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Prece Arabe

Deus, ndo consintas que eu seja o0 carrasco que sangra as ovelhas,
nem uma ovelha nas maos dos algozes.

Ajuda-me a dizer sempre a verdade na presenca dos fortes,
e jamais dizer mentiras para ganhar os aplausos dos fracos.

Meu Deus!

Se me deres a fortuna, nao me tires a felicidade;
se me deres a forga, ndo me tires a sensatez;
se me for dado prosperar,
nao permita que eu perca a modéstia,
conservando apenas o orgulho da dignidade.

Ajuda-me a apreciar o outro lado das coisas,
para nao enxergar a traicdo dos adversarios,
nem acusa-los com maior severidade do que a mim
mesmo.

N&o me deixes ser atingido pela ilusao da gldria,
quando bem sucedido
e nem desesperado quando sentir insucesso.

Lembra-me que a experiéncia de um fracasso
podera proporcionar um progresso maior.

O Deus!
Fazei-me sentir que o perdao é maior indice da forga,
e que a vinganga é prova de fraqueza.

Se me tirares a fortuna, deixe-me a esperanca.
Se me faltar a beleza da saude,
conforta-me com a graga da fé.

E quando me ferir a ingratidédo e a
incompreensdo dos meus semelhantes,
cria em minha alma a forga da desculpa e do perdéo.

E finalmente Senhor,
se eu Te esquecer,
te rogo mesmo assim,
nunca Te esquegas de mim !

(Texto traduzido do arabe por Seme Draibe)
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Fontana C.R. Efeito da terapia fotodinamica (PDT) em bactérias
periodontopatogénicas em fase plancténica e em biofilme de multiplas
espécies [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade da de Odontologia
UNESP; 2007.

Resumo

Objetivos: Analisar os efeitos da terapia fotodinamica utilizando o azul de
metileno (A.M.) como fotossensibilizador em microrganismos da placa
dental de humanos comparando sua agao em fase de plancténica versus
biofilme. Métodos: Foram obtidas amostras de placa bacteriana
subgengivais de pacientes com periodontite cronica. Suspensdes de
microrganismos destas amostras foram sensibilizadas com A.M. (12.5
Mg/mL) durante 5 minutos seguidos por exposi¢cao a luz vermelha de 665
nm com fluéncia de 30 e 60 J/cm? Além do estudo em suspensao,
microrganismos das mesmas amostras foram cultivadas em caémara de
anaerobiose para formar o biofilme. Durante 7 dias, em placas de 96
pogos contendo agar sangue enriquecido desenvolvemos os biofilme in
vitro. Estes biofilmes foram expostos a 25 e 50 pg/ml de A.M. nas
mesmas fluéncias que irradiamos as fases plancténicas. Depois de aplicar
a terapia fotodinadmica (PDT), fragdes de sobrevivéncia foram calculadas
contando as unidades formadoras de colénia (u.f.c.) de cada grupo
estudado. A seletividade e eficiéncia da terapia na identificagdo molecular
dos microrganismos foram realizadas utilizando a técnica “Checkerboard
DNA-DNA Hybridization” Resultados: Em suspensdo, a terapia
fotodindmica produziu 70-80% de redugao nas u.f.c. Em biofilme, o efeito
da PDT resultou em mais baixas redu¢des de microrganismos (27-40%
redugéo das u.f.c.) embora a concentragdo de azul de metileno foi quatro
vezes mais alta se compararmos com a utilizada em fase de plancténica.
Certos microrganismos mostraram suscetibilidade mais alta a PDT em
suspensdes e biofiimes. Conclusdes: Os resultados evidenciam que
microrganismos em biofilmes sdo mais resistentes a PDT que bactérias
em fase plancténica (suspensao). O uso da terapia fotodindmica pode ser
um coadjuvante ao tratamento periodontal, mas ajustes nos parametros
de energia e na droga empregada, devem ainda ser objetivo de outros
estudos para que a reducao bacteriana seja efetiva também em biofilme.

Palavras-chave: Lasers; fotoquimioterapia; biofilmes; bactérias; doencas
periodontais; biologia molecular.
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Fontana C.R. Phototargeting of dental plaque bacteria in planktonic phase
versus biofiims [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2007.

Abstract

Objectives: To compare the photodynamic effects of methylene blue (MB)
on human dental plaque microorganisms in planktonic phase versus
biofilms. Methods: Subgingival plaque samples were obtained from human
subjects with chronic periodontitis. Suspensions of plaque microorganisms
were sensitized with methylene blue (12.5 pg/ml) for 5 minutes followed b2y
exposure to red light of 665 nm with energy fluences of 30 and 60 J/cm”.
In addition, microorganisms from the same plaque samples were
cultivated anaerobically on blood agar in 96-well plates for 7 days to
develop microbial biofilms. These biofilms were exposed to 50 yg/ml MB
and the same light fluencies as their planktonic counterparts. After
photodynamic therapy (PDT), survival fractions were calculated by
counting colony-forming units (CFU). The selectivity of light for certain
microorganisms was identified using whole genomic probes in the
checkerboard DNA-DNA format. Results: In suspension, photodynamic
therapy produced 70-80% reduction of CFU. In biofilms, the effect of light
resulted in lower reductions of microorganisms (27-40% reduction of CFU)
although the concentration of MB was four times higher compared with
that in planktonic phase. Certain microorganisms showed higher
susceptibility to PDT in both suspensions and biofilms. Conclusions: The
results show that microorganisms in biofilms are more resistant to PDT
than are bacteria in planktonic culture. The use of more appropriate light
and drug parameters may further eliminate biofilm bacteria.

Keywords: Lasers; phototherapy; biofilms; bacterias; periodontics;
molecular biology.
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1 Introducgao

As doengas periodontais afetam grande parte da populagao,
sendo uma das causas de perdas dentarias em humanos. As
manifestagbes da doenca periodontal inflamatdéria podem ser
genericamente divididas em gengivite e periodontite, dependendo da
existéncia ou nao de envolvimento dos tecidos de sustentagao dos
dentes. Esta doenca infecciosa € dependente do resultado da interacao
de bactérias com diferentes viruléncias, presentes no biofilme dental, com
fatores modificadores da resposta imunoinflamatéria do hospedeiro
(Socransky, Haffajee'®, 2005). O biofime dental constitui uma estrutura
altamente organizada, na qual espécies microbianas estdo unidas umas
as outras, inseridas em uma matriz polimérica extracelular por elas
mesmas produzida, formando portanto, um sistema altamente protetor
para as espécies nele residentes (Costerton et al.®, 1999). A remogao ou
alteragdo da microbiota patogénica deste biofilme é importante para o
controle da doenga periodontal.

Os novos conhecimentos sobre a especificidade do biofilme
dental subgengival e outros eventos etiologicos e patogénicos que tém
relacdo com o processo saude-doenca periodontal, permitiram que a
abordagem do mesmo sofresse modificagdes. Hoje, a doenga periodontal
€ considerada multifatorial, de natureza episddica e sitio-dependente e,

portanto, a periodontia atual esta muito identificada com o controle do
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processo infeccioso (Caffesse et al.?®, 1995; Socransky, Haffajee'®, 2002;
Socransky, Haffajee'®®, 2005; Socransky, Haffajee'®®, 2000, Socransky et
al."®", 2004).

Porém, quando consideramos o tratamento da doencga
periodontal instalada, alternativas terapéuticas podem ser associadas ao
tratamento convencional de raspagem e alisamento dental, como por
exemplo o uso sistémico de antibiodticos, aplicagao topica, irrigacao direta
das bolsas periodontais, tiras acrilicas impregnadas por antibioticos,
aplicacdo de metronidazol gel, que sdo opgbes também citadas na
literatura (Genco®, 1991; Van Winkelhoff et al.’®®, 1996; Hitzig et al.”®,
1994; Mossmann'?*, 1983; Magnusson'®, 1998; Hardy et al.®®, 1982;
Yeung et al.?%’, 1983; Ade et al.2, 1992; Kim et al.’®, 2002; Lin et al.®*,
1992).

As avaliacbes clinicas de alguns destes trabalhos sugerem
que se obtem graus de sucesso similares, quando a terapia sistémica
e/ou tratamento convencional s&o adotados. No entanto, vale ressaltar
que os resultados positivos alcangados quando o uso dos antibiéticos se
faz necessario, ainda apresentam algumas desvantagens. Para se obter
os efeitos benéficos com o uso sistémico da droga, sdo necessarias altas
doses ou periodos prolongados de terapia para que se alcance a
concentragdo suficiente no fluido gengival (Pappas, Walker'®®, 1987;
Thomas et al."”, 2000; Sakellari et al."*, 2000). Dessa forma, esses

farmacos podem causar reagbes adversas, aumentar a resisténcia de
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algumas bactérias, além de alterar o equilibrio natural das bactérias
existentes no organismo (Slots, Rams'", 1990; Liu et al.®¢, 1999).

Atualmente, muita atencdo tem sido dada ao tratamento
clinico preventivo dessas doencas, sem contudo haver descuido para os
avancgos tecnologicos no tratamento clinico curativo. Considerando o
crescente interesse dos pesquisadores em buscar alternativas que
apresentem nenhum ou pouco efeito colateral, entre outros notamos um
crescimento progressivo na utilizagdo dos lasers em periodontia (Soukos
et al.’, 1998). A ndo indugdo de resisténcia bacteriana e a eficacia na
reducao de periodontopatdgenos de alguns lasers de alta poténcia, como
recurso terapéutico ou coadjuvante ao tratamento periodontal, sao
beneficios citados na literatura (Moritz et al.'®?, 1998, Moritz et al'®’,
1997). Em especial, o efeito bactericida destes lasers na periodontia e na
endodontia tem sido descrito por varios autores (Gouw Soares et al. %8
2000; Mouhyi et al.'®, 2000; Romanos et al."*', 2000; Gutknecht et al.?°,
2004). Até o presente momento, os lasers que mais tém sido estudados e
utilizados com beneficios como coadjuvante a terapia periodontal de
raspagem e alisamento radicular, sdo os lasers de alta e média poténcia,
como por exemplo, o Neodimio YAG (Nd:YAG) e mais recentemente os
diodos semicondutores (Fontana et al.**84° 2004).

Contudo, a utilizacdo inadequada dos lasers de alta poténcia
pode provocar aumento de temperatura intrapulpar ou no ligamento

periodontal, levando a reabsorgdes 6sseas e/ou necrose pulpar quando
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excessivos parametros de energia sdo empregados. Além disto,
considerando a realidade da odontologia brasileira, o custo ainda
relativamente elevado € uma desvantagem dos lasers de alta intensidade
que nao pode deixar de ser citada. No entanto, a evolucao rapida e
constante da ciéncia gera uma série de inovagdes tecnoldgicas que
resultam em novos equipamentos, para aplicagbes nas mais diferentes
areas do conhecimento. Acompanhando esta evolug¢do, pode-se encontrar
na literatura diversos trabalhos utilizando, especialmente lasers de diodo
de média poténcia, tanto in vitro quanto in vivo, que comprovam a eficacia
da técnica de Terapia Fotodinamica (PDT — Photodynamic Therapy). A
terapia fotodindmica tem sido utilizada nas areas da saude para o
tratamento de doencas oftalmicas, dermatoldgicas, oncologicas e também
como auxiliar em redugdes microbianas (Venezio et al.185, 1985, Soukos
et al.'®1997). A base da PDT é a ativagdo de uma droga
(fotossensibilizador) pela luz, que resulta num efeito citotoxico. Este
processo dindmico envolve corantes especificos (fotossensibilizadores) e
luz laser ou LEDs com comprimentos de onda apropriados. A vantagem
desta nova terapia (PDT) é a diminuicao significativa da poténcia ou
intensidade das fontes Iluminosas empregadas, fato que viabiliza
financeiramente o tratamento clinico. O mecanismo de acdo da morte
microbiana ocorre quando o corante impregnado nestas bactérias absorve
a energia luminosa, gerando uma produgédo de substancias altamente

reativas, que causam danos ao microrganismo ou a célula-alvo. Na
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presencga de oxigénio, esta ativagao resulta em espécies reativas capazes
de induzir inviabilidade das células (Brundish et al.18, 2000; Yamamoto et
al.?°®, 2003; Ahn et al.?, 2004). Na Odontologia, sua utilizagdo é bastante
indicada, visto que a terapia fotodindmica mostra-se mais eficiente em
lesdes el/ou infeccdes localizadas de pouca profundidade. Desde que o
conceito da terapia fotodinamica foi introduzido, por volta de 1960, muito
tem sido estudado para entender como ocorre esse processo e como
aumentar a sua eficacia (Soukos et al.'®, 1996; Lambrechts et al.®?,
2005). Atualmente, sdo muitas as aplicagdes clinicas da PDT. Dentre elas
incluem-se a reducdo bacteriana em canais radiculares, em bolsas
periodontais, lesbes de carie e sitios com peri-implantite. (Burns et al.?,
1995; Haas et al. *, 1997) Estudos da década de 90 ja mostravam que
um grande ndamero de bactérias bucais, incluindo as
periodontopatogénicas, € susceptivel a essa terapia (Cobb et al.?’, 1992;
Tseng, Liew'®, 1992; White et al.’®®, 1993; Bem et al.®, 1996; Burne'®,
1998; Gutknecht et al.®" %%, 1996; Gutknecht et al.**, 2000; Hardee et al.®,
1994; Moritz et al.'*?%?' /1997; Kato et al.**, 1998, Moritz et al.'**, 1999;
Matereski et al.""", 2003; Radvar et al."*°, 1996).

A técnica da PDT pode oferecer diversas vantagens em
relacdo a agentes antimicrobianos tradicionais. Primeiramente, a morte
bacteriana seria rapida, diminuindo a necessidade da manutencdo de
altas concentragbes de substancias quimicas por longos periodos, como

no caso do uso de antibioticos e anti-sépticos. Em segundo lugar, como a
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morte das bactérias nao esta ligada a mediagao de radicais quimicos, o
desenvolvimento de resisténcia seria improvavel. Finalmente
considerando que o fotossensibilizador € a luz empregada nédo séao
bactericidas quando utilizados isoladamente, a morte das bactérias pode
ser controlada restringindo-se a regido irradiada, evitando a destruigdo da
microbiota em outros locais (Haas et al.®*, 1997; Tadakuma'’®, 1993;
Sigusch et al.*°, 2005).

Assim sendo, a terapia fotodindmica (PDT) pode ser uma
alternativa interessante a antibiéticos e anti-sépticos utilizados como
métodos de descontaminacdo bacteriana do tecido dental cariado, do
canal radicular e também como coadjuvantes de métodos mecanicos do
controle de placa subgengival e supragengival. Acreditamos que o futuro
da Periodontia seja buscar alternativas mais eficientes para o tratamento
nao cirdrgico, que reduzam o tempo operacional e ainda melhorem a
qualidade dos resultados finais, minimizando ou eliminando os efeitos
colaterais.

Neste aspecto, é grande a nossa expectativa com relagao a
aplicagao da terapia fotodindmica (PDT) em periodontia, uma vez que
este tratamento coadjuvante ndo causa os efeitos colaterais dos
antibiéticos sistémicos ou locais. Portanto, no presente estudo vamos
avaliar e comparar o efeito da terapia fotodindmica (PDT) em fase
plancténica (suspensdo bacteriana) e em modelo de biofilme obtido a

partir de amostras de pacientes com doenga periodontal crénica.
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2 Revisao da literatura

As infecgdes bucais caracterizam-se, em sua maioria, por
lesbes localizadas, relativamente superficiais exacerbadas por
microrganismos conhecidos. O tratamento convencional, em particular
das doencas periodontais, consiste na remogao mecanica do biofilme
dental e consequentemente numa redugdao bacteriana por meio de
raspagem e alisamento radicular. Quando se faz necessario, associado
ao tratamento mecanico pode-se indicar a administracdo local ou
sistémica de agentes antimicrobianos e antibiéticos (Socransky et al.’®®,
2002; Haffajee et al.?”, 2004). Esses agentes antimicrobianos, assim
como as medicacgdes sistémicas, apresentam efeitos colaterais, toxicidade
celular, nao seletividade (Feres et al.46, 2002). Além disso, o tempo de
tratamento pode ser longo e ha possibilidade de selecionar
microrganismos resistentes. Desta forma, a terapia fotodindmica (PDT,
Photodynamic Therapy), amplamente utilizada na &rea médica no
tratamento de lesbes neoplasicas, vem sendo testada como terapia de
suporte para redugdes bacterianas em canais radiculares, caries
dentinarias e bolsas periodontais.

As primeiras experiéncias em terapia fotodinadmica, por volta
de 1900, foram relatadas por Raab e Von Tappeiner, que estudavam a
acdo da acridina vermelha em cultura de paramécios, o protozoério

causador da malaria. Durante os experimentos, estes pesquisadores
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verificaram reagdes ndo usuais nesta cultura e suspeitaram que as
condicbes de luminosidade do ambiente estariam interferindo em seus
resultados. Desta forma, postularam que havia um efeito causado pela
transferéncia de energia da luz para a substancia quimica, similar ao que
ocorre nas plantas pela absor¢cao da luz pela clorofila. A partir deste fato,
que Von Tappeiner denominou de Agao Fotodindmica, outros
experimentos foram realizados com novos fotossensibilizadores. Nos
estudos iniciais, os corantes eram estimulados com lampadas
convencionais, luz ndo coerente e policromatica, para tentar destruir
células neoplasicas. Contudo, a exposicdo a luz branca gerava um
aquecimento exacerbado e, muitas vezes, esta tentativa de terapia
acabava gerando danos teciduais indesejaveis por causa do efeito
térmico. Calzavara-Pinton et al?* (2005) tentaram estimular a
hematoporfirina por exposi¢cao ao raio X, mas constataram que nao houve
sucesso nesta combinagdo. Atualmente sabe-se que a terapia
fotodindmica (PDT) deve ser feita com uma fonte de luz que seja bem
absorvida pelo fotossensibilizador.

Em linhas gerais, esta terapia (PDT) & um processo
dinamico que consiste na utilizagcao de corantes especificos, denominados
fotossensibilizadores, que sdo excitados ao absorver os fétons de uma
fonte de luz com comprimento de onda ressonante. Atualmente, com o
desenvolvimento de novas tecnologias, as fontes de luz que se mostram

mais eficientes para a utilizagdo na terapia fotodindmica sao os lasers e
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LEDs. Por apresentarem banda espectral estreita, sdo mais especificos e
nao causam o aquecimento exacerbado, quando densidades de energia
apropriadas sao utilizadas. As moléculas ou células fotossensibilizadas
pela impregnacado do corante, absorvem esta irradiacdo especifica na
forma de fétons (processo nao térmico), sendo promovidas para o estado
excitado. Ao retornar ao estado fundamental, transferem sua energia ao
oxigénio e a outras moléculas, resultando na producdo de substancias
altamente reativas e de meia-vida curta, como é o caso do o oxigénio
singleto. Ao interagir com os sistemas bioldgicos, o oxigénio singleto
causa danos aos microrganismos, via oxidagao irreversivel de
componentes celulares. (Brundish, Love'®, 2000; Greenbaum et al.**,
2000; Yamamoto et al.?%, 2003).

Varios autores relatam danos a membrana celular, as
mitocdndrias e ao nucleo celular (Chernyak et al.?®, 2006; Dolgachev et
al.*’, 2005; Harris et al.”’, 2005). Desde que o conceito da terapia
fotodinamica foi introduzido, passando pela era moderna da PDT, que
iniciou na década de 60, muito tem sido estudado para entender como
ocorre esse processo e como maximizar sua eficacia (Lambrechts et al.%?,
2005).

E consenso, que os resultados entre a irradiagdo e as
respostas celulares dependem de fatores como comprimento da luz,
intensidade do laser, tipo do fotossensibilizador escolhido, tempo de

exposi¢cao e modo de operacgao do laser (continuo, chaveado ou pulsado).
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Estes sdo alguns fatores que podem determinar um efeito fototérmico,
fotomecanico, fotoablasivo ou fotoquimico. No entanto, quando falamos
em reducdo bacteriana por meio de terapia fotodinamica, devemos
também considerar a natureza da bactéria (Gram-positiva, Gram-negativa,
aerdbia ou anaerdbia) se esta em biofilme ou em fase plancténica (cultura
pura ou suspenséo), sua densidade populacional, entre outros. Por ultimo,
a natureza do meio onde estas interagdes ocorrem é igualmente
importante, pois a cor do tecido, a quantidade de sangramento ou fluidos,
a condutividade térmica, o pH, a quantidade de componentes organicos e
de agua deste ambiente podem isoladamente ou em conjunto influenciar
nos resultados finais.

A primeira droga fotossensibilizante aprovada em tratamento
de alguns tipos de neoplasias foi o Photofrin®, uma mistura de oligdmeros
de porfirinas (Woods et al.?®*, 2004). Esta droga, muito utilizada por
administracao endovenosa, percorre todo o corpo e € absorvida por todas
as células. As células sadias eliminam esta droga num periodo de 24 a 36
horas, diminuindo consideravelmente a sua concentragédo. Ja nas células
neoplasicas, ha uma retencao do fotossensibilizador por periodos mais
prolongados. Apesar desta preferéncia por células neoplasicas ndo ser
ainda muito bem compreendida, alguns fatores sdo descritos como
responsaveis. A permeabilidade da membrana das células que se
encontram alteradas, as fibras colagenas imaturas (semelhantes as

observadas em tecidos embrionarios) e processos recentes de
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cicatrizagao, possivelmente favorecem a ligagdo destas estruturas com a
porfirina, causando uma maior concentragdo do fotossensibilizador nestes
locais (Jori &, 1996; Ahn et al., 2004; Chabrier-Rosello et al.®, 2005).

A terapia fotodinamica, principalmente a antimicrobiana,
mostrou um grande avango na ultima década. A constante busca por
novos fotossensibilizadores e novas fontes de luz tende a ampliar ainda
mais sua eficiéncia e suas aplicagdes clinicas (Ackroyd et al., 2001).
Atualmente, estudos comprovam que os efeitos da terapia fotodinamica
podem ser obtidos em células fotossensibilizadas por corantes, que
podem ser enddgenos ou exdgenos (Van Der Meulen et al.'® 1997;
Pervaiz ', 2001).

Novas geracbes de drogas exogenas estdo sendo
estudadas para o tratamento oncolégico, oftalmoldgico, dermatologico
bem como em aplicagbes nas areas da cardiologia, odontologia,
imunologia e hematologia (Neff et al.”®®, 2000; Maisch et al.'®, 2004;
Vol'pin et al."®, 1997; Bertoloni et al.”’, 1984; Meisel et al.'"®, 2005;
Lagneaux et al.®', 2002).

Estudos recentes com o azul de metileno, um corante
organico pertencente a familia da fenotiazina, mostraram que este tem
propriedades fotossensibilizantes com aplicagbes para terapia
fotodinamica em odontologia (Wood et al.?%?, 2006; Soukos et al.'®®, 2000;
Harris et al.”®, 2005). Pesquisas demonstram que os fotossensibilizadores

derivados da fenotiazina atuam em DNA e na membrana externa das
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espécies Gram-negativas, fotossensibilizando tanto estas bactérias
quanto as Gram-positivas. Nas bactérias Gram-negativas, por ter um
baixo peso molecular, o azul de metileno se difunde através das porinas.
Nas Gram-positivas, a difusdo é favorecida pela carga positiva do azul de
metileno, que predominantemente interage com macromoléculas
anibnicas de lipopolissacarideo presentes na parede celular bacteriana
(Usacheva et al."®'8 2003; Tegos, Hamblin '™*, 2006).

Especificamente em periodontia, esta terapia fotodinamica
pode oferecer algumas vantagens, como por exemplo, a rapida aplicagéo
da droga fotossensibilizadora na bolsa periodontal e redugéo de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas depois de um curto periodo de tempo
de exposicao da luz especifica para a droga utilizada. Além disso, a morte
bacteriana pode ser restrita aos sitios doentes irradiados, preservando
intacta a microbiota de sitios saudaveis, pois a luz é entregue localmente,
de maneira rapida e nao invasiva (Jori®?, 2006). Desta forma, alguns
efeitos colaterais indesejaveis dos antibidticos estariam sendo evitados.

Estudos sobre o efeito da terapia fotodindamica (PDT) em
periodontopatégenos como, por exemplo, Porphyromonas gingivalis e
Prevotella intermedia, demonstram que é possivel obter acdo bactericida
apos irradiagéo destes microrganismos sensibilizados apenas pelos seus
préprios pigmentos enddgenos (Soukos et al.'®® 2005; Henry et al.”,

1995).
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Wilson'%®

(1993), em um artigo de revisao a respeito do uso
da fotélise em bactérias orais, citou que compostos enddgenos, presentes
em algumas bactérias, poderiam absorver luz de comprimento de onda
visivel. Esta absor¢do poderia causar excitacdo das moléculas do
pigmento enddégeno. Desta forma, estas moléculas excitadas, iriam
interagir com o oxigénio molecular e proporcionar a formagéao de oxigénio
singleto reativo, resultando em morte celular (Spikes, Straight17°, 1987;
Milanesi et al."®, 1987; Pervaiz, Olivo'’, 2006). Alguns exemplos de
bactérias que possuem porfirinas endoégenas sé&o Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia e Propionibacterium acnes, que apos
irradiadas com luz azul apropriada, em geral laser de argbnio, podem
sofrer os efeitos da terapia fotodindmica (Kjeldstad, Johnsson®, 1986:
Henry et al.” 1996; Konig et al.go, 2000). Entretanto, considerando
apenas a penetracdo da luz, esta pode ser melhor obtida com outros
comprimentos de onda, como por exemplo lasers vermelho ou infra-
vermelho. No entanto, algumas espécies bacterianas encontradas na
cavidade oral humana possuem compostos que absorvem melhor luz azul
do que luz vermelha. Para tentar compensar esta melhor absorcdo pelo
azul e melhor penetracao para comprimentos de onda maiores, a fonte de
luz de escolha é o laser vermelho.

Desta forma, a habilidade de um componente celular
absorver a luz incidente ndo quer necessariamente dizer que ocorre a

acao fotodindmica. Um fator importante para que haja interagdo do
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corante com a luz absorvida é o tempo de vida do composto no estado
tripleto (alguns microsegundos). Este tempo €& necessario para permitir
uma interagdo com moléculas vizinhas, e assim gerar espécies citotoxicas
(Mc liroy et al.’®, 1998; Dudkowiak*', 2004).

Alguns estudos mostram que bactérias ndo pigmentadas,
guando expostas aos lasers de baixa intensidade ndo manifestam efeitos
adversos (McGuff, Bell®®, 1966). Porém, de acordo com Dobson, Wilson®®
(1992), este comportamento também foi observado em P. gingivalis, S.
sanguis, F. nucleatum e Actinobacillus actinomycetemcomitans, pois
neste estudo, na auséncia do fotossensibilizador externo, n&o foi
observado reducao alguma. Burns et al.?° (1993) testaram microrganismos
cariogénicos (Streptococcus mutans, S. sobrinus, Lactobacillus casei e
Actinomyces viscosus) utilizando laser de He-Ne com densidade de
energia de 33.6 Jlcm?. Na auséncia do fotossensibilizador, também nzo
constataram reducao bacteriana apenas com a irradiacao laser.

Entretanto, considerando que as bactérias pigmentadas de
negro como, por exemplo, Porphyromonas gingivalis e Prevotella
intermédia, contém compostos enddgenos similares as porfirinas usadas
em tratamento de lesbes neoplasicas, acredita-se que estas substancias
endogenas podem fazer o papel dos fotossensibilizadores quando doses
apropriadas s3o utilizadas (Konig et al.*°, 2000).

Henry et al.’”® (1995) relataram que certas bactérias

periodontopatogénicas podem ser mortas através do processo de terapia
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fotodindmica, quando os seus fotossensibilizadores enddgenos séao
irradiados. Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella denticola e Prevotella intermedia, todas bactérias que
acumulam porfirina celular, foram irradiadas com laser de argdnio com
fluencias entre 20 e 200 J/cm?. Prevotella intermedia (ATCC 15033) foi
sensivel a irradiagao, porém a cepa ATCC 49046 da mesma espécie foi
resistente. Quando o meio de cultura foi enriquecido com hemina,
Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) também se tornou resistente.

Henry et al.”* (1996) também estudaram a agéo do laser de
argbnio (488-514 nm), em baixa intensidade como tratamento Unico sobre
diferentes biofilmes. Fluéncias de 35 a 80 J/cm? inibiram o crescimento do
biofiime de P. endodontalis, P. gingivalis, P. denticola, P. intermedia, P.
melaninogenica e P. nigrescens. Porém, fluéncias de 70 J /cm? nao
afetaram o biofiime formado pelas espécies de Bacillus, Candida,
Enterobacter, Proteus, Pseudomonas, Staphylococcus e Streptococcus. O
efeito de redugéo bacteriana (fototoxicidade) foi modificado pela idade do
biofilme mostrando também dependéncia com a presenca de oxigénio
atmosférico. A reducao de Prevotella sp. e Porphyromonas sp. foi maior
do que a obtida com as outras espécies testadas. A alta absor¢cdo no
comprimento de onda azul, pelas porfirinas enddégenas das bactérias P.
gingivalis e P. intermédia, explica os resultados obtidos.

Arakane et al.’ (1996) mediram in vitro a emissdo de

radiagcao infravermelha do oxigénio singleto, formado por excitagao laser
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em porfirinas endégenas de bactéria cutanea (Propionibacterium acnes).
Os resultados sugerem que apos a irradiacdo, o oxigénio singleto pode
ser formado na superficie da pele e produzir danos a este tecido.

No caso de fotossensibilizagdo exégena, corantes como azul
de metileno, azul de toluidina, rose bengal, eosina, ftalocianinas, clorinas,
hematoporfirinas, crystal Violet, entre outros foram usados para a

realizacdo da terapia fotodinamica. Mathews''?

(1963) demonstrou que o
azul de toluidina fotossensibilizava Sarcina lutea, e que esta poderia ser
eliminada com irradiacdo por luz policromatica. Bertoloni et al.'®, (1984)
constataram que bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e
Streptococcus faecalis), mas nao espécies Gram-negativas (Escherichia
coli e Klebsiella pneumoniae), poderiam ser eliminadas pela luz na
presenca de hematoporfirina. Um dos poucos estudos que relatam
reducao bacteriana, utilizando luz policromatica foi de Venezio'®® 1985,
que eliminou S. mutans com a sensibilizacdo por hematoporfirina e
posterior exposi¢cdo de 20 minutos a uma lampada de projegcédo de 300 W.
No entanto, a utilizagdo clinica da luz policromatica possui alguns
inconvenientes, pois sdo necessarios longos tempos de exposicao, os que
em geral causa um aquecimento exacerbado e indesejado em aplicacdes
bioldgicas.

Dobson, Wilson®*® (1992) e Wilson'? (1998) analisaram a

reducdo bacteriana in vitro, causada pela impregnacdo de corantes em

biofiime formado em superficie de agar por Streptococcus sanguis,
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Porphyromonas gengivalis, Fusobacterium nucleatum e Actinobacillus
actinomycetemcomitans. Tais biofiilmes  foram posteriormente
fotossensibilizados pela irradiagao por 30 segundos com o laser de He-Ne
operando em 7,3 mW de poténcia. Os autores concluiram que os corantes
azul de toluidina e azul de metileno foram eficazes na eliminagao das
quatro bactérias. Porém os corantes ftalocianina dissulfonada de aluminio,
hematoporfirina HCI e hematoporfirina éster, nos parametros utilizados,
somente foram efetivos em alguns microganismos. Os autores relatam
que a literatura (Malik et al.’®'% 1990; Jori, Spikes®’, 1990) embasa
estes resultados, uma vez que as hematoporfirina e ftalocianinas, muito
utilizadas em lesdes neoplasicas, possuem pouco efeito sobre bactérias
Gram-negativas.

Wilson et al.'® (1992) testaram in vitro vinte e sete
compostos para verificar suas capacidades de sensibilizar e, a partir da
irradiacdo com laser de He-Ne, eliminar as bactérias: Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Streptococcus  sanguis, Fusobacterium
nucleatum e Porphyromonas gingivalis. Os resultados demonstram que os
corantes azul de toluidina, azul de metileno e cloreto azul B nas
concentracoes de 0,005% foram efetivos contra todas estas bactérias,
quando irradiados por 30 segundos.

Em 1993, Wilson, Dobson'®® fizeram um estudo em
bactérias anaerdbias, Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium

nucleatum, utilizando azul de toluidina, diematoporfirina éster e
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ftalocianina dissulfonada de aluminio,usando irradiagdo com laser He-Ne
(7,3 mW). Encontraram substancial redu¢cao quando utilizaram o azul de
toluidina, sugerindo que a terapia fotodindmica podera ser usada como
alternativa ao uso de antibidticos em tratamentos de periodontite cronica.
Porém, muitos estudos clinicos ainda sao necessarios pois alguns
corantes apresentam resultados distintos.

Wilson et al.'®® (1993) avaliaram a redugao bacteriana in
vitro de culturas de P. gingivalis, F. nucleatum e A.
actinomycetemcomitans impregnadas por azul de toluidina (25 ug/ml) e
azul de metileno (25 ug/ml) e irradiadas com He-Ne 7,5 mW por 80
segundos. Constataram que a utilizagdo destes dois corantes, seguidos
da irradiacao laser, foi letal para as trés culturas. Ja, quando a PDT foi
realizada com os corantes diematoporfirina éster e ftalocianina
dissulfonada de aluminio, o tratamento foi letal apenas para P. gingivalis.
Na auséncia de qualquer corante, a exposi¢cao ao laser nao se mostrou
eficaz em reduzir bactérias. No entanto, apenas a aplicagdo do corante
azul de toluidina, sem qualquer irradiacéo laser, causou alta toxicidade e
consequentemente uma reducao estatisticamente significante de A.
actinomycetemcomitans.

Wilson et al.'®

(1993) testaram, em cultura de S. sanguis,
diferentes tempos de irradiacdo com laser de He-Ne em diferentes
corantes. De acordo com a contagem das unidades formadoras de

colénia, o azul de toluidina, hematoporfirina éster, tionina e o azul de
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metileno foram eficazes na reducao bacteriana. Entretanto, verificou-se
também que os corantes hematoporfirina éster e o azul de metileno foram
toxicos aos microrganismos mesmo na auséncia da irradiagdo com o
laser. Os corantes, ftalocianina dissulfonada de aluminio e cristal violeta
(violeta de genciana) foram ineficazes para reducdo bacteriana nas
condi¢des deste estudo.

Sarkar, Wilson'® em 1993, estudaram a agdo da terapia
fotodinamica in vitro em amostras de placa de pacientes com periodontite
cronica. Utilizando o corante azul de toluidina (50 ug/ml) e laser de He-Ne
operando em 7.3 mW, a PDT causou uma reducdao de 91,1% nas
bactérias aerdbias, 96,6 % nas anaerdbias, 100% nas pigmentadas
anaerobias e 94,2 % em Streptococcus. A utilizagdo do corante, sem a
irradiacao laser, foi toxica apenas numa minoria de amostras.

Burns et al.?' (1994) estudaram in vitro a agdo da
ftalocianina dissulfonada de aluminio (50 upg/ml) em suspensdo de
bactérias cariogénicas (Streptococcus mutans, S. sobrinus, L. casei e A.
viscosus) ap6s irradiagao por 30 -90 segundos com laser de diodo, 660
nm com poténcia de 11 mW e diametro do feixe de 9 mm. Os resultados
mostraram reducao bacteriana para todas as espécies. S6 a aplicacédo do
corante com concentracdo de até 100ug/ml ndo causou redugao
estatisticamente significante. Na auséncia da ftalocianina, a irradiagéo

também nao causou reducao bacteriana.



Revisdo da literatura == == 34

Wilson'™* (1994) a respeito do potencial da terapia
fotodindmica em tratamentos relacionados com a redugdo de bactérias
presentes na placa (biofilme), conclui que a PDT possui algumas
vantagens por ser uma terapia topica. A terapia fotodindmica nao causa
disturbios gastro-intestinais, ndo provoca resisténcia bacteriana, n&o
necessita de periodos prolongados para que o produto
(fotossensibilizador) chegue ao alvo e ainda se limita ao sitio de interesse.
Embora os estudos in vitro ttm demonstrado bons resultados na reducéo
bacteriana, o autor cita que ainda nenhuma investigagcdo in vivo foi
publicada. Portanto, sugere que estudos sejam realizados para que se
possa concluir se a fotoativagdo de bactérias, cariogénicas ou
periodontopatogénicas, impregnadas por corantes, possam também ser
eliminadas in vivo.

Wilson, Pratten'®®

(1995) estudaram in vitro a acao da
ftalocianina como fotossensibilizador para a terapia fotodindmica em
Streptococcus aureus. O estudo analisou o efeito da PDT nas diferentes
fases de crescimento bacteriano e nos diferentes periodos de pré-
irradiacéo (incubacédo do corante). Os resultados mostram que a morte
bacteriana foi eficiente nos dois tempos de pré-irradiacao e que nao foi
influenciada pelas diferentes fases de crescimento bacteriano, sendo
efetiva mesmo na presenga de soro sanguineo.

Wilson et al.?® (1995) estudaram a acdo da terapia

fotodindmica em amostras de placa (biofiime) supragengivais de dez
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pacientes voluntarios. As amostras que receberam o corante azul de
toluidina (100ug/ml) foram irradiadas com laser de He-Ne, e as que
receberam a ftalocianina dissulfonada de aluminio foram irradiadas com
laser de diodo. Houve reducao substancial de bactérias anaerébias, assim
como de espécies de Streptococcus e Actinomyces.

Vol'pin et al.'® (1997) estudando as propriedades quimicas
dos fotossensibilizadores, sugeriram que a ftalocianina e seus analogos
(porphyrazines, naphthalocyanines, tetrabenzoporphines) associados ao
acido ascérbico poderiam aumentar a eficiéncia da fototerapia, se
compararmos o efeito da ftalocianina isolada.

Soukos et al.'® (1996) objetivando verificar se a terapia
fotodindmica poderia ser usada em bolsas periodontais sem causar danos
aos tecidos adjacentes, avaliaram in vitro os efeitos fotodinamicos da
irradiacdo com laser vermelho sobre queratinécitos orais humanos por 5
minutos e fibroblastos por 2 minutos, ambos sensibilizados com o corante
azul de toluidina na concentracéo de 2 ug/ml e 5 ug/ml, respectivamente.
A bactéria testada neste estudo foi Streptococcus sanguis. O estudo
concluiu que baixas concentracbes dos corantes e do laser utilizado
causam redugao bacteriana, sem provocar dano aos tecidos.

Van der Meulen et al."® (1997) investigou a eficiéncia do
efeito bactericida da PDT em Haemophilus parainfluenzae, que produz
porfirina endégena sintetizada com &-ALA (d-aminolaevulinic acid). A

irradiacao foi realizada com laser de corante (630 e 617 nm), observou-se
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progressiva perda da viabilidade de microrganismos com o aumento da
densidade de energia. As irradiacdes em 617 nm (dose de 200 J/cm?)
reduziu 99,9% de Haemophilus parainfluenzae. Porém, quando o laser
operou em 630 nm houve uma redugcao de 96%. Na auséncia do 3-ALA,
nao houve sinais de fluorescéncia de H. parainfluenzae, indicando que a
porfirina ndo é produzida na auséncia de 3-ALA.

Haas et al.”" (1997) avaliaram os efeitos da PDT na reducéo
bacteriana em superficies de implantes. Este estudo foi realizado in vitro e
os implantes foram incubados em culturas puras de P. gingivalis, P.
intermedia ou A. actinomycetemcomitans. O laser utilizado foi o diodo 690
nm, associado ao corante azul de toluidina (100ug/ml). Os resultados
mostraram que ndo houve reducdo bacteriana quando o corante ou o
laser foram aplicados isoladamente. Quando a associagdo corante e
irradiagéo laser por um minuto foi testada, houve significativa reducao
bacteriana. As analises em microscopia eletrbnica de varredura
mostraram que houve destruicdo celular no grupo laser e corante, sem
contudo causar alteragdes nas superficies dos implantes.

McCaughan®®, 1999 e Boyle, Dolphin'’, 1996 revisando a
literatura, descreveram os processos fotofisicos e fotobiolégicos da
terapia fotodindmica em neoplasias, lesbes pré-cancerosas, lesdes
vasculares e também em infecgdes virais e bacterianas. O mecanismo de
acdao comum entre os fotossensibilizantes, como por exemplo as

porfirinas, pode ser explicado pela excitagao inicial causada por uma fonte
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de luz, que faz a porfirina passar para estagios singleto e tripleto
excitados. Esta porfirina tripleto excitado transfere sua energia ao oxigénio
tripleto (n&o reativo), processo denominado aniquilagao tripleto-tripleto,
gerando uma espécie reativa de oxigénio singleto que acaba por produzir
danos biolégicos. Atualmente, os principais alvos biolégicos das formas
reativas do oxigénio singleto e radicais livres sdo: os acidos nucléicos,
enzimas e membranas celulares. Estes alvos bioldgicos podem também
gerar a liberagado de outros produtos com alta patogenicidade, como por
exemplo as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. Ocorre a
ativagcdo do sistema complemento, infiltragdo de células sanguineas
imunoldgicas, por exemplo na regido da neoplasia, aumentando o efeito
destrutivo aos tecidos, que estdo sendo submetidos a terapia
fotodin&mica.

Walsh'® (1997) revisando a literatura sobre o uso dos lasers
de baixa intensidade em tecidos duros, descreveu a fotossensibilizacao
de bactérias com corantes apropriados para absorver o comprimento de
onda especifico do laser utilizado. O autor sugere que esta técnica pode
ter aplicacdo para a reducao bacteriana no interior de canais radiculares e
bolsas periodontais, como coadjuvantes aos tratamentos convencionais.

Bhatti et al.” (1998) estudaram os possiveis mecanismos
envolvidos na fotossensibilizagao letal de bactérias com o uso do corante
azul de toluidina. Os efeitos da fotossensibilizagdo foram avaliados pela

medida da fluorescéncia e eletroforese de proteinas. Os resultados
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sugerem que a morte de Porphyromonas gingivalis apés a terapia
fotodinamica envolve mudancas nas membranas de suas proteinas e
defeitos no DNA mediados pela agao do oxigénio singleto.

Wainwrigth'®” (1998) revisando a literatura, apresentou os
mecanismos de agao da terapia fotodindmica em microrganismos, 0s
diversos corantes em uso e perspectivas futuras da técnica. Neste artigo,
sugeriu a utiizaggdgo da PACT (Photodynamic Antimicrobial
Chemoteraphy), afirmando possuir baixo custo e boa eficiéncia, utilizando
corantes que absorvem a luz visivel ou ultravioleta, para gerar efeito
fototoxico.

Golding et al.*® (1999) avaliaram a inativagcdo de espécies
bacterianas via fotossensibilizacdo. O objetivo do estudo foi comparar o
comportamento de uma bactéria anaerdbia Gram-negativa pigmentada de
negro (Prevotella nigrescens), com uma espécie facultativa Gram-positiva
e nao pigmentada (Staphylococcus aureus). A terceira bactéria
(Escherichia coli) que é facultativa, Gram-negativa e ndo pigmentada foi
testada e comparada com Staphylococcus aureus. O corante utilizado nas
culturas foi o isotiocianato trifeniimetano verde de malaquita (MGITC). A
irradiacéo foi feita com um laser de corante (bombeado pelo laser de
argbnio) de forma continua e pulsada, com comprimentos de onda de
aproximadamente 630 nm. Prevotella nigrescens foi irradiada por 30
segundos, 1 minuto e 5 minutos, em 620 nm e poténcia de 150 a 170 mW

(doses respectivas de 636 J/cm?, 1273 Jicm? e 6364 J/cm?). Mesmo na



Revisdo da literatura == == 39

auséncia do corante houve efetiva e proporcional inativagdo desta
bactéria nas densidades de energia aplicadas. Quando o Staphylococcus
aureus foi sensibilizado com verde de malaquita, também houve
inativacdo dose dependente. Neste caso, a fonte de luz pulsada
demonstrou mesma eficiéncia da continua, provavelmente devido ao
grande numero de transi¢cdes eletronicas para o estado excitado que se
consegue com o corante verde de malaquita num curto periodo (6
nanosegundos) quando comparado aos outros corantes. O corante
MGITC foi ineficiente na redugao de Escherichia coli. O autor sugere que
as bactérias Gram-negativas parecem ser resistentes a esta terapia,
devido as suas diferengas estruturais. Desta forma, o estudo conclui que a
bactéria com pigmento endégeno (Prevotella nigrescens) pode ser
inativada apenas com a irradiacdo. Ja a bactéria Gram-positiva nao
pigmentada (Staphylococcus aureus) deve receber corante exogeno.
Contudo a bactéria Gram-negativa Escherichia coli se mostrou resistente
a este tratamento.

Wood et al.?® (1999) estudaram a agdo do Pyridinium Zn (11)
phthalocyanine (PPC) em biofilme formado in vivo, de oito pacientes
voluntarios, que receberam uma camada de resina nos primeiros e
segundos molares superiores. Apos sete dias, estas amostras foram
removidas cuidadosamente e incubadas com ftalocianina catibnica
durante 1 hora. Estudos de microscopia mostraram que o corante

penetrou na biomassa do biofilme. As irradiagbes destas amostras foram
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realizadas com luz branca (na faixa de 600 a 700 nm e intensidade média
de 22,5 mW/cmz). Analises por microscopia eletrénica de transmissao
demonstram que houve morte ndo seletiva de bactérias, sugerindo que a
terapia fotodinAmica pode ser eficiente para anaerébios e aerdbios.

Jackson et al.”® (1999) investigaram in vitro a morte do fungo
Candida albicans nas suas formas de levedura e hifa. Foi utilizado o
corante azul de toluidina e irradiacdo com laser de He-Ne (632,8 nm
operando em 35 mW de poténcia). Avaliou-se neste trabalho a
concentracdo do corante, a dose de aplicacdo do laser e o tempo que o
corante leva para ser absorvido pelas bactérias (tempo de pré-irradiagéo).
Os autores concluiram que a associagao entre o laser e o corante resultou
em morte microbiana de ambas as formas, hifa e leveduras. Este
resultado se mostrou dose dependente, sendo que a melhor dose foi 42
Joules com um tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos para a forma de
levedura. No entanto, a forma de hifa nao foi influenciada pelo tempo de
pré-irradiagao (incubacgao).

lvanov et al.”” (2000) estudaram, in vitro, o efeito de
diferentes concentracdes de azul de metileno (1%, 0.1%, 0.01%, 0.001%)
associadas a irradiacdo com o laser de He-Ne (intensidade de 100
mW/cm?), em cultura bacteriana de Staphylococcus sp, Staphylococcus
nao hemolitico e bactérias totais de amostras de bolsas periodontais. O
tempo de pré-irradiacdo também foi analisado e verificou-se que a

concentracdo de 1% se mostrou toxica no periodo de 30 segundos de
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incubacdo. Desta forma, o corante a 1% foi descartado do estudo. A
irradiacao isolada do corante n&o causou redu¢do, mesmo com densidade
de poténcia de 600 mW/cm?. Os autores concluiram que a terapia
fotodinamica, utilizando concentracdes de 0.1% e 0.01%, com tempo de
incubacdo por 3 minutos e tempo de irradiacdo de 1 a 2 minutos
apresentou melhor efeito antimicrobiano.

Packer et al.™* (

2000) avaliaram a acédo da terapia
fotodindmica na inativacdo da atividade de enzimas proteoliticas da
bactéria Porphyromonas gingivalis apos a utilizagdo de azul de toluidina
(6,25; 12,5 e 25 g/mL) e ativagdo com o laser vermelho (633 nm) com
doses de até 189 Joules. Os resultados mostraram que na auséncia do
corante, apenas as doses de 126 Joules e 189 Joules reduziram a
atividade proteolitica em 14% e 27%, respectivamente. A exposi¢cao da
bactéria ao corante na auséncia de irradiacdo laser, causou um
decréscimo de 19% na atividade proteolitica. No entanto, esta inativagéo
foi total quando o tratamento associou o corante e a irradiagado laser
operando com 126 Joules (111,4 Jicm?). Utilizando 21 Joules na presenca
do corante, houve reducao bacteriana de 99,99%.

Kawamoto et al.®® (2000) estudaram in vivo o efeito
antibacteriano do laser de He-Ne amarelo associado ao corante violeta
cristal em subcuténeo de ratos. Abscessos subcutaneos foram induzidos

pela colocacdo de cones de papel contaminados com Porphyromonas

gingivalis. Apés uma semana da inoculagdo destes cones nos
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subcutaneos dos ratos, amostras destes locais foram removidas e
analisadas histologicamente. Foi observada menor reagao inflamatéria no
grupo onde foi empregada apenas solug¢ado salina, seguida do grupo que
recebeu a irradiacao laser.

Koénig et al.® (2000) avaliaram a ac&o do laser de He-Ne (60
mW de poténcia), sem a associagdo a corantes externos. Testaram
Propionibacterium acnes, Porphyromonas gingivalis, Actinomyces
odontolyticus, Prevotella intermedia e Streptococcus mutans (como
controle, pois ndo produz porfirina endégena). Os resultados mostraram
reducdo de bactérias produtoras de endoporfirinas, pronunciado efeito
sobre bactérias pigmentadas e nenhum efeito sobre Streptococcus
mutans.

Usacheva et al.'® (2001) avaliaram a eficiéncia do azul de
metileno e do azul de toluidina na redugcao bacteriana de Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Hemophilus
influenzae, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa na presenga e na
auséncia de luz. As fontes de luz empregadas foram um laser de argbnio
e um laser de diodo. Os autores relatam que os dois fotossensibilizadores
testados foram eficientes na redugdo de todas as espécies quando
associados a presenca da luz. Na auséncia da luz, o efeito téxico do
corante azul de toluidina foi maior do que o azul de metileno.

Dértbudak et al.®*® (2001) avaliaram os efeitos da PDT na

reducao bacteriana em superficies de implantes. Este estudo foi realizado



Revisdo da literatura == == 43

com 15 pacientes com sinais clinicos e radiograficos de periimplantite, e
trés espécies bacterianas foram investigadas P. gingivalis, P. intermedia e
A. actinomycetemcomitans. O laser utilizado foi o diodo 690 nm associado
ao corante azul de toluidina (0,1%). Os resultados mostraram redugao
bacteriana estatisticamente significante com apenas a aplicagédo do azul
de toluidina para as bactérias A. actinomycetemcomitans e P. intermedia.
O tratamento que associa o corante e a irradiagcao laser causou redugao
de 92% em média para as trés bactérias, sendo que P. intermedia teve
uma redugao de 97,6%, apos 1 minuto de irradiagao.

Dértbudak et al.*® (2001) examinou a redugdo bacteriana
proporcionada em bolsas periodontais apds a utilizagdo da terapia
fotodinamica. Trinta pacientes, que nao haviam recebido qualquer terapia
periodontal ou antibioticoterapia ha pelo menos trés meses, foram
incluidos no estudo. As bolsas mais profundas foram sensibilizadas com
azul de toluidina (100 pg/ml) e posteriormente lavadas com soro
fisiolégico por um minuto, para receber a irradiagédo com o laser de diodo
690 nm (75 mW de poténcia e 60 segundos). A primeira amostra (valor
inicial) foi coletada antes da sensibilizacao e irradiagcao utilizando pontas
de papel estéril. A segunda amostra (valor teste) foi coletada 5 minutos
apos a PDT. As bactérias A. actinomycetemcomitans, P. infermedia e P.
gingivalis foram evidenciadas nas amostras iniciais nos valores de 176.57

106.21, 163.49 x10* u.f.c./mL, respectivamente. Apds a terapia
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fotodinamica, os valores encontrados foram 4.07, 0.27 e 0.43 x10*
u.f.c./ml, aproximadamente 99% de redugao bacteriana.

Yilmaz et al.?*®® (2002) testou quatro diferentes tipos de
tratamento em 10 pacientes com doenca periodontal. Cada paciente
recebeu, de forma aleatéria em cada quadrante, um tipo de tratamento: 1.
raspagem, 2. apenas laser e corante, 3. raspagem mais laser e corante e
4. apenas instrucao de higiene oral. O laser utilizado foi o laser de diodo
685 nm, (30 mW, 5 Hz, 1.6J/cm2) aplicado 3 vezes por semana. O corante
foi o azul de metileno, que foi aplicado previamente as irradiacbes laser.
Apenas os grupos 1 e 3 causaram redugao estatisticamente significante
de microrganismos anaerdbios apds 32 dias do exame inicial.

Garcez et al.®?

(2002) utilizando como corante uma pasta a
base de azuleno e o laser de diodo (685 nm), obteve num experimento in
vitro 100% de reducao do E. faecalis. Em outro estudo, num relato de
caso clinico, mostram remissado de sinais de infeccdo, como supuracéo,
edema e ulceragbes na gengiva, em um periodo de 48 horas apods a
raspagem periodontal, aplicacdo do corante e irradiagdo com laser, sem
qualquer associagdo com antibidticos locais ou sistémicos.

Nussbaum et al.”®*' (2002) examinaram o efeito do laser de
baixa intensidade no crescimento bacteriano in vitro, sem a adicado de
qualquer corante. Testaram os comprimentos de onda 630, 660, 810 e

905 nm, com densidades de energia de 1 a 50 J/cm?. Constataram, para o

laser em 630 nm, que as densidades de energia de 1 J/cm?, 5 J/cm? e 20
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Jlem? causaram inibicdo no crescimento das trés bactérias testadas (P.
aeruginosa, E. coli e S. aureus), e que doses de 2, 10 e 50 Jiem?,
causaram aumento no crescimento de P. aeruginosa. Para o laser
operando em 660 nm houve inibicdo das trés bactérias nas densidades de
energia de 1 e 5 J/icm?®. Porém, doses de 2, 20 e 50 J/cm? causaram um
aumento, em especial a S. aureus. O laser de 810 nm causou um
crescimento nas trés espécies com doses de 1 e 2 Jlcm?. Doses de 5, 10,
20 e 50 causaram uma inibicdo do crescimento especialmente de P.
aeruginosa. O comprimento de onda de 905 nm promoveu um
crescimento na maioria das densidades de energia nas trés bactérias,
ficando apenas o S. aureus, na densidade de 5 J/cm?, com uma inibicdo
de crescimento consideravel. Os autores concluem que o laser operando
em 630 nm foi mais efetivo na inibicdo do crescimento bacteriano do que
os lasers operando no infra vermelho préximo.

O'Neill et al.’® (2002) avaliaram por meio de microscopia
confocal, as alteracdes causadas em biofilme apds a aplicacdo de azul de
toluidina (25 pg/ml) e irradiagdo com laser He-Ne (31,5 Joules). O
biofilme, formado por 32,8 % de estreptococos, 6,5 % de Veillonella spp,
0,1% Actinomyces spp e 0,1% de anaerobios Gram-negativos, sofreu uma
reducdo de 97,4% das bactérias apds a sensibilizagdo com azul de
toluidina e irradiagao laser. A aplicacao apenas do corante ou a irradiacéo
laser como procedimento Unico ndao causaram redugdo bacteriana

significativa.
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Soukos et al.”®® (2003), testaram o efeito da terapia
fotodindmica associada a acdo de ondas fotomecanicas tanto em
amostras plancténicas de pacientes periodontais, quanto em biofilmes de
A. naeslundii criados em superficies de esmalte bovino. A combinagao da
luz e do fotossensibilizador eliminou em fase plancténica 90 % das
espécies. Em biofilme, a aplicagdo da onda fotomecanica promoveu um
aumento de 50 % da penetragdo do corante (pL-c(e6)). Este aumento na
penetragdo permitiu uma redugao de 99% da bactéria em biofilme apds a
terapia fotodinamica. Os autores concluem que, para uma melhor
efetividade de reducdo bacteriana em biofilme, melhor penetracido da
droga deve ser obtida. Neste estudo, a onda fotomecanica favoreceu a
desagregacao da massa do biofilme e, consequientemente, a penetracao
do fotossensibilizador, potencializando o efeito da terapia fotodinamica.

Pitzner et al.’™®® (2004) investigaram a acdo da terapia
fotodinamica utilizando os fotossensibilizadores chlorin €6, BLC 1010 e
BLC 1014. Demonstraram que Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium
nucleatum, e Capnocytophaga gingivalis foram totalmente inativadas apos
iluminagdo, quando precedida de incubagdo por 10 muM chlorin e6 e 10
muM BLC 1010. Porém, empregando o fotossensibilizador BCL 1014,
apenas um pequeno efeito na reducao bacteriana foi observado.

Demidova, Hamblin® (2004), em um artigo de revisao,
evidencia a importancia da seletividade do fotossensibilizador e da

dosimetria aplicada. No entanto, sabe-se que bactérias Gram-positivas
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sdo mais susceptiveis a terapia do que Gram-negativas, o que motivou
estudos de novos corantes. Atualmente, fotossensibilizadores carregados
positivamente, estdo sendo utilizados para facilitar a permeabilidade
destes na membrana das bactérias Gram-negativas. Contudo, poucos
estudos clinicos foram realizados até o momento e as doses para a PDT
devem ser ajustadas para que a terapia possa ser amplamente utilizada.

A terapia fotodinamica para eliminar periodontopatdgenos
pode ser uma alternativa ao uso de antibiéticos sistémicos para o
tratamento das doengas periodontais. Mesmo que o método ainda esteja
em estagio experimental, segundo Meisel, Kocher''® (2005), o aumento
dos problemas com a crescente resisténcia bacteriana podera promover
mais rapidamente a introducdo desta terapia na pratica periodontal. Este
artigo de revisdo revela estudos encorajadores para que a terapia
fotodindmica seja aplicada em periodontites e peri-implantites. Entretanto,
os autores ressaltam que apesar de excelentes resultados, a eficacia da
terapia deve ser confirmada em estudos clinicos.

Areas subgengivais de cdes Beagles foram infectadas com
Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum. A terapia
fotodinamica foi aplicada usando laser em 662 nm com 0.5 W de poténcia
e dois fotossensibilizadores (clorina e6 e BLC1010). Analises
microbiolégicas, usando PCR, revelaram que a terapia suprimiu
significantemente P. gingivalis quando clorina e6 foi usada para a terapia.

Por outro lado, Fusobacterium nucleatum foi muito pouco inibido pela
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clorina e, apresentando resultados melhores quando BLC1010 foi
aplicado. Sinais de inflamagcdao e sangramento a sondagem foram
reduzidos no grupo PDT. Os autores concluem que esta terapia foi
significantemente efetiva na supressdo de P. gingivalis (Sigusch et al.’®,
2005).

Hayek et al.”? (2005) estudaram comparativamente, em peri-
implantites induzida em caes, o efeito da terapia fotodindmica e da
irrigacdo com clorexidina apds procedimentos convencionais de
raspagem. Os resultados mostraram redugdo de Prevotella sp.,
Fusobacterium sp., e S. beta-haemolyticus em ambos os grupos testados.
Desta forma, concluem que a terapia fotodinamica é uma técnica nao
invasiva que pode ser utilizada com sucesso para redugdo microbiana em
peri-implantite.

Jori et al.® (2006) acreditam que com o aumento e difusdo
de resisténcia antibidtica por diversas cepas microbianas, a terapia
fotodinamica é wuma opgdo que apresenta algumas vantagens.
Atualmente, os corantes utilizados sao efetivos na inativagao de fungos e
bactérias, tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas. Em geral, os
fotossensibilizadores possuem acéao rapida e nao exigem longos periodos
pré-irradiagdo. Como a morte bacteriana nao esta relacionada a mediagao
de radicais quimicos, e sim a foto-distruicio da membrana, que ocorre
através de processos multiplos, o risco de processos mutagenicos ou

desenvolvimento de foto-resisténcia € muito pouco provavel. Além disso,
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com a aplicacao local dos fotossensibilizadores a morte das bactérias é
controlada, restringindo-se a regido sensibilizada e irradiada, evitando a
destruicdo da microbiota em outros locais. De acordo com Jori et al.®®
(2006), um exemplo tipico € a agao bactericida da terapia fotodinamica
utilizando ftalocianinas como sensibilizador em cepas de Staphylococcus
aureus, que se mostraram resistentes ao antibiotico Meticilina. O autor
afirma que a PDT é uma terapia conveniente para infec¢des localizadas,
como candidiase oral, periodontite e feridas crénicas.

Komeric, Macrobert 8 (2006), em um artigo de revis&o relata
que muitos microrganismos que causam infecgdes na cavidade bucal tém
se mostrado susceptiveis a terapia fotodindmica. Por este motivo,
pesquisas estdo direcionadas para encontrar fotossensibilizadores
apropriados, bem como a dosimetria ideal para atingir melhores efeitos
bactericidas. Os autores concluem que a PDT tem potencial para se
tornar uma reconhecida alternativa a terapia antimicrobiana aplicada a
infeccdes orais, e merece a continuidade dos estudos nesta area.

Um estudo de Wood et al.?%? (2006) compararam a eficacia
da morte bacteriana quando utilizaram azul de metileno, Photofrin® e
eritrosina como fotossensbiizadores para a PDT. Os resultados deste
estudo mostraram que a eritrosina foi mais efetiva na redugao bacteriana
do que o Photofrin®, e que este foi mais efetivo que o azul de metileno

quando utilizados em biofilme de Streptococcus mutans. Os autores ainda
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sugerem que a susceptibilidade a terapia fotodinamica cresce conforme a

idade do biofilme aumenta.
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3 Proposicao

Neste estudo nos propomos investigar o efeito da terapia
fotodindmica (PDT) em amostras de placa bacteriana de pacientes com
doenga periodontal crénica, comparando sua agao quando aplicada em

fase planctdnica e em biofilme.
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4 Material e método

4.1 Amostras Clinicas

Neste estudo coletamos 120 amostras de placa de 12
pacientes selecionados entre 36 pacientes analisados (10 sitios por
paciente) com doenca periodontal crénica. A permissdo para a coleta
deste biofilme dental foi autorizada pelo comité de ética do Forsyth
Institute — Institutional Review Board (em Anexo). Todos os pacientes
receberam informacdes detalhadas a respeito da pesquisa, seus
objetivos, importancia e beneficios. A adesao do paciente a pesquisa foi
espontanea, ndo se promovendo obrigatoriedade ou constrangimento ao
paciente. Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido, aprovado pelo comité de ética do Forsyth Institute — Boston
MA. Os requisitos basicos para a inclusdo no estudo foram: apresentar
boas condi¢gdes de saude geral, sem quaisquer alteragbes sistémicas
evidentes ao exame clinico, ou detectada pela anamnese. Nao apresentar
historia positiva de uso de antibiéticos ou qualquer tipo de tratamento
periodontal no periodo de ao menos 3 meses que antecederam este
estudo. Néo ser fumante e ter ao menos 10 sitios com sangramento e
profundidade de sondagem maior que 5 mm. Depois de realizado exame
clinico, os pacientes diagnosticados com doenca periodontal crénica,
apresentando ao menos 10 sitios com mais de 5 mm de profundidade a

sondagem foram incluidos no estudo. As amostras de placa, supra e
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subgengival foram removidas com cureta periodontal especifica (Cureta
de Gracey) estéril. Imediatamente apds a remogao da placa, colocamos
as amostras em um tubo com solugdo anaerdbia pré-reduzida (PRAS)
(Anaerobe system Morgan Hill, CA — Liquid Dental Transport Medium). A
amostra obtida foi agitada num equipamento especifico (vortex) para
causar a desagregacao da placa. Em seguida, pipetamos a amostra
repetidas vezes para evitar particulas aglutinadas no meio liquido.
Aliquotas de 1 mL foram colocadas em tubos Eppendorfs, e centrifugadas
a 7000 rpm por 4 minutos para separar a amostra da solugdo anaerdbia
pré-reduzida (PRAS). Para conhecer a densidade do indculo, apds
centrifugacao, aspiramos o sobrenadante (PRAS) e ressuspendemos a
amostra em caldo de BHI (Brain Heart Infusion). O numero de células foi
estimado de acordo com a densidade optica de 1 mL desta amostra.
Utilizando um espectrofotdbmetro operando em comprimento de onda de
600 nm, medimos a densidade optica (DO) utilizando cubetas
descartaveis. Cada unidade no valor da DO corresponde a
aproximadamente 10° células/mL. As amostras de placa de cada paciente
foram divididas para serem utilizadas em duas diferentes fases

experimentais: planctdnica (suspenséo) e biofilme.

4.2 Preparagao das placas de agar sangue enriquecido
O meio agar sangue enriquecido foi preparado utilizando 20

g/L de trypticase soy Agar (BBL, Cockeysville, MD), 26 g/L de agar BHI
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(Difco Laboratories, Detroit, Ml), 10 g/L extrato de levedura (BBL) e 5
mg/L hemina (Sigma Chemical Co., St Louis, MD). O meio foi autoclavado
e deixado resfriar em banho com temperatura constante de 50°C. Apds o
meio resfriar até 50°C, adicionamos assepticamente 5% de sangue de
carneiro desfibrinado (Northeast Labs, Waterville, Maine), 5 pug/mL de
menadiona (Sigma Chemical Co., St Louis, MD) e 0.3 ug/mL de acido N-
acetylmuramic (Sigma). Este agar enriquecido foi utilizado para preparar
placas de cultura convencionais e para preencher os poc¢os das placas de
96 pogos com o volume de 150 uL de meio por pogo. Apos a geleificagdo
do agar, as placas foram devidamente embaladas e mantidas em sala

fria.

4.3 Desenvolvimento do Biofilme

Placas com 96 pocos, previamente preparadas com agar
sangue enriquecido, foram utilizadas para o desenvolvimento do biofilme
dental in vitro (Som et al.’®?, 2004). Para iniciar o crescimento do biofilme
pipetamos 150 uL da amostra clinica, coletada conforme descrito
anteriormente. Cuidadosamente preenchemos cada pog¢o da placa com
150 uL e incubamos em camara de anaerobiose a 35°C por sete dias.
Nas primeiras 48 horas de incubacéo, ndo realizamos nenhuma troca de
meio. Somente a partir do terceiro dia, aspiramos o meio antigo e
renovamos diariamente os nutrientes de cada pogo colocando 150 uL de

caldo fresco de BHI, conforme ilustra a Figura 1.
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FIGURA 1 - Aspiragado do meio antigo para a colocag¢ao de caldo

fresco de BHI.

4.4 Fotossensibilizador

Neste estudo, utilizamos o azul de metileno (Methylene Blue
Sigma, St Louis, MO), um corante organico com propriedades
fluorescentes e fotossensibilizadora (Jockusch et al.”®, 1996; Phoenix,
Harris™°, 2003). Este fotossensibilizante tem se mostrado efetivo em
inativar virus e espécies bacterianas apos exposicao a luz (Tuite, Kellyw,
1993; Millson et al.'’, 1996). A carga positiva presente na molécula deste
corante e seu baixo peso molecular (Figura 2) promove sua melhor
interagdo com as bactérias (Soukos et al.'®, 2006). Nas bactérias Gram-
negativas, o azul de metileno é difundido através das porinas que sao
pequenos canais na membrana externa que permitem a difusdo de
moléculas de baixo peso molecular. Nas bactérias Gram-positivas,
desprovidas da membrana externa, a passagem das moléculas se da pela

espessa parede celular. Apesar de espessa, esta membrana permite a

difusdo de muitas moléculas. Além disso, uma ampla variedade de
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diferentes polimeros (acidos teicoicos) confere carga negativa a superficie
exterior, facilitando ainda mais o transporte de ions positivos para dentro
da célula.

Em ambiente protegido da luz, dissolvemos o azul de
metileno em caldo BHI para permitir concentragbes de 50 pg/mL, 25
ug/mL, 12,5 ng/mL. Estas solugdes de azul de metileno em diferentes
concentracoes foram preparadas imediatamente antes do uso. Os tubos
contendo as solugdes foram envolvidos em papel aluminio para manter o
fotossensibilizador sem exposicdo a luz durante a realizagdo dos
experimentos.

O espectro de absor¢ao do azul de metileno foi medido com
cubetas de quartzo de 1 cm, do ultravioleta ao infravermelho proximo (200
a 800 nm) usando um espectrofotdmetro (Model 8541A, Hewlerr-Packard,
Palo Alto CA). Conforme mostramos na Figura 3, o azul de metileno
apresenta duas bandas de absor¢do. Uma das bandas esta localizada em
torno de 290 nm (banda Soret), enquanto a outra apresenta um pico
maximo ao redor de 665 nm. Esta segunda banda sera excitada para a

PDT.
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FIGURA 2- Estrutura quimica do azul de metileno. A carga positiva
presente na molécula e seu baixo peso molecular

facilitam sua interacdo com as bactérias.
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FIGURA 3 - Espectro de absor¢ao do azul de metileno.

4.5 Fonte de Luz
Neste estudo utilizamos um laser de diodo (BWTEK Inc.,
Newark, DE), com poténcia de saida de 1 Watt e comprimento de onda de

665 nm. A luz foi entregue por uma fibra éptica. Na ponta desta fibra, para
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permitir a expansao do feixe, foi acoplada uma lente especifica. O formato
de feixe gerado por este sistema permitiu uma irradiagado pontual formada
pelo spot uniformemente circular conforme ilustra a Figura 4. A poténcia
do laser e a distancia da saida do feixe a placa foi ajustada de acordo
com as dimensdes do campo de irradiagao e as fluéncias (densidades de
energia) estabelecidas. Esta condigdo permitiu exato ajuste da luz ao
poco das placas. Cada placa recebeu apenas uma amostras para nao

haver qualquer interferéncia durante a irradiagdo conforme ilustra a Figura

5.

FIGURA 4 - Sistema laser utilizado (fibra, lentes e poste para

ajuste da distancia).
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FIGURA 5 - Irradiacéao fixa, modo continuo gerada pelas lentes da

fibra 6ptica com didmetro exato do pogo da placa.

4.6 Grupos Estudados

Os experimentos realizados tanto em fase plancténica
(suspensao) quanto em biofilme, foram submetidos a fluéncias
(densidades de energia) de 30 J/cm? e 60 J/cm? na mesma irradiancia
(densidade de poténcia) de 100 mW/cm? (Tabela 1). A &rea iluminada
possuia um didmetro de 2 cm e o tempo de irradiagao foi de 5 e 10
minutos, dependendo da fluéncia aplicada, 30 J/icm? e 60 J/cm?
respectivamente. Na Tabela 1 também descrevemos as diferentes

concentracdes de azul de metileno utilizadas.
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Tabela 1 — Diferentes concentragdes utilizadas nos experimentos em fase
plancténica (suspensdo) e em biofilme e mesmos parametros

de irradiacao

Concentracéao Concentracéao
Fotossensibilizado | Fotossensibilizado | Fluénci Irradianci
r r a a
Fase 12.5 pg/mL 25 pg/mL 30J/cm 100
Planctonica e 2e mW/cm?
(Suspensao 60J/cm
) 2
Biofilme 50 pg/mL 25 pg/mL 30J/cm 100
e 2e mW/cm?
60lecm

A poténcia do laser na saida da fibra foi verificada antes de
cada irradiacdo, utilizando o power meter Coherent (FM-LM 10). A
poténcia aplicada foi de 314 mW. Durante o procedimento da aplicacao

do laser, 6culos de protegcédo foram usados pelos operadores.

4.7 Experimentos em Fase Planctonica (Suspensao)

Como descrito anteriormente, as amostras de placa
bacteriana colhidas de pacientes com doenca periodontal foram
separadas da solugdo anaerébia pré-reduzida (PRAS) e, apds
homogenizada em caldo de BHI, a densidade Optica foi obtida em

espectrofotdbmetro (600 nm).
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Para a realizacdo do experimento, aliquotas de 1 mL foram
colocadas em tubos Eppendorfs, devidamente identificados de acordo
com os grupos estudados. Para permitir a adicao do fotossensibilizador,
estes tubos Eppendorfs foram novamente centrifugados para separar o
caldo de BHI da placa decantada. Aspiramos e descartamos o BHI e
adicionamos 1mL da solucdo de azul de metileno na concentracao
apropriada para cada fase testada (planctdénica e biofiime). No grupo
controle (L-D-) e no grupo que recebeu apenas a irradiagéo laser (L+D-) 1
mL do caldo de BHI sem adicdo de corantes foi utilizado para
ressuspender a placa decantada. Na sequéncia, levamos estas amostras
para placas de 24 pogos e aguardamos o tempo de incubagao (pré-
irradiagéo) adequado para cada um dos grupos analisados. As amostras
foram irradiadas uma a uma em temperatura ambiente, de acordo com as
fluéncias previamente estabelecidas. Para cada grupo estudado, fizemos
4 repetigdes. Para simular as mesmas condigdes, o grupo controle (L-D-),
que nao foi exposto ao fotossensibilizador ou ao laser, também foi
colocado nos pogos da placa em temperatura ambiente pelo mesmo
tempo utilizado para a incubagéo e irradiagdo dos outros grupos.

Apé6s a incubagao e ou irradiacdo, aspiramos a amostra
(1mL) da placa de 24 pogos e levamos para Eppendorfs devidamente
identificados. Centrifugamos novamente estes tubos para retirar o
fotossensibilizador aplicado, ou o caldo de BHI para os grupos controle e

apenas laser (L+D-). Esta etapa é de extrema importancia, especialmente
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para os grupos onde o fotossensibilizador foi empregado, uma vez que o
tempo de incubagdo n&o deve ser infinitamente prolongado. Apds a
centrifugacdo, aspiramos e descartamos o sobrenadante, fazendo com
que todas as amostras tivessem o mesmo tratamento. Ressuspendemos

todos os grupos em caldo de BHI e fizemos as diluigbes seriadas.

4.8 Tempo de incubacao ou pré-irradiagao
Nas Tabelas 2 e 3 mostramos um resumo das drogas
utilizadas durante a incubagdo ou pré-irradiagdo e o tempo necessario
para este procedimento de acordo com cada grupo avaliado. Chamamos
“tempo de incubagao” nos grupos onde a irradiacéo laser nao foi aplicada.
Nos grupos L+D- e L+D+ chamamos de “tempo de pré-irradiagao”.

Tabela 2 — Parametros para o experimento no qual a fluéncia utilizada foi

de 30 J/cm?®
Grupos Droga Tempo de | Tempo de Tempo de
Incubacgao | Incubacao Irradiacao
Pré 30J/cm’®
Irradiagao
Controle BHI 10 minutos - -
L-D-
L-D+ Azul de | 10 minutos - -
Metileno
| L+D- . BHI - | 5 minutos 5 minutos
L+D+ Azul de - 5 minutos 5 minutos
Metileno
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Tabela 3 — Parametros para o experimento no qual a fluéncia utilizada

foi de 60 J/cm?

Grupos Droga Tempo de | Tempo de Tempo de
Incubagao | Incubagao Irradiagao
Pré - 60J/cm?
irradiacao
Controle BHI 15 minutos - -
L-D-
L-D+ Azul de | 15 minutos - -
Metileno
| L+D- | BHI | - | 5minutos | 10 minutos
L+D+ Azul de - 5 minutos 10 minutos
Metileno

Para todos os pocgos que utilizamos o azul de metileno,
durante o tempo de incubagdo ou pré-irradiagdo, as placas foram
embrulhadas em papel alumino para proteger o fotossensibilizador da
exposicao a luz.

Conforme mencionado anteriormente, depois da terapia
apropriada para cada grupo, diluigdes seriadas do conteudo de cada pogo
foi individualmente realizada com caldo de BHI. Apds as diluigdes
seriadas, 100 ul das diluigbes 10? e 10° foram plaqueadas em agar
sangue enriquecido (experimento realizado em quadruplicata). As placas
foram incubadas em cdmara de anaerobiose na presenca de 80% No,

10% CO, e 10 % de H, na temperatura de 35°C por 7 dias.
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A fracdo de microrganismos sobreviventes para cada pogo
teste foi calculada dividindo o numero de unidades formadoras de colonia
(u.f.c.) no grupo teste pelo numero obtido no grupo controle (Apéndice 3 a
6) . Além da contagem bacteriana por meio de cultura em placas de agar,
foi realizada a analise molecular para a identificagdo de 40 diferentes
microrganismos por meio da técnica “Checkerboard DNA-DNA

hybridization” que sera detalhada posteriormente.

4.9 Experimentos em Biofilme

O biofilme foi desenvolvido in vitro em placas de 96 pogos
conforme descrito anteriormente. O biofilme desenvolvido e nao
submetido a nenhuma forma de terapia, chamamos de grupo controle.
Diferentes concentragbes de azul de metileno: 50 ug/mL e 25 pg/mL
foram testadas em biofilme. Além da aplicagdo da droga como tratamento
unico, o efeito da irradiagdo com o laser de diodo operando em 665 nm
em biofilme também foi investigada. As fluéncias (densidades de energia)
testadas foram 30 J/cm? e 60 J/cm? ambas com irradiancia de 100
mW/cm?. Para os experimentos em biofilme, uma vez que a toxicidade no
escuro do azul de metileno n&o foi alta, para o grupo PDT (L+D+)
testamos diferentes concentragdes deste fotossensibilizador: 50 ug/mL e
25 ng/mL.

Para o grupo controle (L-D-), 150 uL de BHI foi aplicado

sobre o biofilme e incubado por 10 ou 15 minutos, simulando os mesmos
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procedimentos realizados para os grupos teste. Apds o periodo de
incubacao, aspiramos e descartamos este BHI. Raspamos cada um dos
pocos e colocamos a amostra deste biofilme em Eppendorfs devidamente
identificados para posteriormente serem submetidos a diluicbes seriadas.
Da mesma forma, este procedimento foi repetido para os outros grupos.
Aplicamos a droga ou o caldo fresco de BHI, realizamos as devidas
irradiagcbes, raspamos o biofilme e colocamos as amostras em tubos
Eppendorf especificos.

Depois de realizar o tratamento indicado para cada pocgo,
diluicbes seriadas foram realizadas. Da mesma maneira que o
experimento em suspensio, além da contagem bacteriana por meio de
cultura em placas de agar, realizamos o chekerboard DNA-DNA
hybridization para a identificagdo dos microrganismos presentes no

biofilme.

4.10 Analise Molecular - Checkerboard DNA-DNA hybridization

4.10.1 Preparo das Amostras
O processamento para a identificagdo dos microrganismos
presentes tanto nos grupos controles quanto nos grupos tratados foi
realizado através da técnica do “Checkerboard DNA-DNA hybridization”

(Socransky et al.'®®, 1994).
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Apos os experimentos e 7 dias de incubacao, adicionamos
1ml de tampéo tris-EDTA (TE buffer) em cada placa e raspamos as
colbnias da superficie utilizando alca de vidro estéril. Esta suspensao de
colénias, removida das placas foram colocadas em tubos Eppendorfs
individuais e submetidas ao ultra-som por 10 segundos para romper a
célula bacteriana. Cada suspenséao foi ajustada a uma densidade 6ptica
final de 1 (um) (DO = 1.0), o que corresponde a aproximadamente 10°
células. Dez microlittos (10 pL) da suspensdo (10° células) foram
aspirados e colocados em um outro Eppendorf contendo 140 uL de
tampao tris-EDTA e 150 uL de 0.5 M de hidréxido de sodio (NaOH).

Estas suspensdes foram fervidas em banho-maria por 10
minutos e em seguida neutralizadas com a adigdo de 900 uL de acetato
de aménia (5 M), que permitiu a lise e suspensao do DNA na solugado. As
amostras contendo o DNA aberto foram depositadas na membrana de
nylon carregada positivamente (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN,
USA), previamente acomodada numa placa metdlica contendo 30
canaletas, aparato denominado Minislot 30 (Immunetics, Cambrige,
Mass). O conjunto, membrana e Minislot 30 foi aparafusado sobre uma
base de acrilico, conforme ilustra a Figura 6. Cada membrana de nylon
medindo 15 X 15 cm permitiu depositar até 28 diferentes amostras, além
das ultimas canaletas que utilizamos para a colocacdo das amostras

padrdo. Estas duas amostras sdo consideradas controles, uma vez que
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contém o DNA dos 40 microrganismos investigados, nas concentragdes
de 1 ng (10° bactéria) e 10 ng (10° bactéria) de cada espécie bacteriana.
Para a fixacdo do DNA das amostras na membrana, abrimos
o Minislot e retiramos a membrana cuidadosamente sem tocar na
superficie. Colocamos esta membrana no aparelho UV Stratalinker por
aproximadamente 3 minutos e posteriormente em estufa a 120 °c por 15

minutos (Figura 7).

s g
e

FIGURA 6 - Conjunto, membrana e Minislot 30, aparafusado sobre uma base de acrilico.
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UV Stratali -
1800 alinker

FIGURA 7 - UV Stratalinker®: fixacdo do DNA das amostras na

membrana.

4.10.2 Pré hibridizagéo e Hibridizagdo das Membranas
A pré hibridizagdo bloqueia as areas nao especificas da
membrana e a hibridizacdo ira permitir o anelamento do DNA
complementar.
Pré hibridizagcao
Apds a fixacdo do DNA, passamos as membranas duas
vezes na solugdo SSC (NaCl, NaCitrato, NaH,PO4 e agua) e em seguida
colocamos em sacolas com solugdo de pré-hibridizagcdo (50% de
formamida, 1% de caseina, 25 mM de fosfato de sédio (pH 6,5) e 0,5
mg/ml de RNA de levedura). Selamos e levamos para a estufa a 42°C por
ao menos uma hora.
Para realizar a analise molecular - Checkerboard DNA-DNA

hybridization, empregamos 40 sondas de DNA (Tabela 4). Estas sondas
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foram confeccionadas usando o “Random primer digoxigenin labeling kit”
(Roche Diagnostics, Germany). Antes de utilizar as sondas, realizamos o
‘probe test”. Cada sonda € individualmente ajustada para permitir a
deteccdo de sinais de cada espécie de acordo com a concentragao de
cada sonda de DNA. Este procedimento foi realizado para promover a

mesma sensibilidade de deteccao para as diferentes espécies.

Tabela 4 - Cepas obtidas da ATCC (American Type Culture Collection),
Forsyth Institute e Complexos microbianos descritos por
Socransky et al.’® (1998)
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ATCC # Cepas — Sondas Complexos microbianos
12104 Actinomyces naeslundii | Complexo Vermelho
27823(M32b) | Streptococcus constellatus Tannerella forsythia (Bacteroides forsythus)
33099 Eubacterium nodatum Porphyromonas gingivalis
33277 Porphyromonas gingivalis Treponema denticola
43718 Actinobacillus actinomycetemcomitans ( a)
29523 Actinobacillus actinomycetemcomitans ( b) Complexo Laranja
49256 Fusobacterium nucleatum sp. Vincentii Campylobacter gracilis
33238 (371) | Campylobacter rectus Campylobacter rectus
D40DR2 Treponema socranskii Campylobacter showae
33271 Eubacterium saburreum Fusobacterium nucleatum sp. nucleatum
33270 Peptostreptococcus micros Fusobacterium nucleatum sp. polymorphum
Fusobacterium nucleatum sp. vincentii
10790 Veillonella parvula Fusobacterium periodonticum
43146 Actinomyces viscosus (naeslundii genospecies 2) Prevotella intermedia
33397 Streptococcus anginosus Peptostreptococcus micros
10556 Streptococcus sanguis Prevotella nigrescens
23860 Actinomyces gerencseriae Streptococcus constellatus
35037 Streptococcus oralis
33596 (25) Capnocytophaga ochracea Complexo Amarelo
12102 Actinomyces israelii Streptococcus gordonii
27335 Streptococcus intermedius Streptococcus intermedius
B1 Treponema denticola Streptococcus mitis
Streptococcus oralis
33563 Prevotella nigrescens Streptococcus sanguis
17929 Actinomyces odontolyticus |
10953 Fusobacterium nucleatum sp. Polymorphum Complexo Verde
51146 Campylobacter showae Actinobacillus actinomycetemcomitans ( a)
33693 Fusobacterium periodonticum Capnocytophaga gingivalis
19696 Neisseria mucosa Capnocytophaga ochracea
25586 Fusobacterium nucleatum sp. Nucleatum Capnocytophaga sputigena
33624 (27) Capnocytophaga gingivalis Eikenella corrodens
10558 Streptococcus gordonii
43037 (338) Bacteroides forsythus Actinobacillus actinomycetemcomitans ( b)*
43541 Selenomonas noxia Complexo Roxo
11827 Propionybacterium acnes | Actinomyces odontolyticus |
11828 Propionybacterium acnes Il Veillonella parvula
25845 Prevotella melaninogenica
49456 Streptococcus mitis Complexo Azul
23834 Eikenella corrodens Actinomyces gerencseriae
27824 Gemella morbillorum Actinomyces israelii
33612 (4) Capnocytophaga sputigena Actinomyces naeslundii |
14201 Leptotrichia buccalis Actinomyces viscosus (naeslundii genospecies 2)
33236 (1084) | Campylobacter gracilis
25611 Prevotella intermedia

Hibridizacédo
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Apds ao menos uma hora em estufa, cada membrana foi
retirada das sacolas com solucido de pré-hibridizacdo e colocada no
aparato de acrilico Miniblotter 45 (Immunetics). Este Miniblotter possui 45
canaletas, nas quais colocamos uma a uma as 40 sondas de DNA
marcadas com digoxigenina. As sondas foram preparadas com solugao
de hibridizagédo (45% de formamida, 2xSSC, 20 mM de fosfato de sédio
(pH 6.5), 0,2 mg/ml de RNA de levedura, 10% de sulfato de dextrano, 15
de caseina e 20 ng/ml de sonda de DNA). As sondas foram dispostas
perpendicularmente as amostras previamente fixadas na membrana,
propiciando um xadrez formado pelo cruzamento das amostras com as
sondas de DNA. A cada 10 sondas, uma canaleta foi deixada em branco
sendo preenchida apenas com a solucdo de hibridizacdo. O aparato
Miniblotter 45 foi devidamente fechado em uma embalagem plastica com
agua destilada para evitar desidratagdo, e mantido por 24 horas & 42°C
para ocorrer a hibridizagdo das amostras fixadas na membrana com as
sondas.

Apos a hibridizagcdo, removemos as membranas do
Miniblotter e lavamos por 5 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, fizemos mais duas lavagens de 20 minutos a 68 °C no “disc
wisk” (Figura 8A), numa solugao de fosfato (PO4) (0,1 XSSC, 0,1% SDS)
a fim de remover o excesso das sondas que nao hibridizaram
completamente. Posteriormente, colocamos as membranas por uma hora

numa solucédo contendo 0,1 M de acido maleico, 3M de NaCl, 0,2 M de
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NaOH, 0,3% de Tween 20, 0,5% caseina (pH 8,0) e por 30 minutos na
mesma solugdo contendo 3,3 uL por membrana do anticorpo Anti-
digoxigenina conjugado com a fosfatase alcalina (Anti-Dig —AP Fab
Fragments Roche Diagnsotics - Mannheim Germany) numa diluicao de
1:10.000. Selamos as sacolas removendo todas as bolhas (Figura 8B)
para permitir pleno contato da solugcdo com a membrana enquanto esta
estiver na maquina giratoria. Na sequéncia, lavamos as membranas em
acido maleico por um minuto para remover a solugao conjugada (Anti-
digoxigenina conjugado com a fosfatase alcalina). Repetimos a lavagem
com acido maleico por 3 vezes por 15 minutos cada. No proximo passo,
ainda para remover possiveis excessos de solugdo conjugada, lavamos
as membranas por 5 minutos com solugdo tampao. Apds esta lavagem de
5 minutos, diluimos 1 mL de Atto-Phos (ECF Substrate) em 4 mL de
solugdo tampé&o (por membrana) e mergulhamos cada membrana nesta
solugdo, de forma a cobrir toda sua extensdo. Finalmente, colocamos as
membranas em um plastico apropriado para a leitura no scanner.
Envoltas em papel aluminio, armazenamos estas membranas em

temperatura ambiente e protegida da luz por 24 horas.
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A- Removendo o excesso das sondas B- Membrana sendo selada
que nao hibridizaram completamente. com anticorpo (Anti-
digoxigenina) conjugado com a
fosfatase alcalina.
FIGURAS 8A e 8B — Hibridizando a membrana

4.10.3 Detecgao dos sinais fluorescentes
As sondas de DNA foram detectadas com Anti-dig (anticorpo
para digoxigenina), o qual conjugado a fosfatase alcalina produz
quimiofluorescéncia. Os sinais da fluorescéncia foram detectados com a
adi¢ao do substrato AttoPhos (Amersham Life Science, Arlington Heights,
[l) e scaneados com o Storm Fluorimager (Molecular Dynamics,

Sunnyvale, Calif.), conforme mostrado na Figura 9.
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FIGURA 9 - Remocao de bolhas entre a membrana e o plastico
para realizar a leitura dos sinais da fluorescéncia no
scanner (Storm Fluorimager).

As imagens dos sinais fluorescentes emitidos pelas
membranas foram capturadas durante o “scaneamento” e transferidas
para um computador especial (Sun, work station), o qual converte cada
sinal desta fluorescéncia em numero de bactérias. Esta tradugao da
fluorescéncia é realizada de acordo com a intensidade das amostras
padréo (10° e 10°). Para a leitura destes sinais de fluorescéncia, cada
membrana foi alinhada em uma grade utilizando um programa

computacional especialmente elaborado (Figura10).
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FIGURA 10 - Programa para alinhar os sinais de fluorescéncia de
cada membrana.

Como dito anteriormente, a leitura dos resultados foi feita
através da comparacao dos sinais das amostras com os padroes feitos a
partir do DNA de todas as bactérias que estdo sendo pesquisadas. Nas
ultimas canaletas do Minislot 30, colocamos os controles (padrdes)
equivalentes a 10° e 10° células. Desta forma, obtivemos um numero de
células bacterianas para cada amostra. As medidas da intensidade de
fluorescéncia foram convertidas em numeros absolutos por comparagao
com os padrées da mesma membrana (numeros mostrados no Apéndice
2). Onde nao encontramos sinal, o numero zero foi estabelecido.

As duas ultimas colunas a direita sdo os padrées contendo
10° e 10° células de cada espécie analisada. Na horizontal, estdo as
sondas de DNA diluidas em solugdo de hibridizagdo. Os sinais

observados na intersecdo das canaletas verticais com as canaletas
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horizontais indicam a presengca de certa espécie (Figura 11). A
intensidade do sinal é relacionada com o numero de microrganismos
daquela espécie em cada amostra dos diferentes grupos de tratamento.

A partir destes numeros, a inibicdo do crescimento
bacteriano foi definido pela taxa da contagem de sonda de DNA do
grupo controle (L-D-) em relagdo aos grupos L-D+ (apenas droga),
L+ D- (apenas laser), L+D+ (laser e droga) . As diferengas entre as
médias das taxas ou porcentagens de redugdo foram analisadas

pelo teste estatistico T de student (P<0,05).
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FIGURA 11 - Exemplo da imagem da membrana do checkerboard DNA-DNA
hybridization usada para detectar 40 espécies bacterianas. Cada
quatro colunas representam um diferente grupo de tratamento
testados em amostras de um mesmo paciente. Numeros de 1a - 1d
representam o grupo controle L -D -, 2a - 2d L-D+ (12.5 pg/mL), 3a -
3d grupo L+D- (100mWi/cm?), 4a - 4d grupo PDT (L+D+) usando 12,5

ug/mL e 5a - 5d apenas droga com concentragao de 25 pug/mL.



Resultado == =

5 Resultado

5.1 Cultura Microbiana
5.1.1 Experimentos em fase plancténica (suspensao)

Os grupos analisados em fase planctonica ou suspensao
foram: L-D-, L-D+, L+D- e L+D+. Para o grupo controle (L-D-) nenhuma
droga ou luz foi aplicada. Para analisar a toxicidade da droga no escuro
(L-D+) utilizamos o fotossensibilizador azul de metileno nas
concentragbes de 12,5 ug/mL e 25 pg/mL. No grupo L+D-, nenhuma
droga foi utilizada e aplicamos a irradiagao laser nas fluéncias de 30 Jicm?
e 60 J/cm? ambas com intensidade de 100mW/cm?. Finalmente, para o
grupo PDT (L+D+) utilizamos o fotossensibilizador na concentragdo de
12,5 pg/mL e 25 pg/mL associados a irradiagées de 30 J/cm? e 60 J/cm?.

Na Tabela 5 e no Grafico 1 apresentamos, em porcentagem
de sobrevivéncia, a média dos resultados obtidos nos experimentos
planctdnicos utilizando o fotossensibilizador na concentragdo de 12,5
Hg/mL e 25 pg/mL e fluéncia de 30 J/cm?.

A porcentagem de sobrevivéncia bacteriana foi definida
como sendo a média da contagem de unidades formadoras de colbnias
(u.f.c) presentes nos grupos teste dividida pela média de u.f.c. contadas
no grupo controle. Os dados que geraram estas médias assim como as

analises estatisticas serdo apresentadas no Apéndice. As diferencas entre
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as médias das porcentagens foram analisadas pelo teste estatistico
Anova e Tukey (p<0.05 ).

Tabela 5 - Dados expressos em porcentagem de sobrevivéncia referentes ao
experimento realizado em fase planctdnica (suspensao), utilizando duas

diferentes concentracdes de azul de metileno e fluéncia de 30 J/cm?

L-D- L-D+ L+D- L+D+ L-D+
Controle 12,5 ug/ mL 30 J/icm? 12,5 ug/ mL 25ug/mL
30 Jicm?
| 100 % | 91,89% | 9872% | 29,48 % | 41,18 %
| Erro Padréo | 14,95 | 16,02 | 12,29 | 6,40
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GRAFICO 1 - Média da sobrevivéncia expressa em porcentagem (%) para cada um
dos grupos testados: controle (L-D-), apenas droga na concentragao
de 12,5 pg/mL (L-D+), apenas irradiagcdo com laser de diodo na
fluencia de 30 Jicm? (L+D), PDT (L+D+) utilizando a droga na
concentracao de 12,5 pg/ mL associada a irradiagao laser na fluéncia
de 30 J/cm? e o grupo apenas da droga (L-D+) na concentracdo de 25
Mg/mL.
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Na Tabela 6 e no Grafico 2 apresentamos os dados obtidos
no experimento plancténico, utilizando o fotossensibilizador azul de
metileno nas concentragbes de 12,5 pg e 25 yg/mL, com parametro de
irradiacéo de 60 J/cm?.

Tabela 6 -Dados expressos em porcentagem de sobrevivéncia referentes ao
experimento realizado em fase plancténica (suspensao) utilizando azul de

metileno na concentragdo de 12,5 pg/ mL e 25 ug/ mL e fluéncia de 60 J/cm?

L-D- L-D+ L+D- L+D+ L-D+
Controle 12,5 pg/ mL 60 J/cm? 12,5 g/ mL 25ug/mL
60 J/cm?
| 100 % | 6936% | 7581% | 1978% | 30,11 %
| Erro Padréo | 11,79 | 6,25 | 4,49 | 6,35
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GRAFICO 2 — Média da sobrevivéncia expressa em porcentagem (%) para cada um
dos grupos testados: controle (L-D-), apenas droga na concentracao
de 12,5 pyg/mL (L-D+), apenas irradiacdo com laser de diodo na
fluencia de 60 Jicm? (L+D-), PDT (L+D+) utilizando a droga na
concentragao de 12,5 ug/ mL associada a irradiagao laser na fluéncia
de 60 J/cm? e o grupo apenas droga (L-D+) na concentragdo de 25
pug/mL.
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A seguir descreveremos os resultados da fase planctonica
(suspensao) apresentados nos Graficos 1 e 2 (referentes as Tabelas 5 e

6) detalhando os aspectos mais importantes.

a. Toxicidade do fotossensibilizador no escuro (L-D+)

Para os experimentos em fase planctdnica (ou suspensao)
descritos anteriormente, uma alta toxicidade da droga foi observada
quando utilizamos o azul de metileno na concentracdo de 25 pg/mL.
Analisando apenas o efeito do fotossensibilizador na concentragao de 25
ug/mL, apos 10 minutos de incubagéo, encontramos uma sobrevivéncia
de 40% (reducédo de 60%) e apds 15 minutos de incubagéo, 30% de
sobrevivéncia (reducao de 70%), conforme ilustrado nos Graficos 1 e 2.
Entretanto, usando este mesmo fotossensibilizador, porém em uma
concentracdo menor (12,5 upg/mL), obtivemos uma toxicidade muito
reduzida. O grupo L-D+ (12,5 ug/mL), presente nos Graficos 1 e 2, relata
esta menor toxicidade com sobrevivéncia de 92% (redugdo de 8%)
quando o tempo de incubagéo foi de 10 minutos e sobrevivéncia de 70% (
30% de redugao) quando a incubacéao foi de 15 minutos na presencga de

12,5 ng/mL do azul de metileno.

b. Efeitos da irradiagao laser (L+D-)
Considerando a irradiacéo laser como procedimento Unico,

denominada nos Gréaficos 1 e 2 de grupo L+D- nenhuma redugéo
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bacteriana estatisticamente significante foi observada quando as amostras
receberam a irradiagdo com o laser de diodo operando em 665 nm com
fluéncia de 30 J/cm? No entanto, quando a fluéncia utilizada foi duas
vezes maior (60 J/cm?), observamos uma reducdo de 25% das bactérias

em fase planctonica.

c. Terapia fotodinamica (L+D+)

O efeito da terapia fotodinamica, grupo L+D+, em bactérias
na fase plancténica (ou suspensdo) utilizando o azul de metileno na
concentragdo de 12,5 ug/mL e irradiagdo laser nas fluéncias de 30 J/cm?e
60 J/cm? é mostrado nos Graficos 1 e 2 respectivamente. De acordo com
os resultados apresentados nestes graficos, observamos que para o
grupo L+D+, onde a terapia fotodindmica (PDT) foi aplicada, obtivemos
uma maior reducao bacteriana.

As bactérias em suspensao foram 70 % eliminadas quando,
apos a sensibilizacdo com azul de metileno, irradiamos as amostras com
fluencia de 30 J/cm?. Quando utilizamos o mesmo de tempo de incubacéo
e a mesma concentragédo do fotossensibilizador (12,5 ng/mL), porém com
uma fluéncia de 60 J/cm? obtivemos uma sobrevivéncia de 20% (redugéo

de 80%) das bactérias em suspenséo.



Resultado 82

5.1.2 Experimentos em Biofilme
Os grupos analisados em biofilme foram: L-D-, L-D+, L+D- e
L+D+. Para o grupo controle (L-D-) nenhuma droga ou luz foi aplicada.
Para analisar a toxicidade da droga no escuro (L-D+) utilizamos o
fotossensibilizador azul de metileno nas concentragbes de 25 pg/mL e 50
Mg/mL. No grupo L+D-, nenhuma droga foi utilizada e aplicamos a
irradiagdo laser nas fluéncias de 30 J/cm? e 60 J/cm?. Finalmente, para o
grupo PDT (L+D+) utilizamos o fotossensibilizador na concentragao de 25
ug/mL e 50 pg/mL, associado a irradiacdes de 30 J/cm?e 60 J/cm?.
Na Tabela 7 e no Grafico 3 apresentamos os dados obtidos
no experimento em biofilme utilizando o fotossensibilizador azul de
metileno nas concentracdes de 50 ug/mL e 25 ug/mL, com parametro de
irradiagao 30 J/cm?.
Tabela 7 - Dados expressos em porcentagem de sobrevivéncia, referentes aos experimentos
realizados em biofilme utilizando duas diferentes concentracées de azul de metileno

e fluéncia de 30 J/cm?

Controle L- ‘ L-D+ ‘ L+D- L+D+ L-D+ L+D+
D- 50 pg/mL 30 J/icm? 50 ug/mL 25 ug/mL 25 ug/mL
| 100 % | 8822% | 10327% | 7298% | 9615% | 91,69 %

| Erro Padrao | 6,34 | 5,22 | 11,72 | 3,738 | 4,28
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GRAFICO 3 — Média da sobrevivéncia das bactérias em biofilme expressa em
porcentagem para cada um dos grupos testados: controle (L-D-),
apenas droga na concentragdo de 50 pg/mL (L-D+), apenas
irradiagdo com laser de diodo na fluéncia de 30 J/cm? (L+D-),
PDT (L+D+) utilizando a droga na concentracdo de 50 pg/ mL
associada a irradiacdo laser na fluéncia de 30 J/cm? o grupo
apenas droga (L-D+) na concentragédo 25 ug/mL e o grupo PDT
onde a droga na concentragdo de 25 ug/ mL foi associada a

irradiacdo também na fluéncia de 30 J/cm?

Na Tabela 8 e no Gréfico 4 apresentamos os dados obtidos
no experimento em biofilme utilizando o fotossensibilizador azul de
metileno nas concentragdes de 50ug/mL e 25ug/mL, com paréametro de

irradiagao 60 J/cm?.
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Tabela 8 — Dados expressos em porcentagem de sobrevivéncia referente aos experimentos
realizados em biofilme utilizando duas diferentes concentracbées de azul de

metileno e fluéncia de 60 J/cm?

L-D- L-D+ L+D- L+D+ ‘ L-D+ ‘ L+D+

50 pg/mL 60 J/cm? 50 pg/mL 25 pug/mL 25 pg/mL

100 % | 8184% | 8931% | 6089% | 9291% | 7515%
Erro Padréo | 5,59 | 16,63 | 7,36 | 6,55 | 7,87
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GRAFICO 4 - Média da sobrevivéncia das bactérias em biofilme expressa em
porcentagem para cada um dos grupos testados: controle (L-D-),
apenas droga na concentragdo de 50 ug/mL (L-D+), apenas
irradiagdo com laser de diodo na fluéncia de 60 J/cm? (L+D-), PDT
(L+D+) utilizando a droga na concentragao de 50 ug/ mL associada a
irradiagdo laser na fluéncia de 60 J/cm?, o grupo apenas droga (L-
D+) na concentragéo 25 ug/mL e o grupo PDT (25 pg/mL e fluéncia
60 J/cm?).
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A seguir, descreveremos o0s resultados em biofilme

detalhando os aspectos mais importantes.

a. Toxicidade do fotossensibilizador no escuro (L-D+)

Diferente da alta toxicidade observada quando utilizamos 25
ug/mL em fase planctdnica (suspensdo), para os experimentos em
biofilme, mostrados nos Graficos 3 e 4, mesmo a concentracao de 50
ug/mL ndo causou toxicidade alta. Observamos uma sobrevivéncia de
96% e 91% (redugéo de 4 % e 9 %) quando usamos 25 pug/mL de azul de
metileno por, respectivamente, 10 e 15 minutos de incubagao.
Empregando a concentragdo de 50 ug/mL, obtivemos uma sobrevivéncia
de 88% (12 % de reducao) de bactérias do biofilme quando o azul de
metileno foi incubado por 10 minutos e a maxima toxicidade atingida no
escuro (grupo L-D+) foi de 19 % (sobrevivéncia de 81%) com 15 minutos

de incubacéo.

b. Efeitos da irradiagao laser (L+D-)

Considerando a irradiacdo laser como procedimento Unico,
denominada nos Gréficos 3 e 4 de grupo L+D- , nenhuma redugéo
bacteriana estatisticamente significante foi observada para as amostras
que receberam a irradiagdo na fluéncia de 30 J/cm?. No entanto, quando
utilizamos fluéncia de 60 J/cmz, observamos uma discreta reducédo de

10% das bactérias em biofilme (sobrevivéncia de 90%).
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c. Terapia fotodinamica (L+D+)

Para os experimentos do grupo terapia fotodindmica em
bioflme (L+D+), testamos duas diferentes concentragbes do
fotossensibilizador (25 ug/mL e 50 ug/mL) uma vez que a toxicidade deste
corante no escuro nao foi alta para bactérias em biofilme.

O efeito da terapia fotodindmica em biofilme esta mostrado
nos Graficos 3 e 4. Utilizando o azul de metileno na concentragao de 25
ug/mL e irradiacdo com fluéncia de 30 J/cm? obtivemos uma taxa de
sobrevivéncia de 91,6% (reducdo de 8,4 %) das bactérias em biofilme.
Ainda com a mesma concentracdo do fotossensibiliador (25 pg/mL),
porém com o dobro da fluéncia (60 J/cm?) observamos uma sobrevivéncia
de 75% (reducgéo de 25%) para as bactérias em biofilme.

Buscando alcancar melhor reducdo destas bactérias por
meio da terapia fotodindmica, testamos o azul de metileno na
concentragao de 50 ug/mL, mantendo os parametros de irradiagédo em 30
Jlcm? e 60 J/cm?. Com a menor fluéncia, obtivemos sobrevivéncia em
torno de 73% (reducédo de 27%) de bactérias do biofilme. Porém,
utilizando 60 J/cm? atingimos 40% de redugédo das bactérias em biofilme
(60% de sobrevivéncia).

No Grafico 5 (referente aos dados da Tabela 9)
apresentamos os resultados comparativos entre os experimentos em fase

planctbénica e biofilme.
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Tabela 9 - Resultados comparativos entre fase plancténica e biofilme.
Diferentes concentracbes do fotossensibilizador (12,5

ng/mL e 50 pug/mL) e fluéncias (30 J/cm?e 60 J/cm?)

Grupos Plancténico Plancténico Biofilme Biofilme
Concentragdo | 12,5ug/mL 12,5ug/mL 50 png/mL 50 png/mL
| Fluéncia 30 J/lcm? 60 J/cm? 30J/cm? 60J/cm?
| Droga(L-D+) | 918% | 693% | 82% | 81,8 %
| Erro | 14.9 | 17 | 6.3 | 55
| Laser(L+D-) | 97% | 758% | 1032% | 89,3 %
| Erro | 16 | 6,2 | 5,2 | 16,6
| PDT(L+D+) | 2948% | 197% | 729% | 60,8 %
] Erro ] 12,29 | 4.4 \ 11,7 | 7,36

As barras amarelas correspondem aos resultados para fase
plancténica. Na presenca de fotossensibilizador (L-D+ e L+D+), este foi
utilizado na concentragdo de 12,5 ug/mL. Para o grupo que recebeu a
irradiagdo laser (L+D- e L+D+), a densidade de energia foi de 30 J/cm?.
As barras vermelhas representam as mesmas descri¢des, exceto que a
densidade de energia, quando utilizada, foi de 60 Jicm?.

As barras azuis e verdes correspondem aos resultados em
biofiilme. Na presenga de fotossensibilizador, este foi utilizado na
concentragao de 50 ug/mL. Para o grupo que recebeu a irradiacao laser,
a densidade de energia foi de 30 J/cm? (barras azuis) e de 60 J/cm?

(barras verdes).
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GRAFICO 5 - Porcentagem de sobrevivéncia dos microrganismos em

fase plancténica (ou suspensdo) e em biofilme. Neste
grafico apresentamos apenas as concentragdes de 12,5
Mg/mL e 50 pg/mL do azul de metileno. As densidades de
energia 30 J/cm? and 60 J/cm? foram utilizadas para
ambas as fases: planctonica e biofilme. A porcentagem
de sobrevivéncia foi definida de acordo com os dados do
grupo controle que ndo recebeu nem o
fotossensibilizador nem a luz. Cada valor representa a
meédia dos valores obtidos em todos os experimentos. As

barras de erro correspondem ao erro padrdao das médias.
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No Grafico 6 abaixo podemos comparar isoladamente a
diferenga da sobrevivéncia encontrada nos experimentos em fase
plancténica e nos experimentos em biofime apds acdo da terapia
fotodindmica. Este grafico demonstra ainda a importancia de usar a
dosimetria correta e a concentracao ideal do fotossensibilizador para se

obter melhores resultados para reducéo bacteriana.
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GRAFICO 6 — Comparacdo do efeito da terapia (PDT) em fase
planctonica (ou suspensao) utilizando 12,5 ug/mL de azul
de metileno com a agdo em biofilme utilizando a

concentragdes de 50 pg/mL.
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5.2 Analise Molecular - Checkerboard DNA DNA hybridization

Analise dos sinais fluorescentes
A seguir apresentaremos os resultados obtidos a partir do
estudo de 120 amostras coletadas de pacientes portadores de doenca
periodontal. Da mesma forma que os resultados descritos anteriormente,
para a analise molecular também avaliamos a acdo da terapia
fotodindmica tanto em fase plancténica (suspenséo) quanto em biofilme,
conforme os grupos descritos abaixo.
Experimentos em fase plancténica (suspensao):
o Grupo Controle : L- D-
. Grupo Droga : L-D+ 12,5 ug/mL e L-D+ 25 ug/mL
. Grupo Laser : L+D- 30 J/cm? e L+D- 60 J/cm?
o Grupo PDT: L+D+ 12,5 pyg/mL associado a 30 J/cm?e 60

Jicm?

Experimentos em biofilme:
o Grupo Controle: L- D-
o Grupo Droga: L-D+ 25 pg/mL e L-D+ 50 ug/mL
. Grupo Laser: L+D- 30 J/cm? e L+D- 60 J/cm?
o Grupo PDT : L+D+ 25 pug/mL e L+D+ 50 pg/mL associados a

30 J/cm? e 60 J/cm?
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A analise molecular foi realizada por meio da técnica
Checkerboard DNA -DNA hybridization. Os sinais fluorescentes gerados
pelas membranas foram capturados, convertidos em numeros (mostrados
no Apéndice 2) e analisados estatisticamente. Apresentaremos neste
capitulo, em graficos e tabelas, a média destes sinais para cada um dos
experimentos realizados (plancténico e biofilme). No entanto, apesar de
termos utilizado todos sinais das membranas para a confec¢cao dos
graficos, mostraremos no inicio de cada sessdo apenas uma membrana

de cada grupo estudado apenas como ilustragdes.

5.2.1 Experimentos em fase plancténica - 30 J/cm?

Na Figura 12 mostramos como ilustragcdo, uma das
membranas referentes ao experimento em fase plancténica. Podemos
observar os sinais de fluorescéncia obtidos para cada bactéria nos

diferentes grupos estudados.
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FIGURA 12 - Membrana referente ao experimento realizado em fase

plancténica. Nas linhas verticais apresentamos os grupos que
foram analisados: 1(L- D-), 2(L-D+)12,5 pg/mL, 3(L+D-)
30J/cm?, 4 (L+D+) 12,5 ug/mL e 30J/cm?, 5(L-D+) 25 pg/mL. As
ultimas duas canaletas representam os padrdes nhas
concentragdes de 1ng (10° bactéria) e 10 ng (10° bactéria) de
cada espécie bacteriana. Nas linhas horizontais estdo os 40

microrganismos investigados.

O Gréafico 7 mostra de maneira global a redugdo na

contagem do DNA bacteriano encontrada apés PDT em fase plancténica,

aplicando a fluéncia de 30 J/cm?.
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GRAFICO 7 - Agdo da terapia fotodinamica em fase plancténica utilizando

30 J/iem?.
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A seguir analisaremos individualmente alguns resultados de
maior relevancia.

Utilizando a fluéncia de 30 Jicm? e 12,5 pg/mL  de
fotossensibilzador (azul de metileno), as bactérias em fase planctonica
que sofreram redugcdo maior que 50% foram: E.saburreum (54%),
A.odontolyticus (60%), N.mucosa (51%), S.noxia (51%), P.micros (64%),
P.melaninogenica (52%), P.gingivalis (69%), E.corrodens (57%),
C.sputigena (82%), T.denticola (93%), P.nigrescens (58%), F.nuc vicentii
(64%), C.rectus (75%), F.nucnuc (63%) e C.gracilis (77%), conforme

mostra o Grafico 8.
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GRAFICO 8 - Acdo da terapia fotodinamica (PDT) reduzindo mais de
50% das bactérias em fase planctbnica apds
sensibilizagdo com 12,5 ug/mL de azul de metileno e
irradiacédo com laser de diodo operando com fluéncia de
30J/cm?,
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Conforme mostrado na Tabela 4 do capitulo 4, Socransky et
al.’®® (1998) identificaram seis grupos principais associados a microbiota
periodontal e chamou-os de complexos bacterianos: 1) Actinomyces; 2)
complexo amarelo, que consiste de membros do género Streptococcus; 3)
complexo verde, consistindo de espécies do género Capnocytophaga,
Actinobacillus actinomycetemcomitans sorotipo A, Eikenella corrodens e
Campylobacter; 4) complexo roxo, constituido de Veillonella parvula e de
Actinomyces odontolyticus; 5) complexo laranja, consistindo de grupos
bacterianos Gram-positivos; 6) complexo vermelho, consistindo pelas
bactérias Gram-negativas, Pophyromonas gengivalis, de Tannerela
forsythia e de Treponema denticola. Os quatro primeiros grupos
colonizam facilmente a superficie dos dentes, mas seu crescimento
geralmente precede a colonizagdo e a multiplicagdo dos grupos dos
complexos laranja e vermelho, predominantemente Gram-negativos
(Socransky, Haffajee'®, 2002).

Nossos resultados mostraram em maiores niveis de DNA de
algumas bactérias, como por exemplo, Veillonella parvula do complexo
roxo, Campylobacter gracilis do complexo laranja e Streptococcus oralis,
Streptococcus gordonii e Streptococcus mitis do complexo amarelo. Estes
microrganismos encontrados em maiores quantidades sofreram redugdes

significativas apés PDT conforme mostrado no Grafico 9.
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GRAFICO 9 - Microrganismos encontrados em maiores quantidades.
A primeira barra representa o grupo controle e a segunda
o grupo PDT em fase plancténica com 30 J/cm?. A agéo

da terapia fotodinamica mais significativa mostradas

neste grafico foi 77 % de reducéo para C. gracilis.

Empregando os parametros de 30 Jicm? e 12,5 Mg/mL de
azul de metileno, o Grafico 10 ilustra os resultados das redug¢des dos
microrganismos do “complexo vermelho”. Redugbes de 69% para
Porphyromonas gingivalis, 93% para Treponema denticola e de 36% para

Tannerella forsythia.
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GRAFICO 10 - Acdo da terapia fotodinamica (PDT) nas bactérias do
complexo vermelho em fase planctbnica apods
sensibilizagdo com 12,5 yg/mL de azul de metileno e

irradiagdo com fluéncia de 30 J/cm?.

5.2.2 Experimentos em fase plancténica - 60 J/cm?

Como ilustragdo, na Figura 13 mostramos os sinais de

fluorescéncia de uma das membranas referentes ao experimento em fase

planctdnica 60 J/cm?.
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FIGURA 13 - Exemplo de uma membrana referente ao experimento realizado
em fase planctdnica aplicando 60J/cm?. Da mesma forma descrita
anteriormente, nas linhas verticais apresentamos os grupos que
foram analisados: 1(L-D-), 2(L-D+), 3(L+D-), 4 (L+D+), 5(L-D+) e as
ultimas duas canaletas representam os padrdoes nas concentracoes
10° bactérias e 10° bactérias de cada espécie. Nas 40 linhas

horizontais estdo os microrganismos investigados.
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No Grafico 11 apresentamos o resultado geral da redugao

na contagem do DNA das 40 espécies bacterianas proporcionada apos a

terapia fotodinamica, em bactérias em fase planctonica utilizando o laser

na fluéncia de 60 J/cm?. Na seqiiéncia, graficos individuais irdo mostrar os

resultados mais significativos analisando um menor numero de bactérias.
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Veillonella parvula, Streptococcus oralis, Streptococcus
gordonii e Streptococcus mitis, Campylobacter gracilis, mostrados no
Grafico 12, foram novamente os microrganismos encontrados em maiores
quantidades. Reducdes de 67%, 42%, 7%, 31% e 89%, respectivamente,
foram observadas apos PDT aplicando o parametro de 60 J/cm?.

Ainda, para a mesma fluéncia (60 J/cm?) algumas bactérias
sofreram redugdes maiores que 50%. No total de 40 cepas, obtivemos
75% de redugdo de P.gingivalis, 78% de reducdo de A.
actinomycetemcomitans, 70% de T. socranskii, 91% de C. rectus, 67% de
C. ochracea, 78% de F. nuc polymorphum, 90% de P. nigrescens, 73% de
T. denticola, 63% de F. nuc nucleatum, 87% de F. nuc. vincentii, 84% de

F. periodonticum e 87% de C. showae (Grafico 13).
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GRAFICO 12 - Microrganismos encontrados em altos niveis.
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GRAFICO 13 - Ac3o significativa da terapia fotodinamica (PDT) para

fluéncia de 60 J/cm?.

Especificamente para os microrganismos do “complexo
vermelho”, apds a terapia fotodinamica utilizando fluéncia de 60 J/cm?
observamos porcentagem de redugdo de 75% para Porphyromonas
gingivalis, 73% para Treponema denticola e 30% para Tannerella

forsythia, como mostra o Grafico 14.
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GRAFICO 14 - Acdo da terapia fotodinamica (PDT) nas bactérias do
complexo vermelho em fase planctbnica apds
sensibilizagdo com 12,5 uyg/mL de azul de metileno e

irradiagdo com fluéncia de 60 J/cm?.

Para os experimentos em fase planctdnica (suspensao)
descritos anteriormente, uma alta reducao bacteriana foi observada apos
a terapia fotodindmica quando utilizamos o azul de metileno na
concentragado de 12,5 ug/mL nos dois parametros de energia utilizados.
As fluéncias de 30 J/icm? e 60 J/cm? foram efetivas na agdo da PDT,

conforme ilustrado na Tabela 10.
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Tabela 10 - A porcentagem de redu¢cdo do DNA bacteriano foi definida a
partir da meédia dos numeros das amostras do grupo
controle em relacdo a média do grupo teste (L+D+)

Fase Plancténica Fluéncia Fluéncia
30J/cm? 60J/cm?
Bactérias Redugao Redugao
(%) (%)

A.naeslundii 0% 26%
S.constellatus 43% 0%
E.nodatum 10% 49%
P.gingivalis 69% 75%
Aa 39% 78%
F.nuc vicen 64% 87%
C.rectus 75% 91%
T.socranskii 0% 70%
E.saburreum 54% 0%
P.micros 64% 43%
V.parvula 46% 72%
A.viscosus 32% 15%
S.anginosus 33% 0%
S.sanguis 32% 0%
A.gerencseriae 26% 34%
S.oralis 11% 42%
C.ochracea 32% 67%
A.israelii 34% 25%
S.intermedius 27% 0%
T.denticola 93% 73%
P.nigrescens 58% 90%
A.odontolyticus 60% 13%
F.nuc polymo 31% 78%
C.showae 45% 87%
F.periodonticum 37% 84%
N.mucosa 51% 30%
F.nucnuc 63% 63%
C.gingivalis 23% 0%
S.gordonii 47% 7%
T.forsythia 36% 30%
S.noxia 51% 28%
P.acne 24% 43%
P.melaninogenica 52% 33%
S.mitis 0% 31%
E.corrodens 57% 27%
G.morbilliorium 31% 0%
C.sputigena 82% 13%
L.buccalis 39% 0%
C.gracilis 77% 89%

P.intermedia 0% 31%
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Com base na Tabela 10, os microrganismos P. gingivalis,
Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a), T. socranskii, C. rectus, C.
ochracea, F. nuc nucleatum, F. nuc vincentii, T. denticola, P. nigrescens,
A. odontolyticus, F. nuc polymo, C. showae, F. periodonticum, N. mucosa,
S. noxia, P. melaninogenica, E. corrodens, C. sputigena, , P. micros, V.
parvula, C. gracilis sofreram uma redugdo de mais de 50% quando a
terapia fotodinamica foi aplicada em fase plancténica (suspensao).

Algumas bactérias, sofreram redugdo em ambas as
fluéncias (30 J/cm? e 60J/cm?): P.gingivalis 69% e 75% de redugéo para
30 e 60 J/cm? respectivamente. Da mesma forma, para F. nuc. vincentii
(64% e 87%), C. rectus (75% e 91%), T. denticola (93% e 73%), P.
nigrescens (58% e 90%), F. nuc nucleatum (63% 63%) e C. gracilis (77%
e 89%).

E. saburreum (54% de reducgao), A. odontolyticus (60%), N.
mucosa (51%), S. noxia (51%), P. melaninogenica (52%), E. corrodens
(57%), C. sputigena (82%) e P. micros (64%) sofreram redugdo quando o
laser foi aplicado operando com fluéncia de 30 J/cm?.

Utilizando 60 J/cm? as bactérias A. actinomycetemcomitans
(78% de redugao), T. socranskii (70%), V. parvula (72%), C. ochracea
(67%), F. nuc polymorphum (78%), C. showae (87%), F. periodonticum
(84%) foram reduzidas apds a terapia fotodinamica (PDT).

Buscando alcangar também redugado destas bactérias por

meio da terapia fotodinamica em biofilme, testamos o azul de metileno na
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concentracdo de 25 pug/mL e 50 pg/mL, mantendo os parametros de
irradiacdo em 30 J/cm? e 60 J/cm?.

Os grupos analisados foram 1 (L-D-), 2 (L-D+), 3 (L+D-), 4
(L+D+), 5 (L-D+), 6 (L+D+), sendo que para os grupos 2 e 4 a
concentracao do fotossensibilizador foi de 50 ug/mL e para os grupos 5 e
6 utilizamos a concentracéo de 25 pg/mL.

No entanto, nossos resultados mostraram que n&o houve
qualquer redugdo para os grupos 5 e 6. Portanto, a seguir
apresentaremos os resultados e graficos referentes aos experimentos
realizados em biofilme, utilizando a concentragao de 50 ug/mL e fluéncias
de 30 J/cm? e 60 J/cm?, detalhando os aspectos mais importantes da

analise molecular.

5.2.3 Experimentos em Biofilme - 30 J/cm?
Na Figura 14 mostramos como ilustracdo, uma das
membranas referentes ao experimento em biofilme. No Gréafico 15,
mostramos o resultado de todos os sinais de fluorescéncia obtidos nas
membranas referentes aos experimentos em biofilme. Apresentamos
barras do grupo controle (L-D-) e do grupo PDT (L+D+), proporcionando
uma visao geral da redugao das 40 bactérias analisadas em biofilme apds

a irradiacdo laser na fluéncia de 30 J/cm?.
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FIGURA 14 - Membrana referente ao experimento realizado em

biofilme aplicando 30 J/cm?. Na vertical apresentamos os

grupos que foram analisados: 1 (L-D-), 2 (L-D+), 3 (L+D-

), 4 (L+D+), 5 (L-D+), 6 (L+D+), sendo que para os

grupos 2 e 4 a concentragao do fotossensibilizador foi de

50 ug/mL e para os grupos 5 e 6 utilizamos concentragao

de 25 pg/mL.
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GRAFICO 15 — Microrganismos encontrados em biofilme no grupo (L-

D-) e no grupo (L+D+) utilizando 50 pg/mL de

de 30 J/cm?.
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Conforme mostrado no Gréafico 16, Veillonella parvula,
Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii, Streptococcus mitis e
Campylobacter gracilis, foram os microrganismos que se apresentaram
em altos niveis, também em biofiime. No entanto, diferente da fase
plancténica, em  biofime as redugbes bacterianas foram
consideravelmente menores, ou mesmo inexistentes. Veillonella parvula,
Streptococcus oralis e Campylobacter gracilis nao sofreram quaisquer
redugbes, Streptococcus gordonii apenas 10% de redugdo e

Streptococcus mitis 7,2%.
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GRAFICO 16 - Reducdo dos microrganismos encontrados em altos

niveis no biofilme.
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Conforme mostrado no Grafico 17, apds sensibilizagdo com
50 pg/mL de azul de metileno e irradiacido com fluéncia de 30 Jicm? a
terapia fotodinamica nao foi efetiva na reducao das bactéria do complexo

vermelho (P. gingivalis, T denticola ou T. forsythia) quando em biofilme .
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GRAFICO 17 - A terapia fotodinamica (PDT) aplicada em biofilme nao
foi capaz de proporcionar reducao de P. gingivalis, T

denticola ou T. forsythia.
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5.2.4 Experimentos em Biofilme - 60 J/cm?

Na Figura 15 mostramos como ilustracdo, uma das
membranas referentes ao experimento em biofilme utilizando 60 Jicm?.
Podemos observar os sinais de fluorescéncia obtidos para cada bactéria
nos diferentes grupos estudados.

No Grafico 18, mostramos o resultado de todos os sinais de
fluorescéncia obtidos nas membranas referentes aos experimentos em

biofilme 60 J/cm?.
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FIGURA 15 - Membrana referente ao experimento realizado em biofilme
aplicando 60 J/cm?. Nas linhas verticais apresentamos os
grupos que foram analisados: 1 (L-D-), 2 (L-D+), 3 (L+D-),
4 (L+D+), 5 (L-D+), 6 (L+D+), sendo que para os grupos 2
e 4 a concentragédo do fotossensibilizador foi de 50 pg/mL
e para os grupos 5 e 6 utilizamos uma concentracdo de 25
pMg/mL. As ultimas duas canaletas representam os padroes
nas concentracdes 10° bactérias e 10° bactérias de cada
espécie. Nas linhas horizontais estdo os 40

microrganismos investigados.
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GRAFICO 18 - Microrganismos encontrados em biofiime no grupo

controle e no grupo PDT, utilizando 50 pg/mL de

fotossensibilizador e fluéncia de 60 J/cm?.
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Conforme mostrado no Gréafico 19, Veillonella parvula,
Peptostreptococcus micros e Streptococcus oralis, foram microrganismos
que se apresentaram em altos niveis em biofilme. E mesmo na maior
fluéncia utilizada (60 J/cm?), o DNA destes microrganismos néo sofreram

quaisquer reducodes.
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GRAFICO 19 — Microrganismos em grande quantidade no biofilme.

Especificamente para os microrganismos do “complexo
vermelho” em biofime, apos aplicagdo da fluéncia de 60J/cm?,
observamos reducdo de apenas 6,2% para Treponema denticola e
nenhuma redugdo (100% de sobrevivéncia) para Porphyromonas

gingivalis e Tannerella forsythia, conforme mostrado no Grafico 20.



Resultado =114

50000
mL-D-
40000 = mL+D+ |
i
& 30000
X
§ 20000 |
10000 -
0 |
o S &
(\\ Qv(‘\\\ \é
R Q

GRAFICO 20 - Acdo da terapia fotodinamica (PDT) nas bactérias do
complexo vermelho em biofilme apds sensibilizagao
com 50 ug/mL de azul de metileno e irradiagdo com

fluéncia de 60 J/cm>.

Os dados da Tabela 11 representam as porcentagens de
reducdes bacterianas obtidas apdés a acédo terapia fotodindmica em
biofilme, utilizando azul de metileno na concentragdo de 50 pg/mL
seguido de irradiacao com laser de diodo operando com fluéncias de 30
Jicm? e 60 J/cm?.

Em biofilme, na fluéncia 30 J/cm? os microrganismos que
sofreram redugédo foram: Actinobacillus actinomycetemcomitans (24%),
Campylobacter rectus (8%), Treponema socranskii (33%), Actinomyces

viscosus (9,8%), Actinomyces israelii (5,5%), Streptococcus intermedius
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(17,6%), Prevotella nigrescens (11,3%), Actinomyces odontolyticus
(22,1%), Neisseria mucosa (6,5%), Streptococcus gordonii (10%),
Propionybacterium acnes (31,5%), Streptococcus mitis (7,2%) e
Leptotrichia buccalis (13%).

Entretanto, 100% de sobrevivéncia (0% de redugéo) foi
observada para: Actinomyces naeslundii, Streptococcus constellatus,
Eubacterium nodatum, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium
nucleatum sp. vincentii, Eubacterium saburreum, Peptostreptococcus
micros, Veillonella parvula, Streptococcus anginosus, Streptococcus
sangquis, Actinomyces gerencseriae, Streptococcus oralis,
Capnocytophaga ochracea, Treponema denticola, Fusobacterium
nucleatum sp. polymorphum, Campylobacter showae, Fusobacterium
periodonticum, Fusobacterium nucleatum sp. nucleatum, Capnocytophaga
gingivalis, Tannerella forsythia, ~Selenomonas noxia, Prevotella
melaninogenica, Eikenella corrodens, Gemella morbillorum,
Capnocytophaga sputigena, Campylobacter gracilis e Prevotella
intermedia.

Ainda, de acordo com os resultado em biofiime da Tabela
11, mesmo a fluéncia de 60J/cm? nio foi suficiente para reduzir
expressivamente os microrganismos em biofiime. As espécies que
sofreram redugdes foram: Treponema socranskii (100%), Streptococcus
anginosus (11%), Streptococcus sanguis (5,7%), Actinomyces

gerencseriae (7,2%), Capnocytophaga ochracea (42%), Actinomyces
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israelii (8,6%), Streptococcus intermedius (21%), Treponema denticola
(6,2%), Prevotella nigrescens (12%), Campylobacter showae (5,8%),
Fusobacterium periodonticum (6,8%), Fusobacterium nucleatum sp.
Nucleatum (8%), Capnocytophaga gingivalis (31,4%), Streptococcus
gordonii (23%), Selenomonas noxia (44,8%), Propionybacterium acnes
(23%), Streptococcus mitis (21%), Eikenella corrodens (50%), Gemella
morbillorum (39,6%), Capnocytophaga sputigena (26%), Leptotrichia
buccalis (18%) e Campylobacter gracilis (39%).

Por outro lado, Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Actinomyces  naeslundii, Streptococcus constellatus, Eubacterium
nodatum, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum sp.
vincentii, Campylobacter rectus, Eubacterium saburreum,
Peptostreptococcus micros, Veillonella parvula, Actinomyces viscosus,
Streptococcus  oralis, Actinomyces odontolyticus, Fusobacterium
nucleatum sp. polymorphum, Neisseria mucosa, Tannerella forsythia,
Prevotella melaninogenica e Prevotella intermedia ndo foram afetados

pela terapia fotodindmica, apresentando 100% de sobrevivéncia.
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Tabela 11 - Porcentagem de redugéo bacteriana em biofilme que foi
definida a partir da média dos numeros das amostras do
grupo controle em relacdo a média do grupo teste (L+D+)

Biofilme Fluéncia Fluéncia
30J/cm® 60J/cm?
Bactérias Reducgao (%) Reducgao
(%)
A.naeslundii - -
S.constellatus 0.4% -
E.nodatum - -
P.gingivalis - -
Aa 24% 1.5%
F.nuc vicen - -
C.rectus 8% -
T.socranskii 33% 100%
E.saburreum - -
P.micros - -
V.parvula - -
A.viscosus 9.8% -
S.anginosus - 11%
S.sanguis - 5.7%
A.gerencseriae - 7.2%
S.oralis - -
C.ochracea - 42%
A.israelii 5.5% 8.6%
S.intermedius 17.6% 21%
T.denticola - 6.2%
P.nigrescens 11.3% 12%
A.odontolyticus 22.1% -
F.nuc polymo - -
C.showae - 5.8%
F.periodonticum - 6.8%
N.mucosa 6.5% -
F.nucnuc - 8%
C.gingivalis - 31.4%
S.gordonii 10% 23%
T.forsythia - -
S.noxia - 44.8%
P.acne 31.5% 23.7%
P.melaninogenica - -
S.mitis 7.2% 21%
E.corrodens - 50%
G.morbilliorium - 39.6%
C.sputigena - 26%
L.buccalis 13% 18%
C.gracilis - 39%

P.intermedia - -
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6 Discussao

6.1 Cultura Microbiana

O presente estudo analisou o efeito da terapia fotodinamica
(PDT) em duas diferentes modalidades: a) PDT em fase planctbnica e b)
PDT em modelo de biofiime. Basicamente, esta terapia (PDT) € um
processo dindmico que consiste na interacdo de uma especifica fonte de
luz com um corante apropriado.

Estes corantes, também chamados de fotossensibilizantes,
absorvem esta irradiacdo (fétons), sendo promovidos para o estado
excitado. Ao retornar ao estado fundamental, transferem sua energia ao
oxigénio e a outras moléculas, resultando na liberacido de substancias
energeéticas, altamente reativas e de meia-vida curta, como € o caso do o
oxigénio singleto, que ao interagir com os sistemas biolégicos, pode
causar danos, por exemplo a microrganismos, via oxidagao irreversivel de
componentes celulares (Arakane et al.’,1996; Ackroyd et al.', 2001;
Herderson, Mayhew’®, 1990; Mayhew et al.''®, 1993). Aplicagdes desta
terapia que acarretam danos a membrana celular, as mitocéndrias e ao
nucleo celular sdo relatadas por varios autores (Wilson'®?, 1998; Henry et
al.”, 1996; Henry et al.”, 1995; Jori &, 1996; Soukos et al.'®*, 2003; Wood
et al.?®2, 2006) Em geral, um fotossensibilizante ideal para os sistemas

biolégicos precisa ter algumas caracteristicas especificas: ser
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fotoquimicamente eficiente, absorver na regido do vermelho ou do
infravermelho proximo (600 a 800 nm) quando se quer atingir maior
penetracdo, apresentar estabilidade por longos periodos de tempo, ser
bioquimicamente e biologicamente estavel, ter seletividade e atingir os
tecidos-alvo (neste caso fotossensibilizar bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas) e ainda ser minimamente tdxico aos tecidos normais
(Moan'"®, 1990).

A necessidade da seletividade é clara. E desnecessaria a
terapia fotodinamica em tecidos saudaveis e, portanto, o
fotossensibilizador ndo deve ser colocado e nem deve acumular-se em
locais que ndo sdo alvo. Em geral, estes corantes devem ter uma
estabilidade prolongada, pois alteracbes relativamente pequenas no
estado molecular dessas substancias podem eliminar suas propriedades
de sensibilizar localmente os tecidos-alvo, tornando a droga nao ideal
para a terapia fotodinamica. Varias classes de substancias mostraram-se
promissoras como sensibilizantes. Essas incluem as fenotiazina,
ftalocianinas e seus derivados, as clorinas, as purinas e as moléculas
contendo porfirina (Bertoloni et al.'?, 1992; Soukos et al.'®®, 2003;
Demidova et al.®*, 2004; Tegos, Hamblin'#, 2006). Cada droga possui
vantagens e desvantagens. As ftalocianinas podem ser facilmente
preparadas na forma pura, (Bertoloni et al.', 1990; Jori et al.®3, 2006) e
modificadas quimicamente para se obter absor¢cdo em diversos

comprimentos de onda. As clorinas também s&o facilmente sintetizadas a
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partir da clorofila. As purinas possuem muitas propriedades
fotossensibilizantes e localizadoras das porfirinas e sdo prontamente
sintetizadas na forma pura, embora em pequenas quantidades. Os
sensibilizantes derivados das hematoporfirinas demonstraram ser uma
excelente escolha em especial para a oncologia e sdo amplamente
utilizados em estudos clinicos. (Lipson et al.”®, 1961) De acordo com a
regiao de absorgao dos diferentes fotossensibilizantes, € necessario um
comprimento de onda especifico para sua excitagdo (Jockusch et al.”®,
1996; Jackson et al.”®, 1999).

No caso de fotossensibilizacdo de bolsas periodontais para
a aplicagao da terapia fotodinamica, muitos estudos demonstram que as
bactérias Gram-positivas sao mais facilmente susceptiveis a
fotoinativagdo (Nitzan et al.”*°, 1987; Soukos et al.'®, 2003, Soukos et
al.®® 2006; Demidova, Hamblin®*, 2004). Por outro lado, esta terapia,
mesmo que em diferentes proporgoes, também tem reduzido bactérias
Gram-negativas que se mostram cada vez mais resistentes as terapias
antibiéticas (Malik et al.'®, 1992). Modificacdes quimicas, com Tris/EDTA
ou polymyxin B nanopeptideo, vém sendo testadas para alterar a
permeabilidade da membrana e atingir a eliminagdo de bactérias Gram-
negativas mais facilmente (Scheetz et al.’*®, 2006; Falagas, Kasiakou*,
2006). Bertoloni et al.'® (1984) constataram que bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Streptococcus faecalis), mas nao espécies

Gram-negativas (Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae) poderiam ser
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eliminadas pela luz na presenca de hematoporfirina. No entanto, foi
observado que a aplicagdo de fotossensibilizadores com carga catidnica,
como por exemplo, azul de toluidina O e azul de metileno, aumentam a
susceptibilidade das bactérias Gram-negativas a agado fotodinamica.
(Wainwright et al.’, 1997; Bartlett, Indig’ 1999; Usacheva et al.'’®, 2001;
Usacheva et al.'® 2003). Desta forma, microrganismos incluindo
bactérias orais Gram-positivas e Gram-negativas sdo ambas
fotoinativadas pelo azul de metileno (Harris et al.”®, 2005).

Por estes motivos, neste estudo utilizamos o azul de
metileno como fotossensibilizador. O efeito deste corante no escuro
(grupo L-D+) e na presencga de luz (PDT: L+D+), assim como a agao do
laser isoladamente (L+D-), serao discutidos a seguir.

6.1.1 Grupo Droga (L-D+) em fase planctonica (suspensao) e
em biofilme

O azul de metileno, um corante organico pertencente a
familia da fenotiazina, tem propriedades fotossensibilizantes
estabelecidas e vem sendo usado em terapia fotodinamica (Phoenix,
Harris '°, 2003; Harris et al.”°, 2005; Soukos et al.'®® 2006). Muitos
estudos tém demonstrado que os fotossensibilizadores derivados da
fenotiazina atuam em DNA e na membrana externa das espécies
bacterianas alvo (Gorman et al.*”, 2006).

Nossos resultados em fase planctonica, considerando a

toxicidade do azul de metileno na auséncia da irradiagcéo laser (grupo L-
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D+), revelam que a exposigao de bactérias orais ao azul de metileno na
concentracao de 25 ug/mL nos dois periodos de incubacédo analisados
foram altamente citotoxico para esta suspensado. A reducido bacteriana,
analisando apenas o efeito do fotossensibilizador a 25 ug/mL em fase
planctbénica, foi de 60% a 70% quando o tempo de incubacéo foi de 10 e
15 minutos, respectivamente. Resultados similares foram encontrados por
Usacheva et al.”®® (2003); Bartlett, Indig” (1999); Soukos et al."®® (2008).

Entretanto, usando este mesmo fotossensibilizador, porém
em uma menor concentragdo (12,5 ug/mL), obtivemos uma toxicidade
muito reduzida. O grupo L-D+, presente nos Graficos 1 e 2 relata esta
menor toxicidade, com redug¢ao das unidades formadoras de coldnia de
aproximadamente 8% a 30%, na presenga de 12,5 ug/mL do azul de
metileno por 10 ou 15 minutos em suspensao bacteriana.

A penetragao deste corante nas bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas ocorre de maneira diferente. De acordo com a literatura
revisada por Niederweis'®’, 2003 e Nikaido'?®, 2003, nas bactérias Gram-
negativas a membrana externa que envolve a fina parede celular nao
contém as proteinas de transporte encontradas na membrana plasmatica.
Contudo, esta repleta de amplos canais protéicos denominados porinas.
Porinas s&o proteinas que se agrupam para formar poros na membrana
externa, criando pequenos canais que permitem a difusdo de moléculas
de baixo peso molecular. Uma vez que grandes moléculas ndo se

difundem através desses canais, as porinas restringem o acesso de
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muitos agentes antimicrobianos, detergentes, desinfetantes, corantes,
determinados antibidticos e toxinas ao citoplasma das bactérias Gram-
negativas, que de modo geral, sdo mais resistentes que as Gram-
positivas. No entanto, as propriedades hidrofilicas do azul de metileno
(Wainwright et al."®, 1997), seu baixo peso molecular e sua carga positiva
permitem sua passagem pelas porinas das bactérias Gram-negativas. As
bactérias Gram-positivas, desprovidas da membrana externa presente
nas bactérias Gram-negativas, possuem apenas uma espessa parede
celular. Apesar de espessa, esta parede, formada por cerca de vinte
camadas de peptidoglicano, permite a difusdo de muitas moléculas. O
peptidoglicano € um polimero semi-rigido, resistente, poroso e insoluvel
constituido de uma rede de cadeias de polissacarideos interconectadas
por pequenas cadeias peptidicas. Embebidas na matriz de peptidoglicano
dessas bactérias encontram-se pequenas quantidades de acidos teicdicos
(termo funcional para uma ampla variedade de diferentes polimeros
contendo agucares, fosfato e glicerol). Os acidos teicéicos conferem carga
negativa a superficie exterior da célula, podendo ajudar no transporte de
ions positivos para dentro e fora da célula.

Conforme ilustrado na Figura 2, na descricdo de Material e
Método, o azul de metileno, que possui carga positiva, interage
predominantemente com macromoléculas anidnicas de lipopolissacarideo,
resultando na geracéo de dimeros de azul de metileno (Usacheva et al."®,

2003), os quais participam do processo de fotossensibilizagdo (Usacheva
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et al.'"®, 2003; Bartlett, Indig’, 1999). Desta forma, nos grupos onde o
corante foi aplicado, os microrganismos (bactérias orais Gram-positivas e
Gram-negativas) foram ambos fotossensibilizados pelo azul de metileno e
fotoinativados pela acdo da terapia fotodinamica (Harris et al.”®, 2005).
Nossos resultados aplicando o azul de metileno na auséncia da irradiacao
laser (grupo L-D+) revelam que a toxicidade, para bactérias orais em fase
plancténica depende da concentracdo de corante utilizada.

A toxicidade do azul de metileno a 25 pug/mL em fase
plancténica foi muito alta, pois o efeito isolado do corante causou reducao
das unidades formadoras de col6nia ao redor de 60% a 70%. Resultados
similares s&o relatados na literatura (Okamoto et al.’, 1992; Soukos et
al.'®8 20086).

Neste estudo, como dito anteriormente, fizemos
experimentos aplicando a terapia fotodindmica tanto em fase planctonica
(suspensao) quanto em biofilme. Como esperado, nossos resultados em
suspensao, para a maioria dos grupos, incluindo o Grupo L-D+ foram bem
diferentes dos resultados de toxicidade no escuro obtidos nos testes com
biofiime. Estas diferengas podem ser facilmente compreendidas se
analisarmos o conceito atual de biofime e comunidade bacteriana.
Sabemos que muitas espécies bacterianas sao responsaveis pela inducao
e manutencao da inflamacao periodontal. No entanto, por muito tempo foi
considerado que as bactérias viviam de forma isolada. Porém, nas ultimas

décadas observou-se que existe ndo apenas associagao, como também a
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comunicagao entre as bactérias. Esse tipo de comportamento comunitario
permite a formagao de uma estrutura multicelular complexa denominada
biofilme (Marsh, Bradshaw''®, 1995; Marsh'®, 2004; Marsh'®, 2005).

Para simular as condigdes encontradas na bolsa periodontal,
no que diz respeito a comunidade bacteriana, neste estudo cultivamos in
vitro um biofilme multiplas espécies a partir de amostras de placa
bacteriana. Nossos resultados confirmam de maneira muito clara a
diferenga existente entre o tratamento para reducdo de bactérias em
biofilme ou em fase plancténica. No grupo L-D+, também analisamos em
biofilme a toxicidade do fotossensibilizador no escuro. Diferente da alta
toxicidade observada quando utilizamos 25 ug/ml em fase plancténica (ou
suspensao), para os experimentos em biofilme, mesmo a concentragao de
50 ug/ml ndo causou uma toxicidade significativa. Observamos uma
reducdo das unidades formadoras de colénia (u.f.c.) de 4% e 8%, quando
usamos 25 ug/ml de azul de metileno por respectivamente 10 e 15
minutos de incubagdo. Empregando uma maior concentragdo (50 pg/ml)
por 10 minutos, a reducgéo foi de 12% e a maxima toxicidade no escuro foi
de 18% quando incubamos por 15 minutos. Nossos resultados estdo de
acordo com estudos de Armitagee, 2004, no qual relata que as bactérias
associadas em um biofilme possuem vantagens nutricionais, protegao e
facilidade de comunicacao.

O biofilme bacteriano formado por colénias de bactérias

inseridas em uma matriz polimérica extracelular, por elas mesmas
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produzida (Costerton et al.*°, 1999; Haffajee, Socransky®®, 2006), constitui
uma forma de protegdo que permite ao microrganismo sobreviver em
ambientes adversos. O estilo de vida microbiano na maioria dos
ambientes naturais estd associado a formagdo de biofiime multiplas
espécies (Armitage®, 2004; Bhinu'*, 2005). No entanto, um biofilme
também pode ser constituido por apenas uma espécie de bactéria. Os
biofilmes constituidos de uma uUnica espécie existem em uma variedade
de infeccdes e implantes médicos (Gilbert et al.***°, 1997, 2002;
Suntharalingam, Cvitkovitch'’?, 2005). Mas a predominancia, ndo sé na
cavidade bucal, como também na maioria dos ambientes € o biofilme de
multiplas espécies.

O presente estudo revela que os resultados aqui obtidos
estdo de acordo com a literatura (Birmingham et al.’, 1995; Black et al.®,
2004; Costerton et al.*°, 1999; Donlan®, 2002), pois grandes diferencas
foram observadas quando comparamos o efeito do tratamento aplicado

em bactérias orais em fase plancténica e em modelo de biofilme.

6.1.2 Grupo Laser (L+D-) em fase planctonica (suspensao) e
em biofilme
Nossos resultados relacionados com a irradiagdo com o
laser de diodo como procedimento unico (grupo L+D-), ndo demonstrou
reducao nas u.f.c. quando o parametro utilizado durante a irradiagéo foi de

30 Jicm? Este resultado foi obtido tanto para o experimento em fase
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planctbnica quanto para o experimento em biofilme. Nossos achados

estdo de acordo com Wilson et al.'®, (

1993), que testou S. sanguis, F.
nucleatum e Actinobacillus actinomycetemcomitans com laser de He-Ne
operando em uma densidade de energia de 44 J/cm?. Neste estudo os
autores também nao observaram praticamente nenhuma reducgéo. Alguns
estudos mostram que bactérias ndo pigmentadas, quando expostas aos
lasers de baixa intensidade, ndo manifestam efeitos adversos (McGuff,
Bell®®, 1966). Burns et al.?°, 1993, testaram microrganismos cariogénicos
(S. mutans, S. sobrinus, Lactobacillus casei e A. viscosus) utilizando laser
de He-Ne (584 mJ e 44 J/cm?) e laser de GaAs (990 mJ e 1,5 Jicm?), e
também nao constataram reducado bacteriana apenas com a irradiagéo
destes lasers.

Por outro lado, diferente do que esperavamos, os resultados
relacionados com os experimentos nos quais utilizamos a irradiagdo com
o laser de diodo (grupo L+D) operando em 665 nm com irradiancia de 100
mW/cm? e fluéncia de 60 J/cm?, obtivemos redugao nas u.f.c. por volta de
10 % em biofiime e de 25 % das bactérias em fase plancténica. Esta
reducao bacteriana foi inesperada e provavelmente nao esta relacionada
com morte de microrganismos por efeito térmico. Analises térmicas para
os parametros de 30 Jicm? e 60 J/cm? ndo mostraram aumento de
temperatura consideravel para justificar a redugcéo bactéria apenas por
efeito térmico (Fontana et al.*’*®, 2004; Soukos et al.'®®, 2006). Na

|.51

literatura (Frankenberg et al.”’, 2002) é também relatado que algumas
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bactérias, como por exemplo, E. faecalis podem sobreviver a 60° C por 30
minutos. Assim, descartando a possibilidade de morte bacteriana devido
ao aumento de temperatura, uma possivel explicacdo para a reducao
bacteriana encontrada no grupo L+D-, quando a maior fluéncia foi
empregada (60 J/cm?), pode estar relacionada com a ativacdo de
cromoforos enddgenos, como por exemplo, as porfirinas sintetizadas por
certas espécies bacterianas (Kjeldstad, Johnsson 87, 1986; Henry et al.74,
1996; Henry et al.”®, 1995; Konig et al.go, 2000). Esta maior energia pode
ter sido suficiente para ativar cromoéforos endégenos de microrganismos
como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella
melaninogenica ou Prevotella nigrescens, uma vez que a literatura relata
reducdo de bactérias pigmentadas de negro com apenas a irradiacido
laser, dependendo da fluéncia aplicada (Shah, Gharbia'®, 1993: Shah et
al.", 1979; McGuff, Bell®®, 1966; McCaughan®, 1999; Konig et al.*,
2000).

Considerando que estes compostos enddogenos em
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia sao similares as
porfirinas, Wilson et al.'®3, 1993; Wilson et al.®’, 1992, estudaram a acéo
do laser de He-Ne em P. gingivalis irradiando por 80 segundos,
totalizando uma densidade de energia de 44 Jicm?, porém seus
resultados nao demonstraram reducdo bacteriana, fato atribuido a
provavel inefetiva absorgdo da luz pela substancia enddégena, nos

parametros utilizados. Henry et al.”>, 1995, utilizando a densidade de
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energia de 70 J/cm? relataram que bactérias periodontopatogénicas,
como Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermédia, que possuem
respectivamente protoemina e protoporfirina, podem ser mortas através
do processo de terapia fotodinamica. (Smalley et al.®?, 2006; Smalley et
al.’®, 1998; Smalley et al.”™*, 2003) No estudo de Henry’®, 1995, a
irradiagao foi realizada no comprimento de onda de 515 nm.

O espectro de absorcédo UV-visivel das porfirinas exibem um
intenso pico ao redor de 405 nm, seguido por absor¢gdes menores nos
comprimentos de onda de 450 nm ao 700 nm. Ainda que a protoporfirina
IX de ferro (PplIX de ferro) seja o pigmento predominante nas bactérias
pigmentadas de negro, estas espécies também acumulam variadas
quantidades de protoporfirina livres de ferro (Smalley et al.'®2, 2006; Shah,
Gharbia'®, 1993; Shah et al.'’, 1979), as quais sdo fotossensiveis em
outros comprimentos de onda.

Assim, os resultados de reducdo bacteriana encontrados
para o grupo L+D-, quando a maior fluéncia foi empregada (60 J/cm?),
podem estar relacionados com a excitagdo das porfirinas enddégenas na
banda Q (ao redor de 665 nm), uma vez que o comprimento de onda do
laser utilizado foi 665 nm (Shah, Gharbia '*®, 1993; Shah et al.’*’, 1979,
Smalley et al."®®, 1998; Smalley et al.”®*, 2003). No entanto, algumas
espécies ndo sado pigmentadas de negro e nao produzem porfirina

enddgena.
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Contudo, a redugao bacteriana ocorrida na auséncia do azul
de metileno pode se dar pelo dano celular causado pela absorcao da luz
por certas bactérias que expressam citrocomos do tipo bd. (D'Mello35,
1996; Winstedt et al.?**', 2000; Megehee'™, 2006). O citocromo-oxidase
terminal bd, cuja principal fungdo na cadeia respiratéria € reduzir oxigénio
e agua (O, e Hy0), é crucial para impedir o dano gerado pelo oxigénio
livre. Estas moléculas sdo importantes na energética celular e um déficit
neste citocromo tipo bd pode provocar alteracdo ou morte celular. Neste
estudo, a reducdo encontrada tanto em fase planctbnica quanto em
biofilme apds irradiagdo (665 nm) na fluéncia de 60 J/cm? pode ter
atingido tanto as porfirinas enddégenas quanto o citocromo bd, levando ao
dano celular e, consequentemente, explicar a redugdo bacteriana
observada. (Konig et al.°, 2000; Winstedt et al.?', 2000; Das et al.*,

2005; D'Mello®, 1996; Megehee'"*, 2006).

6.1.3 Grupo PDT (L+D+) em fase plancténica (suspensao) e em
biofilme

Como dito anteriormente, para realizar a terapia

fotodindmica € necessario ocorrer uma interacdo entre a luz e o

fotossensibilizador (corante apropriado), o qual é capaz de transferir essa

energia para outras moléculas. Este processo resulta na liberagédo de

espécies energéticas com tempos de vida curtos, que interagem com os

sistemas bioldgicos para causar morte celular ou alteragdes teciduais. A
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acao desta terapia € restrita a regido onde a substancia
fotossensibilizadora  ficou  concentrada. Uma vez que o0s
fotossensibilizadores irdo absorver a luz irradiada, este fenbmeno é
geralmente muito seletivo. A excitagdo do fotossensibilizador depende do
comprimento de onda no qual a luz é absorvida por um determinado
composto. Geralmente usam-se lasers como fontes de luz, porém mais
recentemente, LEDs véem sendo utilizados.

Neste estudo utilizamos o laser de diodo vermelho operando
em 665 nm e o fotossensibilizador de escolha foi o azul de metileno. A
eficiéncia da absorgao difere entre as substancias e os comprimentos de
onda. Por exemplo, a hematoporfirina absorve luz no azul (402 nm), no
verde (526 nm) e no vermelho (630 nm). O coeficiente de extingao
(eficiéncia da absorgédo) dessa substancia € muito maior no azul e no
verde, do que no vermelho. No entanto, quando se trabalha com sistemas
biolégicos a situagdo se torna mais complexa. O corpo humano é
composto de proteinas e moléculas, tais como a melanina e a
hemoglobina, que absorvem a luz azul e verde com muito maior eficiéncia
do que a luz vermelha. De fato, grande parte da luz azul e verde dirigida
para um tecido biolégico é absorvida nos primeiros milimetros do alvo
irradiado. Por outro lado, a luz vermelha e na regido do infravermelho
proximo, sofrem uma absor¢cdo muito menor e, portanto tem maior
penetracdo. Em alguns procedimentos clinicos, nos deparamos com

situagbes nas quais varios centimetros de espessura podem ser uma
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barreira para esta irradiagcdo. Para estes procedimentos, a luz deve ter
capacidade de penetracdo para que atinja toda a extensdo do local
irradiado, levando energia suficiente para ativar o fotossensibilizador ali
concentrado.

Por todos estes fatores, utilizamos neste estudo um laser de
diodo operando em 665 nm, associado ao corante azul de metileno. De
acordo com Jori81, 2006 a terapia fotodinamica é baseada no conceito de
que certo fotossensibilizador, ndo toxico, pode ser preferencialmente
localizado ou aplicado em certos tecidos ou areas. Este
fotossensibilizador é subseqientemente ativado por luz com comprimento
de onda apropriado, gerando oxigénio singleto e radicais livres que séo
citotdxicos as células do tecido ou area especifica (Phoenix, Harris'®,
2003; Foster et al.*®°, 1991).

Nossos resultados referentes aos experimentos realizados
com bactérias em fase planctbnica (suspensdo), revelaram que o
fotossensibilizador na concentracédo de 25 ug/mL no grupo L-D+ gerou
efeito toxico. Desta forma, de acordo com o critério de que a terapia
fotodindmica deve aplicar um fotossensibilizador, ndo téxico, escolhemos
para o grupo L+D+ do experimento em fase plancténica a concentragao
de 12,5 ug/mL de azul de metileno.

Desta forma, utilizando 12,5 pg/mL de azul de metileno,
obtivemos apdés PDT uma inativagdo de 70 % das bactérias em

suspensdo quando irradiamos as amostras com fluéncia de 30 J/cm?.
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Com o dobro da fluéncia (60 J/cm?) obtivemos uma reducéo de 80% das
u.f.c. em experimentos na fase plancténica. De acordo com Kjeldstad et
al.¥’ 1986: Foster et al.’°, 1991, Wilson, Dosbson'®®, 1993: Soukos et
al.'?0122123 1997, 1998, 1999 a inativagdo de bactérias é possivel apés
sua incubagcdo em compostos fotoativos, seguida de exposi¢cdo a luz
visivel operando em comprimento de onda apropriado.

Para os experimentos do grupo terapia fotodindmica em
bioflme (L+D+), testamos duas diferentes concentragbes do
fotossensibilizador (25 ug/mL e 50 ug/mL) uma vez que a toxicidade do
azul de metileno no escuro nado foi alta para bactérias em biofilme.
Utilizando o azul de metileno na concentragado de 25 pg/mL e irradiacéo
com o laser na fluéncia de 30 J/cm? obtivemos uma reducdo de apenas
8% das u.f.c em biofime. Ainda com a mesma concentragdo do
fotossensibiliador (25 pg/mL), porém com o dobro da fluéncia (60 J/cm?)
observamos uma redugao em torno de 25% para as u.f.c em biofilme.

Buscando alcancar melhor reducdo bacteriana, testamos o
azul de metileno numa maior concentragao (50 ug/mL) e mantivemos os
parametros das irradiacdes com fluéncias de 30 J/icm?e 60 J/cm? Com a
menor fluéncia, obtivemos em torno de 27% de redugao das u.f.c. do
biofilme. Utilizando 60 J/cm? atingimos 40% de reducdo das u.f.c. em
biofilme.

A reducédo bacteriana alcangada com a terapia fotodinadmica

foi menor em biofilme do que em fase planctbnica. As bactérias, segundo
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Sbordone, Bortolaia'**, 2003 e Wuertz et al.?®>, 2004, sdo excelentes
organismos produtores de biofilme devido aos seus tamanhos reduzidos,
alta taxa de reprodugdo, grande capacidade de adaptacdo e produgéo de
substéncias e estruturas extracelulares que as protegem do meio
circundante. Esta protecdo caracteristica das bactérias em biofilme
explica os resultados de 27% e 40% (no maximo) de redugao apos PDT
utilizando a concentracéo de 50 ug/mL na presenca de luz em fluéncias
de 30 e 60 J/cm? (grupo L+D+) respectivamente. Por outro lado, em fase
plancténica, mesmo utilizando uma concentragao quatro vezes menor do
mesmo fotossensibilizador (12,5 pg/mL), apés PDT observamos uma
reducao das u.f.c de 70% e 80 % para a aplicagdao dos respectivos
parametros de fluéncia de 30 J/cm? e 60 J/cm?.

Nossos resultados estdo de acordo com a literatura, uma
vez que bactérias em biofilme sdo mais resistentes do que as mesmas
bactérias em fase planctbnica. Portanto, a persisténcia de certas
infeccbes se deve a presenga de microrganismos em biofilme
(Suntharalingam, Cvitkovitch'2, 2005; Marsh'" 1% 2003, 2005; Costerton
et al.*°, 1999).

Uma hipotese mais remota, encontrada na literatura, seria
relacionar a maior resisténcia apresentada pelas bactérias quando em
comunidade (biofilme) com mudangas fenotipicas causadas pela
expressdo de novos genes (Cochran et al.?®%°, 2000). Mesmo que

microrganismos em fase planctbnica (suspensdo) ainda carreguem o0s
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distintos e protegidos fendtipos, estes apenas sao expressos quando

aderidos ao dente. Whiteley et al.’"

, 2001 identificou 73 genes
(correspondente a aproximadamente 1% do total de genes)
diferentemente expressos em biofime de P. aeruginosa quando
comparado com o seu equivalente em fase planctdnica, submetido a
condigdes ambientais similares. No entanto, esta diferenga de apenas 1 %
na expressao dos genes foi critica para o desenvolvimento de resisténcia
desta bactéria em biofilme a antibiéticos.

Apesar das bactérias em biofilme serem mais resistentes,
Jori®!, 2006 e Komeric, Macrobert®, 2006 concordam que a técnica da
PDT pode oferecer diversas vantagens em relagcdo a agentes
antimicrobianos tradicionais. Primeiramente, a morte bacteriana seria
rapida, diminuindo a necessidade da manutencao de altas concentracoes
de substancias quimicas por longos periodos, como no caso do uso de
antibioticos e anti-sépticos. Em segundo lugar, como a morte das
bactérias ndo estd ligada a mediacdo de radicais quimicos, o
desenvolvimento de resisténcia seria improvavel. Finalmente, como nem o
fotossensibilizador, ou a luz, em doses adequadas, sao bactericidas, a
morte das bactérias pode ser controlada restringindo-se a regido
irradiada, evitando a destruigdo da microbiota em outros locais (Brundish,
Love'®, 2000; Demidova, Hamblin®, 2004). Portanto, nosso estudo
mostrou que a PDT ndo deve ser utilizada como substitutiva de

tratamentos ja estabelecidos, mas sim como uma alternativa interessante
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a antibidticos e anti-sépticos, os quais sao utilizados como coadjuvantes
aos métodos mecanicos de controle da qualidade da placa subgengival e
supra gengival e também na descontaminagdo bacteriana de bolsas
periodontais.

Tendo descrito e discutido os resultados obtidos para os
experimentos realizados tanto em fase planctdnica (suspensdo) quanto
em biofilme multiplas espécies, a seguir apresentamos a discussao dos
resultados obtidos apds analise molecular, novamente analisando o efeito

da PDT tanto em suspensao quanto em modelo de biofilme.

6.2 Analise Molecular — Checkerboard DNA-DNA Hybridization

Com avangos tecnolégicos na area da microbiologia,
atualmente é possivel avaliar um grande numero de amostras contendo
largo espectro de espécies bacterianas com a técnica Checkerboard
DNA-DNA Hybridization.

Sabemos que a etiologia da doenga periodontal é
multifatorial e que patologias periodontais observadas n&o sao resultado
de uma unica bactéria, mas sim de uma associa¢ao bacteriana complexa.
Segundo Liljemark et aI.93, 1997 e Kolenbrandergg, 2000, a cavidade
bucal, com sua microbiota, € um sistema ecoldgico de complexidade
desconcertante. E um sistema aberto de crescimento, ou seja,
microrganismos e nutrientes sdo repetidamente introduzidos e retirados

do sistema. Entretanto, estudos da década de 90, citados por Bhinu',
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2005, Lovegrove®, 2004 e Cugini et al.®', 2000, ja demonstravam que
cada bactéria presente na cavidade bucal tem um importante papel no
aparecimento e desenvolvimento da doenga periodontal. Neste sentido, a
relacao entre a presenca de certos tipos de bactérias e as varias formas
de doencas periodontais vem sendo amplamente estudada com o intuito
de encontrar tratamentos que sejam mais eficientes, com menos efeitos
colaterais e que também possam atuar como forma de prevencgao.

Neste estudo avaliamos 40 diferentes cepas bacterianas a
partir de 120 amostras de placa colhidas supra e subgengivalmente,
sendo o foco principal do estudo o efeito da terapia fotodinamica tanto em
fase planctonica quanto em biofilme. Além das contagens de unidades
formadoras de colénia (u.f.c.), analisamos a reducdo bacteriana
proporcionada pela PDT por analise molecular utilizando a técnica
“Checkerboard DNA-DNA hybridization”, que sera aqui discutida. Esta
técnica tem a vantagem de permitir a avaliagdo de um numero maior de
espécies bacterianas (40 espécies) simultaneamente. Como resultado
deste procedimento, encontramos diferentes quantidades de DNA das 40
bactérias pesquisadas, tanto em amostras de placa fresca (experimentos
plancténicos), quanto em amostras de placa que foram cultivadas para
formar biofilme. As porcentagens das redugdes, das bactérias avaliadas
em nosso estudo, serdo aqui discutidas e estdo mostradas no Capitulo 5,
nas Tabelas 5 e 6 para experimentos em fase plancténica e Tabelas 7 e 8

para os resultados dos experimentos em biofilme. Estas tabelas ilustram
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de maneira global as espécies que sofreram redugdao apds a terapia
fotodinamica.
6.2.1 Analise molecular em fase plancténica - 30 J/cm?

Analisando a acado da PDT em fase plancténica quando o
laser foi utilizado operando na fluéncia de 30 J/cm? observamos as
seguintes redugdes: E. saburreum com 54% de redugao, T. denticola com
93%, A. odontolyticus com 60%, N. mucosa com 51%, S. noxia com 51%,
P. melaninogenica com 52%, E. corrodens com 57%, C. sputigena com
82% e P. micros com 64%.

Observando grupos especificos, como por exemplo
bactérias do “complexo vermelho”, a agéo da terapia fotodinamica (PDT),
apos sensibilizacdo com 12,5 ug/mL de azul de metileno e irradiagcédo com
fluéncia de 30 J/cm? demonstrou um decréscimo de 69% para
Porphyromonas gingivalis, 93% para Treponema denticola e de 36% para
Tannerella forsythia.

De acordo com Cobb et al.?’, 1992, a eficacia da terapia
periodontal esta diretamente relacionada a habilidade do tratamento em
reduzir ou eliminar os niveis e/ou a prevaléncia de uma ou mais espécies
bacterianas patogénicas. Estudos de Cugini et al.®', 2000 e Haffajee et
al.%”. 2004 utilizando o método do “Checkerboard DNA-DNA hybridization”
relataram que a terapia periodontal convencional de raspagem e
alisamento radicular (RAR) é, na maioria das vezes, capaz de reduzir a

contagem do DNA das bactérias do “complexo vermelho” (Porphyromonas
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gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia). Por outro lado,
estes autores relatam que pacientes periodontais com baixos niveis
destes trés microrganismos no periodo pré-terapia, eram fortemente
associados aos casos onde se observou baixa resposta ao tratamento de
RAR como tratamento unico. Os dados do estudo sugerem ainda que
pacientes com altos indices iniciais de T. denticola, geralmente possuem
um beneficio grande em relagcao ao processo saude/doenga apenas com
o tratamento RAR. Pensando nos casos onde o tratamento de RAR n&o é
o suficiente, a terapia fotodinAmica pode ser uma alternativa aos
tratamentos coadjuvantes periodontais sem causar efeitos colaterais
indesejaveis. Neste estudo, a terapia fotodinamica foi eficiente na redugao
destas bactérias em fase planctonica. A importancia de se obter redugdes
bacterianas, especialmente baixos niveis destes trés microrganismos
pertencentes ao “‘complexo vermelho” é relatada na literatura e nossos
resultados mostraram expressiva redugado destes microrganismos-chave.
(Ali et al.*, 1992; Simonson et al.”™®, 1992; Shiloah, Patters™®, 1994;
Socransky et al.’®®, 2000).

Ainda em fase plancténica utilizando 30 Jicm?, a terapia
fotodinamica também foi eficiente na reducdo de outros patdégenos.
Nossos resultados mostram grande eficiéncia na redugdo do DNA de
quase todas as 40 bactérias. Apenas Actinomyces naeslundii |,
Treponema socranskii, Streptococcus mitis e Prevotella intermedia nao

sofreram qualquer redugao apds a PDT nestes parametros de irradiagéo.
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A analise especifica destas 40 bactérias € baseada na
classificagdo de Socransky et al.®®, 1998 que identificaram seis grupos
principais associados a microbiota periodontal, denominados complexos
bacterianos. Grupo 1) Actinomyces; 2) complexo amarelo, que consiste de
membros do género Streptococcus; 3) complexo verde, consistindo de
espécies do género Capnocytophaga, Actinobacillus
actinomycetemcomitans sorotipo A, Eikenella corrodens e Campylobacter;
4) complexo roxo, constituido de Veillonella parvula e de Actinomyces
odontolyticus; 5) complexo laranja, consistindo de grupos bacterianos
Gram-positivos; 6) complexo vermelho, consistindo das bactérias Gram-
negativas, Pophyromonas gingivalis, Tannerela forsythia e Treponema
denticola. Os quatro primeiros grupos colonizam facilmente a superficie
dos dentes. Porém, o crescimento destes geralmente precede a
colonizacdo e a multiplicagdo dos grupos dos complexos laranja e
vermelho, predominantemente Gram-negativos (Socransky, Haffajee'®,

2002).

6.2.2 Analise molecular em fase plancténica - 60 J/cm?
A acao da PDT, também foi analisada apés irradiacao laser
com fluéncia de 60J/cm?. Obtivemos reducdo superior a 50% da
contagem do DNA nas seguintes bactérias: P. gingivalis, C. rectus, F. nuc

nucleatum, F. nuc vincentii, T. denticola, P. nigrescens, A. odontolyticus,



Discussao == 141

N. mucosa, S. noxia, P. melaninogenica, E. corrodens, C. sputigena, P.
micros, V. parvula e C. gracilis.

Nossos resultados (60 J/cm?) também apresentaram uma
diminui¢cdo do “complexo laranja”. Observamos 78% de redugéo de F. nuc
polymorphum, 87% de C. showae, 84% de F. periodonticum, 87% de F.
nuc. vincentii, 91% de C. rectus, 89% de C. gracilis, 63% de F. nuc
nucleatum e 90% de P. nigrescens.

Também obtivemos redugdes significativas para os
complexos verde e roxo, como por exemplo 78% de reducdo de A.
actinomycetemcomitans, 70% para T. socranskii, 72% para V. parvula e
67%para C. ochracea.

Nas bactérias do complexo vermelho em fase plancténica
observamos reducdo de 75% na contagem do DNA de Porphyromonas
gingivalis, 73% para Treponema denticola e 30% para Tannerella
forsythia.

Feres et al.**, 2001 citam que até o inicio dos anos 70,
terapias baseadas na hipotese da placa nao-especifica focavam a
reducdo da quantidade de placa. Posteriormente, a hipétese da placa
especifica determinou o papel de alguns microrganismos como
A.actinomycetemcomitams, P.gingivalis, T.forsythia, T.denticola,
P.intermedia e F.nucleatum nas diferentes formas de doenca periodontal.
Recentemente, foi sugerido que estes patdgenos periodontais ndo atuam

isoladamente e interagdes entre espécies, bem como o equilibrio entre
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bactérias patogénicas e benéficas afetam a progressao da doenga e a
resposta tecidual a terapia periodontal. Atualmente esta bem estabelecido
que um dos objetivos da terapia € o controle destes patégenos. Em geral,
a composicao bacteriana que predomina no estado de saude dos tecidos
do periodonto sdo cocos Gram-positivos imoveis, enquanto que na
doenga periodontal, esta microbiota & composta principalmente de
microrganismos anaerobios, bastonetes Gram-negativos e com
motilidade. Por este motivo, neste estudo coletamos amostras de
pacientes periodontais para mimetizar a condicdo natural das interacbes
entre espécies, porém para interpretar os resultados, é interessante
analisar o comportamento individual destas bactérias de acordo com cada
terapia (grupo) aplicada.

Considerando P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans,
resultados similares ao nosso estudo na redugao destes patégenos foram

encontrados por Haas et al.”

, 1997, apos a terapia fotodinamica,
utilizando o diodo 690 nm associado ao fotossensibilizador azul de
toluidina. Packer et al.’™* 2000, apds terapia fotodinamica utilizando o
azul de toluidina e irradiagao com laser vermelho (633 nm) operando até
111.4 J/lcm? também encontrou altas porcentagens de reducdo de
Porphyromonas gingivalis. Kénig et al.®°, 2000 observou reducdo de

Propionibacterium acnes, Porphyromonas gingivalis, Actinomyces

odontolyticus, Prevotella intermedia. Dértbudak et al.*°, 2001 atingiu mais
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de 90% de morte de P. gingivalis, P. intermedia e A.
actinomycetemcomitans apoés terapia fotodinamica.

Altos niveis de colonizagcdo de V. parvula, S. oralis, S.
gordonii, Streptococcus mitis e C. gracilis foram observados neste estudo.
Podemos interpretar a presenga destes microrganismos em nossas
amostras tendo como base estudos como o de Mager et al.’®', 2003.
Estes autores analisaram comparativamente o local predominante da
prevaléncia de microrganismos. V. parvula, P. melaninogenica, Eikenella
corrodens, Neisseria mucosa, Actinomyces odontolyticus, Fusobacterium
periodonticum, F. nucleatum ss vincentii e Porphyromonas gingivalis
foram encontradas em maiores proporgdes em saliva e lingua, enquanto
que Streptococcus mitis, S. oralis e S. noxia se mostraram em niveis mais
altos em outros tecidos mole. Os perfis microbianos supra e subgingival
diferiram com relacéo a posi¢cao de onde foi colhida a amostra. Além disto,
espécies diferentes, dentro de um mesmo género apresentam diferentes
proporgdes de colonizagdo das superficies intra-orais. Dentro do género
Streptococcus, S. oralis, S. mitis e S. constellatus foram espécies mais
facilmente encontradas em tecidos mole e saliva do que em amostras dos
dentes. Contudo, outras quatro espécies dentro do género Streptococcus
colonizaram em proporcdes comparaveis tanto saliva e tecidos mole
quanto superficies dentais. De acordo com Becker et al.®, 2002,

Actinomyces gerencseriae, Bifidobacterium, S. mutans, Veillonella, S.
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salivarius, S. constellatus, S. parasanguinis e Lactobacillus fermentum
foram associados predominantemente com sitios com caries.

A composicio bacteriana também pode variar dependendo
da profundidade alcancada durante a coleta. Sunde et al.'”’, 2000
analisaram ftrinta e quatro pacientes portadores de periodontite com
envolvimento apical. Analisando o DNA bacteriano das amostras por meio
de 40 sondas previamente definidas, constatou-se que dependendo da
incisdo feita para o acesso a lesao, diferencas notaveis eram observadas
com relagdo a presenga de certos microrganismos. Campylobacter
gracilis, Porphyromonas endodontalis, Propionibacterium acnes,
Capnocytophaga gingivalis, Fusobacterium nucleatum ssp,. nucleatum,
Fusobacterium nucleatum ssp. polymorphum, Prevotella intermedia,
Treponema denticola, Estreptococo constellatus e Actinomyces
naeslundii foram identificados quando realizadas incisdes marginais.
Espécies bacterianas como Actinobacillus actinomycetemcomitans e
Bacteroides forsythus (T. forsythia) foram descobertas em mais que 60%
das lesdes de ambos os grupos. P. endodontalis foi abundante em tecido
periapical. Estes dados apdiam a idéia que bactérias da bolsa periodontal
podem alcancar tecidos subjacentes através de bacteremia durante os
procedimentos realizados durante o tratamento odontolégico. Desta
forma, neste estudo, apesar de padronizar a coleta, os microrganismos
gue encontramos e seus diferentes niveis podem estar relacionados com

a variagcédo na quantidade de amostra do local de onde foi coletada.
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Darout et al.*, 2002, analisaram amostras de pacientes,
encontrando altos niveis de A. actinomycetemcomitans, P.
melaninogenica, P. intermedia, C. rectus e E. corrodens, associados com
a doencga periodontal. Bactérias como P. micros, V. parvula, S. mutans, S.
anginosus, A. israelii, C. sputigena, C. gingivalis e também A.
actinomycetemcomitans, P. melaninogenica, C. rectus, foram mais
encontradas na saliva de pacientes com altos indices de carie. Duerden42,
1980, afirmou que ocorre um mecanismo seletivo no qual certas bactérias
sdo mais capazes de sobreviver e se multiplicar do que outras, gragas a
inter-relacado entre elas (comensalismo e antagonismo), e ao suprimento
nutricional existente. Bactérias anaerdbias Gram-negativas, como por
exemplo bacilos produtores de pigmento negro e Fusobacterium
nucleatum, sao mais sensiveis ao oxigénio e também necessitam da
presenca de outros organismos para sobreviver. Portanto, algumas
combinacdes bacterianas sdo necessarias e podem ser mais virulentas
que outras (Van Dalen et al.’®', 1998; Vansteenbergen et al.”®, 1993).

Como fatores de ataque ou agressao, as células Gram-
positivas e Gram-negativas caracterizam-se por graus diferentes de
viruléncia. Nas bactérias Gram-negativas a endotoxina (LPS), lhes
confere a propriedade de patogenicidade, enquanto nas bactérias Gram-
positivas a endotoxina, composta pelo acido lipoteicoico, tem como
caracteristica principal a aderéncia. O lipopolissacarideo (LPS) € o maior

fator de viruléncia, determinando efeitos biol6gicos que resultam na
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amplificacdo das reagdes inflamatodrias. Esta endotoxina é um antigeno
fraco nao especifico que é pobremente neutralizado por anticorpos, sendo
capaz de ativar a cascata do complemento. A ativacdo do complemento
envolve a formacgao de importantes mediadores da inflamacdo. Além
disto, ativa plaquetas, mastécitos, basoéfilos e células endoteliais. O LPS
induz os macrofagos a secretarem outras proteinas, as interleucinas (IL-1,
IL- 6 e IL-8), fator alfa de necrose tumoral (TNF a), oxigénio reativo,
nitrogénio intermediario (6xido nitrico), interferon o, B ey, fatores
ativadores de plaquetas e prostaglandinas. Estes sao fatores importantes
na doencga periodontal e também responsaveis pelas reabsor¢bes dsseas.
Mesmo quantidades pequenas de endotoxinas sdo capazes de induzir
uma resposta inflamatéria. As endotoxinas sdo encontradas em maior
quantidade em dentes sintomaticos que naqueles assintomaticos.
Considerando estes fatores de agressividade das células bacterianas,
neste estudo, além da andlise por cultura bacteriana, investigamos a
presenca do DNA bacteriano, mesmo que nao viavel para o crescimento
em agar, uma vez que a toxicidade, em especial das Gram-negativas
(LPS) é fator determinante na condicao inflamatéria periodontal.

Como efeito da terapia fotodindmica aplicada em fase
plancténica, neste estudo observamos que mais de 80 % das espécies
estudadas sofreram uma reducdo consideravel na contagem do DNA

ap6s PDT. Desta forma, reduzindo os niveis gerais destes
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microrganismos acreditamos favorecer a resposta tecidual a terapia
periodontal e paralisar a progressao da doenca.

Dzink et al.**, 1988 demonstraram que ha uma mudanca
significativa na microbiota subgengival quando a doenga esta ativa ou
inativa. A comparacao de 100 sitios com doenga periodontal ativa com
150 sitios ndo ativos mostraram um aumento dos niveis de Tannerella
forsythia (B. forsythus), B. gingivalis, P. micros, A.
actinomycetemcomitans, W. recta e B. intermedius nos sitos ativos.

Nishida et al.'®, 2000, definem que a patogénese da
periodontite envolve bactérias anaerdbias da cavidade bucal e que o dano
tecidual ocorre como resultado de uma complexa interagao patogénica
bacteriana e a resposta imunoinflamatéria do hospedeiro a infeccao.

Observamos ainda que a eliminacdo do DNA bacteriano
proporcionada pela terapia fotodinamica foi diretamente relacionada com
a fluéncia utilizada. Por exemplo, para P.gingivalis, importante patégeno
para a doenga periodontal, houve reducdo de 69% quando utilizamos a
fluencia de 30 J/cm?. Ja quando utilizamos 60 J/cm?, obtivemos 75% de
reducédo de P.gingivalis. Da mesma forma para F. nuc. vincentii (64% e
87%), C. rectus (75% e 91%), P. nigrescens (58% e 90%), F. nuc
nucleatum (63% e 63%) e C. gracilis (77% e 89%).

Nas fluéncias de 30 J/cm? ou de 60 Jicm’ em fase
planctbnica, os  microrganismos P. gingivalis,  Actinobacillus

actinomycetemcomitans (A.a), F. nuc vincentii, C. rectus, T. socranskii, P.



Discussao == 148

micros, V. parvula, C. ochracea, T. denticola, P. nigrescens, A.
odontolyticus, F. nuc polymo, C. showae, F. periodonticum, N. mucosa, F.
nuc nucleatum, S. noxia, P. melaninogenica, E. corrodens, C. sputigena,
C. gracilis sofreram uma reducédo de mais de 50% na contagem do DNA
quando a terapia fotodinamica foi aplicada.

Estas redugbes sdo bastante importantes, pois apesar de
cada microrganismo ter o seu papel, acredita-se que bastonetes
anaerobios Gram-negativos, bastonetes méveis e espiroquetas sdo os
principais patdgenos periodontais (Lovegrove97, 2004). Estas diferengas
no perfil bacteriano entre saude e doencga periodontal sdo creditadas pela
hipétese de especificidade de placa. No entanto, é necessario considerar
que a composicao da microbiota varia ndo somente entre os diferentes
estagios da doenga, mas também entre pessoas com sinais e sintomas
semelhantes. A reacao imunoinflamatéria do hospedeiro e os produtos do
biofilme dental, tais como amdnia, sulfito de hidrogénio, aminas toxicas,
indol e escatol sdo potencialmente prejudiciais ao tecidos periodontais.
Algumas das enzimas da placa que podem ser de origem bacteriana ou
de células lisossbmicas do hospedeiro sdo capazes de degradar os
tecidos conjuntivos periodontais. Produtos citotoxicos de alto peso
molecular, tais como lipopolissacarideos e peptidoglicanos das paredes e
membranas das células bacterianas podem penetrar no epitélio juncional
e sensibilizar os tecidos do hospedeiro, iniciando e mantendo dessa

forma, uma resposta inflamatéria exacerbada e ndo desejada. Por outro
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lado, a presenca de certas bactérias pode causar agressées no
periodonto de um individuo, mas ndo em outro, pois a resposta
imunoldgica é distinta e individual para cada hospedeiro. Deste modo,
muitos microrganismos periodontopatogénicos sao encontrados tanto em
areas sadias quanto nas areas acometidas pela doenga. Conforme

Socransky et al.'’

, 1987, diferengas demonstradas apenas na
composi¢cdo da microbiota nas diversas condi¢cdes patoldgicas da gengiva
e periodonto de sustentagcdo nio terdo, necessariamente, significagdo
patogénica. Na avaliacdo do papel etiologico destes microrganismos,
deve-se considerar que a quantidade de bactérias presentes em areas
saudaveis deve ser consideravelmente inferior as encontradas em areas
patoldgicas, e que a eliminacdo ou redugdo a numeros toleraveis destes
microrganismos deve, ao menos, estancar a progressao da leséo ativa.
Por estes motivos, analisamos neste estudo a quantidade de
bactérias viaveis apdés a PDT e também, por meio de analise molecular
(Checkerboard), o numero de células bacterianas que resistiram a terapia.
Apesar do procedimento de raspagem e alisamento radicular
ser a forma mais comum de terapia da doencga periodontal, muito ainda
tem a ser descoberto em relacdo aos seus efeitos na microbiota
subgengival quando associado a alguns métodos complementares de
tratamento. Atualmente, estudos estao direcionados para encontrar novos

métodos coadjuvantes que nao causem os efeitos colaterais indesejaveis

e que aumentem a efetividade do tratamento mecanico. Mantendo este
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objetivo, avaliamos a partir de 120 amostras de placa colhidas supra e
subgengivalmente o efeito da terapia fotodindmica como coadjuvante na
reducdo bacteriana, altamente desejada para que ocorra um equilibrio
entre a microbiota e a resposta do hospedeiro e conseqlentemente a
paralisacdo da doenca. Estas amostras foram utilizadas tanto para os
experimentos em fase plancténica quanto para as analises em biofilme.
Conforme discutido anteriormente, nossos resultados em
fase planctbnica sdo encorajadores. Apds a terapia fotodindmica em
bactérias em suspensao, obtivemos redugdes significativas na contagem
do DNA das 40 espécies tanto para o grupo no qual utilizamos 30 Jicm?
quanto para o grupo 60 J/cm? sendo que o Ultimo apresentou os
melhores resultados. Porém, a contagem do DNA de espécies
bacterianas em biofiime apds PDT, utilizando o azul de metileno na
concentracdo de 50 pug/mL e mantendo os parametros de irradiagdo em
30 J/lcm? e 60 J/cm?, ndo apresentaram o mesmo comportamento e serdo

discutidas a seguir.

6.2.3 Analise molecular em biofilme - 30 J/cm?
De acordo com nossos resultados pudemos observar que,
em biofilme, aplicando a menor fluéncia (30 J/cmz), obtivemos a
persisténcia do DNA de 26 diferentes bactérias. Quando a eliminacdo do
DNA foi possivel, a maior taxa de redugado encontrada na contagem do

DNA foi de 33% (para T. socranskii). Utilizando 60 J/cm?, ainda com
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concentragao de 50 ug/mL, atingimos um maior numero de bactérias e a
reducao obtida foi consideravelmente maior. No entanto, a acao da
terapia fotodinamica em biofilme é bastante inferior se comparada aos
resultados obtidos na fase plancténica.

Utilizando 30 J/cm? em biofilme os microrganismos tiveram
as seguintes redugdes: Actinobacillus actinomycetemcomitans (24%),
Campylobacter rectus (8%), Treponema socranskii (33%), Actinomyces
viscosus (9,8%), Actinomyces israelii (5,5%), Streptococcus intermedius
(17,6%), Prevotella nigrescens (11,3%), Actinomyces odontolyticus
(22,1%), Neisseria mucosa (6,5%), Streptococcus gordonii (10%),
Propionybacterium acnes (31,5%), Streptococcus mitis (7,2%) e
Leptotrichia buccalis (13%).

Nenhuma reducdo foi observada em biofilme quando
irradiamos com a fluéncia de 30 J/cm? para as seguintes bactérias:
Actinomyces naeslundii , Streptococcus constellatus, Eubacterium
nodatum, Porphyromonas gingivalis,, Fusobacterium nucleatum sp.
vincentii, Eubacterium saburreum, Peptostreptococcus micros, Veillonella
parvula, Streptococcus anginosus, Streptococcus sanguis, Actinomyces
gerencseriae,  Streptococcus oralis, Capnocytophaga ochracea,
Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum sp. polymorphum,
Campylobacter showae, Fusobacterium periodonticum, Fusobacterium
nucleatum sp. nucleatum, Capnocytophaga gingivalis, Tannerella

forsythia, Selenomonas noxia, Prevotella melaninogenica, Eikenella
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corrodens, Gemella  morbillorum, Capnocytophaga  sputigena,
Campylobacter gracilis, Prevotella intermedia.
6.2.4 Analise molecular em biofilme - 60 J/cm®

Como resultado da PDT em biofilme utilizando 60 J/cm?,
observamos redugdo consideravel para os microrganismos: Treponema
socranskii  (100%), Streptococcus anginosus (11%), Streptococcus
sanguis (5,7%), Actinomyces gerencseriae (7,2%), Capnocytophaga
ochracea (42%), Actinomyces israelii (8,6%), Streptococcus intermedius
(21%), Treponema denticola (6,2%), Prevotella nigrescens (12%),
Campylobacter showae (5,8%), Fusobacterium periodonticum (6,8%),
Fusobacterium nucleatum sp. Nucleatum (8%), Capnocytophaga gingivalis
(31,4%), Streptococcus gordonii (23%), Selenomonas noxia (44,8%),
Propionybacterium acnes (23,7%), Streptococcus mitis (21%), Eikenella
corrodens (50%), Gemella morbillorum (39,6%), Capnocytophaga
sputigena (26%), Leptotrichia buccalis (18%) e Campylobacter gracilis
(39%).

Para o “complexo vermelho” em biofiime, apenas T.
denticola foi reduzida quando a maior fluéncia (60J/cm?) foi utilizada.

Nenhuma reducédo foi observada em biofilme quando
irradiamos com a fluéncia de 60 J/cm? para as seguintes bactérias:
Actinomyces naeslundii, Streptococcus constellatus, Eubacterium
nodatum, Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus

actinomycetemcomitans), Fusobacterium nucleatum sp. vincentii,
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Campylobacter rectus, Eubacterium saburreum, Peptostreptococcus
micros, Veillonella parvula, Actinomyces viscosus), Streptococcus oralis,
Actinomyces odontolyticusl, Fusobacterium nucleatum sp. polymorphum,
Neisseria mucosa, Tannerella forsythia, Prevotella melaninogenica e
Prevotella intermedia.

Veillonella parvula, Streptococcus oralis, Streptococcus
gordonii, Streptococcus mitis e Campylobacter gracilis, também em
biofilme, foram os microrganismos que se apresentaram em altos niveis.
No entanto, diferente da fase plancténica, em biofiime as reducoes
bacterianas foram consideravelmente menores ou mesmo nao existiram.

A dificuldade de redugao bacteriana por meio da terapia
fotodinamica em biofilme se deve a complexa organizagdo das bactérias
neste meio. O biofiime pode ser considerado como uma comunidade
bacteriana, em uma matriz composta por polimeros extracelulares,
aderida a uma superficie. Na cavidade bucal, qualquer superficie sélida
como esmalte, cemento radicular, dentina, implantes, restauracdes ou
préteses estardo recobertos por um biofilme. No entanto, a aderéncia
bacteriana envolve mecanismos fisico-quimicos especificos, sendo
influenciada nao apenas pela interagao entre as estruturas da superficie
das bactérias e as superficies colonizaveis, mas também pela atividade
da saliva como um fluido em suspensao. Algumas das bactérias pioneiras
que aderem diretamente as superficies dentais sdo espécies de

streptococcus (como Streptococcus sanguinis, S. mitis, etc) e



Discussao == 154

actinomyces. Isto ocorre, pois a maioria dos streptococcus orais sao
anaerobios facultativos e portanto, capazes de crescer tanto em
condicbes aerdbias como anaerdbias. O biofilme bucal possui uma
extensa variedade de fendtipos, particularmente a respeito da
sensibilidade ao oxigénio (Ackroyd et al.', 2001, Arakane et al.>, 1996). A
placa supragengival € caracterizada inicialmente por uma microbiota
predominantemente Gram-positiva e anaerébia facultativa (Socransky,
Haffajee', 1998; Malik et al."®®, 1992). Nos casos de periodontite, ha
uma predominancia de bastonetes anaerdbios Gram-negativos, e em
alguns casos nimeros elevados de espiroquetas (Caffesse et al.?3, 1995;

Kolenbrander et al.®®

, 2000). Estudos relatam que a transigdo dos
microrganismos Gram-positivos para Gram-negativos observada na
estrutura da placa dental é associada a uma transigao fisioldgica na placa
em desenvolvimento (Haffajee, Socransky®®, 2005). Os colonizadores
iniciais utilizam o oxigénio e baixam o potencial de oxi-redu¢do do meio,
favorecendo o crescimento de espécies anaerdbias. O meio nutricional na
superficie dentaria é totalmente diferente daquele encontrado nas bolsas
periodontais. Na bolsa periodontal, os microrganismos, mesmo 0s mais
exigentes, encontram todos os nutrientes necessarios para seu
crescimento (Costerton et al.*°, 1999).

De maneira geral, por ser uma comunidade que possui “auto

protecao” o biofilme nao limita apenas a penetracao de antibiéticos ou

drogas locais, mas também a penetragdo dos fotossensibilizadores
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necessarios para a agao da terapia fotodindmica, que consequentemente,
foi prejudicada em biofilme.

Nossos resultados mostraram que n&o houve expressiva
reducao das bactérias em biofilme quando aplicamos o fotossensibilizador
a 25 pug/mL, resisténcia explicada pelas caracteristicas do biofilme.
Portanto, como descrito anteriormente, o dobro da concentragédo (50
Mg/mL) também foi testada. Porém, apesar de ter ocorrido uma diminuigéao
na contagem do DNA bacteriano em biofilme, a maioria das bactérias
ainda foram altamente resistentes a terapia.

Da mesma forma que outros estudos em terapia
fotodindmica em fase planctonica, também encontramos razoaveis taxas
de reducdo bacteriana. No entanto, nossos dados evidenciam que esta
terapia nao tem a mesma efetividade quando aplicada em biofilme. Desta
forma, este estudo estabeleceu melhores pardmetros de irradiacdo, bem
como concentragdes diferenciadas de fotossensibilizador quando se trata
de aplicar a PDT em biofilme. Ainda resta descobrir drogas com
penetracdo ideal em biofilme e diferentes comprimentos de onda de
excitagdo para que a PDT possa ser empregada com maior beneficio,
especialmente em biofilme dental.

Neste estudo, mostramos que a PDT pode reduzir o nimero
de microrganismos viaveis, e o efeito da morte bacteriana foi dependente
da concentragdo da droga (azul de metileno) e a densidade de energia

utilizada durante a irradiagao.



Discussdao == 156

Além disso, os resultados da terapia foram dependentes das
fases estudadas (plancténica e biofilme). Concluimos que a
susceptibilidade das bactérias em fase plancténica € muito maior quando
comparadas com biofilme. E, portanto a eficiéncia da reducido dos
microrganismos foi melhor observada em fase plancténica.

Estudos envolvendo a terapia fotodindmica devem continuar
sendo realizados para determinar os melhores pardmetros de energia e
novos fotossensibilizadores, de forma que esta terapia possa ser

empregada com sucesso como coadjuvante ao tratamento periodontal.
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7 Conclusao

Em fungdo de nossa metodologia e resultados, podemos

concluir que:

1.

a terapia fotodinamica (PDT) causou, em fase planctdnica,
redugdes muito maiores do que em biofiime. Utilizando o
fotossensibilizador na concentragédo de 12,5 pg/mL, a terapia
fotodinamica atingiu reducdes (do numero de unidades formadoras
de coldnias (u.f.c)) de 70% quando o laser foi utilizado em 30 J/cm?
e 80% de reducdo quando o parametro de irradiagao foi de 60
Jiem?;

em modelo de biofilme, mesmo utilizando o fotossensibilizador em
uma concentragcado quatro vezes maior, a reducao das u.f.c. foi de
27% e 40% apds a irradiacdo laser nas fluéncias de 30 J/cm? e 60
Jicm? respectivamente;

a analise molecular (Checkerboard DNA-DNA Hybridization)
mostrou alta susceptibilidade da maioria dos 40 microrganismos
estudados, incluindo as bactérias do “complexo vermelho” (Pg, Td,
Tf) e “laranja”, quando a PDT foi aplicada em fase planctonica
(suspensao). No entanto, em biofilme, o DNA da maioria das 40

bactérias estudadas ainda se encontrava preservado;
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4. os resultados evidenciam que microrganismos em biofiimes sao
mais resistentes a PDT que bactérias em fase planctbnica

(suspensao).
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Apéndice 1

Apéndice 1 — Contagem de colbnias dos experimentos em fase planctbnica e

em biofilme nos parametros de 30 J/cm? e 60 J/cm?

| Planktonic 30 Joules/cm?

| % of survival

|

| |
| MB=12.5 ug | | \ MB=25 ug
| L-D- | L-D+ | L+D- | L+D+ \ L-D+
| 100 | 87.38 | 110.8 | 67.56 | \ 47.74
| 100 | 57.83 | 66.01 | 19.41 | y 23.71
| 100 | 62.97 | 91.27 | 0.85 | \ 52.12
| 100 | 135 | 154.41 | 11.76 | y 27.94
| 100 | 116.26 | 711 | 47.82 | \ 54.41
I 100 I 91.888 I 98.718 I 29.48 I ; 41.184
|Serror | 14.9485 | 16.0244 | 12.2913 | ] 6.39628
| Planktonic (c.f.u.) | | | ‘
| MB=12.5 ug | | | \ MB=25 ug
| L-D- | L-D+ | L+D- | L+D+ | \ L-D+
| 22 | 17 | 13 | 12 | \ 14
| 19 | 23 | 60 | 1| y 9
| 23 | 38 | 25 | 21 | \ 12
| 47 | 19 | 25 | 31 | \ 17
| 27.75 | 24.25 | 30.75 | 18.75 | ‘ 13.25
| 100 | 87.38 | 110.8 | 67.56 | ’ 47.74
| 367 | 87 | 97 | 36 | \ 36
| 102 | 112 | 201 | 43 | \ 60
| 122 | 99 | 86 | 31 | \ 33
| 130 | 119 | 92 | 30 | \ 42
| 180.25 | 104.25 | 119 | 35 | \ 4275
| 100 | 57.83 | 66.01 | 19.41 | \ 23.71
| 263 | 64 | 192 | 0 | y 64
| 44 | 114 | 111 | 2 | \ 62
| 110 | 68 | 68 | 1| \ 73
| 53 | 50 | 58 | 1| \ 46
| 117.5 | 74 | 107.25 | 1 | \ 61.25
| 100 | 62.97 | 91.27 | 0.85 | ‘ 52.12
| 140 | 52 | 68 | 15 | \ 16
| 54 | 49 | 54 | 6 | \ 42
| 32 | 316 | 344 | 13 | \ 25




Apéndice 1 R4
| 114 | 42 | 59 | 6 | \ 12
| 85 | 11475 |  131.25 | 10 | y 23.75
| 100 | 135 | 15441 | 1176 | | 27.94
| 143 | 89 | 114 | %8 | y 110
| 69 | 27 | 198 | 24 | \ 126
| 303 | 317 | 72 | 136 | y 102
| 198 | 396 | 123 | 83 | \ 50
| 17825 |  207.25 |  126.75 | 85.25 | | 97
| 100 | 116.26 | 711 | 47.82 | | 54.41
| Planktonic 60 Joules /cm” | | |
| MB=12.5 g | | | | MB=25 ug
| L-D- | L-D+ | L+ | L+D+ | | L-D+
| 100 | 115.27 | 83.33 | 36.11 | | 23.6
| 100 | 73.01 | 69.34 | 335 | | 47.14
| 100 | 85.38 | 90.64 | 14.61 | | 7.01
| 100 | 44.82 | 709 | 23.85 | | 23.98
| 100 | 73.19 | 86.59 | 16.49 | | 37.11
| 100 | 77.19 | 86.67 | 9.27 | | 54.29
| 100 | 16.64 | 43.2 | 465 | | 17.62
| | | | | |
| 100 | 69.35714 | 75.81 | 19.78286 | | 30.10714
| Serror | 11.78708 | 6.248825 | 4.494447 | | 6.349466
| | | | | |
| MB=12.5 ug | | | | MB=25 pg
| L-D- | L-D+ | L+D- | L+D+ | | L-D+
| 33 | 113 | 29 | 17 | | 8
| 42 | 9 | 44 | 4 | | 13
| 46 | 32 | 23 | 24 | | 7
| 23 | 12 | 24 | 7 | | 6
| 36 | 415 | 30 | 13 | | 8.5
| 100 | 115.27 | 83.33 | 36.11 | | 23.6
| 288 | 203 | 191 | 9% | | 109
| 185 | 179 | 199 | 64 | | 107
| 303 | 208 | 162 | 108 | | 118
| 206 | 127 | 129 | 61 | | 129
| 2455 | 179.25 | 170.25 | 82.25 | | 115.75
| 100 | 73.01 | 69.34 | 335 | | 47.14
| 34 | 26 | 37 | 23 | | 3
| 40 | 38 | 35 | 0 | | 4
| 47| 22| 8 | 2| | 3




Apéndice 1 FSS

| 50 | 60 | 65 | 0 | | 2
| 4275 | 36.5 | 38.75 | 6.25 | | 3
| 100 | 85.38 | 90.64 | 14.61 | | 7.01
| 181 | 92 | 127 | 17 | | 47
| 268 | 98 | 196 | 45 | | 76
| 242 | 88 | 149 | 98 | | 38
| 72 | 64 | 69 | 22 | | 22
| 190.75 | 85.5 | 135.25 | 455 | | 45.75
| 100 | 4482 | 70.9 | 23.85 | | 23.98
| 40 | 1 | 49 | 2 | | 9
| 19 | 8 | 9 | 5 | | 4
| 16 | 10 | 18 | 5 | | 9
| 22 | 42 | 8 | 4 | | 14
| 24.25 | 17.75 | 21 | 4 | | 9
| 100 | 73.19 | 86.59 | 16.49 | | 37.11
| 313 | 218 | 372 | 31 | | 198
| 212 | 193 | 189 | 19 | | 81
| 283 | 189 | 136 | 34 | | 201
| 205 | 182 | 181 | 10 | | 70
| 253.25 | 195.5 | 219.5 | 235 | | 137.5
| 100 | 77.19 | 86.67 | 9.27 | | 54.29
| 64 | 57 | 60 | 9 | | 28
| 150 | 28 | 160 | 11 | | 30
| 488 | 19 | 64 | 8 | | 70
| 115 | 32 | 69 | 10 | | 16
| 204.25 | 34 | 88.25 | 9.5 | | 36
| 100 | 16.64 | 43.2 | 465 | | 17.62

| Biofilm 30 Joules/cm® | | | | |

| % survival | | | | |

| MB=50 pg | | | | MB=25 ug

[ L-D- | L-D+ | L+D- | L+D+ | | L-D+ | L+D+

| | | | | | |

| 100 | 765 | 98.64 | 4554 | | 96.26 | 96.35

| 100 |  101.84 | 91.26 |  83.69 | | 98.31 | 92.1

| 100 | 69.73 | 95 | 6447 | | 83.42 | 84.73

| 100 | 9553 | 11547 | 1129 | | 95.98 | 104.76

| 100 | 97.52 | 116 | 5834 | | 106.77 | 80.49

| | | | | | |

| 100 |  88.224 | 103.274 | 72.988 | | 96.148 | 91.686

| 0 | 6.342984 | 5219975 | 11.7218 | | 3.738609 |  4.281297




Apéndice 1

86
[ufe. | | | | | |
| MB=50 pg | | | | MB=25 ug
| L-D- | L-D+ | L+D- | L+D+ | | L-D+ | L+D+
| 288 | 181 | 303 | 131 | | 274 | 281
| 322 | 198 | 297 | 151 | | 302 | 298
| 301 | 243 | 274 | 143 | | 316 | 299
| 268 | 280 | 289 | 112 | | 243 | 258
| 294.75 | 2255 | 29075 | 134.25 | | 28375 | 284
| 100 | 76.5 | 98.64 | 4554 | | 96.26 | 96.35
| 166 | 171 | 149 | 86 | | 84 | 89
| 121 | 170 | 164 | 215 | | 158 | 131
| 156 | 157 | % | 115 | | 83 | 95
| 152 | 108 | 136 | 82 | | 260 | 233
| 148.75 | 1515 | 13575 | 1245 | | 146.25 | 137
| 100 |  101.84 | 91.26 |  83.69 | | 98.31 | 92.1
| 99 | 62 | 74 | 66 | | 43 | 74
| 58 | 65 | 83 | 66 | | 51 | 83
| 177 | 70 | 122 | 64 | | 33 | 66
| 46 | 68 | 82 | 49 | | 190 | 99
| 95 | 66.25 | 90.25 | 61.25 | | 79.25 | 80.5
| 100 | 69.73 | 95 | 64.47 | | 83.42 | 84.73
| 195 | 139 | 169 | 129 | | 165 | 193
| 95 | 160 | 251 | 170 | | 186 | 170
| 195 | 148 | 181 | 145 | | 102 | 193
| 187 | 195 | 175 | 315 | | 192 | 148
| 168 | 160.5 | 194 | 189.75 | | 161.25 | 176
| 100 | 9553 | 11547 | 112.94 | | 95.98 | 104.76
| 158 | 148 | 124 | 92 | | 140 | 96
| 149 | 152 | 376 | 81 | | 164 | 99
| 123 | 107 | 95 | 78 | | 184 | 139
| 175 | 183 | 107 | 102 | | 158 | 153
| 151.25 | 147.5 | 175.5 |  88.25 | | 161.5 | 121.75
| 100 | 97.52 | 116.03 | 58.34 | | 106.77 | 80.49
| Biofilm 60 Joules/cm® | | | |
| % survival | | | | |
| MB=50 ug | | | | MB=25 ug
| L-D- | L-D+ | L+D- [ L+D+ | | L-D+ | L+D+
| 100 | 90.2 | 134 | 77.7 | | 102 | 87.39
| | | | | | |
| 100 | 84.21 | 71.89 | 42.34 | | 94.89 | 82.57




Apéndice 1 ST
| | | | | | |
| 100 | 71.13 | 62.05 | 62.64 | | 81.84 | 55.5
| | | | | | |
| 100 | 66.11 | 70.15 | 55.64 | | 72.71 | 60.84
| | | | | | |
| 100 | 81.84 | 89.31 | 60.89 | | 92.91 | 75.15
| 0| 559719 | 16.63126 | 7.362287 | | 6.551866 | 7.877447
| | | | | | |
 ufo | | | | | |
| MB=50 pg | | | | MB=25 pg
| L-D- | L-D+ | L+D- | L+D+ | | L-D+ | L+D+
| 84 | 83 | 192 | 70 | | 109 | 58
| 85 | 79 | 90 | 58 | | 105 | 66
| 88 | 62 | 9% | 72 | | 54 | 75
| 84 | 83 | 80 | 65 | | 81 | 99
| 85.25 | 76.75 | 1145 | 66.25 | | 87.25 | 74.5
| 100 | 90.02 |  134.31 | 77.71 | | 102.34 | 87.39
| 476 | 149 | 167 | 128 | | 298 | 176
| 172 | 338 | 164 | 93 | | 222 | 178
| 181 | 229 | 169 | 135 | | 146 | 338
| 210 | 159 | 247 | 84 | | 320 | 166
| 25975 |  218.75 | 186.75 | 110 | | 246.5 | 214.5
| 100 | 84.21 | 71.89 | 4234 | | 94.89 | 82.57
| 127 | 125 | 165 | 78 | | 107 | 105
| 153 | 104 | 77 | 86 | | 123 | 104
| 202 | 130 | 106 | 132 | | 128 | 88
| 190 | 119 | 69 | 125 | | 192 | 76
| 168 | 119.5 | 104.25 | 105.25 | | 137.5 | 93.25
| 100 | 7113 | 62.64 | 62.64 | | 81.84 | 55.5
| 230 | 171 | 178 | 142 | | 225 | 153
| 443 | 189 | 204 | 204 | | 213 | 203
| 337 | 245 | 182 | 152 | | 218 | 190
| 203 | 197 | 287 | 177 | | 226 | 192
| 303.25 | 2005 |  212.75 | 168.75 | | 220.5 | 184.5
| 100 | 66.11 | 70.15 | 55.64 | | 72.71 | 60.84




Apéndice 2

Apéndice 2 — Numeros gerados a partir das membranas do Checkerboard —
Analise Molecular para os experimentos em fase planctonica e em biofilme
nos parametros de 30 J/cm? e 60 J/cm?

Anaeslundii S constellati Enodatum |P gingivalis A a Fnucvicen Crectus | Tsocranski Esaburreur P micros  V.parvula Awviscosus | Sanginosus Ssanguis | A gerencser Soralis  C.ochracea A israelii

5 1" 18

L-D- 1A 57544 501187 14791 40738 16596 81283 17378 0| 34674 89125 1230268.771 549541 301995 218776 301995 112202 63096 0

1B 43652 79433 8128.3 19953 13804 54954 24547 0 24547 48978 758577.575 371535 42658 83176 194984 301995 33884 33884

1Cc 66069 346737 10965 16982 14454 54954 30903 0 30200 69183  870963.59 707946 58884 102329 295121 181970 33884 72444

1D 39811 213796 28840 26303 16596 22909 0| 29512 45709 1047128.548 478630 46774 95499 223872 316228 27542 42658

L-D+ 2A 64565 53703 5623.4 0 0 35481 16218 0 19953 27542 269153.4804 1E+06 38905 69183 524807 467735 46774 60256

2B 48978 67608 11749 9772.4 0 114815 11220 0 25119 30200 1412537.545 691831 47863 81283 295121 100000 31623 38905

2C 26915 70795 13183 16596 17378 81283 21878 0| 32359 40738 1548816.619 97724 50119 79433 89125 524807 32359 0

2D 28184 58884 4786.3 12023 0 50119 44668 0/ 13183 26915 21379.6209 95499 36308 83176 75858 562341 19498 0

L+D- 3A 39811 89125 15488 15488 14125 61660 16218 0 32359 52481 1778279.41 354813 51286 213796 190546 575440 31623 38019

3B 39811 147911 11482 20417 17378 89125 47863 0 31623 64565 977237.221 295121 70795 363078 181970 239883 36308 34674

3C 27542 70795 14125 16218 15849 79433 32359 0| 26303 29512 616595.0019 95499 43652 154882 87096 199526 22909 29512

3D 41687 81283 17378 23442 16982 120226 42658 0/ 40738 61660 1659586.907 301995 56234 245471 169824 288403 47863 51286

L+D+ 4A 12589 43652 14125 32359 0 331131 20893 0 19055 89125 6456.54229 27542 22909 52481 74131 33884 28184 0

4B 46774 75858 18621 23442 30903 162181 204174 0| 45709 41687 1412537.545 223872 64565 213796 165959 776247 22909 75858

4c 52481 52481 7413.1 13490 0 57544 34674 0| 19498 26915 257039.5783 645654 38019 158489 223872 416869 33884 63096

4D 60256 32359 3311.3 0 0 23988 0 0 14454 15136 19952.62315 1E+06 35481 70795 316228 398107 18621 87096

Sintermediu T denticola | P nigrescen A.odontolyt| F.nuc polym C showae | F periodonti Nmucosa |F.nucnuc  C gingivalis | Sgordonii | Tforsythia Snoxa  |P.acne | P.melanoge Smitis | Ecorrodens G.morbiliori C sputigenal Lbuccalis |C gracilis | P intermedic

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

67608 10965 21380 63096 47863 36308 85114 57544 56234 37154 524807 6456.5 58884 0 15136 91201 56234 85114 33884 89125 97724 44668

43652 0 40738 43652 37154 32359 36308 21878 47863 24547 457088 14125 36308 0| 23442 85114 28184 47863 24547 28840 257040 67608

60256 0 0 53703 48978 36308 29512 24547 40738 26915 416869 9772.4 39811 0 13804 81283 45709 47863 10471 19055 457088 13804

44668 0 0 44668 38019 36308 39811 45709 42658 11482 512861 7244.4 38019 0 16596 97724 38905 40738 12589 29512 102329 13490

27542 0 0 74131 22909 22909 0 23988 26915 0| 251189 5888.4 40738 0 15849 123027 40738 24547 11749 22387 0/ 8912.5

38019 0 0 54954 61660 14125 61660 38905 57544 26303 588844 0 63096 0/ 9549.9 79433 52481 32359 11482 28184 0| 14125

41687 0 0 40738 48978 27542 28840 102329 45709 18197 331131 0 51286 0/ 19953 123027 66069 36308 8709.6 20893 0/ 13490

31623 0 38905 23988 39811 54954 120226 28840 39811 14454 354813 0 28184 0/ 16218 93325 36308 19953 0/ 9549.9 0| 125893

50119 0 0 63096 28840 26303 158489 104713 32359 22909 97724 6456.5 58884 0 15849 79433 63096 37154 13804 22909 295121 15488

60256 9549.9 31623 43652 87096 50119 194984 75858 54954 20417 363078 9549.9 57544 0 21878 87096 52481 39811 12882 27542 288403 47863

63096 0 25704 35481 20417 43652 0 28840 43652 11749 467735 6166 52481 0 13183 79433 54954 41687 10965 24547 426580 66069

47863 13183 0 50119 89125 69183 138038 69183 53703 19498 691831 5623.4 57544 31623 19055 79433 41687 44668 16982 26915 363078 23988

24547 0 295121 18621 97724 12023 154882 67608 83176 25704 45709 15136 38019 0 33884 26915 25704 30903 8317.6 36308 467735 2E+06

52481 14454 31623 53703 70795 331131 229087 56234 50119 28184 380189 11220 72444 35481 17783 165959 61660 61660 17378 42658 173780 34674

39811 0 0 45709 48978 58884 33884 95499 24547 14125 416869 7585.8 44668 0/ 10965 89125 29512 37154 12303 16982 0/ 28184

22909 0 0 43652 28184 0 38019 41687 20893 14454 245471 0 34674 29512| 14125 77625 13490 35481 8128.3 22909 0| 23442
A-naeslundii S constellat| E.nodatum | P gingivalis |A.a Fnucvicen Crectus | TsocranskilEsaburreun P.micros |V.parvula | Aviscosus Sanginosus Ssanguis | Agerencser Soralis | C.ochracea A israelii

1 2 3 4 5 6 7 8 19 10 1" 12 13 14 15 16 17 18

L-D- 1A 70795 75858 43652 57544 58884 575440 0 46774 316228 1E+06| 77625 57544 75858 97724 70795 45709 0

1B 70795 69183 35481 93325 47863 489779 0 53703 288403 1E+06 83176 41687 48978 67608 74131 44668 0

ic 93325 75858 38905 263027 51286 281838 0 54954 295121 1E+06 83176 63096 63096 70795 56234 67608 0

1D 0 61660 43652 45709 0 389045 0 37154 354813| 2E+06 93325 53703 38905 120226 70795 44668 0

L-D+ 2A 77625 97724 39811 125893 53703 537032 0 67608 245471 2E+06 181970 74131 60256 125893 95499 43652 0

12.5 ug/ml 2B 77625 85114 43652 38905 0 524807 0 44668 218776 1E+06/ 93325 74131 66069 77625 97724 36308 0

2C 102329 107152 46774 41687 64565 616595 0 52481 114815/ 1E+06 117490 93325 89125 97724 223872 52481 0

2D 81283 102329 44668 75858 46774 407380 0 47863 436516 1E+06/ 81283 79433 67608 83176 91201 47863 0

L+D- 3A 85114 85114 60256 41687 51286 616595 0 46774 275423 2E+06 154882 66069 165959 91201 147911 46774 0

3B 112202 81283 45709 46774 72444 562341 0 60256 213796 1E+06| 93325 72444 61660 79433 93325 33884 0

3C 77625 75858 32359 33884 61660 537032 0 74131 501187| 1E+06 91201 66069 61660 70795 123027 35481 0

3D 75858 93325 38019 35481 79433 588844 0 52481 436516) 2E+06 208930 213796 56234 85114 83176 34674 0

L+D+ 4A 169824 109648 31623 47863 0 64565 0 42658 75858 2E+06 354813 54954 91201 251189 301995 47863 0

4B 97724 114815 33113 54954 81283 223872 0 54954 93325/ 1E+06 141254 70795 85114 107152 123027 33113 0

4C 165959 208930 40738 38905 104713 338844 0 52481 95499 1E+06 245471 85114 269153 125893 181970 38905 0

4D 162181 87096 50119 32359 70795 416869 0 48978 79433 2E+06| 218776 70795 87096 95499 194984 43652 0

Sintermediu T denticola | P nigrescen A.odontolyt| F.nuc polym C showae | F periodonti Nmucosa |F.nucnuc  C gingivalis | Sgordonii |Tforsythia Snoxa  |Pacne | P.melanoge Smitis | Ecorrodens G.morbiliori C sputigena  Lbuccalis |C gracilis | P intermedic

29 30 31 32 40

60256 0 102329 31623 181970 25704 107152 26915 331131 36308 85114 28184 363078 0/ 467735 57544 29512 37154 29512 30200 380189 75858

52481 0 67608 23988 154882 19953 0 28840 251189 45709 79433 25704 251189 0/ 123027 60256 28184 34674 25119 34674 0/ 30200

60256 28184 69183 31623 93325 25704 0 28184 144544 38905 83176 21878 263027 0 162181 61660 26303 37154 22909 34674 223872 30200

48978 0 0 26915 144544 22387 109648 19055 138038 44668 69183 15849 234423 0 72444 70795 23442 35481 17378 26915 229087 21878

63096 0 0 33113 524807 21878 194984 23988 331131 44668 79433 20417 218776 0/ 79433 83176 31623 48978 19055 47863 0/ 20893

74131 0 0 25704 269153 23442 177828 25704 331131 33884 147911 15488 109648 0/ 52481 83176 30200 48978 19498 37154 0 0

81283 27542 0 43652 281838 27542 138038 33113 251189 70795 186209 21380 194984 0/ 75858 93325 31623 56234 27542 46774 0| 23988

72444 0 0 28840 104713 19055 117490 25119 117490 38905 95499 18621 100000 0/ 70795 70795 23442 40738 21380 48978 0/ 18621

67608 0 0 25704 316228 33113 190546 33884 309030 45709 257040 24547 354813 0 154882 97724 32359 57544 36308 69183 223872 26915

54954 0 0 28184 114815 21878 144544 25704 223872 33113 89125 24547 177828 0/ 186209 75858 39811 69183 32359 63096 0/ 35481

56234 0 0 28184 218776/ 22909 134896 30200 346737 40738 70795 18621 269153 0 162181 93325 46774 66069 23988 79433 218776/ 33113

60256 0 0 25119 537032 29512 234423 30200 501187 39811 83176 23442 229087 109648 218776 162181 61660 77625 28184 72444 208930 54954

69183 0 0 46774 63096 19055 0 23442 41687 32359 371535 18621 117490 0| 34674 257040 41687 61660 20893 81283 0/ 36308

69183 0 0 38905 89125 18621 128825 28184 97724 64565 89125 15488 107152 0/ 33113/ 138038 38019 52481 19498 87096 0/ 19953

87096 0 0 50119 338844 18197 186209 41687 275423 67608 389045 16982 81283 0| 24547 194984 32359 64565 15849 74131 0/ 28184

51286 0 0 66069 741310 27542 281838 70795 537032 66069 177828 30903 154882 0| 42658 229087 42658 64565 20893 109648 0| 33884



Apéndice 2

A naeslundii S.constellat Enodatum | P gingivalis |A.a

1

1A 102329
1B 138038
1C 97724
1D 83176
2A 123027
2B 74131
2C 93325
2D 74131
3A 91201
3B 144544
3C 83176
3D 95499
4A 0
4B 0
4Cc 102329
4D 66069

2

83176
85114
91201
66069

77625
61660
85114
69183

70795
93325
83176
75858

19498
66069
50119

3

50119
66069
33113
21380

35481
21878
34674
25119

33113
33884
28184
38905

18197

28184
25704

4

5

177828 190546
158489 173780
77625

117490
66069

77625
51286
134896
48978

114815
74131
77625
81283

45709
56234

0

0

100000

8511

0
4

Fnucvicen | Crectus | T.socranskil E.saburreurr P micros  V.parvula |Aviscosus S.anginosus S.sanguis
6 7 8 19 10 11 12 13 14
295121 269153 102329 398107 2E+06 549541 186209 213796
323594 229087 0/ 562341 1E+06 489779 173780 316228
208930 128825 83176 281838 1E+06 467735 154882 426580
162181/ 234423 0| 269153 2E+06 501187 97724 239883
288403 151356 0/ 89125 2E+06 676083 194984 354813
131826 162181 0/ 69183 977237 407380 93325 194984
204174 109648 0 151356 1E+06 436516 117490 269153
61660 0 0/ 77625 2E+06 562341 107152 173780
323594 131826 0| 123027 2E+06 602560 89125 218776
208930 147911 0 177828 1E+06 457088 128825 269153
275423 120226 0/ 158489 1E+06 467735 117490 346737
199526/ 120226 0/ 91201 2E+06 524807 177828 165959
50119 0 0/ 23988 57544 0 0 0
0 0 0/ 28184 45709 0 42658 22387
60256 0 0 57544 74131 0 81283 53703
79433 0 0/ 77625 83176 102329 102329 64565

Sintermediu T denticola P nigrescen| A odontolyt|F.nuc polym C.showae | F periodonti N.mucosa |F nucnuc

5 26

19 20
91201 0
72444 0
83176 0
61660 0
93325 0
69183 0
74131 0
75858 0
79433 0
70795 0
81283 0
85114 0
14125 0
21878 0
41687 0
54954 0

L-D- 1A
1B
1Cc
1D

L-D+ 2A

12.5 pg/ml 2B
2C
2D

L+D- 3A
3B
3C
3D

L+D+ 4A

12.5 pug/ml 4B
4c
4D

L-D+ 5A

25 pg/ml 5B
5C
5D

21

79433| 323594
186209 380189
95499 257040
70795/ 331131

oo oo

66069 331131
0/ 239883
66069 281838
0 691831

oo oo

186209
114815
281838
190546

46774
41687
47863
79433

162181
301995
138038

85114

47863

54954
51286
63096
61660

48978
69183

0 131826
190546
0 85114
0 60256

0

0 38905
48978
75858

234423
269153
144544
316228

181970
181970
251189

83176

0

2

162181

147911

371535 512861 436516
436516 602560 724436
275423 257040 316228
213796 275423 213796

109648 208930 85114
158489 218776 151356
162181 69183
100000 169824 64565

147911 389045 457088
138038 89125
190546 223872 97724
181970 229087 75858

0 53703 31623

Anaeslundii S constellat Enodatum |P gingivalis | A.a

1

47863
0
0
0

52481
48978

40738

oo olo

oo olo

2

301995
79433
67608
63096

58884
79433
75858
120226

70795
56234
57544
66069

48978
199526
72444
87096

91201
93325
75858
75858

3

26303
16596
8709.6
10715

4570.9
16218
9332.5
15488

17378
14454
19498
35481

22909
38019
23988
38019

29512
35481
29512
26915

4

309030
58884
40738
63096

30903
41687
44668
57544

58884
38019
43652
87096

20893
37154
16596
23442

36308
53703
32359
40738

5

33884
51286

[S

28840

53703
83176
28184
66069

56234
28184
31623
87096

32359
33884
0
114815

38905
60256
257040
70795

181970 77625 53703
138038 245471 51286
125893 128825 42658

C gingivalis | Sgordonii | T forsythia | Snoxia

29

144544 758578
316228 851138
77625 1E+06
46774 691831

43652 1E+06
50119/ 478630
48978 707946
52481| 426580

245471 758578

0 588844
57544 891251
48978 323594

0 22387
0 50119
46774, 33113
0 54954

56234
58884
41687
36308

35481
25119
25704
25119

56234
25704
34674
22909

34674
31623

87096
63096
66069
46774

70795
57544
48978
69183

95499
74131
85114
89125

22909
53703
58884

F.nucvicen Crectus | Tsocranski E:saburreun P.micros

6

1E+06
912011
575440
588844

562341
346737
489779
371535

660693
660693
776247
630957

104713
91201
74131
64565

501187
602560
457088
436516

7 8

85114 204174
0 57544
0 0
0 77625

0 81283
54954 34674
58884 123027

0 61660

79433 104713
0 53703
0 81283
83176, 67608

177828
181970

61660
151356

oo olo

81283 177828

0 64565
54954 72444
89125 66069

19

112202
74131
38019
41687

0
60256
60256

138038

63096
83176
42658
60256

53703

0
37154
54954
58884

10

436516
97724
74131
89125

77625
79433
77625
301995

190546
91201
97724

141254

37154
91201
63096
74131

125893
245471
91201
93325

P acne

1

V.parvula

1"

741310
602560
562341
812831

660693
1E+06
562341
1E+06

676083
562341
575440
660693

11220
407380
457088
794328

1E+06
741310
831764
912011

P.melanoge Smitis

54954 162181
23027 223872
44668 234423

0 151356

0
0
0
0

47863 199526
0 151356
0 158489
0 234423

oo oo

323594
134896
162181
151356

34

35

77625 616!
794328 645
43652 467
42658 338

43652 446
45709 389
52481 301
40738 288,

281838 501
44668 257/
61660 301
50119 169

0 32359

33884
64565
301995

0 50

37154 95
33113 223

Awviscosus | S.anginosus S.sanguis

12

63096
50119
43652
38905

40738
52481
40738
81283

46774
39811
32359
54954

45709
52481
67608
36308

66069
44668
63096
70795

13

40738
33884
38905
41687

37154
67608
48978
67608

37154
33884
35481
33113

25119
45709
44668
63096

54954
41687
39811
43652

14

66069
47863
36308
43652

45709
81283
70795
69183

52481
47863
48978
38019

52481
58884
42658
75858

60256
44668
58884
83176

A gerencser S.oralis

15

151356
125893
169824
120226

165959
95499
104713
91201

109648
107152
138038
134896

0

0
83176
177828

595
654
735
844

684
045
995
403

16

616595
630957
537032
457088

812831
794328
660693
676083

794328
645654
602560
831764

46774
63096
194984
162181

E.corrodens Gmorbilliori C.sputigenal Lbuccalis

54954/ 331131
66069 436516
38019 181970
27542| 134896

32359 190546
27542 75858
38019 89125
28840 91201

187 77625 363078

040 331
995
824

0
119
499
872

A gerencser S oralis

15

58884
21380

o

21878

18621
14454
13490
19953

21878
14125
12589
12882

13490
25119
12882
16218

16218
15136
14791
18197

13/ 95499

39811/ 109648
32359 74131

0 0
0 0
0 56234

30200, 61660

16

776247
426580
467735
512861

457088
660693
316228
724436

407380
338844
371535
281838

549541
741310
467735
758578

741310
562341
478630
758578

1
o

17

26915
35481
32359

0

25704
0
22909
0

37154
0
0
27542

34674
26303

C gracilis

oo oo

oo oo

17

18197
16982
20893
23988

27542
17783
39811
21380

24547
22387
16982
42658

31623
22909
16982
17783

17783
26303
38905
25119

L)
7

Cochracea A.israelii

18

112202
0
72444

oo oo

P intermedic

40

97724
407380
173780
100000

28840
47863

0
45709

85114
56234
81283
31623

C.ochracea A sraelii

18

46774
21380
24547
31623

20893
30903
23442
24547

48978
30903
22909
45709

0
21380
23442

0

36308
19498
19953
22909



Apéndice 2 )

Sintermedid T denticola | P nigrescen] A odontolyt| F nuc polym| C.showae |F.periodonti Nmucosa |F-nucnuc |G gingivals |Sgordonii |Tforsythia |Snoxia  |P.acne | P.melanoge Smitis | E.corrodens Gmorbiliori C.sputigenal Lbuccalis_|C.graciis | P intermedie

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

54954 20893 0/ 257040 257040 18197 60256 169824 1E+06 131826 1E+06 0 602560 181970 165959 501187 97724 218776 1E+06 186209 676083 245471

32359 0 0 23442 87096 0 50119 70795 407380 75858 123027 0 46774 0 38019 208930 31623 44668 39811 61660 213796 165959
40738 0 79433 24547 64565 0 37154 38019 181970 61660 72444 0 38905 0 19498 147911 23442 35481 19055 36308 0 35481

48978 0 66069 30903 69183 0 38019 44668 281838 66069 74131 0 51286 0 18197 199526 25119 21380 15849 41687 0 67608

60256 0 0 138038 0 48978 31623 275423 45709 91201 0 56234 0 15136 234423 25704 30903 22387 45709 346737 20417

48978 0 0/ 28184 54954 0 30903 36308 97724 109648 173780 0 72444 0 25704 363078 25119 38019 23442 52481 0 32359

48978 0 0 79433 0 35481 34674 138038 51286 77625 0 42658 0 18197 21379 0 26303 32359 38905 0 47863

58884 0 0 30903 67608 0 37154 36308 102329 75858 275423 0 89125 0 24547 446684 31623 42658 21878 42658 0 27542

48978 0 0 0 371535 12882 91201 46774 398107 52481 245471 0 60256 0 18621 275423 28184 33884 23442 72444 223872 63096

33884 0 47863 0 245471 0 69183 43652 346737 53703 81283 0 75858 0 26015 260153 33884 37154 18197 51286 213796 63096

39811 0 0/ 22909 331131 11220 79433 45709 407380 64565 301995 0 70795 177828 28184 407380, 32350 46774 17783 75858 239883 117490

25704 0 0 0 199526 0 70795 50119 380189 42658 64565 0 74131 263027 32359 331131 50119 56234 36308 60256 323504 97724

26915 0 0 0 30903 0 19953 0 46774 0 186209 0 45709 0 0 354813 0 25704 13490 20417 0 0

87096 0 0 0 31623 0 30903 26915 33884 54954 257040 0 46774 0 16506 446684 33884 30200 15136 33113 0 20893

40738 0 67608 0 22909 25119 19498 16596 34674 42658 61660 0 39811 0 0/ 269153 32359 21878 10233 22387 0 54954

44668 0 0 0 18621 11749 0 18197 34674 72444 588844 0 40738 0 15488 478630 54954 37154 11220 26303 0 15488

58884 0 0 0 147911 20417 61660 38905 389045 44668 371535 0 87096 0 32350 524807 79433 61660 21380 109648 0 33113

75858 0 0 107152 12303 61660 41687 354813 38905 91201 0 61660 0 26015 398107 54954 36308 17378/ 63096 0 46774

50119 0 0 0 89125 15488 60256 45700 223872 48978 91201 0 69183 138038 26915 323594 64565 38019 25119 50119 0 38905

40738 0 0/ 37154 87096 10715 66069 38905 263027 46774 616595 0 74131 0 37154 512861 69183 53703 17378 52481 0 38905
A naeslundil S constellatl Enodatum | P gingivalis A.a F.nucvicen Crectus  T.socranski Esaburreur P.micros  V.parvula A.viscosus | S.anginosus Ssanguis A gerencser Soralis | C.ochracea A.israelii

5 6 7 8 19 10 1 12 13 14 15 16 17 18

LD- 1A 33884 15488 16218 6918.3 0 16596 0 0 57544 1584893.192 478630 537032 85114 234423 426580 58884 0
1B 47863 34674 2290.9 0 0 22387 0 0 83176 371535.2291 398107 234423 58884 323504 245471 34674 0

1c 38905 16982 7244.4) 5248.1 0 20417 0 0 138038 1000000 204174 346737 29512 120226 295121 28184 81283

1D 58884 17378 7244.4 6309.6 0 23988 0 0 141254 457088.1896 549541 630957 33884 199526 457088 25119 0

LD+ 2A 26915 12303 12023 0 0 10471 0 0 138038 138038.4265 186209 104713 29512 144544 158489 0 0
12.5 yg/mi 2B 28184 21380 20893 12882 0 12589 0 0 100000 61659.50019) 70795 186209 36308 91201 316228 19953 0
2 0 22387 2754.2 0 0 0 0 0 66069 35481.33892 0 100000 33113 407380 102329 0 0

2D 0 21878 10233 0 0 16596 0 0 104713 281838.2931 0 95499 36308 0 138038 34674 0

L+D- 3A 41687 21878 6166 5495.4 0 0 0 0 100000 269153.4804 128825 36308/ 69183 208930 309030 0 85114
3B 38019 40738 4786.3 0 0 14125 0 0 102329 537031.7964 117490 173780 69183 229087 416869 0 87096

3c 38905 24547 20893 10965 0 15136 0 0 134896 524807.4602 169824 257040 39811 114815 218776 35481 0

3D 28184 15488 11749 0 0 10965 0 0 93325 371535.2201 91201 89125 39811 138038 97724 0 0

L+D+  4A 79433 14125 36308 27542 0 56234 0 0 194984 1096478.196 724436 478630 28840 309030 229087 0 83176
12.5 yg/ml 4B 32359 16218 89125 0 0 0 0 0 123027 51286.1384 0 144544 47863 0 112202 0 0
ac 13804 18197 0 0 0 31623 0 0 75858 363078.0548 0 69183 42658 0 181970 0 0

4D 28840 21380 0 89125 0 0 0 0 131826 933254.3008 120226 588844 53703 144544 301995 41687 0

LD+ 5A 22909 34674 0 4786.3 0 17378 0 0 58884 354813.3802 173780 114815 72444 147911 257040 0 0
25 ug/ml 5B 39811 57544 30200 27542 0 31623 0 0 234423 891250.9381 83176 660693 56234 147911 239883 0 0
5C 46774 14791 17378 24547 0 0 0 0 102329 977237.221 295121 512861 50119 125893 1E+06 117490 0

5D 48978 91201 0 0 0 0 0 0 162181 229086.7653 128825 489779 54954 123027 165959 0 0

S intermed Tgenticola [P nigrescen] A odontot]F nuc polym|C.showae_|F perodont]Nmucosa |Fucnuc |G gingvalis [Sgordonil [Tforsytia [Snoxa_|P.acne _|Pmelanogelsmitis_|Ecarrodens G.morbilior]C.sputigene] Lbuccalls |G graclls [P intermedie

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

81283 151356 75858| 346737 123027 46774 301995 134896 128825 107152 812831 8317.6 64565 0 37154 177828 0 1E+06 15136 20893 0 0
87096 0 0 54954 199526 6166 0 131826 251189 93325 61660 10471 32359 0 0 630957 27542 79433 0 151356 812831 0
48978 0 0 50119 380189 10715 323594 117490 162181 75858 63096 28184 67608 0 39811 281838 24547 436516 0 173780 70795 40738
95499 0 0 35481 154882 13490 0 199526 112202 109648 158489 0 33884 0 56234 426580 0 1E+06 35481 0 0 0
53703 0 0 30903 234423 0 0 165959 0 107152 199526 30200 56234 0 0 398107 32359 380189 16982 251189 54954 81283
52481 0 0 25704 0 15136 0 54954 109648 251189 398107 0 38019 0 75858 389045 0 1E+06 48978 114815 72444 100000
40738 0 0 22387 112202 0 0 89125 0 44668 57544 0 33884 0 0 331131 43652 251189 35481 190546 0 81283
61660 0 0 32359 151356 0 0 100000 112202 120226 74131 0 47863 0 0 331131 37154 478630 14791 257040 0 114815
75858 0 0 16982 0 0 0 89125 0 32359 61660 0 83176 0 75858 2E+06 38905 0 0 354813 1E+06 77625
123027 0 0 48978 0 7943.3 0 446684 114815 81283 154882 0 67608 0 93325 2E+06 190546 74131 0 208930 2E+06 97724
42658 0 0 13804 0 74131 0 46774 114815 177828 199526 0 50119 69183 208930 257040 0 1E+06 26915 114815 70795 46774
33113 0 0 35481 0 74131 0 50119 0 72444 30200 18197 134896 0 281838 933254 28840 1E+06 60256 151356 2E+06 93325
41687 0 0/ 281838 109648 7079.5 0 33884 102329 281838 371535 22387 83176 72444| 177828| 309030 22909 1E+06 26303 112202 0 75858
29512 0 0 16982 0 0 0 50119 114815 131826 154882 9120.1 58884 0 75858 380189 22387 707946 0 112202 53703 117490
37154 0 0 48978 0 0 0 63096 138038 77625 53703 21878 28184 0 0 512861 34674 125893 0 158489 48978 0
45709 0 0 26303 93325 7413.1 0 223872 117490 186209 354813 0 81283 0 213796 229087 28184 1E+06 44668 162181 58884 128825
100000 0 0 38019 0 0 0 295121 177828 38019 69183 0 25119 0 0 549541 25704 0 0 125893 0 43652
114815 0 0 42658 125893 0 0 173780 100000 102329 75858 11749 43652 0 0 371535 41687 0 0 0 0 41687
54954 0 0 13804 0 15849 0 131826 0 48978 213796 0 42658 0 83176 239883 0 97724 0 29512 0 0
181970 0 0 25119 0 0 0 281838 125893 56234/ 77625 10000 16596 0 0 426580 26303 0 0 186209 0 0



Apéndice 2

L-D- 1A
1B
1Cc
1D

L-D+ 2A
12.5 ug/ml 2B
2C
2D

L+D- 3A
3B
3C
3D

L+D+ 4A
12.5 ug/ml 4B
4c
4D

L-D+ 5A
25 pg/ml 5B
5C
5D

101

Anaeslundii S.constellat| Enodatum | P gingivalis |A.a F nuc vicen
5

33884 15488 16218| 6918.3 0 16596
47863 34674 2290.9 0 0 22387
38905 16982 7244.4 5248.1 0 20417
58884 17378 7244.4| 6309.6 0 23988
26915 12303 12023 0 0 10471
28184 21380 20893 12882 0 12589
0 22387 2754.2 0 0 0

0 21878 10233 0 0 16596
41687 21878 6166 5495.4 0 0
38019 40738 4786.3 0 0 14125
38905 24547 20893 10965 0 15136
28184 15488 11749 0 0 10965
79433 14125 36308 27542 0 56234
32359 16218 8912.5 0 0 0
13804 18197 0 0 0 31623
28840 21380 0/ 8912.5 0 0
22909 34674 0/ 4786.3 0 17378
39811 57544 30200 27542 26303 31623
46774 14791 17378 24547 0 0
48978 91201 0 0 0 0

Sintermediu T denticola P nigrescen A odontolyt| F.nuc polym C.showae | periodonti N.mucosa | F nucnuc

19 20

81283 151356

87096
48978
95499

53703
52481
40738
61660

75858
123027
42658
33113

41687
29512
37154
45709

100000
114815

54954
181970

L-D- 1A
1B
1C
1D

L-D+ 2A
12.5 pgim 28
2¢
2D

L+D- 3A
3B
3C
3D

L+D+ 4A
12.5 pgim 48
4c

4D
L-D+ 5A
25 pg/ml 58
5C

5D

0
0
0

oocoo |ocooo oooo

o ooo

21

75858 346737

0
0
0

olooo

o ooo

A naesiundi

229086.8
177827.9
107151.9
114815.4

54954.09
46773.51
43651.58
47863.01

69183.1
69183.1
74131.02
83176.38

144544
141253.8
186208.7
97723.72

93325.43

85113.8
173780.1
56234.13

54954
50119
35481

30903
25704
22387
32359

16982
48978
13804
35481

281838

16982
48978
26303

38019
42658
13804
25119

123027
199526
380189
154882

234423

0
112202
151356

0
0
0
0

109648
0

0
93325

0
125893
0
0

25 26 27

46774 301995 134896 128825

6166

o

131826 251189

10715 323594 117490 162181

13490

0
15136
0
0

0
7943.3
7413.1
7413.1

7079.5

7413.1

15849
[

Sconstellatus Enodatum | P gingivalis

707945.8
478630.1
295120.9
223872.1

93325.43
75857.76
102329.3
316227.8

257039.6
346736.9
371535.2
602559.6

1174898
109647.8
61659.5
398107.2

794328.2
269153.5
575439.9
331131.1

53703.18 112201.8
51286.14  57543.99
28183.83 28183.83
25703.96  24547.09

10232.93 0
12882.5 0
14454.41 17378.01

13489.63 0

23442.29 35481.34
23442.29 35481.34
22387.21 36307.81
26302.68 43651.58

33113.11 43651.58
25118.86| 61659.5
22387.21 30902.95
33113.11] 52480.75

27542.29 39810.72
24547.09 31622.78
29512.09 46773.51
15488.17 17782.79

=)

199526 112202

165959 0
54954 109648
89125 0

100000 112202

oloolo

89125 0]
446684 114815
46774 114815
50119 0]

o ooo

33884 102329
50119 114815
63096 138038
223872 117490

o ooo

295121 177828
173780 100000
131826 0
281838 125893

oo oo

Aa F nuc vicen

5

51286.14 489778.8
66069.34 120226.4
43651.58 74131.02
45708.82  67608.3

25703.96 42657.95
22387.21 37153.52
20417.38 45708.82
26302.68 40738.03

43651.58 213796.2
42657.95 79432.82
46773.51 162181
48977.88 131825.7

53703.18  74131.02
52480.75 81283.05
26915.35  72443.6
53703.18 275422.9

36307.81 60255.96
43651.58 57543.99
48977.88 77624.71
19952.62 38018.94

Curectus

Tsocranski

Essaburreun

43651.58 213796.2 27542.29

38018.94

0
0
0
29512.09
35481.34
30199.52

0
35481.34

28183.83
0
0
0

o

39810.72
27542.29
19952.62

oo

17378.01
15135.61
18620.87
20892.96

cooo

34673.69
23988.33
30199.52
28840.32

coloo

32359.37
33113.11
14791.08
23988.33

o oo o

25118.86
19498.45
26302.68

0

cocoo

Curectus | T.socranski E.saburreur P.micros
7 19
0 0/ 57544
0 0/ 83176
0 0/ 138038
0 0/ 141254
0 0/ 138038
0 0/ 100000
0 0 66069
0 0 104713
0 0 100000
0 0 102329
0 66069 134896
0 0 93325
0 79433| 194984
0 0 123027
32359 67608 75858
0 75858 131826
0 69183 58884
0 0 234423
0 0 102329
0 0 162181
Cagingivalis Sgordonii Tforsythia |Snoxia | P.acne
28 30
107152 812831 8317.6 64565
93325 61660 10471 32359
75858 63096 28184 67608
109648 158489 0 33884
107152 199526 30200 56234
251189 398107 0 38019
44668 57544 0 33884
120226 74131 0 47863
32359 61660 0 83176
81283 154882 0 67608
177828 199526 0 50119
72444 30200 18197 134896
281838 371535 22387 83176
131826 154882 9120.1 58884,
77625 53703 21878 28184
186209 354813 0 81283
38019 69183 0 25119
102329 75858 11749 43652
48978 213796 0 42658
56234 77625 10000 16596

P.micros.

10

602559.6
77624.71
42657.95
33113.11

28840.32
27542.29
27542.29
38904.51

77624.71
85113.8
93325.43
85113.8'

64565.42

61659.5
44668.36
51286.14

60255.96
40738.03
51286.14
36307.81

V.parvula

2E+06 478630
371535 398107
1E+06 204174
457088 549541

138038 186209
61660 70795
35481 0

281838 0

269153 128825
537032 117490
524807 169824
371535 91201

1E+06 724436
51286 0
363078 0
933254 120226

354813 173780
891251 83176
977237| 295121
229087 128825

P melanoge Smitis

32 33 34

%

37154 177828

0 630957
39811 281838
56234 426580

olololo

0 398107
75858 389045
0 331131
0 331131

olololo

0 75858 2E+06
93325 2E+06

=)

69183 208930 257040

=)

281838 933254

72444 177828 309030

0 75858 380189
0 0 512861

0 213796 229087
0 0 549541
0 0 371535
0 83176 239883
0 0 426580
paula | Aviscosus S

2041738 389045.1
1995262 194984.5
1778279 199526.2
1148154 275422.9

1445440 165958.7
1380384 95499.26
1258925 151356.1
1698244 173780.1

2041738 229086.8
1513561 301995.2
1737801  223872.1
2398833 229086.8

1905461 239883.3
2137962 288403.2
1202264 288403.2
912010.8 131825.7

2041738 263026.8
2089296 154881.7
2238721 218776.2

724436 204173.8

537032
234423
346737
630957

104713
186209
100000

95499

36308
173780
257040

89125

478630
144544

69183
588844

114815
660693
512861
489779

E.cormodens Gmorbilliorium

27542
24547
0

32359

0
43652
37154

38905
190546
0
28840

22909
22387
34674
28184

25704
41687

0
26303

anginosus

1202264
812830.5
660693.4
707945.8

537031.8
549540.9
630957.3
870963.6

891250.9
933254.3
831763.8

1258925

1659587
97723.72
61659.5
537031.8

1548817
588843.7
851138
891250.9

Aviscosus | Sanginosus S.sanguis

85114
58884
29512
33884

29512
36308
33113
36308

69183
69183
39811
39811

28840
47863
42658
53703

72444
56234
50119
54954

1023292

A gerencser S.oralis

15

234423
323594
120226
199526

144544
91201
407380

o

208930
229087
114815
138038

309030

oo

144544

147911
147911
125893
123027

36

426580
245471
295121
457088

158489
316228
102329
138038

309030
416869
218776

97724

229087
112202
181970
301995

257040
239883

1E+06
165959

C sputigena Lbuccalis

38

992 15136 20893

79432.82347
436515.8322

1174897

380189.3963
.388
251188.6432
478630.0923

1479108

.555

0

74131.02413

1096478
1479108,

1000000

.388

707945.7844
125892.5412

1000000

0
0

97723.7221

Ssanguis

851138
630957.3
281838.3
323593.7

93325.43
93325.43
95499.26
169824.4

776247.1
794328.2
630957.3

851138

549540.9
229086.8
63095.73

1174898

281838.3
93325.43
93325.43
60255.96

0

Agerencseriac S.

323593.7
524807.5
436515.8
323593.7

263026.8
194984.5
251188.6
204173.8

223872.1
239883.3
154881.7
199526.2

263026.8
269153.5
199526.2
213796.2

173780.1

162181
190546.1
120226.4

0 151356
0 173780

35481 0

16982 251189
48978 114815
35481 190546
14791 257040

=)

354813
208930

=)

196 26915 114815
60256 151356

26303 112202

0 112202
0 158489

44668 162181

125893
0
29512

0
0
0
0 186209

oralis Cochracea

891250.9
741310.2

71

17

58884
34674
28184
25119

19953

0
34674

117490
0

C gracilis

39

0
812831
70795
0

54954
72444
0
0

1E+06
2E+06
70795
2E+06

0
53703
48978
58884

93325.43
54954.09

676083 35481.34

831763.8

56234.13

851138 39810.72

741310.2
501187.2

25118.86
30902.95

1122018 31622.78

1023293 36307.81
776247.1 25118.86
977237.2 35481.34

1258925 47863.01

1445440 46773.51
1230269 39810.72
537031.8 25703.96
1479108 30902.95

758577.6 47863.01
1047129 27542.29
954992.6 60255.96
831763.8 21379.62

C.ochracea| A israelii

oo oo

P intermedia

40

0
0
40738
0

81283
100000
81283
114815

77625
97724
46774
93325

75858
117490
0
128825

Adsracli

18

186208.7
125892.5
97723.72
97723.72

64565.42
47863.01
75857.76
56234.13

81283.05
91201.08
89125.09
83176.38

83176.38
91201.08
93325.43
79432.82

81283.05
74131.02
91201.08
50118.72



Apéndice 2

Sintermedius_T.denticola

501187.2 26915.35
9120108 17782.79
75857.76 0
85113.8 0
75857.76 0
724436 0
79432.82 0
93325.43 0
190546.1 18197.01
165958.7 15135.61
9549926 15848.93
524807.5 20417.38
912010.8  22387.21
724436 19054.61
47863.01 0
208929.6 19054.61
776247.1 18620.87
74131.02 0
616595 19054.61
380189.4 0

L-D- 1A

1B
1C
1D
L-D+ 2A
12.5 ugim 2B
2C
2D
L+D- 3A
3B
3C
3D
L+D+  4A
12.5 ugim 4B
ac
4D
L-D+ 5A
25 pg/ml 58
5C
5D

Sintermedius T denticola

190546.1 28840.32
389045.1 17782.79
87096.36 17782.79
177827.9 16595.87

588843.7  16218.1
269153.5  14454.4
549540.9 16982.44
645654.2 17378.01

954992.6 37153.52
331131.1_17378.01
691831 22908.68
602559.6 30902.95

75857.76  6918.31
316227.8 19498.45
208929.6 12589.25
354813.4  15488.17

537031.8 19498.45
457088.2 15488.17
741310.2 22908.68
549540.9 20892.96

L-D-

L-D+ 2A
12.5 pg/m 28

L+D-

L+D+ 4A
12.5 pgim 48
4Cc
4D

L-D+
25 pg/ml

5A
5B
5C

5D

P nigrescens | A.odontolticu Fnuc polymo | Cshowas

97723.72
51286.14
37153.52
27542.29

3

6!

22908.68
18620.87.
22387.21
24547.09

6!
7

22908.68
31622.78
27542.29
34673.69

5

43651.58
33113.11
30902.95
37153.52

5

28183.83
38904.51
45708.82

20417.38 &

Anaeslundii

39810.72
52480.75
33884.42
43651.58

42657.95
35481.34
30902.95
46773.51

74131.02
42657.95
44668.36

69183.1

67608.3
50118.72
31622.78
47863.01

30199.52
34673.69
33113.11
28840.32

Pnigrescens | Aodontolicu Fnuc polymo__Cshowae

93325.43
39810.72
38904.51
31622.78

50118.72
29512.09
20892.96
24547.09

57543.99
32359.37
38904.51
87096.36

16218.1
28183.83
12302.69.
15488.17

3715352
30902.95
46773.51
26302.68

Anaeslundii

123026.9
95499.26
64565.42
81283.05

51286.14
81283.05
66069.34
75857.76

162181
91201.08
93325.43
251188.6

346736.9
234422.9
186208.7
275422.9

123026.9
93325.43
97723.72
79432.82

223872.1

52480.75

2137962
1000000

436515.8
63095.73
524807.5

64565.42
66069.34.
53703.18
57543.99

46773.51
45708.82
40738.03
40738.03

93325.43
54954.09
52480.75
74131.02

40738.03
43651.58
28840.32
44668.36

44668.36
53703.18
60255.96
40738.03

54813.4)
67608.3
3095.73.

67608.3
35481.34
21379.62
28840.32
61659.5 19054.61
11220.18
15848.93
20417.38

3095.73.
9432.82

69183.1
69183.1
7543.99
72443.6

95499.26
45708.82
77624.71
77624.71

12861.4.
851138

32359.37
23442.29
22908.68
131825.7

19498.45
19054.61
20892.96

1283.05 43651.58

Siconstellatus Enodatum

301995.2
478630.1
107151.9
389045.1

57543.99
28840.32
24547.09
25118.86

7762471
354813.4
616595
724436

19054.61
33113.11
13489.63
13489.63

794328.2
446683.6
562341.3

691831

43651.58
22387.21
29512.09
27542.29

102329.3
467735.1
275422.9
562341.3

5888.437
42657.95
8912.509
10964.78

575439.9
398107.2
831763.8

616595

20417.38
14125.38.
22908.68
30199.52

426579.5
109647.8
89126.09

67608.3

83176.38.
74131.02
323593.7
316227.8

269163.5
218776.2
218776.2
436515.8

9120.108
18620.87
16595.87
13803.84

25118.86
26915.35.

67608.3
39810.72

Sconstellatus Enodatum

147910.8
147910.8
97723.72
147910.8

57543.99
44668.36
25118.86
40738.03

87096.36
104712.9
2238721
173780.1

16218.1
21877.62
22908.68
19054.61

295120.9
281838.3
2238721
281838.3

47863.01
47863.01
33884.42
46773.51

63095.73
56234.13
60255.96
57543.99

8912.509
15848.93
38904.51
26915.35.

380189.4
79432.82
158489.3
489778.8

26915.35
19498.45
23988.33
30199.52

39810.72
26302.68
25118.86
23988.33

19054.61
15135.61
17378.01
18620.87

32359.37
35481.34.
35481.34.
33113.11

28183.83
30199.52
15135.61
46773.51

31622.78
19054.61
26302.68
12589.25

181970.1
7079458
79432.82
63095.73

33884.42
14125.38
12589.25
18620.87

53703.18.
48977.88
37153.52
50118.72

6606.934
11748.98

6918.31
8912.509

12882.5
12882.5
18197.01
14791.08'

24

P gingivalis

60255.96
30902.95
25703.96
18197.01

15848.93
19054.61

12882.5
10715.19

57543.99

14454.4
20417.38
30902.95

5623.413
15848.93
13182.57
10715.19

26302.68
15135.61
20892.96

16218.1

24

P gingivalis

194984.5
60255.96
38018.94
46773.51

24547.09
34673.69
23988.33
29512.09

44668.36
54954.09
44668.36
45708.82

28183.83
11481.54
15488.17
24547.09

33884.42
20892.96
51286.14
57543.99

380189.4.

69183.1
47863.01
43651.58

54954.09
34673.69.
37153.52
70794.58'

93325.43

72443.6
89125.09
125892.5

177827.9
63095.73

724436
524807.5.

190546.1
15848.93

69183.1
36307.81

588843.7.
107151.9.
134896.3
93325.43

131825.7
120226.4
301995.2
263026.8

512861.4
3311311
257039.6
537031.8.

51286.14
57543.99
43651.58
79432.82.

38018.94
60255.96
81283.05
107151.9.

F periodonticul Nmucosa

74131

41686.

Aa

5

33113.11
30902.95
23442.29
33113.11

42657.95
57543.99
20417.38
17782.79.

870963.6
21877.62
17782.79.
602559.6

15135.61
12302.69
7943.282
10715.19

14791.08
13803.84
19054.61
14791.08

F periodonticul Nmucosa

70794,

57543,

83176.

46773,
66069.

79432.

Aa

5

56234.13
56234.13
34673.69
58884.37

89125.09
47863.01
30199.52
33884.42

60255.96
79432.82
48977.88
54954.09

27542.29

o

11481.54
0

58884.37
114815.4
45708.82
467735.1

275422.9
131825.7
61659.5

60255.96
63095.73
54954.09
87096.36

125892.5

162181
109647.8
204173.8

223872.1
117489.8
54954.09
102329.3

100000
114815.4

346736.9
.94

131825.7

724436
67608.3

67608.3

81283.
97723.

281838.3

63095.

173780.1

53703.

123026.9

69183.1
61659.5
91201,

Fnuenue

26

93325.43
56234.13
39810.72
02 50118.72
38018.94
38018.94
38018.94
46773.51

213796.2
56234.13
79432.82
77624.71

60256.96
57543.99
33884.42
91201.08

43651.58
52480.75
37153.52
38018.94

Fanucvicen | C.

323593.7
81283.05

69183.1
70794.58

57543.99

61659.5'
87096.36
75857.76.

199526.2
89125.09
91201.08
251188.6

8317.638
19498.45
25118.86

12882.5

21877.62
18197.01
41686.94
22908.68

F nuenue

26

812830.5
275422.9
371535.2
194984.5

58

93326.43
83176.38
371535.2
309029.5

05
72
99

724436
512861.4
426579.5
7762471

73
38

18
51
3

36307.81

69183.1
91201.08
58884.37

60255.96
60256.96
95499.26
63095.73

08
82

Fanuc vicen | C.

457088.2
281838.3
173780.1
229086.8

75857.76
74131.02
102329.3
81283.05

489778.8
257039.6

144544
181970.1

57543.99
28840.32
48977.88
46773.51

154881.7
30199.52
125892.5
114815.4

45708.82

33113.11

Caingivalis _ Sgordoni

56234.13 645654.2
48977.88 89125.09
37153.52  67608.3
2691535  69183.1

22908.68 724436
23988.33  67608.3
21379.62 56234.13
30902.95 91201.08;

38904.51 275422.9
30902.95 426579.5
28840.32 87096.36
38904.51 1071519,

53703.18 812830.5
29512.09 338844.2
21379.62 57543.99
3715352 933254.3

34673.69 1412538
24547.09  69183.1
52480.75 74131.02
23442.29 57543.99

rectus  Tsocranski

501187.2 91201.08
87096.36 63095.73
114815.4 13803.84
58884.37 27542.29

22387.21 22387.21
12022.64 190546.1
13803.84 46773.51
15488.17  10964.78

38904.51 34673.69
58884.37 17782.79
45708.82 39810.72
38904.51 26915.35

0 54954.09
8709.636 23988.33
6165.95 19952.62
7413.102 0

9120.108 22387.21
11748.98  27542.29
11220.18 31622.78
8912.509 23442.29

Cagingivalis _ Sgordonii

66069.34 660693.4
3715352 549540.9
37153.52 489778.8
50118.72 616595

27542.29 794328.2
57543.99 354813.4.
19054.61 776247.1
26302.68 954992.6

72443.6 380189.4
21877.62 407380.3
33884.42 9549926
44668.36  436515.8

16695.87  61659.5
43651.58 741310.2
22387.21 281838.3
85113.8 354813.4

26302.68 1023293
29512.09 912010.8
28840.32 562341.3
35481.34 426579.5

rectus  Tsocranski

75857.76 223872.1

47863.01 36307.81

21379.62 0
29512.09 37153.52

19054.61 0
18620.87 107151.9

12882.5. 0
12589.25 43651.58

64565.42 263026.8
34673.69 0
33113.11 38904.51
0

0 117489.8
0

0 91201.08
0 74131.02

16595.87 44668.36
1202264 61659.5
15848.93 123026.9
54954.09

Tiomytia | Snoxa P acne

11748.98| 45708.82
8709.636 47863.01
5011.872 35481.34
5011.872 31622.78

0 51286.14
0 42657.95
0 38904.51
0 28183.83

5011.872 28840.32
0| 25703.96
5128.614 27542.29
6165.95 34673.69

0 23442.29
0 21379.62
0 26915.35
0 22387.21

22387.21 52480.75
8709.636 42657.95
9120.108  47863.01
9549.926 57543.99

0 23988.33
0 28183.83
0 35481.34
0 17782.79

13182.57| 61659.5 40738.03
10964.78| 75857.76 41686.94
7079.458 30199.52 0
9549.926 54954.09 32359.37

44668.36
30199.52
29512.09
23442.29

10471.29 63096.73 31622.78
10232.93| 51286.14 0
12589.25 64565.42 45708.82
11481.54] 26302.68

19952.62
14454.4.
19498.45
0

Esaburreum  Pumicros | Vparvula

42657.95 371535.2
36307.81 95499.26
32359.37 112201.8
33884.42 79432.82 1096478
30199.52 41686.94
37153.52 75857.76
24547.09 58884.37
28183.83 51286.14

1513561

51286.14 128825
28840.32 77624.71
30902.95 54954.09
45708.82 79432.82

11220.18 17782.79
18620.87 46773.51
14125.38  20417.38
17378.01 41686.94

13182.57

22908.68 40738.03
21877.62 35481.34
32359.37 44668.36
24547.09 36307.81

Snoxa P acne

Awiscosus

1318257 95499.26
1148154 177827.9
1348963 91201.08
144544

1148154 95499.26
83176.38
26302.68 54954.09
263026.8 75857.76

1621810 380189.4
1412538 141253.8
1071519 89125.09
1698244 346736.9

14454.4 323593.7
17782.79 213796.2
128825
346736.9 147910.8

977237.2 77624.71
1122018 102329.3
933254.3  93325.43
1000000 169824.4

P melanogenic S mitis

34

630957.3
331131.1
95499.26
158489.3

478630.1
186208.7.
204173.8
426579.5

812830.5
977237.2
416869.4

851138,

1380384
1096478
1288250
1230269

524807.5

724436
794328.2
426579.5

Sanginosus

151356.1
245470.9
89125.09
218776.2

478630.1
181970.1
323593.7
467735.1

588843.7
275422.9
380189.4
338844.2

61659.5
213796.2
97723.72
263026.8

257039.6
301995.2
588843.7
398107.2

Ecomodens

52480.75
42657.95
33113.11
39810.72

33884.42
23442.29
26915.35
27542.29

46773.51
43651.58
35481.34
47863.01

58884.37
37153.52
20417.38
53703.18

36307.81
93325.43
58884.37
23442.29

831

Ssanguis

158489.3
186208.7
79432.82
91201.08

194984.5
97723.72
229086.8
295120.9

91201.08

177827.9
91201.08

263026.8
158489.3
97723.72
79432.82

Gmorbiliorun C.sputigena

53703.18
40738.03
30902.95
46773.51

41686.94
33113.11
35481.34
46773.51

60256.96
57543.99
48977.88
81283.05

85113.8
57543.99
43651.58
77624.71

83176.38.
61659.5

309029.5
38904.51

14

76.38

64565.42
109647.8
97723.72
660693.4

77624.71
87096.36
81283.05

72443.6

177827.9
67608.3
69183.1

123026.9

144544
83176.38
58884.37
75857.76

58884.37
54954.09
70794.58
60255.96

21877.62
15135.61

14454.4)
21877.62

15135.61
16218.1
12882.5

15135.61

25118.86
19054.61
17378.01
27542.29

23442.29
22908.68
12022.64
19054.61

24547.09
35481.34
81283.05.
18197.01

A gerencseria S.oralis

75857.76
63095.73
52480.75
70794.58

Tlorsytnia
32

17378.01/ 44668.36

10000, 44668.36
11220.18| 45708.82
9549.926 35481.34,

26915.35 21379.62
26302.68 13182.57
23988.33 17378.01
23442.29 13803.84.

8709.636 25118.86
6606.934 31622.78
3981.072 14125.38
5754.399 26302.68

14125.38 12589.25
13489.63 12589.25
9549.926 9549.926
17378.01 11481.54

21379.62  72443.6
11220.18| 39810.72
12589.25 32359.37
16218.1 61659.5

48977.88 28183.83
21877.62 14791.08
21379.62 17378.01
3715352 23988.33

4466.836 5011.872
6456.542 18197.01
3715.352 9120.108
6456.542 16982.44

12882.5 4786.301
17378.01 10715.19

0 6918.31
13803.84 8709.636

9332.543 29512.09
8912.509 28183.83
11220.18| 42657.95
11481.54| 28840.32

18197.01 10715.19
14125.38  10964.78
22387.21 162181
20892.96 9549.926

Esaburreum  Pumicros | V.parvula

42657.95 416869.4
42657.95 95499.26
44668.36 66069.34
54954.09 64565.42

1202264
1905461

24547.09 29512.09
34673.69 40738.03
41686.94 39810.72
42657.95 52480.75 2137962
50118.72 288403.2
50118.72 91201.08
64565.42  87096.36
66069.34 100000

19054.61 40738.03
0 42657.95
18620.87 40738.03
16218.1 57543.99

562341.3
28183.83
588843.7
39810.72

28840.32 40738.03
40738.03  61659.5
44668.36 37153.52
40738.03  60255.96

2089296

Aviscosus

162181
158489.3
1621810 138038.4
2238721 331131.1

851138  234422.9
1778279 602559.6
1584893 524807.5
724436

2398833 489778.8
1698244 208929.6
1659587 363078.1
2398833 602559.6

1584893
1348963
1096478
1479108

933254.3 912010.8
645654.2 831763.8
691831
2041738 660693.4

34

100000
95499.26
70794.58
93325.43

190546.1
74131.02
97723.72
269153.5

83176.38
346736.9
426579.5
83176.38

23988.33
478630.1
79432.82
104712.9

234422.9
125892.5.
208929.6
208929.6

691

Sanginosus

77624.71
93325.43
79432.82
74131.02

77624.71
83176.38
91201.08
134896.3

114815.4
97723.72
190546.1
234422.9

74131.02
60255.96
58884.37

288403.2

128825
186208.7
741310.2

Ecomodens

41686.94
34673.69
38904.51

37153.52

34673.69
42657.95
28183.83
27542.29

75857.76
29512.09
35481.34
58884.37

12689.25
24547.09
14791.08
28840.32

64565.42
24547.09

60255.96
34673.69

251

83.1

Ssanguis

85113.8
120226.4
95499.26
147910.8.

67608.3
75857.76
93325.43
120226.4

169824.4
144544
194984.5

58884.37
46773.51
60255.96
53703.18

117489.8
95499.26
239883.3
204173.8

G,
36

64565.42
51286.14
46773.51
42657.95

69183.1
33884.42
33884.42
39810.72

60256.96
53703.18
54954.09
53703.18

13803.84
38904.51
30902.95
66069.34

41686.94
41686.94
63095.73
45708.82

188.6

223872.1
141253.8

85113.8'
218776.2

74131.02
218776.2
177827.9
323593.7

380189.4.
151356.1
346736.9
467735.1

707945.8
660693.4.
501187.2
537031.8

288403.2
323593.7
257039.6
457088.2

12589.25

10000
12302.69
10964.78

7943.282
12882.5
7413.102
8511.38.

22908.68
12022.64
11220.18
23442.29

8128.305.
8511.38.
16218.1

10471.29

25118.86
14125.38
21877.62
19054.61

A gerencseria Soralis

1
1

301995.2
512861.4

380189.4
707945.8
977237.2

371535.2

1071519
954992.6
288403.2

645654.2

912010.8
870963.6
933254.3

1000000

831763.8
891250.9
891250.9

1148154

1230269
7762471
1047129
1148154

933254.3
380189.4
537031.8
812830.5

954992.6
758577.6

Lbuceals

51286.14
29512.09
17782.79
20417.38

22908.68
21379.62

16218.1
26302.68

53703.18
48977.88
40738.03
43651.58

54954.09
30199.52
16982.44
81283.05

44668.36
43651.58
95499.26
34673.69

c
16

562341.3

616595

724436

33113.11

1000000
380189.4
512861.4

616595

457088.2
645654.2

Lbuccalis

77624.71
41686.94
33884.42
42657.95

31622.78
43651.58
28840.32
35481.34

724436
44668.36
52480.75
66069.34

28183.83
39810.72

72443.6
123026.9

97723.72
26915.35
45708.82
44668.36

c

000000
202264

47863.01

Cgracis P intermedia

79432.82 21877.62
40738.03 20892.96
30199.52 17782.79
2754220 11748.98

26302.68  9549.926
26302.68  8912.509
27542.29 12302.69
36307.81 12022.64.

74131.02 17782.79
74131.02. 15488.17
53703.18  16982.44
70794.58  21379.62

56234.13 23988.33
52480.75 21379.62

0/ 12589.25
48977.88 17378.01

51286.14 16982.44
4365158 15488.17
44668.36  20417.38

0] 11748.98

ochracea | Alsraeli

18

89125.09) 46773.51

43651.58| 50118.72
57543.99  40738.03
45708.82| 46773.51

45708.82| 48977.88
95499.26 33113.11
51286.14  27542.29

30902.95 38904.51

97723.72|  69183.1

31622.78 40738.03
35481.34| 43651.58

77624.71) 63095.73

18620.87 | 63095.73
30902.95 44668.36

22387.21| 32359.37

19498.45 39810.72

257039.6) 33113.11

58884.37 38018.94
85113.8/ 50118.72
79432.82| 33113.11

Cgraciis | P intemedia

53703.18| 33113.11
42657.95 17782.79
27542.29 24547.09
57543.99 10964.78

16488.17 15848.93
14454.4] 5754.399
12882.5 6309.573
15848.93  7244.36

50118.72  23988.33
3548134 11748.98
25703.96  16218.1
47863.01 74131.02

8912.509 6025.596
17782.79| 10471.29
12022.64|  6760.83
165848.93 13803.84

17782.79| 15488.17
17378.01 15136.61
35481.34) 20892.96
17378.01| 12589.25

ochracea | Alsraeli

18

70794.58' 70794.58
48977.88| 64565.42

61659.5 57543.99
69183.1

22387.21| 39810.72
28183.83| 53703.18
42657.95  67608.3
75857.76

72443.6

66069.34| 81283.05
33884.42 79432.82
204173.8| 85113.8
89125.09) 95499.26

45708.82| 275422.9
42657.95 234422.9
63095.73| 204173.8
21379.62 251188.6

93325.43 87096.36
309029.5 93325.43
70794.58
251188.6 77624.71

85113.8



Apéndice 2

Sintermedius_T.denticola

57543.99 21877.62
56234.13 20417.38
5623413 14454.4
64565.42 20892.96

60256.96 0
57543.99 0
63095.73 0

69183.1 16982.44

74131.02 30199.52
74131.02 23442.29
91201.08 22387.21
74131.02 30199.52

48977.88
38018.94
41686.94
52480.75

coolo

87096.36
75857.76 17378.01
9332543 21877.62
363078.1 18197.01

o

L-D- 1A
1B
1Cc
1D

L-D+ 2A
2B
2C
2D

L+D- 3A
3B
3C
3D

L+D+ 4A
4B
4C
4D

P nigrescens | A.odontolticu Fnuc polymo | Cshowas

691831/ 50118.72
61659.5 46773.51
50118.72| 43651.58
44668.36 53703.18

30199.52 30902.95
21379.62 53703.18
32350.37 48977.88
30902.95, 56234.13

75857.76 70794.58
56234.13 67608.3
67608.3 58884.37
87096.36  69183.1

15848.93| 234422.9

14791.08|  61659.5

19952.62| 91201.08
21379.62 97723.72

3090295 54954.09
25703.96  67608.3
38018.94) 63095.73
22908.68  70794.58

120226.4
51286.14
40738.03
47863.01

13182.57
14125.38

16218.1
19498.45

74131.02
54954.09
56234.13
58884.37

12022.64

11481.54
19952.62
20892.96
28183.83

7079.458
7244.36

 periodonticulN.mucosa

24

44668.36  446683.6
29512.09 93325.43
27542.29 70794.58
26915.35 77624.71

22387.21 28840.32
19054.61 38904.51
13489.63 52480.75
13803.84 41686.94

54954.09 83176.38
41686.94 91201.08
50118.72| 91201.08,
44668.36 87096.36

11481.54  47863.01

0 27542.29
0 30902.95
0 30199.52

15848.93 1096478
11481.54 524807.5
20892.96 37153.52
27542.29 45708.82

Anaeslundii S.constellat| E.nodatum | P gingivalis |A.a

85114
74131
75858
75858

67608
70795
57544
75858

89125
67608
75858
81283

109648
64565
70795
85114

186209

91201
190546
251189

120226
112202

93325
177828

251189
147911
194984
229087

346737
109648
134896
218776

64565
38019
48978
51286

57544
48978
46774
63096

60256
47863
42658
48978

70795
44668
53703
60256

26

229086.8
138038.4
57543.99
77624.71

38904.51
47863.01
39810.72
50118.72

79432.82
74131.02

85113.8
123026.9

54954.09
33884.42
35481.34.
29512.09

63095.73
123026.9
56234.13
74131.02

Fnuenue

457088.2
87096.36
70794.58
77624.71

32359.37
28183.83
32359.37
40738.03

301995.2
87096.36
83176.38
87096.36

23442.29
27542.29
17378.01
20892.96

724436
30902.95
39810.72
41686.94

Caingivalis

66069.34
28183.83
26915.35
34673.69

18197.01
25118.86
18620.87
25118.86

41686.94
48977.88
36307.81
34673.69

15848.93
0
27542.29
12882.5

57543.99
39810.72
30199.52
43651.58

Fnuc vicen | C rectus

72444 213796
47863 131826
72444 95499
48978 109648

54954 109648
47863 83176
38905 91201
47863 107152

64565 114815
47863 77625
52481 75858
40738 91201

83176/ 128825
58884 72444
120226, 89125
64565 131826

123027
102329
154882
154882

194984
154882
169824
165959

199526
169824
186209
128825

234423
213796
218776
354813

Sintermediu T denticola P nigrescen| A odontolyt|F.nuc polym Cshowae | F periodonti N.mucosa |F nucnuc

20

117490 30200

79433 28184
190546 33113
144544 37154

162181 34674
144544 26915

97724 29512
177828 29512

120226 23988
79433 34674
85114 33113

181970 33113

134896 38905
70795 31623
75858 37154

169824 79433

L-D- 1A
1B
1Cc
1D

L-D+ 2A

50 ug/ml 2B
2C
2D

L+D- 3A
3B
3C
3D

L+D+ 4A
4B
4c
4D

L-D+ 5A
25 ug/ml 5B
5C
5D

21

69183 53703
87096/ 50119
75858 50119

91201

81283 52481
70795 46774
52481 48978
60256 51286

79433 57544
70795/ 39811
69183 36308
125893 64565

102329 66069
61660 43652
79433 36308
75858 72444

138038
107152
204174
85114 169824

239883
186209
147911
239883

199526
112202
141254
147911

107152
190546
165959
436516

25

33113 147911
30903 102329
41687 131826
39811 134896

38019 134896
38905 109648
30200 114815
37154 117490

44668 144544
33113, 0
26915 0
45709 158489

24547 158489
23988 151356
43652 120226
40738 194984

Anaeslundii S constellat| Enodatum | P gingivalis |A.a

1
0
0
0
0

0
199526
0
0

0
263027
575440
407380

218776

0
147911
186209

o ooo

2

380189
380189
371535
331131

239883
301995
263027
346737

363078
323594
524807
363078

616595
457088
398107
501187

489779
398107
380189
436516

3

28840
22387
20417
23988

21380
25119

0
22387

28840
26915
31623
31623

34674
38905
39811
42658

28840
20893
28184
35481

4

60256
51286
36308
35481

36308
41687
38019
46774

69183
60256

102329

79433
102329
100000

102329
120226
75858
81283

114815
83176
81283

102329

95499
57544
63096
112202

112202
109648
162181
162181

208930
138038
147911
141254

169824

85114
154882
128825

128825
93325
91201

354813

cooo ocooo oooo

o ooo

Cgingivalis | Sgordonii |Tforsythia | Snoxia

45709
36308
33884
67608

43652
30200
38905
40738

58884
46774
42658
57544

48978
31623
38905
141254

F.nuc vicen | C rectus

123027 120226

91201

75858
75858
234423
69183

57544
37154
42658
85114

0

o ooo

oo oo

6

213796
91201
83176
79433

107152
107152

97724
181970

104713
134896
141254
125893

151356
120226
125893
141254

123027

53703
125893
114815

7

cooo oooco oooo oooo

o ooo

Sgordoni

151356.1
120226.4
89125.09
79432.82

60255.96
77624.71
93325.43
95499.26

363078.1
363078.1
301995.2
338844.2

72443.6
45708.82
45708.82
57543.99

218776.2
95499.26
218776.2
331131.1

Tlomsytnia

34673.69

12882.5
8317.638
8912.509

5495.409
5623.413
7079.458
6309.573

19498.45
16982.44
19952.62
17782.79

7943.282
0
0
0

10964.78.
9549.926
12302.69
9549.926

Snoxa P acne

38018.94 54954.09
75857.76 45708.82
63095.73 42657.95

85113.8| 64565.42

24547.09

0 21379.62

46773.51 44668.36

53703.18
46773.51

79432.82 43651.58
77624.71 41686.94
83176.38 48977.88
74131.02  54954.09

29512.09
0

0
0

3715352 41686.94

33884.42

66069.34 52480.75

57543.99

T socranskil E.saburreurr P.micros

0 128825 707946
81283 562341
0 107152 645654
79433 707946

0

0

cooo

9120

1) 776247

75858 549541
67608 457088
85114 741310

0 114815 812831
75858 537032

0
0

7413

1/ 501187

0 102329 812831

0 125893 812831
67608 380189
97724 478630
0 117490 776247

0
0

29

660693
645654
933254

1E+06

954993
776247
537032
794328

1E+06
524807
562341
912011

891251
562341
741310

1E+06

23442
32359
29512
27542

25704
19498
22909
22909

34674
22387
32359
35481

36308
19498
25704
33113

31

oooo oooo

oo oo

T socranskil E.saburreurr P.micros

8

cooo ooocoo oooo oooo

o ooo

9 10

301995
316228
257040
213796

oo oo

269153
309030
331131
389045

cooo

389045
380189
281838
407380

cooo

416869
457088
371535
371535

cooo

537032
407380
363078
537032

cooo

P acne

o

0
0
0
0

o

V.parvula

758577.6.
53703.18
52480.75
54954.09

19952.62.
0 20892.96

58884.37
57543.99
63095.73
93325.43

22387.21

22387.21

14454.4
23988.33
0 20892.96

P melanogenic S mitis

Aiscosus | Sanginosus S.sanguis

831763.8
602559.6
616595
724436

371635.2
0 524807.5
776247.1

724436

812830.5
851138,
1000000
977237.2

426579.5
0 83176.38
0 186208.7
0 524807.5

794328.2
588843.7
1023293
1023293

Ecomodens G morbiliorr C sputigena | Lbuccalls

57543.99 93325.43
53703.18 60255.96
31622.78 60255.96
41686.94 57543.99

29512.09 37153.52
33113.11 45708.82
35481.3458884.37
39810.72 48977.88

75857.76 66069.34
61659.5 74131.02
67608.3  69183.1

70794.58 74131.02

30902.95 38018.94
15488.17 23442.29
23988.33 26302.68
14454.4 33884.42

42657.95 58884.37
32359.37 58884.37
45708.82 74131.02
48977.88  61659.5

Cgraciis

39810.72 91201.08 1023293
19952.62 46773.51 426579.5
18620.87 46773.51 301995.2
23988.33 44668.36 316227.8

0 20417.38 251188.6.
10000 22908.68 81283.05
14125.38 43651.58 36307.81
21379.62 32359.37 38018.94

22908.68 57543.99 1445440
25118.86 56234.13 691831
28840.32) 64565.42 1096478
25118.86 60255.96 1023293

12302.69 28183.83

14454.4) 21379.62
12302.69 21877.62
13803.84 20417.38

cooo

25703.96 43651.58 41686.94
27542.29 54954.09 43651.58,
18197.01 53703.18  69183.1
23442.29 54954.09 407380.3

Agerencser S.oralis

P intermedia

524807.5.
66069.34.
41686.94
26915.35

10715.19
13182.57
15848.93
12022.64

40738.03
35481.34)
37153.52
64566.42

13182.57
0

10232.93
12302.69

13803.84
20417.38
23988.33
23988.33

C.ochracea A sraelii

18

ocooo |oooo oooo

oo oo

P intermedic

40

114815
141254
114815

87096

93325
79433
91201
75858

144544
125893
123027
131826

169824
104713
102329

77625

C.ochracea| A israelii

16
1E+06 190546 72444 257040 263027 251189 22387
1E+06] 114815 51286 229087 131826 181970 20417
1E+06| 177828 75858 371535 154882 316228 25704
2E+06| 208930 72444 354813 204174 295121 30200
2E+06] 165959 66069 416869 229087 309030 30903
1E+06 114815 69183 331131/ 162181 301995 22909
977237/ 104713 56234 398107 169824 245471 27542
2E+06| 154882 83176 398107 173780 309030 22909
2E+06| 154882 91201 478630 194984 331131 30200
630957 95499 72444 234423 162181 194984 23442
645654| 125893 70795 239883 151356 239883 22909
2E+06| 138038 89125 457088 245471 301995 30903
2E+06| 169824 109648 389045 288403 269153 37154
758578 107152 60256 251189 181970 204174 23442
851138| 125893 74131 263027 234423 281838 31623
2E+06| 173780 144544 346737 245471 416869 57544
P.melanoge S mitis E.corrodens G.morbilliori C.sputigena L.buccalis | C gracilis
32 34 35 36
0 58884 234423 33113 89125 18197 95499 0
0 45709 177828| 22909 58884 14791 64565 0
0 46774 275423 33113 64565 16982 89125 0
0 47863 257040 33113 75858 19953 67608 0
0 46774 338844 30200 72444 19953 64565 0
0 46774 281838 23442 67608 17378 58884 0
0 48078 204174 21878 67608 16218 53703 0
0 39811 301995 21380 87096 17378 58884 0
0 81283 398107 33113 83176 21878 79433 0
0 64565 223872 19953 75858 16218 61660 0
0 74131 173780 21380 64565 15488 70795 0
0 77625 331131 26015 81283 19953 74131 0
0 109648 251189 41687 91201 28184 83176 0
0 69183 173780 22387 57544 15488 72444 0
0 74131 229087 23988 64565 13490 63096 0
0 112202 295121 56234 93325 29512 138038 0
Voparvula | Aviscosus |Sanginosus Ssanguis | A gerencser S.oralis
1 12 13 14 15 16 17
1E+06 707946 478630 69183 0 89125 28184
891251 676083 380189 50119 0 60256 23988
954993 758578 363078 52481 0 60256 16982
1E+06 1E+06 316228 63096 0 77625 24547
1E+06 977237 281838 61660 0 89125 54954
1E+06 1E+06 371535 46774 0 75858 41687
977237 831764 309030 56234 0 64565 17378
1E+06| 851138| 446684 70795 0 75858 28184
1E+06| 954993 436516 66069 0 75858 0
912011| 794328 407380 61660 0 75858 16982
1E+06| 1E+06| 436516 64565 0 154882 31623
1E+06| 870964 354813 69183 0 77625 25119
1E+06| 891251/ 549541 79433 0 112202 28184
977237| 870964 436516 63096 0 91201 26915
933254| 831764 295121 56234 0 81283 45709
1E+06| 1E+06| 478630 72444 0 128825 30200
1E+06| 1E+06| 467735 69183 0 173780 39811
933254| 933254/ 512861 64565 0 162181 31623
1E+06| 1E+06| 575440 67608 0 169824 33884
1E+06| 1E+06| 575440 70795 0 199526 43652

18

olo oo

Sooo

10000

coooo |oooo

oo oo



Apéndice 2 o4

Sintermediu T denticola | P nigrescen A.odontolyt| F.nuc polym C.showae | F periodonti N.mucosa |F.nucnuc  C gingivalis | Sgordonii | Tforsythia Snoxa  |P.acne | P.melanoge Smitis |Ecorrodens G.moriliori C sputigena Lbuccalis | C.gracilis | P.intermedic
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

354813 0 0 0/ 47863 0 0 181970 45709 0| 213796 0 89125 0| 47863 27542 0 51286 43652 26915 0| 57544
275423 0 0 0 0 0 0 112202 27542 0/ 83176 0 52481 0| 44668 29512 0 0 28184 0 0/ 60256
165959 0 0 0 0 0 0 83176 27542 0/ 70795 0 60256 0 0| 31623 23442 0 22387 0 0/ 33113
128825 0 0 0 0 0 0 120226 28840 0/ 85114 0 70795 0 0| 27542 0 0 23442 0 0/ 33113
213796 0 0 0/ 38905 0 134896 114815 34674 0/ 70795 0 61660 0 0 0 0 0 20893 0 0| 33884
218776 0 147911 0/ 40738 0 0 104713 36308 0| 72444 0 58884 0 0 23442 0 34674 19498 0 0| 47863
234423 158489 0 44668 0 0 93325 35481 0/ 66069 0 60256 0 0/ 21380 0 0 0 0 0/ 29512
245471 0 0 0 58884 0 0 95499 45709 0| 79433 0 56234 0 0 0 0 34674 24547 0 0| 43652
147911 0 0 0 35481 0 0 141254 44668 0 74131 0 69183 0/ 45709 20893 0 40738 29512 0 0/ 69183
190546 0 0 0/ 66069 0 0 120226 61660 0/ 83176 0 66069 0/ 37154 21878 0 39811 26915 0 0/ 77625
288403 0 0 0 43652 0 0 181970 52481 0/ 151356 0 81283 0 54954 31623 0 52481 39811 32359 0/ 107152
128825 0 0 0/ 45709 0 0 114815 37154 0/ 70795 0 77625 0| 54954 22387 0 43652 33113 0 0| 95499
257040 0 0 0/ 54954 0 0 147911 51286 0/ 165959 0 89125 0/ 51286 25704 0 46774 26303 0 0/ 70795
125893 0 0 0 51286 0 0 151356 44668 0/ 151356 0 75858 0/ 57544 22909 0 45709 25704 28184 0/ 85114
97724 0 147911 0 37154 0 0 181970 56234 0/ 77625 0 70795 0/ 93325 20893 0 39811 43652 28184 0| 275423
251189 0 0 0 52481 0 0 186209 64565 0/ 89125 0 91201 0 57544 27542 23442 45709 28840 26303 0/ 85114
194984 0 0 0 43652 0 0 162181 46774 0/ 107152 0 97724 0 51286 35481 28840 47863 22909 28184 0| 79433
251189 0 0 0 0 0 0 85114 23442 0/ 75858 0 64565 0/ 41687 28840 26303 41687 20417 0 0/ 67608
309030 0 0 0/ 56234 0 0 213796 66069 0/ 107152 0 95499 0/ 39811 31623 33113 48978 22387 29512 0/ 70795
239883 0 0 0 44668 0 0 218776 48978 0/ 77625 0 93325 0| 72444 32359 38905 61660 33884 35481 0| 114815

Anaeslundil S constellati Enodatum |P gingivalis |A.a Fnucvicen Crectus | Tsocranski Esaburreur P micros  V.parvula Aviscosus | Sanginosus Ssanguis | A gerencser Soralis  C.ochracea A israelii

5 6 7 8 9 10 " 12 13 14 15 16 17 18

L-D- 1A 43652 524807 50119, 26303 60256 70795 25704 194984 38019 575440 1621810.097 263027 102329 407380 43652 194984 14791 54954
1B 30903 208930 38019 18197 42658 40738 0 52481 28840 416869 1548816.619 275423 58884 457088 36308 151356 10000 46774

1c 28184 69183 23988 12589 32359 32359 0 0| 21878 194984 1412537.545 223872 37154 223872 0 107152 6918.3 39811

1D 32359 323594 27542 9549.9 23988 23442 0 0 19953 316228 1412537.545 123027 54954 81283 26303 52481 0 0

L-D+ 2A 28840 199526 25119 0 23442 29512 0 0| 21380 275423 1584893.192 251189 44668 141254 27542 95499 10233 36308
50 ug/ml 2B 50119 95499 20417 9772.4 23988 28840 0 42658 0 138038 1548816.619 309030 41687 169824 0 100000 11220 87096
2C 45709 389045 31623 11749 19055 27542 0 0 0 478630 1513561.248 309030 64565 79433 30200 58884 10471 37154

2D 38905 301995 39811/ 11482 30200 38019 0 57544 18197 436516 1862087.137 616595 72444 281838 43652 102329 15849 40738

L+D- 3A 32359 154882 29512 12882 32359 37154 0 69183 20417 489779 1819700.859 478630 56234 213796 52481 102329 26915 0
3B 27542 67608 16218 10471 36308 42658 0 64565 19055 102329 1659586.907 346737 39811 281838 64565 169824 23988 0

3C 56234 346737 41687| 15849 39811 52481 26915 154882 28840 588844 1584893.192 436516 63096 186209 74131 208930 29512 46774

3D 33113 141254 34674 14791 41687 56234 46774 83176 25704 645654 1819700.859 588844 66069 281838 74131 147911 23988 58884

L+D+ 4A 42658 257040 35481 11749 31623 79433 35481 95499 25704 588844 1862087.137 645654 83176 245471 93325 288403 36308 66069
4B 23442 123027 26303| 10233 30903 50119 32359 38905 24547 645654 1584893.192 346737 67608 229087 61660 223872 23442 38905

4c 28840 85114 23988 15136 34674 74131 25704 85114 30903 239883 1621810.097 354813 81283 234423 66069 162181 26915 0

4D 25704 120226 26303 14125 25119 63096 0 26303 28184 323594 1737800.829 457088 89125 301995 77625 213796 27542 41687

L-D+ 5A 42658 245471 31623 15849 33884 61660 46774 70795 58884 309030 1819700.859 562341 138038 446684 93325 208930 40738 47863
25 pg/ml - 5B 27542 275423 34674 16596 16982 83176 28184 208930 26915 416869 1412537.545 169824 257040 147911 48978 138038 30903 0
5C 52481 107152 30200 20893 25704 45709 21878 95499 28184 398107 1412537.545 301995 89125 239883 60256 128825 28840 35481

5D 48978 239883 33113 32359 41687 102329 57544 154882 46774 562341 1819700.859 501187| 186209 616595 107152 275423 40738 35481
Sintermediu T denticola | P nigrescen A.odontolyt| F.nuc polym Cshowae | F periodonti Nmucosa |Fucnuc  Cgingivalis | Sgordonii | Tforsythia Snoxa  |P.acne | P.melanoge Smitis | E corrodens G.morbillori C sputigenal Lbuccalis | C.gracilis | P intermedic
20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

346737 0 0 19953 43652 15136 75858 138038 81283 54954 1E+06 0 50119 0 0| 47863 48978 173780 29512 128825 0| 47863
114815 0 0 21878 37154 14791 0 93325 57544 42658 2E+06 0 42658 0 0| 45709 39811 95499 19953 93325 0/ 35481
60256 0 0 17378 25119 10233 0 64565 36308 30903 1E+06 0 33113 0 0| 27542 25704 43652 16218 66069 0/ 25119
218776 0 0 0 19953 10471 0 53703 19055 28840 602560 0 26915 0 0/ 19055 28840 70795 13183 61660 0/ 17378
97724 0 0 15849 20417 10965 0 58884 27542 31623 1E+06 0 37154 0 0| 34674 39811 123027 15849 70795 0/ 26303
81283 0 0 0/ 24547 10000 0 61660 42658 30903 933254 0 39811 0 0/ 29512 36308 75858 18621 66069 0/ 30200
208930 0 0 0/ 18621 9332.5 0 48978 35481 22909 630957 0 33113 0 0/ 26915 31623 48978 16218 58884 0| 28840
144544 0 0 16596 30200 12882 0 85114 43652 43652 1E+06 0 44668 33113 11482 52481 34674 69183 23988 87096 0/ 33113
93325 0 0 12882 20893 13804 0 77625 45709 34674 1E+06 0 46774 31623 0| 23988 30200 79433 16982 70795 0/ 30903
53703 0 0 14454 27542 0 0 61660 41687 22387 1E+06! 0 47863 0 0/ 30200 33884 66069 16596 72444 0/ 33884
251189 0 0 15488 26915 17378 0 69183 48978 25119 851138 0 56234 36308 11482 38905 40738 66069 21380 69183 0/ 33884
79433 0 0 22387 52481 12589 0 89125 70795 22387 1E+06 17378 57544 35481 0| 39811 64565 97724 20893 77625 0/ 32359
85114 0 0 29512 45709 29512 100000 123027 74131 33884 1E+06 0 74131 41687 0| 57544 50119 691831 23442 95499 134896 46774
213796 0 0 21878 25119 27542 0 77625 53703 43652 870964 0 56234 0 0| 39811 39811 194984 18621 72444 0/ 30200
70795 0 0 20417 22909 12882 123027 100000 60256 39811 912011 8912.5 72444 40738 0/ 35481 51286 213796 18197 74131 0/ 38019
79433 0 53703 23988 31623 23988 67608 91201 44668 41687 794328 0 64565 0 12882 45709 58884 245471 18621 79433 131826/ 36308
245471 43652 0 23442 40738 20417 70795 125893 97724 47863 1E+06 18621 89125 32359 16218 56234 74131 616595 32359 123027 131826 50119
239883 0 0 0/ 20893 10233 87096 72444 40738 46774 537032 0 47863 0 0/ 33113 35481 512861 15849 61660 0/ 28840
81283 0 0 0/ 21380 89125 85114 64565 37154 29512 537032 9120.1 56234 0 0| 28184 37154 83176 18197 58884 0| 23988

0

138038 38019 21380 31623 15136/ 66069 107152 100000 44668 1E+06 9332.5 89125 33113 12882 48978 53703 426580 28184 112202 123027 39811
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Apéndice 2 S
A naeslundii S.constellati Enodatum | P gingivalis A.a Fnucvicen Crectus  T.socranski Esaburreur P.micros  V.parvula A.viscosus | S.anginosus Ssanguis A gerencser Soralis | C.ochracea  Aisraelii

5 11 18

LD- 1A 67608 169824 14454 109648 43652 380189 0 58884 48978 83176 1023292.992 93325 323504 52481 56234 97724 69183 0

1B 54954 74131 9549.9 52481 37154 288403 0 61660 20512 57544 977237.221 70795 134896 38019 28840 77625 39811 0

1c 54954 69183 8912.5 48978 33884 251189 0 0 28184 63096 954992.586 87096 81283 28840 30903 87096 34674 0

1D 53703 87096 10000 56234 30903 257040 0 0 28184 70795 977237.221 100000 138038 30903 30200 147911 45709 0

LD+  2A 61660 60256 7079.5 61660 33884 199526 0 0 31623 43652 933254.3008 87096 77625 28184 29512 97724 41687 0

50 ug/ml 2B 46774 85114 9549.9 53703 0 144544 0 0 28184 69183 1047128.548 87096 169824 28184 27542 77625 39811 0

2c 58884 64565 10965 48978 30200 436516 0 0 34674 63096 1047128.548 125893 102329 33884 28840 85114 36308 0

2D 63096 52481 10965 67608 47863 245471 0 0 28840 54954 9332543008 74131 72444 28184 26303 97724 66069 0

L+D-  3A 61660 131826 12303 66069 27542 213796 0 0 42658 117490 1071519.305 117490 354813 44668 32359 112202 41687 0

3B 70795 257040 16218 79433 37154 316228 0 0 47863 199526 1071519.305 144544 457088 46774 38019 169824 50119 0

3c 75858 64565 13183 144544 46774 436516 0 0 30903 93325 954992.586 87096 131826 34674 28184 131826 48978 0

3D 60256 97724 11482 75858 30200 257040 0 0 34674 123027 1000000 100000 371535 37154 30903 95499 48978 0

L+D+  4A 74131 77625 13804 85114 41687 489779 0 0 34674 177828 954992.586 91201 229087 37154 26303 186209 41687 0

50 ug/mi 4B 64565 69183 12023 100000 0 398107 0 0 72444 100000 933254.3008 87096 245471 38905 32350 128825 64565 0

4c 53703 79433 18197 125893 30200 363078 0 0 38905 173780 O77237.221 112202 263027 46774 29512 120226 53703 0

4D 83176 97724 36308 158489 27542 446684 0 0 42658 165959 977237.221 109648 288403 44668 30903 218776 60256 0

LD+ 5A 58884 63096 15488 93325 40738 309030 0 0 44668 81283 977237.221 104713 194984 50119 25119 239883 58884 0

25 pg/ml 58 52481 63096 14791 74131 40738 229087 0 0 52481 79433 1047128.548 114815 181970 48978 32359 263027 50119 0

5C 52481 58884 14791 64565 46774 218776 0 0 43652 87096 933254.3008 100000 102329 43652 29512 158489 47863 0

5D 57544 63096 15136 117490 29512 263027 0 0 39811 93325 1023292.992 109648 186209 41687 26303 134896 48978 0

L+D+  6A 61660 87096 12580 79433 52481 316228 0 0 44668 154882 977237.221 125893 346737 63096 120226 117490 39811 0

25 ug/ml 6B 61660 45709 13804 83176 27542 141254 0 0 40738 56234 1023292.992 120226 75858 38019 28184 112202 42658 0

6C 57544 85114 15488 67608 31623 363078 0 0 42658 234423 1047128.548 151356 295121 47863 32359 100000 45709 0

6D 60256 91201 13490 64565 0 257040 0 0 45709 147911 1202264.435 186209 363078 53703 33113 186209 48978 0

Sintermediu T denticola P nigrescen| A odontolyt|F.nuc polym| C.showae | F periodonti N.mucosa Fnucnuc  Cgingivalis Sgordonii | Tforsythia Snoxia  P.acne | P.melanoge Smitis | Ecorrodens Gmorbiliori C sputigena Lbuccalis | C.gracilis | P.intermedic

20 29 32 34 39 P. interm

66069 0 144544 26303 177828 0 72444 39811 169824 0 54954 0 131826 0/ 104713 81283 33684 42658 38905 51286 0| 263027

40738 0 85114 22387 97724 0 50119 0 75858 0 43652 0 64565 0 52481 50119 19498 24547 18197 33884 0 8709

33884 0 93325 23442 64565 0 50481 0 74131 0 40738 0 67608 0 46774 54954 14791 30200 19498 28184 0 89125

46774 0 75858 22387 64565 0 47863 25704 85114 0 58884 0 81283 0 40738 52481 23988 29512 19055 30200 0 75858

35481 0 79433 0 45709 0 43652 0 70795 0 57544 0 81283 0 47863 58884 26915 28840 20417 33113 0 69183

53703 0 66069 22387 48978 0 41687 0 60256 0 46774 0 85114 0 41687 47863 20512 33113 19498 37154 0 64565

45709 0 63096 0/ 109648 0 67608 30200 186209 0 53703 0 83176 0 35481 48078 25704 36308 20893 41687 0 58884

41687 0 67608 o 77625 0 45709 0 95499 0 45709 0 8709 0 64565 47863 20512 31623 21878 30200 0 54954

85114 0 69183 0 83176 0 53703 25119 95499 0 64565 0 81283 0 44668 56234 30200 40738 23988 39811 0 69183

95499 0 58884 26303 117490 0 64565 34674 181970 0 69183 0 117490 0| 48978 66069 20512 45709 28184 48978 o 74131

56234 0 83176 0/ 112202 0 48978 32350 141254 0 52481 0 77625 0 64565 58884 25704 38019 25119 45709 0 85114

83176 0 72444 0/ 117490 0 52481 30200 117490 0 51286 0 100000 0 58884 58884 20512 45709 28184 43652 0 77625

72444 0 102329 0| 234423 0 75858 32359 281838 0 51286 0 74131 0 63096 70795 27542 45709 27542 58884 0 93325

74131 0 123027 26303 173780 0 74131 30903 245471 0 66069 0 120226 0 77625 72444 31623 54954 31623 64565 125893 117490

64565 0 117490 26303 181970 0 69183 33113 234423 0 74131 0 81283 0 75858 64565 23442 52481 30903 63096 134896 173780

69183 0 109648 25119 204174 0 58884 41687 275423 0 60256 0 93325 0 69183 77625 31623 63096 29512 74131 128825 208930

52481 0 95499 25704 117490 0 43652 52481 154882 0 58884 0 81283 0 66069 66069 36308 67608 29512 79433 0/ 125893

50119 0 83176 29512 85114 0 45700 57544 104713 0 67608 0 81283 0 60256 74131 37154 77625 30200 72444 0 93325

43652 0 89125 28840 162181 0 53703 56234 120226 0 47863 0 72444 0 64565 58884 38019 63096 25119 72444 o 97724

48978 0 107152 29512 123027 0 47863 46774 169824 0 60256 12589 79433 0 69183 64565 38019 75858 24547 66069 0/ 173780

61660 0 120226 30200 177828 0 66069 52481 234423 34674 107152 0 81283 0 63096 70795 47863 81283 26303 89125 0| 134896

39811 0 100000 25119 77625 0 64565 50119 81283 39811 75858 0 83176 0| 60256 54954 41687 87096 24547 60256 0 89125

63096 0 123027 28840 213796 0 75858 43652 251189 0 6309 15488 81283 0 60256 72444 44668 85114 36308 66069 0/ 114815

66069 0 107152 31623 134896 0 63096 47863 181970 31623 74131 0 8709 0/ 67608 87096 47863 77625 29512 67608 165959 177828

A.naeslundii S.constellat E.nodatum | P gingivalis A.a F.nuc vicen C.rectus T.socranski E.saburreurr P.micros  V.parvula  A.viscosus S.anginosus S.sanguis A .gerencser S.oralis C.ochracea A israelii

5 10 16 18

LD- 1A 478630 83176 50119 25119 177828 61660 123027 61660 123027 1E+06 1E+06 269153 36308 69183 549541 34674 154882

1B 190546 58884 38019 16982 60256 26303 58884 54954 64565 588844 263027 93325 30200 0 316228 19498 70795

1C | 204174 57544 27542 19498 67608 31623 63096 56234 58884| 575440 295121 87096 34674 0 501187 23988 123027

1D 295121 58884 35481 13490 107152 31623 75858 0| 67608 851138 588844| 177828 34674 0 457088 23442 154882

LD+ 2A 275423 47863 38019 15136 81283 38019 64565 0| 58884 363078 309030 112202 29512 60256 478630 28184 102329

50 ug/ml 2B | 288403 46774 33113 15488 93325 40738 66069 0| 50119 645654 416869 87096 33884 0 426580 28184 102329

2C 123027 44668 34674 15136 66069 40738 70795 0 54954 512861 371535 93325 29512 0 281838 22387 87096

20 190546 60256 54954 15488 81283 46774 81283 0| 64565 1E+06 512861 204174 36308 0 436516 19055 97724

L+D-  [3A 154882 70795 33884 14125 104713 54954 104713 75858 72444 1E+06 630957 169824 43652 83176 346737 21878 165959

3B 220087 67608 38905 15488 87096 44668 72444 53703 64565 1E+06 831764 177828 45709 91201 741310 34674 120226

3C | 426580 70795 44668 19498 169824 46774 89125 67608 67608 933254 707946 229087 45700 93325 478630 38905 223872

3D 100000 70795 29512 14791 61660 33884 45709 0| 56234 794328 331131| 288403 38019 0 275423 25704 72444

L+D+  4A 177828 64565 31623 18621 64565 38905 48978 60256 63096 1E+06 691831 95409 37154 56234 398107 30903 120226

50 ug/ml 4B | 275423 69183 57544 16982 93325 57544 66069 97724) 77625 1E+06 891251 281838 52481 58884 724436 53703 125893

4 147911 66069 50119 21878 75858 41687 54954 70795 79433 1E+06 562341 151356 48978 0 380189 46774 173780

4D 186209 57544 38905 18621 85114 50119 52481 79433 69183 1E+06 851138 97724 43652 0 398107 41687 234423

LD+ 5A | 630957 66069 41687 23442 199526 77625 70795 83176 64565 851138 537032 102329 41687 79433 489779 44668 416869

25 ug/ml 58 301995 57544 45709 21380 95499 75858 48978 75858 74131 977237 549541 89125 38905 75858 457088 53703 275423

5C 134896 58884 33884 38019 81283 50119 52481 56234 67608 741310 363078 154882 36308 0 380189 32350 93325

5D | 691831 72444 34674 33884 218776 87096 70795 104713| 87096 741310 380189 112202 43652 83176 457088 41687 467735

L+D+  6A 239883 72444 44668 31623 102329 56234 48978 83176 75858 1E+06 501187 169824 46774 63096 630957 40738 194984

25ug/ml 6B | 218776 63096 44668 33884 91201 54954 44668 97724 67608 933254 407380 91201 42658 0 323594 38905 186209

6C 363078 70795 32350 42658 158489 83176 50119 117490 74131 1E+06 602560 114815 45709 79433 549541 46774 331131

6D 309030 77625 35481 60256 95499 95499 44668 91201 79433 1E+06 645654 186209 51286 75858 549541 45709 199526



.
Apéndice 2 6

21 22 23 24 25 27 31 32 35 37 40

20417 39811 0 562341 58884 83176 0 537032 41687 0 75858 87096 151356 69183 79433 323594 60256 295121 32359 281838 0 67608
10471 23442 0 91201 26915 38019 0 208930 20893 0 36308 50119 58884 35481 58884 75858 0 123027 13183 85114 0 61660
11749 17783 0 97724 17783 41687 0 144544 20893 10965 40738 43652 60256 37154 33884 77625 32359 144544 16982 218776 114815 46774
12589 28184 0 141254 21878 44668 0 204174 19055 0 39811 53703 58884 33884 35481 85114 75858 186209 16596 144544 0 60256
13804 38905 0 95499 31623 39811 0 204174 22387 20893 34674 61660 47863 40738 30903 66069 37154 134896 16218 158489 0 72444
10233 25704 0 112202 22909 42658 0 213796 28184 11482 33884 61660 61660 37154 33884 64565 37154 112202 18621 165959 0 60256
11749 25119 0 89125 26303 41687 0 138038 23988 10471 33113 58884 61660 29512 30903 61660 23442 169824 21878 165959 0 70795
14791 23988 0 190546 24547 43652 0 199526 25119 12303 38905 54954 67608 50119 26303 63096 24547 138038 12589 190546 0 74131
15849 26915 0 107152 25704 45709 0 275423 30200 12882 51286 52481 72444 38019 26915 67608 26915 151356 16218 147911 0 48978
18621 33113 0 204174 36308 61660 0 295121 36308 23442 60256 77625 79433 35481 28840 87096 26915 181970 22387 229087 0 66069
21380 30200 0 288403 45709 67608 0 426580 56234 50119 45709 75858 81283 38905 28184 85114 51286 181970 22909 102329 0 64565
23442 19498 0 83176 26915 41687 0 204174 60256 30200 40738 58884 56234 19953 30200 69183 0 125893 15136 123027 0 54954
19953 27542 0 123027 27542 46774 0 165959 50119 33884 43652 77625 77625 25704 33884 69183 29512 186209 23442 134896 0 72444
28184 34674 0 223872 48978 57544 0 199526 63096 34674 64565 75858 95499 35481 34674 114815 41687 194984 21380 95499 0 63096
25119 36308 0 165959 38905 54954 66069 158489 54954 38019 61660 79433 107152 29512 40738 85114 39811 165959 26915 151356 0 72444
25119 33113 0 95499 35481 46774 0 186209 66069 35481 48978 85114 102329 29512 46774 77625 52481 208930 25704 75858 0 79433
25704 43652 0 549541 85114 69183 85114 489779 85114 37154 48978 77625 89125 43652 39811 83176 199526 181970 20893 107152 0 57544
23442 37154 0 239883 70795 48978 0 331131 72444 41687 53703 64565 93325 30200 46774 72444 77625 144544 24547 64565 0 66069
22909 30200 0 131826 37154 45709 0 147911 56234 42658 44668 74131 95499 26303 47863 69183 45709 144544 20417 138038 72444 87096
21380 50119 97724 562341 72444 75858 72444 380189 64565 50119 48978 79433 85114 36308 42658 79433 165959 112202 23442 123027 0 75858
23988 33884 0 134896 33884 47863 69183 181970 67608 48978 79433 70795 89125 27542 38019 79433 43652 107152 23988 66069 0 64565
26303 48978 0 323594 30200 45709 0 194984 42658 28184 52481 58884 109648 26303 57544 69183 50119 114815 23988 77625 0 51286
26915 39811 0 380189 44668 52481 102329 331131 63096 32359 69183 64565 95499 38019 41687 93325 56234 102329 25704 93325 70795 56234
27542 42658 102329 204174 47863 53703 85114 213796 61660 39811 52481 81283 107152 38905 50119 77625 48978 107152 28840 77625 0 83176

A naeslundii S.constellati Enodatum | P gingivalis A.a F nuc vicen | C rectus. T socranskil E.saburreun P.micros | Vparvula A viscosus | Sanginosus Ssanguis A gerencser Soralis | Cochracea A israelii

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

L-D- 1A 70795 70795 33113 70795 50119 81283 0 47863 69183 1E+06 194984 97724 61660 162181 177828 275423 0
1B 40738 56234 25119 41687 40738 52481 0 22387 39811 933254 131826 53703 42658 112202 81283 57544 0

1C 53703 64565 28840 28840 34674 42658 0 32359, 53703 1E+06 165959 56234 48978 97724 190546 66069 0

1D 54954 58884 31623 33113 39811 57544 0 34674 46774 1E+06 213796 52481 39811 120226 117490 69183 0

L-D+ 2A 53703 64565 32359 56234 34674 69183 0 30200, 47863 1E+06 158489 61660 44668 123027 158489 151356 0
50 yg/ml 2B 64565 72444 31623 40738 44668 69183 0 39811 43652 1E+06 169824 52481 42658 97724 229087 64565 0
2C 53703 64565 32359 32359 32359 33113 0 32359 42658 1E+06 346737 50119 36308 89125 85114 61660 0

2D 54954 83176 27542 44668 25119 69183 0 38905 43652 1E+06 181970 77625 41687 97724 208930 42658 0

L+D- 3A 63096 81283 29512 32359 41687 38019 0 38905 44668 1E+06 380189 72444 56234 102329 229087 48978 0
3B 40738 69183 26303 25704 48978 37154 0 23988 40738/ 1E+06 213796 48978 38905 79433 89125 47863 0

3C 50119 67608 29512 24547 29512 39811 0 31623 48978 1E+06 147911 48978 42658 72444 89125 52481 0

3D 46774 89125 29512 30200 34674 69183 0 43652 47863 1E+06 154882 77625 51286 125893 331131 40738 0

L+D+ 4A 48978 77625 47863 53703 34674 53703 0 41687 67608 1E+06 177828 79433 43652 100000 204174 51286 0
50 pg/ml 4B 61660 83176 74131 52481 37154 52481 0 48978 58884 1E+06 128825 66069 48978 109648 331131 43652 0
4C 51286 87096 43652 66069 40738 47863 0 42658 57544 1E+06 549541 63096 40738 120226 173780 64565 0

4D 46774 79433 28184 42658 35481 39811 0 39811 42658 1E+06 117490 60256 45709 120226 281838 40738 0

L-D+ 5A 56234 95499 70795 32359 33884 47863 0 45709 57544 1E+06 151356 61660 39811 173780 234423 45709 0
25 pg/ml 5B 54954 85114 60256 83176 40738 42658 0 44668 53703 1E+06 123027 72444 40738 107152 213796 32359 0
5C 52481 512861 30200 30903 30200 43652 0 48978 69183 1E+06 138038 588844 77625 144544 660693 51286 0

5D 58884 74131 48978 53703 31623 46774 0 60256 58884 1E+06 162181 56234 44668 147911 102329 57544 0

L+D+ 6A 57544 91201 48978 77625 42658 69183 0 53703| 69183 1E+06 123027 63096 52481 114815 295121 72444 0
25 pg/ml 6B 60256 89125 33884 51286 42658 61660 0 61660, 61660 1E+06 218776 63096 72444 123027 218776 53703 0
6C 46774 75858 40738 56234 33884 43652 0 47863 52481 1E+06 112202 70795 57544 125893 251189 66069 0

6D 53703 74131 37154 46774 28840 38019 0 52481 53703 1E+06 114815 54954 45709 131826 52481 19055 0
Sintermediu T denticola P nigrescen| A odontolyt|F.nuc polym| C.showae | F periodonti N.mucosa Fnucnuc  Cgingivalis Sgordonii | Tforsythia Snoxia  P.acne | P.melanoge Smitis | E.corrodens Gmorbiliori C sputigena Lbuccalis | C.gracilis | P.intermedic
19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
147911 22387 0 37154 75858 45709 95499 28840 79433 218776 301995 38019 467735 79433 87096 275423 60256 281838 60256 97724 61660 48978
63096 0 0 30903 47863 28184 25119 46774 60256 57544 15849 87096 0 48978 97724 44668 91201 46774 51286 0 52481
60256 0 0 22387 28184 25704 0 44668 42658 69183 72444 10233 69183 72444 34674 89125 41687 72444 35481 47863 0 38019
44668 0 0 38905 28840 28184 0 46774 23988 57544 50119 16218 74131 85114 42658 79433 38905 77625 26915 35481 0 54954
46774 0 0 38905 23442 22909 0 56234 26303 38905 69183 15488 67608 64565 51286 81283 35481 67608 23442 38905 0 53703
50119 0 0 40738 30903 25704 0 46774 31623 42658 61660 14125 66069 0 47863 85114 33113 74131 23442 36308 0 46774
44668 0 0 42658 26915 23442 0 43652 25704 48978 53703 21878 64565 158489 51286 58884 39811 91201 26303 43652 0 64565
50119 0 0 39811 30903 24547 0 58884 26303 39811 64565 28184 70795 0 47863 79433 39811 83176 28840 56234 50119 66069
57544 0 0 35481 35481 23442 0 72444 29512 42658 93325 16596 85114 81283 29512 83176 32359 79433 26915 53703 0 31623
42658 0 0 30903 30903 15136 0 51286 19055 26303 45709 8511.4 53703 0 32359 63096 27542 63096 18621 33884 0 26303
42658 0 0 25119 33884 18197 0 97724 32359 39811 57544 9549.9 67608 0 23988 75858 33113 64565 22909 30903 0 20893
60256 0 0 31623 35481 18197 0 83176 33884 52481 93325 12589 61660 0 27542 95499 35481 89125 25119 60256 0 33884
46774 0 0 46774 36308 23442 0 158489 33113 85114 87096 21878 70795 58884 54954 75858 43652 72444 33884 60256 0 74131
61660 16596 0 52481 83176 23442 0 245471 61660 69183 75858 26303 74131 57544 85114 95499 42658 75858 28184 46774 0 97724
47863 0 0 35481 40738 26303 0 128825 38019 52481 81283 24547 79433 0 52481 79433 50119 91201 25119 45709 0/ 63096
40738 0 0 48978 54954 29512 0 131826 24547 36308 74131 20893 72444 91201 48978 77625 38905 89125 30200 66069 0 67608
45709 16218 0 34674 38905 26915 0 109648 46774 48978 67608 10233 64565 0 39811 74131 33884 64565 19953 38905 64565 63096
47863 0 0 47863 47863 36308 138038 194984 42658 51286 64565 21380 61660 0 38905 75858 38905 61660 17783 63096 0 48978
158489 23442 0 42658 45709 26303 123027 100000 54954 37154 288403 17783 57544 69183 48978 269153 34674 75858 18197 48978 64565 56234
46774 15849 0 42658 48978 30200 0 346737 104713 54954 53703 25704 79433 0 47863 66069 38019 75858 23442 50119 0 72444
54954 19055 0 42658 72444 24547 93325 223872 67608 75858 87096 30200 74131 0 70795 87096 30200 75858 40738 66069 75858 89125
57544 28840 0 47863 58884 37154 0 190546 47863 51286 575440 30200 77625 63096 50119 95499 60256 89125 21878 63096 0 52481
70795 38019 0 48978 48978 23988 91201 177828 64565 64565 199526 16596 67608 0 48978 91201 34674 74131 21380 48978 0 50119
32359 22909 0 40738 43652 17378 0 95499 48978 42658 64565 22909 58884 0 44668 74131 43652 81283 21380 72444 0 56234



Apéndice 2

L-D-

L-D+
50 pg/ml

L+D-

L+D+
50 pg/ml

L-D+
25 pg/ml

L+D+
25 pg/mi

29512.09
20892.96
23988.33
21379.62

19498.45
33884.42
40738.03
42657.95

52480.75
57543.99
60255.96
58884.37

52480.75
30902.95
46773.51
42657.95

56234.13
56234.13
69183.1
67608.3

46773.51
38904.51

31622.78
40738.03

L-D-

L-D+
50 pg/ml

L+D-

L+D+
50 pg/ml

L-D+
25 pg/ml

L+D+
25 pg/ml

9772.372

o

7079.458
0

0

o

8317.638
0

9549.926
10232.93
11481.54
10964.78

8912.509
13182.57
11220.18
7585.776

15848.93
15135.61

12882.5
11220.18

10000
10232.93
12589.25

12882.5

1A
1B
1C
1D

2B
2C
2D
3A
3B
3C
3D

26302.68  36307.81
18197.01 19952.62
26302.68 36307.81
26302.68 38904.51

12589.25 29512.09
13803.84 48977.88
22387.21 53703.18
25118.86 51286.14

30902.95 72443.6
33113.11 64565.42
35481.34 77624.71
28840.32  69183.1

30902.95 69183.1
37153.52 38018.94
30902.95 58884.37
26302.68 53703.18

42657.95 77624.71
42657.95 53703.18
43651.58 89125.09
52480.75 79432.82

33113.11 48977.88
35481.34  51286.14
34673.69 28183.83
38904.51  42657.95

33884.42  30199.52 42657.95 13182.57 56234.13.
2344229 19952.62 33113.11 8709.636 38904.51 42657.95
16982.44| 18620.87 23988.33 6918.31 31622.78 42657.95

24547.09  35481.34 26302.68 169824.4 16595.87

39810.72

7413.102' 20417.38 11748.98 74131.02 0 39810.72
12022.64 21877.62 14454.4 56234.13 0 39810.72

14454.4| 20892.96 13182.57 52480.75 0 0
7585.776 11481.54 9332.543 66069.34 0 0
13489.63 14454.4 12302.69 74131.02 0 0

16218.1| 17782.79 18620.87 91201.08 0 0
16982.44 25118.86 20892.96 151356.1 12589.25 0

20892.96 27542.29 25118.86
27542.29| 32359.37 28183.83

21877.62 35481.34 26915.35 162181

20417.38  30199.52 26302.68

16595.87 23988.33 18197.01

27542.29 31622.78 34673.69 190546.1

17378.01 24547.09 21379.62
15488.17  30902.95 23442.29

26915.35 36307.81 30199.52
21877.62 36307.81 32359.37
20892.96 42657.95 30199.52
23442.29 42657.95 30902.95

18620.87 25703.96 19952.62
21379.62 30902.95 25118.86
21877.62| 29512.09 28183.83

38904.51) 52480.75 29512.09 467735.1

109647.8

20417.38  16595.87 21877.62 7943.282 32359.37 30902.95 33113

21379.62 144544 34673.69 6918.31 48977.88 39810.72 56234.

29512.09 17378.01) 37153.52 9332.543 64565.42 34673.69

33884.42 23988.33 50118.72 12022.64 85113.8  47863.01 91201
39810.72 31622.78  57543.99 11481.54 74131.02 50118.72 93325

4365158 31622.78 81283.05 16982.44 97723.72| 64565.42
50118.72) 42657.95 74131.02 16982.44 95499.26| 72443.6

52480.75 42657.95 66069.34 15135.61) 93325.43 63095.73 95499.

37163.52 30199.52) 61669.5 15488.17 89125.09 57543.99

3981072 28183.83  52480.75 11220.18 66069.34 53703.18/ 83176.
30199.52 43651.58  53703.18 16982.44 69183.1 87096.36 87096.

35481.34) 28183.83 51286.14 10964.78 63095.73 47863.01
36307.81) 22908.68 48977.88 11220.18 58884.37 36307.81

47863.01) 44668.36 134896.3 16982.44 281838.3 75857.76
48977.88  40738.03| 102329.3 16695.87 269153.5 85113.8
66069.34) 36307.81 75857.76 15135.61 138038.4 64565.42
70794.58  40738.03 83176.38 16595.87 223872.1 66069.34

38904.51) 25118.86 72443.6 14454.4) 91201.08] 54954.09
51286.14) 29512.00 75857.76 12882.5 91201.08| 64565.42
40738.03) 33884.42 70794.58 16982.44 9332543 67608.3
52480.75 38018.94) 97723.72 17378.01) 199526.2 70794.58

Anaeslundii | S.constellatus|Enodatum | P gingivalis

1

2 3 4

54954.09 44668.36 53703.18/ 69183.1
35481.34  33884.42  44668.36 28840.32
34673.69 32359.37 38018.94) 42657.95
25703.96  27542.29 26915.35 24547.09

23442.29 30902.95 21877.62 21877.62
25703.96  22387.21 30902.95 46773.51
21877.62, 22908.68 25118.86 30199.52
25703.96  26302.68 23988.33 32359.37

25118.86 27542.29 25118.86 30199.52
27542.29 27542.29 47863.01 37153.52
35481.34  32359.37 41686.94 35481.34
38018.94 33113.11 57543.99 42657.95

28183.83 38018.94 26915.35 26302.68
28840.32 26302.68 34673.69 25703.96
34673.69 33113.11 26302.68 38904.51
36307.81 25703.96 44668.36 33884.42

28840.32 32359.37 22908.68 36307.81
32359.37 28183.83 19952.62 38904.51
42657.95 32359.37| 30199.52 72443.6
32359.37  35481.34  34673.69 43651.58

36307.81 31622.78 30902.95 35481.34
26915.35 33113.11 61659.5 35481.34
29512.09 30902.95 37153.52 95499.26
64565.42 51286.14  39810.72| 41686.94

Aa F.

39810.72
34673.69
30902.95
24547.09

25118.86
22387.21
24547.09
20417.38

26915.35
26915.35
29512.09
37153.52

27542.29
28840.32
35481.34
32359.37

36307.81
21379.62
29512.09
26915.35

26302.68
28183.83
30902.95
53703.18

251188.6) 15848.93
204173.8  16218.1

16218.1

234422.9 15135.61

95499.26 11481.54

20417.38

109647.8 13182.57
154881.7 | 12302.69

380189.4 19952.62
426579.5 19952.62
251188.6) 18197.01
2754229 14454.4

18197.01

1110715.1;

13 1000(

67608.3 14125.3!

08 20417.3¢
43 22387.2

263026.8 22908.6:
257039.6 23442.2

26 23988.3:

125892.5 24547.0¢

38 21877.6:
36 23442.2

85113.8 23988.3;
85113.8 28183.6:

660693.4 33113.1
524807.5 42657.9!
338844.2 27542.2
363078.1 30199.5!

208929.6 21877.6:
295120.9 31622.7
186208.7 44668.3¢
245470.9 23442.2

nue vicen

6

354813.4
316227.8
301995.2
223872.1

162181
181970.1
158489.3
301995.2

251188.6
223872.1
323593.7
234422.9

446683.6
295120.9
263026.8
346736.9

301995.2
190546.1
758577.6

162181

407380.3
218776.2
213796.2
151356.1

0
27542.29
0
6.

25118.8¢

)

0

)

23442.29

263026.8 12302.69 23988.33
2754229 17782.79 34673.69
177827.9 18197.01

56234.13
0

74131.02 40738.03 41686.94
70794.58 31622.78  16218.1
58884.37 19498.45 13803.84

9 15135.61

0 15488.17
8 20892.96
8 26915.35
1 25703.96

8 32359.37
9 37153.52
3 34673.69
9 26302.68

2 28840.32
9 42657.95
3 24547.09
3 21877.62

1 32359.37
5 41686.94
9 41686.94
2 3311311

2 32359.37
8 23442.29
6 41686.94
9 32359.37

Crectus

61659.5
26302.68
28840.32
22908.68

20892.96
21379.62

16218.1
19498.45

20417.38
22387.21
23442.29
46773.51

20892.96
15848.93
20417.38
26302.68

28840.32
22908.68
23988.33
30902.95

23442.29
27542.29
29512.09
54954.09

29512.09 39810.72
10964.78 15135.61

12882.5 16982.44
18197.01  21877.62

14125.38  11481.54.
16982.44 32359.37

21877.62 33113.11

22387.21

28183.83 77624.71
70794.58
31622.78 114815.4
28183.83 30199.52

33113.11

25118.86 34673.69

66069.34

34673.69 33113.11

24547.09 26302.68
21379.62 36307.81

36307.81

95499.26

34673.69 51286.14

28840.32 83176.38
32359.37 275422.9

20417.38 25703.96
26915.35 64565.42

26915.35 29512.09
32359.37  42657.95

16135.61 41686.94

7413.102] 32359.37
4677.351 30199.52
4786.301 20892.96

5248.075 18620.87
6456.542 20892.96

8709.636 33113.11
10471.29 24547.09

14791.08| 35481.34
14125.38| 40738.03
13803.84| 33113.11
12022.64 29512.09

10964.78| 28840.32

10471.29 42657.95

13489.63 30199.52
10964.78| 23442.29

19952.62| 48977.88
19054.61/ 45708.82
20417.38 42657.95
17782.79| 39810.72

14791.08| 32359.37
14791.08| 34673.69
15488.17| 41686.94
18620.87| 34673.69

Tsocranski

8

40738.03
22387.21
47863.01

0

o oo o

28183.83
14791.08
53703.18

0

olo oo

13182.57
14791.08
15848.93
95499.26

0
64565.42

=)

25118.86

E.saburreum

9

67608.3
45708.82
33113.11
29512.09

28840.32
25118.86
28840.32
29512.09

38018.94
40738.03
48977.88
51286.14

40738.03
37153.52
37153.52
39810.72

46773.51
35481.34
42657.95
47863.01

34673.69
40738.03
42657.95
77624.71

15488.17 19054.61 42657.95

0 8511.38 15488.17
0 6606.934 21379.62
0 7079.458 17782.79

0 9332543  16218.1
0 10000 26915.35

18620.87 14125.38 50118.72
14791.08 16982.44 39810.72

18197.01 23442.29 37153.52
22387.21 25118.86 58884.37,
18197.01 26302.68 38904.51
18197.01  16218.1 38904.51

0 16218.1 33884.42

19054.61 14125.38 87096.36

0 20417.38 33884.42
0 20892.96 30199.52

29512.09 32359.37 44668.36
25118.86 28183.83 66069.34
27542.29 34673.69 79432.82
29512.09 30199.52 53703.18

15135.61 21877.62 40738.03
2344229 27542.29 35481.34
19498.45 21877.62 79432.82
22908.68 30902.95 42657.95

P.micros  Vparvula

10! 11

87096.36) 676083
38018.94  645654.2
36307.81) 371535.2
27542.29 416869.4

31622.78 676083
28183.83| 436515.8
31622.78  380189.4
33884.42) 371535.2

79432.82| 602559.6
34673.69 575439.9
46773.51 645654.2
54954.09 1288250

54954.09  537031.8
42657.95 512861.4
52480.75 691831
39810.72) 707945.8

79432.82  870963.6
67608.3 524807.5
46773.51 676083
64565.42 691831

57543.99 691831
47863.01 776247.1
54954.09 645654.2
79432.82 1548817

812830.5 40738.03 54954.09 3630
177827.9 19952.62 40738.03 128
524807.5 37153.52 64565.42 1479
151356.1 2754229  61659.5 1513!

87096.36 22908.68 47863.01 1071
301995.2 30902.95 75857.76 15848.93 37153.

724436 48977.88 89125.09 25703.96 48977.
380189.4 45708.82 93325.43 22908.68 46773.

2181 31622.78  67608.3

457088.2 42657.95 93325.43 2511
457088.2 33113.11 70794.58 21877.62 50118.
1071519 64565.42 47863.01 32359.37 53703.

851138 42657.95 79432.82 28840.32 57543.

22387.21

12882.5
16982.44
13182.57

14454.4
16595.87
22908.68
25703.96

30199.52
30902.95
25703.96
26302.68

23442.29
34673.69
26302.68
25118.86

38904.51
38904.51
34673.69
30902.95

30199.52
30902.95
32359.37
26302.68

Aviscosus

12

23442.29
29512.09
30199.52
30199.52

28183.83
26302.68
25118.86
23988.33

26915.35
33884.42
30199.52
45708.82

31622.78
33884.42
31622.78
30199.52

34673.69
23442.29
33113.11
35481.34

32359.37
36307.81
34673.69
141253.8

7.81
82.5

5.61

5.19 29512,

954992.6  67608.3 199526.2 28183.83 60255.
812830.5 58884.37 16!
630957.3 54954.09 223872.1 28183.83 53703.
812830.5 48977.88 85113.8 26915.35 52480.
194984.5 39810.72 181970.1 23442.29 37153.
1479108 77624.71 41686.94 37153.52 57543.
263026.8 30199.52 93325.43 19952.62 39810.
363078.1 28183.83 77624.71 20892.96 36307..

1096478 74131.02 97723.72 28183.83 67608.3
1096478 60255.96 89125.09 28183.83 67608.3
707945.8 56234.13 281838.3 42657.95 69183.1
467735.1 38904.51 190546.1 28183.83 57543.

8.86 46773.

19498.45 10964.78
13803.84 5754.399
16595.87 7079.458
13489.63 5495.409

16695.87 6025.596
19952.62 6456.542
25703.96 8709.636

29512.09

42657.95

24547.09

39810.72 15135.61
32359.37 10232.93
26915.35 10232.93

52480.75  16218.1
20892.96
18197.01
3715352 16218.1

47863.01
42657.95

35481.34 13182.57
39810.72 13489.63
39810.72 17782.79
32359.37 13489.63

Sanginosus

13

39810.72
35481.34
34673.69
26302.68

33884.42
22908.68
23442.29
29512.09

32359.37
30902.95
31622.78
36307.81

31622.78
33113.11
35481.34.
40738.03

43651.58
30902.95
40738.03
32359.37

35481.34
32359.37
35481.34
60255.96

56234.
32359.37
1.08 30902.95
33884.42

13489.63
33113.11 13489.63
36307.81 12302.69
30199.52 11481.54

13/ 102329.
38904.51 24547.09
28840.32 19952.62
33884.42 15135.61

-0

3 30199.52

09| 22387.21 21877.62
52| 52480.75 20892.96
88| 83176.38 25703.96
51 70794.58 26915.35

96| 48977.88 30199.52

97723.72 38018.94

18| 52480.75 28183.83
75 54954.09 19054.61

52| 45708.82 32359.37

99| 398107.

2 26915.35

72| 44668.36 33884.42
81 41686.94 12882.5

57543.99 28840.32
128825 41686.94
218776..

2 30902.95

99| 87096.36 26302.68

51 45708.82 22387.21
72| 44668.36 46773.51

18| 213796..

2 39810.72

99| 77624.71 31622.78

27542.29 28840.32
19952.62 32359.37
17782.79 22387.21
15488.17 28183.83

19952.62 15848.93
19952.62 31622.78
3019952 32359.37

10000 41686.94 28840.32

41686.94  33884.42
38904.51 36307.81
34673.69 27542.29
38904.51 34673.69

10000 33884.42 24547.09

S.sanguis

14

44668.36
26915.35
23988.33
18620.87

18620.87
19952.62
17782.79
18197.01

20417.38
23442.29
23988.33
30199.52

27542.29
26302.68
29512.09
28183.83

27542.29
20892.96
26915.35
26302.68

30902.95
33884.42
29512.09
46773.51

51286.14 38904.51
38904.51 30199.52
34673.69 30902.95

6309573 51286.14
64565.42  42657.95
56234.13 53703.18
40738.03 40738.03

38018.94  36307.81
28183.83 48977.88
40738.03 42657.95
42657.95 33884.42

21379.62
13489.63
12589.25
13489.63

13182.57
15488.17
17782.79
21379.62

23442.29
26915.35
25703.96
20892.96

18620.87
24547.09
18197.01
15135.61

31622.78
28183.83
35481.34
28183.83

19498.45
20892.96
22908.68
27542.29

13182.57
14791.08
8709.636
13182.57

11220.18
18620.87
18197.01
20892.96

29512.09
30902.95
29512.09
28840.32

22387.21
21379.62
29512.09
30902.95

43651.58
40738.03
52480.75
46773.51

33884.42
30199.52
27542.29
38904.51

Agerencseriae S.oralis

15

54954.09

69183.1
51286.14
54954.09

50118.72
56234.13
53703.18
53703.18

66069.34
64565.42

69183.1
87096.36

63095.73
64565.42
58884.37

67608.3

58884.37
53703.18

72443.6
60255.96

57543.99
69183.1
72443.6

190546.1

16

58884.37
42657.95
44668.36
31622.78

35481.34
28840.32
35481.34
37153.52

36307.81
35481.34
56234.13
331131.1

39810.72
37153.52
38904.51
57543.99

45708.82
31622.78
89125.09
42657.95

45708.82
46773.51
41686.94

67608.3



éndi F58
Apéndice 2 R
19 1 22 23 25 28 33 36 37
66069.34 17378.01 25703.96 36307.81 61659.5 34673.69 93325.43 25703.96 380189.4 97723.72 524807.5 53703.18 25118.86 21379.62 36307.81 15135.61 28183.83 21877.62 38904.51 51286.14 14791.08 57543.99 22908.68 30199.52
34673.69 17378.01 21379.62 12302.69 39810.72 30902.95 91201.08 20892.96 199526.2 67608.3 301995.2 31622.78 2344229 11748.98 42657.95 14791.08 16218.1 16595.87 19054.61 23988.33 11481.54 36307.81 19498.45 23988.33
58884.37| 13182.57 18197.01 11481.54 72443.6 25703.96 97723.72 14125.38 269153.5 63095.73 245470.9 27542.29 15848.93 20417.38 37153.52 16982.44 13803.84 15135.61 15848.93 19952.62 7585.776 26915.35 13182.57 24547.09
35481.34 12022.64 15135.61 8317.638 44668.36 21379.62 60255.96 12302.69 85113.8 36307.81 83176.38 16982.44 12589.25 12589.25 40738.03 16982.44 12882.5 14454.4 17782.79 19054.61 6165.95 15135.61 15848.93 19498.45
24547.09) 12302.69 16595.87 7943.282 28183.83 22387.21 57543.99 17782.79 97723.72 43651.58 245470.9 53703.18 18620.87 8912.509 36307.81 0 724436 16595.87 17782.79 23442.29 4897.788 18197.01 10715.19 10964.78
54954.09 10715.19 144544 7244.36 44668.36 22387.21 52480.75 15848.93 85113.8 35481.34 77624.71 16595.87 14791.08 22387.21 32359.37 13489.63 8511.38 12302.69 14454.4 16982.44 5248.075 15488.17 10232.93 14125.38
72443.6) 10964.78 16982.44 9120.108 42657.95 26915.35 47863.01 11748.98 74131.02 43651.58 58884.37 37153.52 16595.87 18620.87 37153.52 0 9332543 12302.69 16982.44 16595.87 6918.31 14125.38 8912.509 13489.63
53703.18)  12882.5 19498.45 10471.29 47863.01 29512.09 75857.76 14454.4 144544 46773.51 147910.8 24547.09 18620.87 17378.01 37153.52 0 12589.25 16982.44 16595.87 19498.45 8128.305 18197.01 11220.18 13803.84
28840.32 13182.57 19952.62 10471.29 46773.51 30902.95 58884.37 15488.17 239883.3 50118.72 123026.9 24547.09 22908.68 16218.1 38018.94 14454.4 17782.79 16982.44 22387.21 23442.29 9120.108 20892.96 13182.57 14454.4
32359.37| 14791.08 20892.96 11748.98 67608.3 30199.52 70794.58 13489.63 102329.3 46773.51 95499.26 23442.29 19952.62 17378.01 47863.01 13489.63 22908.68 19498.45 22387.21 24547.09 7585.776 22387.21 14791.08 15848.93
42657.95 14791.08 19498.45 13489.63 57543.99 30199.52 81283.05 14454.4 229086.8 66069.34 213796.2 25703.96 21379.62 16595.87 38904.51 14791.08 15848.93 18197.01 25703.96 29512.09 8709.636 31622.78 13803.84 16982.44
30902.95 19498.45 29512.09 16982.44 51286.14 37153.52 56234.13 30902.95 229086.8 74131.02 77624.71 30902.95 25703.96 20892.96 56234.13 20417.38 12882.5 23442.29 23988.33 30902.95 11748.98 27542.29 42657.95 19952.62
34673.69 14791.08 20417.38 11748.98 45708.82 32359.37 87096.36 15848.93 223872.1 58884.37 263026.8 30902.95 23442.29 13803.84 52480.75 15135.61 15488.17 21877.62 26915.35 30902.95 10000 30199.52 14454.4 18620.87
32359.37 15848.93 26915.35 14454.4 53703.18 30199.52 169824.4 14454.4 363078.1 58884.37 426579.5 25703.96 25703.96 12882.5 51286.14 14454.4 14125.38 22908.68 24547.09 33884.42 9120.108 32359.37 25703.96 25118.86
60255.96| 15135.61 24547.09 16218.1 50118.72 37153.52 177827.9 16982.44 436515.8 51286.14 316227.8 33113.11 26302.68 19952.62 44668.36 16982.44 32359.37 26915.35 28840.32 28840.32 12589.25 39810.72 20417.38 28183.83
23988.33 21379.62 30902.95 14125.38 52480.75 38018.94 97723.72 17782.79 338844.2 56234.13 575439.9 28183.83 22908.68 18197.01 56234.13 15135.61 15848.93 24547.09 25703.96 31622.78 15135.61 36307.81 23988.33 30199.52
31622.78  16595.87 29512.09 16218.1 52480.75 41686.94 72443.6 15488.17 186208.7 60255.96 169824.4 36307.81 30199.52 19952.62 56234.13 15488.17 19498.45 26302.68 27542.29 31622.78 9772.372 32359.37 25703.96 28183.83
34673.69 18197.01 22908.68 10471.29 74131.02 33884.42 85113.8 12589.25 245470.9 53703.18 245470.9 28840.32 23988.33 19952.62 41686.94 18197.01 20417.38 23442.29 29512.09 33113.11 10000 43651.58 26302.68 32359.37
75857.76 15488.17 36307.81 15135.61 63095.73 42657.95 190546.1 16218.1 181970.1 66069.34 275422.9 40738.03 33884.42 25118.86 54954.09 17782.79 22387.21 28183.83 30199.52 44668.36 1513561 38018.94 28183.83 35481.34
38018.94 16595.87 32359.37 15488.17 67608.3 38904.51 79432.82 21379.62 194984.5 87096.36 269153.5 42657.95 32359.37 36307.81 52480.75 14791.08 28183.83 32359.37 35481.34 41686.94 16218.1 44668.36 28183.83 44668.36
32359.37 17782.79 26302.68 15848.93 61659.5 36307.81 77624.71 19952.62 117489.8 46773.51 95499.26 35481.34 28840.32 28183.83 52480.75 15135.61 25118.86 33113.11 35481.34 46773.51 14454.4 33884.42 25118.86 35481.34
25118.86 26302.68 28840.32 18620.87 61659.5 38904.51 147910.8 18197.01 208929.6 60255.96 331131.1 30902.95 34673.69 23988.33 54954.09 15848.93 29512.09 33884.42 36307.81 42657.95 13489.63 42657.95 32359.37 43651.58
31622.78| 19054.61 26915.35 19498.45 45708.82 38904.51 97723.72 20892.96 234422.9 54954.09 363078.1 46773.51 27542.29 19952.62 53703.18 18620.87 23988.33 34673.69 33113.11 45708.82 14791.08 45708.82 28840.32 31622.78
48977.88 33884.42 45708.82 27542.29 41686.94 60255.96 75857.76 48977.88 169824.4 89125.09 91201.08 57543.99 50118.72 18620.87 158489.3 38018.94 21379.62 46773.51 46773.51 63095.73 23988.33 51286.14 58884.37 35481.34
5 16
L-D- 1A 28840.32 70794.58 34673.69 72443.6 53703.18 87096.36 46773.51 43651.58 35481.34 457088.2 1047129 93325.43 93325.43 39810.72 54954.09 47863.01 51286.14 44668.36
1B 29512.09 91201.08 16595.87 35481.34 43651.58 138038.4 46773.51 0 39810.72 891250.9 1071519 87096.36 263026.8 33884.42 39810.72 39810.72 33113.11 40738.03
1C 25118.86 79432.82 14454.4 39810.72 29512.09 95499.26 27542.29 0 29512.09 501187.2 1071519 83176.38 93325.43 32359.37 37153.52  37153.52 24547.09 47863.01
1D 18620.87 75857.76 15848.93 32359.37 26302.68 66069.34 21877.62 0 25118.86 478630.1 1096478 64565.42 89125.09 28840.32 35481.34 31622.78 22387.21 38018.94
L-D+ 2A 22908.68 66069.34 23442.29 39810.72 33113.11 151356.1 0 0 31622.78 158489.3 1122018 81283.05 83176.38 32359.37 40738.03 30199.52 21877.62 44668.36
50 ug/ml 2B 19054.61 44668.36 15488.17 30902.95 34673.69 48977.88 29512.09 0 28183.83 295120.9 1202264 114815.4 77624.71 25118.86 40738.03 32359.37 27542.29 45708.82
2C 22387.21 69183.1 19952.62 33113.11 37153.52 77624.71 0 0 33884.42 446683.6 1174898 77624.71 81283.05 31622.78 38018.94 37153.52 26302.68 46773.51
2D 20892.96 42657.95 19952.62 30199.52 34673.69 70794.58 0 0 37153.52 194984.5 1348963 97723.72 51286.14 26302.68 38904.51 33884.42 26302.68 44668.36
L+D- 3A 22908.68 50118.72 19054.61 35481.34 34673.69 234422.9 39810.72 0 29512.09 416869.4 1148154 91201.08 66069.34 30199.52 37153.52  30199.52 28840.32 47863.01
3B 29512.09 26915.35 19498.45 44668.36 44668.36 436515.8 39810.72 0 32359.37 67608.3 1380384 83176.38 38018.94 26302.68 47863.01 42657.95 30902.95 47863.01
3C 20892.96 39810.72 16595.87 42657.95 35481.34 223872.1 28183.83 0 32359.37 60255.96 1174898 72443.6 57543.99 30902.95 39810.72 41686.94 26915.35 41686.94
3D 22908.68 30902.95 20892.96 40738.03 38904.51 331131.1 0 0 28183.83 51286.14 1318257 75857.76 46773.51 25118.86 41686.94 39810.72 32359.37 37153.52
L+D+ 4A 21379.62 45708.82 16982.44 31622.78 31622.78 81283.05 36307.81 0 28840.32 676083 1148154 60255.96 57543.99 22908.68 33884.42 29512.09 20892.96 34673.69
50 ug/ml 4B 21379.62 52480.75 19952.62 35481.34 33884.42 79432.82 30199.52 0 25703.96 724436 1258925 75857.76 72443.6 25118.86 32359.37 34673.69 21877.62 34673.69
4c 31622.78 57543.99 22908.68 48977.88 34673.69 83176.38 34673.69 0 34673.69 851138 1096478 44668.36 58884.37 27542.29 32359.37 34673.69 25118.86 32359.37
4D 22908.68 60255.96 18620.87 43651.58 32359.37 112201.8 38018.94 0 30902.95 812830.5 1258925 58884.37 56234.13 27542.29 34673.69 28183.83 26302.68 33884.42
L-D+ 5A 36307.81 81283.05 38018.94 43651.58 39810.72 63095.73 0 0 32359.37 331131.1 1174898 91201.08 134896.3 34673.69 43651.58 38018.94 26915.35 46773.51
25 ug/ml 5B 43651.58 81283.05 23988.33 61659.5 53703.18 104712.9 0 19952.62 44668.36 588843.7 1380384 83176.38 87096.36 43651.58 44668.36 42657.95 29512.09 56234.13
5C 37153.52  69183.1 28183.83 39810.72 50118.72 380189.4 28183.83 25118.86 41686.94 812830.5 1445440 97723.72 93325.43 37153.52 48977.88 42657.95 30902.95 57543.99
5D 47863.01 204173.8 29512.09 48977.88 61659.5 223872.1 30199.52 0 40738.03 776247.1 1288250 190546.1 204173.8 44668.36 56234.13 51286.14 29512.09 72443.6
L+D+ 6A 32359.37 77624.71 38018.94 42657.95 46773.51 91201.08 22908.68 25703.96 33884.42 794328.2 1148154 67608.3 70794.58 30199.52 34673.69 33884.42 24547.09 53703.18
25 ug/ml 6B 41686.94 77624.71 21877.62 67608.3 47863.01 3715352 35481.34 0 44668.36 1047129 1258925 107151.9 181970.1 40738.03 50118.72 52480.75 36307.81 64565.42
6C 36307.81 56234.13 25703.96 54954.09 50118.72 151356.1 30199.52 0 42657.95 537031.8 1258925 57543.99 64565.42 35481.34 44668.36 31622.78 27542.29 64565.42
6D 37153.52 23442.29 23988.33 61659.5 46773.51 346736.9 36307.81 0 40738.03 38904.51 1513561 97723.72 35481.34 29512.09 56234.13 33113.11 29512.09 69183.1
25 28 32 33 34 36

74131.02 25118.86 239883.3 54954.09 51286.14 54954.09 81283.05 194984.5 416869.4 141253.8 69183.1 29512.09 85113.8 44668.36 60255.96 64565.42 524807.5 173780.1 63095.73 257039.6 263026.8 72443.6
79432.82 22387.21 77624.71 54954.09 60255.96 52480.75 61659.5 63095.73 162181 44668.36 52480.75 21877.62 87096.36 0 47863.01 58884.37 67608.3 239883.3 34673.69 66069.34 97723.72 74131.02
74131.02 19054.61 85113.8  51286.14 67608.3 41686.94 56234.13 40738.03 194984.5 47863.01 52480.75 21877.62 83176.38 0 47863.01 56234.13 66069.34 151356.1 29512.09 77624.71 97723.72 77624.71
63095.73 20417.38 85113.8) 42657.95 54954.09 28183.83 74131.02 43651.58 112201.8 41686.94 41686.94 19952.62 57543.99 0 35481.34 45708.82 54954.09 81283.05 34673.69 66069.34 72443.6 60255.96
57543.99 0 75857.76 48977.88 83176.38 28840.32 91201.08 44668.36 288403.2 48977.88 46773.51 17378.01 83176.38 0 39810.72 53703.18) 58884.37 93325.43 29512.09 81283.05 74131.02 53703.18
48977.88 0 74131.02) 50118.72 34673.69 38018.94 43651.58 50118.72 6456542 48977.88 44668.36 15848.93 69183.1 0 33884.42 50118.72 58884.37 81283.05 29512.09 66069.34 186208.7 50118.72
58884.37 20892.96 72443.6 53703.18  48977.88 31622.78 52480.75 40738.03 83176.38 42657.95 42657.95 15848.93 69183.1 0 33884.42 48977.88 58884.37 85113.8 27542.29 81283.05 154881.7 61659.5
42657.95 67608.3 47863.01 43651.58 22908.68 63095.73 44668.36 79432.82 47863.01 42657.95 18620.87 58884.37 0 38018.94 44668.36 54954.09 89125.09 30902.95 104712.9 75857.76 48977.88
48977.88 22387.21 93325.43 47863.01 89125.09 44668.36 87096.36 48977.88 426579.5 42657.95 43651.58 19952.62 63095.73 0 43651.58 51286.14 64565.42 9332543 31622.78 87096.36 81283.05 72443.6
28183.83 0 67608.3 47863.01 138038.4 35481.34 169824.4 47863.01 831763.8 58884.37 44668.36 17782.79 64565.42 0 32359.37 48977.88 58884.37 69183.1 26915.35 63095.73 83176.38 61659.5
36307.81 0 81283.05 43651.58 89125.09 33884.42 89125.09 54954.09 724436 51286.14 56234.13 25118.86 67608.3 0 45708.82 51286.14 51286.14 77624.71 27542.29 87096.36 60255.96 64565.42
30199.52 0 85113.8) 52480.75 97723.72 30902.95 125892.5 46773.51 660693.4 43651.58 38904.51 21877.62 63095.73 0 41686.94 42657.95 52480.75 69183.1 23988.33 69183.1 75857.76 67608.3
38018.94 20417.38 85113.8| 40738.03 60255.96 44668.36 52480.75 38018.94 128825 38904.51 34673.69 19498.45 38018.94. 0 27542.29 33884.42 43651.58 60255.96 20892.96 60255.96 93325.43 54954.09
44668.36 20892.96 89125.09 44668.36 53703.18 38904.51 58884.37 48977.88 107151.9 51286.14 42657.95 21379.62 56234.13 0 39810.72 44668.36 54954.09 75857.76 29512.09 64565.42 63095.73 69183.1
51286.14 0 93325.43| 44668.36 44668.36 37153.52 52480.75 47863.01 165958.7 57543.99 39810.72 20892.96 54954.09 0 38018.94 43651.58 44668.36 75857.76 26915.35 61659.5 61659.5 74131.02
51286.14 19498.45 102329.3 44668.36 77624.71 47863.01 70794.58 42657.95 309029.5 48977.88 51286.14 19952.62 54954.09 0 35481.34 46773.51 52480.75 79432.82 26915.35 74131.02 85113.8 64565.42
66069.34 39810.72 91201.08 56234.13  37153.52 38904.51 37153.52 43651.58 141253.8 57543.99 53703.18 26302.68 70794.58 0 38904.51 58884.37 66069.34 91201.08 34673.69 72443.6 79432.82 75857.76
69183.1 28183.83 85113.8 61659.5 60255.96 34673.69 72443.6 58884.37 89125.09 79432.82 63095.73 28840.32 83176.38 0 40738.03 63095.73 69183.1 123026.9 39810.72 61659.5 134896.3 75857.76
60255.96 28183.83 93325.43 67608.3 190546.1 38018.94 79432.82 67608.3 389045.1 66069.34 70794.58 20892.96 93325.43 0 33884.42 56234.13 79432.82 89125.09 30199.52 87096.36 125892.5 64565.42
87096.36 32359.37 87096.36 74131.02 89125.09 34673.69 61659.5 60255.96 398107.2 60255.96 72443.6 29512.09 93325.43 47863.01 44668.36 77624.71 85113.8 251188.6 44668.36 125892.5 138038.4 70794.58
58884.37 22387.21 87096.36 69183.1 85113.8 26915.35 44668.36 33113.11 380189.4 53703.18 41686.94 20892.96 69183.1 0 40738.03 48977.88 60255.96 75857.76 29512.09 66069.34 75857.76 75857.76
69183.1 27542.29 85113.8 56234.13 85113.8 39810.72 74131.02 52480.75 363078.1 46773.51 46773.51 26915.35 112201.8 0 52480.75 69183.1 79432.82 95499.26 35481.34 81283.05 165958.7 87096.36
43651.58 20892.96 173780.1 56234.13 89125.09 33884.42 53703.18 77624.71 501187.2 48977.88 44668.36 28840.32 75857.76 0 47863.01 53703.18 66069.34 70794.58 30902.95 81283.05 72443.6 81283.05
30902.95 20892.96 398107.2 66069.34 457088.2 33884.42 81283.05 58884.37 1047129 54954.09 36307.81 39810.72 75857.76 0 70794.58 54954.09 67608.3 95499.26 39810.72 75857.76 74131.02 245470.9
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Plancténica L-D- L+D+ Sobrev.(%) Reducéao(%)
30J/cm?
A.naeslundii 54532.87 | 54531.11 99.99677 0.00323 0%
S.constellatus 117296.3 | 66924.46 57.0559 42.9441 43%
E.nodatum 24520.77 | 21965.16 89.57777 | 10.42223 10%
P.gingivalis 78684.04 | 23992.73 30.4925 69.5075 69%
A.a 38772.26 | 23437.63 60.44948 | 39.55052 39%
F.nuc vicen 314434.3 | 111563.5 35.4807 64.5193 64%
C.rectus 52116.93 | 12987.02 24.919 75.081 75%
T.socranskii 16967.12 | 28640.68 168.8011 -68.8011 -
E.saburreum 38153.06 | 17574.51 46.06317 | 53.93683 54%
P.micros 206825.4 | 74779.76 36.15598 | 63.84402 64%
V.parvula 1101563 | 587142.5 53.30086 | 46.69914 46%
A.viscosus 313971 | 213270.3 67.92675 | 32.07325 32%
S.anginosus 159164.9 | 106434.7 66.87071 | 33.12929 33%
S.sanguis 116219.5 | 78586.33 67.61888 | 32.38112 32%
A.gerencseriae 145976.8 | 107110.4 73.37495 | 26.62505 26%
S.oralis 351685.2 | 311826.9 88.66648 | 11.33352 11%
C.ochracea 34136.91 22954.5 67.24247 | 32.75753 32%
A.israelii 26961.87 | 17702.41 65.6572 34.3428 34%
S.intermedius 61826.06 | 45130.97 72.99668 | 27.00332 27%
T.denticola 10569.88 | 722.7199 6.83754 | 93.16246 93%
P.nigrescens 47726.68 19717.6 41.31358 | 58.68642 58%
A.odontolyticus 121722.2 | 47670.41 39.16328 | 60.83672 60%
F.nuc polymo 138478.6 | 95162.24 68.71982 | 31.28018 31%
C.showae 64736 | 35027.67 54.10849 | 45.89151 45%
F.periodonticum 125797.5 | 78449.94 62.36208 | 37.63792 37%
N.mucosa 140380 | 68171.96 48.56244 | 51.43756 51%
F.nucnuc 263447.8 | 96627.43 36.67802 | 63.32198 63%
C.gingivalis 78612.61 | 60369.83 76.79408 | 23.20592 23%
S.gordonii 413708.9 | 215251.5 52.0297 47.9703 47%
T.forsythia 18464.95 | 11780.87 63.80126 | 36.19874 36%
S.noxia 124285.7 60533.3 48.70496 | 51.29504 51%
P.acne 9098.504 | 6871.851 75.52726 | 24.47274 24%
P.melaninogenica 74594.25 | 35565.76 47.67896 | 52.32104 52%
S.mitis 197608.2 | 227983.3 115.3714 | -15.3714 -
E.corrodens 73236.58 | 30853.28 42.12824 | 57.87176 57%
G.morbilliorium 273465.7 | 186336.6 68.13893 | 31.86107 31%
C.sputigena 76772.71 | 13725.44 17.87802 | 82.12198 82%
L.buccalis 102470 | 61810.16 60.32025 | 39.67975 39%
C.gracilis 176041.7 | 40154.03 22.80939 | 77.19061 7%

P.intermedia 81592.29 | 130054.7 159.3958 | -59.3958 -
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Plancténica L-D- L+D+ Sobrev.(%) Reducao(%)
60J/cm?

A.naeslundii 59478.2 43956.14 | 73.90294 26.09706 | 26%
S.constellatus 158566.7 | 184718.6 | 116.4927 -16.4927 | -
E.nodatum 28093.1 14205.5 50.5658 49.4342 49%
P.gingivalis 41130.73 | 10228.11 | 24.86732 75.13268 | 75%
Aa 27216.48 | 5762.097 | 21.17135 78.82865 | 78%
F.nuc vicen 147503 19209.29 | 13.02298 86.97702 | 87%
C.rectus 78049.65 | 6831.007 | 8.75213 91.24787 | 91%
T.socranskii 41081.37 | 12361.88 | 30.09121 69.90879 | 70%
E.saburreum 27512.32 | 35530.41 | 129.1436 -29.1436 | -
P.micros 143473.8 | 81544.42 | 56.83576 43.16424 | 43%
V.parvula 1274469 354531.7 | 27.81799 72.18201 | 72%
A.viscosus 244113.7 | 207348.5 | 84.93931 15.06069 | 15%
S.anginosus 231532.6 | 239675.9 | 103.5171 -3.51713 | -
S.sanguis 97623.08 | 138211.9 | 141.5771 -41.5771 -
A.gerencseriae 155436.1 102004.5 | 65.62472 34.37528 | 34%
S.oralis 594523.4 | 343927.2 | 57.84923 42.15077 | 42%
C.ochracea 51015.43 | 16637.05 | 32.6118 67.3882 67%
A.israelii 43981.16 | 32888.82 | 74.77934 25.22066 | 25%
S.intermedius 115995.8 | 138736.2 | 119.6045 -19.6045 | -
T.denticola 25833.35 | 6811.772 | 26.36813 73.63187 | 73%
P.nigrescens 93983.23 | 9024.098 | 9.60182 90.39818 | 90%
A.odontolyticus 76951.66 | 66499.95 | 86.41782 13.58218 | 13%
F.nuc polymo 150891.5 | 32639.24 | 21.63093 78.36907 | 78%
C.showae 50089.63 | 6084.911 | 12.14805 87.85195 | 87%
F.periodonticum 186519.5 | 28989.32 | 15.54225 84.45775 | 84%
N.mucosa 119058.7 | 82567.99 | 69.35066 30.64934 | 30%
F.nucnuc 250147.8 | 91031.15 | 36.39095 63.60905 | 63%
C.gingivalis 61026.69 | 105655.7 | 173.1303 -73.1303 | -
S.gordonii 321068.6 | 296819.4 | 92.44735 7.55265 7%
T.forsythia 13325.6 9310.026 | 69.86572 30.13428 | 30%
S.noxia 52585.88 | 37604.88 | 71.51136 28.48864 | 28%
P.acne 25711.24 | 14563.49 | 56.6425 43.3575 43%
P.melaninogenica | 93221.5 62326.42 | 66.85842 33.14158 | 33%
S.mitis 387681.4 | 264741.4 | 68.28839 31.71161 | 31%
E.corrodens 32422.08 | 23615.14 | 72.8366 27.1634 27%
G.morbilliorium 265900.3 | 372939.9 | 140.2555 -40.2555 | -
C.sputigena 16570.52 | 14287.51 | 86.22246 13.77754 | 13%
L.buccalis 64274.97 | 101067.4 | 157.2422 -57.2422 | -
C.gracilis 261097.3 | 27016.54 | 10.34731 89.65269 | 89%

P.intermedia 65552.07 | 44904.25 | 68.50165 31.49835 | 31%
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Biofilme L-D- L+D+ Sobrev.(%) Reducgao(%)
30J/cm’

A.naeslundii 92287.43 93409.45 101.21579 -1.21579 -
S.constellatus 198371.4 197488.4 99.55488 0.44512 0.4
E.nodatum 31611.4 33431.15 105.75663 -5.75663 -
P.gingivalis 41706.41 49729.39 119.2368 -19.2368 -
A.a 63423.36 48141.44 75.9049 24.0951 24%
F.nuc vicen 124904 .4 154647.3 123.81253 -23.81253 -
C.rectus 17328.43 15801.34 91.18737 8.81263 8%
T.socranskii 18400.45 12291.01 66.79733 33.20267 33%
E.saburreum 40654.38 41287.87 101.55823 -1.55823 -
P.micros 290258.2 337753.9 116.36326 -16.36326 -
V.parvula 1.13186E6 1.25395E6 110.78657 -10.78657 -
A.viscosus 369486.4 333149.9 90.16567 9.83433 9.8%
S.anginosus 168434.6 202705.6 120.34677 -20.34677 -
S.sanguis 145153.7 144097.2 99.27215 0.72785 -
A.gerencseriae 53776.5 64536.23 120.00824 -20.00824 -
S.oralis 203607.1 234326.1 115.08739 -15.08739 -
C.ochracea 25754.91 33087.3 128.46987 -28.46987 -
A.israelii 32256.15 30462.13 94.43821 5.56179 5.5%
S.intermedius 122015.5 100552.6 82.40969 17.59031 17.6%
T.denticola 11893.48 13014.34 109.42416 -9.42416 -
P.nigrescens 36108.96 32023.61 88.68605 11.31395 11.3%
A.odontolyticus 64265.1 50017.45 77.82988 22.17012 22.1%
F.nuc polymo 66153.54 108333 163.75994 -63.75994 -
C.showae 20184.76 21644.77 107.23323 -7.23323 -
F.periodonticum 40786.3 59687.39 146.34176 -46.34176 -
N.mucosa 119574.6 111794.2 93.49327 6.50673 6.5%
F.nucnuc 68874.46 119453.5 173.43657 -73.43657 -
C.gingivalis 17591.47 24230.07 137.73761 -37.73761 -
S.gordonii 440208.5 396020.2 89.96196 10.03804 10%
T.forsythia 17371.29 21632.62 124.53088 -24.53088 -
S.noxia 55006.24 67296.19 122.34283 -22.34283 -
P.acne 8785.119 6010.474 68.41653 31.58347 31.5%
P.melaninogenica 37207.46 39703.09 106.70734 -6.70734 -
S.mitis 100106.4 92846.72 92.74804 7.25196 7.2%
E.corrodens 27482.93 29439.62 107.11966 -7.11966 -
G.morbilliorium 79963.07 1401521 175.27103 -75.27103 -
C.sputigena 22061.41 25353.73 114.92343 -14.92343 -
L.buccalis 78370.94 68104.73 86.90049 13.09951 13%
C.gracilis 5740.768 13336.1 232.30515 -132.305 -
P.intermedia 75962.58 100158.8 131.85281 -31.85281 -
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Biofilme 60J/cm® L-D- L+D+ Sobrev.(%) Reducao(%)
A.naeslundii 34948.92 35937.49 102.8286 -2.82861 -
S.constellatus 58269.79 63592.45 109.1345 -9.13451 -
E.nodatum 21558.77 29108.2 135.0179 -35.0179 -
P.gingivalis 37766.6 40475.5 107.1727 -7.17274 -
A.a 32016.61 31523.29 98.45917 1.54083 1.5%
F.nuc vicen 81111.62 91710.55 113.0671 -13.0671 -
C.rectus 13296.9 16382.01 123.2017 -23.2017 -
T.socranskii 13590.31 0 0 100 100%
E.saburreum 28230.22 33247.81 117.7738 -17.7738 -
P.micros 219286.1 285131.6 130.0272 -30.0272 -
V.parvula 871475.9 987399.2 113.302 -13.302 -
A.viscosus 96676.26 115764 .1 119.7441 -19.7441 -
S.anginosus 85071.8 75713.93 89.00003 10.99997 11%
S.sanguis 33926.49 31969.15 94.23064 5.76936 5.7%
A.gerencseriae 67759.46 62849.46 92.75378 7.24622 7.2%
S.oralis 77296.28 137344.8 177.6862 -77.6862 -
C.ochracea 57448.97 33372.91 58.0914 41.9086 42%
A.israelii 19353.04 17674.31 91.32576 8.67424 8.6%
S.intermedius 58541.21 46259.07 79.01967 20.98033 21%
T.denticola 10518.09 9858.808 93.73192 6.26808 6.2%
P.nigrescens 48538.51 42641.08 87.85 12.15 12%
A.odontolyticus 34880.78 40115.38 115.0071 -15.0071 -
F.nuc polymo 44707.2 54823.04 122.6269 -22.6269 -
C.showae 28486.65 26806.36 94.10148 5.89852 5.8%
F.periodonticum 43993.98 40989.41 93.1705 6.8295 6.8%
N.mucosa 59478.13 88924.91 149.5086 -49.5086 -
F.nucnuc 109667.7 100733.7 91.85357 8.14643 8%
C.gingivalis 65317.14 4477417 68.54888 31.45112 31.4%
S.gordonii 65398.13 50393.3 77.05618 22.94382 23%
T.forsythia 17129.27 18436.21 107.6299 -7.62986 -
S.noxia 94684.58 52175.28 55.10431 44.89569 44.8%
P.acne 24762.23 18890.34 76.28691 23.71309 23.7%
P.melaninogenica 37176.8 37836.13 101.7735 -1.7735 -
S.mitis 72033.82 56871.43 78.95101 21.04899 21%
E.corrodens 80365.81 40052.09 49.83723 50.16277 50%
G.morbilliorium 102733.2 61972.03 60.32327 39.67673 39.6%
C.sputigena 30056.28 22268.65 74.08984 25.91016 26%
L.buccalis 64993.59 53180.69 81.82452 18.17548 18%
C.gracilis 58695.67 35645.71 60.72971 39.27029 39%
P.intermedia 44062.73 55797.86 126.6328 -26.6328 -
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Apéndice 3 — Analise estatistica dos experimentos em fase planctonica no
parametro de 30J/cm?

Experimento em fase Plancténica (30 J/cm?)
Média de Sobrevivéncia (%)

Std. 95% Confidence Minimu
N Mean Deviation | Std. Error | Interval for Mean m Maximum
Lower Upper
Bound Bound
1.L-D- 5 100.0000 | .00000 .00000 100.0000 | 100.0000 | 100.00 100.00
2.L-D+ 5 91.8880 | 33.42588 | 14.94851 | 50.3843 | 133.3917 | 57.83 135.00
3.L+D- 5 98.7180 | 35.83160 | 16.02438 | 54.2272 | 143.2088 | 66.01 154.41
4. L+D+ 5 29.4800 27.48419 | 12.29130 | -4.6461 63.6061 .85 67.56
5.L-D+ps |5 41.1840 |14.30252 |6.39628 |23.4251 |58.9429 | 23.71 54.41
Total 25 | 72.2540 39.10335 | 7.82067 56.1129 88.3951 .85 154.41
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F
Bé’twee” 23253.189 4 5813297 | 8.648
roups
Within Groups 13444.543 20 672.227
Total 36697.732 24
In one-way ANOVA, the total variation is partitioned into two components.
1.Between Groups: represents variation of the group means around the overall
mean.

2. Within Groups represents variation of the individual scores around their
respective group means.
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: Sobrevivéncia

Mean
Difference 95% Confidence Interval

(I) Grupos  (J) Grupos (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Tukey HSD  1.00 2.00 8.11200 | 16.39789 .987 -40.9566 57.1806
3.00 1.28200 | 16.39789 1.000 -47.7866 50.3506

4.00 70.52000% | 16.39789 .003 21.4514 119.5886

5.00 58.81600* | 16.39789 .014 9.7474 107.8846

2.00 1.00 -8.11200 | 16.39789 .987 -57.1806 40.9566
3.00 -6.83000 | 16.39789 .993 -55.8986 42.2386

4.00 62.40800* | 16.39789 .009 13.3394 111.4766

5.00 50.70400* | 16.39789 .041 1.6354 99.7726

3.00 1.00 -1.28200 | 16.39789 1.000 -50.3506 47.7866
2.00 6.83000 | 16.39789 .993 -42.2386 55.8986

4.00 69.23800* | 16.39789 .003 20.1694 118.3066

5.00 57.53400* | 16.39789 .017 8.4654 106.6026

4.00 1.00 -70.52000* | 16.39789 .003 -119.5886 -21.4514
2.00 -62.40800* | 16.39789 .009 -111.4766 -13.3394

3.00 -69.23800* | 16.39789 .003 -118.3066 -20.1694

5.00 -11.70400 | 16.39789 .951 -60.7726 37.3646

5.00 1.00 -58.81600* | 16.39789 .014 -107.8846 -9.7474
2.00 -50.70400* | 16.39789 .041 -99.7726 -1.6354

3.00 -57.53400* | 16.39789 .017 -106.6026 -8.4654

4.00 11.70400 | 16.39789 .951 -37.3646 60.7726

Bonferroni 1.00 2.00 8.11200 | 16.39789 1.000 -43.5971 59.8211
3.00 1.28200 | 16.39789 1.000 -50.4271 52.9911

4.00 70.52000% | 16.39789 .003 18.8109 122.2291

5.00 58.81600* | 16.39789 .018 7.1069 110.5251

2.00 1.00 -8.11200 | 16.39789 1.000 -59.8211 43.5971
3.00 -6.83000 | 16.39789 1.000 -58.5391 44.8791

4.00 62.40800* | 16.39789 .011 10.6989 114.1171

5.00 50.70400 | 16.39789 .057 -1.0051 102.4131

3.00 1.00 -1.28200 | 16.39789 1.000 -52.9911 50.4271
2.00 6.83000 | 16.39789 1.000 -44.8791 58.5391

4.00 69.23800* | 16.39789 .004 17.5289 120.9471

5.00 57.53400* | 16.39789 .022 5.8249 109.2431

4.00 1.00 -70.52000* | 16.39789 .003 -122.2291 -18.8109
2.00 -62.40800* | 16.39789 .011 -114.1171 -10.6989

3.00 -69.23800* | 16.39789 .004 -120.9471 -17.5289

5.00 -11.70400 | 16.39789 1.000 -63.4131 40.0051

5.00 1.00 -58.81600* [ 16.39789 .018 -110.5251 -7.1069
2.00 -50.70400 | 16.39789 .057 -102.4131 1.0051

3.00 -57.53400* | 16.39789 .022 -109.2431 -5.8249

4.00 11.70400 | 16.39789 1.000 -40.0051 63.4131

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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Homogeneous Subsets

Sobrevivéncia

Subset for alpha = .05
| ___Grupos N 1 2

Tukey HSD? 4.00 5 29.4800
5.00 5 41.1840

2.00 5 91.8880

3.00 5 98.7180

1.00 5 100.0000

Sig. .951 .987

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.
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Apéndice 4 — Analise estatistica dos experimentos em fase planctdonica no
parametro de 60J/cm?

Experimento em fase Plancténica (60 J/cm?)
Média de Sobrevivéncia (%)

Std. 95% Confidence
N Mean Deviation | Std. Error Interval for Mean Minimum | Maximum
Lower Upper
Bound Bound
1.L-D- 7 100.0000 | .00000 .00000 100.0000 | 100.0000 | 100.00 100.00
2.L-D+ 7 69.3571 31.18568 | 11.78708 | 40.5152 98.1991 16.64 115.27
3.L+D- 7 75.8100 | 16.53284 |6.24883 |60.5197 | 91.1003 | 43.20 90.64
4. L+D+ 7 19.7829 | 11.89119 |4.49445 |8.7853 30.7804 | 4.65 36.11
5.L-D+ 25 7 30.1071 16.79911 | 6.34947 14.5706 456437 | 7.01 54.29
Total 35 |59.0114 |34.77759 |5.87849 |47.0649 |70.9579 |4.65 115.27
ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square F
Between Groups 31105.391 4 7776.348 23.290
Within Groups 10016.950 30 333.898
Total 41122.341 34
In one-way ANOVA, the total variation is partitioned into two components.
1.Between Groups: represents variation of the group means around the overall
mean.

2. Within Groups represents variation of the individual scores around their
respective group means.
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: Sobrevivéncia

Mean
Difference 95% Confidence Interval

(I) Grupos  (J) Grupos (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Tukey HSD  1.00 2.00 30.64286* | 9.76727 .029 2.3118 58.9739
3.00 24.19000 9.76727 123 -4.1410 52.5210

4.00 80.21714*| 9.76727 .000 51.8861 108.5482

5.00 69.89286% | 9.76727 .000 41.5618 98.2239

2.00 1.00 -30.64286* | 9.76727 .029 -58.9739 -2.3118
3.00 -6.45286 9.76727 .963 -34.7839 21.8782

4.00 49.57429*| 9.76727 .000 21.2433 77.9053

5.00 39.25000* | 9.76727 .003 10.9190 67.5810

3.00 1.00 -24.19000 9.76727 123 -52.5210 4.1410
2.00 6.45286 9.76727 .963 -21.8782 34.7839

4.00 56.02714* | 9.76727 .000 27.6961 84.3582

5.00 45.70286* | 9.76727 .001 17.3718 74.0339

4.00 1.00 -80.21714*| 9.76727 .000 -108.5482 -51.8861
2.00 -49.57429*| 9.76727 .000 -77.9053 -21.2433

3.00 -56.02714*| 9.76727 .000 -84.3582 -27.6961

5.00 -10.32429 9.76727 .827 -38.6553 18.0067

5.00 1.00 -69.89286* | 9.76727 .000 -98.2239 -41.5618
2.00 -39.25000* | 9.76727 .003 -67.5810 -10.9190

3.00 -45.70286* | 9.76727 .001 -74.0339 -17.3718

4.00 10.32429 9.76727 .827 -18.0067 38.6553

Bonferroni 1.00 2.00 30.64286* | 9.76727 .038 1.0500 60.2357
3.00 24.19000 9.76727 191 -5.4029 53.7829

4.00 80.21714*| 9.76727 .000 50.6243 109.8100

5.00 69.89286% | 9.76727 .000 40.3000 99.4857

2.00 1.00 -30.64286* | 9.76727 .038 -60.2357 -1.0500
3.00 -6.45286 9.76727 1.000 -36.0457 23.1400

4.00 49.57429*| 9.76727 .000 19.9814 79.1671

5.00 39.25000* | 9.76727 .004 9.6571 68.8429

3.00 1.00 -24.19000 9.76727 191 -53.7829 5.4029
2.00 6.45286 9.76727 1.000 -23.1400 36.0457

4.00 56.02714*| 9.76727 .000 26.4343 85.6200

5.00 45.70286* | 9.76727 .001 16.1100 75.2957

4.00 1.00 -80.21714*| 9.76727 .000 -109.8100 -50.6243
2.00 -49.57429* | 9.76727 .000 -79.1671 -19.9814

3.00 -56.02714*| 9.76727 .000 -85.6200 -26.4343

5.00 -10.32429 9.76727 1.000 -39.9171 19.2686

5.00 1.00 -69.89286* | 9.76727 .000 -99.4857 -40.3000
2.00 -39.25000* | 9.76727 .004 -68.8429 -9.6571

3.00 -45.70286* | 9.76727 .001 -75.2957 -16.1100

4.00 10.32429 9.76727 1.000 -19.2686 39.9171

*. The mean difference is significant at the .05 level.



ﬂpénﬁce 4 ===== == =2:9%

Homogeneous Subsets

Sobrevivéncia

Subset for alpha = .05
| ___ Grupos N 1 2 3
Tukey HSD®  4.00 7 19.7829
5.00 7 30.1071
2.00 7 69.3571
3.00 7 75.8100 75.8100
1.00 7 100.0000
Sig. .827 .963 123
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 7.000.
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Apéndice 5 — Analise estatistica dos experimentos em biofilme no parametro
de 30 J/cm?

Experimento em Biofilme (30 J/cm?)
Média de Sobrevivéncia (%)

Std. 95% Confidence
N Mean Deviation | Std. Error | Interval for Mean Minimum | Maximum
Lower Upper
Bound Bound
1.L-D- 5 100.0000 | .00000 .00000 100.0000 | 100.0000 | 100.00 100.00
2.L-D+ 5 88.2240 | 14.18334 |6.34298 | 70.6131 105.8349 | 69.73 101.84
3.L+D- 5 103.2740 | 11.67222 | 5.21997 | 88.7810 | 117.7670 | 91.26 116.00
4. L+D+ 5 72.9880 | 26.21075 | 11.72180 | 40.4431 105.5329 | 45.54 112.90
5.L-D+ 25
5 96.1480 | 8.35978 | 3.73861 85.7680 | 106.5280 | 83.42 106.77
6.L+D+ 5
5 91.6860 | 9.57327 |4.28130 |79.7992 | 103.5728 | 80.49 104.76
Total 30 |92.0533 |16.25689 |2.96809 |85.9829 |98.1238 |45.54 116.00
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2920.524 5 584.105 | 2.955| .032
Within Groups 4743.779 24 197.657
Total 7664.303 29

In one-way ANOVA, the total variation is partitioned into two components.

1.Between Groups: represents variation of the group means around the overall

mean.

2. Within Groups represents variation of the individual scores around their
respective group means.
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Dependent Variable: Sobrevivéncia

Multiple Comparisons

=216

Mean
Difference 95% Confidence Interval

(1) Grupos  (J) Grupos (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Tukey HSD  1.00 2.00 11.77600 8.89174 .769 -15.7166 39.2686
3.00 -3.27400 8.89174 .999 -30.7666 24.2186

4.00 27.01200 8.89174 .056 -.4806 54.5046

5.00 3.85200 8.89174 .998 -23.6406 31.3446

6.00 8.31400 8.89174 .933 -19.1786 35.8066

2.00 1.00 -11.77600 8.89174 .769 -39.2686 15.7166
3.00 -15.05000 8.89174 .549 -42.5426 12.4426

4.00 15.23600 8.89174 537 -12.2566 42.7286

5.00 -7.92400 8.89174 .945 -35.4166 19.5686

6.00 -3.46200 8.89174 .999 -30.9546 24.0306

3.00 1.00 3.27400 8.89174 .999 -24.2186 30.7666
2.00 15.05000 8.89174 549 -12.4426 42.5426

4.00 30.28600%| 8.89174 .025 2.7934 57.7786

5.00 7.12600 8.89174 .964 -20.3666 34.6186

6.00 11.58800 8.89174 .780 -15.9046 39.0806

4.00 1.00 -27.01200 8.89174 .056 -54.5046 .4806
2.00 -15.23600 8.89174 537 -42.7286 12.2566

3.00 -30.28600% | 8.89174 .025 -57.7786 -2.7934

5.00 -23.16000 8.89174 135 -50.6526 4.3326

6.00 -18.69800 8.89174 319 -46.1906 8.7946

5.00 1.00 -3.85200 8.89174 .998 -31.3446 23.6406
2.00 7.92400 8.89174 .945 -19.5686 35.4166

3.00 -7.12600 8.89174 .964 -34.6186 20.3666

4.00 23.16000 8.89174 135 -4.3326 50.6526

6.00 4.46200 8.89174 .996 -23.0306 31.9546

6.00 1.00 -8.31400 8.89174 .933 -35.8066 19.1786
2.00 3.46200 8.89174 .999 -24.0306 30.9546

3.00 -11.58800 8.89174 .780 -39.0806 15.9046

4.00 18.69800 8.89174 319 -8.7946 46.1906

5.00 -4.46200 8.89174 .996 -31.9546 23.0306
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Bonferroni

1.00 2.00 11.77600 8.89174 1.000 -17.1967 40.7487
3.00 -3.27400 8.89174 1.000 -32.2467 25.6987
4.00 27.01200 8.89174 .085 -1.9607 55.9847
5.00 3.85200 8.89174 1.000 -25.1207 32.8247
6.00 8.31400 8.89174 1.000 -20.6587 37.2867
2.00 1.00 -11.77600 8.89174 1.000 -40.7487 17.1967
3.00 -15.05000 8.89174 1.000 -44.0227 13.9227
4.00 15.23600 8.89174 1.000 -13.7367 44.2087
5.00 -7.92400 8.89174 1.000 -36.8967 21.0487
6.00 -3.46200 8.89174 1.000 -32.4347 25.5107
3.00 1.00 3.27400 8.89174 1.000 -25.6987 32.2467
2.00 15.05000 8.89174 1.000 -13.9227 44.0227
4.00 30.28600* | 8.89174 .035 1.3133 59.2587
5.00 7.12600 8.89174 1.000 -21.8467 36.0987
6.00 11.58800 8.89174 1.000 -17.3847 40.5607
4.00 1.00 -27.01200 8.89174 .085 -55.9847 1.9607
2.00 -15.23600 8.89174 1.000 -44.2087 13.7367
3.00 -30.28600* | 8.89174 .035 -59.2587 -1.3133
5.00 -23.16000 8.89174 .233 -62.1327 5.8127
6.00 -18.69800 8.89174 .692 -47.6707 10.2747
5.00 1.00 -3.85200 8.89174 1.000 -32.8247 25.1207
2.00 7.92400 8.89174 1.000 -21.0487 36.8967
3.00 -7.12600 8.89174 1.000 -36.0987 21.8467
4.00 23.16000 8.89174 .233 -5.8127 52.1327
6.00 4.46200 8.89174 1.000 -24.5107 33.4347
6.00 1.00 -8.31400 8.89174 1.000 -37.2867 20.6587
2.00 3.46200 8.89174 1.000 -25.5107 32.4347
3.00 -11.58800 8.89174 1.000 -40.5607 17.3847
4.00 18.69800 8.89174 .692 -10.2747 47.6707
5.00 -4.46200 8.89174 1.000 -33.4347 24.5107

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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Homogeneous Subsets

Sobrevivéncia

Subset for alpha = .05

Grupos 1 2
Tukey HSD?  4.00 5 72.9880

2.00 5 88.2240 88.2240
6.00 5 91.6860 91.6860
5.00 5 96.1480 96.1480
1.00 5 | 100.0000 | 100.0000
3.00 5 103.2740
Sig. .056 .549

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.
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Apéndice 6 — Andlise estatistica dos experimentos em biofilme no parametro
de 60 J/cm?

Experimento em Biofilme (60 J/cm?)
Média de Sobrevivéncia (%)

Std. 95% Confidence Interval
N Mean Deviation Std. Error for Mean Minimum Maximum
Lower Upper
Bound Bound
1.L-D- 4 100.0000 .00000 .00000 100.0000 100.0000 100.00 100.00
2.L-D+ 4 77.9125 11.19438 5.59719 60.0997 95.7253 66.11 90.20
3.L+D- 4 84.5225 33.26252 16.63126 31.5944 137.4506 62.05 134.00
4. L+D+ 4 59.5800 14.72457 7.36229 36.1499 83.0101 42.34 77.70
5.L-D+(25)
4 87.8600 13.10373 6.55187 67.0090 108.7110 72.71 102.00
6.L+D+(25)
1LD 4 71.5750 15.75489 7.87745 46.5054 96.6446 55.50 87.39
Total 24 80.2417 20.32575 4.14898 71.6589 88.8245 42.34 134.00
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 3896.787 5 779.357 2.503 .069
Within Groups 5605.340 18 311.408
Total 9502.128 23

In one-way ANOVA, the total variation is partitioned into two components.

1.Between Groups: represents variation of the group means around the overall

mean.

2. Within Groups represents variation of the individual scores around their
respective group means.
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Dependent Variable: Sobrevivéncia

Multiple Comparisons

Mean
Difference 95% Confidence Interval

(1) Grupos  (J) Grupos (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Tukey HSD  1.00 2.00 22.08750 | 12.47814 507 -17.5685 61.7435
3.00 15.47750 | 12.47814 .812 -24.1785 55.1335

4.00 40.42000% | 12.47814 .044 .7640 80.0760

5.00 12.14000 | 12.47814 .921 -27.5160 51.7960

6.00 28.42500 | 12.47814 .253 -11.2310 68.0810

2.00 1.00 -22.08750 | 12.47814 507 -61.7435 17.5685
3.00 -6.61000 | 12.47814 .994 -46.2660 33.0460

4.00 18.33250 | 12.47814 .687 -21.3235 57.9885

5.00 -9.94750 | 12.47814 .964 -49.6035 29.7085

6.00 6.33750 | 12.47814 .995 -33.3185 45.9935

3.00 1.00 -15.47750 | 12.47814 812 -55.1335 24.1785
2.00 6.61000 | 12.47814 .994 -33.0460 46.2660

4.00 2494250 | 12.47814 .380 -14.7135 64.5985

5.00 -3.33750 | 12.47814 1.000 -42.9935 36.3185

6.00 12.94750 | 12.47814 .899 -26.7085 52.6035

4.00 1.00 -40.42000* | 12.47814 .044 -80.0760 -.7640
2.00 -18.33250 | 12.47814 .687 -57.9885 21.3235

3.00 -24.94250 | 12.47814 .380 -64.5985 14.7135

5.00 -28.28000 | 12.47814 257 -67.9360 11.3760

6.00 -11.99500 | 12.47814 .924 -51.6510 27.6610

5.00 1.00 -12.14000 | 12.47814 .921 -51.7960 27.5160
2.00 9.94750 | 12.47814 .964 -29.7085 49.6035

3.00 3.33750 | 12.47814 1.000 -36.3185 42.9935

4.00 28.28000 | 12.47814 257 -11.3760 67.9360

6.00 16.28500 | 12.47814 779 -23.3710 55.9410

6.00 1.00 -28.42500 | 12.47814 .253 -68.0810 11.2310
2.00 -6.33750 | 12.47814 .995 -45.9935 33.3185

3.00 -12.94750 | 12.47814 .899 -52.6035 26.7085

4.00 11.99500 | 12.47814 .924 -27.6610 51.6510

5.00 -16.28500 | 12.47814 779 -55.9410 23.3710
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Bonferroni  1.00 2.00 22.08750 | 12.47814 1.000 -20.0931 64.2681
3.00 15.47750 | 12.47814 1.000 -26.7031 57.6581

4.00 40.42000 | 12.47814 .068 -1.7606 82.6006

5.00 12.14000 | 12.47814 1.000 -30.0406 54.3206

6.00 28.42500 | 12.47814 527 -13.7556 70.6056

2.00 1.00 -22.08750 | 12.47814 1.000 -64.2681 20.0931
3.00 -6.61000 | 12.47814 1.000 -48.7906 35.5706

4.00 18.33250 | 12.47814 1.000 -23.8481 60.5131

5.00 -9.94750 | 12.47814 1.000 -52.1281 32.2331

6.00 6.33750 | 12.47814 1.000 -35.8431 48.5181

3.00 1.00 -15.47750 | 12.47814 1.000 -57.6581 26.7031
2.00 6.61000 | 12.47814 1.000 -35.5706 48.7906

4.00 2494250 | 12.47814 914 -17.2381 67.1231

5.00 -3.33750 | 12.47814 1.000 -45.5181 38.8431

6.00 12.94750 | 12.47814 1.000 -29.2331 55.1281

4.00 1.00 -40.42000 | 12.47814 .068 -82.6006 1.7606
2.00 -18.33250 | 12.47814 1.000 -60.5131 23.8481

3.00 -24.94250 | 12.47814 914 -67.1231 17.2381

5.00 -28.28000 | 12.47814 .540 -70.4606 13.9006

6.00 -11.99500 | 12.47814 1.000 -54.1756 30.1856

5.00 1.00 -12.14000 | 12.47814 1.000 -54.3206 30.0406
2.00 9.94750 | 12.47814 1.000 -32.2331 52.1281

3.00 3.33750 | 12.47814 1.000 -38.8431 45.5181

4.00 28.28000 | 12.47814 .540 -13.9006 70.4606

6.00 16.28500 | 12.47814 1.000 -25.8956 58.4656

6.00 1.00 -28.42500 | 12.47814 527 -70.6056 13.7556
2.00 -6.33750 | 12.47814 1.000 -48.5181 35.8431

3.00 -12.94750 | 12.47814 1.000 -55.1281 29.2331

4.00 11.99500 | 12.47814 1.000 -30.1856 54.1756

5.00 -16.28500 | 12.47814 1.000 -58.4656 25.8956

*. The mean difference is significant at the .05 level.

Homogeneous Subsets

Sobrevivéncia

Subset for alpha = .05
| ___Grupos N 1 2
Tukey HS®* 4.00 4 59.5800

6.00 4 71.5750 71.5750
2.00 4 77.9125 77.9125
3.00 4 84.5225 84.5225
5.00 4 87.8600 87.8600
1.00 4 100.0000
Sig. .257 .253

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.
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T 617.262.5200

140 The Fenway s Boston, Massachusettis 02115

THE FORSYTH INSTITUTE

A World Forge in Science and Health

Dr. Richard Pharo
Chair, Forsyth IRB
The Forsyth Institute
140 The Fenway
Boston, MA 02115

Dear Dr. Pharo:

| write regarding Forsyth Instituticnal Review Board (IRB) approval for a
proposed research project entitled “Photoinactivation of dental plague bacteria.”

My intent is to investigate the effects of photodynamic therapy in wvilro on the
microbial composition of subgingival plague samples obtained from subjects with
chronic periodontitis. My hypothesis is that the combination of a photosensitizing
drug and light will completely eradicate periodontopathogenic bacteria. The
significance of these results is that photodynamic therapy may prove to be useful in
preventing or treating periodontal disease.

Briefly, dental plague samples will be obtained from patients and will be split in
two parts. The first part will be used for testing the anlibacterial effects of
photodynamic therapy in planktonic phase. The second part will be used to make
microbial biofilms (using a lechnigue developed in my laboratory), which will undergo
photodynamic treatment G-7 days later. These expenments will define the appropriate
drug and light parameters for bacterial inactivation in both planktonic and biofilm
phase.

My intent for this project, if advisable, is to use the Forsyth Research Consent
(attached). | will collect up to 10 subginigival plague samples from patients with
chronic periodontitis using standard clinical methods. All of the subjects will be
enrolled in on-going Forsyth treatment studies. The plague samples will be provided
to my laboratory unaccompanied by any confidential patient information. At the bench,
each sample will be divided into two parts. All of the laboratory analysis will use only
numbers. During data analysis, subjects will by coded by number only. No identifying
information that contains any protected health information will be provided to the
laboratory or associated in any way with the laboratory work.  Subjects will not be
identified in any research publications.

The risk to all subjects is minimal. The taking of subgingival plague samples
Is similar to routine procedures commaonly used in dental practice for scaling and
curettage and thus confers minimal risk. Inclusion criteria are the same for on-going
studies of periodontitis in the Center for Periodontal Research. | do not anticipate
any adverse effects on any on-going treatment studies from the collection of the
subginigival plague samples for this study. Care will be taken to miinimize
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interference with all of the treatment regimes in these studies. Compensation will no
be provided.

| look forward to answering any guestions. As always, thank you kindly for
the opportunity to insure the safety of my human subjects research.

Very Sincerely,

/ ///

i’ -—r ol
"‘—-—-. L THRE N S __,-—-—...-\.-;"ﬂl'é__'_J
Vi —

Nikos S. Soukos
Assisstant Member of the Staff
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THE FORSYTH INSTITUTE

Institutional Review Board

October 17, 2005

Federal IRB Assurance ldentification Number: FWAQ0000398

Dear Dr. Soukos,

om
o
=
7
2
z
z
S
=

Your submission to conduct research with human subjects in the study
"Photoinactivation of dental plaque bacteria” is hereby approved. | see no issues

requiring full board review.

You will have to report all plans to make changes in the research protocol and/or
consent form to the IRB, and you are not to make changes without IRB approval. This
requirement will be waived only if it becomes necessary for you to eliminate immediate risk
to the subjects, and the IRB must be notified of these changes as quickly as possible.

F 617.262.4021

The IRB would also like to remind you that subjects who do not speak English
should be presented with a consent document written in a language understandable to
them. Alternately, the consent form can be presented orally, with a written summary of
what is orally communicated. If the form is presented orally, a transiator who is fluent in
both English and the language of the subject should sign the consent document.

The IRB must be advised immediately, within 5 days, of emergent problems in the
use of human subjects, including significant hazards, contraindications, or side effects of
procedures. The IRB will report problems and changes in protocol to Institutional, State, or

Federal authorities, as necessary.

T 617.262.5200

Should you decide to advertise for the purpose of recruiting subjects for this study,
you will need to submit a copy of your proposed advertisement to the IRB for review and

approval prior to distribution.

The last day of approval on this application is October 16, 2006. If this becomes an
ongoing project, you must return an Annual Status Report indicating that this is a continuing

project for renewed approval.

Sincerely yours,

J2lia 2 i

Richard L. Pharo, ScD
Chair, Forsyth Institute IRB

140 The Fenway e Boston, Massachusetts 02115
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THE FORSYTH INSTITUTE

Frincipal Investigator _Nikos Soukos, PhD Phone _617-882-8467

Co-Ilnvestigator _Carla R Foniana Phone _617-892-8204

Permission to use Standard Clinical Measurements and Samples for Research Subjects
CONSENT FORM

INVITATION TO PARTICIPATE You are being asked to parlicipate in a research study called:
Phetoinactivation of dental plague bacteria

PROCEDURES You will be screened for the presence of gum disease conditions and will be
asked to complete a medical and dental history form. All clinical measurements performed are
those commonly used by dentists as diagnostic procedures for gum disease conditions,

Clinical Measurements and Laboratory Samples
The following clinical observations and laboratory samples that have been marked with an X will

be taken as explained below.

_X_ Plague Samples Plaque samples will be taken from the surfaces of your teeth; this
procedure uses the same instruments as are used for tooth cleaning and is generally not
painful although it may feel like a little pinch.

___ Gingival Inflammation A dental clinician will visually examine and record the extent to
which your gums are red and/or swollen.

____ B@ingival Fluid Samples Fluid samples will be taken by gently inserting filter sirips into
the space between the gum and the tooth. This procedure is painless and the information
derived from these sampees will be used te identify inflammation.

___ Saliva Sample This will be collected by spitting into & tube. The amount of saliva to be
collected is mi.

____ Caleulus A dental clinician will visually assess the amount of hardened plague that has
accumulated on your testh,

Stain Index A dental clinician will visually determine the amount of stain on your teeth.

___ Plague Index

____ By visual examination A study clinician will visually grade the amount of plague adhered
to the surfase of your teeth, He or she may also use a dental instrument to gently
scrape away some of this film.

By disclosing solution A dental clinician will ask you to either rinse with or will use a
eotton swab to wipe a red solution across the surface of your teath and then will
visually grade the amount of plague adhered to the surface of your teeth. This red

solution is not permanent and is easily removed from the teeth by brushing
Confinued on nex! pape

IRB Approved October 17, 2005
Tnis consent form has been approved for annsilment
curing the periad from 10/7/05 ko 101608
Subject Initisks



