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RESUMO 

A cárie é a doença crônica mais prevalente no mundo. Sua fisiopatologia está 
associada a fatores como: biofilmes (microrganismos e matriz extracelular); dieta rica 
em carboidratos; tecidos dentários e tempo de interação. Embora muitos modelos 
laboratoriais tenham simplificado o estudo da cárie focando apenas no entendimento 
em microrganismos específicos, mimetizar a cavidade bucal para o controle das 
variáveis que influenciam a cárie ainda é um dos maiores desafios. O objetivo do 
estudo foi avaliar de forma longitudinal a importância de Streptococcus mutans na 
construção da matriz extracelular e na estruturação de biofilmes polimicrobianos 
associados a cárie. Foram desenvolvidos biofilmes microcosmos para avaliar o 
desenvolvimento destas comunidades. Para isso a microbiota salivar humana foi 
inoculada sobre discos de esmalte bovino em quatro desafios nutricionais ou modelos 
de biofilme in vitro. Foram avaliados: pH dos meios de cultura; microdureza e 
rugosidade dos discos de esmalte; biomassa total e dinâmica populacional (via UFC. 
mL-1) dos biofilmes. Entre os modelos estudados o modelo 3 (M3) – ‘Três refeições 
diárias’ apresentou características mais próximas da cavidade bucal, uma vez que os 
valores de pH permaneceram próximos do neutro, apresentaram desmineralização sutil 
e progressiva do esmalte, não favoreceram grupos microbianos específicos e 
permitiram o acúmulo do biofilme, o que foi evidenciado pelo aumento da biomassa e 
da microbiota total. M3 foi utilizado para testar duas estratégias de inoculação única 
(UNI) e múltipla (MULTI), a segunda visando simular a colonização secundária dos 
microrganismos. Foram avaliados: pH dos meios de cultura; os biofilmes (arquitetura; 
dinâmica populacional microbiana via UFC. mL-1, sequenciamento de DNA e qPCR; 
biomassa insolúvel e componentes da matriz extracelular); e desmineralização do 
esmalte (via microdureza). As flutuações observadas no pH foram semelhantes as 
relatadas na cavidade bucal, observando-se uma acidificação após ingestão de 
carboidratos e a ação tamponante da saliva, simulada com o retorno do caldo de 
cultura de saliva com um pH neutro. A configuração espacial foi semelhante a 
encontrada em biofilmes orais associados com cárie, representada por arquiteturas do 
tipo ouriços (hedgehog) e espigas de milho (corncob). A representatividade dos 
estreptococos do grupo mutans foi ≤ 2 % da microbiota total cultivável. O gênero 
Streptococcus foi o mais abundante, porém, S. mutans não foi detectado em nenhuma 
amostra via sequenciamento. Na estratégia MULTI foi detectada uma maior diversidade 
microbiana. Ao quantificar o número de células bacterianas via qPCR observou-se que 
S. mutans representa < 0,01 % da saliva e < 0,005 % nos biofilmes. Conforme o
envelhecimento do biofilme, houve um aumento da biomassa, dos exopolissacarídeos
e do DNA extracelular na matriz nas duas estratégias. O acúmulo destes componentes
está associado a uma estrutura coesa que pode favorecer a formação de nichos
ácidos. O amadurecimento do biofilme e a desmineralização do esmalte aconteceu de
forma independente à baixa proporção de S. mutans e da estratégia de inoculação,



diminuindo o protagonismo de certas espécies em uma doença que possuí caráter 
multifatorial.  

Palavras – chave: Cárie dental. Biofilme. Microbiota. Desmineralização. Carboidratos na dieta. 
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ABSTRACT 

Dental caries is the most prevalent chronic disease in the world. Its pathophysiology is 
associated with factors such as biofilms (microorganisms and extracellular matrix), 
carbohydrate-rich diet, dental tissues, and interaction time. Although many laboratory 
models have simplified the study of caries by focusing only on understanding specific 
microorganisms, mimicking the oral cavity to control the variables that influence caries 
is still one of the greatest challenges. The study aimed to evaluate longitudinally the 
importance of Streptococcus mutans constructing the extracellular matrix and 
structuring polymicrobial biofilms associated with dental caries. Microcosm biofilms 
were developed to assess the dynamics of these communities. For this purpose, the 
human salivary microbiota was inoculated on bovine enamel discs in four biofilm models 
in vitro. The following were assessed: pH culture media; microhardness and roughness 
of enamel discs; total biomass and population dynamics (via CFU mL-1) of biofilms. 
Among the models studied, model 3 (M3) - 'Three meals a day' presented 
characteristics closest to the oral cavity since the pH values remained close to neutral, 
subtle and progressive enamel demineralization, did not favor specific microbial groups, 
and allowed the accumulation of biofilm, which was evidenced by the increase in 
biomass and total microbiota. M3 was used to test two single (UNI) and multiple 
(MULTI) inoculation strategies, the second simulating the secondary colonization of 
microorganisms. The following were assessed: pH of the culture media; biofilms 
(architecture; microbial population dynamics via CFU mL-1, DNA and qPCR sequencing; 
insoluble biomass and matrix components); and enamel demineralization (via 
microhardness). The fluctuations observed in the pH were similar to those reported in 
the oral cavity; there was acidification after exposure to carbohydrates, and the 
buffering action of the saliva was simulated by returning biofilms to a saliva culture broth 
with a neutral pH. The spatial configuration was similar to that found in oral biofilms 
associated with caries, represented by hedgehogs and corn cobs architectures. The 
representativeness of streptococci from the mutans group was ≤ 2% of the total 
cultivable microbiota. The genus Streptococcus was the most abundant; however, S. 
mutans was not detected in any sample via sequencing. In the MULTI strategy, a 
greater microbial diversity was detected. When quantifying the number of bacterial cells 
via qPCR, it was observed that S. mutans represents <0.01% of saliva and <0.005% in 
biofilms. As the biofilm aged, there was an increase in biomass, exopolysaccharides, 
and extracellular DNA in the extracellular matrix in both inoculation strategies. The 
accumulation of these components is associated with a cohesive structure that can 
favor the formation of acidic niches. The maturation of the biofilm and enamel 
demineralization occurred independently of the low proportion of S. mutans and the 
inoculation strategy, reducing the role of specific species in the multifactorial disease. 



Keywords:  Dental caries. Biofilm. Microbiota. Demineralization. Dietary carbohydrates. 
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 1 INTRODUÇÃO 

A cárie é uma doença que gera dor, sofrimento, diminuição em várias funções da 

cavidade bucal, além do alto custo envolvido no tratamento. É uma das doenças mais 

prevalentes no mundo, tornando-se um problema de saúde pública (Petersen 1, 2008; 

Kassebaum et al. 2, 2015). Esta doença é um processo biológico dinâmico que está 

fortemente relacionado com carboidratos presentes na dieta do hospedeiro e 

estruturação de comunidades polimicrobianas (biofilmes), resultando na produção de 

ácidos por estes microrganismos. Estes ácidos interagem com as superfícies dos 

tecidos dentais, levando a perda de minerais nos tecidos e, consequentemente nas 

lesões de cárie (Selwitz et al. 3, 2007).  

A cavidade bucal fornece condições ideais para os microrganismos, 

configurando um dos locais com maior densidade e diversidade do corpo humano (The 

Human Microbiome Project consortium 4, 2012). A saliva é um fluido biológico da 

cavidade bucal rico em água, eletrólitos (sódio, cálcio, potássio, magnésio, bicarbonato 

e fosfato), restos de células epiteliais, imunoglobulinas, enzimas, proteínas, 

polissacarídeos, amônia e ureia. Todos estes compostos fornecem nutrientes suficiente 

para a sobrevivência de uma diversidade de microrganismos. Estes microrganismos 

são provenientes de diferentes nichos e estão suspensos na saliva (forma planctônica), 

conseguindo assim se dispersarem por toda a cavidade bucal (Humphrey e Williamson 

5, 2001). Alguns destes microrganismos chamados de colonizadores iniciais 

apresentam ferramentas biológicas para aderirem as superfícies, tais como mucosas e 

tecidos dentários. Uma vez aderidos, o processo de colonização das superfícies e 

formação de microcolônias é iniciado. Outros grupos microbianos têm como papel a 

colonização secundária e tardia, uma vez que possuem afinidade com alguns 

elementos das superfícies dos colonizadores iniciais e/ou com as substâncias por eles 

secretadas. Todo este processo resulta na construção de complexas comunidades 

conhecidas como biofilmes (Rickard et al. 6, 2003). 
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 As propriedades e as atividades metabólicas e fisiológicas que os 

microrganismos apresentam na forma planctônica diferem de quando estão na forma 

de biofilme (Flemming et al. 7, 2016). Nos biofilmes as células microbianas estão 

imersas em substâncias poliméricas extracelulares hidratadas, tais como: 

exopolissacarídeos, proteínas e ácidos nucléicos, entre outras. Estas substâncias 

constroem uma estrutura tridimensional (3D) conhecida como matriz extracelular 

(Flemming e Wingender 8, 2010).  

Os microrganismos que constituem o biofilme estão constantemente interagindo 

entre si, seja se comunicando, competindo e/ou em forma de mutualismo, garantindo 

assim a auto sobrevivência (Hooshangi e Bentley 9, 2008). Como consequência destas 

interações, ocorre algumas alterações no ecossistema oral, favorecendo grupos 

microbianos específicos, e consequentemente um desbalanço entre os microrganismos 

protetores e agressores. Este processo é denominado disbiose (Samaranayake e 

Matsaruba 10, 2017). A proliferação de algumas espécies de microrganismos pode 

interferir na capacidade de reparo do hospedeiro, resultando em doenças (Rosier et al.

11, 2018).  

Nos biofilmes maduros associados às lesões de cáries ativas, observa-se uma 

matriz extracelular coesa que favorece a acumulação de produtos metabólicos como 

ácidos orgânicos, consequentemente favorecendo a queda de pH. Isso ocorre pois os 

microrganismos em geral são versáteis e conseguem utilizar uma ampla gama de 

carboidratos provenientes da dieta do hospedeiro para a obtenção de energia. Como 

consequência, há a produção de resíduos metabólicos, como alguns ácidos orgânicos. 

Estes microrganismos são denominados microrganismos acidogênicos (Loesche 12, 

1988). O entorno ácido dentro do biofilme é hostil para alguns microrganismos, 

reduzindo assim a diversidade microbiana. No entanto favorece a sobrevivência de 

microrganismos que possuem a capacidade de prosperar em pH baixo, denominados 

microrganismos acidúricos (Marsh 13, 2003; Takahashi e Nyvad 14, 2011). Além da 

capacidade de sobreviverem no entorno ácido, estes microrganismos também 

possuem alguns sistemas que auxiliam na prevenção do acúmulo de níveis tóxicos de 
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espécies reativas de oxigênio, garantindo sua sobrevivência quando submetido ao 

estrese oxidativo (Lemos et al. 15, 2019). 

A estrutura coesa do biofilme dificulta a difusão de ácidos para fora do biofilme, e 

consequentemente, a difusão da saliva para o interior dele, diminuindo assim a 

capacidade tamponante da saliva, e dificultando o processo de remineralização, uma 

vez que os íons cálcio, fosfato e flúor presentes na saliva não conseguem interagir com 

os tecidos dentários (Hicks et al. 16, 2004). Desta forma os microrganismos produtores 

de acidogênicos e acidúricos têm sido considerados por anos como agentes etiológicos 

da cárie. Por outro lado, é válido ressaltar que outros fatores contribuem para a 

virulência, tais como a capacidade dos microrganismos de adesão, de formação do 

biofilme, de serem tolerância a meios ácidos e de produção de bacteriocinas 

(Takahashi 17, 2015).  

Uma vez que as lesões cariosas estão associadas com a desmineralização, 

diferentes estratégias têm sido utilizadas para representar e simular este processo. 

Como por exemplo, o crescimento de microrganismos sobre tecidos dentários, com 

exposição intermitente a diferentes tipos de carboidratos, gerando flutuações de pH 

(Maske et al. 18, 2017).  De forma geral, independentemente dos modelos de biofilmes 

utilizados, há uma extrema dificuldade na reprodução in vitro do ambiente natural 

encontrado in vivo, tendo como principal barreira o controle dos múltiplos fatores que 

influenciam o crescimento microbiano. Entre os muitos modelos propostos, há um 

modelo que se pode considerar que melhor mimetiza o biofilme dental, tendo como 

vantagem a utilização de um inóculo de microbiota humana normal (saliva ou biofilme 

dental de voluntários); este modelo é conhecido como biofilme microcosmo (Wimpenny 

19, 1981).  

A maioria dos trabalhos têm focado o estudo na enumeração de patógenos e/ou 

identificação de novos microrganismos acidogênicos e acidúricos, na compreensão 

destes e no desenvolvimento de estratégias específicas de biofilmes dentários. Como 

resultado, temos um grande acervo na literatura para melhor entendimento da 

complexidade do processo carioso.  
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Dentre vários microrganismos estudados, destaca-se a espécie Streptococcus 

mutans. Este microrganismo apresenta algumas características que podem influenciar 

no estabelecimento da cárie, como a capacidade de sintetizar exopolissacarídeos 

(Bowen e Koo 20, 2011). A presença de glucanos e frutanos, influenciam na colonização 

de superfícies duras, na construção da matriz extracelular do biofilme e na adesão de 

novas bactérias, modulando desta forma o desenvolvimento do biofilme cariogênico 

(Bowen e Koo 20, 2011, Klein et al. 21, 2009). Adicionalmente, esses microrganismos 

possuem mecanismos para liberar DNA extracelular e ácidos lipoteicóicos, os quais 

interagem com os exopolissacarídeos. Esta interação torna mais estável e coesa a 

matriz conforme o biofilme envelhece, e consequentemente, dificulta a ação 

tamponante da saliva (Koo, et al. 22, 2013; Liao et al. 23, 2014; Castillo Pedraza et al. 24, 

2017).   

Entende-se que para o estudo desta doença, que está fortemente relacionada 

com os biofilmes, é fundamental compreender como a matriz extracelular dos biofilmes 

pode influenciar no acúmulo das células microbianas, e que sua composição pode ser 

modificada pelos microrganismos que utilizam diferentes rotas metabólicas (Xiao, et al.

25, 2012; Koo et al. 22, 2013).  

Para ter um melhor entendimento da cárie e para o delineamento dos 

experimentos é fundamental compreender  que: 1) Os biofilmes são agentes etiológicos 

da cárie, tanto a sua composição química (matriz extracelular) como a sua composição 

microbiana; 2) As relações que existem entre diferentes grupos microbianos poderiam 

ser melhor esclarecidas se os inóculos fossem provenientes de amostras clínicas que 

representem a cavidade bucal; 3) A exposição a alimentos considerados cariogênicos 

(carboidratos como sacarose e amido) deve ser intermitente e de curta duração; 4)  Os 

microrganismos orais estão imersos em saliva e assim evoluíram na presença dela, 

tornando fundamental incluí-la como meio de cultura in vitro; 5) A desmineralização dos 

tecidos dentários não pode ser simulada sobre superfícies artificiais; 6) O ecossistema 

oral é construído por interações muito complexas entre  saliva, microrganismos, 

esmalte-dentina e dieta; a omissão de um destes fatores pode levar a desfechos que 
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se afastam do que realmente constituem a fisiopatologia da cárie; 7) A cooperação 

entre as mais diversas áreas do conhecimento é fundamental para interpretar os 

resultados e construir um conceito desde uma perspectiva holística.  

Como mencionado, na literatura científica são utilizadas diversas metodologias 

para o estudo da cárie, e dificilmente se encontra um sistema que seja abrangente e 

mimetize de forma realista o entorno bucal onde a cárie se desenvolve. Devido às 

limitações já mencionadas sobre os modelos in vitro, primeiramente se torna 

necessário encarar o desafio de estabelecer um modelo de biofilme que consiga incluir 

de forma mais realista os fatores que mais influenciam o estabelecimento da doença 

(Azeredo et al. 26, 2017). Sumarizando os estudos, percebe-se que a cárie é um 

processo em que a composição microbiana da cavidade bucal vai apresentando uma 

transição progressiva (não drástica) de microbiota comensal até patogênica, um 

processo no qual o desequilíbrio de qualquer fator pode potencializar a mudança do 

ecossistema bucal (Marsh 27, 2018). Assim, este trabalho almejou a avaliação 

longitudinal da presença de S. mutans e sua possível influência na construção e 

amadurecimento de biofilmes cariogênicos em modelos de biofilmes polimicrobianos 

que mimetizem melhor a cavidade bucal.  
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7 CONCLUSÃO 

Foram desenvolvidos modelos de biofilme in vitro que se aproximam um pouco 

mais a realidade encontrada na clínica, sendo um deles com melhores características 

(M3 - ‘Três refeições diárias’). Este modelo foi testado com duas estratégias de 

inoculação. O uso de múltiplas inoculações durante o desenvolvimento dos biofilmes 

parece mimetizar melhor o que ocorre na cavidade bucal. Ao avaliar a influência de S. 

mutans na construção do biofilme, esta espécie parece não ser o protagonista em 

comunidades polimicrobianas nas estratégias de inoculação desenvolvidas. Assim, 

outras espécies ou o conjunto de espécies podem ser mais influentes do que uma única 

espécie. Especificamente: 

• A utilização de saliva humana e dos discos de esmalte bovino aumentaram as

semelhanças do sistema in vitro com o que acontece na cavidade bucal,

permitindo um ambiente neutro que ajuda na manutenção da integridade do 

dente.   

• A utilização de inóculo de microbiota humana proveniente da saliva permitiu uma

maior aproximação ao que acontece na cavidade bucal e foi demostrado que o

microrganismo S. mutans representa menos do 0,01% da microbiota salivar. 

• A exposição intermitente da combinação de carboidratos e retorno a meio de

cultura com saliva, conseguiu recriar flutuações de pH sem gerar um ambiente

hostil (i.e., drasticamente ácido, o qual favoreceria alguma espécie específica). Ao

mesmo tempo foi possível recriar a diminuição progressiva e sutil da microdureza,

algo mais próximo ao que acontece na cavidade bucal.

• As duas estratégias de inoculação apresentaram características semelhante aos

achados reportados em amostras clínicas de biofilme. Houve uma predominância

do gênero Streptococcus e espécies anaeróbias como Prevotella e Veillonella 

apresentaram abundância relativa de entre 5 e 10%, mesmo sendo cultivado em 

ambientes de microaerofilia. No entanto a estratégia de múltiplas inoculações 

permitiu um ambiente competitivo entre os microrganismos, e algumas espécies 

minoritárias conseguiram garantir um espaço no biofilme em diferentes idades, 

apresentando assim uma maior diversidade. 
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• O biofilme foi aumentando sua biomassa insolúvel conforme envelheceu e foi

configurando uma estrutura mais coesa pois os componentes da matriz

extracelular (exopolissacarídeos e eDNA) foram aumentando com o tempo. 

Embora que o principal contribuinte para a biomassa seja desconhecido, 

acreditamos que podem ser as células microbianas, pois a proporção de 

exopolissacarídeos insolúveis representou entorno de 1 a 2 % da biomassa.  

• O amadurecimento do biofilme foi independente das baixas proporções de S.

mutans nos biofilmes oriundos das duas estratégias. Assim, a utilização de

metodologias adicionas como a análise de transcriptoma (proteoma, metaboloma) 

poderia esclarecer quais espécies contribuem na construção do biofilme.  
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