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INTRODUCERE

Ozonul (03) este un compus natural care reprezintd forma triatomica a oxigenului. Este
prezent in mod natural sub formd de gaz in stratosferda pentru a proteja organismele vii de
radiatiile UV (ultraviolete), este derivat din oxigen prin actiunea luminii UV si a descarcarilor
electrice. Ozonul este foarte instabil (timp de injumatatire de 40 de minute la 20°C) si se
descompune rapid 1n alotropul sau diatomic, ceea ce explicad cantitatile foarte mici de ozon din
atmosferd in comparatie cu oxigenul. Ozonul este recunoscut ca un oxidant puternic si, prin
urmare, a fost propus ca dezinfectant, deodorant, agent de curatare si de albire, aditiv

alimentar si purificator de aer/apa.

Oamenii de stiinta descopera din ce n ce mai mult ca terapia biooxidativa este mult
mai complexa si mai importanta decat se cunostea anterior. Existd multe teorii cu privire la
diferitele functii ale oxigenului si hidrogenului in organism si se prezintda o multime de dovezi
stiintifice care sa sustina aproape fiecare dintre aceste teorii. Atunci cand este administrat sub
forma gazoasa, este un amestec gazos de oxigen-ozon, In care ozonul nu reprezintd mai mult

de 5% din total.

Medicina bio-oxidativa, prin terapiile sale, ofera organismului mai mult oxigen, il
oxigeneaza si creste in special absorbtia si utilizarea oxigenului la nivel celular. Adaugarea
unui plus de oxigen are numeroase beneficii atat pentru prevenirea, cat si pentru tratamentul
incep sa oxideze toxinele acumulate, sd le elimine, celulele se regenereaza si inevitabil,
tesuturile se regenercazda. Pe de alta parte, reactia chimica care implica oxigenul este
cunoscutd sub numele de oxidare. Reactiile de oxidare pot fi lente sau rapide. Corpul uman nu
ar putea supravietui fard reactii de oxidare. In context biochimic, oxidarea se referd la
pierderea sau transferul de electroni de la un atom sau o moleculd la alta, astfel ca
subprodusul natural al metabolismului fiziologic al oxigenului duce la formarea de specii
reactive de oxigen, numiti radicali liberi. Speciile reactive de oxigen joaca un rol important
intr-un numar foarte mare de procese biologice. Multe dintre ele sunt necesare pentru viata,
cum ar fi prima linie de apdrare impotriva bacteriilor, virusilor si parazitilor de catre anticorpi
si fagocite, cum ar fi granulocitele si macrofagele. Radicalii liberi ai oxigenului sunt peroxizii,
superoxizii, radicalii hidroxil si oxigenul. Acestia sunt derivati din oxigenul molecular in
conditii de reducere chimica. Cresterea excesivd a acestor radicali liberi, poate duce la
distrugerea structurilor celulare, fenomen cunoscut sub numele de stres oxidativ, care apare

intr-un dezechilibru care favorizeaza pro-oxidantii In detrimentul antioxidantilor.



Prezenta lucrare de doctorat reprezintd o sinteza analiticd si critica a utilizarii
principiilor bio-oxidative ale ozonului in medicina dentard. Multe dispozitive si produse
pentru utilizarea ozonului in stomatologie, care pot fi gasite pe piata dispozitivelor medicale,

au putine dovezi stiintifice publicate in domeniul medicinei dentare.

Obiectivul principal al tezei este de a evalua efectele biologice ale oxigendrii prin
ozonare, asupra tesuturilor moi si dure din cavitatea bucald. Teza 1si propune sd identifice
protocoalele de utilizare a ozonului in stomatologie: eficienta timpului si a tipului de ozonare
asupra factorilor patogeni care determind patologiile orale principale: caria dentara si boala

parodontald. Obiectivul tezei este realizat prin:

1. Evaluarea in vivo a efectelor biologice ale ozonului gazos asupra procesului de
remineralizare a smaltului dentar, potentialul ozonului de remineralizare imediat si in
timp.

2. Evaluarea citotoxicitatii (in vitro) gazului ozonat asupra celulelor specifice tesuturilor
moi Fibroblaste gingivale (HGF) si Keratinocite gingivale (PGK).

3. Analiza efectului bioxidativ si a modificdrilor microstructurale ale smaltului dentar in
urma utilizarii ozonului la diferite intervale de timp.

4. Evaluarea efectului antibacterian al ozonului gazos impreuna cu uleiul esential de

Mentha piperita (MpEO

Teza este structuratd conform standardelor in 2 parti, Partea generala(Analiza

literaturii) si Partea speciald sau contributiile personale.

Partea Generala reprezintd 1/3 din teza si cuprinde urmatoarele capitole: Proprietatile
si mecanismele de actiune ale ozonului (capitolul 1), actiunea ozonului in medicina dentara
(capitolul 2), metode de utilizare si dispozitive de producere a ozonului utilizate in medicina

dentard (capitolul 3).

Partea Speciala reprezintd 2/3 din tezd si este structuratd in 4 studii, dupd cum

urmeaza

1. Evaluarea potentialului de remineralizare a smaltului dentar si de stopare a leziunii

initiale a smaltului cu ajutorul ozonului gazos.

2. Evaluarea efectului bio-oxidativ si al citotoxicitdtii ozonului gazos asupra celulelor

gingivale: fibroblaste gingivale (HGF) si keratinocite gingivale (PGK).



3. Evaluarea impactului ozonului asupra caracteristicilor morfologice si microstructurale
ale smaltului dentar - studiu in vitro, analizd SEM (microscop electronic cu baleiaj) si LTF

(tehnologie de fluorescenta laser)

4. Analiza potentialul antimicrobian al ozonului singur sau in combinatie cu Mentha
piperrita impotriva bacteriilor orale: Escherichia coli (E.Coli), Staphylococcus aureus
(S.aureus), Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa), Streptococcus mutans (S.mutans), $i

fungilor Candida albicans (C.albicans), la diferite momente de expunere.

In primele doua studii, ozonul produs de HealOzone (KaVo, Biberach Germany) a fost
aplicat in vivo pe 68 de M1 (primii molari permanenti), atat maxilari, cat si mandibulari, pe
suprafetele ocluzale la nivelul santurilor si fisurilor. Molarii inclusi In studiu au inregistrat
valori intre 13 si 24 conform scalei DIAGNOdent Pen 2190- corespunzdtoare leziunilor
initiale de smalt, acesta fiind principalul criteriu de includere/excludere pentru molarii
investigati. Rezultatele ozondrii smaltului dentar corespunzator leziunii initiale la un timp de
expunere de 40s a demonstrat remineralizarea smaltului imediat dupa expunerea la ozon si la

un interval de o luna de la expunerea initiala.

Deoarece gazul poate intra In contact cu celulele gingivale primare in timpul
procesului de ozonare, atat fibroblastele gingivale umane, cat si keratinocitele au fost expuse
la diferite doze de ozon (20 s, 40 s, 60 s), iar efectele acestuia au fost observate cu ajutorul
microscopului inversat Olympus IX73. Contactul ozonului cu celulele gingivale primare
umane demonstreaza sensibilitatea celulara la actiunea ozonului, aceasta fiind mai mare in
cazul fibroblastelor comparativ cu keratinocitele, dar nu este considerata toxica deoarece toate

modificarile sunt reversibile la 48 de ore de la expunere.

In cel de-al treilea studiu, ozonarea a fost realizati cu O3 gazos produs de HealOzone
X4, (KaVo, Biberach Germany), la diferite intervale de expunere, pe smalt demineralizalizat
in prealabil pana la valoarea de leziune de smalt, masurat cu ajutorul dispozitivului
DiagnoDent Pen 2190. Smaltul demineralizat si ozonat, a fost analizat la nivel microstructural
cu Microscopul Electronica de Scanare (SEM). Rezultatele au aratat ca expunerea la O3 timp
de 40-50 de secunde imbundtiteste microstructura smaltului si asigurd o ratd de
remineralizare intre 96,82-97,38%. In ciutarea unor noi solutii minim invazive In tratamentul
cariilor si pentru a oferi un suport antimicrobian cavitdtii orale utilizarea O3 ca terapie

alternativa la solutiile clasice poate fi o solutie viabila in medicina dentara



Cel de-al patrulea studiu a avut ca scop obtinerea si analiza uleiului esential de Mentha
piperita (MpEO) 1In perspectiva utilizarii acestuia ca agent de imbunatdtire a potentialului
antimicrobian al ozonului Tmpotriva bacteriilor si ciupercilor gram-pozitive si gram-negative.
Cercetarea a fost efectuata pentru diferite durate de expunere si a obtinut relatii timp-doza si
corelatii timp-efect. Uleiul esential de Mentha piperita (MpEO) a fost obtinut prin
hidrodistilare si analizat ulterior cu ajutorul GC-MS. Testul de microdilutie in bulion a fost
utilizat pentru a determina inhibitia tulpinii/cresterea masei tulpinii prin citirea
spectrofotometricd a densitatii optice (OD). S-au calculat ratele de crestere
bacteriana/micelica (BGR/MGR) si ratele de inhibitie bacteriand/micelica (BIR/MIR) dupa
tratamentul cu ozon In prezenta si absenta MpEO asupra tulpinilor ATTC; s-au determinat
concentratia minimd de inhibitie (MIC) si interpretdrile statistice ale relatiei timp/doza si
corelatiile specifice ale testului t. Efectul ozonului asupra urmatoarelor tulpini testate la
eficientd maximd a fost observat dupa 55 s de expunere unica la ozon, in ordinea intensitatii
efectului: S. aureus > P. aeruginosa > E. coli > C. albicans > S. mutans. In cazul ozonului cu
adaos de 2% MpEO (MIC), eficacitatea maxima a fost inregistrata la 5 s pentru aceste tulpini,
in ordinea intensitdtii efectului: C. albicans > E. coli > P. aeruginosa > S. aureus > S.
mutans. Rezultatele sugereazd o noua dezvoltare si afinitate In ceea ce priveste membrana
celulara a diferitelor microorganisme testate. Astfel, utilizarea ozonului, combinat cu MpEO,
este sustinuta ca o terapie alternativa in biofilmul placii bacteriene si sugeratd ca fiind utild in

controlul microorganismelor care stau la baza dezvoltarii bolilor orale Tn medicina dentara
Conluziile finale ale acestei teze sunt enumerate mai jos:

1. Conservarea tesuturilor sdnatoase, interventiile minim invazive si stimularea
proceselor regenerative prin inginerie tisulara sunt tot mai des discutate in stomatologia

contemporana.

2. Medicina bio-oxidativa, prin terapiile sale, ofera organismului mai mult oxigen si
imbundtateste in special absorbtia si utilizarea oxigenului la nivel celular. Addaugarea de
oxigen suplimentar are numeroase beneficii atat pentru prevenirea, cat si pentru tratamentul

afectiuni orale specifice.

3. Unul dintre obiectivele principale ale tezei este de a descrie si Intelege efectele O3
asupra smaltului dentar. S-a constatat ca existd diferente semnificative din punct de vedere
statistic Intre evaluarea initiala si cea post-O3 (p < 0,05), precum si intre valorile de

mineralizare post-O3 si cele de o luna (p < 0,05).



4. Intre situatia initiald si cea post-O3, diferenta dintre gradul de mineralizare este
semnificativd din punct de vedere statistic. (Mineralizarea a fost (m = 1,77 si eroare standard

=2,51, p < 0,05)

5. O expunere de 40 s la smaltul dentar O3 (HealOzone X4) este suficientd pentru a
remineraliza o leziune superficiald a smaltului ocluzal (DIAGNOdent Pen 2190- valoarea 15-

24) la valoarea smaltului sanatos (0-140)

6. Pozitia dintilor in cavitatea orala nu influenteaza procesul de mineralizare O3. Dupa
aplicarea initiald si dupa o luna de la aplicarea ozonului, au existat diferente semnificative
intre cei 4 molari de pe arcada dintilor testati, dar am constatat ca diferentele medii nu au fost

semnificative din punct de vedere statistic, p = 0,349.

7. Procesul de remineralizare a fost initiat imediat, dar a continuat In urmatoarele 30
de zile, iar cu cat demineralizarea unitdtilor dentare a fost mai mare, cu atat procesul de

remineralizare a fost mai eficient.

8. Expunerea smaltului la ozon gazos (10, 20, 30, 40, 50 s) imbunatateste semnificativ
proprietdtile microstructurale ale smaltului dentar. Fenomenele de Tmbunatatire a calitdtii

maltului sunt si mai pronuntate dupa expunerea de 50 s la tratamentul cu ozon.

9. Aceste modificdri depind de timpul de expunere si de posibilitatea de a perturba

proteinele incorporate in matricea smaltului prin biooxidare.

10. Imaginile SEM dupa ozonizarea de 50 de secunde, arata o nivelare a suprafetei
smaltului, canale interprismatice deschise si ordonarea prismelor. Cu cat expunerea a fost mai
mare, cu atat s-a observat o structurd mai ordonatd a prismelor de hidroxiapatita si eliberarea
spatiilor interprismatice.

11. Avand in vedere utilizarea pe scard larga a ozonului ca terapie pentru o multitudine
de afectiuni dentare, a devenit obligatorie evaluarea potentialului citotoxic al ozonului asupra

tesuturilor moi si a celulelor orale (keratinocite si fibroblaste) din tesutul gingival care intrd in
contact strans cu acest agent.

12. Studiul de fata a ardtat ca expunerea la 20, 40 si 60 s de ozon gazos a provocat un
raspuns dependent de tipul de celuld, dupa cum urmeaza: keratinocitele gingivale- PGK (care
formeaza stratul exterior al gingiei) au fost afectate de ozon dupa 60 s de expunere (modificari
ale morfologiei celulare si o scddere a confluentei), in timp ce In cazul HGF-fibroblastilor
gingivali, modificdrile morfologice au fost observate la cel mai scurt interval de expunere - 20

S.



13. Rezultatele studiului aratd o sensibilitate crescuta a fibroblastelor gingivale la
expunerea la gazul de ozon in comparatie cu keratinocitele si ar putea fi folosite ca baza

pentru cercetari ulterioare privind efectele citotoxice ale ozonului gazos.

14. In cdutarea unor solutii antimicrobiene alternative la antibioticele de sinteza,
utilizarea ozonului in combinatie cu uleiuri esentiale poate reprezenta o solutie viabild cu
aplicatii Tn medicind si medicina dentara. Rezultatele obtinute evidentiaza faptul ca asocierea
ozonului cu MpEO conduce la o crestere a eficientei acestuia si la o scadere a timpului de

expunere.

Utilizarea O3 in medicind necesita stabilirea unor protocoale clare si precise in ceea ce
priveste timpul si doza de utilizat. Teza aduce o contributie valoroasd cu privire la
implementarea unor tehnologii regenerative, non invazive de utilizarea a bio-oxidarii cu ozon
in medicina dentard. Lucrarea de fatd aduce dovezi stiintifice, care sustin utilizarea ozonului
gazos sau a derivatelor de ozon in cadrul terapiilor bioogice non invazive in medicina dentara

moderna, conservativa.



