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RESUMO

A terapia mecânica por meio da raspagem e alisamento radicular (RAR) é

considerada padrão ouro no tratamento periodontal. No entanto, a terapia

mecânica por si só pode falhar na eliminação de bactérias patogênicas

localizadas nos tecidos moles e também em áreas inacessíveis aos

instrumentos periodontais, como áreas de furca, concavidades radiculares,

áreas interproximais e sítios com bolsas profundas. Assim, métodos que podem

ser usados como adjuvantes à RAR têm sido propostos para promover a

redução ou eliminação de patógenos periodontais e aumentar a efetividade do

tratamento periodontal. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficácia de

aplicações múltiplas do ozônio como terapia adjuvante no tratamento da

periodontite experimental induzida em ratos. Quarenta e oito ratos foram

incluídos nesse estudo. A indução da periodontite experimental por ligadura

com fio de seda foi realizada no segundo molar superior esquerdo. Após 7 dias,

as ligaduras foram removidas e os animais foram alocados aleatoriamente em

três tratamentos (8 animais/tratamento): Grupo RAR: RAR e irrigação com 1 ml

de solução salina; Grupo CLX: RAR e irrigação com 1 ml de clorexidina (CLX)

0.2% e Grupo Ozônio: RAR e irrigação com 1 ml de água ozonizada (12µg/mL).

Os protocolos adjuvantes foram realizados em 3 aplicações com intervalo de 48

horas. Os animais foram eutanasiados após 7 e 15 dias. A área área de raiz

exposta foi avaliada por meio de fotografias digitais nas faces vestibulares e

palatinas do segundo molar superior. Para uma melhor visualização da junção

cemento- esmalte as peças foram coradas com azul de metileno a 1%. Não

foram encontradas diferenças significativas entre os grupos em relação a área

de raiz exposta nas faces vestibulares e palatinas após 7 e 15 dias. Conclui-se

que a aplicação múltipla de ozônio como terapia adjuvante no tratamento da

periodontite experimental em ratos sem comprometimento sistêmico não

resultou em uma redução significativa da área de raiz exposta quando

comparada ao uso isolado da RAR ou à associação desta com a clorexidina.

Palavras-chave: Doenças Periodontais; Ozônio; Clorexidina.



ABSTRACT

Mechanical therapy through scaling and root planing (SRP) is considered the

gold standard in periodontal treatment. However, mechanical therapy alone may

fail to eliminate pathogenic bacteria located in soft tissues and inaccessible

areas, such as furcation areas, root concavities, interproximal areas, and sites

with deeper pockets. Therefore, methods that can be used as adjuncts to SRP

have been proposed to promote the reduction or elimination of periodontal

pathogens and enhance the effectiveness of periodontal treatment. The aim of

this study was to evaluate the efficacy of multiple applications of ozone as an

adjunctive therapy in the treatment of experimental periodontitis in rats.

Forty-eight rats were included in the study. Experimental periodontitis was

induced on the upper left second molars using silk ligatures. After 7 days, the

ligatures were removed, and the animals were randomly assigned to three

treatments (8 animals per treatment): SRP group - SRP with 1 ml of saline

solution; CLX group - SRP with 1 ml of 0.2% chlorhexidine (CLX); and Ozone

Group - SRP with 1 ml of ozonated water (12µg/mL). The adjunctive protocols

were performed in 3 applications with a 48-hour interval. The animals were

euthanized after 7 and 15 days. Bone loss was assessed through digital

photographs of the buccal and palatal surfaces of the upper second molar. The

samples were stained with 1% methylene blue to better visualize the

cementoenamel junction. No significant differences were found between the

groups regarding bone loss on the buccal and palatal surfaces after 7 and 15

days. It was concluded that multiple applications of ozone as adjunctive therapy

in the treatment of experimental periodontitis did not result in a significant

reduction in bone loss compared to the use of SRP alone or its combination with

chlorhexidine.

Keywords: Periodontal Diseases; Ozone; Chlorhexidine.
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1. INTRODUÇÃO

A periodontite é definida como uma doença inflamatória crônica multifatorial

associada a um biofilme disbiótico, caracterizada pela destruição progressiva dos

tecidos periodontais de suporte. É considerada a principal causa de perda de dentes

em adultos, sendo uma das maiores ameaças à saúde bucal (Benjamin, 2010; de

Pablo et al., 2009). A disbiose resulta do processo de sucessão microbiana mediada

pela inflamação na periodontite, em que espécies associadas à doença aparecem

temporal e espacialmente na bolsa periodontal (Van Dyke et al., 2020). A resposta

imune do hospedeiro e suas características genéticas afetam a gravidade da

doença, assim como a virulência dos microrganismos (Lang & Bartold, 2018).

A redução de biofilmes bacterianos por meio de terapia não cirúrgica ou

cirúrgica, instrução de higiene bucal com motivação do paciente e controle de

agentes moduladores (por exemplo, doenças sistêmicas) são estratégias adotadas

no tratamento periodontal (Moraschini et al., 2020). Tratamentos bem-sucedidos

estão associados à redução dos complexos bacterianos mais virulentos (laranja e

vermelho) (Socransky et al., 1998) e aumento de microrganismos compatíveis com a

saúde periodontal (Colombo & Tanner, 2019). Clinicamente, ao completar a terapia

periodontal inicial, um paciente com periodontite estável tratada com sucesso deve

apresentar sítios com profundidade de sondagem menor ou igual a 4 mm e menos

de 10% de sítios com sangramento à sondagem (Chapple et al., 2018). No entanto,

bolsas residuais de 5 mm, que permanecem após o tratamento não cirúrgico,

representam um fator de risco para mais perdas dentárias (Graziani et al., 2018;

Matuliene et al., 2008).

Falhas na terapia mecânica estão relacionadas com a dificuldade de eliminar

as bactérias patogênicas localizadas nos tecidos moles e também em áreas

inacessíveis aos instrumentos periodontais, como áreas de furca, concavidades

radiculares, áreas interproximais e sítios com bolsas profundas (Adriaens et al.,

1988; Matia et al., 1986). Alguns estudos indicaram que o tratamento convencional

da periodontite crônica com instrumentos manuais pode resultar em uma mudança

modesta, embora transitória, na composição da flora microbiana, particularmente em

bolsas profundas que persistem após a terapia periodontal (Cobb, 1996; Sherman et

al., 1990). Assim, métodos que podem ser usados como adjuvantes à raspagem e



alisamento radicular (RAR) têm sido propostos para promover a redução ou

eliminação de patógenos periodontais (Kaner et al., 2007; Lopes et al., 2010).

Dentre as terapias adjuvantes, a antibioticoterapia sistêmica tem sido relatada

como a mais eficiente no tratamento da doença periodontal, pois leva à melhora do

quadro clínico periodontal (Santos et al., 2015; Teshome & Yitayeh, 2016). No

entanto, a antibioticoterapia sistêmica tem efeitos colaterais, como distúrbios

gastrointestinais, enxaqueca, tontura e alergia (Levy & Marshall, 2004). Além disso,

o maior problema com a antibioticoterapia reside no potencial desenvolvimento de

cepas bacterianas resistentes, resultando em possíveis complicações durante

infecções adquiridas posteriormente (Levy & Marshall, 2004).

A terapia com ozônio é uma estratégia relativamente recente para o manejo

de muitas doenças, incluindo doenças bucais, como cárie dentária e doença

periodontal (Ranjith et al., 2022). As vias de administração do ozônio são tópicas e

regionais para as formas gasosa e aquosa. O ozônio é um potente agente

antioxidante com atividade antimicrobiana devido à liberação de espécies reativas

de oxigênio. Como a maioria das bactérias relacionadas à doença periodontal são

anaeróbicas, a liberação de oxidantes pode contribuir para a redução do

crescimento bacteriano, aumentando a tensão de oxigênio no biofilme subgengival e

danificando os componentes intracelulares. O ozônio rompe as paredes celulares

microbianas em segundos, levando à lise celular imediata (Baysan et al., 2000).

Ademais, as propriedades antiinflamatórias, antioxidantes, imunoestimulantes e

imunomoduladoras do ozônio atuam modulando a resposta imune do hospedeiro na

Periodontite (Tartari et al., 2020; Zeng et al., 2021).

As propriedades antibacterianas e imunomoduladoras do ozônio são propostas

por muitos pesquisadores (Eick et al., 2012; Seydanur Dengizek et al., 2019; Zeng et

al., 2021). No entanto, a eficácia clínica da irrigação com ozônio como adjuvante à

RAR ainda é controversa. Vários estudos relataram melhora significativa na

profundidade de sondagem, índice de placa, índice gengival e contagem bacteriana

em quadrantes tratados com RAR juntamente com aplicação de ozônio (Hayakumo

et al., 2013; Piva et al., 2020; Ranjith et al., 2022). Por outro lado, outros estudos

clínicos demonstraram que o uso do ozônio adjunto à RAR não se correlaciona com

uma melhora significativa na recuperação periodontal (Al Habashneh et al., 2015;

Rapone et al., 2020; Seydanur Dengizek et al., 2019; Tasdemir et al., 2019).



2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficácia de aplicações múltiplas do ozônio

como terapia adjuvante no tratamento da periodontite experimental induzida em ratos.



3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Desenho do estudo
Esse estudo foi aprovado pela Comissão de Ética na Utilização de Animais da

Universidade Federal de Uberlândia (CEUA-UFU) (ANEXO A).

Para o cálculo de amostra foi utilizado os dados de volume de tecidos

mineralizados do estudo de Oliveira et al. (2016) que utilizou um modelo semelhante

ao proposto nesse estudo e que avaliou o efeito do extrato de óleo insaponificável

de abacate e soja sobre o reparo periodontal após remoção de ligaduras que

induziram previamente a periodontite experimental. Foi verificado nesse estudo que

a diferença entre as médias do volume da porcentagem de osso dentro da região de

interesse (ROI) entre o grupo controle e o grupo teste foi de 12.72 com desvio

padrão médio de

6.61. Dessa forma, foi determinado que o mínimo de amostra deve ser 8 animais por

grupo para se obter um poder ³ do estudo de 0.85 e o poder α de 0.05.

Portanto, foram utilizados nesse estudo 48 ratos (Rattus novergicus, variação

Wistar) com 3 meses de idade, com peso entre 300-350g que foram mantidos em

um ambiente com temperatura (21±1ºC), humidade (65-70%), e ciclos de luz (12

horas) controlado. Os animais foram alimentados com ração apropriada e foi

oferecido água e ração ad libitum.

A distribuição dos animais de acordo com os grupos e períodos de eutanásia

está apresentada na figura 1. Após a indução da periodontite experimental por 7

dias, as ligaduras foram removidas e os animais foram distribuídos aleatoriamente

em três grupos de acordo com o tipo de tratamento adjuvante utilizado:

Grupo RAR: RAR e irrigação com 1 ml de solução salina

Grupo Ozônio: RAR e irrigação com 1 ml de água ozonizada (12µg/mL)

Grupo CLX: RAR e irrigação com 1 ml de clorexidina (CLX) 0.2%

Os protocolos adjuvantes foram realizados em 3 aplicações com intervalo de

48 horas. Os animais foram eutanasiados após 7 e 15 dias.



Figura 1: Desenho do estudo

3.2 Procedimentos experimentais

3.2.1 Protocolo para indução da periodontite experimental
Em todos os procedimentos (no protocolo para indução da periodontite

experimental e durante a realização dos tratamentos adjuvantes), os animais foram

anestesiados pela inalação de 3 Vol% de isoflurano em uma câmara por 3-5 min.

Foram mantidos anestesiados em 1-1,5 Vol% de isoflurano com 0,8 L/min ar como

transportador através de um cone de nariz. A periodontite experimental foi induzida

no segundo molar superior esquerdo que recebeu uma ligadura feita com fio de

seda

3.0 (ETHICON®, Brasil) em posição submarginal (Nociti et al., 2000). A ligadura foi

removida de todos os animais após 7 dias da indução da periodontite para simular o

procedimento de RAR.

3.2.2 Ozonioterapia

A água ozonizada foi preparada usando um gerador de ozônio (Philozon-

Indústria e Comércio de Geradores de Ozônio, Balneário Camburiú, SC, Brasil) e

imediatamente utilizada para irrigação. O equipamento foi calibrado numa

concentração total de 60 µg/mL (com concentração final de 12µg/mL). A irrigação

subgengival foi realizada com 1 mL de água ozonizada em quatro pontos (vestibular,

palatina, mesial e distal) com uma agulha de ponta romba 22G acoplada a uma

seringa de 10 mL.



3.2.3 CLX
A irrigação subgengival foi realizada com 1 mL de digluconato de clorexidina

0.20% (manipulado em farmácia de manipulação) em quatro pontos (vestibular,

palatina, mesial e distal) com uma agulha de ponta romba 22G acoplada a uma

seringa de 10 mL.

3.3 Avaliação da área de raiz exposta por meio de fotografias digitais

Nos períodos de 7 e 15 dias após o tratamento periodontal [primeira aplicação

(dia 0)], os animais (n= 8 por grupo/período) foram submetidos a eutanásia por

administração com sobredosagem de Cetamina (300mkg) e Xilazina (30mg/Kg). As

maxilas foram removidas e fixadas em paraformaldeído à 4% por 48 horas e

posteriormente armazenadas em Álcool 70º. Para a remoção dos tecidos moles, as

maxilas foram imersas em peróxido de hidrogênio (30mg/mL; Farmax®, Divinópolis,

Minas Gerais, Brasil) durante 48 horas. Após esse período, os tecidos foram

removidos mecanicamente com o auxílio de uma pinça. As peças foram lavadas e

secas e para uma melhor visualização da junção cemento-esmalte as peças foram

coradas com azul de metileno a 1% durante um minuto.

As peças foram fixadas à uma régua através de um fragmento de cera 07, de

modo que o plano oclusal da peça ficasse paralelo ao solo (Figura 2). Foram

realizadas fotografias das faces vestibular e palatina de cada uma das hemimaxilas

utilizando uma câmera fotográfica digital modelo EOS Rebel T3i (Canon®) com lente

macro 100 posicionada em uma superfície de modo que o cone ficasse o mais

paralelo possível em relação ao solo.

Figura 2: Peças fixadas para realização das fotografias digitais. A: Face vestibular;
B: Face palatina.



Um examinador, calibrado e cego (E.R.M.O.V.N.) aos grupos experimentais,

calculou a área de raiz exposta por meio da identificação da junção

cemento-esmalte e da crista óssea nas faces vestibular e palatina do segundo molar

superior (onde foi instalada a ligadura) utilizando o software Image J (Bethesda,

USA) (Figura 3). Uma sonda periodontal milimetrada (Sonda milimetrada Carolina

do Norte no 15, HuFriedy, Chicago, Estados Unidos) foi utilizada para calibração das

medidas no software (Figura 3).

Figura 3: Análise da área de raiz exposta utilizando o software Image J. A:
Calibração da distância em pixel para milímetros utilizando uma sonda periodontal.
B: Medida da área de raiz exposta na face vestibular.

3.4 Análise estatística
O teste de normalidade Shapiro-Wilk confirmou que os dados numéricos se

distribuíram de acordo com o teorema da distribuição central e testes paramétricos

foram utilizados para análise inferencial dos dados. Para comparação entre os

grupos foi utilizado o teste ANOVA multifatorial complementado pelo teste de Tukey

e para comparação entre os períodos foi utilizado o teste t pareado. Todos os testes

foram aplicados com um nível de significância de 5%. O software GraphPad Prism

9.5 (San Diego, USA) foi utilizado pare realização da análise estatística.



4. RESULTADOS

Para todos os grupos e períodos experimentais as ligaduras permaneceram

em posição durante os 7 dias necessários para indução da periodontite

experimental. Não foram observadas reações adversas ou sinais de sofrimento nos

animais após os tratamentos e não houve perda de animais durante o protocolo

experimental.

Na figura 4 encontra-se os resultados obtidos na avaliação da área de raiz

exposta obtida em cada grupo em que os gráficos A e B indicam a área de raiz

exposta medida na face vestibular (Figura 4A) e palatina (Figura 4B) após 7 dias e

os gráficos C e D representam a área de raiz exposta vestibular (Figura 4C) e

palatina (Figura 4D) após 15 dias da remoção da ligadura.

Em relação ao período experimental de 7 dias, tanto na face vestibular como

na face palatina, observou-se uma menor área de raiz exposta para o grupo Ozônio

seguido do grupo RAR e grupo CLX, porém sem diferenças significativas entre os

grupos (Figura 4). Após 15 dias, apesar de sem diferenças significativas, o grupo

RAR apresentou menor área de raiz exposta, seguido do grupo ozônio e do grupo

CLX na face vestibular (Figura 4). Na face palatina, todos os grupos apresentaram

área de raiz exposta semelhante sem diferença significativa após 15 dias.



Figura 4: Área de raiz exposta avaliada por meio de fotografias digitais para os grupos
RAR, CLX e Ozônio. A: Face vestibular após 7 dias; B: Face palatina após 7 dias; C: Face
vestibular após 15 dias e D: Face vestibular apfós 15 dias.



5. DISCUSSÃO

A periodontite é uma doença inflamatória destrutiva que envolve interações

entre os sistemas inflamatório e imunológico. Embora a inflamação periodontal seja

iniciada por componentes do biofilme subgengival, a produção e liberação de

agentes inflamatórios gerados e controlados pela resposta do hospedeiro aos

microrganismos são, em grande parte, responsáveis pelo colapso periodontal

(Theodoro et al., 2015). O modelo experimental de indução da doença periodontal

com ligadura utilizado nesse estudo favorece o acúmulo de biofilme, induzindo um

processo inflamatório local que depende não apenas do biofilme, mas também da

resposta imunológica do hospedeiro (De Almeida et al., 2015). Por essas

características, esse modelo tem sido amplamente utilizado para avaliar diferentes

protocolos de tratamento da doença periodontal, pois mimetiza o processo

destrutivo no ligamento periodontal e a reabsorção do osso alveolar induzidos pelo

biofilme que são característicos da periodontite. Após 7 dias de indução da

periodontite, as suturas foram removidas em todos os grupos no presente estudo e

o acúmulo de biofilme foi eliminado, simulando o procedimento de RAR.

Clinicamente, há evidências de que a RAR é eficaz no tratamento da doença

periodontal. No entanto, a eficácia desses tratamentos é limitada em certas

condições clínicas, como em áreas com bifurcações ou trifurcações radiculares e em

sulcos radiculares (Theodoro et al., 2015). Além disso, um efeito adverso da terapia

periodontal mecânica é o dano irreversível ao cimento e à dentina (Zappa et al.,

1991), especialmente quando são necessárias instrumentações repetidas para tratar

bolsas residuais, levando ao consequente acúmulo de trauma tecidual. Para superar

esses problemas, o ozônio, que contém três átomos de oxigênio, tem sido proposto

como terapia adjuvante à RAR pois exibe efeitos antimicrobianos, anti-hipóxicos e

analgésicos (Saglam et al., 2020). É capaz de destruir as paredes celulares

microbianas em segundos, levando à lise celular imediata (Baysan et al., 2000).

Além disso, melhora o sistema imunológico, ativa mecanismos bioquímicos e

estimula o sistema antioxidante sobre o componente da resposta do hospedeiro na

patogênese periodontal (Bayer Alinca et al., 2020).

No presente estudo menor área de raiz exposta foi observada no grupo ozônio,

principalmente no período de 7 dias, porém sem diferença significativa entre os

grupos. De maneira semelhante, Saglam et al. (2020) avaliou o efeito da aplicação



sistêmica ou tópica de ozônio (por duas semanas com intervalo de 2 dias) na perda

óssea alveolar em um modelo de periodontite em ratos. A expressão do fator

indutível por hipóxia-1 alfa (HIF-1-α) e do ligante ativador do receptor NF-kB

(RANKL) também foi avaliada por meio de análise imuno-histoquímica. Ambas as

aplicações de ozônio reduziram a contagem de células positivas para RANKL. A

aplicação tópica reduziu a contagem de células positivas para HIF-1-α, e a aplicação

sistêmica foi encontrada como mais eficaz na redução da perda óssea alveolar

(avaliada por meio de análise histomorfométrica) em comparação com o grupo

controle.

Ao comparar a aplicação tópica de ozônio e do laser de baixa intensidade (LBI)

aplicados por duas semanas com intervalo de 2 dias em um modelo de periodontite

em ratos, Bayer Alinca et al. (2020) observou que a perda óssea alveolar foi

significativamente menor no grupo LBI em comparação com o grupo controle.

Nenhuma diferença significativa na perda óssea alveolar foi encontrada entre o

grupo ozônio e os outros grupos. O número de células positivas para HIF-1α foi

significativamente menor no grupo LBI em comparação com o grupo controle.

Menos células positivas para RANKL no grupo ozônio foram encontradas em

comparação com o grupo controle. O número de células positivas para

osteoprotegerina (OPG) foi significativamente maior no grupo LBI do que no grupo

controle. Ademais, o estudo mostrou que, embora ambos os tratamentos tenham

produzido efeitos positivos, a LBI pareceu ser mais eficaz para aumentar a formação

óssea alveolar.

A CLX é um agente antimicrobiano com amplo espectro de atividade (Prietto et

al., 2020). Esse bis-biguanídeo catiônico reduz a proliferação do biofilme dental,

sendo o mais frequentemente estudado para irrigação subgengival durante a RAR

(Greenstein et al., 2005). Por essa razão, a CLX foi utilizada neste estudo como

parâmetro de comparação para avaliar a eficácia da ozonioterapia. Além dos seus

efeitos antimicrobianos comprovados, apresenta como vantagens sua

disponibilidade, baixo custo, segurança, eficácia, substantividade e baixa toxicidade

(de Freitas et al., 2016). A CLX apresenta atividade proteolítica contra certos

patógenos periodontais (Grenier, 1993) e capacidade antioxidante (Firatli et al.,

1994) por meio da inibição da geração de ânions superóxidos em células vermelhas

e brancas do sangue (Gabler et al., 1987). Estudos clínicos demonstraram que o

uso da CLX é eficaz na redução da inflamação periodontal e no controle do biofilme

subgengival, sendo também efetiva na periodontite, melhorando os parâmetros

clínicos periodontais avaliados (da Costa et al., 2017).



No entanto, o uso da CLX a 0.20% não resultou em uma redução da área de

raiz exposta superior à observada nos outros grupos no presente estudo. O mesmo

foi observado no estudo de de Freitas et al. (2016) em que a análise

histomorfométrica não mostrou diferenças estatisticamente significativas entre o

grupo tratado com RAR e os grupos tratados com irrigação subgengival com

diversas soluções [solução salina (0,9%), clorexidina (0,2%), hipoclorito de sódio

(0,1% e 0,5%) e extrato de própolis (11%)] em relação ao suporte ósseo e à

migração epitelial. Todavia, Prietto et al. (2020) observou que os grupos tratados

com irrigação subgengival com CLX a 0,12% ou 0,2% imediatamente após RAR

apresentaram menos inflamação e melhoraram o reparo tecidual ao longo de todo o

experimento quando comparados ao grupo apenas com RAR. Na análise

histomorfométrica aos 7, 15 e 30 dias, o grupo apenas com RAR apresentou uma

perda óssea estatisticamente maior do que os grupos RAR+0,12% CHX e

RAR+0,2% CHX. Ambas as concentrações de clorexidina modulam a expressão de

fosfatase ácida resistente ao tartrato (TRAP), RANKL e OPG.

Os achados do presente estudo podem ser explicados pela principal limitação

da terapia de irrigação, que é a rápida eliminação dos medicamentos aplicados

subgengivalmente. Essa rápida eliminação parece reduzir a substantividade dos

agentes e consequentemente sua eficácia (Greenstein et al., 2005). No entanto é

importante ressaltar que a análise área de raiz exposta por fotografias digitais

realizada no presente estudo apresenta resultados preliminares e limitados, visto

que apenas as faces vestibulares e palatinas foram avaliadas. Nas próximas etapas

deste estudo, uma avaliação mais detalhada da perda óssea será conduzida por

meio de análise microtomográfica. Além disso, o processo de reparo dos tecidos

periodontais será investigado através de análises histológicas e de expressão

gênica.



6. CONCLUSÃO

Considerando as limitações deste estudo, conclui-se que a aplicação múltipla

de ozônio como terapia adjuvante no tratamento da periodontite experimental não

resultou em uma redução significativa da área de raiz exposta quando comparada

ao uso isolado da RAR ou à associação desta com a clorexidina.
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