, repetiu-se 0 mesmo processo com 0s
500mL de agua bidestilada refrigerada restantes, obtendo uma segunda amostra.

Para o segundo experimento, o ozonizador foi programado para geracéo de
uma agua de concentracdo 70 pg/mL de Os. ApoOs processo de obtengéo da solucéo
as mesmas foram transferidas para o recipiente de vidro e mantidas sob refrigeracao.
As analises nesse grupo foram realizadas nos periodos de 5, 30, 60, 100 e 120
minutos. Nesse protocolo, 1 litro de agua bidestilada armazenada sob refrigeracao 24
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horas antes dos testes foi utilizado. Assim, para uma das amostras 0zonizou-se
500mL de agua bidestilada durante 5 minutos; na outra os 500mL restantes foram
ozonizados durante o periodo 10 minutos.

No terceiro experimento foi utilizado 1 litro de 4gua bidestilada. Em um primeiro
momento, 500mL de agua foram ozonizados durante 10 minutos com gerador de
0z6nio programado para geracao de 4gua com concentracdo em a 70 pg/mL de Os.
ApoOs o tempo de preparo da agua, a mesma foi transferida para o recipiente e mantida
sob refrigeracdo, em temperatura inferior a do experimento 2. As analises nesse
experimento foram realizadas nos periodos de 5, 30, 60, 100 e 120 minutos.
Posteriormente, repetiu-se o mesmo processo com 0s 500mL de &gua bidestilada

restante, gerando a segunda amostra da solucéo.

2.4 PREPARO PADRAO DA AGUA OZONIZADA

Para obtencédo da agua ozonizada foi utilizada agua bidestilada (Eurofarma),
um gerador de ozénio (Modelo O&L1.5 RM, Ozone&Life, Sdo Paulo, Brasil) e oxigénio
medicinal. Para o processo de ozonizacdo, foram adicionados 500ml| de &agua
bidestilada a uma coluna de vidro com tampa (Ozone&Life, Sdo Paulo, Brasil) e o
liqguido borbulhado durante um periodo de tempo especifico de acordo com cada
experimento. Antes de dar inicio a cada ciclo de ozonizacédo, foi realizado um teste
onde o Oz gerado pelo aparelho foi capturado através de uma seringa siliconizada e
aplicado em luva de latex; tal procedimento teve intuito de garantir que a da saida de
O3 do gerador deu-se de maneira adequada. A figura 2 aborda um fluxograma
resumido dessa etapa do estudo.

No experimento 1 o gerador foi regulado para uma concentracao de 55 pug/mL
e o cilindro de oxigénio foi programado em Y%, levando a geracdo de uma agua com
concentracdo aproximada 13 pg/mL de Os. Ao dar inicio ao processo de ozonizacao,
a agua borbulhou por 5 minutos (tempo padrdo para que ocorra saturacao da agua).
Ao final do processo, a agua foi acondicionada em recipiente de vidro com tampa e
armazenada de acordo com 0s experimentos. Foram necessarios o total de 2 litros de
agua bidestilada para os experimentos, sendo que um dia antes da realizacdo dos
testes 1 litro foi deixado no local de realiza¢ao do estudo (amostra 1) e o outro mantido
sob refrigeracdo em geladeira (amostra 2). No grupo em que a agua foi mantida a

temperatura ambiente, foram adicionados a coluna do aparelho 500mL de agua
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bidestilada em um primeiro momento e, apds o processo de obtencao, a solucao foi
transferida para um recipiente e 0 mesmo armazenado no local do experimento, a

temperatura ambiente.

Figura 2 - Fluxograma resumido do passo-a-passo para a ozonizagcao da agua
utilizado no estudo.

REGULAGEM APARELHO

INSERCAO DA AGUA
BIDESTILADA NA
COLUNA DE VIDRO

OZON[ZACAO DURANTE
PERIODO DE TEMPO
PRE-ESTABELECIDO

TRANSFERENCIADA
SOLUCAO EM RECIPIENTE
DE VIDRO COM TAMPA

AMBIENTE CLIMATIZADO REFRIGERADOR

ANALISES

Nos experimentos 2 e 3, o gerador foi regulado para uma concentragdo de
70pg/mL (capacidade maxima do aparelho utilizado) e o cilindro de oxigénio foi
programado em 1/, Segundo a literatura, o produto final seria uma agua com
concentracfes aproximadas de 13 e 17ug/mL de Os, pois a capacidade maxima de
concentracdo atingida na ozonizacdo é de 25% da total (BOCCI, 2005). Tanto no
experimento 2 como no experimento 3, a agua utilizada foi refrigerada 24 horas antes
de dar inicio aos testes.

No segundo experimento utilizou-se 1 litro de agua bidestilada. A primeira
amostra foi obtida através da colocacdo de 500mL dessa agua na coluna do aparelho
e 0 processo de ozonizagao teve duracdo de 5 minutos. Na segunda amostra desse
experimento, os 500mL de &gua restantes foram ozonizados pelo dobro do tempo,

fazendo com que o processo para sua obtencao durasse 10 minutos. ApOs 0 processo
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de obtencao das amostras do segundo experimento, as mesmas foram armazenadas
em recipientes de vidro com tampa e mantidas sob regime de refrigeragao.

O ultimo experimento utilizou 1 litro de agua e o tempo de 10 minutos como
padrdo para a obtencdo de ambas amostras. Inicialmente, 500mL de agua foram
adicionadas ao aparelho e ozonizadas durante 10 minutos. O processo se repetiu
posteriormente com os 500mL restantes. ApGs o0 processo de ozonizag¢do, ambas
amostras foram transferidas para o recipiente especifico e armazenadas sob

refrigeracao.

2.5 PROTOCOLO DE ANALISE PARA CADA AMOSTRA

A analise foi realizada por meio do kit colorimétrico Ozone - CHEMets® Visual
Kit K-7404 (CHEMetrics). O teste consistiu em analise por meio de comparacéo visual
através de escala de cor. O kit compde dois comparadores de 0z6nio, 0 comparador
de baixo alcance verifica concentragdes entre 0,00 a 0,60 ppm e € composto por um
recipiente contendo os comparadores dispostos ao redor, onde a amostra é anexada
no centro deste recipiente e a comparacao da amostra realizada com as diferentes
tonalidades do comparador. Ja o comparador de alto alcance verifica concentracdes
que vao de 0,60 a 3,00 ppm, sendo a comparacéo realizada no mesmo contexto do
anterior, porém os comparadores estado dispostos em sequéncia linear de gradacao.

O preparo para analise das amostras decorreu da seguinte forma: dois
participantes do estudo ficaram responsaveis pelo preparo padronizado da agua
ozonizada, apds um participante realizou a etapa de confeccdo das amostras, que
consistiu no seguinte preparo: 5 gotas de solucédo reagente (A-7400, CHEMetrics)
foram adicionadas ao frasco que compde o kit, 20mL de agua bidestilada estéril e 5mL
da agua ozonizada foram também adicionados ao frasco. Tanto a agua ozonizada
quanto a bidestilada foram coletados pelo método de pipetagem afim de que as
guantidades necessarias para o teste fossem precisas. Logo apds, uma ampola a
vacuo (R-7404, CHEMetris) foi inserida no frasco e sua ponta quebrada, afim de
permitir a reagao entre a solucao presente dentro da ampola e a amostra do frasco.
Ao ocorrer a reacao, o liquido dentro da ampola se tornou rosa, em diferentes
gradacoes, e foi misturado até que ocorresse a homogeneidade de toda a solugdo na
ampola, durante 1 minuto. A ampola passou por processo de secagem com papel

toalha e entdo a analise foi procedida por um Unico examinador, através dos



24

comparadores de ozonio de baixo e alto alcance. Em caso de necessidade, um
examinador referéncia foi solicitado. Ao realizar a analise, de acordo com os
comparadores, o valor indicado de concentracao foi multiplicado por 5, ja que a agua
ozonizada inicialmente foi diluida em agua bidestilada, afim de equiparar os valores
achados no estudo com os valores reais.

No experimento 1, as amostras foram analisadas nos periodos de 5’, 10°, 15/,
30’, 60°, 120, 240’ e 360’. Ja nos experimentos 2 e 3, as analises foram feitas em 5,
30, 60°, 100’ e 120'.
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3 RESULTADOS

Conforme descrito na secdo material e método, os resultados do presente
estudo serdo apresentados divididos de acordo com o experimento realizado e,

portanto, em 3 sessdes.

3.1 EXPERIMENTO 1

O experimento 1 objetivou avaliar a influéncia da temperatura da 4gua sobre a
ozonizacao em diferentes cenarios. A figura 3 ilustra a variacdo da temperatura nos
ambientes em que a agua foi mantida em temperatura ambiente (amostras 1-A e 1B)
e refrigerada em geladeira (amostras 2-A e 2-B). Observou-se uma diferenca na
temperatura quando foram comparados 0s 2 cenarios, com maiores temperaturas da
agua observadas no ambiente climatizado. Para o ambiente climatizado, pouca
variacdo ocorreu na temperatura sendo que esta oscilou entre 21 e 23°C. Ja no
ambiente em que a agua foi refrigerada previamente, essa variacao foi maior e oscilou
entre 5 e 10°C.

Figura 3 - Variagao da temperatura dos ambientes de acordo com
os diferentes periodos de tempo e amostras avaliados.
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O resultado mais importante deste experimento € demonstrado na Figura 4.
Nota-se que para que o o0z6nio seja considerado viavel e com suas propriedades
mantidas, 0 mesmo deve apresentar concentracdo igual ou superior a 8ug/mL
(NOGALES, 2014). Nesse sentido, observou-se uma influéncia bastante grande da
temperatura do ambiente sobre a concentracdo de 0zonio na dgua. No grupo em que
a 4gua foi mantida em geladeira, observou-se a manutencdo da viabilidade por
aproximadamente 30 minutos. Ja no grupo em que a agua foi mantida em temperatura
ambiente, a concentracao de 0zonio ndo atingiu os valores minimos necessarios para

apresentar eficacia clinica desde o inicio do periodo experimental.

Figura 4 - Concentragao de O; por amostra de acordo com
os diferentes tempos e ambientes avaliados.
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3.2 EXPERIMENTO 2

O experimento 2 teve como proposi¢cdo avaliar a influéncia do aumento do
tempo de ozonizagdo e a quantidade de ozénio aplicada durante o preparo da agua.

Nesse sentido, e com base nos achados do experimento 1 optou-se por aumentar a
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quantidade de ozénio injetada na agua para 70ug/mL ao invés de 55ug/mL, sendo o
tempo de ozonizagdo da 4gua a varidvel em estudo. A Figura 5 ilustra a comparagao
da ozonizacao da agua de 70pug/mL em 5 e 10 minutos, bem como a temperatura em
cada uma das amostras. Considerando estas quantidades e tempos de injecédo de
0z6nio, as concentracdes iniciais observadas na agua foram de 10ug/mL para ambas

amostras.

Figura 5 - Concentracédo de O; ao longo do tempo de acordo com os
diferentes periodos de ozonizagao e temperaturas do refrigerador.
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Valores acima de cada linha representam a temperatura do refrigerador nos respectivos
periodos experimentais.

Observou-se um aumento do tempo de viabilidade da agua ozonizada a medida
que o tempo de ozonizagdo aumentou. Na amostra em que a agua foi ozonizada por
um tempo maior, observou-se uma viabilidade da agua ap6s 100 minutos enquanto
na amostra com tempo de ozonizagao de 5 minutos isso nao ocorreu. Entretanto apés
120 minutos ambas amostras mostraram concentragdes de o0z0nio inviaveis para
utilizacéo clinica, perdendo, portanto, suas propriedades antimicrobianas. Observa-se

nesse experimento uma temperatura do refrigerador variando entre 1,3 e 8,2°C.
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3.3 EXPERIMENTO 3

O experimento 3 objetivou avaliar a concentracao de ozonio a 70ug/mL durante
10 minutos em agua com temperatura ainda inferior a do experimento 2. A figura 6
ilustra a concentracdo de ozénio mensurada quando a agua foi ozonizada a 70pug/mL
durante 10 minutos. Nesse experimento, atentou-se para manter o refrigerador em
temperaturas ainda menores e que variaram entre 0,7 e 3,6°C. Considerando estas
guantidades e tempo de injecdo de 0zbnio, as concentragdes iniciais observadas na
agua foram de 12,5ug/mL para ambas amostras. Os resultados observados
evidenciam que quando a temperatura é mantida nesse patamar a viabilidade da &gua

ozonizada mantém-se mesmo apds 120 minutos de ozonizacgdao.

Figura 6 - Concentracéo de O; ao longo do tempo e temperatura
do refrigerador em cada amostra ozonizada a 70ug/mLx10min.
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Valores acima de cada linha representam a temperatura do refrigerador nos respectivos
periodos experimentais.
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4 DISCUSSAO

O presente estudo teve por objetivo avaliar a influéncia de diferentes
temperaturas e tempo decorrido ap0s ozonizacdo de agua sobre a concentracéo de
0z6nio na mesma. Além disso, foi verificada a influéncia do tempo de ozonizagéo
sobre a concentracao desse gas em meio aquoso.

A ozonioterapia tem sido utilizada crescentemente na Odontologia como terapia
que tem por objetivo atuar como adjuvante no tratamento de diversas doencas
cronicas e agudas. O emprego de 0z0Onio nessa area se mostra interessante uma vez
gue o custo para sua obtencdo em meio aquoso € baixo e pelo fato de que nas doses
utilizadas em odontologia, que sédo bastante baixas, atua de forma biologicamente
compativel sem causar danos aos tecidos (OLIVEIRA et al., 2018).

Ha relatos do emprego do 0z6nio em odontologia para desinfeccdo de canais
radiculares, tratamento de lesbes cariosas, como adjuvante a terapia periodontal e
peri-implantar, como meio auxiliar em cicatrizacdo de tecidos moles e acdo sobre
infeccbes fungicas (EL HADARY et al., 2011; HUTH et al., 2009; MAKEEVA et al.,
2017; NOITES et al., 2014). Entretanto, a literatura que suporta os diferentes usos
possiveis da ozonioterapia na pratica odontoldégica € escassa e com limitada
qualidade (AZARPAZHOOH; LIMEBACK, 2007).

Até o momento, estudos que avaliaram a ozonioterapia na Odontologia
demonstram certo potencial. Por exemplo, Makeeva et al. (2017) mostraram em seus
estudos que a quantidade de bactérias em lesbes radiculares reduz com o emprego
da ozonioterapia. Além disso, a &gua ozonizada apresenta propriedades bactericidas
interessantes sobre a parede celular de bactérias que compde o biofilme dentario,
além de propriedades antimicrobianas capazes de reduzir significativamente
microrganismos presentes nos tecidos da regiao radicular (NAGAYOSHI et al., 2009).
Também o estudo de Sivalingam et al. (2016) verificou que a aplicacdo topica de agua
e Oleo sobre a superficie de Ulceras aftosas, herpes labial e infecgbes gengivais
acelera o processo de cicatrizacdo dos tecidos, podendo também ser atil no
tratamento de alveolite e na diminuicdo do tempo de cicatrizagdo pds-exodontia.
Estudos mostram que o ozbénio é capaz de reduzir substancialmente bactérias
envolvidas nos processos de agressao periodontal como Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Parvimonas micra quando comparado ao tratamento padrao

ouro utilizando de digluconato de clorexidina 2% (HUTH et al., 2011).
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Buscas sistematizadas na literatura apontam para um numero limitado de
estudos, cujas metodologias séo bastante heterogéneas e pouco detalhadas. Nesse
sentido, aqueles que lancam mao da ozonioterapia em odontologia fazem-no
estritamente seguindo informacfes anedodticas ou de material de propaganda ou,
ainda, unicamente a partir de recomendacao dos fabricantes.

A questdo de pesquisa envolvida neste trabalho vincula-se ao fato de que um
agente para uso em pacientes necessita, além de eficacia, ser de facil utilizacdo. A
informacéo a respeito de estabilidade das concentra¢des residuais de 0z6nio em agua
bidestilada ozonizada é de até 10 horas (HAENSLER, 2013). Todavia, manter a agua
ozonizada em concentracdes de Os suficientemente adequadas para que a mesma
seja capaz de exercer propriedades antimicrobianas € algo desafiador, uma vez que
a quantidade de ozdnio presente apos 24 horas ja € insuficiente para exercer um papel
terapéutico antimicrobiano (WFOT Scientific Advisory Committee, 2015). Neste
estudo, o tempo méximo de estabilidade da 4gua ozonizada em concentragédo capaz
de exercer acdo antimicrobiana foi de 2 horas quando mantida sob o regime de
refrigeracdo e ozonizada em 70ug/mL durante 10 minutos. Esse tempo é bastante
restrito, especialmente porque a utilizacdo do ozonio fica limitada para uso em
consultério ou em locais onde seja possivel ozonizar a agua. Assim, este estudo
procurou verificar a influéncia da temperatura da agua e do ambiente na estabilidade
de concentracéo de ozbénio.

No que se refere a manutencéo de concentracdes de ozdnio, também foi objeto
de teste neste estudo a possibilidade de aumentar o tempo de ozoniza¢édo da agua,
uma vez que na literatura os protocolos de tempo de ozonizacéo variam de 5 a 15
minutos (AZUMA et al., 2014). Em dois dos experimentos, a concentragao utilizada
para ozonizacdo da agua no aparelho foi de 70ug/mL, durante 10 minutos. Como
resultado, verificou-se que o incremento de tempo tem impacto na concentragao.
Assim, recomenda-se que esse artificio seja utilizado.

Estudos em que a agua ozonizada é utilizada como monoterapia ou como
adjuvante a determinado tratamento carecem de informacdes referentes a sua
obtencdo. Diante das diversas variaveis que a estabilidade da agua é dependente
para apresentar propriedades requeridas, o preparo da agua ozonizada deve ser
realizado de forma padronizada. Fatores que devem ser levados em conta sédo a
temperatura, local de armazenamento da &gua, pH e composi¢cdo da &agua (DI
BERNARDO; DANTAS; VOLTAN, 2017; HAENSLER, 2013).
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A 4gua utilizada para ozonizacao deve ser a mais pura possivel, visto que o
0z06nio é altamente reativo, ao entrar em contato com impurezas presentes em agua
da torneira ou até mesmo agua destilada, podera ter sua desintegracdo antecipada
(BOCCI, 2005; RE et al., 2008). Viebahn-Haensler (2013) avaliou a decomposi¢ao do
0z6nio em trés diferentes dguas: agua bidestilada, &gua destilada e agua deionizada.
Como resultados, verificou que a dgua bidestilada apresenta maior tempo de meia
vida quando comparada as aguas destilada e deionizada; por esse motivo, a agua
bidestilada foi a empregada nesse estudo para obtencdo da agua ozonizada.

Quando o recipiente de armazenamento do ozénio é levado em consideracéo,
a literatura se refere novamente ao fato de que o 0z6nio € uma molécula altamente
reativa, e por isso a agua deve ser armazenada em recipiente que seja resistente a
essa reatividade como vidro, silicone ou teflon. Tal fato, foi objeto de preocupacao
deste estudo & medida que foi utilizado um recipiente de vidro com tampa para
armazenamento da apdés processo de ozonizagdo. Além disso, alguns autores
recomendam que o recipiente seja fechado e armazenado em refrigerador (BOCCI,
2005), entrando em outro ponto fundamental para a estabilidade da agua ozonizada:
a temperatura. Como esse fator foi um ponto em questéo desse estudo, a temperatura
mostrou ter grande influéncia na estabilidade da agua ozonizada em nosso estudo,
ratificando os achados de Viebahn (2013), onde a degradacdo do ozénio na agua
bidestilada foi mais rapida a medida que as temperaturas também se mostravam
aumentadas quando comparada a baixas temperaturas. Por esse motivo, € correto
afirmar que a meia vida do 0zdnio em agua é temperatura-dependente.

O tempo de ozonizacao da agua é outro fator que deve ser levado em conta, o
periodo para saturacdo da agua no processo de ozonizacdo deve ser, no minimo, 5
minutos (BOCCI, 2005), podendo chegar até 15 minutos de borbulhamento (AZUMA
et al., 2014). O presente estudo analisou dois tempos de ozonizagdo e obtivemos
resultados satisfatorios no periodo maior de borbulhamento da 4gua em consonancia
com estudo realizado por Fagundes (2013).

O ozbnio pode ser aplicado topicamente através de trés diferentes veiculos:
gas, 6leo e agua. O gas é o meio menos utilizado, uma vez que o 0zdnio sob a forma
gasosa se decomp0e facilmente em Oz e que, quando aplicado sob a forma de gas,
apresenta maior risco de toxicidade se comparado aos outros dois veiculos possiveis.
Em relagéo a estabilidade em &gua e 6leo, o0 O3 se mantém estavel por mais tempo

no ultimo podendo alcancar meses de durabilidade. Todavia, cabe salientar que seu
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processo de obtencdo €& mais sensivel e envolve uma série de riscos exigindo,
portanto, profissionais treinados em ambientes laboratoriais especificos, o que acaba
influenciando no seu custo de obtencédo (WFOT Scientific Advisory Committee, 2015).
O ozbnio sob a forma de agua ozonizada é o meio mais empregado na odontologia.
Nesse estudo, embora se saiba que a estabilidade do gas em meio aquoso seja
intermediaria nesse veiculo (maior quando comparada a forma gasosa e menor
guando comparada ao 6leo ozonizado), 0 seu emprego apresenta vantagens como
otima biocompatibilidade com os tecidos e facil obtencéo, diminuindo seus custos —
fatos principais para justificar seu emprego (AZUMA et al., 2014).

Demonstrou-se claramente que a ozonizacdo de agua gelada prolonga o tempo
de validade do produto. Um procedimento facil e de baixo custo propicia que a
ozonioterapia tenha sua possibilidade de utilizacdo real aumentada. Nesse sentido,
enquanto nao estiver a disposi¢do do cirurgido-dentista uma alternativa que confira
estabilidade maior, este estudo evidencia a necessidade de ozoniza¢do de uma agua
bidestilada, previamente refrigerada e mostra que a manutencdo da solucdo em
ambiente com temperatura proxima de 0°C é mandatoria.

Por fim, o presente estudo teve por objetivo dar suporte a ozonioterapia no que
se refere a garantias da presenca do 0zonio como agente terapéutico assegurando
principalmente suas propriedades antimicrobianas. Outros testes devem ser
realizados, uma vez que a utilizacdo da ozonioterapia, ainda que se tenham obtido
ganhos importantes na praticidade com os resultados destes experimentos, ainda
carece de outras estratégias para aumentar a validade dos produtos. A ampliacdo da
estabilidade permitird, por exemplo o uso caseiro da ozonioterapia, 0 que seria
potencialmente interessante para o manejo das doencas bucais mais prevalentes

caso sua eficicia clinica seja demonstrada.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O emprego do ozbnio vem se disseminando como terapia adjuvante no
tratamento de doencas crbnicas e agudas nas diferentes areas que compde a
Odontologia. Todavia, a literatura atual sobre o assunto possui deficiéncias a serem
superadas, principalmente no que diz respeito a metodologia utilizada para obtencao
do ozbnio em veiculos e suspensdes, a qual apresenta-se bastante heterogénea.

O presente estudo almejou o estabelecimento de um protocolo padrdo de agua
ozonizada que fosse capaz de garantir sua viabilidade terapéutica ao mesmo tempo
que ndo perdesse seu potencial antimicrobiano, uma vez que esse gas é altamente
sollvel em agua, o que afeta diretamente sua estabilidade neste meio.

Este trabalho demonstrou que quando refrigeramos a agua-bidestilada
previamente ao processo de 0zonizagdo e quando esta, apds processo no ozonizador,
€ mantida em temperaturas mais baixas, sua concentracdo permanece viavel
terapeuticamente por um periodo de tempo maior.

Além disso, 0s experimentos mostraram que ozonizar a 4gua por mais tempo
e utilizando um fluxo maior no aparelho também se mostraram estratégias eficientes
para aumentar a sua viabilidade ao longo do tempo.

Para estudos clinicos, o estabelecimento de um protocolo padronizado e bem
descrito, o qual seja capaz de manter os niveis de Oz em concentracdes
suficientemente capazes de exercer as acdes antimicrobianas necessarias para servir
como possivel adjuvante na terapia periodontal se faz necessario. Atraves desse
trabalho de concluséo de curso, estabeleceu-se que o protocolo padréo a ser utilizado
para obtencdo da agua ozonizada a ser utilizada no ensaio clinico intitulado “Eficacia
de bochecho com 4gua ozonizada sobre a formacédo do biofilme bacteriano bucal e
inflamagé@o gengival: um ensaio clinico randomizado cruzado” utilizaréd o fluxo no
aparelho em 70ug/mL de Os durante um periodo de ozonizag&o por 10 minutos.

Por fim, mais estudos devem ser realizados com o objetivo de alcancar
estratégias capazes de garantir a concentracdo do ozénio em niveis suficientes para
sua utilizacao antimicrobiana ao longo do tempo, uma vez que tal fato seria um ganho

importante para ampliar seu uso para além do consultério odontolégico.
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