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RESUMO

Introducao: A placa dental é um biofilme verdadeiro, onde diferentes espécies bacterianas
se aderem, formando uma comunidade microbiana complexa. A evolucao desse biofilme propi-
cia um maior desenvolvimento de bactérias periodontopatogénicas, de acordo com o substrato
disponivel e concentracoes de oxigénio. Objetivo: Avaliar o desenvolvimento do biofilme
bacteriano in situ, em diferentes tensdes de oxigénio. Materiais e métodos: Participaram
do presente estudo 10 estudantes de odontologia. Foram confeccionados, em resina acrilica,
10 dispositivos intra-orais contendo 4 fragmentos de esmalte bovino. 2 fragmentos foram colo-
cados em contato com o palato e 2 voltados ao meio ambiente bucal livre. Os dispositivos foram
analisados em 24, 48, 96 e 168 horas visualmente em termos de formacao de biofilme. Em
192 horas, realizou-se teste microbiolégico BANA. Resultados: Os resultados quantitativos mos-
traram um desenvolvimento mais rapido do biofilme que estava em contato com o palato, bem
como um maior recobrimento da superficie de esmalte ao final do periodo de analise. Nove dos
20 sitios em contato com o palato foram reagentes ao teste enzimatico, na analise microbiolégica.
Contrariamente, nenhum sitio em contato com o meio ambiente bucal livre reagiu ao teste.
Conclusodes: a) O modelo proposto permite a formacao de biofilme em diferentes tensbées de
oxigénio; b) A formacao de biofilme foi mais rapida quando houve menor concentragao de oxi-
génio; c) Bactérias BANA-positivas foram encontradas somente onde houve menor tensao de
oxigénio.

UNITERMOS: biofilme; in situ; esmalte; oxigénio.

SUMMARY

Introduction: Dental plaque is a true biofilm where different bacterial species adhere,
Jorming a complex microbial community. The evolution of this biofilm propiciates the
development of periodontopathogenic bacteria, depending on the available substratum and
oxigen concentration. Objective: To evaluate the development of bacterial biofilm in situ in
different oxigen concentrations. Materials and methods: 10 dental students participated in
the present study. 10 intra-oral devices were created, using acrylic resin, where 4 fragments
of bovine enamel were disposed facing opposite directions. 2 fragments were placed touching
the palate while the other 2 faced the free oral environment. The devices were analyzed
after 24, 48, 96 and 168 hours of use for the visual analysis. At 192 hours, samples were
taken for microbial testing by means of the BANA test. Results: The results of the quantitative
analysis demonstrate a faster development of the biofilm in contact with the palate as well
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as a larger covering of the enamel surface at the end of the test period. 9 out of 20 fragments
reacted positively to the enzymatic test, in the microbial analysis. None of the fragments in
exposed to the free oral environment reacted to this test. Conclusions: a) The proposed
model allows the formation of biofilms in different oxigen concentrations; b) Biofilm _fomation
was faster where less oxigen was available; c) BANA-positive bacteria were found only in

sites with small oxigen concentration.

UNITERMS: biofilm; in situ; enamel; oxigen.

INTRODUCAO

O conhecimento sobre a placa dental evoluiu
significativamente desde a sua primeira observa-
cao, por van Leewenhoek, em 1684, quando des-
crita apenas como animalculos raspados da lin-
gua e da superficie dos dentes. Modernamente, a
placa dental é reconhecida como um biofilme ver-
dadeiro, ou seja, uma comunidade microbiana
associada a qualquer material duro nao-desca-
mativo?®>. Em se tratando da cavidade bucal, o
biofilme é composto por bactérias em polimeros
extracelulares de origem bacteriana e produtos do
exsudato gengival e/ou saliva!4. O nivel de organi-
zacao desse biofilme, inclusive com um sistema
incipiente de circulacdo de nutrientes, permite que
ele seja comparado a uma “sociedade bacteriana”s.
Para ocorrer a formacao desse biofilme, é neces-
sario que o dente esteja recoberto por polimeros
de origem salivar, que € formado sobre o dente logo
apos o seu contato com a saliva.

Os colonizadores iniciais dessa superficie pre-
cisam resistir a altas concentracoes de oxigénio e,
ao mesmo, tempo, aos fatores naturais de remo-
cao, como a mastigacao, a degluticao e o préprio
fluxo salivar!’. Esses microrganismos pioneiros
permitem que outros que nao possuem adesao di-
reta ao dente possam colonizar a superficie, atra-
vés de interacoes especificas?!, que permitem que
bactérias com caracteristicas opostas, como aeroé-
bicas e anaerdbicas, possam sobreviver juntas,
com um micro-ambiente anaerdbico criado pela
bactéria que utiliza oxigénio!2.

O inicio dessa colonizagao microbiana € feito
primariamente por cocos gram-positivos. Bastone-
tes gram-positivos, antes em pequeno numero,
aumentam e eventualmente superam a quantida-
de de cocos. Receptores presentes na membrana
desses cocos € bastonetes permitem a adesao
subseqiiente de microrganismos gram-negativos,
que possuem pouca ou nenhuma capacidade de
aderir diretamente ao dente. Com a multiplicagao
dessas bactérias e conseqiiente espessamento do
biofilme, ocorre a formacdao de um gradiente de

oxigénio nas camadas mais internas do biofilme,
que propicia a multiplicagao de microrganismos
anaeroébicos estritos®.

O local onde essa adsorg¢ao ocorre classifica o
biofilme em supra ou subgengival, ao mesmo tem-
po em que determina a disponibilidade de nutri-
entes e oxigénio. Biofilmes supragengivais se for-
mam acima da margem gengival, e sdo constitui-
dos principalmente por bactérias Gram-positivas,
aerdbicas e sacaroliticas. Em contraste, o biofilme
subgengival se deposita abaixo da margem gen-
gival, e é formado por bactérias gram-negativas,
anaerobicas e proteoliticas. O biofilme supragen-
gival esta associado a gengivite e o subgengival a
periodontiteS.

As diferencas na composi¢io microbiolégica
dos biofilmes supra e subgengival atualmente
estao bem estabelecidas. Utilizando-se a divi-
sdo em complexos microbiolégicos proposta por
Socransky et al.2? (1998), Ximenez-Fyvie et al.2¢
(2000) demonstraram diferencas entre os biofil-
mes supra e subgengival, tanto em estado de sau-
de quanto em doenca. Observam-se maiores pro-
porcoes dos complexos “vermelho” e “laranja” nos
biofilmes subgengivais e supragengivais em esta-
do de doenca do que em saude periodontal. Tam-
bém se encontram maiores quantidades desses
complexos em biofilmes subgengivais do que em
biofilmes supragengivais tanto em estado de
doenca quanto em estado de saude.

Segundo a definicao de Zero2? (1995), os mo-
delos in situ tém por objetivo controlar a variacao
no modelo com o minimo impacto possivel na re-
levancia clinica. Diversos tipos de modelos in situ
foram elaborados a partir do modelo pioneiro de
Koulourides et al.® (1964), para o estudo do
biofilme supragengival. Contudo, o conhecimento
sobre o desenvolvimento do biofilme subgengival
sofre restricbes metodoldgicas por falta de um
modelo de estudo adequado.

Tendo em vista as diferencas que ocorrem na
formacao do biofilme de acordo com o substrato
disponivel, o presente estudo tem por objetivo
comparar, sob aspectos clinico e microbiolégico, a
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formacao de biofilme dental em fragmentos de es-
malte bovino posicionados em dispositivos intra-
orais, quando submetidos a diferentes tensoes de
oxigénio.

METODOLOGIA

Descricao dos sujeitos

Dez académicos de Odontologia participaram
deste estudo. Para ser incluido no estudo, os vo-
luntarios necessitavam apresentar bom estado de
saude geral, ndo estar utilizando nenhum antibi6-
tico/antiinflamatério ha pelo menos 3 meses, nao
ser respirador bucal, nao apresentar periodontite,
nao fumar. Os voluntarios da pesquisa assina-
ram o consentimento livre e esclarecido. O pre-
sente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da
UFRGS.

Confeccao dos dispositivos

Os dispositivos intrabucais foram confecciona-
dos sobre modelos de gesso da arcada superior.
Para a confeccao dos corpos de prova foram obti-
dos 80 dentes incisivos bovinos. Ap6s remocao de
restos organicos, utilizou-se lupa para analisar as
faces vestibulares. Dentes com trincas ou sulcos
foram descartados. Os fragmentos de esmalte
foram cortados nas medidas de 5 mm X 5 mm X
1,5 mm. Dois fragmentos foram colocados na area
palatina (P) do dispositivo acrilico para permitir
condicoes de menor acesso ao oxigénio, e dois frag-
mentos foram colocados em contato com o meio
ambiente bucal livre (L). A Figura 1 demonstra o
modelo de dispositivo.

Figura 1 — Modelo intrabucal utilizado.
Porto Alegre, 2005.
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Procedimentos de uso dos dispositivos

Os dispositivos foram utilizados durante 192
horas (8 dias). Os voluntarios foram instruidos a
utilizar, desde dois dias antes do inicio da pesqui-
sa, o dentifricio fornecido pelos pesquisadores, que
nao continha flior ou outro composto ativo. Aos
voluntarios foi pedido que ndo removessem os dis-
positivos, exceto durante a escovacao, quando deve-
riam ser acondicionados em soro fisioldgico, e que 1a
permanecessem durante o menor periodo possivel.

Coleta e analise de dados

Os dispositivos foram analisados clinicamente
em quatro periodos: 24, 48, 96 e 168 horas. Para a
analise, os dispositivos foram removidos da cavida-
de bucal, os fragmentos lavados com soro fisiologi-
co e corados com o corante Replak (Dentsply) e ana-
lisados em lupa estereoscépica num aumento de
40x. Em seguida, lavados novamente com soro
fisiolégico e devolvidos ao ambiente oral.

Foi desenvolvido, em estudo piloto, um indice
para quantificar o biofilme presente, tendo em vista
a auséncia de um indice na literatura especifico
para os fins desse estudo. Esse indice foi baseado
no indice de placa de Quigley et al.!5 (1962) e esta
exposto no Quadro 1.

Apo6s um periodo de treinamento, repetiram-
se duas vezes nao-consecutivas o exame, com um
intervalo de 48 horas por examinador cego. A
reprodutibilidade revelou um Kappa de 0,81, con-
siderado excelente segundo Landis et al.” (1997).

QUADRO 1 - Critérios do indice de placa para os frag-
mentos de esmalte. Porto Alegre, 2005.

Indice Critério
0 Auséncia de colonizac¢do
1 Pontos esparsos de colonizagdo, no maximo se

transformando em linha

2 Faixa de colonizagdo avangando na periferia do
fragmento de esmalte

3 Area de colonizagio avancando de 4rea periférica para
0 centro

4 Recobrimento quase total do fragmento de esmalte

5 Recobrimento total do fragmento de esmalte

A andlise microbiolégica foi realizada com o
teste enzimatico BANA Perioscan™ (Oral-B). Ao
término do periodo de uso do dispositivo, foi rea-
lizada a coleta de material formado sobre os blo-
cos de esmalte com auxilio de curetas estéreis; a
amostra de biofilme era entao posicionada no car-
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tao reagente previamente umedecido, e esse pos-
teriormente dobrado e colocado na incubadora
durante o periodo de 15 minutos a 55°C. Cores
azuladas formando corddes ou manchas indica-
vam resultado BANA-positivo; do contrario, a au-
séncia dessas caracteristicas indicava resultado
BANA-negativo. O examinador desconhecia a loca-
lizacao dos fragmentos e apresentou um coeficien-
te kappa de 0,91 apés dupla analise com interva-
lo de 7 dias.

A Figura 2 abaixo apresentadas ilustram o in-
dice, desenvolvido em projeto piloto.

Figura 2 — Em A, desenvolvimento do biofilme L em
estudo piloto. Em B, desenvolvimento do biofilme P
em estudo piloto. Porto Alegre, 2003.
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Analise estatistica

Distribuicao de freqiiéncia de escores do in-
dice clinico foi obtida e analisada no decorrer do
tempo pela prova de Wilcoxon. Para a analise
microbiolégica, freqiiéncia absoluta e relativa foi
obtida entre as areas P e L. O nivel de significancia
foi estabelecido em 5%.

RESULTADOS
Analise clinica

Os resultados da analise clinica estao demons-
trados nas Figuras 3, 4, 5 e 6, segundo o periodo
experimental. Observou-se uma clara diferenca na
formacao de biofilme entre (P) e (L). Os dados fo-
ram comparados utilizando-se a prova de Wilco-
xon, com valores de p < 0.005, 0.001, 0.000 e
0.000 em 24, 48, 96 e 168 horas respectivamente,
o0 que mostra que os resultados foram estatistica-
mente significantes.

Distribuicdo em 24 horas

N
o

= A a A A
o N B~ O ®
| | | | |

Individuos

0 1 2 3 4 5

indice MLivre M Palatina

Figura 3 — Formacao do biofilme em 24 h (12 Analise).
Porto Alegre, 2005.

Prova de Wilcoxon — p = 0,005.

Distribuicdo em 48 horas

Individuos

0 1 2 3 4 5
indice MLlivre M Palatina

Prova de Wilcoxon - p = 0,001.

Figura 4 — Formacao do biofilme em 48 h (22 Analise).
Porto Alegre, 2005.
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Distribuigio em 96 horas das na porcao em contato com o meio ambiente
20 livre (L).
18
16
14 1 QUADRO 2 - Resultados do teste BANA Perioscan™,
8 12 positivo (+) ou negativo (-), dos 10 participantes em
3 10 | cada um dos biofilmes: palatino esquerdo (PE),
2 s | palatino direito (PD), livre direito (LD) e livre esquerdo
£ 6 (LE). Porto alegre, 2005.
4 -
L, Teste BANA
2 A Individuos
0 - PE PD LE LD
0 1 2 3 4 5 1 + + — _
indice OLivre [ Palatina 2 _ _ _ _
Prova de Wilcoxon — p = 0,000. i - - - -
_ + _ _
Figura 5 — Formagao do biofilme em 96 h (32 Analise).
Porto Alegre, 2005. 5 - - - -
6 - + - -
Distribuigdo em 168 horas 7 + + _ _
20 8 - - - -
18 9 + + - -
16 1 10 _ + _ —_
14
g 1o Subtotal (+) 3 6 0 0
§ 10 Total (+) 9 0
2 8 Percentual (+) 45% 0%
6 |
4 |
24 |:| .
0 ‘ DISCUSSAO
5

0 1 2 3 4
indice Olivie M Palatina

Prova de Wilcoxon - p = 0,000.

Figura 6 — Formacao do biofilme em 168 h (4 Analise).
Porto Alegre, 2005.

Pode-se observar que o desenvolvimento do
biofilme dental ocorreu de forma mais rapida em
(P) em relacao a (L). Pode-se também observar um
maior desenvolvimento final em (P), com 100% dos
individuos apresentando escore 5. Em (L), a par-
tir de 96 horas o biofilme atinge um patamar ma-
ximo, nao ocorrendo modifica¢oes significativas no
aspecto clinico.

Analise microbiolégica

Os resultados obtidos com a analise microbio-
légica dos biofilmes formados, através do teste
enzimatico BANA Perioscan™ estao dispostos no
Quadro 2. Observa-se resposta positiva ao teste
BANA somente entre os biofilmes formados na
porcao palatina (P). Dentre os 20 biofilmes anali-
sados em (P), houve ocorréncia positiva em 9, o
que representa 45% da amostra em areas em con-
tato com o palato. Entretanto, nao houve ocorrén-
cia positiva em nenhuma das amostras encontra-

A necessidade de melhor compreensao da
etiopatogenia da doenca periodontal tem guiado os
interesses das pesquisas em periodontia, com o
objetivo de aplicar a terapéutica mais adequada.
Grandes limitacoes da periodontia sao devido a
metodologias que se contraporiam a ética e devi-
do a todo o ambiente complexo que compode
o biofilme subgengival. O fato de existirem dis-
positivos intra-orais para aciamulo de placa
supragengival?® tem possibilitado melhor compre-
ensdo do processo cariogénico, entretanto nao se
tem conhecimento de dispositivos que possibili-
tariam o estudo da etiopatogenia da doenca
periodontal de forma semelhante como tem ocor-
rido em cariologia.

E com esse intuito que a partir de um projeto
piloto construiu-se um dispositivo que pudesse
adquirir caracteristicas semelhantes as encontra-
das no ambiente subgengival, como menor dispo-
nibilidade de nutrientes e baixa tensao de oxige-
nio. Resultados positivos foram obtidos durante a
realizacao do projeto piloto, com diferencas quan-
titativas, qualitativas e microbiolégicas em os
biofilmes (L) e (P). Houve maior acimulo signifi-
cativo de biofilme em (P), denotando um padrao
de crescimento diferenciado. O presente estudo
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representa uma remodelagem do projeto piloto,
como maior amostra, maior tempo de uso dos dis-
positivos e técnica microbiolégica mais adequada,
objetivando maiores achados sobre os biofilmes
formados em (P) e (L).

Os achados clinicos deste estudo mostram um
maior desenvolvimento bacteriano em P em rela-
cao a L, com um periodo mais curto de evolugao e
resultado quantitativo significativamente maior.
Esses achados estdao de acordo com os achados
clinicos de Quirynen et al.'® (1989), que analisa-
ram a formacao de biofilme in vivo durante 4 dias,
com um crescimento lento durante as primeiras
24 horas e crescimento exponencial nos dias sub-
seqiientes. O biofilme formado em P demonstrou
evolucao similar a encontrada nesse estudo. O
biofilme iniciou seu desenvolvimento como pon-
tos esparsos de colonizacao, evoluindo para linhas
continuas ao redor do bloco de esmalte e eventual-
mente ocupando a porc¢ao central do fragmento.
Locais com pequenas trincas foram preenchidos
de forma mais rapida, também de acordo com o
estudo anteriormente citado. Contudo, como a
analise foi de apenas 4 dias esses dados nao sao
completamente transponiveis para o presente es-
tudo. O biofilme formado em L néao atingiu, du-
rante o periodo de analise, o indice maximo (5).
Acredita-se que a presenca de alimentos como fa-
tor de remocao mecanica pode ter influenciado na
obtencao desses resultados.

Weidlich et al.2# (2001) analisaram a formacao
de biofilme em 6 voluntarios e encontraram, em
24 horas de desenvolvimento de biofilme, uma fina
camada de aspecto globular seguindo a margem
gengival, similar ao que ocorreu na periferia dos
fragmentos, na porcao em contato ou muito proxi-
ma a margem de acrilico. Em 48 horas, o biofilme
ja se apresentava como uma camada continua
acompanhando a margem gengival. Em 96 horas,
o biofilme se apresentava préximo a margem
incisal e formava uma camada homogénea, com
recobrimento quase total da face dentaria. De O a
72 horas, os pesquisadores puderam observar
uma zona livre de placa na periferia, sugerida como
um local de interagdes entre agressao/resposta do
hospedeiro. Essa zona desapareceria em 96 ho-
ras, possivelmente devido a uma inflamacao e con-
seqiiente edema da margem gengival, recobrindo
essa area. O recobrimento dessa zona livre de pla-
ca pelo aumento de volume da margem gengival e
conseqiiente recobrimento de parte do biofilme
propicia o desenvolvimento do biofilme subgen-
gival. Em funcdo de ser esse um estudo in situ,
nao ha resposta local do hospedeiro, permitindo
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um desenvolvimento pleno do biofilme. Assim,
essa limitacao deve ser mantida em perspectiva.
O periodo de analise do estudo de Weidlich et al.2*
(2001) foi menor em relagao ao presente. No en-
tanto, os achados clinicos assemelham-se ao en-
contrado no biofilme em P

A auséncia de resposta inflamatéria por parte
do individuo, principalmente no biofilme em L,
pode resultar em diferencas na velocidade de
desenvolvimento e composicdo microbiana do
biofilme. Estudos como os de Ramberg et al.19:20
(1994, 1995) e Quyrinen et al.'® (1991) mostram
uma progressao na velocidade de formacao do
biofilme na presenca de inflamacgao gengival.

A escolha por esmalte bovino como material
para os corpos de prova foi devido a diversos fato-
res: o esmalte bovino é mais facil de obter em re-
lacao ao esmalte humano, possui a face vestibular
mais plana, propiciando uma maior padronizacao
dos corpos e possui uma composicao mais homo-
génea!s. Com relacdo aos achados microbiol6-
gicos, o fato de apenas os biofilmes (P) apresenta-
rem reacao de coloragao ao teste BANA, represen-
ta uma resposta positiva aos objetivos do disposi-
tivo, muito embora apenas 45% desses tenham
apresentado esta resposta, isso pode ser devido
principalmente ao tempo de utilizacao do disposi-
tivo, pois os demais biofilmes (P) poderiam even-
tualmente apresentar a mesma resposta. Os acha-
dos do presente estudo estao de acordo com a
literatura onde muitos estudos apresentam resul-
tados BANA-positivos para biofilmes subgengi-
vais em sitios com caracteristicas clinicas de
doenca*%1%, Isso se deve a caracteristica de
trés bactérias especificas (Treponema denticola,
Porphyromonas gingivalis e Bacteroides forsythus)
em apresentar uma tripsina capaz de hidrolisar
uma proteina sintética, o N-a-benzoil-DL-arginina-
2-naftilamida (BANA)!°. Nao foi encontrada nenhu-
ma reacao de coloracao nos biofilmes (L), assim
como nos biofilmes supragengivais?, provavelmen-
te devido as condicoes aerdbicas propiciadas pelo
presente estudo. Segundo Loesche et al.!° (1990)
seis espécies Bacteroides e Capnocythophaga
apresentaram resultados fraco-positivos ao teste
BANA, porém somente quando estavam em con-
centracdes maiores de 107 UFC. Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens e Rothia
dentocariosa podem hidrolizar o BANA, contudo
essas espécies sao raramente isoladas de biofilmes
subgengivais.

O protocolo de incubacao do BANA Perioscan™
€ de 15 minutos a 55°C. Este protocolo foi desen-
volvido em laboratério para detectar por volta de
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108 UFC, in vitro, as bactérias T. denticola e/ou
P Gingivalis'®. Entretanto, nas amostras utiliza-
das in vivo, seguindo esse protocolo, detecta-se em
torno de 10* UFC, o que sugere que in vivo esses
organismos produzam mais tripsina, representan-
do um maior nimero de falso-positivos compara-
do a parametros clinicos!. O teste BANA, sob este
protocolo, apresenta especificidade de 43%, sen-
sibilidade de 90% e acuracia de 71%!. Entretanto,
o teste BANA apresenta habilidade semelhante a
alguns tipos de analise por DNA em detectar T.
denticola, B. forsythus e P gingivalis em sitios
com doenca, com sensibilidade de 90% e precisao
de 83%!''. Em uma comparacao de varios testes
como DNA bacteriano, imunolégicos e BANA para
deteccao das bactérias do grupo vermelho, todos
esses testes indicariam presenca em aproximada-
mente 90% das placas subgengivais de sitios com
infeccao!!l.

O fato do teste BANA Perioscan™ ser pratico,
apresentando resultados em 15 minutos, e o difi-
cil acesso e alto custo da analise de DNA bacteriano
conduziu a nossa escolha. Tem-se conhecimento
de que o método utilizado tem baixa capacidade
de predizer os sitios que nao apresentam doencga
(verdadeiro-negativo), superestimando doenca.
Porém, analisando a alta sensibilidade (verdadei-
ro-positivo) e a precisao do teste, pode-se sugerir
que o dispositivo apresenta a possibilidade de for-
mar placa com periodontopatégenos do grupo ver-
melho nos sitos (P) em quantidade equivalente a
encontrada em uma placa subgengival em local
com doencga. As evidéncias clinicas do desenvolvi-
mento do biofilme comparando-se os sitios (L) e
(P) sugerem que a placa formada (P) difere daque-
la formada em (L).

Ainda que os resultados do presente estudo
sejam iniciais e relatem o desenvolvimento de uma
metodologia para o estudo do biofilme dental, os
achados levam a crer que o mesmo ¢ adequado e
tem aplicabilidade, em func¢ao de permitir o de-
senvolvimento do biofilme, assim como sua com-
posicao diferenciados, em condi¢bes diversas de
anaerobiose.

CONCLUSOES

A analise dos resultados do presente estudo,
levando-se em consideracbes suas caracteristicas
metodolégicas e suas limitacées, permite concluir
que:

a) os dispositivos criados permitem tensoes

diferenciadas de oxigénio, sendo interessan-
tes para o estudo dos biofilmes dentarios;

10.

11.

12.

13.

14.

15.

. Grisi

Trein MP, et al.

b) a formacao do biofilme dental na presenca
de menos oxigénio € mais rapida;

c) bactérias BANA-positivas foram encontra-
das somente nas areas (P), onde menores
teores de oxigénio estido disponiveis.
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