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RESUMO

Diabetes mellitus e periodontite sdo duas doengas imunoinflamatérias que mantém
uma relagao bidirecional - o estado cronico de uma pode ativar e manter a progressao
da outra. A Periodontite é caracterizada por uma disbiose da microbiota bucal e
mediada por eventos do sistema imune, enquanto o diabetes mellitus é um grupo de
desordens sistémicas caracterizadas pela hiperglicemia resultante de defeito na
secrecdo e/ou acdo dainsulina. A abordagem nédo-cirdrgica de raspagem e alisamento
radicular é o tratamento “padrao ouro” da periodontite, mas muitas vezes essa terapia
ndo produz os resultados clinicos desejados, sobretudo em individuos com diabetes,
gue apresentam alto risco de recorréncia de periodontite. A ozonioterapia aliada ao
tratamento periodontal tem sido estudada principalmente por seu efeito
antimicrobiano, mas o 0zénio também apresenta capacidade de biomodula¢do, como
efeito antioxidante, anti-inflamatorio e antihipoxia, que representam beneficio adicional
aos individuos com diabetes. Apesar disso, apenas dois estudos avaliaram o efeito da
ozonioterapia adjuvante a terapia periodontal nesse grupo de pacientes. Foi realizada
uma revisao da literatura e, diante de poucas evidéncias diretas, foram também
revisados os efeitos biomodulatérios do 0zénio sobre mecanismos moleculares e vias
de sinalizacdo avaliados em vitro, modelo animal ou em outras doencas, mas que
também estdo presentes na periodontite e no diabetes. Baseado nessa revisao de
literatura, foi proposto um protocolo nunca testado antes, que une as 3 formas de
aplicacdo do ozb6nio (agua, gas e 06leo) a terapia periodontal em pacientes com
diabetes tipo 2. O tratamento combinado foi realizado em sete pacientes, sendo
avaliados dados clinicos periodontais (indice de sangramento a sondagem,
profundidade de sondagem e nivel de insercdo clinica), bioquimicos (hemoglobina
glicada e proteina C-reativa), além de analise microbiolégica de algumas amostras
(PCR em tempo real). Apos 30 e 90 dias do tratamento, os pacientes foram
reavaliados e apresentaram resultados periodontais satisfatorios, além de efeitos
sistémicos, mostrando melhora no controle glicémico e no status inflamatorio,
sugerindo que a ozonioterapia pode ser uma poderosa ferramenta na terapia
periodontal de pacientes com diabetes tipo 2 e merece ser melhor investigada e
comparada com a terapia periodontal ndo-cirdrgica como monoterapia.

Palavras-chave: diabetes mellitus; diabetes mellitus tipo 2; periodontite;
ozonioterapia; 0zénio; tratamento periodontal nao-cirdrgico.



ABSTRACT

Diabetes mellitus and periodontitis are two immunoinflammatory diseases that
maintain a bidirectional relationship - the chronic state of one of them can activate and
maintain the progression of the other. Periodontitis is characterized by dysbiosis of the
oral microbiota and mediated by immune system events, while diabetes mellitus is a
group of systemic disorders characterized by hyperglycemia resulting from defect in
insulin secretion and/or action. The non-surgical approach of scaling and root planing
is the “gold standard” treatment of periodontitis, but this therapy often does not produce
the desired clinical results, especially in individuals with diabetes, who are high risk of
periodontitis recurrence. Ozone therapy combined with periodontal treatment has been
studied mainly for its antimicrobial effect. But ozone also has biomodulation capacity,
such as antioxidant, anti-inflammatory and antihypoxic effects, which represent an
additional benefit for individuals with diabetes. Despite this, only two studies have
evaluated the effect of adjuvant ozone therapy to periodontal therapy in this group of
patients. A review of the literature was carried out and, given the lack of direct
evidence, the biomodulatory effects of ozone on molecular mechanisms and signaling
pathways evaluated in vitro, animal model or in other diseases, but which are also
present in periodontitis and diabetes, were also reviewed. Based on this literature
review, a never-before-tested protocol was proposed, which combines the 3 forms of
ozone application (water, gas and oil) adjuvant to periodontal therapy in patients with
type 2 diabetes. The combined treatment was performed in seven patients. Periodontal
clinical data (bleeding index on probing, probing depth and clinical attachment level),
biochemical data (glycated hemoglobin and C-reactive protein) were evaluated, as well
as microbiological analysis of some samples (real-time PCR). After 30 and 90 days
after treatment, patients were reassessed and showed satisfactory periodontal results,
in addition to systemic effects, showing improvement in glycemic control and
inflammatory status, suggesting that ozone therapy can be a powerful tool in
periodontal therapy of patients with diabetes. type 2 and deserves to be further
investigated and compared with non-surgical periodontal therapy as monotherapy.

Keywords: diabetes mellitus; type 2 diabetes mellitus; periodontitis; ozone therapy;
ozone; non-surgical periodontal treatment.



LISTA DE ILUSTRACOES

Capitulo 1

Tabela 1 — Sumario de ensaios clinicos que testaram o o0zbénio no tratamento de

doencas gengivais 35
Tabela 2 - Sumario dos estudos fin-vitro' que testaram o o0zbnio em
periodontopatégenos e a citotoxicidade em células
gengivais 38

Tabela 3 — Sumario de estudos que testaram o0 0zonio na periodontite experimental

em modelo animal 39

Capitulo 2

Figura 1 - Representacdo esquematica do potencial efeito do o0zdnio sobre

mecanismos envolvidos na periodontite associada ao DM 63
Capitulo 3

Figura 1 — Gerador de 0z6nio e coluna de ozonizacdo de agua 80
Figura 2 — Aplicacdo de 4gua ozonizada 80
Figura 3 — Aplicacéo de oz6nio gasoso 80
Figura 4 — Aplicacéo de 6leo ozonizado 80

Figura 5 — Termociclador DNA-TECNOLOGY 80




Tabela 1 Média dos parametros periodontais, bioquimicos e resultado apés 30, 90
dias 82

Tabela 2 Resultado microbioldgico paciente 1 83

Tabela 3 Resultado microbiolégico paciente 2 83




LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

2,3-DPG 2,3-disfosfoglicerato

A. actinomycetemcomitans Actinomyces actinomycetemcomitans
AA Acido araquidénico

CAT Catalase

CHX Clorexidina

COX Ciclooxigenases

CRP Proteina C reativa

DM Diabetes Mellitus

DM1 Diabetes Mellitus tipo 1

DM2 Diabetes Mellitus tipo 2

ECR Ensaio clinico randomizado

ERO Espécie reativa de oxigénio

G6PD Glicose-6-fosfato desidrogenase
H202 Peréxido de hidrogénio

HbAlc Hemoglobina Glicada

HGF-1 Fibroblastos gengivais

HIF-1a Fator de transcricdo induzivel por hipoxia
HO-1 Heme-oxigenase-1

hPDLCs Células do ligamento periodontal humano
HSP Proteina de choque térmico

HSP-70 Proteina de choque térmico-70

IL Interleucina

IL-10 Interleucina-10

IL-13 Interleucina-13

IL-1B Interleucina-1

IL-2 Interleucina-2

IL-4 Interleucina-4

IL-6 IL-6



IL-7 Interleucina-7

IPV indice de placa visivel

LOX Lipoxigenases

MMP Metaloproteinases de matriz

MMP-13 Metaloproteinases de matriz-13

MMP-8 Metaloproteinases de matriz-8

MMP-9 Metaloproteinases de matriz-9

NaOCI Hipoclorito de sédio

NBW3 Agua nano-bolha de 0z6nio

NFkB Fator nuclear kappa beta

NIC Nivel de insercao clinica

Nrf2 Fator nuclear eritroide 2

OPG Osteoprotegerina

OUFBW Bolha ultrafina de 0z6nio aquoso estavel

P. intermedia Prevotella intermedia

PAMPS Padrdes moleculares associados ao patdégenos

PG Prostaglandinas

PGE2 Prostaglandina E2

POL Produto de oxidacéo lipidica

PS Profundidade a sondagem

PUFA Acidos graxos poliinsaturados

RANK Receptor ativador do fator nuclear kappa beta

RANKL Ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa
beta

S. mutans Streptococcus mutans

SOD Superoxido dismutase

SS Sangramento a sondagem

TGFB Fator transformador de crescimento beta

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa

TPNC Tratamento periodontal ndo-cirdrgico



SUMARIO

Capitulo 1 - Introducéo, Revisao da Literatura e Objetivos

1.1 Introducéo

1.2 Revisao de literatura

16

20

1.2.1 Histdrico da ozonioterapia

20

1.2.2 Propriedades biolégicas

23

1.2.2.1 Agéo antimicrobiana

24

1.2.2.2 Acao imunoestimuladora

1.2.2.3 Acao anti-inflamatoria e analgésica

1.2.3 Vias de aplicacao

24

25

27

1.2.3.1 Ozbnio gasoso

1.2.3.2 Agua ozonizada

1.2.3.3. Oleo ozonizado

1.2.4 Toxicidade e contra-indicacdes

27

28

30

31

1.2.5 Ozonioterapia adjuvante ao tratamento periodontal

1.3 Objetivos

1.4 Referéncias

32

39

40



CAPITULO 2 - Potencial citoprotetor da ozonioterapia adjuvante ao tratamento

periodontal-n&o cirargico de pacientes com diabetes mellitus

Resumo 51
2.1 Introducéo ol
2.2 Potencial efeito antioxidante e anti-inflamatorio 53
2.2.1 Nrf2 55
2.2.2 NFkB 56
2.2.3 Hsp70 57
2.3 Potencial Anti-hipoxico e de homeostase 6ssea e tecidual 59
2.3.1 RANKL/OPG 61
2.3.2 MMP8 62
2.4 Conclusbes 64
2.5 Referéncias 64

CAPITULO 3 - Ozonioterapia adjuvante ao tratamento periodontal n&o cirargico

em pacientes com diabetes mellitus tipo 2: relato de casos

Resumo

3.1 Introducao

3.2 Informacdes dos pacientes

75

76

76

3.3 Intervencao terapéutica

3.4 Acompanhamento e resultados

78

81



3.4.1 Resultados clinicos e bioquimicos 81

3.4.2 Resultado do piloto microbiolégico 83
3.5 Discusséo 84
3.6 Conclusodes 85
3.7 Referéncias 86

Capitulo 4 — Discusséao Geral e Conclusbtes

4.1 Discussao geral 90
4.2 Perspectivas futuras 91
4.3 Conclusdes 92
Capitulo 5 - Press Release 93
ANEXOS
ANEXO A — COMPROVANTE DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA 94
ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 95

ANEXO C - RESULTADO COMPLETO DA ANALISE MICROBIOLOGICA POR
PCR 97




16

CAPITULO 1 - INTRODUCAO, REVISAO DE LITERATURA E OBJETIVOS

1.1INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) e periodontite sdo doencgas cronicas multifatoriais com
alta prevaléncia em todo o mundo. As duas condi¢cdes sdo processos patolégicos
interrelacionados que compartilham vias patogénicas e de sinalizagdo molecular
semelhantes. A periodontite é uma doencga inflamatéria multifatorial associada a
biofilmes disbibticos e é caracterizada pela destruicdo progressiva do aparelho de
suporte dentario [1], enquanto o DM é um grupo de doencas metabolicas
caracterizadas por hiperglicemia resultante de defeitos na secrecdo ou acédo da

insulina, ou ambos [2].

A maioria dos casos diagnosticados de DM pode ser diferenciada em duas
categorias etiopatogénicas principais: diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e diabetes
mellitus tipo 2 (DM2). O DM1 é causado por uma deficiéncia absoluta da secrecéo de
insulina, principalmente resultante da destruicdo autoimune das células
pancreaticas. Aproximadamente 5-10% dos pacientes com DM estdo nesta categoria.
O DM2, mais prevalente (90-95%), € frequentemente causado por uma combinacgao
de resisténcia a acdo da insulina e uma inadequada resposta compensatoria, levando
a deficiéncia relativa da secrecéo de insulina. O risco de desenvolver DM2 aumenta
com a idade, peso e falta de atividade fisica [2,3]. A hiperglicemia crénica em
pacientes com DM estd associada a uma variedade de doencas secundarias

decorrentes de complicac6es macrovasculares e microvasculares [4].

Embora etiologicamente diferentes, DM e periodontite provocam uma resposta
imune do hospedeiro por meio da ativacdo de citocinas inflamatorias [5], além de
estarem relacionadas ao aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs). O
aumento da resposta inflamatéria esta correlacionado com a piora da progressao da
doenca, tanto no DM quanto na periodontite. Dessa forma, as duas doencas mantém
uma associagao patogénica bidirecional que tem sido amplamente documentada [1,6—

11]. Enquanto o DM est4 associado ao aumento da ocorréncia e progressao da
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periodontite, esta Ultima esta associada ao pior controle glicémico e é considerada a

“sexta complicagcado do DM” [12].

A American Diabetes Association reconhece esta relagcdo e recomenda a
triagem do DM nos consultérios odontolégicos com a finalidade de antecipar o
diagnéstico, estimando que 30% dos pacientes acima de 30 anos apresentam
alteracdo glicémica [2]. Recentemente a Sociedade Brasileira de Periodontologia
(SOBRAPE) e a Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM)
elaboraram diretrizes conjuntas destinadas aos pacientes, médicos, cirurgides-
dentistas e equipes atuantes no Sistema Unico de Salde. No intuito de incentivar a
parceria entre endocrinologistas, periodontistas e outros profissionais da Saude
envolvidos no cuidado aos pacientes com o DM, as diretrizes oferecem subsidios para
implementacdo de rotinas que proporcionam uma abordagem mais completa aos
pacientes com DM e periodontite, com consequente melhora da qualidade de vida e

com possivel reducao de custos para toda atividade médica e odontolégica [13].

O inicio e a progressao da periodontite ocorrem como consequéncia da
resposta imune inflamatéria do hospedeiro, que ¢é desencadeada por
lipopolissacarideos bacterianos [14]. A resposta inflamatéria é caracterizada pela
secrecdo desregulada de mediadores inflamatérios, principalmente interleucina-1f3
(IL-1PB), interleucina-6 (IL-6), prostaglandina E2 (PGE2), fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), ligante do receptor ativador do fator nuclear kB (RANKL) e as
metaloproteinases de matriz (MMPSs), particularmente MMP-8 (metaloproteinases de
matriz-8), MMP-9 (metaloproteinases de matriz -9) e MMP-13 (metaloproteinases de
matriz-13), bem como citocinas reguladoras de células T (IL-12 e IL-18) e as

guimiocinas.

A complexidade das redes de citocinas na patogénese periodontal, que esta se
tornando cada vez mais evidente, € influenciada por fatores que modificam a reacéo
inflamatoria local. O DM é um desses fatores responsaveis pelo estado pro-
inflamatorio no tecido. A soma total da resposta inflamatéria nos tecidos periodontais

determina o padréo e a taxa de progressao da doenca [9].
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O estresse oxidativo tem sido sugerido como um dos mecanismos subjacentes
gue contribui para a periodontite em pacientes com DM, sendo um importante fator
patogénico [15—-19]. Caracterizado por um desequilibrio entre espécies oxidativas e

redutoras, o estresse oxidativo também € definido como uma perturbacdo da

sinalizacdo redox que resulta em alteracao da funcao de biomoléculas-chave [20].

As EROs sdo produzidas a partir de células imunes e apresentam efeito
antibacteriano, desempenhando um importante papel na defesa do hospedeiro e na
regulacao imune. Contudo, o excesso de EROs pode ter efeitos citotdxicos, causar
danos oxidativos as proteinas e ao DNA; interferir no crescimento celular e na
progressédo do ciclo celular; e induzir apoptose dos fibroblastos gengivais. Esses
efeitos fazem com que as EROs induzam danos diretos aos tecidos periodontais ou
atuem como moléculas sinalizadoras intracelulares durante a osteoclastogénese,

exercendo também um papel indireto na destruicdo 0ssea periodontal [21].

O tratamento da periodontite tem como objetivo eliminar ou reduzir o nimero
de bactérias periodontopatdégenas, o sangramento a sondagem (SS), a profundidade
a sondagem (PS); bem como aumentar o nivel de insercao clinica (NIC). Correa e
colaboradores [22] ressaltam que, além dos beneficios clinicos e microbiolégicos, a
terapia periodontal também tende a reduzir inflamacao sistémica e concentracao de
algumas citocinas circulantes. Esse controle da inflamacao sistémica € de extrema
importancia para o manejo do DM pois representa diminuicdo das complicacfes de
longo prazo [23]. Segundo a meta-analise conduzida por Baeza e colaboradores [10],
o tratamento periodontal tem impacto no controle metabdlico de pacientes com DM2,
apresentando uma reducdo meédia de 0,56% no valor da hemoglobina glicada
(HbAlc).

O tratamento periodontal ndo-cirdrgico (TPNC), que envolve a remocado de
placa e calculo (supra e subgengival), é a terapia “padrao ouro” da periodontite. No
entanto, esse tratamento sozinho muitas vezes néo produz os resultados clinicos
desejados, pois pode ndo eliminar completamente bolsas residuais e bactérias
periodontopatdégenas, principalmente em regides de furca, concavidades radiculares,
areas interproximais e bolsas profundas inacessiveis aos instrumentos periodontais.

Dificuldades que aumentam o risco de progressao de doenca e aumento de perda de
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insercdo [24-26]. Outra limitacdo das abordagens terapéuticas convencionais diz
respeito a resposta (hiper)inflamatéria crénica contra o microbioma bucal associado a

fatores genéticos, sistémicos ou ambientais [27], como o DM.

Devido a causa microbiana subjacente da periodontite, a terapia antibiética em
conjunto com o TPNC tem sido proposta, mas devido aos efeitos adversos,
principalmente em relagcdo ao impacto no microbioma humano e risco de surgimento
de espécies bacterianas resistentes, seu uso irrestrito é criticamente questionado [28—
30]. Outras estratégias adjuvantes ao TPNC foram desenvolvidas para otimizar a
resposta do hospedeiro a infecgdo periodontal e sdo conhecidas como “terapia de
modulagdo do hospedeiro” [26,31], com foco na resolucdo da inflamacédo e
restauracdo da homeostase tecidual, especialmente em pacientes suscetiveis com

alto risco de desenvolver alteragdes periodontais [32].

Nesse contexto, o 0zbnio se apresenta como uma potencial ferramenta na
terapia periodontal devido aos seus multiplos efeitos, principalmente antimicrobiano e
imunomodulador. O ozdénio € um gas altamente oxidativo com efeitos danosos para
diversas espécies de microrganismos [33]. Além disso, é responsavel pela geracao
de radicais livres que causam estresse oxidativo agudo, mas controlado, nas células
humanas. Desse modo, o o0zbénio é capaz de modular a defesa antioxidante, o
metabolismo do oxigénio e a energia celular, levando a respostas bioldgicas positivas
[34].

As propriedades do ozb6nio nos fazem acreditar que seu uso em pacientes
imunocomprometidos, como portadores de DM, possa contribuir para melhores
resultados da TPNC, além da diminuicdo da inflamacdo sistémica, do estresse
oxidativo e, consequentemente, melhora do controle do DM. Apesar dos potenciais
beneficios, apenas dois estudos [35,36] avaliaram o efeito do 0z6nio adjuvante a

TPNC nesse grupo de pacientes.

Marconcini e colaboradores [35] utilizaram protocolos de administracédo
domiciliar de agua ozonizada que resultou em um aumento da capacidade
antioxidante da saliva, mas sem diferenca na HbAlc; enquanto Delvecchio e

colaboradores [36] realizaram irrigagdo com agua ozonizada combinada a aplicacédo



20

de ozonio gasoso, mostrando uma tendéncia de melhor controle glicémico, mas

também sem diferenca estatistica.

Diante da caréncia de evidéncias na literatura que respalde a pratica clinica, a
proposta deste estudo foi revisar a ozonioterapia como adjuvante ao TPNC, discutir o
potencial citoprotetivo dessa terapia combinada quando utilizada em pacientes com
DM e propor um protocolo ainda nédo testado que combina as trés formas de aplicagéo
do ozénio (4gua, gas e 6leo) em pacientes com DM2. O tratamento proposto sera
apresentado em uma série de relato de casos em que sera discutido o efeito do 0z6nio
sobre parametros periodontais e também sistémicos, com o objetivo de sugerir um

protocolo para ser testado em outros estudos.
1.2 REVISAO DE LITERATURA
1.2.1 Histérico da ozonioterapia

O ozbnio é um gas continuamente produzido na estratosfera, localizada a 25-
30 km da superficie da Terra. A partir de uma molécula de oxigénio atmosférico, a
radiacdo UV ou a descarga elétrica de um raio, a divide em dois atomos altamente
reativos que, por uma reacao endotérmica, se combina ao oxigénio intacto para formar
0 0z6nio triatdmico [37]. O 0zbnio, um gas azul-palido que se condensa em um liquido
azul profundo em temperaturas muito baixas, forma uma camada ao redor da Terra
gue tem a capacidade de absorver os raios ultravioleta nocivos presentes no espectro
de luz do sol [38]. Na natureza, o ozbnio esta presente na forma gasosa com

concentracdo de 1-10 ppm e seu peso molecular é 47,98 g/mol [39].

O terceiro atomo de oxigénio do ozénio orbita em torno do oxigénio molecular
de estrutura diatbmica, sendo assim, o vinculo que liga o terceiro atomo da estrutura
da molécula é muito fraco. Por isso o0 o0zbnio € altamente reativo e de facil
decomposicdo e recombinacdo de seus constituintes em oxigénio molecular mais
estavel [40].

O ozbnio € o terceiro oxidante mais poderoso conhecido, tem energia mais alta
em comparagado com o oxigénio atmosférico, € 1,6 vezes mais denso e 10 vezes mais

soluvel em agua [39].
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Em 1785, o fisico holandés Van Marum foi o primeiro a identificar o odor
caracteristico do ozénio, observado quando faiscas elétricas passavam perto de sua
maquina eletrostéatica [41]. Em 1801, Cruickshank observou o mesmo odor no &nodo
durante a eletrélise da 4gua [42], mas a descoberta do ozénio apenas aconteceu em
1840 na Universidade de Basil, Suica, quando Christian Friedrich Schonbein (1799-
1868) demonstrou as mudancas das propriedades do oxigénio com a formacgao do

gas ozonio [41].

O ozénio deriva seu nome da palavra grega “ozein”, que significa “cheirar”,
devido a esse odor caracteristico [43], que é geralmente percebido pelo nariz humano
em 0,02 ou 0,05 ppm [43,44].

Uma das aplicacbes mais conhecidas do ozénio € no tratamento de agua. A
eficacia do ozo6nio foi validada por mais de 3.000 estacdes de tratamento de agua
municipais em todo o mundo [45]. Em 1982, a Food and Drug Administration (FDA)
dos Estados Unidos da América (EUA) publicou regulamento afirmando que o 0zénio
€ geralmente reconhecido como seguro (status GRAS - Generally recognized as safe)
para uso como desinfetante de agua engarrafada. As condi¢cdes incluiam uma
dosagem maxima de ozonio de 0,4 mg/L em 4 minutos de tempo de contato, e que a
agua a ser tratada deve atender aos requisitos de agua potavel da Agéncia de
Protecdo Ambiental dos EUA [46].

O ozodnio como desinfetante da agua potavel é mais forte que o cloro, sendo
capaz de inativar 63 tipos bactérias diferentes, diversas variedades de leveduras e até
13 fungos patogénicos. Mais recentemente, devido a contaminacdo das aguas
subterraneas por matéria fecal, a questdo da desinfeccdo tornou-se ainda mais
complexa, pois protozoarios encistados, como Giardia lamblia, ou cistos de
Cryptosporidium parvum e ovos de helmintos (Ascaris suum e Ascaris lumbricoides),

requerem contato mais prolongado com ozdénio do que bactérias e virus [45].

Na medicina, a ozonioterapia ficou conhecida a partir do seu uso durante a 12
guerra mundial, no tratamento de feridas pés-traumaticas em soldados alemaes. A

ideia do uso medicinal do ozbnio desenvolveu-se lentamente durante o século
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passado e foi estimulada pela falta de antibi6ticos e pelas propriedades desinfetantes

do ozonio [33].

Na odontologia, o Dr. E.A. Fisch (1899-1966) foi o primeiro dentista a usar agua
ozonizada em sua prética. Ele a apresentou ao cirurgido alemao Dr. E. Payr (1871-
1946) quando este foi submetido a tratamento endoddntico com ozo6nio [33]. Ele ficou
tdo surpreso com o resultado obtido que o relatou no 59° Congresso da Sociedade
Cirargica Alemd, em 1935, e entusiasticamente estendeu sua aplicacao clinica a

cirurgia geral [38].

Em 1959, o fisico Joachim Hansler (1908-1981) inventou o primeiro gerador
capaz de precisar a concentracdo de ozonio, representando um avango para sua
aplicacdo na medicina e a base para a expansao da ozonioterapia nos ultimos 40 anos
[41,47].

Do ponto de vista clinico, o 0z6nio apresenta mdultiplas aplicacbes médico-
cirargicas que estdo relacionadas a sua capacidade germicida, acdo nos processos
isquémicos, inflamatérios e no desequilibrio do estado redox celular [48]. No entanto,
nao ha consenso na comunidade meédica sobre seu uso e beneficios. O motivo pode
ser devido ao 0zbnio, diferentemente dos medicamentos, ndo atuar diretamente por
meio de interacdes tradicionais de droga-receptor [49]. Outra questdo foi 0 uso
empirico da ozonioterapia por décadas, sem a devida compreensao dos mecanismos
de acéao e toxicidade, gerando resultados duvidosos, 0 que provocou muito ceticismo,
preconceito, e forte oposicdo da medicina convencional [37,45]. Felizmente essa
situacao esta mudando a medida que mais paises estdo usando 0 0zonio em centros
médicos publicos e universidades. Além disso, diferentes grupos de pesquisa,
principalmente italianos, alemaes, russos e cubanos, estdo desenvolvendo trabalhos

cientificos e reunindo suas experiéncias em manuais para divulgacao [48].

A ozonioterapia deve ser compreendida como uma terapia complementar e nao
alternativa, que deve ser realizada junto e ndo no lugar dos medicamentos alopaticos.
Compreender a diferenca entre complementar e alternativo é fundamental para as

boas praticas no uso do 0z6nio [50].
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1.2.2 Propriedades bioldgicas do ozénio
1.2.2.1 Acao antimicrobiana

O ozobnio é conhecido por ser um oxidante potente com capacidade de oxidar
qualquer entidade biologica conhecida [43]. Seus efeitos bactericidas foram
documentados em uma ampla variedade de organismos, incluindo bactérias Gram
positivas e Gram negativas, fungos, virus, protozoarios, bem como esporos e células
vegetativas [51,52]. O ozbnio também se mostrou capaz de matar bactérias
extremamente resistentes aos antibiéticos, como Pseudomona aeruginosa e a
Escherichia coli. [41].

O efeito antimicrobiano do ozo6nio é resultado de sua agéo sobre as células,
danificando sua membrana citoplasmatica devido a ozondlise de liga¢des duplas, ou
devido aos efeitos oxidantes secundarios, pela modificacdo do conteudo intracelular
[41,53,54]. Ao entrar na célula, o 0zbnio promove a oxidacdo de acidos nucléicos e

aminoacidos [55].

A ruptura ou lise € um mecanismo de inativacdo mais rapido do que o de outros

desinfetantes e que néo leva a resisténcia de microrganismos [56].

A acédo antimicrobiana do oz6énio aumenta em meio liquido, especialmente em
pH acido [41] e € inespecifica e seletiva as células microbianas, ndo danificando as
células do corpo humano devido a grande capacidade antioxidante dos mamiferos
[41,53,55].

No que diz respeito ao espectro de acdo, cada microrganismo possui uma
sensibilidade diferente ao 0zbnio. As bactérias sdo mais sensiveis que as leveduras
e os fungos. As bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis ao 0zénio do que as
Gram-negativas e 0S esporos, por sua vez, Sdo mais resistentes que as células

vegetativas [51].
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1.2.2.2 Acao imunoestimuladora

A instabilidade do ozonio traz diversas vantagens para fins terapéuticos, como
por exemplo o potencial oxidativo, que é o terceiro maior na escala quimica [57]. Esse
potencial causa diferentes efeitos no sistema imunoldgico; sistema simpético e
parassimpatico [45]. E bem conhecido que a presenca de compostos derivados de
reacdes de oxidacdo no corpo humano produz uma cascata de rea¢des bioquimicas.

No entanto, o0 mecanismo dessas reac¢des ndo € totalmente conhecido [58].

A oxidacao induzida pelo ozbnio potencializa a resposta antioxidante do
organismo vivo. Este & um fator critico emitido pelo sistema imunoldgico para superar
infecgbes, isquemia e regeneracao celular [59]. O efeito paradoxal do 0z6nio como
promotor de resposta antioxidante capaz de regular o estresse oxidativo € comum no
reino animal [58]. Esse fendmeno pode ser descrito como uma indugao de tolerancia
ao ozonio e as EROs geradas e € denominado como “pré-condicionamento oxidativo”

ou “adaptacgao ao estresse oxidativo” [60].

O estresse oxidativo induzido por meio de uma dose calibrada e transitoria de
o0zo6nio, reage com biomoléculas e produz uma série de compostos. Apesar de sua
toxicidade intrinseca, esses compostos estimulam importantes vias bioquimicas [37],
como por exemplo, o fator nuclear eritréide 2 (Nrf2) e o fator nuclear kappa beta
(NFkB) [50].

O ozbnio reage com fluidos intersticiais produzindo peroxido de hidrogénio
(H202), aldeidos e produtos de oxidacdao lipidica (POLSs). Essas substancias induzem
a ativacdo da via Nrf2, que por sua vez provocam um aumento nos sistemas
antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa reduzida
(GSH), glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa s-transferase (GSTr), heme-
oxigenase-1 (HO-1), nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH),
NADPH quinona oxidorredutase 1 (NQOL1) e proteina de choque térmico-70 (HSP70)
[48].

E necessério saber distinguir a dose terapéutica da toxica para o uso médico
do ozbnio, concentracdes que variam de 5 a 60 pg/ml sdo aceitas como seguras
[45,58].
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O efeito terapéutico do 0z6nio depende de um equilibrio critico entre uma
pequena dose apropriada de ozénio e variaveis quase infinitas, como a multiplicidade
de antioxidantes, o tempo de vida de EROs e POLs e respectivas farmacocinéticas in
vivo. Além disso, o fator mais importante € a variabilidade da resposta biolégica

dependendo da reatividade enzimatica e do estagio da doenca [37].

O ozonio influencia a imunidade celular e humoral, estimula a proliferacéo de
células imunocompetentes e a sintese de imunoglobulinas. Ele também ativa a funcao
dos macrofagos e aumenta a sensibilidade dos microrganismos a fagocitose [41,55].
Em resposta ao ozbnio, as células imunes desencadeiam uma cascata de eventos,
por meio das citocinas, que regulam a imunidade. Portanto, 0 0z6nio é promissor para
a ativacdo imunolégica em pacientes imunocomprometidos [53], atuando como um

modificador da resposta biologica [37,41].

O ozbnio ativa mecanismos de sintese de proteinas, aumenta o numero de
ribossomos e mitocéndrias nas células. Essas alteracdes no nivel celular explicam a
elevacdo da atividade funcional e do potencial de regeneracao de tecidos e 6rgaos
[55].

1.2.2.3 Acao anti-inflamatoria e analgésica

O ozobnio esta relacionado a sintese de substancias biologicamente ativas que
melhoram o metabolismo dos tecidos inflamados, aumentando sua oxigenacao e
reduzindo os processos inflamatérios locais [41,55], além de atuar na sintese do acido

araquidoénico [61].

A ativacdo do Nrf2, além do seu efeito modulador do sistema antioxidante,
também induz a diminuicdo da atividade do NFkB, provocando inativacdo de enzimas
proteoliticas e efeito anti-inflamatorio, com a diminuicdo de IL-1, IL-2, IL-6, IL-7 e TNFa
e aumento de IL-4, IL-10, IL-13 e fator transformador de crescimento beta (TGFB). Ao
mesmo tempo, h& proliferacdo de fibroblastos e condrécitos que favorecem a

regeneracao cartilaginosa [48].

Um estudo investigou a eficacia da terapia com ozénio no dano articular em

ratos com artrite induzida. O tratamento com oz6nio melhorou os danos nas
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articulagdes, reduziu a inflamacéo, diminuiu as concentracdes de TNF-a, bem como
os niveis de mRNA de TNF-a e IL-1B. Além disso, o equilibrio redox celular, os niveis
de Oxido nitrico e frutolisina foram restabelecidos apds o pds-condicionamento
oxidativo com ozonio [62].

O ozobnio também pode ser uma pratica eficaz para prevenir o desenvolvimento
da dor neuropatica por meio de mecanismos complexos ainda inexplorados. Um dos
mecanismos € a modulacdo de caspases pro-inflamatérias ou pré-apoptéticas
especificas no cérebro, que sdo enzimas envolvidas no processo de apoptose,
necrose, regulagéo celular, e inflamacéo. Essa foi a conclusédo de um estudo que,
apos induzir dano ciatico em camundongos, confirmou que a lesé&o causou a ativagao
corticofrontal dos genes das caspases 1, 8 e 12, responsaveis pela alodinia (dor
provocada por estimulo que normalmente n&o geraria dor) e verificou que a expressao
desses genes foi normalizada com uma unica injecao periférica de ozénio ao redor da

area danificada, o que também reduziu a alodinia mecanica [63].

Propriedades quimicas da infeccéo e inflamacao tém a capacidade de atrair o
ozonio aplicado para a regidao afetada. A infeccdo ou inflamacdo € carregada
positivamente (acida), por isso atrai 0 0zonio, que é carregado negativamente (basico)
[41].

1.2.2.4 Acao anti-hipoxica

O ozbnio reage com componentes do sangue (eritrécitos, leucocitos, plaquetas,
células endoteliais e sistema vascular), aumentando da pressdo de oxigénio nos
tecidos e melhorando o transporte de oxigénio no sangue. Essa capacidade afeta

positivamente a microcirculacdo e a revitalizacdo dos tecidos [53,64].

A melhora da circulacdo sanguinea, entrega de oxigénio ao tecido isquémico,
angiogénese e vasodilatacdo observados na ozonioterapia [37,65], estdo
relacionados a liberacdo de fatores de crescimento, como o Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEGF), ao efeito combinado de 6xido nitrico e mondxido de
carbono e ao aumento do nivel de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) intraeritrocitario
[53,55].



27

1.2.3 Vias de aplicagcdo de ozonio

1.2.3.1 Oz06nio gasoso

O ozbnio para fins médicos é produzido por um gerador e envolve o envio de
uma descarga elétrica através de um condensador especialmente construido
contendo oxigénio [38], que passa através de um gradiente de alta voltagem de 5 a
13mV. O produto final é uma mistura gasosa que contendo oxigénio e 0z6nio
[33,42,43]. O gerador deve ser capaz de calcular com precisdo as concentracdes de
ozénio (1 pg/mL- 80 pg/mL) para garantir seu uso seguro, pois 0 0zénio em
guantidades aumentadas é téxico [66]. Nenhuma outra substancia além de oxigénio

e 0zOnio pode estar presente na mistura de gases produzida [50].

O ar néo deve ser usado para produzir ozénio medicinal devido a geracéo de
compostos toxicos de nitrogénio [45]. O oxigénio para fins industriais também néo se
gualifica para gerar ozonio de uso médico, pois os requisitos de higiene, velocidade
de enchimento, umidade interna da garrafa e esterilidade desses cilindros séo

diferentes dos médicos [50].

O ozb6nio gerado no equipamento deve ser coletado com uma seringa calibrada.
A seringa de vidro é ideal por ndo reagir com o0 0z6nio, mas € impraticavel, por isso
foi substituida por descartaveis (de polipropileno ou silicone) [33]. Por ser um gas
muito instavel, com meia-vida de 40 minutos a 20°C, o o0z6nio ndo pode ser

armazenado, devendo ser usado imediatamente [42,66].

As formas de aplicacdo medicinal do ozbénio sdo basicamente trés: topica,
infiltrativa e sistémica. As aplicacdes topicas aproveitam o poder germicida do ozénio
e seu efeito positivo nos processos de cicatrizacdo e, geralmente, € aplicado
diretamente, com o uso de sacos zip-lock. Outra possibilidade é a infiltracdo de ozénio
(concentragcdo entre 4 e 30ug/ml), que é utili no tratamento de doencas
musculoesqueléticas, como artrite, tendinite, miosite, fascite, neurite ou dor miofascial.
Por dltimo, a terapia sistémica consiste na administracdo do 0z6nio por via intravenosa
indireta (também conhecida como auto-hemoterapia) ou insuflagdo retal. A
administracao intravenosa indireta consiste na extracdo de determinada quantidade

de sangue que, em circuito fechado, é colocada em contato com o gas ozonio, que se
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dissolvera e reagira em poucos segundos, sendo imediatamente reinfundido. A
insuflacdo retal consiste na administracdo de um enema gasoso com uma sonda no
reto, onde reage com 0 muco retal e gera peréxidos que sao absorvidos pela mucosa,
atingindo o plexo hemorroidario e o sistema geral de circulagdo sanguinea venosa
[48].

De acordo com a “Declaragcéo de Madrid sobre Terapia de Ozdnio” [50], cada
paciente responde de forma diferente ao estresse oxidativo controlado induzido por
tratamentos com o0zonio. Assim, a administracdo do 0zonio deve ser desenvolvida de
forma progressiva, ou seja, comecando com pequenas doses e aumentando-as

progressivamente.
1.2.3.2 Agua ozonizada

A concentracdo de o0zonio na agua pura corresponde a cerca de 25% da
concentragcdo do gas utilizado para confeccdo da agua ozonizada devido a
solubilizacédo do 0zbdnio a temperatura ambiente [45]. A solubilidade do 0z6nio na agua
€ 13 vezes maior do que a do oxigénio a 0-30°C. O o0zdnio é progressivamente mais
soluvel em agua mais fria e sua decomposicédo € mais rapida em temperaturas mais
altas da agua. O produto da decomposi¢cao do 0zdnio é oxigénio; assim, os produtos

alimenticios tratados com o0z6nio estéo livres de residuos [51].

A pureza da agua geralmente afeta a estabilidade do 0z6nio. Embora 0 0z6nio
em agua pura se degrade rapidamente em oxigénio, ele se degrada ainda mais

rapidamente em solucdes impuras [51].

Para preservar as propriedades do ozb6nio, a agua ozonizada deve ser
guardada em um recipiente escuro e refrigerado, e utilizada nas primeiras horas apos

sua ozonizacao [67].

A agua ozonizada atua como um potente e confidvel agente antimicrobiano
contra bactérias, fungos, protozoarios e virus [41]. Ela pode ser usada como
enxaguatorio bucal no tratamento das doencas gengivais e halitose. Para uso na

cavidade bucal é uma alternativa mais segura ao 0zénio gasoso [53,66].
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Huth e colaboradores compararam, ‘in-vitro’, a agua ozonizada, o gas e outros
antissépticos ja estabelecidos (hipoclorito de sodio, peroxido de hidrogénio e
clorexidina) em relagdo ao efeito toxico no epitélio e nos fibroblastos. A agua
ozonizada apresentou a menor citotoxicidade, atendendo as caracteristicas biologicas

celulares ideais em termos de biocompatibilidade para aplicagdo bucal [68].

7

Outra caracteristica do o0zbnio aquoso é sua capacidade de acelerar a
cicatrizacdo ao estimular a proliferacdo celular, uma ferramenta essencial no
tratamento de feridas crbnicas [45]. Exames planimétricos, imuno-histoquimicos e
micromorfologicos de feridas em mucosa bucal foram realizados em um experimento
na Universidade de Basel, Suica. Os pacientes que aplicaram agua ozonizada em
suas feridas apresentaram uma aceleracdo da cicatrizacao nas primeiras 48 horas e
fechamento mais precoce da ferida do que os pacientes que aplicaram agua normal
e 0S que nédo receberam tratamento. A maior producdo do TGFP na presenca do
ozo6nio tem uma influéncia marcante na proliferacdo celular, quimiotaxia (mondcitos e

fibroblastos), angiogénese, sintese de matriz extracelular e sintese de colageno [69].

Os efeitos anti-inflamatorios da agua ozonizada foram testados em um modelo
experimental de camundongo. A injecdo intraperitoneal de agua ozonizada diminuiu
niveis de TNF-a e aumentou a atividade de SOD, sugerindo propriedades anti-
inflamatorias com acéo terapéutica potencial para a inflamacdo aguda. A agua
ozonizada pode ser injetada diretamente entre as articulacfes para o tratamento de

artrite e reumatismo [58].

A fim de superar os problemas associados a curta vida util da agua ozonizada,
Chiba e Takahashi [70] desenvolveram um método patenteado para produzir agua de
nanobolhas de ozdénio (NBW3). Uma nanobolha tem menos de 100 nm em diametro
e é produzida pelo colapso de uma micro-bolha (<50 pm de didmetro) em uma solugao
eletrolitica por meio de um estimulo fisico (como uma onda de choque causada por
descarga na solucdo). Acredita-se que a interface da nanobolha seja distribuida
predominantemente com ions hidroxila (OH-) sobre ions hidrénio (H+). Os ions
positivos na solucao eletrolitica se concentram em torno do nucleo de gas devido a
sua superficie carregada negativamente e agem como conchas que evitar que o gas

se disperse (fenbmeno do salting-out). Devido a essa caracteristica de
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comportamento dos ions, as nanobolhas retém a oxidagdo e suas propriedades,
permanecendo estaveis por mais de 6 meses se for protegido contra a exposicao aos
raios ultravioleta [71]. Assim como a agua ozonizada, o NBW3 possui atividade

bactericida sem apresentar toxicidade para os tecidos orais humanos [71,72].
1.2.3.3 Oleo ozonizado

Os 6leos vegetais ozonizados tém mostrado aplicacdes interessantes em
diversos campos, como nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética. Entre os
efeitos terapéuticos pode-se listar bactericida, fungicida, mediadores de inflamacéo,
cicatrizacdo de feridas [58], que sao relacionados as propriedades imunoldgicas,
antioxidantes e oxigenantes [73].

A producéo do 6leo ozonizado deve ser realizada em laboratérios por pessoas
gualificadas, seguindo rigidas medidas de seguranca. Os ozonideos (compostos
guimicos derivados do 0z06nio) sdo de carater explosivo, representando um perigo
potencial. Um grama de oOleo pode absorver mais de 160 mg de o0zdnio e sao
compostos por produtos de reacdo estaveis, permanecendo estaveis por 2 anos se

mantido frio [45]. Esta € uma vantagem adicional do ponto de vista comercial [58].

A aplicacdo do Oleo ozonizado na cavidade bucal apresenta longa
permanéncia, penetracdo adequada do medicamento, alta eficacia e aceitabilidade
[55].

Atualmente, nas farmacias europeias existem produtos como o Azexin — 6leo
de girassol ozonizado — com registro oficial de produto sanitario com indicacéo para o

tratamento de Ulceras cutaneas [45].

O modo de acdo dos 6leos ozonizados permanece uma questdao em aberto.
Provavelmente, quando o triozonida (trés atomos de oxigénio ligados por ligacéo
dupla de carbono) estavel entra em contato com a ferida, ele se decompde lentamente
em diferentes peroxidos, que se dissolvem prontamente em agua, gerando H202, o

que pode explicar a prolongada atividade desinfetante e estimuladora [74].
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A eficacia do 6leo ozonizado pode representar uma terapia integrativa no
tratamento de lesdes teciduais, principalmente em pacientes portadores de patologias
como DM e aterosclerose, e no processo de envelhecimento. Para doengas como
Ulceras ou estomatite aftosa, gengivite e dermatite, o éleo ozonizado auxilia no alivio

da dor e na aceleragao do processo de cicatrizagdo [73].
1.2.4 Toxicidade e contra-indicacdes

Os efeitos toxicos do ozbénio se manifestam apds a sua inalacdo e absorcao
nos pulmdes. As vias respiratérias e tecidos pulmonares sédo os alvos da toxicidade
do ozodnio [75], onde os sistemas antioxidantes naturais estdo praticamente ausentes
[45].

Pryor e colaboradores [76] sugerem que os efeitos toxicos pulmonares do
o0zo6nio séo devidos, pelo menos em parte, a uma cascata de POL e ndo ao proprio
o0zo6nio. O ozobnio inalado reage com acidos graxos poliinsaturados (PUFA), que séo

encontrados nos lipidios da camada de revestimento alveolar (LLA), e gera POLSs.

Os POLs séo tidos como as espécies mais provaveis de atuar como moléculas
de transducado de sinal. Esses produtos podem ativar lipases especificas, como a
fosfolipase A2 ou fosfolipase C, para liberar acido araquidénico (AA), que pode entédo
ser convertido em outros mediadores quimicos, como varias prostaglandinas (PGs) e
fatores de ativacdo plaquetaria (FAP), via ciclooxigenases (COXs) e lipoxigenases
(LOXs), que induzem uma resposta inflamatéria das vias aéreas. Os efeitos incluem
hiperreatividade das vias aéreas, aumento da permeabilidade macromolecular

epitelial, infiltracéo de neutrdéfilos e hipersecrecdo de muco nas vias aéreas.

A toxicidade do ozbnio varia, dependendo de sua concentracédo e da duracao
da exposicdo. Os sintomas resultantes da exposi¢cdo ao ozoénio a 0,1 e 1,0 ppm
incluem dores de cabeca, garganta seca, irritacdo do sistema respiratorio e ardéncia
nos olhos. A exposicdo a 1,0 e 100 ppm pode causar sintomas semelhantes aos da
asma, como cansaco e perda de apetite. Tempos de exposicdo curtos em altas
concentracOes podem causar irritagdo na garganta, hemorragia e congestao pulmonar
[56].
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Em caso de intoxicacao por 0zénio, o paciente deve ser colocado em decubito
dorsal, inalar oxigénio umido e ingerir acido ascérbico, vitamina E e n-acetilcisteina
[41].

Existem algumas contraindicacdes relativas para a terapia com 0z0nio:
gravidez, anemia grave, hipertireoidismo, trombocitopenia, miastenia grave,
intoxicacdo alcodlica aguda, infeccdo miocardica recente, hemorragias e deficiéncia
da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) [61]. Essa enzima é necessaria
para fornecer ions de hidrogénio ao sistema glutationa, responsavel por tamponar a

oxidagdo nas hemacias produzidas por lipoperoxidos [48].
1.2.5 Ozonioterapia adjuvante ao tratamento periodontal

A ozonioterapia na Periodontia € muito pouco estudada. Atualmente
(agosto/2022) constam no Pubmed 109 artigos relacionados ao uso do ozénio nas
doencas periodontais (“PERIODONTAL OR PERIODONTITIS OR GENGIVITIS” AND
OZONE), dos quais 31 ensaios clinicos (Tabela 1), 6 estudos ‘in-vitro’ (Tabela 2), 2

em modelo animal (Tabela 3) e 3 revisbes sistematicas (64,77,78).

Dos ensaios clinicos, 5 foram realizados em gengivite e 26 em periodontite. Em
relacdo a forma de aplicacdo, 18 utilizaram agua ozonizada, 10 oz6énio aquoso e 5

utilizaram 6leo ou gel ozonizado.

A recente revisao sistematica conduzida por Moraschini e colaboradores [77]
mostrou que nao houve diferenca estatisticamente significativa nos parametros
periodontais na ozonioterapia adjuvante ao TPNC quando comparados ao TPNC
sozinho. No entanto, os autores ressaltam que esses resultados ndo devem ser
considerados definitivos devido a heterogeneidade entre os estudos, presenca de
fatores de confuséo e curto tempo de acompanhamento de alguns estudos incluidos.
Héa necessidade de mais ensaios clinicos randomizados (ECR) de qualidade para

melhor compreensédo do assunto.

O objetivo primério da TPNC € controlar a infec¢éo periodontal microbiana por
meio da remocédo de biofilme bacteriano, célculo e toxinas das superficies dentarias.

Falhas na descontaminacdo radicular estdo relacionadas as caracteristicas
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anatdmicas dos defeitos periodontais que dificultam a instrumentagcdo subgengival,
como bolsas profundas, concavidades radiculares e regibes de furca, que podem
representar bolsas residuais pds-tratamento, menor estabilidade clinica e risco de
progressdo de doenca [24,25,79]. Por isso ha uma busca continua por terapias
adjuvantes que possam melhorar os resultados da instrumentagdo subgengival

isoladamente [80].

A clorexidina (CHX) € um dos agentes antimicrobianos orais mais amplamente
utilizados e esta disponivel em diferentes formulacdes. A substancia é conhecida por
sua substantividade e acdo bactericida, causando um dano letal & membrana
bacteriana, sendo ativa em bactérias gram-negativas e gram-positivas. Por outro lado,
a CHX apresenta alguns efeitos colaterais, como o manchamento de dentes e de
outras superficies orais, aumento na formacéo de calculos, alteracdo na percepcgao
do paladar [55], além de toxicidade para os fibroblastos, diminuicdo da producéo de
proteinas de colageno, fatores que prejudicam a cicatrizagéo periodontal [81]. Assim,
0 poderoso efeito antimicrobiano do ozonio [55,81-84] o torna um potencial agente
terapéutico adjuvante ao tratamento da doenca periodontal, com a vantagem de ser

nao invasivo, indolor e biocompativel [85].

Alguns estudos clinicos compararam o 0z6nio a CHX 0,2% como adjuvantes
no manejo da gengivite ou periodontite. A agua, 6leo ou gel ozonizados avaliados
apresentaram quase todos os resultados como sendo semelhantes ou superiores a
CHX em relacdo aos parametros clinicos periodontais [55,82,86-88]. Apenas o gel
ozonizado apresentou resultados inferiores quando comparado ao gel de CHX 1% em
um estudo de boca dividida. Entretanto, os autores fazem uma ressalva que, levando-
se em consideracdo os efeitos adversos da CHX, o gel ozonizado pode ser

considerado um substituto valido [89].

Em um experimento ‘in-vitro’ que investigou a eficacia antimicrobiana do 0zénio
gasoso/aquoso em comparacao a CHX contra microrganismos periodontais, nenhum
dos agentes foi capaz de reduzir substancialmente a contagem de A.
actinomycetemcomitans em culturas de biofilme. No entanto, P. gingivalis, T. forsythia
e P. micra foram eliminados por CHX a 2% ou gas oz6nio em altas concentracdes.

N&o houve diferenca significativa na eficacia do o0z6nio aquoso ou gasoso em
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comparacao a CHX 2%, mas eles foram mais eficazes quando comparados a CHX
0,2% [90].

Além da acédo bactericida do ozénio, a periodontia também pode se beneficiar
dos efeitos biomoduladores desse gas. Em resposta a condigéo hipdxica induzida pela
doenca periodontal, a ozonioterapia ativa o fator de transcrigdo induzivel por hipoxia
(HIF-1-a) e mecanismos que corrigem o estado hipoxico sdo acionados [91,92],

favorecendo revascularizacao do tecido gengival e aumento da angiogénese [93].

Outro potencial efeito bioldégico do 0zbnio diz respeito a perda éssea alveolar.
Em um modelo de periodontite induzida em ratos, o 0zOnio se mostrou capaz de
diminuir as contagens de células RANKL-positivas, aumentar células osteoprotegerina

(OPG) positivas, sendo eficaz na diminuicdo da perda éssea alveolar [92].

A MMP-8 é uma enzima proteolitica, principal responsavel pela degeneracéo
dos tecidos periodontais. Ela € também conhecida como colagenase-2 ou colagenase
de neutrdfilos [94]. Durante a doenca periodontal, a MMP-8 é secretada por varios
tipos de células inflamatdrias, como neutréfilos e macréfagos, e o seu nivel esta
associado a severidade da doenca periodontal, sendo considerado um biomarcador
guantitativo de doenca periodontal, podendo ser usado no monitoramento da resposta
a terapia periodontal/periimplantar [95,96]. O uso de bochechos a base de azeite
ozonizado adjuvante ao tratamento periodontal levou a uma reducéao significativa nas
concentracfes salivares de MMP-8 em pacientes com periodontite [97]. Por outro
lado, em outro estudo que avaliou os niveis de MMP-1, MMP-8 e MMP-9 em pacientes
com periodontite crénica e agressiva, 0 0z6nio gasoso se mostrou capaz de reduzir

os niveis de MMPs apenas nos pacientes com periodontite agressiva [24].

Como observado, a ozonioterapia pode trazer inUmeros beneficios ao paciente
em relacdo ao melhor prognéstico do tratamento periodontal. Porém, mais estudos
S80 necessarios para que se possa instituir protocolos de aplicacdo de 0z6nio na
terapia periodontal pautados na préatica da Odontologia Baseada em Evidéncia
Cientifica [98].

Tabela 1 — Sumario dos ensaios clfinicos que testaram o o0zdnio no tratamento de doencas
gengivais.
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Autor/ano |Doenca/Tipo |Tratamento/Forma Tempo Concluséo
de estudo aplicacéo
Al Periodontite -  TPNC + 4gua ozonizada 3 meses Sem diferenca entre os
Habashneh ECR 30-60s (teste) ou agua grupos.
et. al, 2015 destilada (controle)
[67]
Ameyaroy Periodontite -  TPNC + TFD (terapia 2,4e6 N&o houve diferenca entre
et. al, 2020 Modelo boca fotodinamica) ou (agua meses 0S grupos, mas resultado
[99] dividida ozonizada) por 5-10 min. clinico ligeiramente melhor
no grupo ozonio.
Ana Maria Periodontite - 4 sessfes de gas Ozo6nio 3 meses Ozdnio apresentou ganho
Ramirez-  Modelo boca (teste) ou ar (controle) do NIC, diminuicdo da PS,
Pefia et al., dividida 2ml, 30 pgr/mL, 1 vez por placa e mobilidade.
2022 [100] semana.
Colombo et Periodontite -  TPNC + gel ozonizado 1 e 3meses O GeliO3 pode ser
al., 2021 Modelo boca GeliO3 (teste) ou gel de considerado um substituto
[89] dividida CHX (controle). vélido para a CHX.
Dhingra KL Gengivite em Irrigacdo com agua 2 semanas Reducédo da inflamacéo
Vandana  pacientes ozonizada 5 a 10 minutos e 1 més gengival em pacientes
2011 [101] ortodénticos - ortoddnticos.
Estudo piloto
Gandhi et Periodontite -  TPNS + aplicacdo 3 meses Melhora parédmetros clinicos
al., 2019 Modelo boca subgengival de 0,2% CHX e microbiolégicos. Tao
[55] dividida ou 6leo de oliva eficaz quanto CHX, mas
ozonizado. Imediatamente isento de efeitos adversos.
e 2 semanas depois.
Hayakumo Periodontite -  TPNC sesséo Unica + agua 4 e 8 Maior reducédo PS, ganho de
et al.,, 2013 ECR controlado da torneira ou NBWS3. semanas NIC e no nimero médio de
[102] bactérias placa sub no grupo
NBW3.
Indurkar Gengivite - Massagem gengival com 1 3 semanas Sem diferenca estatistica
and ECR ml de 6leo ozonizado ou entre os grupos.
Verma, gel de CHX 1%. 10 min.,
2016 [82] 3X ao dia, por 3 semanas.
Isaac et al., Periodontite- TPNC +Aguaozonizada 1 més Maior reducéo PS, ganho
2015 [83] Estudo Clinico/ por 1 min - 1vez por NIC e reducéo contagens
Microbiolégico semana durante um més. anaerdébicas totais no grupo
ozonio.
Katti et Periodontite Irrigagdo bolsas com 4gua 15 e 30 dias A agua ozonizada foi mais
al., 2013 o0zonizada ou soro eficaz na reducgédo da
[84] fisiolégico no Water Pik - 40 inflamacao e da microbiota
seg, 3 X por semana subgengival.
durante 2 semanas.
Kaur et al., Periodontite Irrigacdo apos 2 semanas 1 e 3 meses A agua ozonizada
2019 [86] de TPNC + 4gua apresentou resultado

ozonizada (teste) ou
CHX 0,2% por dois
minutos e meio.

ligeiramente melhor do que
CHX, mas houve diferenca
estatisticamente significativa
apenas no escore de placa.
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Kislitsyna  Periodontite em TPNC apenas ou + 0z6nio 3 e 6 meses O 0z06nio reduziu inflamacéo
et al., 2017 musicistas gasoso. e normalizou circulacéo
[103] sanguinea local, ampliou
periodos de remisséo e
estabilizac&o do processo
de recuperacéao.
Kshitish Periodontite - Irrigacdo subgengival com 18 dias Grupo 0zdnio apresentou
and Modelo boca agua ozonizada ou CHX maior reducéo indice de
Laxman, dividida. Ensaio em diferentes intervalos de placa, indice gengival e
2010 [87] clinico e tempo. efeito antifungico.
microbiologico.
Marconcini Periodontite TPNC + enxaguatoério bucal 1,3e 6 Ozbnio e antioxidante
et.al, 2021 associada ao com CHX ou enxaguatério meses apresentaram maior reducao
[104] DM1 e DM2. bucal com antioxidante ou de SS e SAT (marcador de
agua ozonizada. estresse oxidativo) aos 3
meses. N&o houve diferenca
entre 0s grupos na reducéo
de HbAlc apés 3 e 6 meses.
Moreo et  Periodontite -  TPNC com ou sem agua 7 dias Maior diminuicdo na
al., 2020 Modelo boca ozonizada guantidade de bactérias nos
[105] dividida. sitios tratados com ozénio.
Nardi et al., Periodontite — TPNC apenas ou + 14 dias,1  TPNC + Azeite ozonizado foi
2020 [106] ECR - enxaguante bucal a base més e 6 mais eficaz na redugéo da
avaliacdo de  de azeite ozonizado meses MMP-8 salivar do que TPNC
MMP-8 sozinho.
Nicolini et  Gengivite - Enxague com agua 24, 48, 72 e A agua ozonizada parece
al., 2021 ECR controlado ozonizada por 1 min, uma 96 horas nao afetar a formacéo de
[107] cruzado. vez ao dia, sob supervisio. biofilmes supra e
subgengivais, bem como a
inflamacao gengival.
Padya et  Periodontite - TPNC apenas ou 1 més CHX é mais eficaz seguido
al., 2016 ECR modelo associado a CHX 0,2%, ou da agua ozonizada,
[108] boca dividida  &gua ozonizada ou enquanto a solucao salina
solucao salina mostrou-se ineficaz.
Patel et al., Periodontite, TPNC + 6leo de oliva 2,4,6e8 O usode ozonio resultou em
2012 [88] ECR duplo ozonizado ou gel de CHX semanas significante melhora dos
cego - Modelo parémetros clinicos e
boca dividida microbiolégicos.
Piva et al., Periodontite Raspagem ultrass6nica 3 e 6 meses Apds Ozonline®, houve
2020 [109] ECR - Modelo com ou sem agua diminuicéo na quantidade de
boca dividida ozonizada (Ozonline) bactérias,.
Ranjith et  Periodontite TPNC + 4gua ozonizada 4 semanas O grupo 0z6nio mostrou
al., 2022 ECR, triplo- (grupo teste) ou soro melhora significativa em
[110] cego, grupos fisiolégico (grupo controle) todos os par@metros
paralelos clinicos, exceto PS de
bolsas rasas e médias.
Rapone et Periodontite TPNC apenas (controle) ou 3,6,9e 12 Sem diferenga entre grupos
al., 2021 associadaao  +irrigac@o 4gua ozonizada meses mas tendéncia de maior

[36]

DM2 - ECR

150ml e gas oz0nio (teste)

eficicia no grupo ozédnio.
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Rapone et Periodontite -  TPNC apenas ou + 3 e 6 meses TPNC + 0zbnio apresentou
al., 2022 ECR Irrigacdo com 4gua melhores resultados
[111] ozonizada + gés ozbnio
Seydanur  Periodontite -  TPNC + 0z6nio gasoso 1 més Sem diferenca estatistica
Dengizek ECR (grupo teste) ou placebo significante.
et al., 2019 (grupo controle)
[112]
Skurska et. Periodontite TPNC + gas ozbnio - a 2 meses Sem diferenca nos
al, 2010 cronica e cada dois dias durante uma parametros clinicos. Ozonio
[24] agressiva — semana durante 1 minuto aumentou niveis de MMP na
ECR - (42,2 ug /ml) periodontite crénica e
Avaliacédo reduziu na periodontite
MMPs agressiva.
Talmace Gengiviieem  TPNC +gas ozbnio -60s 1semana  Oz06nio melhorou
Calisir, pacientes por dente a cada 2 dias por parametros clinicos em
2021 [5] fumantes e 1 semana ou equipamento fumantes e ndo fumantes.
ndo-fumantes  desligado.
Tasdemir  Periodontite -  TPNC + 0z6énio gasoso 3 meses A ozonioterapia néo teve
etal.,, 2019 ECR (75% de poténcia por 30 s - nenhum efeito adicional nos
[113] 75 ug/ml) 2 X por semana, parédmetros periodontais e
durante 2 semanas ou proteinas de fase aguda,
gerador desligado. menos PTX-3, que foi mais
baixo com ozénio.
Tecco et Gengivite em Instrucdo de higiene bucal 15diase 2 Grupo ozénio teve
al., 2022 mulheres apenas ou + irrigacao meses diminui¢éo do SS ao longo
[114] gravidas domiciliar agua ozonizada. do tempo.
Uraz et al., Periodontite TPNC + Ozbnio gasoso 3 meses N&o houve diferencas
2019 [115] Estudo clinico, 2100 ppm com 80% de significativas entre os dois
microbioldégico  oxigénio 3 X 30s por 1 tratamentos para nenhum
e bioquimico semana. dos parametros.
ECR
Vasthavi et Periodontite TPNC + irrigacéo agua 14 dias, 21 Melhora significativa nos
al. 2020 ECR ozonizada ou agua diase 2 parametros clinicos e
[116] destilada por 30 a 45 meses microbiolégicos a favor do
segundos. ozbnio.
Yilmaz et Periodontite. TPNC apenas ou + O3 90 dias Sem efeito adicional nos
al., 2013 ECRe gasoso topico ou + laser parametros periodontais e
[117] microbioldgico  de Er: YAG microbiolégicos.

Tabela 2 — Sumario dos estudos

‘in-vitro’

citotoxicidade em células gengivais.

que testaram o ozénio em periodontopatégenos e
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Autor/ano Doenca/Tipo | Tratamento/Forma Concluséo
de estudo aplicacéo
Eick et al., 2012  Invitro O gas ozdnio foi gerado por O o0z06nio apresentou forte atividade
[118] 6 s—2x24 s (correspondendo  antibacteriana mas o efeito é
a 0,56 mg-2 x 2,24 mg de reduzido na presencga de soro.
0z6nio) contra 23
periodontopatégenos
Huth et al., 2006  In-vitro Avaliacao do efeito citotéxico O 0zdnio nas formas gasosa e
[68] do 0z6nio gasoso e aquoso aquosa mostrou efeitos
em células epiteliais orais antimicrobianos. A forma aquosa
humanas (BHY) e HGF-1 em apresentou menor citotoxicidade,
comparacgdo com CHX 2%, atendendo as caracteristicas
0,2%; NaOCI 5,25%, 2,25%; biologicas celulares ideais em
H202 3%, termos de biocompatibilidade para
aplicacéo bucal.
Huth et al., 2011  In-vitro Culturas plancténicas ou Altas concentra¢des de 0zdnio
[90] biofilme de aguoso reduziram patégenos
periodontopatdgenos (Aa, Pg, periodontais, iguais ou mais
Tf e parvimonas) expostos eficazes do que CHX
por 1 min ao 0zdnio gasoso (especialmente 0,2%). O oz6nio
e aquoso ou CHX ou solucdo gasoso altamente concentrado foi
salina tamponada com tdo eficaz quanto 2% CHX, e mais
fosfato. eficaz do que 0,2% CHX.
Leewananthawet, In-vitro Avaliacdo das respostas As andlises de RNA-seq revelaram
2019 [72] celulares com tratamento gue os genes envolvidos nas
OUFBW (bolha ultrafina de respostas ao estresse oxidativo ou
0zbnio aquoso estavel) sobre na via de sinalizagdo MAPK foram
fibroblastos do ligamento regulados positivamente ap6s
periodontal primario humano OUFBW.
(hPDLFs) e células epiteliais
gengivais humanas (Ca9-22).
Montevecchi et In-vitro Comparacdes entre 6leo 03-0il apresentou maiores
al., 2013 [119] ozonizado (O3-0il), CHX diametros de inibigdo de
0,2% e 10% de iodopovidona crescimento do que CHX e PVP-I
(PVP-I) através de um disco  em todas as diluicdes para ambas
de difusdo teste. Paracada  as cepas testadas. CHX perdeu
antisséptico foi feita uma qualquer eficacia antibacteriana
série de duas dilui¢bes e guando diluido mais de 1:32.
foram testados contra cepas
liofilizadas de Staphylococcus
aureus e Porphyromonas
gingivalis.
Pietrocola et al.,  In-vitro O gel ozonizado. O-zone foi O gel O-zone demonstrou menor

2018 [120]

comparado a 2 agentes a
base de CHX em A.
actinomycetemcomitans, P.
intermedia e S. mutans

atividade antibacteriana se
comparado aos agentes a base de
CHX.

Tabela 3: Sumario dos estudos dos que testaram o ozbnio

modelo animal.

na periodontite experimental em
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Autor/ano Doenca/Tipo | Tratamento/Forma Concluséo
de estudo aplicacéo
Saglam et al., Periodontite  Aplicacédo de ozbnio Ozbnio sistémico e topico
2020 [92] experimental sistémico ou tdpico por 30 s. diminuiram as contagens de células
em ratos Ambas as aplica¢cfes de gas positivas para RANKL. Ozdnio
ozobnio foram feitas durante  topico diminuiu também as
duas semanas em intervalos contagens de células positivas para
de dois dias. HIF-1-a e 0z6nio sistémico foi mais
eficaz na redugao de perda 6ssea
alveolar.
Zubachyk e Periodontite  Avaliacdo das propriedades Houve prevencéo e correcdo de

llchyshyn, 2014
[121]

associada ao
tabagismo
em ratos

terapéuticas do 6leo de
espinheiro marinho
ozonizado.

distlrbios metabdlicos nos tecidos
periodontais.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Estudar a ozonioterapia como adjuvante ao TPNC em pacientes com DM2.

1.3.2 Objetivos Especificos

1) Discutir as evidéncias cientificas disponiveis sobre o0 uso do 0z6nio no

tratamento da periodontite.

2) Discutir o potencial citoprotetivo da ozonioterapia adjuvante ao TPNC em

pacientes com DM (capitulo 2).

3) Apresentar um protocolo de ozonioterapia adjuvante ao TPNC em pacientes

com DM2 avaliando os desfechos clinicos periodontais e o impacto da terapia

combinada nos niveis de HbAlc e proteina C-reativa (CRP). O protocolo proposto

sera relatado em uma série de relato de casos (capitulo 3).
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CAPITULO 2 - POTENCIAL CITOPROTETOR DA OZONIOTERAPIA ADJUVANTE
AO TRATAMENTO PERIODONTAL NAO-CIRURGICO DE PACIENTES COM
DIABETES MELLITUS

RESUMO

Periodontite e DM sao duas doencas imunoinflamatoérias que mantém uma relacdo de
via de mao dupla. DM provoca maior destruicdo dos tecidos periodontais enquanto a
periodontite afeta negativamente o controle glicémico. A ozonioterapia adjuvante ao
TPNC pode ser atil no manejo do paciente com DM, mas ainda ndo ha estudos que
respaldem essa pratica. Além do efeito antimicrobiano, o 0z6nio ja se mostrou capaz
de diminuir danos teciduais mediados por inflamacéo e estresse oxidativo em diversas
doencas. Essa revisdo aponta 0s possiveis mecanismos de acdo do ozoénio que
podem ser benéficos no tratamento periodontal de paciente com diabetes. Modulacéo
das vias Nrf2, NFkB, RANKL/OPG e niveis de MMP8 sao efeitos citoprotetivos do
0z6nio que podem fazer do oz6nio um poderoso aliado do TPNC e merecem ser
melhor investigados.

Palavras-chave: diabetes mellitus; periodontite; ozonioterapia; 0zonio; tratamento
periodontal nao-cirurgico.

ABSTRACT

Periodontitis and DM are two immunoinflammatory diseases that maintain a two-way
relationship. DM causes greater destruction of periodontal tissues while periodontitis
negatively affects glycemic control. Adjuvant ozone therapy to TPNC may be useful in
the management of patients with DM, but there are still no studies that support this
practice. In addition to the antimicrobial effect, ozone has been shown to reduce tissue
damage mediated by inflammation and oxidative stress in several diseases. This
review points out the possible mechanisms of ozone action that may be beneficial in
the periodontal treatment of patients with DM. Modulation of Nrf2, NFKB, RANKL/OPG
pathways and MMP8 levels are cytoprotective effects of ozone that can make ozone
a powerful ally of TPNC and deserve further investigation.

Keywords: diabetes mellitus; periodontitis; ozone therapy; ozone; non-surgical

periodontal treatment.
2.1 INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) e periodontite s&o dois processos interrelacionados - 0

estado crénico de um ativa e mantém a progressao do outro. Embora a etiologia seja
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diferente, vias patogénicas e de sinalizacdo molecular semelhante s&o compartilhadas

por ambas as condigdes [1].

Periodontite € uma doenca inflamatéria multifatorial crénica associada a
biofilmes de placas disbioticas e caracterizada pela destruicdo progressiva do aparato
de suporte do dente [2]. DM é uma condi¢ao cronica causada pela falha do organismo
em produzir o hormdnio insulina ou em efetivamente utilizar sua producao (resisténcia
a insulina) [3]. A insulina € um horménio produzido pelo pancreas que permite que o
corpo direcione a glicose da corrente sanguinea para as células e assim obter energia.
Sem esse hormonio vital, a glicose se acumula na corrente sanguinea e pode resultar

em complicacdes incapacitantes e com risco de vida [4].

Hipoxia; disfuncdo em fibroblastos e células epidérmicas; angiogénese e
neovascularizacao prejudicadas; altos niveis de MMPs; danos causados por EROs e
produtos finais de glicacdo avancada; neuropatia e varios niveis de diminuicdo da
resisténcia imune hospedeira sdo fatores relacionados ao DM e que sdo responsaveis
pela alta prevaléncia de periodontite nesse grupo de pacientes [6]. Individuos com DM
apresentamrisco trés vezes maior de desenvolverem periodontite [7,8], além de maior

gravidade e ma resposta a terapia periodontal [9].

Os novos conhecimentos sobre a etiologia da periodontite, entre eles
mecanismos imunoldgicos e genéticos, ampliaram a narrativa até entdo estabelecida
sobre a sua progressdo e gravidade. Novos paradigmas levaram a busca por
modalidades de tratamento adjuvantes a fim de modular a resposta imunoinflamatoéria

do hospedeiro [10].

O ozbnio é um poderoso oxidante com atividade antimicrobiana e capacidade
de atuar como um modulador imunolégico e metabdlico [11]. O efeito antimicrobiano
do ozénio é resultado de dano direto a membrana plasméatica por ozondlise ou devido
aos efeitos oxidantes secundéarios que modificam o conteudo intracelular. Esta acéo
prejudicial é seletiva para células microbianas, ndo danifica as células do corpo
humano devido a sua capacidade antioxidante [12]. O efeito antimicrobiano do 0zb6nio
foi testado e comprovado por varios estudos em periodontia [13-20] e ndo sera

explorado nesta revisao.
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Devido ao efeito combinado, antimicrobiano e bioregulador da imunidade
celular e humoral [21], a ozonioterapia pode ser uma estratégia interessante no
tratamento periodontal de pacientes com distUrbios imunoinflamatérios como o DM.
No entanto, apenas dois estudos analisaram o efeito do 0zonio como adjunto ao TPNC

em pacientes com DM [22,23].

O objetivo desse estudo € discutir os efeitos imunomodulatérios do ozénio e
seu potencial beneficio como terapia adjunta no TPNC de pacientes com DM com a
finalidade de orientar novos estudos para embasar a ozonioterapia na prética

periodontal.
2.2 POTENCIAL EFEITO ANTIOXIDANTE E ANTI-INFLAMATORIO

A hiperglicemia induz inflamagcdo sistémica pelo aumento de marcadores
inflamatorios como CRP, IL-6 e TNF-a. Esse ultimo € um importante sinal de apoptose
celular, captacdo Ossea, secrecdo MMPs, expressdo de moléculas de adeséo

intercelular e aumento da producéo de IL-6 [1].

O aumento dos niveis de marcadores pro-inflamatorios leva a diminuicao
significativa da producao e resposta dos marcadores anti-inflamatérios, que no DM ja

estdo diminuidos, principalmente IL-10 [24].

O estado hiperglicémico também pode interferir na funcdo de neutrofilos,
causar diminuicdo da atividade quimiotatica, fagocitose e capacidade bactericida, com
consequente aumento da gravidade da infeccdo periodontal em pacientes com DM
[24].

A exposicao crénica a biofilmes bacterianos desencadeia o recrutamento de
neutrofilos, macréfagos e ativa uma cascata de resposta de células imunes, incluindo
células B e T, via NFkB. Além da ativacao de osteoclastos, induzida por RANK-L, que

resulta em perda ossea [1].

7

Outro fator que estd associado a patogénese do DM e da periodontite é o

estresse oxidativo. Caracterizado por um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes
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em favor dos oxidantes, o0 estresse oxidativo leva a interrupcéo da sinalizacéo redox

e da funcéo fisiologica [25,26].

Nos ultimos anos, tem havido um crescente corpo de evidéncias apontando
para o papel das EROs no estabelecimento de um ambiente de estresse oxidativo
subjacente a patogénese de uma ampla gama de condi¢des inflamatérias crénicas,
incluindo DM e periodontite [27,28].

As EROs desempenham um importante papel na sinalizacao celular, regulacéo
génica e defesa antimicrobiana. Uma superabundancia de EROs leva ao aumento da
carga oxidante, juntamente com reducao da capacidade antioxidante, resultando em
estresse oxidativo nos tecidos afetados, o que leva a alteracdes patoldgicas, como
danos a biomoléculas e membranas celulares. Esse desafio oxidativo pode resultar
em destruicdo dos tecidos periodontais, aumentando o risco de perda dentaria a

medida que suas estruturas de sustentacéo sao destruidas [27].

A geracdo de EROs por células imunes em resposta desafio bacteriano
contribui para a patogénese das doencas periodontais. O estresse oxidativo
desencadeia mecanismos proé-inflamatorios, interferindo na progressao do ciclo

celular e induzindo alteracdes teciduais, principalmente osteoclastogénese [29].

O papel do estresse oxidativo no DM pode ser multifatorial em relacdo ao
desenvolvimento da periodontite. As EROs séo potentes ativadores fisiopatoldgicos
latentes ndo-proteoliticos de MMP, e que também podem reagir com acidos graxos
poliinsaturados em membranas biolégicas, levando ao aumento da peroxidacéo
lipidica. Assim, o aumento da ativacdo pr6-MMP combinado com o aumento da
peroxidacéo lipidica pode contribuir para a alta suscetibilidade a destruicdo de tecido

periodontal em pacientes com mau controle metabdlico [30].

O o0zbnio € um gas com propriedades oxidantes capaz de ativar sensores
celulares especificos que regulam positivamente o sistema antioxidante, induzindo a
uma adaptacdo ao estresse oxidativo. Esse fendbmeno pode ser descrito como uma

inducéo da tolerancia a EROs e é denominado "pré-condicionamento oxidativo" [31].
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A exacerbacdo do estresse oxidativo sistémico pode representar um
mecanismo importante para o agravamento mutuo do DM e da periodontite [26]. H&
uma ligacéo direta entre a presenca de estresse oxidativo e a diminuicdo da absor¢cao
de glicose [32], evidéncia que sugere que o0 o0zbnio pode ter propriedades

"antidiabéticas".

7z

Alguns estudos sugerem que o ozbnio é eficaz para o controle glicémico.
Entretanto, seu efeito sobre a glicemia quando a ozoniterapia é utilizada no TPNC
ainda ndo estd claro. H4 apenas dois estudos sobre o tema, Delvecchio e
colaboradores [22] compararam a eficacia do 0zénio gasoso e aquoso em conjunto
com TPNC na reducao do nivel de HbA1C em pacientes com DM2. Apds 12 meses,
embora tenha havido tendéncia de superioridade do ozonio em relacdo ao TPNC
somente, ndo houve diferenca significativa. Resultado semelhante foi encontrado por
Marconcini e colaboradores [23], que compararam o0 oz6nio entregue por dispositivo
domestico duas vezes ao dia com grupos que receberam CHX ou terapia com
antioxidante. Nao houve diferencas significativas entre os grupos na reducédo da
HbAL1C apds 3 e 6 meses, mas houve uma melhora significativa no teste antioxidante

salivar (SAT) em favor dos grupos de ozénio e antioxidantes.
2.2.1 Nrf2

Um dos principais mecanismos de defesa celular contra o estresse oxidativo é
a ativacdo do Nrf2, uma via de sinalizacdo do elemento de resposta antioxidante. Nrf2
€ considerado um fator mestre de transcricao que controla a expressao de genes cujos
produtos protéicos estdo envolvidos na desintoxicacdo e eliminacdo de oxidantes
reativos e agentes eletrofilicos por meio de reacdes conjugais e aumento da

capacidade antioxidante celular [33,34].

Em resposta ao estresse oxidativo, o Nrf2 citoplasmatico € liberado, induzindo
centenas de antioxidantes e enzimas desintoxicantes, o que leva a protecéo contra a
destruicdo dos tecidos periodontais. A expressdo Nrf2 reduzida esta fortemente
correlacionada com a piora da destruicdo periodontal e danos oxidativos na
periodontite relacionada ao DM. Periodontite e DM combinados agravam

sinergicamente os danos oxidativos locais e sistémicos, sugerindo que a regulacéo de
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antioxidantes dependente de Nrf2 pode representar uma nova estratégia terapéutica

para a periodontite [35].

Alguns estudos mostram que a ozonioterapia pode ativar o Nrf2 a partir de
células mononucleares periféricas do sangue e células endoteliais em humanos
saudaveis [36,37]. Por sua vez, Nrf2 aumenta a atividade de enzimas antioxidantes e
desintoxicantes. Esse efeito do 0zonio mostrou ser dissociado do efeito do oxigénio,
evidenciado pelos valores da amostra de controle, na qual o sangue foi tratado apenas
com oxigénio [34].

O plasma sanguineo ozonizado atua como um estresse oxidativo agudo e
calculado, desencadeando a translocacdo nuclear de Nrf2 de maneira dose-
dependente com subsequente inducédo de HO-1 e NQO1 (quinone oxidoreductasel)
em células endoteliais humanas. Essa caracteristica faz da terapia de 0z6nio uma boa
abordagem complementar para um amplo espectro de doencas degenerativas,
revertendo o estresse oxidativo crénico e provavelmente restaurando a homeostase
redox [36].

Em estudo com pacientes portadores de esclerose multipla, o0 0zénio promoveu
uma reducao do estresse oxidativo celular e reducdo dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias. O efeito regulador do ozénio medicinal foi parcialmente associado a

inducao da fosforilacdo do Nrf2 [38].
2.2.2 NFkB

O NFKkB é uma importante via metabdlica ativada durante o processo
inflamatorio, essencial para diversas sinalizacdes da resposta inflamatéria, funcéo
imunoldgica, apoptose e crescimento celular. Seus genes-alvo incluem os da COX-2,
oxido nitrico sintase induzida (iINOS), vérias citocinas inflamatorias e quimiotéticas,
como TNF-aq, IL-1, IL-2, IL-6 e IL-12, além de receptores de citocinas e adesao celular
[39].

As proteinas do NFkB sédo consideradas vias prototipicas de sinalizacdo pro-
inflamatoria. Por outro lado, as fungbes anti-apoptoticas do NFkB podem proteger

contra inflamacéo, no caso da sobrevivéncia das células epiteliais e da integridade da
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barreira mucosa. Dessa forma, a resposta inflamatoria é mantida através da ativacéo

leucocitaria persistente [40].

A sinalizacdo NFkB esté entre uma cascata de fatores de transducéo de sinal
intracelular ativados pela interacdo RANKL-RANK e desempenha um papel central na
diferenciacdo de osteoclastos, sendo implicada no mecanismo pelo qual IL-6 regula

osteoclastogénese induzidas por RANKL [41].

EROs interagem com vias de sinalizagdo NFkB em uma relag&o bidirecional.
Genes dependentes de NFkB influenciam os niveis de EROs na célula e, por sua vez,

0s niveis de atividade NFkB também s&o regulados pelos niveis de EROs [42].

Tem sido sugerido que o NFKB modula as atividades de inflamassomas, que
sdo ativados através do reconhecimento de padrdes moleculares associados ao
patogeno (PAMPSs) e padrdes moleculares associados a danos em torno de locais de
infeccdo. Portanto, a ativacdo descontrolada de NFkB induz inflamacéo e doencas
cronicas. Varias abordagens terapéuticas foram introduzidas para bloquear a
expressao de NFkB, mas os resultados mostram que a inibicdo de NFKB pode produzir
efeitos colaterais. Por isso, compreender o mecanismo de ativacdo de NFkB em
condicBes patolégicas especificas da doenca € crucial para projetar abordagens

terapéuticas mais eficazes para o controle da inflamacéo [43].

O efeito anti-inflamatério e inibitério do 0zénio aquoso no sistema NFkB foi
investigado in vitro. A atividade de NFkB em células orais estimuladas por TNF foi
inibida apds a incubacdo em meio ozonizado. O mesmo ocorreu nos tecidos de
ligamento periodontal de dentes periodontalmente comprometidos, evidenciando a

capacidade anti-inflamatoria e imunomoduladora do ozénio [44].

Em modelo animal, a ozonioterapia foi capaz de atenuar respostas
inflamatorias em lesdes psoriaticas por efeitos distintos. Pelo efeito antimicrobiano, ao
inibir microrganismos colonizados na superficie das lesdes, o 0zénio reduz a producao
de PAMPs e, portanto, diminui a ativagdo da via TLR2/NFkB. Outro efeito é a
capacidade de ativacdo do sistema antioxidante Nrf2-ARE, que pode antagonizar

respostas inflamatérias mediadas por NFkB. O ultimo, diz respeito a melhora do
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ambiente hipoxico das lesdes cutaneas psoriaticas e consequente inibicdo das

respostas inflamatorias induzidas por hipoxia [45].
2.2.3 Hsp 70

HSPs sdo uma grande familia de proteinas com estrutura altamente
conservada e que sao expressas em condi¢cdes estressantes na célula, impedindo a
transformacéo de proteinas sob situacdes adversas. Essas proteinas desempenham
um papel importante nos processos centrais da célula, atuando como aderentes
moleculares a outras proteinas, tém efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios.
Também auxiliam no dobramento e redobramento precoce de proteinas, protegendo

0 nucleo e a membrana lipidica da destruicdo e prevenindo a apoptose celular.

Todas as células vivas apresentam proteinas HSP, que sao divididas em cinco
classes principais. Uma delas € a HSP 70, o grupo mais sensivel as mudancas de

temperatura e que tem a estrutura mais conservada [46].

As HSPs podem atuar como estimulantes da resposta imune adaptativa por
meio de sua capacidade de ligar peptideos antigénicos. Durante o processamento de
antigenos, elas sinalizam destruicdo tecidual e perigo para células inflamatérias e
ajudam na imunovigilancia, transportando peptideos intracelulares para células

imunes distantes [47].

Embora existam varios tipos de moléculas e células com fun¢cées imunoldgicas
na saliva, o potencial efeito imunoativador da Hsp70 salivar € altamente importante.
Devido a um alerta defensivo continuo ndo especifico, desempenha um papel na

prevencao de infeccbes bacterianas e na manutencdo da mucosa periodontal [48].

O nivel de HSP70 nos fluidos sérico, bucal e gengival de pacientes com
periodontite mostra-se significativamente aumentado em comparacdo com individuos
saudaveis (49); e correlaciona-se com alteragcdes dos parametros clinicos
periodontais, enfatizando seu papel na patogénese da periodontite. O HSP70 age
como um sinal de perigo para liberacdo de citocinas pro-inflamatérias de varias células
imunes [46]. Por outro lado, os niveis de anticorpos anti-HSP70 no fluido crevicular

sdo significativamente mais elevados em sitios de salde quando comparados aos de
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doenca. Esses niveis também se mostram aumentados apoés a terapia periodontal
inicial, sugerindo que o nivel de anticorpos anti-HSP70 pode ser um indicador

adequado do processo de controle da doenca [50].

Em um estudo que analisou a variabilidade no agrupamento do gene da IL-1 e
os niveis plasmaticos de IL-1B em pacientes com periodontite, DM e uma combinacao
de ambas as doencas, o0 HSP70 foi capaz de aumentar os niveis de IL-1(3 [46]. Outro
estudo foi projetado para determinar se a resposta ao tratamento periodontal pode ser
prevista pelos perfis de IgG para os parametros de especificidade P. gingivalis, HSP
e GADG5. Os resultados indicam que a resposta do soro ao HSP70 humano pode ser

protetora em pacientes com DM e periodontite [51].

Observou-se que a dose terapéutica de ozonio (0,84 umol/mL ou 40 pg/mL de
gas por mL de sangue) induziu Hsp-70 in vitro, bem como HO-1. Os dados
bioquimicos séo consistentes com a analise de Western blot e mostram que tanto o
HO-1, quanto o Hsp-70 podem desempenhar papéis protetores importantes nas

respostas adaptativas ao estresse oxidativo [52].

Em outro estudo in vitro, o tratamento com ozonio a 10 pg/mL demonstrou
induzir respostas celulares positivas e duradouras na organizacéo do citoesqueleto e
ativacdo mitocondrial, bem como na transcricdo nuclear. Vale ressaltar que a
exposicao ao 0zonio tem provado preservar as caracteristicas ultraestruturais normais
das organelas celulares. De fato, ndo foram observados sinais de degeneracao e as
alteracoes morfolégicas que ocorrem nas mitocdndrias devem ser consideradas como

consequéncia de alteracfes funcionais e ndo de danos as organelas [53].

Até onde se sabe, ndo ha estudos que avaliam o efeito da terapia de 0zonio
adjuvante ao tratamento periodontal nos niveis de HSP70. No entanto, o 0zénio foi
capaz de aumentar o HSP70 no tratamento de outras condi¢des, como lesdes de

isquemia/reperfusao [54,55].
2.3 POTENCIAL ANTI-HIPOXICO E DE HOMEOSTASE OSSEA E TECIDUAL

A hipoxia (ou anoxemia) € uma condi¢do na qual os tecidos e células do corpo

sdo privados de suprimento adequado de oxigénio [56]. Hipoxia e inflamacao
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frequentemente ocorrem juntas em doencgas inflamatdérias crénicas, o que agrava seus
efeitos (57).

Os tecidos de pacientes com DM séo hipdxicos. No entanto, as respostas
adaptativas a hipoxia sao prejudicadas devido a desregulacdo da sinalizacao do fator
1 alfa induzivel de hipdxia (HIF-1a). Isso contribui para a progressédo do DM e suas
complicacdes [56]. Por outro lado, a hipdxia também é considerada um fator
patogénico da periodontite, danos teciduais e edema em tecidos inflamados podem

resultar em microcirculacdo prejudicada e reducao da oferta de oxigénio [58].

A resposta adaptativa a insuficiéncia de oxigénio no tecido inflamado € o
acumulo e ativacao do regulador transcricional mestre HIF-1a. A imunoreatividade do
HIF-1a em amostras de tecidos de pacientes com periodontite foi mais intensa em
comparagao com gengivite e controles saudaveis [58], sugerindo que a periodontite
pode ser potencialmente prevenida ou tratada por meio da modulagcéo da expressao
ou atividade do HIF-1a [56].

O ozodnio tem demonstrado capacidade de melhorar o transporte de oxigénio
no sangue, o que resulta em alteracdo do metabolismo celular pela ativacdo de
processos aerobicos (glicolise, ciclo de Krebs, B-oxidacdo de acidos graxos) e
utilizac&o de recursos energéticos. Além disso, o 0zonio também previne a formacgao
de agregados eritrocitarios, ativa mecanismos de sintese proteica e aumenta o
numero de ribossomos e mitocondrias nas células. Essas alteracdes em nivel celular
explicam o aumento da atividade funcional e o potencial de ozénio para regeneracéo

tecidual e de 6rgaos [12].

O ozbnio permite que o oxigénio se mova dentro dos tecidos mais facilmente
pelo aumento da quantidade de 2,3-DPG em eritrocitos, bem como pelo aumento na
liberacdo de 6xido nitrico, que leva a vasodilatacdo e ao aumento do fluxo sanguineo
no tecido. O aumento de radicais livres de oxigénio, também provocado pelo ozénio,
leva a uma mudanca nos niveis de enzimas antioxidantes e na atividade do sistema
imunolégico, induzindo a producéo de interferon, IL, TNF e fatores de crescimento em

leucdcitos e células endoteliais. Como resultado, a terapia de o0zdénio pode ser usada
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para o tratamento de condi¢fes fisiopatoldégicas em que o processo inflamatoério €

intenso e o sistema imunolégico é acionado [59].

Estudos in-vitro avaliaram os efeitos do ozonio em fibroblastos. A adi¢ao de 0,5
ppm de ozbnio aumentou significativamente a producdo de colageno tipo 1 por
fibroblastos gengivais humanos primarios (HGFs) em 24 h, sugerindo que o uso clinico
de ozobnio facilitaria o0 equilibrio positivo entre a manutencédo e reparo do tecido
periodontal mediado por HGF [60]. Em outro estudo, células do ligamento periodontal
humano (hPDLFs) e células epiteliais gengivais humanas (Ca9-22) foram tratados
com OUFBW. Os resultados mostraram que OUFBW gera EROs, que por sua vez
ativam a via MAPK. O OUFBW também desencadeou a ativacdo de c-Fos, um
componente principal da proteina ativadora do fator de transcricdo 1 (AP-1), e também
Nrf2. Os resultados da analise de RNA-seq revelaram que 0S numerosos genes
envolvidos nas respostas ao estresse oxidativo ou na via de sinalizagdo MAPK foram
superregulados apds o tratamento com OUFBW, destacando outros papéis biologicos

do OUFBW no tratamento da periodontite, além de sua atividade bactericida [61].

2.3.1 RANKL/OPG

O equilibrio entre a reabsorcdo 0ssea por osteoclastos e a formacéo 6ssea por
osteoblastos determina o nivel de massa 6ssea. RANKL, seu receptor RANK e o
receptor chamariz osteoprotegerina (OPG) sdo moléculas-chave na regulacdo da
diferenciacao, recrutamento e funcao dos osteoclastos [62]. Volume dsseo trabecular
reduzido, aumento da rotatividade 6ssea e maior perda 6ssea na doenca periodontal

estdo associados a um maior niumero de células positivas para RANKL e OPG [57].

Niveis de RANKL aumentados tém sido relatados em situacdes de hipdxia em
hPDLCs [59]. A hipdxia pode afetar a expressdao de RANKL e OPG em hPDLCs, o

gue constitui um importante evento patogénico na reabsorcao 6ssea alveolar [63].

A periodontite € uma doenca osteoimune Unica, na qual o RANKL liga a
resposta imune antibacteriana a destruicdo éssea. Existem poucas outras condi¢cdes

em que a infec¢do ocorre ao redor do 0sso além da periodontite [64].
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O RANKL é identificado em linfécitos, células estromais e muitos outros tipos
de células em tecidos periodontais com fungbes regulatérias diretas ou indiretas.
Citocinas como il-18 e TNF- a podem aumentar a expressdo RANKL em células

periodontais e aumentar a formagao de osteoclatos [62].

Foram observados no fluido crevicular de pacientes com periodontite associada
ao DM2 maior expressdo de RANKL em comparacdo com pacientes sem DM [65].
Além disso, a razdo RANKL/OPG em locais de periodontite ndo tratadas e tratadas
podem ser influenciadas pelo mau controle glicémico em individuos com DM2 [66].
Esses achados mostram que a reabsorcdo 6ssea periodontal pode ser mediada pelo

estado glicémico [65,66].

Descobrir o passo fundamental na expressdo RANKL pode levar a uma nova
visdo sobre a patogénese periodontal e ao desenvolvimento de um novo alvo para a
terapia periodontal. Por exemplo, podemos prevenir a reabsor¢cao 6ssea periodontal
moderando a funcdo dos linfocitos ou alterando o nivel de algumas citocinas, o que
levaria a inibicdo da expressdo de RANKL [62]. Novos alvos terapéuticos sao
interessantes especialmente em grupos de risco de colapso periodontal, como

individuos com DM mal controlado [66].

Em um estudo de periodontite experimental em modelo animal, as aplicacbes
de oz6nio diminuiram células HIF-1-a positivas, evidenciando a capacidade anti-
hipdxia, e contagem de células RANKL-positivas, sendo eficazes na reducéo da perda

Ossea alveolar [59].

A diminuicdo de células RANKL-positivas pode ser uma consequéncia do efeito
antimicrobiano do ozbénio. Isso porque uma das principais bactérias envolvidas na
periodontite, P. gingivalis, também pode modular a expressdo de RANKL/OPG nos
tecidos periodontais, estimulando a osteoclastogénese e levando a reabsorcéo 6ssea

alveolar [67].
2.3.2 MMP8

As MMPs sdo enzimas proteoliticas pertencentes a superfamilia de proteases

de zinco envolvidas na degradacao fisiologica de proteinas na matriz extracelular e
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membranas basais, sendo categorizadas em varios grupos. A MMP-8 pertence ao
grupo de colagenases que exibe uma habilidade Unica de quebrar os colagenos tipos
| e Ill, componentes da matriz extracelular periodontal. Portanto, a MMP-8 é

considerada a principal colagenase na periodontite [68].

Os tecidos conjuntivos de individuos com DM podem manifestar alteracdes
patoldgicas. A suprarregulacéo de citocinas (IL-1 e TNF-a) no tecido gengival e fluido
crevicular induz um aumento da expressao de MMP no tecido periodontal, que por
sua vez, combinado a diminuicdo na producdo de coldgeno por fibroblastos e de
componentes da matriz 6ssea por osteoblastos, pode aumentar a destruicao tecidual
e a gravidade da periodontite [9,69—71]. Em estudo transversal, composto por 451
pacientes, foram encontrados niveis salivares elevados de MMP-8 entre pacientes
com DM [72].

A capacidade do 0zonio em diminuir o nivel de MMP-8 foi testada com o uso
assistido de enxaguante bucal a base de 6leo ozonizado adjuvante ao TPNC e levou
a uma reducéo significativa e mais rapida nas concentracdes salivares de MMP-8,
sendo mais eficaz do que TPNC apenas [46]. O mesmo resultado foi alcancado com
a aplicacdo de 0z6nio gasoso combinado com TPNC em pacientes com periodontite

agressiva [45].
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Figura 1 - Representacéo esquematica do potencial efeito do ozdnio sobre mecanismos

envolvidos na periodontite associada ao DM.
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2.4 CONCLUSAO

Além dos conhecidos efeitos antimicrobianos, o 0zénio também possui efeitos
imunomoduladores ainda pouco explorados no tratamento da periodontite e que
podem ser de grande valor para pacientes com DM. O ozénio tem apresentado efeitos
positivos em diversos mecanismos moleculares e vias de sinalizagdo que também

estdo envolvidos tanto na periodontite, quanto no DM. Isso indica um potencial
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impacto local, por meio da citoprotecéo oferecida aos tecidos periodontais, bem como

sistémico, que pode representar melhor controle glicémico nesse grupo de pacientes.

Assim, os efeitos imunomoduladores do ozonio devem ser melhor investigados,
preferencialmente por meio de técnicas moleculares, para uma compreensao robusta
de seu modo de atuacdo no tratamento periodontal de pacientes com DM. Esse
entendimento permitira o desenvolvimento de protocolos de tratamento

personalizados e mais eficazes.
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CAPITULO 3 - OZONIOTERAPIA ADJUVANTE AO TRATAMENTO PERIODONTAL
NAO CIRURGICO EM PACIENTES COM DIABETES MELLITUS TIPO 2: RELATO
DE CASOS

RESUMO

Introducéo: Considerando o importante papel da resposta inflamatéria do hospedeiro
na patogénese da periodontite associada ao DM, diferentes tratamentos moduladores
dessa resposta tém sido propostos como adjuvantes ao TPNC. Nesse sentido, a
ozonioterapia, por seu efeito antimicrobiano e imunomodulador, pode ser uma
importante ferramenta, com potenciais efeitos locais e sistémicos.

Tratamento: A proposta desse relato de série de casos foi utilizar um protocolo nunca
antes testado, que reune as trés formas de uso do ozénio (agua, gas e 0leo), aplicadas
em cinco sessdes adjuvante ao TPNC em individuos com DM2. O tratamento
combinado foi testado em sete individuos. Parametros periodontais (IPV, SS, PS e
NIC) e sistémicos (CRP e HbA1c) foram avaliados.

Conclusao: O protocolo sugerido apresentou melhores resultados, tanto nos
parametros periodontais como sistémicos, quando comparado a estudos anteriores
gue avaliaram o TPNC como monoterapia. O protocolo sugerido deve ser replicado
em futuros ensaios clinicos com maior amostragem, para confirmar a eficacia da
ozonioterapia como aliada ao tratamento da periodontite associada ao DM2.

Palavras-chave: ozonio, periodontite, diabetes mellitus tipo 2, tratamento periodontal
nao-cirurgico, relato de casos

ABSTRACT

Introduction: Considering the important role of the host inflammatory response in the
pathogenesis of diabetes associated to periodontitis, different treatments that
modulate this response have been proposed as adjuncts to non-surgical periodontal
therapy. Due to antimicrobial and immunomodulatory effect of ozone therapy, it can be
an important tool, with potential local and systemic effects.

Treatment: The purpose of this case series was to use a never-before-tested protocol,
which brings together the three forms of ozone use (water, gas and oil), applied in five
adjuvant sessions to NCPT in individuals with DM2. The combined treatment was
tested in seven subjects. Periodontal (visual plague index, bleeding on probing, depth
on probing and clinical attachment level) and systemic (C-reactive protein and glycated
hemoglobin) parameters were evaluated.

Conclusion: The suggested protocol showed better results, both in periodontal and
systemic parameters, when compared to previous studies that evaluated NCPT as
monotherapy. The suggested protocol should be replicated in future clinical trials with
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a larger sample, to confirm the effectiveness of ozone therapy as an ally in the
treatment of periodontitis associated with type 2 diabetes mellitus.

Keywords: ozone, periodontitis, type 2 diabetes mellitus, non-surgical periodontal
treatment, case reports.

3.1 INTRODUCAO

O TPNC é a base para tratar as doencas periodontais, consiste na remoc¢ao
mecanica e reducao microbiana das superficies do dente [1]. Porém, quando essa
doenca bucal esta associada a alteracfes sistémicas, como o DM, os resultados do
TPNC podem ser afetados [2]. Embora a periodontite esteja associada a uma
microbiota disbiotica, o principal determinante do dano tecidual é a resposta imune
inflamatoria do hospedeiro ao desafio microbiano [3]. Nesse sentido, a combinacgéo
do debridamento mecanico com estratégias que modulam os aspectos destrutivos da
resposta inflamatéria do hospedeiro tem sido proposta para se alcancar melhores

resultados clinicos [4].

O ozbnio é um oxidante poderoso com atividade antimicrobiana e capacidade
de agir como um modulador imunoldgico e metabdlico do hospedeiro [5]. Seu
mecanismo de acdo é baseado na producdo de radicais livres que levam a um
estresse oxidativo agudo, mas controlado, nas células humanas, resultando na
modulacao da resposta antioxidante e do metabolismo do oxigénio e energia celular,
0 que promove respostas bioldgicas positivas [6]. Essas caracteristicas representam
uma abordagem muito interessante no tratamento da periodontite associada ao DM,
entretanto, apenas dois estudos avaliaram seus efeitos [7,8]. S&o0 necessarios mais
ensaios clinicos bem delineados para a melhor compreensao do papel do 0zénio no
tratamento dessa doenca combinada. Sendo assim, 0 objetivo desse relato de casos
foi propor um protocolo ainda nao testado, unindo as trés formas de aplicacdo do

o0zo6nio adjuvantes ao TPNC para ser replicado e confirmado em futuros estudos.
3.2 Metodologia

Esse relato de casos foi composto por 7 individuos portadores de DM2, 2
homens e 5 mulheres, com idades entre 54 e 64 anos (idade média - 58 anos). Os

participantes do estudo deveriam apresentar diagnéstico de periodontite Estagio Il ou
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IV segundo a classificacdo das doencas e condi¢des periodontais e peri-implantares
de 2018 (perda de inser¢do interproximal de 5 mm ou mais no pior sitio ou perda éssea
radiogréfica se estendendo & metade ou ao terco apical da raiz) [9]; ter no minimo 12
dentes remanescentes e pelo menos 6 sitios com PS e CAL = 5mm com SS; pelo
menos um sitio com PS e CAL = 6mm; DM2 diagnosticado ha mais de 2 anos e HbAlc
> 6,5%. Foram excluidos tabagistas (o individuo foi considerado ndao fumante se
tivesse parado de fumar ha mais de cinco anos), gestantes, lactantes, pacientes que
realizaram tratamento periodontal ha menos de 6 meses; que utlizaram
medicamentos antimicrobianos ou imunomoduladores nos Ultimos 3 meses; que
apresentaram alteracdes sistémicas (além do DM2) que interfiram na condicao
periodontal, como HIV, desordens imunoldgicas, obesidade mérbida (IMC=40) ou
baixo peso (IMC<18,5).

O estudo foi realizado de janeiro a setembro de 2022, teve aprovacédo do
Comité de FEtica em Pesquisa da Universidade de Brasilia (UnB): CAAE:
51018821.2.0000.0030 e seguiu as diretrizes do CARE (CAse REport) [10]. Todos os
participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido antes do
tratamento. Os pacientes foram questionados, antes do tratamento e a cada consulta
de acompanhamento, sobre as estratégias de controle do diabetes, como medica¢cdes
(tipo, dose e posologia), dieta, pratica e frequéncia de exercicios fisicos. Eventos

adversos e tolerabilidade ao tratamento também foram investigados a cada consulta.

Foram avaliados IPV (indice de placa visivel), SS, PS e NIC de 6 sitios por
dente (vestibular, mésio-vestibular, disto-vestibular, lingual, mésio-lingual e disto-
lingual) com o auxilio de uma sonda periodontal Carolina do Norte (HU-FRIEDY). O

exame clinico periodontal foi realizado antes, 30 e 90 dias apds o tratamento.

As radiografias periapicais e interproximais foram realizadas antes do
tratamento na clinica radiolégica FENELON, que adotou todas as medidas de
biosseguranca (uso de luvas, gorros, mascaras e aventais, material esterilizado ou
descartavel, etc) exigidas para o atendimento odontolégico bem como a utilizacdo de
medidas de radioprotecdo (filmes sensiveis, aventais de chumbo nos pacientes e
biombos de chumbo para protecdo dos pesquisadores) que minimizam os efeitos

adversos oriundos da utilizagédo de radiagéo ionizante para fins de diagndstico.
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Para a realizacdo da analise microbioldgica, foram coletadas amostras dos 4
sitios com maiores valores de PS. ApOs raspagem supragengival, secagem e
isolamento relativo da &rea com gaze, a placa subgengival foi coletada com um anico
movimento 4pico-coronario utilizando curetas mini-five (hu-friedy). A cureta foi agitada
fortemente em um tubo de eppendorff contendo 150ul de RNA later. As amostras

foram armazenadas em freezer a -80 até serem avaliadas.

Até este momento, foram avaliadas apenas as amostras de dois pacientes em
diferentes tempos. A técnica utilizada foi PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em
tempo real, com o kit ParodontoScreen da DNA-TECHNOLOGY (Moscou, Russia) e
o termociclador da mesma marca (Figura 5), que quantificou os principais patégenos
periodontais, dos complexos vermelho (P. gingivalis, T. denticola T. forsythia) e laranja
(P. intermedia) proposto por Socransky [13]. Além de Candida Albicans e A.

actinomycetecomitans, que nao foram detectadas nas amostras avaliadas.

Exames laboratoriais, hemograma completo, HbAlc e CRP, foram realizados

antes, 30 e 90 apds o tratamento no laboratorio SABIN de medicina diagndstica.
3.3 INTERVENGAO TERAPEUTICA

A TPNC foi realizada em 3 sessfes, uma sesséo a cada 3 ou 4 dias. Na primeira
sessdo foi realizada aplicacdo de evidenciador de placa (ANGELUS), instrucdo de
higiene bucal, controle de placa (com tacas de borracha e pasta profilatica), além de
raspagem supra gengival com ultra-som, curetas McCall 13-14/17-18 e cureta
Finlandia WS 14/15 (MILLENNIUM). Os pacientes receberam uma escova
(SENSODYNE limpeza profunda) e foram orientados quanto a técnica de escovacao
(stillman modificada) e uso de fio dental. Os pacientes com indicacdo de uso de
escova interdental (presenca de espacos interproximais aumentados e proéteses)
receberam escova interdental (ORAL-B). As instrucfes de higiene foram reforcadas a
cada sessdo do tratamento. Na segunda e terceira sessdes foram realizadas
respectivamente, raspagem subgengival superior e inferior dos sitios com PS= a 5
mm, realizadas sob anestesia local, utilizando curetas Gracey 5/6, 11/12 e 13/14 (HU-
FRIEDY) e curetas mini-five de mesma numeracdo (HU-FRIEDY) para bolsas

estreitas e profundas.
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Utilizando o gerador de oz6nio (PHILOZON MEDPLUS MX - registro Anvisa
80472910001) (Figura 1), a ozonioterapia foi realizada em 5 sessodes (2 a 3 vezes por
semana). O ozdnio foi utilizado nas suas 3 formas de aplicacdo, agua (Figura 2), gas
(Figura 3) e dleo (Figura 4). A agua foi gerada na coluna de vidro (Figura 1) para
ozonizagdo (PHILOZON), conectada ao gerador de oz6nio calibrado para 60 pg/ml por

5 minutos, atingindo uma concentragéao final de 12 pg/ml.

Durante todo o procedimento do TPNC foi utilizada irrigagdo com &agua
ozonizada em substituicdo a dgua da seringa triplice para lavagem de debris. Apés a
raspagem e utilizando ponta de irrigacdo endodéntica, foram aplicados 20ml de agua
ozonizada nas bolsas com PS =5 mm, em seguida 20 ml de gas ozonizado (30 pg/ml)
e para finalizar, 6leo ozonizado (600 meqg/kg). O gas e o 6leo também foram aplicados
em toda a extensao da bolsa periodontal com uma agulha romba. A aplicacéo do gas
foi realizada com o aspirador posicionado junto a ponta de aplicacao para evitar ser

aspirado pelo paciente.

O exame clinico periodontal, o TPNC e ozonioterapia foram conduzidos por

apenas um operador experiente, especialista em periodontia (EGA).
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3.4 ACOMPANHAMENTO E RESULTADOS

Todos os 7 pacientes foram acompanhados 30 dias ap0s o tratamento. Desses,
6 também foram avaliados apds 90 dias, 1 ainda nao completou 90 dias do tratamento,

ele sera avaliado em outubro/2022.

Os participantes aderiram e colaboraram com o tratamento, apresentando
melhora da higienizacéo, evidenciada pelo IPV. Todos os exames laboratoriais foram

realizados no mesmo laboratério e nos exatos momentos solicitados.

Ndo foram relatados eventos adversos, mas 3 pacientes, ao serem
guestionados sobre a tolerabilidade do tratamento, se queixaram de sensibilidade
dentinaria no momento da aplicacdo da agua ozonizada. Seguindo a orientacao do
fabricante do gerador de ozbnio (PHILOZON) e da “Declaracdo de Madrid sobre
terapia de oz6nio” [11], a agua bidestilada a ser ozonizada foi mantida em baixas
temperaturas (entre 8 e 10 graus) para manter as propriedades do ozoénio apos
ozonizacdo. Talvez isso ndo seja necessario se a agua for utilizada imediatamente

apos a ozonizacao, como foi o caso.
3.4.1 Resultados clinicos e bioquimicos

A Tabela 1 apresenta os parametros periodontais (média total e média dos
sitios com PS inicial 25mm), CRP (mg/L) e HbAlc (%), que foram registrados no inicio

do tratamento (7 pacientes), 30 dias ap0s (7 pacientes) e 90 dias ap0s (6 pacientes).

Todos os pacientes apresentaram melhora nos parametros periodontais em
todas as avaliagBes. Dos 7, apenas 2 pacientes ainda ndo atingiram o endpoint do
tratamento (<4 bolsas com PS =25mm) [12] apo6s 90 dias. Isso pode ser justificado pela
presenca de lesfes de furca e/ou terceiros molares mal posicionados, situacées que

necessitam de tratamento cirdrgico adicional.



Tabela 1 Média dos parametros periodontais, bioquimicos e resultado ap6s 30 e 90 dias.

Inicio (7 Dia 30 (7 pacientes) | Dia 90 (6 pacientes) | Resultado 30 dias Resultado 90 dias

pacientes)

Numero sitios 2 5mm 14,71 6,29 5,00 -57,28% -63,92%

IP total 54,86% 15,86% 11,00% -71,09% -75,48%

IP sitios 25mm no inicio 73,96% 30,81% 21,45% -58,33% -64,05%

SS 50,00% 9,29% 7,67% -81,43% -82,23%

SS sitios 25mm no inicio 91,40% 31,29% 9,67% -65,77% -87,46%
PS média total 3,34 2,69 2,68 -0,66 -0,29
PS média sitios 25mm no inicio 5,94 4,23 3,92 -1,71 -1,31
NIC média total 3,56 3,01 3,00 -0,54 -0,14
NIC média sitios 25mm no inicio 6,31 4,77 4,23 -1,55 -1,04
CRP 6,48 3,14 2,93 -9,61 -3,41

HbAlc % 10,47 10,40 9,37 -0,07 -0,65
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3.4.2 Resultado do piloto microbiolégico

Como apresentado na Tabela 2, houve reducéo consideravel na quantidade de
periodontopatégenos 30 dias apos o tratamento (sitio 1); o sitio onde foi reavaliado 90
dias apoés (sitio 2), notamos reducdo mais modesta; enquanto no terceiro sitio,
comparando amostras 30 dias e 90 dias apés o tratamento, notamos ligeiro aumento

na quantidade de patdégenos periodontais.

Tabela 2 Resultado microbiolégico paciente 1

Inicial |30 dias

P. gingivalis 1,6 0
P. intermedia 6,6 4,7
T. forsythia 7,4 15
T. denticola 7,9 53
Dados clinicos (PS, SS) 5mm 5mm
SS+ SS+

Tabela 3 Resultado microbiolégico paciente 2

Sitio 1 Sitio 2

Inicial 90 dias |30 dias |90 dias

P. gingivalis 0 2,6 4,0 50
P. intermedia 6,3 51 3,7 4,2
T. forsythia 7.3 6,3 4,0 4,2
T. denticola 7.3 6,1 31 4,1
Dados clinicos (PS, SS) 6 mm, 6 mm, 5 mm 3 mm

SS+ SS- SS+ SS-
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3.5 DISCUSSAO

O protocolo de ozonioterapia sugerido nesse estudo se baseou em achados de
estudos anteriores. Os dois Unicos trabalhos que avaliaram a ozonioterapia
juntamente com TPNC de pacientes com periodontite associada ao DM, mostraram
resultados clinicos satisfatorios, mas sem significancia estatistica nos parametros
clinicos e na HbAlc quando comparado ao TPNC como monoterapia. Delvecchio e
colaboradores [14] utilizaram 3 aplicagbes (uma a cada dois dias) de o0z6nio nas
formas &gua e gas, enquanto Marconcini e colaboradores [8] testaram o uso
doméstico de um dispositivo de entrega de ozdnio gas domiciliar duas vezes ao dia.
No intuito de otimizar a acdo do ozbnio, 0 protocolo desse estudo propde mais
aplicacoes (5 sessdes) e inclui a aplicacao do 6leo ozonizado, que foi apontado como
sendo capaz de reduzir o nivel de MMP-8 [15].

Nenhum dos estudos supracitados avaliou o efeito do 0zénio sobre marcadores
inflamatorios, como a CRP, que é um reagente de fase aguda produzida pelo figado
em resposta a citocinas pro-inflamatoérias, especialmente a IL-6. A CRP € um
marcador inflamatério preditor independente de doencas cardiovasculares e seu nivel

esta associado a maior risco de mortalidade em adultos com DM [16].

Estudos randomizados de longa duracdo avaliando tratamento periodontal e
marcadores inflamatorios em individuos com DM sdo escassos. Isso pode estar
relacionado a dificuldade em recrutar pacientes que preencham os critérios de
inclusdo; necessidade de manter as medicacdes durante o periodo de

acompanhamento e necessidade de controle de indice de massa corporal (IMC) [17].

Duas meta-analises avaliaram o efeito do TPNC nos niveis de CRP em
pacientes com DM e apontaram reducdo de 1,28.mg/L [17] e 1,89mg/L [18]. Esses
resultados sédo inferiores ao obtido nesse presente estudo, que mostrou reducao
média de 3,41 mg/L apo6s 90 dias, suportando a hipétese de que o efeito anti-
inflamatoério o ozénio pode potencializar a diminuicdo de marcadores inflamatérios

séricos.

Em relacdo ao impacto do TPNC aliado a ozonioterapia sobre a HbAlc, houve

uma diminuicdo meédia de 0,65 pontos percentuais, resultado ligeiramente superior ou
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semelhante a algumas meta-analises que avaliaram o TPNC como monoterapia
[8,15,18-21]. Esses estudos mostraram uma diminui¢cdo de HbAlc que variou de 0,29
a 0,65 pontos percentuais. Seria interessante que em estudos com amostra maior, a
avaliacdo da HbAlc fosse realizada por subgrupos, considerando os diferentes

estagios ou gravidade da periodontite e do DM.

No piloto microbioldgico, foi observado um aumento dos microorganismos entre
os dias 30 e 90 apods o tratamento. Essa observacao sugere a hipétese de efeito
antimicrobiano imediato do 0z6nio ndo se manter ao longo do tempo no ambiente
subgengival. O que é corroborado pela instabilidade caracteristica da molécula de
0z6nio e pela resiliéncia do microbioma bucal. O termo resiliéncia é a capacidade de
um sistema resistir a mudancas, uma comunidade microbiana associada a doenca
exibe dificuldade em retornar a uma microbiota associada a saude [22]. Apesar disso,
0os resultados clinicos seguiram apresentando melhora, possivelmente pela
capacidade bioestimuladora do 0z6nio. Sendo assim, do ponto de vista microbiano, é
possivel que melhores resultados sejam obtidos com a continuidade de aplicacdo em
determinados intervalos de tempo, como um coadjuvante da terapia periodontal de

suporte.

Quando comparamos nossos resultados clinicos aos de um estudo que avaliou
o efeito de antibidticos (amoxicilina e metronidazol) associados ao TPNC em
pacientes DM2 [23], nhotamos que os resultados do grupo controle desse estudo (sem
antibiético) foram inferiores aos nossos resultados obtidos com ozénio adjuvante, mas
inferiores ao grupo teste (com antibiotico). Ndo existe nenhum trabalho que compare
diretamente antibidticos e ozonioterapia adjuvantes ao TPNC. Essa comparacao seria
muito interessante pois ainda que os resultados da ozonioterapia sejam semelhantes
ou ligeiramente inferiores ao uso de antibiéticos, considerando os efeitos adverso dos
antibidticos, principalmente em relacdo ao risco de resisténcia microbiana [24], a

ozonioterapia pode ser uma alternativa valida.
3.6 CONCLUSOES

Os resultados positivos obtidos nesse estudo piloto sugerem que o protocolo

de ozonioterapia proposto, 5 sessfes (uma a cada 3 ou 4 dias), utilizando as trés
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formas de aplicacdo do ozbnio (dgua, gas e 06leo), pode ser adequado para ser

replicado em futuros estudos com objetivo de confirmar a eficacia da ozonioterapia

adjuvante a terapia periodontal em pacientes com DM2.
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CAPITULO 4 - DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES DA DISSERTAGAO

4.1 DISCUSSA-0 GERAL

Atualmente estima-se que 537 milhdes de adultos com idade entre 20 e 79
anos em todo o mundo (10,5% de todos os adultos nessa faixa etaria) tenham DM.
Até 2030, 643 milhdes, e até 2045, 783 milhdes de adultos com idades entre 20 e 79
anos sao projetados para viver com DM. Assim, enquanto se estima que a populacéao
mundial cresca 20% neste periodo, estima-se que o numero de pessoas com DM
aumente 46% [3]. Consequentemente, também esta havendo o aumento da incidéncia

de complicacdes dessa doenca metabdlica [4], entre elas, a periodontite.

O DM é um desafio para a clinica periodontal, pois além de representar maior
risco e gravidade da periodontite [122], esta associado a piores resultados da terapia
periodontal e maior dificuldade de controle da saude periodontal ao longo do tempo.
E importante destacar que o cirurgido-dentista deve estar preparado para o manejo
adequado desse paciente, que envolve a interacdo com o médico endocrinologista,
conhecimento dos parametros de glicemia, compreensao dos agentes farmacoldgicos
usados e capacidade de manejar eventos de hipoglicemia caso ocorram no
consultério. Além disso, o paciente deve ser educado sobre as inter-relacdes entre a
saude periodontal e o controle glicémico, com énfase nos impactos sistémicos da

infeccéo periodontal [123].

A compreenséo de que a resposta do hospedeiro € o principal determinante da
doenca periodontal em pacientes com DM é crucial para a conducao clinica desses
pacientes, que estardo cada dia mais presentes nos consultérios odontolégicos.
Nesses casos, a disbiose € resultado principalmente do estado hiperinflamatorio do
individuo [27]. Sendo assim, para o sucesso do tratamento e manutencdo da saude
periodontal a longo prazo, é importante levar em consideracdo estratégias

terapéuticas para otimizar a resposta inflamatéria do hospedeiro.

Vale ressaltar que o efeito do tratamento periodontal sobre o controle glicémico,

mesmo que pequeno, pode representar um importante impacto sobre o risco de
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eventos e complicagcdes em pacientes com DM2. E sabido que uma reducéo de um
por cento na HbAlc esta associada a reducdes de 14% no risco de infarto do
miocardio, 21% para mortes relacionadas ao diabetes e 37% para complicacdes
microvasculares [124]. Dessa forma, todo o esfor¢co para se potencializar essa

diminuicéo é valida.
4.2 PERSPECTIVAS FUTURAS

Embora os avancos cientificos das ultimas décadas permitiram uma melhor
compreensao dos efeitos benéficos do 0zbnio, os mecanismos envolvidos na sua
acao sobre os tecidos periodontais alterados, sobretudo em pacientes com DM, ainda
nao foram elucidados. O presente estudo evidenciou os principais potenciais efeitos
do ozbnio que podem contribuir para homeostase 0ssea e tecidual além de beneficios
relacionados a saude geral. Por esses multiplos efeitos, merece ser explorado em

futuros estudos.

E importante que 0s novos ensaios clinicos apresentem tamanhos amostrais
suficientes para que seja possivel avaliar as diversas covariaveis confundidoras e
modificadoras do resultado do tratamento periodontal. Outro ponto diz respeito a se
buscar homogeneidade nos estudos, para que seja possivel fazer comparacoes.
Também deve-se levar em consideracédo o efeito da terapia nos diversos estagios da
periodontite e do DM, como por exemplo, separando resultados em sitios com
profundidade rasa, intermediaria e profunda pois alteragcbes médias de boca toda
podem mascarar melhoras clinicas nessas regides. Assim a amostra precisa ter um

escopo que permita ser dividida em subgrupos, sem perder o poder dos estudos.

As tecnologias OMICS, como possibilidade de identificacdo e a caracterizacao
de possiveis genes, proteinas e moléculas envolvidas na acdo do 0z6nio nos tecidos
periodontais de pacientes com DM, podem ser chaves para esclarecer o papel
regulador do 0z6nio no microambiente imunoldgico periodontal e assim possibilitar o
desenvolvimento de abordagens direcionadas e individualizadas, como preconizado

pelo conceito atual de “odontologia personalizada”.
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4.3 CONCLUSOES

A partir da analise das evidéncias sobre a ozonioterapia, € possivel concluir
que, além do ja comprovado efeito antimicrobiano, o o0zénio tem diversas
caracteristicas biomoduladoras que podem ser de grande valor na terapia periodontal

de pacientes com DM.

Os potenciais beneficios do ozbénio que foram identificados e revisados por
esse trabalho sdo: efeito antioxidante e anti-inflamatorio, principalmente via Nrf2 e
NFkB; efeito anti-hipdxico devido a ativacdo de processos aerébicos e via modulacdo
HIF-1-a; além de contribuicdo para homeostase 0ssea e tecidual, pela diminuicdo de
células RANK-L positivas e enzimas proteoliticas MMP-8.

No estudo clinico piloto aqui apresentado, o ozénio se mostrou efetivo no
tratamento da periodontite associada ao DM, tendo um impacto positivo nos
resultados clinicos periodontais e nos niveis de CRP e HbAlc, sugerindo que 0 ozénio
guando utilizado no tratamento periodontal também pode contribuir para controle do
DM. Além disso, ha vantagens de ser uma terapia minimamente invasiva, econémica,

bem tolerada pelos pacientes e sem o risco de provocar resisténcia bacteriana.

Os resultados apontam que 0 novo protocolo aqui proposto € adequado para
ser reproduzido e testado em ensaios clinicos futuros, que sdo necessarios para
confirmar a capacidade do ozdnio em ser um diferencial no tratamento da periodontite
associada ao DM sob o ponto de vista local e geral, com consequentemente melhora

da qualidade de vida desses pacientes.
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CAPITULO 5 - PRESS RELEASE

A Periodontite € uma condicao inflamatoéria caracterizada pela destruicdo do
aparato de suporte do dente e que, se nao tratada, pode levar a perda de dentes. A
degradacdao periodontal € desencadeada pela placa bacteriana, mas sua progressao
e gravidade é dependente de fatores hereditarios, sistémicos e ambientais. Por isso
individuos com altera¢gBes imunoinflamatérias, como o DM, apresentam risco maior
de desenvolver periodontite, que por outro lado dificulta a absorcdo de insulina,

podendo causar uma descompensacao glicémica nos portadores de DM.

O tratamento da periodontite é baseado na remocéao de calculo (tartaro) e placa
bacteriana por meio do procedimento de raspagem e alisamento da raiz do dente.
Muitas vezes esse procedimento ndo € suficiente para se alcancar saude periodontal,
seja pela dificuldade na descontaminacdo completa do dente, seja pela resposta
ineficiente do organismo em controlar a infeccao periodontal. Sendo assim, alguns
tratamentos adjuvantes sédo estudados para melhorar os resultados da terapia

periodontal.

O ozbnio é um gas que apresenta propriedades antimicrobianas e produz
efeitos imunomoduladores, o pode representar uma ferramenta poderosa para
pacientes com periodontite associada ao DM. Nesse sentido, apés uma reviséo da
literatura sobre o potencial biomodolador do ozbnio, principalmente seus efeitos
antioxidante, anti-inflamatério e antihipdxico, foi proposto um protocolo novo de
ozonioterapia adjuvante ao tratamento da periodontite associada ao DM. O protocolo
foi testado em sete pacientes e os resultados obtidos foram superiores quando
comparados a outros estudos que utilizaram apenas o tratamento periodontal
convencional. A superioridade foi em relacdo aos parametros de saude periodontal e

saude sistémica (avaliada pelos exames de CRP e HbAlc).

Sedo assim, se confirmado por outros estudos, o protocolo de tratamento
proposto nesse estudo podera contribuir para a manutencao da saude bucal e melhor

controle do DM nesses pacientes.
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

== Universidade de Brasilia

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

Convidamos o(a) Senhor(a) a participar voluntariamente do projeto de pesquisa O EFEITO DA
OZONIOTERAPIA ADJUVANTE A TERAPIA PERIODONTAL NAO CIRURGICA NOS PARAMETROS
CLINICOS, MICROBIOLOGICO E IMUNOLOGICO EM INDIVIDUOS COM PERIODONTITE ASSOCIADA
AO DIABETES MELLITUS TIPO 2, sob a responsabilidade da pesquisadora Elisa Grillo Aratjo.

O objetivo desta pesquisa é avaliar o efeito da ozonioterapia associada ao tratamento da periodontite
(inflamagéo da gengiva) visando obter melhores resultados da tratamento periodontal e também possiveis
efeitos sistémicos, como melhora do controle do Diabetes.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da pesquisa e
Ihe asseguramos que seu nome nao aparecera sendo mantido o mais rigoroso sigilo pela omissao total de
quaisquer informagdes que permitam identifica-lo(a).

A sua participagao sera se submeter ao fratamento periodontal nao-cirurgico, que € o procedimento
de remocgao de placa bacteriana e calculo (tartaro), realizado por meio de raspagens e polimento do dente.
Esta terapia sera associada ou nao a ozonioterapia, que € a aplicagao do gas ozdnio com potencial
antimicrobiano e modulador do sistema imunolégico.

O (a) senhor (a) podera ser alocado (a) no grupo que sera submetido ao tratamento ndo cirlirgico
associado a ozonioterapia (grupo teste) ou no grupo que recebera apenas o tratamento padrao, ou seja,
apenas o tratamento periodontal nao-cirirgico (grupo controle). A alocagdo sera realizada por
randomizagao, ou seja, cada paciente tera chances iguais de pertencer a um grupo ou outro.

No final da pesquisa, caso o grupo teste apresente melhores resultados, os pacientes do grupo
controle terao acesso ao tratamento com ozonioterapia.

A pesquisa tera duragao de aproximadamente 7 meses, com consultas semanais ou quinzenais nos
trés primeiros meses e mensais do terceiro ao sexto més. O tratamento sera realizado na clinica
odontolégica do HUB.

Os riscos decorrentes de sua participagao na pesquisa sao:

« Complicagdes relacionadas a coleta de sangue. Para minimizar estes riscos, a coleta sera realizada
por profissionais habilitados e experientes, cumprindo as normas de higiene e utilizando dispositivos
adequados ao procedimento.

« Anestesia: hematoma, dor, parestesia, aceleragdo batimento cardiaco, reagdes psicossomaticas e
alérgicas. Para minimizar os riscos relacionados a anestesia, a inje¢ao do anestésico sera realizada
de forma lenta evitando atingir nervos e vasos e serao utilizadas doses adequadas de anestésico de
baixissimo potencial alérgico (Cloridrato de Lidocaina 2%).

» Hipersensibilidade dentinaria temporaria apos terapia de raspagem. Para minimizar esse risco sera
evitada a sobre instrumentagao da superficie radicular. E caso ocorra, a equipe da pesquisara sera
responsavel por tratamento com dessensibilizantes.

» Toxicidade relacionada ao ozbnio: Se inalado, o gas ozbnio pode ser causar irritagdo no trato
respiratorio superior e causar tosse, rinite, cefaléia. Esse risco sera minimizado pois o gas sera
contido em seringa para aplicagdo local intrabucal. Além disso, o gas sera usado em baixas
concentragdes e serdo tomados os devidos cuidados no manuseio para nao ser inalado.

Rubricas
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== Universidade de Brasilia

Beneficios da sua participacao sao:
« Além do tratamento da inflamagdo da gengiva (periodontite), receber outros tratamentos
conforme necessidade (tratamento de carie, canal e mau-halito).

* Melhora dos sinais clinicos da doenga periodontal (sangramento e profundidade a sondagem).

¢ Diminuir progressao da doenga periodontal.
« Evitar perda de dentes.
¢ Diminuir o numero de periodontopatégenos (bactérias) na microbiota bucal.

* Possiveis efeitos sistémicos do tratamento periodontal e da ozonioterapia, com redugédo do
estresse oxidativo sistémico e melhora do controle glicémico.

O(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer procedimento) qualquer
questdo que lhe traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento
sem nenhum prejuizo para o(a) senhor(a). Sua participagao é voluntaria, isto é, ndo ha pagamento por sua
colaboracgéo.

Caso necessite comparecer a sessdes exclusivamente para a pesquisa, o (a) senhor(a) recebera
ressarcimento do transporte.

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participagao na pesquisa, o(a) senhor(a)
devera buscar ser indenizado, obedecendo-se as disposigoes legais vigentes no Brasil.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia - Unb, podendo ser
publicados posteriormente em revistas ou periédicos odontoldgicos. Os dados e materiais serao utilizados
somente para esta pesquisa e ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de cinco anos, apds isso
serao destruidos.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer davida em relacdo a pesquisa, por favor telefone para: ELISA
GRILLO ARAUJO, 98424-7764 | 3711-1818, disponivel inclusive para ligagdo a cobrar, ou email:
elisagrillo@gmail.com

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude
(CEP/FS) da Universidade de Brasilia. O CEP é composto por profissionais de diferentes areas cuja fungao
& defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e contribuir no
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. As duvidas com relagdo a assinatura do TCLE ou
os direitos do participante da pesquisa podem ser esclarecidos pelo telefone (61) 3107-1947 ou do e-mail
cepfs@unb.br ou cepfsunb@gmail.com, horario de atendimento de 10:00hs as 12:00hs e de 13:30hs as
15:30hs, de segunda a sexta-feira. O CEP/FS se localiza na Faculdade de Ciéncias da Saude, Campus
Universitario Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia, Asa Norte.

Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi elaborado em duas vias,
uma ficara com o pesquisador responsavel e a outra com o(a) Senhor(a).

Data:

Nome e assinatura do Participante de Pesquisa

Elisa Grillo Araujo
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ANEXO C - RESULTADO COMPLETO DA ANALISE MICROBIOLOGICA POR
PCR

MS_13_0 Parodont MS_13_30 Parodont

Totall bacterial DNA 315 4.0 + A3 Totall bacterial DNA 315 4.0
IC 30.7 4.2 IC 30.5 4.3
B2 Actinobacillus actinomycetemcomilg - - - B3 A actinomy - -
IC 315 4.0 IC 31.3 4.0
c2 Porphyromorans gingivalis 394 16 + c3 Porphyromorans gingivalis - -
IC 31.0 41 Ic 31.0 4.1
D2 Prevotella intermedia 224 6.6 + D3 Prevotella intermedia 29.1 4.7
Ic 31.0 4.1 Ic 30.2 4.4
Tannerela forsythensis 20.0 74 + Tannerella forsythensis 398 1.5
E2 Ic 309 4.1 E3 Ic 315 4.0
Marker - - Marker -
F2 Treponema denticola 18.3 79 + F3 Treponema denticola 26.9 53
IC 30.9 4.1 Ic 294 46
Candida albicans - - - Candida albicans - -
G2 ic 310 | 44 3 © 32 | 41
sic 19.2 76 + sic 21.7 6.9
H2 ic 310 | 41 H3 c 312 | 41
MS_28_0 Parodont MS_28_90 Parodont
Tatall hactarial DNA 332 35 + A5 Totall bacterial DNA 35.0 29
IC 30.9 4.1 IC 31.2 4.1
Y - - - Actinobacillus actinomyocetemcomitg - -
B ic 308 | 42 8s ic 309 | 41
ca Porphyromorans gingivalis - - - cs Porphyromorans gingivalis 36.3 26
Ic 31.0 4.1 Ic 31.2 4.1
D4 Prevotella intermedia 235 6.3 + D5 Prevotella intermedia 278 5.1
IC 30.6 4.2 Ic 30.4 4.3
Tannerela forsythensis 20.3 7.3 + Tannerela forsythensis 235 6.3
E4 Ic 309 4.1 E5 Ic 306 4.2
Marker - - Marker -
Fa Treponema denticola 203 73 + F5 Treponema denticola 241 6.1
IC 31.6 3.9 Ic 30.3 4.3
Candida albicans - - - Candida albicans - -
G4 Ic 312 4.1 G5 Ic 31.3 4.0
sIC 19.7 74 + SiC 215 6.9
H4 e ) _ H5 ic 309 | 41
E_16_30 Parodont E_16_90 Parodont
AT Totall bacterial DNA 34.6 3.1 + A8 Total bacterial DNA N -
[ 315 4.0 c 323 3.7
87 Actinobacilus actinomycetemcomid - - - B8 Actinobacillus adtinomycetemcomity - -
Ic 31.2 4.1 Ic 323 3.7
o7 Porphyromorans gingivalis 313 4.0 + c8 Porphyromerans gingivalis 281 5.0
Ic 30.7 4.2 Ic - -
o7 Prevotella intermedia 323 37 + DB Prevotalla intermedia 30.8 42
Ic 311 4.1 31.3 4.0
Tannercla forsythensis 315 4.0 * Tannerela forsythensis 30.7 4.2
E7 Ic 31.0 4.1 E8 Ic 320 38
Marker . - - Marker -
F7 Treponema denticola 346 31 + 8 Treponema denticola 311 41
IC 31.6 3.9 Ic 31.3 4.0
Candida albicans - - - Candida albicans - -
o7 Ic 314 | 40 G8 c 331 | 3s
sic 249 5.9 + sic 24.0 6.2
H7 e 308 4.2 HB c - -
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