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“Nada na vida deve ser temido, somente compreendido. Agora é hora de compreender mais 
para temer menos”1∗ 
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RESUMO    
 
Este estudo avaliou a capacidade antimicrobiana do colutório BlueM® contra a bactéria 
Streptococcus mutans e sua influência na expressão do gene gbpA, bem como seu 
efeito citotóxico em células fibroblásticas. O BlueM® apresentou atividade 
antimicrobiana, com valores de MIC e MBC de 0,005% e 0,01%, respectivamente. O 
MBIC foi de 6,25% para S. mutans. A contagem de CFU e a microscopia confocal 
revelaram efeito significativo do BlueM® no biofilme de S. mutans pré-formado nas 
superfícies dentinárias. Curiosamente, a análise da expressão do gene gbpA indicou 
uma diminuição na expressão do gene após 15 min de tratamento com BlueM® na 
concentração de 25%, como tambem exibiu baixos níveis de citotoxicidade. Em 
conclusão, nossos resultados mostraram a eficácia antimicrobiana de BlueM® contra 
S. mutans, alem de sua capacidade de modular a expressão do gene gbpA e sua 
baixa citotoxicidade. Este estudo suporta o potencial terapêutico do BlueM® como um 
agente alternativo para o controle do biofilme oral 
 
 
Palavras-chave: Streptococcus mutans. Biofilmes. Agentes infecciosos.  
 
  



 

Santos VCE. Effect of active oxygen on Streptococcus mutans biofim [Trabalho de 
Conclusão de Curso - Graduação em Odontologia]. Araraquara: Faculdade de 
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ABSTRACT 
 
This study evaluated the antimicrobial capacity of BlueM® mouthwash against the 
bacterium Streptococcus mutans and its influence on gbpA gene expression as well 
as its cytotoxic effect on fibroblast cells. BlueM® showed antimicrobial activity, with MIC 
and MBC values of 0.005% and 0.01%, respectively. The MBIC was 6.25% for S. 
mutans. CFU count and confocal microscopy revealed significant effect of BlueM® on 
S. mutans biofilm pre-formed on dentin surfaces. Interestingly, the analysis of gbpA 
gene expression, indicated a decrease in gene expression after 15 min of treatment 
with BlueM® at a concentration of 25%. Moreover, BlueM® exhibited low levels of 
cytotoxicity. In conclusion, our results showed the antimicrobial effectiveness of 
BlueM® against S. mutans, its ability to modulate the expression of the gbpA gene and 
its low cytotoxicity. This study supports the therapeutic potential of BlueM® as an 
alternative agent for the control of oral biofilm. 
 
 
Keywords:  Streptococcus mutans. Biofilms. Anti-infective agents. 
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1 INTRODUÇÃO  
 Novas substâncias estão sendo desenvolvidas para atuar no controle do 

biofilme e na prevenção e progressão de patologias orais como a cárie e a doença 

periodontal. Entre esses produtos está o BlueM®, que possui em sua formulação um 

composto à base de oxigênio,mel e outros compostos. O oxigênio é importante para 

o meio bucal porque libera energia para reações químicas e funções celulares, como 

a respiração, mantendo o equilíbrio redox e prevenindo distúrbios de homeostase na 

cavidade oral1. Em relação ao mel, sua ação antimicrobiana sugere uma possível 

produção de hidrogênio, peróxido e outros fatores, incluindo alto teor de açúcar, 

levando a alguns fatores osmóticos e consequentemente causando desidratação 

bacteriana e baixo pH2. 

 Apesar de várias abordagens terem sido utilizadas na tentativa de reduzir a 

incidência de cárie dentária, esta doença ainda é considerada uma das mais 

onipresentes e dispendiosas doenças bucais dependentes do biofilme em todo o 

mundo3. Lesões de cárie não tratadas podem ter importantes consequências na saúde 

bucal. Portanto, a tendência é caminhar para a prevenção e, são vários os alvos onde 

a profilaxia pode surtir efeito4. Um dos principais responsáveis pela formação de 

biofilme cariogênico tanto no esmalte quanto na dentina são bacterias5. Entre elas 

podemos citam o Streptococcus mutans, que está associado à etiologia da cárie 

dentária, causando destruição de estruturas dentárias duras (esmalte, dentina e 

cemento) pela ação de bactérias acidogênicas/acidúricas6,7. É amplamente aceito que 

o potencial cariogênico do Streptococcus mutans está associado principalmente à sua 

capacidade de sintetizar grandes quantidades de polímeros glucanos extracelulares 

da sacarose, que permitem a colonização permanente dos dentes e a formação in situ 

de matriz polimérica extracelular8. 

 Uma vez que a adesão bacteriana é um importante evento precoce na 

colonização bacteriana das estruturas dentárias, diferentes moléculas de adesão 

foram caracterizadas para espécies bacterianas. Nesse processo, enzimas 

extracelulares de glicosiltransferase (Gtfs) proteínas de ligação a glucano (gbps) e 

frutosiltransferase (ftf) são produzidos por S. mutans. Entre eles, gbps são fatores de 

virulência diretamente relacionados à capacidade do S. mutans de formar biofilme 

dental. Mais especificamente, o gene gbpA está envolvido na formação de biofilme 

durante o processo cariogênico, pela adesão a estrutura dental e o acúmulo de 

microorganismos no biofilme, resultando em seu crescimento9. 
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 Clinicamente, o uso de enxaguatórios bucais que contenham flúor, álcoois e 

agentes antimicrobianos (sejam químicos ou naturais) são recomendados para 

auxiliar no controle e redução dos biofilmes dentários. Para ser ideal, esses agentes 

antimicrobianos devem ser eficazes contra microrganismos, agir rapidamente, manter 

a atividade em baixas concentrações, não apresentar efeitos colaterais e ser usado 

sem causar nenhum desconforto10. Apesar de ter um excelente desempenho controle 

químico,  a clorexidina – que é considerado o padrão ouro para redução de patógenos 

orais – pode promover alterações na cor dos dentes, descamação e alteração da 

mucosa oral, sensibilidade e alteração de paladar11,12. 

 Levantamentos epidemiológicos mostram que a exposição da dentina à 

cavidade oral está se tornando comum à medida que a população envelhece13. Nesse 

sentido, é crescente o interesse em avaliar o efeito antibiofilme e antibacteriano de 

novos produtos na formação de biofilme em dentina. Por isso, o colutório BlueM® 

apresenta-se como uma alternativa aos métodos convencionais de controle de 

biofilme. No entanto, suas propriedades e mecanismos de ação no biofilme 

cariogênico ainda não são esclarecidas na literatura. Sendo assim, o objetivo deste 

estudo é investigar a potencial ação antimicrobiana deste produto contra a formação 

de biofilme de S. mutans e sua capacidade de influenciar na expressão do gene gbpA. 

Além disso, a biocompatibilidade deste colutório também é avaliada em fibroblastos. 
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2 PROPOSIÇÃO 
 

Avaliar o efeito do oxigênio ativo (BlueM®) na formação do biofilme e na 

expressão do fator de virulência do gene gbpA envolvido na aderência de 

Streptococcus mutans, bem como sua citotoxicidade frente a fibroblastos. 

 

2.1 Objetivos específicos 
 

A. Determinar o efeito antimicrobiano de diferentes concentrações do BlueM® sobre 

Streptococcus mutans na forma planctônica e biofilme. 

B. Avaliar o efeito antibiofilme sobre biofilmes pré-formados de Streptococcus 

mutans em discos de dentina. 

C. Avaliar o fator de virulência gbpA em S. mutans na presença do BlueM, por PCR 

em tempo real.  

D. Avaliar efeito citotóxico frente a fibroblastos.  
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3 PUBLICAÇÃO 
 
 A partir do Projeto entitulado “Efeito do oxigênio ativo sobre biofilme de 

Streptococcus mutans”, financiado pela “Fundação de Amparo à Pesquisa do 

Estado de São Paulo (FAPESP)” (processo: 2019/25534-4), foi elaborado  

artigo científico entitulado “Effects of BlueM® against Streptococcus mutans 

biofilm and its virulence gene expression” aceito para publicação no periódico 

Brazilian Dental Journal, da editora Scielo.  

 

 

3.1 Publicação 1∗  
 

  

“Effects of BlueM® against Streptococcus mutans biofilm and its virulence 
gene expression” 

 

Veronica Canela Estevam dos Santos, Patricia Milagros Maquera Huacho, Maria 

Júlia Mancim Imbriani, Vívian M. Tellaroli Rodrigues Minhaco, Denise M. Palomari 

Spolidorio.  

 

Departamento de Fisiologia e Patologia, Universidade Estadual Paulista, Faculdade 

de Odontologia de Araraquara (Unesp), Rua Humaitá, 1680, Araraquara, São Paulo 

14801-903, Brasil. 

 
RESUMO  
Este estudo avaliou a capacidade antimicrobiana do colutório BlueM® contra a bactéria 

Streptococcus mutans e sua influência na expressão do gene gbpA, bem como seu 

efeito citotóxico em células fibroblásticas. O BlueM® apresentou atividade 

antimicrobiana, com valores de MIC e MBC de 0,005% e 0,01%, respectivamente. O 

MBIC foi de 6,25% para S. mutans. A contagem de CFU e a microscopia confocal 

revelaram efeito significativo do BlueM® no biofilme de S. mutans pré-formado nas 

superfícies dentinárias. Curiosamente, a análise da expressão do gene gbpA indicou 

uma diminuição na expressão do gene após 15 min de tratamento com BlueM® na 

                                                 
∗ Artigo publicado no periódico Brazilian Dental Journal.  
Cf. Braz. Dent. J. 34 (1) • Jan-Feb 2023.  https://doi.org/10.1590/0103-6440202305133  

https://doi.org/10.1590/0103-6440202305133
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concentração de 25%, como tambem exibiu baixos níveis de citotoxicidade. Em 

conclusão, nossos resultados mostraram a eficácia antimicrobiana de BlueM® contra 

S. mutans, alem de sua capacidade de modular a expressão do gene gbpA e sua 

baixa citotoxicidade. Este estudo suporta o potencial terapêutico do BlueM® como um 

agente alternativo para o controle do biofilme oral. 

 

Palavras-chave: Streptococcus mutans. Biofilme. Agente Antimicrobiano 

 

INTRODUÇÃO  
 Novas substâncias estão sendo desenvolvidas para atuar no controle do 

biofilme e na prevenção e progressão de patologias orais como a cárie e a doença 

periodontal. Entre esses produtos está o BlueM®, que possui em sua formulação um 

composto à base de oxigênio, mel e outros compostos. O oxigênio é importante para 

o meio bucal porque libera energia para reações químicas e funções celulares, como 

a respiração, mantendo o equilíbrio redox e prevenindo distúrbios de homeostase na 

cavidade oral1. Em relação ao mel, sua ação antimicrobiana sugere uma possível 

produção de hidrogênio, peróxido e outros fatores, incluindo alto teor de açúcar, 

levando a alguns fatores osmóticos e consequentemente causando desidratação 

bacteriana e baixo pH2. 

 Apesar de várias abordagens terem sido utilizadas na tentativa de reduzir a 

incidência de cárie dentária, esta doença ainda é considerada uma das mais 

onipresentes e dispendiosas doenças bucais dependentes do biofilme em todo o 

mundo3. Lesões de cárie não tratadas podem ter importantes consequências na saúde 

bucal. Portanto, a tendência é caminhar para a prevenção e, são vários os alvos onde 

a profilaxia pode surtir efeito4. Um dos principais responsáveis pela formação de 

biofilme cariogênico tanto no esmalte quanto na dentina são bacterias5. Entre elas 

podemos citam o Streptococcus mutans, que está associado à etiologia da cárie 

dentária, causando destruição de estruturas dentárias duras (esmalte, dentina e 

cemento) pela ação de bactérias acidogênicas/acidúricas6,7. É amplamente aceito que 

o potencial cariogênico do Streptococcus mutans está associado principalmente à sua 

capacidade de sintetizar grandes quantidades de polímeros glucanos extracelulares 

da sacarose, que permitem a colonização permanente dos dentes e a formação in situ 

de matriz polimérica extracelular8. 
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 Uma vez que a adesão bacteriana é um importante evento precoce na 

colonização bacteriana das estruturas dentárias, diferentes moléculas de adesão 

foram caracterizadas para espécies bacterianas. Nesse processo, enzimas 

extracelulares de glicosiltransferase (Gtfs) proteínas de ligação a glucano (gbps) e 

frutosiltransferase (ftf) são produzidos por S. mutans. Entre eles, gbps são fatores de 

virulencia diretamente relacionados à capacidade do S. mutans de formar biofilme 

dental. Mais especificamente, o gene gbpA está envolvido na formação de biofilme 

durante o processo cariogênico, pela adesão a estrutura dental e o acúmulo de 

microorganismos no biofilme, resultando em seu crescimento9. 

 Clinicamente, o uso de enxaguatórios bucais que contenham flúor, álcoois e 

agentes antimicrobianos (sejam químicos ou naturais) são recomendados para 

auxiliar no controle e redução dos biofilmes dentários. Para ser ideal, esses agentes 

antimicrobianos devem ser eficazes contra microrganismos, agir rapidamente, manter 

a atividade em baixas concentrações, não apresentar efeitos colaterais e ser usado 

sem causar nenhum desconforto10. Apesar de ter um excelente desempenho controle 

químico,  a clorexidina – que é considerado o padrão ouro para redução de patógenos 

orais – pode promover alterações na cor dos dentes, descamação e alteração da 

mucosa oral, sensibilidade e alteração de paladar11,12. 

Levantamentos epidemiológicos mostram que a exposição da dentina à 

cavidade oral está se tornando comum à medida que a população envelhece13. Nesse 

sentido, é crescente o interesse em avaliar o efeito antibiofilme e antibacteriano de 

novos produtos na formação de biofilme em dentina. Por isso, o colutório BlueM® 

apresenta-se como uma alternativa aos métodos convencionais de controle de 

biofilme. No entanto, suas propriedades e mecanismos de ação no biofilme 

cariogênico ainda não são esclarecidas na literatura. Sendo assim, o objetivo deste 

estudo é investigar a potencial ação antimicrobiana deste produto contra a formação 

de biofilme de S. mutans e sua capacidade de influenciar na expressão do gene gbpA. 

Além disso, a biocompatibilidade deste colutório também é avaliada em fibroblastos. 

 

MATERIAL E MÉTODOS   
Soluções  

BlueM® foi obtido diretamente do fabricante, na sua formulação original. Foram 

preparadas soluções diluídas em BHI (Brain Heart Infusion, Acumedia, Lansing, MI, 
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USA) nas concentrações 50% - 0.002%. A clorexidina (CHX) 0,12% foi utilizada como 

controle positivo e o meio de cultura BHI, como controle negativo. 

 
 
Atividade Antimicrobiana 
Cepa bacteriana e condições de crescimento  
        Foi utilizado neste estudo a cepa de referência de Streptococcus mutans 

(ATCC 25175). As culturas foram previamente preparadas em meio de cultura BHI 

(Brain Heart Infusion, Acumedia, Lansing, MI, USA) suplementado com extrato de 

levedura (Yeast Extract Powder, Himedia, Vadhani, MB, IND), mantido em jarra de 

microaerofilia por 18 h a 37 °C. Posteriormente, o material resultante teve sua turbidez 

ajustada com o auxílio do espectrofotômetro (Eppendorf AG, 22331 Hamburg, 

Germany), até atingir absorbância 0,2 em 600 nm correspondente a uma suspensão 

de trabalho de 1x10 7 UFC ml -1. 

 

Determinação da Concentração inibitória mínima (MIC) e Concentração 
bactericida mínima (MBC) 
        Foi realizado o método de microdiluição em caldo para determinação da 

concentração inibitória mínima (MIC) em placa de microtitulação de 96 poços (TPP, 

Switzerland). Utilizando-se técnicas assépticas, cada poço recebeu separadamente o 

volume de 100 μL de BHI acrescido das diluições de BlueM® (50%- 0,02%) e 5 μL da 

suspensão de S. mutans numa concentração final de 1 x 107 UFC mL-1 em cada poço. 

As placas foram incubadas por 24 h a 37 ºC. e em seguida quantificada em leitor 

SYNERGY a 600 nm (GEN52.07). Para a Determinação da Concentração Bactericida 

Mínima (CBM) dos orifícios que não mostraram crescimento visível, ou seja, DO 

600nm ≤ 0.05, foram retirados 10 μL das amostras e plaqueadas em meio de cultura 

Mitis Salivarius Agar (Agar Mitis Salivarius, Himedia, Vadhani, MB, IND) e mantidas a 

37 ºC por 48 h. O MBC foi definido como a menor concentração capaz de inibir o 

crescimento bacteriano. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e 

experimentos independentes. 

 

Concentração mínima para inibição de biofilme (CIMB) 
        Biofilme de S. mutans foi formado em placas de microtitulação de 96 poços      

(n = 9). Inicialmente, para formação da película adquirida, foi adicionado 50 μL de 
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saliva humana/poço estéril, as placas incubadas a 37 °C sob agitação de 70 rpm por 

1 h. Após este período, a saliva foi removida. Posteriormente, foram adicionados 200 

μL da suspensão bacteriana correspondendo a 1×105 CFU/mL do S. mutans para 

formação de biofilme. As placas foram armazenadas em jarras de microaerofilia por 

48 h e o meio gasto foi renovado após 24 h. Após 48 h de incubação o meio foi 

aspirado e foram adicionados a cada poço 200 μL das concentrações de BlueM® 

previamente preparadas nas seguintes concentrações: 50% até 0,01%. As placas 

foram incubadas em condições de microaerofilia a 37 °C durante 24 h. Após 

incubação, o biofilme resultante foi avaliado pelo Teste Cristal Violeta. 

 

Efeito do Blue M em biofilme formado sobre disco de dentina 

Previamente foram obtidos discos de dentina (8.0mm x 3.0mm x 1,5mm) a partir 

de coroas de incisivos bovinos. Os discos foram polidos e submetidos a avaliação da 

rugosidade superficial (Ra) pelo rugosímetro portátil (Mitutoyo surftest SJ-401, 

Mitutoyo Corporation, Japão). Em seguida, solução de EDTA 0,5 M (pH 7,2) foi 

aplicada, seguida por hipoclorito de sódio 5,25 %, solução de ácido cítrico 6% e água 

deionizada esterilizada com objetivo de remoção da smear layer e limpeza dos túbulos 

dentinários. Os discos foram distribuídos em grupos experimentais e controle, por 

meio da aleatorização por restrição. Posteriormente os discos foram embalados e 

enviados para esterilização por meio de gás de óxido de etileno (Acecil- Centro de 

Esterelização Comercio e Industria LTDA).  

        Utilizando uma pinça estéril, discos de dentina foram posicionados em placa 

de cultura celular de 48 poços. Para formação da película adquirida, foram 

adicionados 200 µL de saliva humana estéril/poço e as etapas seguintes foram 

desenvolvidas como descrito anteriormente.  Em seguida, foram adicionados aos 

poços 500 µL de microrganismo previamente ajustado (1× 105 CFU/mL), e incubada 

durante 24 h, para a formação do biofilme. Após este período o meio com 

microrganismos não aderidos foi aspirado delicadamente, e 500 µL por poço da 

solução de BlueM® nas concentrações de 50%, 25% e 12,5% (selecionadas a partir 

dos resultados do CIMB) foram adicionados durante 60 segundos para o tratamento 

do biofilme formado. Posteriormente, os discos foram lavados delicadamente com 

solução salina, e o biofilme resultante foi avaliado por Unidades Formadoras de 

Colônia por mililitro (UFC/mL).  
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Análise por microscopia confocal de varredura a laser  
         Os biofilmes crescidos sobre discos de dentina e tratados com diferentes 

concentrações de BlueM® como descrito anteriormente, foram corados com o kit 

Live/Dead BacLight Bacterial Viability (L7012, Invitrogen Molecular Probes, Eugene, 

OR, EUA) de acordo com a instruções do fabricante. Resumidamente, foi preparada 

uma solução estoque em PBS estéril contendo 12 μL da solução SYTO 9 e 12 μL da 

solução de Iodeto de Propídio. Em seguida, foram adicionados 750 μL da solução 

homogeneizada em cada poço, permanecendo em contato com os corpos de prova 

durante 15 minutos à 37ºC e protegido da luz. As amostras foram posicionadas sobre 

uma lamínula, deixando a superfície a ser analisada em contato com a mesma, o que 

possibilitou a análise do biofilme por microscopia. Os comprimentos de onda de 

excitação/emissão foram 488/500 nm para SYTO 9 e 488/635 nm para Iodeto de 

Propídio. A fluorescência das células coradas foi visualizada por MCVL (LSM 780 

invertido, Zeiss, Jena, Alemanha) e as imagens adquiridas com o software ZEN 2012 

(Zeiss) com uma resolução de 1.024 por 1.024 pixels. As imagens de um único plano 

focal do biofilme foram capturadas pelo sistema com uma lente de ampliação de 20x. 

A área selecionada para a análise do biofilme foi definida aleatoriamente, mas de 

forma que não seja tão próxima às bordas dos corpos de prova 

 

Análise da expressão do fator de virulência do gene gbpA envolvido na 
aderência de S. mutans  

Para investigar a influência do tratamento com BlueM® na expressão gênica de 

gbpA, S. mutans foi cultivado em 40 mL de meio BHI suplementado com extrato de 

levedura até sua fase mid-log (DO600 S.mutans = 0,45). Em seguida 2,5 mL dos 

microrganismos crescidos foram transferidos para tubos falcon e concentrações de 

BlueM® (50% e 25%) foram adicionadas no volume de 2,5 mL, e os tubos incubados 

durante 15 e 30 minutos a 37 °C. Como controle negativo foram utilizadas células sem 

tratamento (meio de cultura) e como controle positivo células tratadas com CHX 

0.12%. 

Após o tempo de incubação, a cultura bacteriana foi centrifugada (5000 rpm, 5 

minutos), o sobrenadante descartado e 500 µL de novo meio de cultura foi adicionado, 

com o intuito de ressuspender o pellet do microrganismo. As células bacterianas foram 

então tratadas durante 5 minutos com RNAprotect Bacteria (Qiagen GmbH, Hilden, 

Germany), seguido por centrifugação (5000 rpm, 10 minutos) (Bordini et al., 2018). Foi 
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realizada a lise celular, isolamento e purificação do RNA utilizando RNeasy minikit 

(Qiagen GmbH, Hilden, Germany) segundo o protocolo do fabricante. As quantidades 

de RNAm foram quantificadas com o aparelho Synergy H1(Biotek, Winooski, VT, USA) 

e o RNAm de cada amostra (100 ng/mL) foi transcrito de forma reversa em 

termociclador utilizando o High Capacity cDNA Reverse Transcriptions Kit (Applied 

Biosystems, Foster City, Calif., USA), seguindo as recomendações do fabricante. 

Os cDNAs obtidos foram utilizados nas reações de PCR tempo real para 

determinação da quantidade relativa de RNAm do gene alvo gbpA e o gene 

constitutivos 16S rRNA de cada microrganismo, utilizado como controle interno para 

normalização dos dados. Os primers utilizados para o RT-qPCR foram adquiridos da 

Life Technologies Inc. (São Paulo, SP, Brasil) e estão listados na Tabela 1.  

As reações foram preparadas com 20 μL da mistura de PCR contendo 10 μL 

de Fast SYBR™ Green Master Mix, 5 μL de cDNA, 1 μL de cada primer específico e 

3 μL água livre de DNase e RNase. As amostras foram amplificadas utilizando o 

equipamento StepOnePlus Real time PCR system (Applied biosystems). As condições 

de amplificação foram: 95 °C por 20 segundos, seguido por 40 ciclos a 95°C por 3 

segundos e 60°C por 30 segundos. Os ensaios foram realizados em triplicata em três 

experimentos independentes e um conjunto representativo de dados é apresentado. 

 

Tabela 1.  Primers para a análise de RT-qPCR de S. mutans 

 

Genes Sequência de primers 
Tamanho 

(pb) 
Referências 

16S rRNA 

S. mutans 

 

5´-CCATGTGTAGCGGTGAAATGC-3´ 

5´-TCATCGTTTACGGCGTGGAC-3´ 
144 Bordini et al.9 

gbpA 
5´-CGCCAATAGTTCTCCAGCCGAT-3´ 

5´-CGAACCAGCGACTGCTGCA-3´ 
154 Bordini et al.9 

 

 

Citotoxicidade  
Cultura Celular  

Linhagem celular de Fibroblastos (L929) foram cultivadas e mantidas em meio 

de cultura Dulbecco’s Medium (DMEM) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 
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suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY, EUA) e 1% de 

penicilina, estreptomicina e glutamina (100 UT/mL de penicilina, 100 μg/mL de 

estreptomicina e 2 mmol/L de glutamina (Gibco, Grand Island, NY, EUA) em atmosfera 

umidificada a 5% de CO2 a 37ºC. As células foram sub-cultivadas até obtenção de 

número adequado de células para o estudo.  

 

Citotoxicidade em Fibroblastos (L929) 
Fibroblastos L929 foram cultivados em placas de 96 poços (2 x 104 

células/poço) e mantidos em incubadora umidificada por 24 h. Previamente, foram 

preparadas concentrações de BlueM® de 50 % – 0,04%  em DMEM com 1% de soro 

fetal bovino inativado. Após o período de 24 h, foi adicionado a cada poço 100 μL das 

concentrações de BlueM®  e a placa incubada por 2 h. Camptotecina 10 µM foi utilizada 

como controle positivo. Após o período teste, os efeitos ctitotóxicos foram avaliados 

utilizando o ensaio de MTT (metiltetrazolium) para análise do metabolismo celular. 

 

ANALÍSE ESTATISTICA  
Os dados obtidos foram analisados usando o GraphPad Prism 6.0 (GraphPad 

Software Inc.). O objetivo das análises foi comparar os resultados de cada desfecho 

de acordo com as diferentes concentrações do BlueM® por meio de ANOVA com teste 

post-hoc de Tukey para comparações pareadas. O nível de significância foi 

estabelecido em 95% (p <0,05) em todas as análises. Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata em três experimentos independentes. 

 

RESULTADOS  
Atividade antibacteriana e inibição do biofilme 

A Tabela 2 mostra os valores de CIM, MBC e MBIC de BlueM® testados em 
culturas planctônicas e biofilme de S. mutans.  As diluições seriadas de BlueM® (50% 
- 0,002%) foram analisadas e S. mutans foi sensível ao BlueM® com valores de CIM 
e MBC de 0,005% e 0,01%, respectivamente. A concentração mínima para inibição 
de biofilme (CMIB) do BlueM® capaz de inibir o crescimento do biofilme. A atividade 
antimicrobiana do BlueM® foi analisada pelo teste de cristal violeta obtendo CMIB a 
partir da concentração de 6,25%, indicando redução microbiana do BlueM®. 
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Tabela 2 - Concentração inibitória mínima (CIM), Concentração Bactericida Mínima 

(CBM) e Concentração Mínima de inibição de biofilme (CIM) de BlueM® em S. mutans 

 

 BlueM® 

Microrganismo CIM (%) MBC (%) MBIC (%) 

S. mutans 0.005 0.01 6.25 

 
 
Análise antimicrobiana do BlueM® sobre biofilme pré-formado em corpos de 
prova 

O efeito antimicrobiano do BlueM® foi avaliado sobre corpos de prova de 

dentina após 60 segundos de tratamento. A Figura 1 mostra que concentrações de 

50% e 25% de BlueM® apresentaram uma diminuição estatisticamente significante no 

numero de microrganismos viáveis quando comparado ao grupo controle negativo 

sem tratamento. Entretanto, a concentração de 12,5% não apresentou diminuição 

estatisticamente significativa (p>0,05%). Surpreendentemente, o tratamento com 

clorexidina 0,12% não apresentou uma redução significativa quando comparada ao 

grupo controle negativo.   
 

 
Figura 1. Efeito do BlueM® sobre biofilme de S. mutans (ATCC 25175) crescido em 
superfícies de dentina bovina. As contagens de bactérias após cada tratamento são 
expressas em logaritmo de unidades formadoras de colônias (UFC) por mililitro. 
Diferenças estatísticas estão representadas por diferentes letras para comparação 
entre tratamentos (ANOVA One-way seguido pelo teste de Tukey, p<0.05).  
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Análise por microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) 

A Figura 2 ilustra a avaliação do biofilme formado em dentina por MCVL. Os 

microrganismos viáveis apresentam-se corados em verde e os não viáveis corados 

em tom amarelo-avermelhado. A Figura 2A corresponde ao controle negativo, a qual 

apresenta uma massa homogênea de microrganismos viáveis. Na Figura 2B, 

referente a CHX 0,12%, nota-se coloração mais amarelada, indicando menor 

viabilidade das células. No que diz respeito aos grupos correspondentes ao BlueM®, 

observa-se um efeito dose-dependente, onde há um aumento da redução da 

viabilidade após o tratamento com concentrações maiores de BlueM®. Assim, 

observa-se a predominância da coloração alaranjada que indica uma redução da 

viabilidade dos microrganismos, após o tratamento com BlueM® 50 % (Figura 2C) e 

nas imagens que se referem as concentrações de 25% e 12,5 % de BlueM® (Figura 

2D e 2E) nota-se maior quantidade de bactérias viáveis representadas pela cor verde. 

 

 
 
Figura 2. Imagens de microscopia confocal de varredura a laser da ação do BlueM®, 
sobre biofilme de S. mutans ATCC 25175 desenvolvido em corpos de prova de 
dentina. Controle Negativo (A), Clorexidina 0,12% (B), BlueM® 50% (C), BlueM® 25% 
(D) e BlueM® 12,5% (E). 
 



22 
 

Análise da expressão do fator de virulência do gene gbpA envolvido na 
aderência de S. mutans 

A expressão do fator de virulência do gene gbpA, que está relacionado a 

adesão bacteriana e formação de biofilme dental pelo S. mutans foi avaliado após 

tratamento por 15 e 30 minutos com concentrações de BlueM® de 50% e 25%. Na 

figura 3 pode-se observar que após o tratamento com as concentrações testes de 

BlueM® por 15 e 30 minutos houve uma redução altamente significativa na expressão 

do gene gbpA (***p<0,001, ****p<0,0001). Da mesma forma, clorexidina 0,12% 

apresentou uma redução significativa na expressão do gene após ambos períodos 

avaliados (**p<0,01, ****p<0,0001). 

 

 
Figura 3. Efeito do BlueM®, sobre a expressão de mRNA do gene gbpA envolvido na 
adesão e formação do biofilme de S. mutans (ATCC 25175). Os resultados estão 
expressos em médias ± DP de ensaios em triplicata para três experimentos 
independentes (ANOVA/teste de Tukey, α = 0,05). ┌─┐ indica diferença 
estatisticamente significativa em relação ao grupo controle para cada período de 
avaliação (**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). 
 

 

Avaliação da citotoxicidade do BlueM® 
Os efeitos citotóxicos do BlueM® estão expostos na Figura 4. Pode-se observar 

que concentrações de 50% a 0,78% de BlueM® apresentaram diminuição 
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estatisticamente significante (p<0,01%) na viabilidade das células após o tempo de 

tratamento, quando comparados ao grupo controle. Contudo as concentrações de 

0,39% a 0,04% não apresentaram diminuição estatisticamente significativa na 

viabilidade celular (p>0,01%). 

 
 

 
Figura 4. Viabilidade celular (% do controle) de fibroblastos L929 após 2h de exposição 
com diferentes concentrações de BlueM®, (50% - 0,04% v/v) e camptotecina 10 μM 
utilizado como controle positivo. *, indica redução da viabilidade celular estatisticamente 
significante comparada ao grupo controle (ANOVA One-way seguido pelo teste de 
Tukey, p <0,001).  
 

 
 
 

 

 
 
 
 

 



24 
 

4 DISCUSSÃO  
 

  O uso de métodos complementares de higienização oral, tais como os 

enxaguantes bucais, associados aos métodos tradicionais, vem sendo amplamente 

estudados a fim de entender os possíveis mecanismos para o controle de bactérias 

patogênicas da cavidade bucal. No presente estudo mostrou-se o efeito 

antimicrobiano do BlueM® contra S. mutans. Até o momento não existem estudos 

científicos demonstrando a efetividade desde produto sobre bactérias cariogênicas, 

apenas sobre Porphyromonas gingivalis, bactéria relacionada a doença periodontal14. 

No entanto, o Blue M® atribui seu potencial antimicrobiano principalmente ao oxigênio 

ativo presente em sua formulação e se apresenta como uma alternativa no que se 

refere ao combate de microrganismos15. 

 A cárie dentária é uma doença multifatorial, ou seja, seu surgimento depende 

de vários fatores tais como presença de biofilme e dieta e se apresenta como uma 

doença dinâmica, que resulta em perda líquida de minerais dos tecidos dentais16. As 

principais bactérias associadas são o L. acidophilus e S.mutans, que na presença de 

carboidratos fermentáveis, liberam, como produto metabólico, ácido na superfície 

dental17. Neste contexto, o potencial cariogênico do S. mutans está relacionado com 

três características principais do mesmo: 1. capacidade de sintetizar grande 

quantidade de polímeros extracelulares, como o glucano; 2. Capacidade de converter 

em ácidos orgânicos uma ampla gama de carboidratos; 3. capacidade de sobreviver 

frente a estresse ambiental, principalmente no que se refere a baixo pH8.   

 Os resultados apresentados no presente estudo, mostram o efeito 

antimicrobiano do BlueM® contra S. mutans. Não existem estudos na literatura sobre 

o potencial antimicrobiano do BlueM® contra bactérias cariogênicas tais como S. 

mutans em estado planctônico. Os resultados de Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CMB), mostram valores de 0.005% e 

0.01%. Desta forma, baixas concentrações de BlueM® foram capazes tanto de inibir o 

crescimento bacteriano, quanto apresentar ação bactericida. Como já descrito, o Blue 

M® contém em sua composição oxigênio ativo14,15, logo os mecanismos de ação 

dessas partículas podem elucidar os resultados obtidos, pois essas moléculas tem 

como mecanismo de ação antimicrobiano a interação com grupos tiol de enzimas, 

proteínas, DNA e parede celular de bactérias18.  
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 No processo de formação de biofilme, as superfícies dos dentes são 

imediatamente recobertas por mucoproteínas salivares formando a película adquirida, 

a qual é um fator imperativo para a adesão bacteriana através de ligações iônicas, 

inicialmente fracas, mas que se fortalecem através da interação entre moléculas 

bacterianas19. Assim, no presente estudo foi utilizada saliva humana não estimulada 

para formação de biofilme, com o objetivo de simular uma condição clínica. A 

avaliação de Concentração Mínima para Inibição de Biofilme (CMIB) foi utilizado como 

um teste preliminar para determinar a menor concentração capaz de inibir 50% da 

formação do biofilme de S. mutans20. Apesar do teste de cristal violeta ser considerado 

um teste quantitativo que avalia a biomassa do biofilme, esse tem sido comumente 

utilizado como um método de avaliação para determinar a redução e/ou inibição de 

um biofilme21,22. Os resultados apresentados sugerem que Blue M® 6,25% é capaz de 

reduzir o biofilme de S. mutans e estão de acordo com os resultados apresentados 

em diversos trabalhos14,15 que indicam, por meio de estudos in vivo e in vitro, que o 

oxigênio ativo possui ação antibacteriana. 

 Colonizadores primários no biofilme são predominantemente Gram-positivos 

do gênero Streptococcus, os quais favorecem uma colonização secundária de 

bactérias tornando o biofilme mais complexo e maduro23,24. Como observado nos 

resultados de Análise Antimicrobiana do BlueM® sobre Biofilme Pré-formado em 

Corpos de Prova (UFC/mL) e imagens de Microscopia Confocal de Varredura a Laser 

(CLSM), os resultados mostraram redução estatisticamente significante após o 

tratamento com BlueM® sobre biofilme de S. mutans crescido em superfícies de 

dentina bovino. Neste contexto, podemos sugerir que o efeito antimicrobiano do Blue 

M® é devido ao seu principal composto, o oxigênio ativo, essencial cofator para a 

formação de óxido nítrico e peróxido de hidrogênio, substrato para a geração de 

espécies reativas ao oxigênio (EROs). As espécies reativas de oxigênio (EROs), são 

moléculas que contem O2 em sua estrutura e que foram, por meio da adição de 

elétrons, reduzidas adquirindo formato radical altamente reativo25. Adicionalmente, as 

EROs consistem em moléculas apolares que tem a capacidade de se difundirem 

rapidamente através de membranas celulares típicas, por meio da água26. Portanto, 

possuem alta capacidade antimicrobiana frente bactérias Gram-negativas e Gram-

positivas, bem como atuam na prevenção da formação de biofilme25.  
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  Estudos prévios têm demonstrado efeito antimicrobiano contra S. mutans após 

o tratamento com Clorexidina27-29. Supreendentemente, no presente estudo CHX 

0.12% não mostrou redução estatisticamente significativa quando comparada ao 

grupo controle negativo. Tendo em consideração que na forma de biofilme, os 

microrganismos tornam-se mais resistentes comparados a sua forma planctônica, 

devido a trocas metabólicas inter e intraespécies; assim como o tipo de superfícies 

onde o biofilme é aderido; pode ser sugerido que, considerando a presença de 

exopolissacarideos no biofilme, estes poderiam dificultar a penetração de produtos 

antimicrobianos tais como a Clorexidina30.  

 Um dos mecanismos pelo qual o fator de virulência influencia no processo de 

colonização de S. mutans é o fato de o microrganismo expressar alguns genes que 

auxiliam no acúmulo e crescimento bacteriano na superfície dental31. S. mutans 

sintetiza três proteínas de ligação ao glucano sem atividades enzimáticas conhecidas 

gbpA, gbpB e gbpC32. As propriedades associadas à virulência destes genes 

específicos são bem estudas. No entanto, o gbpA é o principal representante desse 

grupo sendo um gene glucano dependente que atua na adesão bacteriana e coesão 

durante a formação de biofilme31. Os glucanos extracelulares promovem aderência e 

são críticos para aumentar a concentração de S. mutans no biofilme bacteriano33. No 

presente estudo, qPCR foi realizado para investigar o efeito do Blue M® na expressão 

do gene relacionado a adesão de S. mutans. Esta análise mostrou que o tratamento 

do biofilme de S. mutans com Blue M® reduz a expressão de gbpA, o que nos leva a 

sugerir que as mudanças na virulência resultam ou podem influenciar nas mudanças 

da estrutura do biofilme. Neste contexto, Jang et al.34 sugerem que a expressão do 

gene gbpA pode estar correlacionado com a quantidade de microrganismos presentes 

no biofilme, diminuindo assim sua expressão conforme redução do número de 

microrganismos. 

  A biocompatibilidade de um produto destinado para o tratamento ou prevenção 

de infecções orais é um parâmetro chave a se considerar. Desta forma testes de 

citotoxicidade do Blue M® foram realizados sobre células tipo fibroblastos. Estas 

células foram selecionadas devido ao fato de serem tipos celulares que se encontram 

dentro da composição da mucosa oral, a qual é a primeira barreira com a qual um 

colutório entra em contato. Concentrações baixas de Blue M® mostraram-se não 

citotóxicas para as células. Justificando-se pelo fato de que o oxigênio ativo em altas 
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concentrações promove morte celular, contudo em concentrações baixas o mesmo é 

capaz de regular a colonização microbiana, a resposta imune e a função celular18,25.  

  O presente estudo trata-se de um estudo inédito. Não existem estudos 

preliminares que relatem a eficácias do Blue M® sobre bactérias cariogênicas. 

Portanto testes adicionais in vivo e in vitro são necessários para corroborar e elucidar 

o seu mecanismo de ação, assim como sua eficácia no tratamento da cárie. 
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5 CONCLUSÕES 
 

 - Com base nos achados do presente estudo, pode-se demonstrar que o Blue 

M® usado como enxaguante bucal possui efeito antimicrobiano contra o S. mutans, 

promovendo efeitos bactericidas, bacteriostáticos, antibiofilme e não citotóxico em 

baixas concentrações. 

 - O Blue M® foi capaz de reduzir a expressão do gene gbpA, interferindo na 

capacidade de adesão do S. mutans.  
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