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Mourdo BAM. Avaliagédo da ag&o antimicrobiana do 6leo de oliva e uva ozonizados
em biofilmes bacterianos: estudo in vitro [dissertagdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2026.

RESUMO

O tratamento periodontal convencional baseia-se na raspagem e alisamento radicular
(RAR), considerada a terapia padrdo. Entretanto, a eficacia dessa abordagem pode
ser limitada, principalmente em casos nos quais ha dificuldade de acesso as
superficies radiculares, com persisténcia de periodontopatogenos em bolsas
profundas, concavidades ou furcas, e pela capacidade de algumas bactérias de
invadir os tecidos periodontais adjacentes. Diante dessas limitagdes, terapias
complementares vém sendo estudadas com o objetivo de potencializar os resultados
da RAR. Entre essas alternativas, destaca-se a ozonioterapia, cuja aplicagéo topica
pode ocorrer por meio de gas, agua ou 6leos ozonizados. Neste contexto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos de oliva e de
uva ozonizados, em diferentes concentracdes, frente a biofiimes monoespécies
formados por bactérias associadas as doencas periodontais. Para isso, foram
cultivados biofilmes monoespécies de Streptococcus oralis (So) e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa) sob condigdes controladas de crescimento. Em seguida,
os biofilmes foram expostos aos 6leos ozonizados de oliva e uva nas concentragcoes
de 100% e 50%, durante 1 minuto. As versdes puras dos 6leos também foram testadas
com o mesmo tempo de exposi¢cédo. Todos os experimentos foram realizados em trés
repeticdes independentes em triplicata, incluindo um controle negativo e um controle
positivo com clorexidina a 0,12%. Apds o tratamento, foi efetuada a quantificacdo das
unidades formadoras de col6nias (UFC) por meio de contagem de coldnias, sendo os
resultados expressos em UFC/mL. Os resultados demonstraram que os Oleos
ozonizados promoveram redugédo significativa da contagem bacteriana em ambas as
espécies avaliadas, especialmente nas formulagcdes de maior concentragao. O oleo
de oliva ozonizado a 100% apresentou as menores medias de UFC/mL, com reducdes
aproximadas de 2,7 log10 para Aa e 2,5 log10 para So em relagdo ao controle
negativo. O 6leo de uva ozonizado a 100% também apresentou efeito antimicrobiano
relevante, com redugdes aproximadas de 2,4 log10 para Aa e 1,4 1og10 para So em
relagdo ao controle negativo. Além disso, os Oleos ozonizados apresentaram maior
atividade antimicrobiana quando comparados aos respectivos 6leos ndo ozonizados
e apenas o Oleo de uva ozonizado diluido ndo apresentou desempenho superior ao
controle positivo com clorexidina. Conclui-se que os Oleos de oliva e de uva
ozonizados sem diluigdo apresentam relevante atividade antimicrobiana apdés um
curto periodo de exposigdo contra biofilmes bacterianos associados a doenca
periodontal, podendo representar uma alternativa promissora como terapia
complementar no tratamento periodontal.

Palavras — chave: Ozonioterapia; Biofilmes; Doengas periodontais.



Mourdo BAM. Evaluation of the antimicrobial activity of ozonated olive and grape oils
on bacterial biofilms: in vitro study [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade
de Odontologia da UNESP; 2026.

ABSTRACT

Conventional periodontal treatment is based on scaling and root planing (SRP), which
is considered the gold-standard therapy. However, the effectiveness of this approach
may be limited, particularly in cases where access to root surfaces is difficult, allowing
the persistence of periodontopathogens in deep periodontal pockets, concavities, or
furcation areas, as well as due to the ability of certain bacteria to invade adjacent
periodontal tissues. In light of these limitations, adjunctive therapies have been
investigated to enhance the outcomes of SRP. Among these alternatives, ozone
therapy has emerged as a promising approach, which can be applied topically in the
form of gas, ozonated water, or ozonized oils. In this context, the present study aimed
to evaluate the antimicrobial activity of ozonized olive and grape oils, at different
concentrations, against monospecies biofilms formed by bacteria associated with
periodontal disease. For this purpose, monospecies biofilms of Streptococcus oralis
and Aggregatibacter actinomycetemcomitans were cultivated under controlled growth
conditions. Subsequently, the biofilms were exposed to ozonized olive and grape oils
at concentrations of 100% and 50% for 1 minute. The pure forms of the oils were also
tested under the same exposure conditions. All experiments were performed in three
independent repetitions in triplicate, including a negative control and a positive control
with 0.12% chlorhexidine. After treatment, colony-forming units (CFU) were quantified
by colony counting, and the results were expressed as CFU/mL. The results
demonstrated that ozonized oils promoted a significant reduction in bacterial counts in
both evaluated species, particularly in the higher concentration formulations, with
100% ozonized olive oil showing the lowest mean CFU/mL values, achieving
approximate reductions of 2.7 log10 for A. actinomycetemcomitans and 2.5 log10 for
S. oralis. Ozonized grape oil also exhibited relevant antimicrobial effects, with
approximate reductions of 2.4 log10 for A. actinomycetemcomitans and 1.4 log10 for
S. oralis compared to the negative control. Additionally, ozonized oils showed greater
antimicrobial activity when compared to their respective non-ozonized counterparts,
and only diluted ozonized grape oil did not demonstrate superior performance
compared to the positive control with chlorhexidine. It can be concluded that undiluted
ozonized olive and grape oils exhibit relevant antimicrobial activity after a short
exposure time against bacterial biofilms associated with periodontal disease and may
represent a promising adjunctive approach in periodontal therapy.

Keywords: Ozone therapy; Biofilms; Periodontal diseases.
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1 INTRODUGAO

A doenca periodontal esta entre as doencas inflamatérias mais prevalentes em
nivel global, entre 20 e 50% de prevaléncia em todo mundo, podendo variar desde
inflamagéo gengival reversivel até uma destruicdo progressiva do osso alveolar'#.
Sua etiologia é complexa e envolve a interagdo de microrganismos patogénicos com
a resposta imunoinflamatéria do hospedeiro, sendo mediada por fatores de risco
sistémicos ou locais. Dentre os fatores modificadores e predisponentes pode-se
destacar o tabagismo, hiperglicemia, fatores nutricionais, agentes farmacologicos,
horménios esteroides sexuais (puberdade; gravidez), condigdes hematoldgicas,
secura bucal e fatores de retengdo de biofiime dental’®. A doenga periodontal tem
como um dos seus principais fatores etiologicos a formagédo e acumulo do biofilme
dental, uma comunidade microbiana altamente complexa que pode abrigar diversas
espécies bacterianas distintas. Esse biofilme ndo apenas se adere firmemente as
superficies dentarias e ao sulco gengival, como também estabelece um
microambiente propicio para a sobrevivéncia de microrganismos anaerobios,
favorecendo alteracdes na microbiota residente. Esse desequilibrio, conhecido como
disbiose, altera o estado de saude bucal e pode desencadear processos inflamatorios
crénicos que, quando nao controlados, resultam na formacao de bolsas periodontais
e consequente destruicdo dos tecidos de suporte dental”.

No manejo clinico da periodontite, a terapia periodontal n&o-cirdrgica ainda
representa a primeira opgao de tratamento. Essa abordagem envolve procedimentos
de raspagem e alisamento radicular (RAR) que visam a remogao mecanica do biofilme
e depédsitos de calculo, podendo ser realizados com instrumentos manuais ou
ultrassonicos. Apesar dos resultados clinicos positivos obtidos com RAR®7, esta
terapia pode apresentar limitagcdes e insucessos quando abordada isoladamente em
determinados casos clinicos. Assim, terapias adjuvantes tém sido investigadas em
virtude do limitado acesso a superficie radicular durante RAR, da permanéncia de
biofilme subgengival nas bolsas mais profundas, e da habilidade de algumas bactérias
periodontopatogénicas em invadir tecido adjacente®'2. Além disso, a condigdo
sistémica do paciente pode interferir na resolugdo do processo inflamatério apos o
procedimento de RAR. Terapias adjuvantes, como a antibioticoterapia e a aplicagao
de laser e produtos oxigenados, também tém sido incorporadas com o objetivo de
potencializar os resultados, reduzindo a carga bacteriana subgengival e favorecendo



o equilibrio microbiolégico do periodonto®. Dentre estas terapias adjuvantes
disponiveis, a ozonioterapia tem despertado grande interesse pela sua agéo
antimicrobiana, anti-inflamatdria e potencial de estimular a reparagao tecidual. Essa
modalidade terapéutica pode ser aplicada de diferentes formas no contexto
periodontal, incluindo a irrigagédo do sulco gengival com solugdes aquosas ozonizadas,
a insuflacédo direta de gas ozo6nio nas bolsas periodontais, a utilizagdo conjunta da
agua ozonizada durante o desbridamento ultrassénico e até o uso topico dos 6leos
vegetais ozonizados nos tecidos moles. Além de favorecer a desinfecgéo local, essas
aplicacdes tém sido associadas a melhor cicatrizagdo dos tecidos periodontais e ao
alivio de sintomatologias dolorosas, configurando-se como uma alternativa promissora
no suporte ao tratamento periodontal convencional®-3.

A utilizacdo da ozonioterapia na pratica odontolégica foi oficialmente
reconhecida e regulamentada pelo Conselho Federal de Odontologia (CFO) em 2015,
através da resolugdo n° 166/2015, o que possibilitou sua inser¢cao de forma segura e
ética em diferentes especialidades’. Desde entdo, a aplicagao clinica dessa terapia
tem se mostrado bastante versatil, sendo mais frequentemente indicada no manejo
de condigcbes como Ulceras aftosas recorrentes, mucosite oral associada a
tratamentos oncoldgicos e disturbios da articulagédo temporomandibular (DTM). Além
dessas indicagdes mais consolidadas, o uso do ozénio também vem sendo explorado
em multiplas areas da Odontologia, incluindo a Periodontia (como recurso adjuvante
no controle da infeccdo e inflamagdo), a Protese dentaria (pela sua acgao
antimicrobiana na descontaminagdo de superficies protéticas), a Implantodontia
(auxiliando na desinfecgdo de implantes e cicatrizagdo tecidual), a Odontologia
restauradora (pela sua capacidade de reduzir a carga microbiana em lesdes cariosas),
a Endodontia (como coadjuvante na desinfecgdo do sistema de canais radiculares) e
a Cirurgia Bucomaxilofacial (contribuindo para uma melhor reparagédo tecidual e
reducao do risco de infecgédo). Dessa forma, a ozonioterapia se apresenta como uma
ferramenta terapéutica complementar, com amplo potencial de aplicacéo clinica na
Odontologia moderna'4-16.

A aplicagéo tépica do ozdnio pode ser feita na forma de gas, agua e dleo. O
Oleo ozonizado, é produzido por um processo industrial que resulta em uma maior
biocompatibilidade quando comparado as outras formas de aplicacéo, pois durante o
processo de insuflagdo do ozdénio em um 6leo monoinsaturado (ozondlise) cria-se uma

forma estavel dos subprodutos da molécula’. Além da estabilidade, o 6leo possibilita
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armazenamento por mais tempo, facilidade na aplicacéo, uso fora dos consultorios
por parte do paciente e reduz os riscos quando comparado a aplicagéo do gas'®.

Seu mecanismo de acao baseia-se na producado de radicais livres levando a
um quadro agudo e estresse oxidativo controlado em células humanas, resultando na
modulagao da resposta antioxidante, metabolismo do oxigénio e energia celular, o que
promove respostas biologicas positivas. Além disso, a alta solubilidade e instabilidade
do ozdnio garantem toda a sua absorgdo e previne a toxicidade nos tecidos'®. Uma
vez que a maioria das bactérias relacionadas as doencas periodontais sao
anaerdbicas, a liberacdo de oxidantes pode contribuir para reducdo do crescimento
bacteriano pelo aumento da tens&o de oxigénio no biofilme subgengival e por danos
nos componentes intracelulares?°.

Até o momento, a literatura apresenta poucos estudos clinicos que
investigaram os efeitos do 6leo de oliva ozonizado no manejo da periodontite. No
estudo conduzido por Patel et al.?" (2012), avaliou-se a eficacia desse 6leo tanto como
monoterapia quanto como terapia adjuvante a raspagem e alisamento radicular (RAR)
em pacientes com periodontite crénica. Os resultados indicaram que a aplicacdo do
oleo ozonizado apdés a RAR promoveu melhora significativa nos parametros clinicos
e microbiolégicos ao longo de todo o periodo de acompanhamento, quando
comparado ao grupo controle. Além disso, observou-se que o oleo de oliva ozonizado
apresentou eficacia até mesmo quando utilizado isoladamente. Embora ndao tenham
sido registrados efeitos adversos relevantes, verificou-se aumento da
hipersensibilidade dentinaria cervical em pacientes submetidos a combinacdo de RAR
com a aplicagdo do dleo. Em um estudo mais recente, Nambiar et al.?? (2022)
compararam a eficacia da aplicagao local de clorexidina e do 6leo de oliva ozonizado
como terapias adjuvantes a RAR. Apos trés meses de acompanhamento, ambos os
grupos apresentaram melhorias clinicas significativas, sem diferencas estatisticas
entre os tratamentos. Esses achados reforcam a possibilidade de que o 6leo de oliva
ozonizado possa ser um recurso terapéutico promissor, capaz de potencializar os
efeitos da RAR no controle da periodontite No entanto, esses estudos apresentam
algumas limitagdes importantes, como amostras relativamente reduzidas, periodos de
acompanhamento curtos e avaliagao restrita principalmente a parametros clinicos
periodontais. Além disso, ainda sdo escassas as investigagdes que analisam de forma
mais detalhada a atividade antimicrobiana do o6leo de oliva ozonizado sobre
microrganismos especificos associados a doenga periodontal, bem como os efeitos
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de diferentes concentragdes e formulagdes do produto sobre biofiimes bacterianos.
Nesse sentido, estudos experimentais in vitro tornam-se relevantes, pois permitem
avaliar de maneira controlada a agcdo antimicrobiana dessas substancias sobre
espécies bacterianas especificas, contribuindo para melhor compreensao de seus
mecanismos de agao e para fundamentar futuras investigagdes clinicas.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos clinicos que investigaram o uso
do dleo de uva ozonizado como terapia adjuvante a RAR. Da mesma forma, também
nao foram identificados estudos in vitro que avaliaram especificamente o efeito
antimicrobiano desse Oleo frente a microrganismos periodontopatogénicos de
relevancia clinica. Considerando essa lacuna, o presente estudo teve como objetivo
analisar a atividade antimicrobiana tanto do 6leo de oliva como do 6leo de uva
ozonizados sobre biofilmes monoespécies formados por Streptococcus oralis e por
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, patégenos associados ao desenvolvimento
e progressao da doenga periodontal. Outro ponto importante a destacar é que o efeito
antimicrobiano e bioestimulador do ozénio pode variar dependendo das vias,
concentracdo e métodos de aplicacdo utilizados. Como nao existe na literatura
protocolos padronizados de aplicacdo nem um consenso em relagao aos parametros
ideais da ozonioterapia para utilizagdo como terapia adjunta no tratamento das
doencas periodontais, propusemos o presente estudo in vitro para avaliar a agao
antimicrobiana de dois 6leos ozonizados contra biofilmes monoespécies de bactérias
associadas as doencas periodontais. Biofilmes associados as doengas periodontais
ainda representam um desafio significativo na pratica clinica. Portanto, compreender
a efetividade destes produtos ozonizados contra biofilmes periodontopatogénicas ira
contribuir para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas inovadoras e mais

eficientes no combate as doengas periodontais.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que os 6leos de oliva
e de uva ozonizados apresentaram atividade antimicrobiana significativa contra os
biofilmes de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Streptococcus oralis. De
modo geral, as formulagdes ozonizadas demonstraram maior eficacia na redugéo da
contagem bacteriana quando comparadas aos respectivos 6leos ndo ozonizados e
aos controles, destacando-se especialmente o 6leo de oliva ozonizado na
concentracado de 100%, que apresentou as maiores redug¢des de unidades formadoras
de colbnia em ambas as espécies bacterianas avaliadas. Adicionalmente, os
resultados indicam que o o6leo de uva ozonizado nido apresentou desempenho
superior ao 6leo de oliva, ndo demonstrando vantagens em relagao a este no contexto

das condicdes experimentais analisadas.
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