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Zenaro PP. Influência do peróxido de hidrogênio na formação e virulência de 
biofilmes de Streptococcus mutans [dissertação]. Araraquara: Faculdade de 
Odontologia da UNESP; 2018. 
 

RESUMO  

O peróxido de hidrogênio (H2O2) é considerado uma das principais fontes endógenas 
de estresse oxidativo para bactérias orais. Contudo, o seu papel no processo de 
desenvolvimento da cárie dentária ainda não está completamente elucidado. O 
objetivo deste estudo in vitro foi gerar uma cepa de Streptococcus mutans tolerante 
ao H2O2, e avaliar a habilidade do H2O2 em afetar a formação e a virulência de 
biofilmes de S. mutans. Para gerar a cepa tolerante ao H2O2, a cepa de S. mutans 
UA159, foi reativada em placas de agar BHI e incubadas (48 horas, a 37°C e 5% de 
CO2). Duas a cinco colônias foram transferidas para tubos falcon contendo 2 mL de 
caldo BHI suplementado com 1% de glicose e incubadas por 18 horas, sob as mesmas 
condições. As culturas foram diluídas 1:20 em meio de cultura fresco, incubadas até 
atingirem a fase exponencial de crescimento, centrifugadas, lavadas, ressuspensas 
em glicina, e submetidas a tratamento com 80 mM de H2O2. Esses procedimentos 
foram repetidos por oito vezes, e as colônias sobreviventes foram consideradas 
tolerantes. Em seguida, para o crescimento do biofilme, foi usado um modelo de 
aderência ativa. Lamínulas de vidro estéreis, jateadas com óxido de alumínio, foram 
imersas em saliva filtrada para a formação da película adquirida. Posteriormente, 
foram imersas verticalmente em 2,8 mL de caldo BHI com 1% de sacarose (n=12 por 
grupo) inoculado com 106 UFC/mL da cepa controle (grupo GC) ou da cepa tolerante 
ao H2O2. Para a cepa tolerante ao H2O2, em um grupo (grupo GTcPH)  foram 
acrescentados 80 mM de H2O2 ao meio de cultura e, no outro (grupo GTsPH), os 
micro-organismos cresceram em meio de cultura semelhante ao do grupo GC. As 
placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO2 por 5 dias e o meio de cultura foi 
renovado diariamente. Em seguida, a suspensão bacteriana obtida dos biofilmes foi 
usada para a contagem de micro-organismos, dosagem de polissacarídeos insolúveis 
em água e quantificação de proteína total. O meio de cultura foi usado para avaliação 
do pH e da concentração de ácido lático. Os dados de contagem de micro-organismos 
do biofilme, os valores de pH do meio e a concentração de ácido lático foram 
analisados pelo teste ANOVA com correção de Welch, seguido do pós teste de 
Games-Howell para dados heterocedásticos. Para o peso seco do biofilme, 
concentração de proteínas e quantificação de polissacarídeos extracelulares 
insolúveis em água, foram analisados apenas os grupos GC e GTsPH. No grupo 
GTcPH o biofilme formado foi insuficiente para a realização dessas análises. A 
distribuição dos dados foi normal e houve homogeneidade de variâncias, sendo 
aplicado o teste t de Student.  O nível de significância estabelecido para todos os 
testes foi de 5%. A contagem de UFC no biofilme foi significativamente menor apenas 
no grupo GTcPH (p<0,001). Este grupo mostrou valores de pH significativamente 
maiores que os grupos GC e GTsPH (p<0,001). A concentração de ácido lático foi 
maior em GC, seguido pelos grupos GTsPH e GTcPH, tendo o último produzido a 
menor quantidade do ácido lático (p<0,001). Não houve diferença estatisticamente 
significativa entre os grupos GC e GTsPH para peso seco do biofilme e concentração 
de proteínas (p≥0,051). A concentração de polissacarídeos extracelulares insolúveis 
em água foi significativamente maior no grupo GC em relação ao grupo GTsPH 
(p=0,040). Baseado nos resultados obtidos, pode-se concluir que a cepa tolerante ao 



 

H2O2 apresentou uma diminuição na expressão de fatores de virulência quando 
cultivada tanto na presença quanto na ausência do H2O2. 
 
Palavras – chave: Peróxido de hidrogênio. Streptococcus mutans. Biofilmes. 
Fatores de virulência.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Zenaro PP. Influence of hydrogen peroxide on the formation and virulence of 
Streptococcus mutans biofilms [dissertação]. Araraquara: Faculdade de Odontologia 
da UNESP; 2018. 
 
ABSTRACT 
 
Hydrogen peroxide (H2O2) is one of the main endogenous sources of oxidative stress 
for oral bacteria. However, its role in the dental caries development has not been fully 
elucidated. The objective of this in vitro study was to generate a strain of S. mutans 
tolerant to H2O2, and to evaluate the ability of H2O2 to affect the biofilm formation and 
virulence of S. mutans. To generate the H2O2 tolerant strain, S. mutans UA159 was 
reactivated on BHI agar plates, and incubated (48 hours at 37 oC and 5% CO2). Two 
to five colonies of the microorganism were transferred to falcon tubes containing 2 mL 
of BHI broth supplemented with 0.8% glucose and incubated under the same 
conditions for 18 hours. The culture was diluted 1:20 in fresh culture medium, 
incubated again until reaching the mind-log growth phase, centrifuged, washed, 
suspended in glycine, and treated with 80 mM H2O2. These procedures were repeated 
for eight times, and then the surviving colonies were considered tolerant. Next, the 
biofilm were grown on glass slides using an active adherence model. First, sterile glass 
slides, sandblasted with aluminum oxide, were immersed in filtered saliva to form the 
acquired pellicle. After that, the slides were immersed vertically in 2.8 mL of BHI broth 
with 1% sucrose (n = 12 per group) and inoculated with 106 CFU/mL of the control 
strain (GC Group) or H2O2 tolerant strain. For the H2O2 tolerant strain, in a group 
(GTcPH group) 80 mM H2O2 were added in the culture medium and in the other group 
(GTsPH group) microorganisms grown in culture medium similar to that used for the 
GC group. The plates were incubated (37 oC, 5% CO2) for five days and the culture 
medium was renewed daily. Then, the suspension of bacteria obtained from the biofilm 
was used for microorganisms counting, dosing of water insoluble extracellular 
polysaccharides, dry-weight, CFU and total protein. The culture medium was used to 
evaluate pH and lactic acid concentration. The CFU counts, pH of the medium and 
lactic acid concentration were analyzed by ANOVA with Welch correction, followed by 
Games-Howell post-test for heterocedastic data. For biofilm dry weight, protein 
concentration and quantification of water insoluble extracellular polysaccharides, only 
GC and GTsPH were analyzed. In GTcPH group, the biofilm formed was insufficient to 
perform these analyzes. Data distribution was normal and there were homogeneity of 
variances, so Student's t-test was applied. The significance level established for all 
tests was 5%. CFU counts in the biofilm were significantly lower in the GTcPH group 
(p<0.001). This group showed significantly higher pH values than the GC and GTsPH 
groups (p<0.001). The lactic acid concentration was higher in GC, followed by GTsPH 
and GTcPH, the latter group having produced the lowest amount of lactic acid (p 
<0.001). There was no statistically significant difference between the GC and GTsPH 
groups for dry weight of the biofilm and protein concentration (p≥0.051). The 
concentration of water insoluble extracellular polysaccharides was significantly higher 
in CG than in GTsPH (p=0.040).Therefore the hydrogen peroxide tolerant strain 
showed a decrease in the expression of virulence factors when cultivated both in the 
presence and in absence of hydrogen peroxide. 
 
 
Keywords:  Hydrogen peroxide. Streptococcus mutans. Biofilms. 
Virulence factors. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A microbiota oral é um sistema biológico de alta complexidade, com elevada 

densidade celular e uma vasta diversidade de espécies microbianas1. Muitas dessas 

espécies se organizam de acordo com o espaço e com o tempo formando biofilmes 

que as tornam mais resistentes aos diversos fatores de estresse presentes nesse 

habitat2,3.  

Na superfície dentária, os micro-organismos se organizam numa matriz 

extracelular complexa4 e as interações que ocorrem entre eles podem influenciar a 

composição do biofilme de forma a mantê-lo em um estado homeostático, ou causar 

o desenvolvimento de patologias, como a cárie dentária e a doença periodontal5. No 

biofilme supragengival, já foram identificadas mais de 450 espécies de micro-

organismos6, sendo o gênero Streptococcus predominante no estágio inicial de 

colonização2,7. A colonização inicial proporciona uma superfície adequada para a 

colonização secundária8, e determinadas condições, como uma dieta rica em 

sacarose, favorecem o desenvolvimento de biofilmes com maiores proporções de 

bactérias acidogênicas e ácido tolerantes, como Streptococcus mutans.  

Streptococcus mutans é um componente regular do biofilme dental maduro9, e 

essa espécie tem sido considerada um relevante agente microbiano na patogênese 

da cárie dentária10,11. A geração de ácidos por este micro-organismo faz com que o 

biofilme dental atinja baixos valores de pH, resultando na desmineralização do 

esmalte dentário e início da formação de lesões de cárie10,11.  

Assim, substâncias com a capacidade de interferir na adesão dos 

colonizadores iniciais, e de limitar o aumento em número de algumas espécies 

bacterianas no biofilme constituem uma estratégia interessante para evitar a 

instalação e desenvolvimento da cárie dentária. O peróxido de hidrogênio (H2O2) é 

uma espécie reativa de oxigênio responsável por estresse oxidativo e dano no biofilme 

dental e tem um papel importante na ecologia deste12. O H2O2 em baixas 

concentrações (cerca de 16,6 mM) inibe a glicólise e age como bacteriostático para 

S. mutans, enquanto concentrações elevadas (acima de 30 mM) têm ação bactericida 

por causarem danos irreversíveis às estruturas responsáveis pela síntese proteica 

desses micro-organismos13. 
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O H2O2 é liberado por alguns micro-organismos incluindo estreptococos 

bucais13, e também é produzido pelo hospedeiro14. Porém, até o momento, não se 

tem conhecimento se essa produção pelo hospedeiro tem um impacto direto no 

biofilme, uma vez que o H2O2 é transitório na cavidade bucal, devido a efetiva ação 

das peroxidases salivares15. Além disso, o H2O2 produzido endogenamente também 

é degradado pela hidroperóxido reductase e pelas catalases16 produzidas por alguns 

micro-organismos, mas não por S. mutans13. No entanto, essas enzimas podem ser 

inativadas na presença de níveis elevados de H2O2, e não oferecem uma proteção 

eficaz dos componentes celulares contra este composto16.  

A literatura tem relatado acúmulo do H2O2 no organismo de indivíduos com 

Sindrome de Down (SD)17-20. Paralelamente, tem sido demonstrada uma relação entre 

a baixa incidência de cárie e a reduzida quantidade de S. mutans na cavidade bucal 

desses indivíduos21,22. Entretanto, Cogulu et al.23 verificaram que apesar da menor 

incidência de cárie, não existia diferença estatística na quantidade de S. mutans entre 

indivíduos com SD e não sindrômicos, e levantaram a hipótese de que a menor 

prevalência de cárie pode estar relacionada à colonização por S. mutans com perfil 

genotípico menos cariogênico nesses individuos.  

Alterações no sistema de defesa antioxidante são observadas nos indivíduos 

com SD18,19,24, e estas podem ser explicadas pelo fato de a superóxido dismutase 

(SOD), principal enzima capaz de converter o radical superóxido (O-
2) em peróxido de 

hidrogênio (H2O2), ter o gene da sua principal isoenzima, a SOD-1, localizado no 

cromossomo 2125. Como 95% dos indivíduos com SD apresentam a trissomia simples 

desse cromossomo, o que determina um aumento de cerca de 42% na expressão da 

SOD-126, a qual tem sua atividade também aumentada, causando um desequilíbrio no 

sistema pro- e antioxidante, por meio da superprodução de H2O2
18,19. Além disso, 

segundo Siqueira e Nicolau27, a peroxidase salivar que é uma das enzimas 

responsáveis por neutralizar o H2O2, apresenta menor atividade no grupo com SD. 

Esses fatores contribuem para que ocorra um acúmulo do H2O2 nesses indivíduos. 

Considerando que a menor incidência de cárie possa estar relacionada com 

alterações induzidas pelo peróxido de hidrogênio (H2O2) na espécie cariogênica S. 

mutans, torna-se importante avaliar as características do biofilme formado com cepa 

de S. mutans tolerante ao H2O2. 

A figura 1 mostra o diagrama da sequência da introdução.  
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Figura 1 – Diagrama resumindo a sequência de ideias apresentadas na introdução 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 Gerar uma cepa de Streptococcus mutans tolerante ao peróxido de hidrogênio, 

e avaliar, in vitro, a formação de biofilmes com essa cepa, bem como fatores 

relacionados com a sua virulência. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

Na tentativa de facilitar a leitura, este capítulo foi dividido em três tópicos: (1) 

Síndrome de Down / Estresse oxidativo / Prevalência de Cárie Dental; (2) Biofilme 

Dental - papel de Streptococcus mutans no desenvolvimento da cárie; e (3) Peróxido 

de Hidrogênio - importante fonte endógena de estresse oxidativo para bactérias 

bucais.  

 

3.1 Síndrome de Down / Estresse Oxidativo / Prevalencia de Cárie Dental 

 

A síndrome de Down (SD) é uma patologia causada pela trissomia do 

cormossomo 21. Além da deficiência mental e anormalidades anatômicas, o 

envelhecimento prematuro é característico desta doença. Kedziora & Bartosz24 

realizaram uma revisão de literatura analisando principalmente os dados sobre a 

geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) e os mecanismos de defesa 

antioxidante nos indivíduos com SD, bem como, a sensibilidade das células desses 

indivíduos às diferentes fontes de ROS. Concluiram que as alterações na defesa 

antioxidante se devem principalmente a localização do gene da superóxido dismutase 

(SOD-1) no cromossomo 21, e sugeriram que o aumento da atividade da SOD-1 

resulta num aumento dos níveis de peróxido de hidrogênio e, consequentemente, num 

distúrbio do equilíbrio de ROS, que pode ser considerado um ponto-chave na 

patogênese da síndrome.   

A prevalência de carie dentária e de doença periodontal, bem como a relação 

entre prevalência de cárie, pH salivar e níveis salivares de Streptococcus mutans em 

crianças com SD foram estudadas por Stabholz et al.21. Trinta e duas crianças com 

síndrome de Down, com idades entre 8 e 13 anos, foram comparadas com dois grupos 

controle de faixas etárias similares (crianças saudáveis e crianças com deficiência 

mental) que viviam na mesma instituição. O grupo de crianças com SD mostrou uma 

experiência de cárie significativamente menor em comparação com os grupos 

controle. A contagem de Streptococcus mutans (em UFC) foi menor no grupo com SD, 

embora não estatisticamente significativa em comparação com a contagem nas 

crianças saudáveis. Ambos os grupos apresentaram número de S. mutans na saliva 

significativamente inferior ao grupo de crianças com deficiência mental. Para os níveis 

de pH salivar foram registradas diferenças significativas dos grupos de crianças com 
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SD e com deficiencia mental em relação ao grupo de crianças saudáveis. No geral, 

84% das crianças com SD não apresentaram a doença cárie. 

De acordo com De La Torre et al.26, a SD resulta da trissomia do cromossomo 

21 em todas as células dos pacientes afetados e é o mais freqüente dos defeitos 

congênitos. Esta doença é caracterizada por anomalias do desenvolvimento, retardo 

mental e características de envelhecimento precoce, particularmente no cérebro. A 

superóxido dismutase de cobre/zinco (CuZnSOD) é uma das proteínas codificadas 

pelo cromossomo 21 (seguimento 21q22.1). Como consequência do excesso de 

expressão do gene, a atividade da CuZnSOD é aumentada. Neste trabalho foi 

avaliada a atividade da SOD em pacientes com SD com trissomia completa do 

cromossomo 21, trissomia parcial do cromossomo 21, translocações e mosaicismo, a 

fim de confirmar o efeito da dosagem de SOD nas características clínicas do indivíduo 

com SD e ajudar a estabelecer qual a região crítica do cromossomo 21. A CuZnSOD 

foi medida em glóbulos vermelhos. Na população com trissomia completa do 

cromossomo 21, a atividade da SOD foi aumentada em 42%; na população com 

trissomia parcial, translocações e mosaicismo, a atividade da SOD foi normal. Na 

população diagnosticada com SD, mas não cariotipada, a atividade da SOD mostrou-

se aumentada em 28%. Os autores concluíram que o segmento 21q22.1 não é a 

região crítica responsável pela SD, já que encontraram a atividade normal de SOD em 

pacientes com características clínicas da SD. 

 Jovanovic et al.17 realizaram análises de amostras de urina de 85 indivíduos 

com SD, os quais foram pareados com seus irmãos não sindrômicos com idade 

próxima. Os níveis de 8-hidroxi-20-desoxiguanosina, um biomarcador de danos 

oxidativos ao DNA, e do malondialdeído, um biomarcador de peroxidação lipídica, 

mostraram-se significativamente elevados nos indivíduos com SD em comparação 

com os irmãos não sindrômicos. Esses resultados forneceram evidências diretas de 

aumento do estresse oxidativo em indivíduos com DS. 

Uma cópia extra do cromossomo 21 causa a síndrome de Down, que afeta até 

1 em 700 nascidos vivos. Hattori et al.25 mostraram a sequência e o catálogo de genes 

do braço longo do cromossomo 21. Foram sequenciados 33.546.361 pares de bases 

(pb) de DNA com uma precisão muito alta. Assim, 99,7% de cobertura do braço londo 

do cromossomo 21 (21q) foi alcançada. Também foram sequenciados 281.116 pb no 

braço curto. As características estruturais identificadas incluem duplicações que 

provavelmente estão envolvidas em anormalidades cromossômicas e estruturas 
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repetidas nas regiões teloméricas e pericentroméricas. A análise do cromossomo 

revelou 127 genes conhecidos, 98 genes preditos e 59 pseudogenes. Seus achados 

confirmaram que o gene da superóxido dismutase (SOD-1), principal enzima capaz 

de converter o radical superóxido (O-
2) em H2O2, está localizado no cromossomo 21. 

Siqueira e Nicolau27 avaliaram alguns fatores na saliva estimulada de crianças 

com SD, incluindo pH, fluxo salivar, ácido siálico, concentração de proteínas, e 

atividade da α-amilase e da peroxidase. As amostras de saliva foram coletadas de 35 

crianças com idade entre 6 e 10 anos, 17 com SD e 18 não sindrômicas. Para 

estimular a produção de saliva, as crianças mastigaram um parafilme por 10 minutos 

antes da coleta. Logo após a coleta da saliva, foi medido o fluxo salivar e o pH. 

Posteriormente, foram determinados os níveis de ácido siálico pelo método do ácido 

thiobarbiturico, e a concentração de proteínas usando o reagente fenol de Folin. A 

amilase foi avaliada pela quantificação da maltose produzida pela degradação do 

amido, e a peroxidase usando a orto-dianisidina. Não foi observada diferença 

estatisticamente significativa nos níveis de ácido siálico (livre e total) entre os dois 

grupos. A concentração de proteína foi cerca de 36% maior no grupo com SD. No 

entanto, as taxas de fluxo salivar, pH, atividade da amilase e da peroxidase foram 

menores entre as crianças com SD. 

O processo acelerado de envelhecimento que ocorre nos indivíduos com SD 

pode estar associado ao estresse oxidativo. Como a enzima superóxido dismutase é 

aumentada em cerca de 50% nas crianças com SD, a glutationa e outros mecanismos 

antioxidantes foram estudados por Pinto et al.18 para determinar se existia alterações 

em espécies reativas de oxigênio. As enzimas glutationa, fosfatase ácida, 

metahemoglobina redutase e transmembrana redutase foram avaliadas no plama e 

nos glóbulos vermelhos do sangue de crianças portuguesas com síndrome de Down 

e seus irmãos, que foram usados como grupo controle. Não foram encontradas 

diferenças significativas entre os grupos de estudo e controle. Foi observada uma 

correlação negativa entre a glutationa total e a fosfatase ácida nas crianças sem SD, 

mas não naquelas com SD. Os autores concluíram que embora se afirme que a 

produção de peróxido de hidrogênio é aumentada em crianças com SD, os 

mecanismos antioxidantes não pareceram ser significativamente diferentes quando 

essas crianças foram comparadas com seus irmãos não sindromicos. Isso pode 

resultar em um excesso de espécies reativas de oxigênio que pode ajudar a explicar 

o envelhecimento acelerado em indivíduos com SD. 
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 Garcez et al.19 avaliando 50 individuos com SD e 50 sem SD (controle), 

pareados por idade e gênero, verificaram que os níveis séricos de substâncias 

reativas, ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e ao ácido úrico e as atividades da 

superóxido dismutase e da catalase séricas mostraram-se aumentados no grupo de 

indivíduos com SD. Também houve um ligeiro aumento na fragilidade osmótica de 

eritrócitos nesses indivíduos comparados com os não sindrômicos. Segundo os 

autores, este estudo foi pioneiro em mostrar a atividade sérica da superóxido 

dismutase e da catalase aumentadas em indivíduos com SD, contribuindo para um 

melhor entendimento dos mecanismos responsáveis pelo estresse oxidativo 

aumentado nesses indivíduos. Esses resultados podem ser úteis para o 

desenvolvimento de futuras terapias antioxidantes com o objetivo de melhorar a 

qualidade de vida de indivíduos com SD. 

Cogulu et al.28 realizaram um estudo com o objetivo de comparar a prevalência 

de cárie, de IgA secretora salivar (sIgA), pH salivar, capacidade tampão e fluxo salivar, 

entre indivíduos com SD e indivíduos controle. Setenta e três crianças 

institucionalizadas com SD e 70 crianças normais de 7 a 12 anos de idade foram 

incluídas neste estudo. Foram registrados hábitos de escovação dentária e exposição 

diária ao açúcar na dieta das crianças, renda familiar e níveis de escolaridade dos 

pais. Não houve diferenças significativas nos hábitos de escovação dentária e na 

exposição diária ao açúcar na dieta das crianças, renda familiar e níveis educacionais 

dos pais entre os dois grupos. Os níveis de sIgA salivares foram significativamente 

maiores no grupo com SD. O pH, e capacidade tampão da saliva foram semelhantes 

nos grupos com SD e controle. Uma menor prevalência de cárie e níveis mais 

elevados de sIgA salivar foram encontrados em crianças com SD e houve correlação 

negativa significativa entre cárie dentária e sIgA salivar. Esse achado tende a 

sustentar a hipótese de que níveis mais altos de sIgA salivar podem proteger contra a 

doença cárie. 

Ainda em 2006, Cogulu et al.23 compararam a prevalência de cárie entre 

crianças com SD e sem SD, e investigaram a diferença entre os genótipos de S. 

mutans em ambos os grupos. Sessenta crianças com SD e 64 sem SD entre 7 e 12 

anos foram incluídas neste estudo. Todos os dentes irrompidos foram avaliados de 

acordo com os critérios recomendados pela Organização Mundial da Saúde. Amostras 

de saliva não estimulada foram obtidas e usadas para o cultivo de S. mutans em meio 

Tryptone-yeast-cystine. A tipagem molecular de cepas de S. mutans foi realizada 
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utilizando-se a reação em cadeia da polimerase (AP-PCR) arbitrariamente preparada 

com primer OPA-05. O índice de cárie foi significativamente menor nas crianças com 

SD, e os níveis salivares de S. mutans não mostraram diferença significativa entre 

crianças com SD e sem SD. De acordo a tipagem realizada por AP-PCR, os perfis de 

S. mutans que colonizaram o grupo com SD foram diferentes do grupo controle. A 

relação entre esses diferentes perfis genotípicos e a prevalência de cárie dentária foi 

estatisticamente significante, o que permitiu concluir que os perfis genotípicos de S. 

mutans colonizados no grupo com SD podem ser um motivo da baixa prevalência de 

cárie. 

 Com o objetivo de melhor entender os mecanismos que determinam as 

diferenças entre crianças com SD e crianças saudáveis com relação a incidência de 

cárie dental, Davidovich et al.28 investigaram o estado de saúde bucal, o pH da mucosa 

e a concentração de íons na saliva nessas populações. O grupo de estudo 

compreendeu 70 crianças com SD e 32 crianças saudáveis.  Os índices de cárie foram 

significativamente menores no grupo de crianças com SD. O pH e a concentração de 

íons na saliva foram significativamente diferentes entre as crianças com SD e as 

saudáveis. O pH da mucosa foi significativamente menor em crianças com SD com 

cárie do que em crianças SD sem cárie e crianças saudáveis com e sem cárie. Os 

níveis de cloreto e cálcio foram significativamente maiores no grupo SD em 

comparação com o grupo controle com e sem cárie. Os níveis de sódio e potássio 

foram significativamente maiores no grupo SD com cárie comparado ao grupo SD sem 

cárie. Os índices de placa e gengival foram significativamente maiores em crianças 

com SD com cárie em comparação com crianças SD livres de cárie.  As variáveis 

estudadas não foram capazes de explicar a menor incidência de cárie em crianças 

com SD. Entretanto, os autores acreditam que a trissomia do cromossomo 21 pode 

se manifestar nas glândulas salivares determinando uma concentração diferenciada 

de eletrólitos na saliva, que pode levar a uma menor incidência de carie nesses 

indivíduos. 

Embora a incidência de doenças bucais seja considerável em indivíduos com 

SD, a prevalência de cárie dentária neste grupo é baixa. Areias et al.22 conduziram um 

estudo que teve como objetivo comparar fatores de risco para o desenvolvimento de 

cárie dentária em crianças com SD e uma população controle constituída por irmãos 

dessas crianças. A saliva estimulada por parafilme foi coletada e o índice de cárie foi 

avaliado em 45 pares de irmãos entre 6 e 18 anos de idade. Na saliva foram avaliados 



 18 

o número de micro-organismos acidogênicos, como estreptococos do grupo mutans, 

lactobacilos e espécies de Candida, o pH, o fluxo salivar e a concentração de IgA. As 

crianças com SD apresentaram índice de cárie e contagem de S. mutans 

significativamente menores em comparação com seus irmãos. Foram encontrados 

números semelhantes de lactobacilos e espécies de Candida em ambos os grupos. 

As taxas de fluxo salivar foram 36% menores nas crianças com SD e o pH salivar não 

diferiu entre crianças com SD e controle. As crianças com SD tiveram uma taxa de 

secreção de IgA 29% inferior à de seus irmãos, mas essa diferença não foi 

estatisticamente significante. Concluiu-se que, apesar do fluxo salivar reduzido, o 

menor número de S. mutans na saliva pode ser um dos fatores que contribuem para 

a menor incidência de cárie nos indivíduos com SD.  

 Komatsu et al.29 tiveram como objetivo avaliar a 8-hidroxi-20-desoxiguanosina 

(8-OHdG), um biomarcador de estresse oxidativo, na saliva de indivíduos com SD. 

Participaram do estudo 66 indivíduos SD e 71 indivíduos sistemicamente sadios 

(controle), com condições periodontais semelhantes.  Os níveis salivares de 8-OHdG 

foram determinados em ensaio de imuno-absorbância e mostraram-se 

significativamente maiores nos indivíduos com SD do que nos controles. Assim, os 

autores sugeriram que o estresse oxidativo pode contribuir para as características 

clínicas da SD, particularmente a periodontite progressiva associada com o 

envelhecimento precoce. Além disso, o nível salivar de 8-OHdG pode ser um 

biomarcador útil para avaliação do estresse oxidativo em indivíduos com SD. 

 Com o objetivo de investigar sistemas antioxidantes enzimáticos e não 

enzimáticos e os níveis de biomarcadores de dano oxidativo na saliva, Sousa et al.30 

2014 coletaram amostras de saliva de 30 pacientes adolescentes e adultos jovens 

com SD e controle. As análises realizadas demonstraram que pacientes com SD 

apresentaram concentrações significativamente maiores de superóxido dismutase, 

níveis mais elevados de malondialdeído e teor de proteína total salivar do que os 

controles. Por outro lado, nenhuma diferença foi observada entre pacientes com SD e 

controles, nas concentrações de proteínas carboniladas ou antioxidantes (ácido úrico, 

vitamina C, peroxidase e capacidade antioxidante total da saliva). Baseados no 

aumento significativo das concentrações de malondialdeído e superóxido dismutase 

encontrados na saliva de indivíduos com SD, os pesquisadores concluíram que eles 

são mais vulneráveis ao estresse oxidativo.  
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Segundo Muchová et al.20, o estresse oxidativo é um fenômeno associado ao 

desequilíbrio entre a produção de radicais livres e metabólitos reativos como o 

superóxido e o peróxido de hidrogênio, e as defesas antioxidantes. Em indivíduos com 

SD, o estresse oxidativo é associado à trissomia do cromossomo 21 que resulta em 

aumento da atividade de um importante antioxidante, a enzima superóxido dismutase 

(SOD), cujo gene está localizado no cromossomo 21 juntamente com outras 

proteínas. Na defesa contra os efeitos tóxicos dos radicais livres e seus metabólitos, 

o organismo conta com sistemas de defesa antioxidante. A sua falha ou função 

reduzida aumentam o estresse oxidativo, resultando em ruptura da estrutura de 

biomoléculas importantes, como proteínas, lipídios e ácidos nucleicos. Isso leva a 

disfunções que afetam a fisiopatologia dos órgãos e de todo o organismo. Neste artigo 

foi mostrado o impacto positivo da suplementação controlada com antioxidantes, bem 

como da prática regular de exercícios físicos sobre as deficiências cognitivas e de 

aprendizagem em indivíduos com SD.   

 Domingues et al.31 investigaram alguns parâmetros salivares entre crianças 

com SD e sem SD. Saliva total estimulada foi coletada de 18 crianças com SD e 23 

sem SD. Foram determinadas a taxa de fluxo salivar, pH e capacidade tampão da 

saliva, e quantificados os micro-organismos cariogênicos e periodontopatogênicos, o 

perfil antioxidante e a concentração de malondialdeído (MDA). A taxa de fluxo salivar 

foi significativamente menor nos indivíduos com SD do que nos controles. As 

dosagens de proteína total, atividade da superóxido dismutase (SOD), e MDA foram 

significativamente mais altas no grupo com SD. Concluiram que o fluxo salivar 

reduzido pode ser um fator importante para o desenvolvimento das doenças bucais, 

e, níveis salivares de SOD e MDA elevados indicam uma influência significativa do 

estresse oxidativo no desenvolvimento precoce da doença periodontal em indivíduos 

com SD. 

 

3.2 Biofilme Dental: Papel de Streptococcus mutans no Desenvolvimento da 
Cárie 

 
 Segundo Marquis32, a cariogenicidade do biofilme está relacionada aos níveis 

populacionais de organismos tolerantes a ácidos, como S. mutans. No entanto, as 

características do biofilme permitem a sobrevivência de uma microbiota diversificada, 

incluindo micro-organismos menos tolerantes a ácidos. O biofilme geralmente é 

considerado relativamente anaeróbio. No entanto, existem evidências de que tanto o 
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biofilme supragengival como o subgengival possuem metabolismo ativo do oxigênio, 

e que as bactérias, incluindo anaeróbios, desenvolveram defesas contra o estresse 

oxidativo. A descoberta de que as bactérias do biofilme produzem uma variedade de 

enzimas protetoras é um bom indicador de que o estresse oxidativo faz parte da vida 

cotidiana. O caráter de biofilme dental permite a diversidade populacional e a 

coexistência de micro-organismos aeróbios, anaeróbios e microaerófilos. Em geral, os 

agentes que afetam o metabolismo oxidativo oferecem possibilidades para reduzir a 

atividade patogênica do biofilme. 

Em 2000, Rosan e Lamont7 consideraram o biofilme dental complexo, e, 

embora seja composto por mais de 500 espécies bacterianas, a colonização segue 

um padrão regular, com adesão de colonizadores iniciais à película salivar adquirida, 

seguido da colonização secundária pela adesão interbacteriana. Uma variedade de 

adesinas e interações moleculares contribuem para o desenvolvimento do biofilme e 

de doenças bucais, como a cárie e a doença periodontal. 

 Segundo Ajdić et al.33, Streptococcus mutans é considerado o mais cariogênico 

de todos os estreptococos bucais. O genoma de S. mutans UA159, foi sequenciado e 

forneceu informações sobre a sua adaptação para sobreviver no ambiente bucal, que 

inclui a aquisição de recursos, defesa contra fatores do hospedeiro e uso de produtos 

genéticos que mantêm seu nicho contra outros micro-organismos. Além disso, todas 

as vias não oxidativas que o S. mutans utiliza para metabolizar uma grande variedade 

de carboidratos foram identificadas juntamente com os sistemas de transporte, cujos 

genes representam quase 15% do seu genoma. Os genes da virulência associados 

com a produção de glucano extracelular aderente, adesinas, tolerância ácida, 

proteases e hemolisinas também foram identificados. Os autores concluiram que a 

cepa UA159 contém todos os genes essenciais para a competência, os quais regulam 

a densidade populacional por meio de sinalização química. 

Os primeiros micro-organismos a colonizarem a superfície do dente, 

Streptococcus e Actinomyces, com freqüência coagregam entre si e com outras 

bactérias orais, influenciando o desenvolvimento do biofilme. Para avaliar o papel das 

interações interbacterianas na formação de biofilmes in vivo, Palmer et al.2, usaram 

anticorpos contra componentes de superfície bacteriana que as interações de 

coagregação como sondas de imunofluorescencia em conjunto com microscopio 

confocal a laser, para determinar a distribuição e o arranjo espacial das bactérias no 
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interior do biofilme formado em fragmentos de esmalte. Na coagregação intragenérica, 

estreptococos como Streptococcus gordonii reconhecem os polissacarídeos 

receptores (RPS) de outros estreptococos como Streptococcus oralis. Para definir 

subconjuntos potencialmente interativos de estreptococos no biofilme em 

desenvolvimento, um anticorpo contra RPS (anti-RPS) foi utilizado em conjunto com 

um anticorpo contra S. gordonii DL1 (anti-DL1). Esses anticorpos reagiram 

principalmente com células únicas em biofilmes de 4 h e com microcolônias de 

espécies mistas em biofilmes de 8 h.  Na coagregação intergenética entre 

estreptococos e actinomices, as fimbrias do tipo 2 de actinomices reconhecem RPS 

nos estreptococos. Os resultados deste estudo demonstraram pela primeira vez, a 

coagregação mediada por interações durante o acúmulo inicial do biofilme in vivo, bem 

como, o desenvolvimento espaço-temporal e a prevalência de comunidades de 

espécies diferentes no biofilme inicial. 

Em revisão de literatura, Jenkinson e Lamont4 afirmaram que apesar da 

cavidade bucal abrigar uma comunidade abundante e diversificada de micro-

organismos, até recentemente, as associações entre o hospedeiro e as bactérias 

bucais eram consideradas uma multiplicidade de interações de espécies únicas. No 

entanto, estudos moleculares mostraram que os micro-organismos bucais compõem 

uma comunidade complexa e que a saúde bucal ou a doença dependem da relação 

entre o hospedeiro e a comunidade microbiana. Assim, a compreenção das 

comunidades microbianas é o ponto chave para combater as doenças bucais. 

O equilíbrio ecológico entre as diferentes espécies pode ser rompido por fatores 

ambientais ou biológicos, levando a doenças. Kreth et al.9, utilizaram duas espécies 

bacterianas bucais, Streptococcus mutans e Streptococcus sanguinis, para investigar 

os possíveis mecanismos de competição/coexistência entre diferentes espécies que 

ocupam o mesmo nicho ecológico. Mostraram que as duas espécies apresentam 

multiplas interações antagônicas que dependem do tempo e espaço. A ocupação de 

um nicho por uma espécie exclui a colonização pela outra, enquanto a colonização 

simultânea por ambas as espécies resulta em coexistência. Algumas condições 

ambientais, como a densidade celular, disponibilidade nutricional e pH, desempenham 

papel importante na determinação do resultado dessas interações. As análises 

genéticas e bioquímicas revelaram que essas interações entre espécies podem ser 

mediadas pela produção bem regulada de produtos químicos, como bacteriocinas 
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(produzidas por S. mutans) e peróxido de hidrogênio (produzido por S. sanguinis). De 

acordo com as características fenotípicas, a produção de bacteriocinas e H2O2 são 

reguladas por condições ambientais, bem como pela justaposição das duas espécies. 

Essas interações inter-espécies podem desempenhar um papel essencial no equilíbrio 

competição/coexistência dentro das comunidades microbianas multiespecies. 

 Para persistir na cavidade bucal, as bactérias têm que ter a capacidade de 

tolerar diversas flutuações ambientais, particularmente alterações no pH e na 

disponibilidade de nutrientes. Streptococcus cariogênicos dependem do biofilme para 

sobreviverem na cavidade bucal e tem desenvolvido mecanismos sofisticados para 

lidar com o estresse ambiental. Para determinar os principais fatores que permitem 

que essas bactérias se sobressaiam como membros significativos de biofilmes 

dentários durante condições adversas, Lemos et al.34 relizaram uma revisão sobre os 

mecanismos moleculares envolvidos na formação de biofilmes, tolerância ao  estresse 

e metabolismo do açúcar em estreptococos patogênicos, em especial Streptococcus 

mutans. Os autores ressaltaram que o estresse oxidativo parece ser minimizado nos 

biofilmes de estreptococos devido ao reduzido metabolismo do oxigênio por esta 

bactéria, com reduzida produção de ROS. Portanto, esta pode ser uma estratégia 

importante para a sobrevivência do micro-organismo, com uma baixa taxa de 

crescimento num ambiente competitivo e superpopuloso como o biofilme 

 A colonização microbiana inicial da superfície dentária é um processo seletivo, 

com predominância de algumas espécies bacterianas. A caracterização da microbiota 

inicial é o primeiro passo para o entendimento das interações entre os membros da 

comunidade que modulam o desenvolvimento do biofilme. Usando métodos 

moleculares e um modelo de fragmentos de esmalte recuperáveis, Diaz et al.3 

caracterizaram a diversidade microbiana no biofilme dental inicial de três indivíduos. 

Foram analisadas um total de 531 sequencias do gene 16S rRNA, e identificados 97 

filotipos distintos. A composição da comunidade microbiana foi estatisticamente 

diferente entre os individuos, entretanto, em todos os individuos, nos biofilmes de 4 e 

8 horas houve predominância de Streptococcus spp. (principalmente S. oralis e S. 

mitis). Esse estudo mostrou que a comunidade microbiana no biofilme inicial de cada 

indivíduo é única em termos de diversidade e composição, e sugeriu que as interações 

espaço temporais e alterações ecológicas que ocorrem com a maturação do biofilme 

também são indivíduo dependente. 
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 Marsh35 descreveu o biofilme dental como uma comunidade estrutural e 

funcionalmente organizada, com uma composição microbiana diversa que, na saúde, 

permanece relativamente estável ao longo do tempo (homeostase microbiana). O 

desenvolvimento da doença pode ser vista como uma quebra dos mecanismos 

homeostáticos entre a microbiota e o hospedeiro. As espécies predominantes nos 

sítios doentes são diferentes das encontradas em sítios saudáveis, embora os micro-

organismos patogênicos possam ser freqüentemente detectados em índices baixos 

em sítios saudáveis. Na cárie dentária, há uma mudança na predominância da 

comunidade por espécies acidogênicas e ácido-tolerantes, como S. mutans e 

Lactobacillus, embora outras espécies possam estar envolvidas. As estratégias para 

controlar a cárie dentária podem incluir a inibição do desenvolvimento do biofilme (por 

exemplo, prevenção da adesão de bactérias cariogênicas, manipulação de 

mecanismos sinalização celular, uso de antimicrobianos efetivos, etc.) ou melhora das 

defesas do hospedeiro. Além disso, estas abordagens mais convencionais podem ser 

ampliadas pela interferência com os fatores que permitem as bactérias cariogênicas 

escapar dos mecanismos homeostáticos normais que restringem seu crescimento no 

biofilme e competir com os micro-organismos associados à saúde. Evidências 

sugerem que condições regulares de baixo pH no biofilme são seletivos para S. 

mutans e Lactobacillus. Assim sendo, a supressão do catabolismo de açúcares e da 

da produção de ácidos pelo uso de inibidores metabólicos e de carboidratos não 

fermentáveis, ou a estimulação do fluxo salivar, podem ajudar na manutenção da 

homeostase no biofilme.  

 Em outra revisão, Lemos e Burne36 comentam que o genoma simplificado do 

S. mutans revela um organismo bem adaptado à sua existência em biofilmes 

multiespécies nas superfícies dentárias. No entanto, esse micro-organismo é carente 

em muitos dos sistemas sensores e outros fatores alternativos que as bactérias 

costumam usar para coordenar a expressão gênica em resposta ao estresse e às 

alterações no meio ambiente. Ressaltam que nos últimos anos, a genômica funcional 

e a proteômica tem contribuído para a compreensão de como S. mutans integra o fator 

regulador de estresse e os reguladores transcricionais de expressão gênica para 

coordenar as respostas às flutuações ambientais com a modulação da virulência, de 

uma forma a garantir a sua permanência na cavidade bucal e criar condições 

favoráveis para o desenvolvimento da cárie dentária.  
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 Ge et al.37 avaliaram a colonização por S. mutans e S. sanguinis na cavidade 

bucal e a sua associação com a cárie precoce severa da infância (S-ECC). Para isso, 

amostras de saliva e biofilme foram coletadas de 14 crianças com S-ECC e 8 crianças 

livres de cárie.  Todas as crianças com S-ECC foram S. mutans positivas, 100% das 

crianças livres de cárie e 93% das crianças com S-ECC foram S. sanguinis positivas. 

A severidade da cárie mostrou correlação positiva significativa com os níveis de S. 

mutans, estreptococos totais, micro-organismos totais cultiváveis, e com a idade da 

criança. A interação de S. sanguinis com S. mutans foi um fator significante associado 

com a condição de cárie em crianças, sugerindo que os níveis desses dois micro-

organismos na cavidade bucal têm um papel importante no desenvolvimento da cárie. 

No biofilme, diversas espécies bacterianas competem por espaço e nutrientes 

e, em condições de saúde é mantido um equilíbrio ecológico. Este equilíbrio pode ser 

perturbado por fatores ambientais e interações inter-espécies permitindo o 

crescimento dominante de espécies que levam ao desenvolvimento de doenças. Para 

avaliar o antagonismo interespecies de forma clinicamente relevante, Kreth et al.5 

estudaram três espécies orais bem caracterizadas e estreitamente relacionadas, S. 

gordonii, S. sanguinis e S. mutans. As espécies S. sanguinis e S. gordonii usaram a 

disponibilidade de oxigênio e a produção diferencial de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

para competir efetivamente contra S. mutans. O antagonismo entre espécies foi 

influenciado pela repressão da produção de H2O2 mediada pela glicose. Além disso, 

as condições aeróbias estimularam o sistema de competências e a expressão da 

bacteriocina mutacina IV por S. mutans, bem como, a liberação de H2O2 nas culturas 

mistas de S. sanguinis e S. gordonii. Esses dados fornecem informações importantes 

sobre os fatores ecológicos que determinam a competição entre os estreptococos 

orais, colonizadores bucais pioneiros e os mecanismos de sobrevivência de S. mutans 

no biofilme. 

Exterkate et al.38, em 2010, avaliaram os efeitos de um agente preventivo de 

cárie (fluoreto de amina) sobre S. mutans e sobre biofilmes polimicrobianos.  Os 

autores desenvolveram um modelo de aderência ativa que consistia em uma tampa 

contendo discos de vidro que se encaixava em placas de 24 poços. Esse modelo 

permitia que os discos ficassem posicionados verticalmente, favorecendo a formação 

de biofilme somente com células capazes de aderir aos espécimes, evitando a 

deposição e aderência dos micro-organismos pela força da gravidade. Os biofilmes 

de S. mutans e polimicrobianos com até 96 horas de formação, foram tratados com 
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soluções de fluoreto de amina. A viabilidade dos biofilmes foi determinada pela 

contagem de UFC, e a atividade metabólica foi medida pela produção de lactato. O 

efeito da solução de fluoreto de amina sobre a viabilidade dos biofilmes 

polimicrobianos foi significativamente menor do que sobre os biofilmes de S. mutans, 

indicando uma maior resistência dos biofilmes complexos. Ambos os tipos de biofilme 

tornaram-se mais resistentes à solução de fluoreto de amina com a idade. A maior 

resistência dos biofilmes polimicrobianos não se refletiu na atividade metabólica; em 

experimentos avaliando dose-resposta, a solução de fluoreto de amina reduziu a 

produção de lactato de forma semelhante em ambos os tipos de biofilme. Este estudo 

mostrou que para avaliar a eficácia de agentes preventivos da cárie, é essencial usar 

modelos apropriados de biofilme polimicrobiano e, analisar a sua capacidade de 

promover a redução da formação de ácido, bem como a redução da viabilidade 

bacteriana. 

Segundo Jakubovics e Kolenbrander8, a colonização de superfícies bucais por 

micro-organismos ocorre em uma seqüência característica de estágios.  Inicia com a 

adesão de bactérias em receptores de células epiteliais ou na película salivar que se 

forma sobre as superfícies dentárias. As interações interbacterianas facilitam a ligação 

de novas espécies e aumentam a diversidade da população microbiana aderente. O 

crescimento microbiano é influenciado pela troca de sinais químicos, metabólitos e 

produtos tóxicos entre as células, e a produção de polímeros extracelulares forma uma 

matriz protetora para as bactérias. Finalmente, a produção de ácidos e a ativação da 

resposta imune contribuem para o desenvolvimento da cárie dentária e da doença 

periodontal, respetivamente. Assim, a compreensão em nível molecular dos principais 

fatores microbianos envolvidos em cada etapa na formação de biofilmes bucais 

possibilita novas oportunidades para o desenvolvimento de medidas preventivas ou 

terapêuticas destinadas a controlar as doenças infecciosas bucais. 

É amplamente aceito que as características fenotípicas das bactérias cultivadas 

em biofilmes são substancialmente diferentes das cultivadas em suspensão. Como os 

biofilmes são o habitat natural para a grande maioria das bactérias bucais, incluindo 

aquelas que contribuem para doenças bucais, Lemos et al.39 afirmaram ser necessário 

uma melhor compreensão da fisiologia das populações aderentes para controlar os 

micro-organismos bucais na saúde e na doença. 
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 Segundo Dewhirst et al.1 a microbiota bucal tem sido caracterizada por métodos 

de cultivo e moleculares e compreende mais de 600 espécies com diferentes subtipos 

predominando nos diferentes habitats (entre eles dentes, gengiva, sulco gengival, 

língua, palato e mucosa jugal). Um dos objetivos desse estudo foi validar e expandir 

as espécies incluídas no HOMD (Human Oral Microbiome Database) e melhor 

entender a diversidade e distribuição dos micro-organismos no microbioma bucal. A 

sequência do gene 16S rRNA de 36.043 clones isolados de estudos da microbiota 

bucal, foi avaliada para determinar a taxa de abundancia relativa e identificar a taxa 

de novos candidatos. A análise identificou uma taxa de 1.179 filotipos, dos quais 24% 

foram nomeados, 8% foram cultivados mas não nomeados e 68% não foram 

cultivados. Depois da validação, uma taxa de 434 novos filotipos serão adicionados 

ao HOMD que é a primeira descrição do microbioma associado ao ser humano e 

fornece ferramentas que permitem entender o papel do microbioma na saúde e na 

doença. 

 O acúmulo de micro-organismos nas superfícies dentárias e o estabelecimento 

de biofilmes patogênicos são favorecidos por exopolissacarídeos, principalmente 

glucanos, sintetizados por glucosiltransferases estreptocócicas (Gtfs). Koo et al.40 

avaliaram o papel das Gtfs de S. mutans na formação da matriz de polissacarídeos 

extracelulares e a sua influencia na formação de microcolônias e no estabelecimento 

de S. mutans em biofilmes de multi-espécies in vitro. A capacidade de cepas de S. 

mutans defeituosas nos genes gtfB (associado à síntese de glucano insolúvel) e gtfC 

(associado a síntese de glucano insolúvel e solúvel) para formar microcolônias in vitro 

foi significativamente afetada. No entanto, é necessária a deleção de ambos os genes 

para interromper a formação de matriz de polissacarídeos extracelulares e a formação 

do biofilme. Quando S. mutans foi cultivado em meio com sacarose, na presença de 

Streptococcus oralis e Actinomyces naeslundii, houve formação constante de 

exopolissacarídeos, que permitiram o agrupamento inicial de células bacterianas e o 

desenvolvimento de microcolônias extremamente organizadas, tendo S. mutans se 

tornado a principal espécie no biofilme maduro. Quando a sacarose foi substituída por 

glicose, não houve formação da matriz de polissacarídeos extracelulares nem das 

microcolônias. Esses dados mostram que GtfB e GtfC são essenciais para a formação 

da matriz de polissacarídeos extracelulares, mas GtfB parece ser responsável pela 

formação de microcolônias por S. mutans. Portanto, esses processos mediados por 
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Gtfs podem melhorar a competitividade de S. mutans em biofilmes multi-especies 

formados nas superfícies dentárias. 

 Apesar de S. mutans ser um dos principais agentes etiologicos da cárie dental, 

o conhecimento disponível sobre a variabilidade do conteúdo genético dessa espécie 

e sua relação para adaptação ao meio, é muito restrito. Cornejo et al.41 estudaram a 

sequencia genômica de 57 isolados de S. mutans, bem como de cepas 

representativas de espécies relacionadas, para identificar a estrutura global e as 

características adaptativas dos componentes do genoma e visando entender o 

impacto da seleção genética. O conteúdo genético divergente máximo entre as cepas 

foi de aproximadamente 23%. O genoma do núcleo consistiu em 1.490 genes, e 

sugeriu que 73 genes presentes em todos os isolados de S. mutans mas ausente em 

outras espécies do grupo mutans. Alguns desses genes estão associados com 

metabolismo de carboidratos, resistência a ambientes ácidos, regulação do estresse 

oxidativo, e adesão aos tecidos do hospedeiro, e contribuir para a adaptação de S. 

mutans ao ambiente bucal, bem como as alterações de dieta.  

 De acordo com Klein et al.42, biofilmes são comunidades microbianas bem 

organizadas envolvidas em uma matriz extracelular. Streptococcus mutans é um 

importante produtor de substâncias poliméricas extracelulares, incluindo 

exopolissacarídeos (EPS), DNA extracelular (eDNA) e ácido lipoteicoico (LTA). A 

matriz rica em EPS proporciona estabilidade mecânica e facilita a criação de 

microambientes extremamente ácidos, que são críticos para a patogênese da cárie 

dentária. eDNA e LTA contribuem com o desenvolvimento da matriz e a formação de 

biofilmes altamente coesivos. eDNA e outras substâncias extracelulares em conjunto 

com EPS, podem afetar as propriedades funcionais da matriz e a virulência de 

biofilmes cariogênicos. Os autores acreditam que a melhor compreensão sobre a 

formação da matriz extracelular pode levar a abordagens eficazes de controle das 

doenças relacionadas ao biofilme. 

 Para Takahashi e Nyvad10, de acordo com a hipótese ecológica, o processo de 

cárie consiste de 3 estágios. A microbiota nas superfícies de esmalte clinicamente 

sadias é composta principalmente por estreptococos não-mutans e Actinomyces, e a 

acidez do meio é leve e infrequente, o que é compatível com o equilíbrio entre 

desmineralização e remineralização (estágio de estabilidade dinâmica). O consumo 

frequente de açúcares leva a uma acidificação moderada e frequente do meio, 

aumentando a acidogenicidade e a aciduricidade adaptativa de bactérias não-mutans, 
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bem como o número de cepas não-mutans acidúricas. Estes processos de adaptação 

e seleção microbiana induzidos pelo gradiente ácido podem, ao longo do tempo, 

romper o equilíbrio desmineralização/remineralização (Des/Re) levando a perda de 

minerais e ao inicio/progressão da cárie dentária (estágio acidogênico). Sob condições 

ácidas severas e prolongadas, as bactérias acidúricas se tornam dominantes (estágio 

acidúrico). Nesta fase, estreptococos do grupo mutans e lactobacilos, bem como 

cepas acidúricas de estreptococos não mutans, Actinomyces, bifidobactérias, e 

leveduras podem se tornar dominantes. Sugeriram, então que a acidificação ambiental 

é a principal determinante das mudanças fenotípicas e genotípicas que ocorrem na 

microbiota durante o desenvolvimento da cárie dentária. 

 A diversidade e a estrutura da microbiota do biofilme supragengival na saúde 

e na presença de cárie dentária não são bem compreendidas. Xiao et al.6 extrairam o 

DNA genômico bacteriano de 160 amostras de biofilmes supragingivais de indivíduos 

sem cárie e de cárie dentária com diferentes graus de severidade. A análise mostrou 

que a diversidade microbiana em biofilmes de indivíduos com saúde bucal excedeu 

aquela da cárie dentária, com a diversidade diminuindo gradualmente de acordo com 

a gravidade da cárie. A estrutura da comunidade microbiana do biofilme foi 

semelhante em todos os grupos. Com isso sugeriam que estratégias de tratamento 

direcionadas para a modulação das interações microbianas e sua produção funcional 

sejam desenvolvidas. 

 Bowen et al.11 definem biofilmes como uma estrutura altamente organizada 

formada por comunidades microbianas envolvidas por uma matriz extracelular, que 

tem a capacidade de causar muitas infecções em humanos. A cárie dentária é uma 

doença causada por biofilmes polimicrobianos dependente da dieta e das interações 

microbiota-matriz. Açúcares propiciam o surgimento de agentes patogênicos, a 

formação da matriz e a acidificação do microambiente do biofilme, promovendo 

mudanças ecológicas que acabam resultando na desmineralização dos tecidos 

mineralizados do dente. Neste trabalho, foram discutidos os avanços recentes sobre 

o papel da matriz do biofilme e das interações entre patógenos oportunistas e 

comensais na patogênese da cárie dentária. Além disso, foi destacada a importância 

dos micro-organismos produtores de matriz na promoção de um habitat patogênico 

em que a competição e as sinergias entre espécies produzem o processo da doença. 
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3.3 Peróxido de Hidrogênio: Importante Fonte Endógena de Estresse Oxidativo 
para Bactérias Orais 

 
 Segundo Carlsson14, todas as células vivas convertem oxigênio em espécies 

reativas de oxigênio, como radicais superóxido, peróxido de hidrogênio e radicais 

hidroxila. O sistema de defesa do organismo tem a função de impedir a formação 

dessas espécies reativas de oxigênio, inativar aquelas já formadas e reparar os danos 

por elas causados.  Na cavidade bucal, a defesa contra o H2O2 produzido pelas 

bactérias que colonizam as membranas mucosas e pelas células das glândulas 

salivares é feita pela enzima peroxidase salivar que detoxica o H2O2 na presença do 

tiocianato, convertendo-o em hipotiocianato, oxigênio e água. O hipotiocianato tem a 

propriedade de interromper a produção de H2O2 pelas bactérias bucais. A capacidade 

do sistema de peroxidase salivar para interromper a glicólise bacteriana já é conhecida 

e sugeriu-se que a subsequente inibição da produção de ácido pelas bacterias pode 

influenciar no potencial de cárie dentária da microbiota bucal.  

 O H2O2 é produzido por vários membros do gênero Streptococcus, entre eles 

S. oralis, S. sanguinis e S. gordonni.  Barnard e Stinson12 avaliaram a influência de 

diferentes condições ambientais na síntese de H2O2 por S. gordonii. As maiores taxas 

de H2O2 foram sintetizadas na presença de 0,1 mM de sacarose e 1 mM de glicose. 

S. gordonii parece apresentar um estoque intracelular de polissacarídeos que 

possibilita a formação de H2O2 mesmo na ausência de carboidratos. A presença de 

íons pesados inibiu a peroxidogenese e condições anaeróbias induziram a redução 

adaptativa da síntese de H2O2. Entretanto, a síntese de H2O2 não foi alterada pelo 

aumento na concentração de sais, alteração no conteúdo mineral da solução e por 

alterações de pH entre 5,0 e 7,5. Houve um estímulo da síntese na presença de 1 mM 

de magnésio e de 10 a 50 mM de L-lactato de potássio. Essas respostas do micro-

organismo podem ter um papel importante na ecologia do biofilme e, 

consequentemente, na saúde bucal. 

As catalases são enzimas protetoras responsáveis pela degradação do 

peróxido de hidrogênio antes que ele possa danificar os componentes celulares. Estão 

presentes em praticamente todos os organismos aeróbios e muitos organismos 

anaeróbios. As catalases de 16 organismos diferentes, foram purificadas e 

caracterizadas por Switala e Loewen16. Os autores mostraram que na presença de 

concentrações elevadas de H2O2, houve a inativação da enzima e isso que pode levar 

a uma proteção ineficaz dos componentes celulares contra este composto. 
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 O sistema de resposta do hospedeiro é composto por vários mecanismos que 

controlam a reação à infecção microbiana da cavidade bucal. A característica 

heterogenea da cavidade bucal e os diversos microambientes produzidos, originam 

diferentes substâncias químicas que afetam o sistema imune inato. Ashby15 realizou 

uma revisão de literatura avaliando como essas diferenças espaciais influenciam as 

duas maiores peroxidases defensivas da cavidade bucal, peroxidase salivar (SPO) e 

mieloperoxidase (MPO). Na presença do H2O2, as peroxidases defensivas usam íons 

inorgânicos para produzir antimicrobianos que, geralmente, são mais eficazes do que 

o próprio H2O2. Um segundo objetivo desta revisão foi avaliar o quanto a variação 

entre pessoas pode contribuir para a função da peroxidase. Muitas dessas diferenças 

foram atribuídas a práticas dietéticas que alteram as concentrações de espécies 

inorgânicas relevantes na cavidade bucal. Devido à complexidade da biologia do 

hospedeiro, da microbiota e da química associada, é difícil estabelecer o significado 

dos sistemas de peroxidase humana durante a patogênese das doenças bucais.  

O H2O2 é considerado uma importante fonte endógena de estresse oxidativo 

para bactérias orais e também é amplamente utilizado em produtos de cuidados 

bucais. Baldeck e Marquis13 tiveram como objetivo identificar alvos específicos para 

danos induzidos pelo H2O2 em células de S. mutans e diferenciar ações 

bacteriostáticas e bactericidas do H2O2. S. mutans foi cultivado em suspensão e em 

biofilmes monoespécie, para avaliar o dano causado pelo H2O2 na viabilidade celular, 

glicólise e síntese de proteínas. O H2O2 em baixas concentrações (16,3 mM) foi 

altamente inibitório para a glicólise e principalmente bacteriostático. Já em 

concentrações maiores (acima de 30 mM), o H2O2 tornou-se principalmente 

bactericida, mas não foi mutagenico para S. mutans. Verificaram ainda, que no 

biofilme as células possuem essencialmente a mesma sensibilidade ao H2O2 que as 

células em suspensão. 

Numa revisão da literatura, Zhu e Kreth43 relataram que durante o metabolismo 

aeróbio, os estreptococos orais são capazes de produzir quantidades de H2O2 

suficientes para inibir crescimento do biofilme. Mostraram ainda, que H2O2 não é um 

simples subproduto do metabolismo, ele interfere em vários aspectos da ecologia do 

biofilme bacteriano bucal. A liberação de DNA das células está intimamente associada 

à produção de H2O2 por Streptococcus sanguinis e Streptococcus gordonii. O eDNA 

é crucial para o desenvolvimento e estabilização do biofilme, e também é usado como 

fonte para a transferência horizontal de genes entre os estreptococos orais. 
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Adicionalmente, devido à natureza inibidora de crescimento apresentada pelo H2O2, 

as espécies compatíveis com H2O2 associam-se aos produtores. A produção de H2O2 

pode, portanto, ajudar na estruturação do desenvolvimento inicial do biofilme. Por 

outro lado, o ambiente bucal contém peroxidases salivares que são potentes na 

eliminação do H2O2. Portanto, os efeitos da produção intrínseca de H2O2 no biofilme 

podem ser estritamente locais. No entanto, tendo em conta que 80% dos 

componentes iniciais do biofilme bucal são estreptococos, a influência do H2O2 no 

desenvolvimento do biofilme e na adaptação ambiental parece ser relevante.  

A natureza tóxica aguda do H2O2 levanta a interessante questão de como 

estreptococos lidam com o H2O2 produzido intrinsecamente, e que subsequentemente 

se acumula no microambiente e ameaça a população microbiana local. Xu et al.44 

investigaram a susceptibilidade ao H2O2 de S. gordonii e S. sanguinis e elucidaram os 

potenciais mecanismos de como eles se protegem do efeito deletério do H2O2. Ambos 

os organismos são considerados colonizadores primários e ocupam o mesmo nicho 

intraoral que os torna alvos potenciais para o H2O2 produzido por outras espécies. 

Demonstraram que S. gordonii produziu relativamente mais H2O2 e teve maior 

capacidade de resistência ao estresse causado por este composto. A maior 

resistência de S. gordonii ao H2O2 em relação a S. sanguinis, é provavelmente devida 

a presença mecanismos internos de proteção ao estresse oxidativo mesmo em 

condições anaeróbias. A capacidade de produzir mais H2O2 e ser mais resistente ao 

H2O2 pode favorecer S. gordonii no ambiente competitivo do biofilme bucal. 

 Giacaman et al.45 conduziram um estudo com o objetivo de fazer uma 

estimativa da colonização bucal por Streptococcus mutans e Streptococcus sanguinis 

em adultos com alta experiência de cárie e sem nenhuma experiência de cárie. 

Compararam também a quantidade de H2O2 produzida ex-vivo por S. sanguinis 

isolado de ambos os grupos. Amostras de saliva foram coletadas e semeadas em 

placas de ágar para quantificação de estreptococos totais, S. mutans e S. sanguinis. 

Colonias de S. sanguinis dos dois grupos foram inoculadas em Prussian blue agar 

para detecção de H2O2. A contagem de S. sanguinis foi significativamente superior em 

indivíduos livres de cárie, enquanto a de S. mutans foi significativamente mais alta em 

indivíduos com alta experiência de cárie. As colônias de S. sanguinis de indivíduos 

livres de cárie produziram halos significativamente maiores de H2O2 comparadas com 

aquelas de indivíduos com alta experiência de cárie. Os achados sugerem fortemente 
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que S. mutans pode ser predominante em relação à S. sanguinis na saliva de adultos 

com alta experiência de cárie. 

S. mutans tem grande influência no desenvolvimento de biofilmes patogênicos 

associados à cárie dentária. Liu et al.46, usando um modelo de biofilme ecológico, 

avaliaram o impacto do co-cultivo de vários isolados de S. mutans com S. oralis e A. 

naeslundii na composição do biofilme após exposição à sacarose. A cepa de 

referência S. mutans UA159 e os isolados clínicos Smu44 (mais acidurícos), Smu56 

(formação de biofilme alterada) e Smu81 (mais sensível ao estresse oxidativo) foram 

utilizados no estudo. Os dados revelaram que os isolados de S. mutans variaram em 

sua capacidade de competir e se tornaram dominantes no biofilme após a adição de 

sacarose, e essa diferença teve correlação com a sensibilidade ao H2O2 produzido 

por S. oralis. Smu81 foi particularmente sensível ao H2O2 e não foi capaz de competir 

com S. oralis no biofilme de espécies mistas, apesar de formar biofilmes robustos 

quando isolado. Portanto, a diminuição da tolerância ao estresse oxidativo em 

isolados de S. mutans pode prejudicar sua capacidade de competir em biofilmes 

complexos, mesmo na presença de sacarose, o que pode influenciar a progressão de 

uma comunidade de biofilme saudável para uma capaz de causar doença. 

 O regulador de estresse oxidativo Spx é encontrado em bactérias Gram-
positivas, inclusive em S. mutans, sendo SpxA1 o principal ativador de genes de 
estresse oxidativo e SpxA2 desempenha um papel secundário. Kajfasz et al.47 usaram 
o sequenciamento de RNA para definir competência do regulador de estresse 
peroxidativo e a significância da regulação de Spx em S. mutans. Os dados do 
transcriptoma confirmaram a relação entre Spx e os genes tipicamente associados ao 
estresse oxidativo, e identificaram novos genes e vias metabólicas controlados pela 
Spx durante o estresse peroxidativo. Verificaram que a inativação de genes únicos de 
estresse peroxidativo não teve nenhuma conseqüência para a sobrevivência 
bacteriana, mas a criação de mutantes duplos revelou que com excessão do gene 
∆alsS∆spxA1 os outros quatro genes inativados (∆adhD∆spxA1, ∆hisC∆spxA1, 
∆lplA∆spxA1 and ∆gdhA∆spxA1) eram necessários para a sobrevivência ao estresse. 
Adicionalmente, ensaios fisiológicos e bioquímicos mostraram que SpxA1 coordena 
as alterações transcricionais durante o estresse de peróxido que modificam o 
metabolismo global e estimulam a produção de antioxidantes.  
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4 MATERIAL E MÉTODO 

 

 A metodologia deste estudo foi desenvolvida em duas principais etapas. A 

primeira visando a obtenção de uma cepa de S. mutans tolerante ao peróxido de 

hidrogênio (H2O2), e a segunda para avaliar a influência do H2O2 na formação do 

biofilme e na expressão de fatores de virulência de S. mutans. 

 

4.1 Obtenção de Cepa de S. mutans Tolerante ao H2O2  

Para avaliar a tolerância ao H2O2 foi empregada metodologia semelhante à 

usada por Xu et al.44. A cepa de S. mutans UA159 armazenada em freezer -80°C, foi 

reativada em placas com ágar BHI, as quais foram incubadas por 48 horas, a 37°C e 

com 5% de CO2. Posteriormente, as placas foram armazenadas em geladeira a 4°C, 

e usadas no período máximo de um mês.  

Antes de iniciar os desafios para obter a cepa tolerante ao H2O2, foi realizado 

um estudo piloto para definir a concentração de H2O2 e o tempo de contato deste com 

o micro-organismo, adequados para reduzir ao máximo o número de micro-

organismos sem eliminá-los.  

 O pré-inóculo foi preparado pela transferência de 2 a 5 colônias individuais da 

cepa para tubos falcon contendo 2 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion- HiMedia 

Laboratories, Mumbai, Índia) com adição de 0,8% de glicose. Os tubos foram 

incubados durante 18 horas (5% de CO2 e 37°C). As culturas foram diluídas 1:20 no 

mesmo meio de cultura fresco, e incubadas sob as mesmas condições, até atingirem 

densidade óptica correspondente ao meio da fase exponencial de crescimento 

(OD540nm = 0,52± 0,048).  

Em seguida, as células foram separadas por centrifugação (4500 rpm, 15 

minutos, 4°C) (Centrífuga 5804R – Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), lavadas duas 

vezes com tampão PBS (NaCl 8g; KH2PO4 0,24g; KCL 0,2g; Na2HPO4 1,44g por litro), 

e ressuspensas em 1 ml de tampão glicina (13 mg por mL de água milliQ)39. O H2O2 

a 30% (Sigma Aldrich, Gillingham, Reino Unido) foi diluído com tampão glicina 

imediatamente antes do experimento, até a obtenção de diluições contendo o dobro 

das concentrações desejadas de H2O2. Alíquotas de 200 μL da suspensão bacteriana 

foram distribuídas em tubos de eppendorf de 1,5 mL aos quais foram acrescentados 
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200 μL do H2O2 preparado.  

Inicialmente, foram realizados três estudos piloto nos quais as concentrações 

finais de H2O2 e o tempo de incubação foram: Piloto1: concentrações 0,4; 1,4; 4; 10 

mM43,44 tempo 30 min; Piloto 2: concentrações 40 e 80 mM,  tempo 30 min; Piloto 3: 

concentrações 80 e 160 mM tempo 60 min. Os tubos permaneceram em estufa com 

5% de CO2  a 37°C pelo tempo previamente estabelecido. Uma alíquota da suspensão 

bacteriana não tratada com H2O2 foi usada como controle. Após incubação as células 

foram lavadas 2 vezes com PBS para remover o H2O2 residual, diluídas seriadamente 

e semeadas em ágar BHI (HiMedia Laboratories, Mumbai, Índia). Após 48 horas de 

incubação (37°C e 5% de CO2) foi realizada a contagem das unidades formadoras de 

colônias (UFC) com o auxílio de um contador de colônias (CP 600 Plus, Phoenix 

Indústria de Equipamentos Científicos, Araraquara, SP, Brasil).  

Esses procedimentos foram realizados em duplicata, e, após a realização do 

terceiro piloto, definiu-se usar a concentração de 80 mM e o tempo de exposição de 

60 minutos para a continuação dos desafios para obtenção da cepa tolerante.  Assim, 

2 a 5 colônias de micro-organismos que sobreviveram a este desafio, foram 

transferidas para tubos falcon contendo caldo BHI com adição de 1% de glicose, 

incubados por 18 horas (5% de CO2 e 37°C), foi feita a diluição 1:20, nova incubação 

até atingirem a OD540nm=0,52 ± 0,048 e foram novamente tratados com a 

concentração de 80 mM de H2O2, e assim sucessivamente até a obtenção da cepa de 

S. mutans tolerante. A placa com a cepa considerada tolerante foi mantida em 

geladeira e usada para os experimentos deste estudo no período máximo de 1 mês. 

A figura 2 mostra o fluxograma para obtenção da cepa de S. mutans tolerante 

ao peróxido de hidrogênio. 
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Figura 2 – Fluxograma para obtenção da cepa de S. mutans tolerante ao peróxido de 
hidrogênio 

Fonte: Elaboração própria. 
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A figura 3 mostra a representação gráfica da sequência de execução desta fase 
dos experimentos. 

 

Figura 3 – Representação gráfica da obtenção de S. mutans tolerante ao peróxido de 
hidrogênio (H2O2) 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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4.2 Crescimento dos Biofilmes de Streptococcus mutans 

O estudo compreendeu os seguintes grupos: GC (controle) - cepa de S. mutans 

UA159, GTsPH - cepa de S. mutans UA159 tolerante ao H2O2 obtida após o 8o desafio 

(Figura 3) sem acrescentar H2O2 ao meio de cultura, e GTcPH - cepa de S. mutans 

UA159 tolerante ao H2O2 com acréscimo de H2O2 no meio de cultura.  

Para o crescimento dos biofilmes (n=12 por grupo) foi usado o modelo de 

aderência ativa de Exterkate et al.38, com algumas modificações no dispositivo onde 

foram fixadas as lamínulas de vidro jateadas. Esse modelo permite que as lamínulas 

sejam posicionadas verticalmente e favorece a formação de biofilme somente com 

células capazes de aderir aos espécimes, evitando a deposição e aderência dos 

micro-organismos pela força da gravidade.  

Lamínulas de vidro com 13 mm de diâmetro (Knittel glass, SPLab Comércio de 

Produtos Laboratoriais, São Paulo - Brasil) jateadas com óxido de alumínio 90 microns 

por 15 segundos de cada lado, foram colocadas em recipiente de vidro contendo água 

miliQ e lavadas em ultrason por 10 min, 3 vezes. Em seguida, foram secas em 

temperatura ambiente por 1 hora, fixadas verticalmente em um dispositivo 

confeccionado em fio ortodôntico e esterilizadas em autoclave a 120°C por 15 

minutos. 

  Para a formação da película salivar, após aprovação do projeto pelo Comitê de 

Ética em Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de Araraquara (Anexo; CAAE: 

64746217.5.0000.5416) e assinado o termo de consentimento livre e esclarecido, a 

saliva estimulada pela mastigação de parafilme foi coletada no período da manhã, em 

quatro indivíduos adultos jovens saudáveis. Estes tiveram que obedecer os seguintes 

critérios de inclusão: estar em jejum, não ter feito uso de antibiótico nos últimos 3 

meses, não ter usado nenhum tipo de enxaguatório bucal no dia, ter escovado os 

dentes com dentifrício contendo apenas flúor. Esta foi misturada com tampão de 

adsorção (Tampão AB – 0,05 M KCl; 0,02 M KPO4; 0,02 M CaCl2; 0,02 M MgCl2) numa 

proporção de 1:1(v/v), seguida pela adição de 0,1 M PMSF (Phenylmethylsulfonyl 

fluoride, Sigma Aldrich, Gillingham, Reino Unido) numa relação de 1:1000 

(concentração final de 0,1 mM PMSF). O conteúdo foi centrifugado por 15 minutos a 

4500 rpm, 4 °C (Centrífuga 5504R – Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), e o 
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sobrenadante foi coletado, filtrado em filtro com membrana de polietersulfona (PES) 

de 0,22 μm, e permaneceu no gelo até a sua utilização.  

Em seguida, foram colocados 2,8 mL da saliva clarificada e filtrada em cada poço da 

placa de 24 poços (Modelo 92024, TPP - Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 

Suiça) e o dispositivo com as lamínulas de vidro esterilizadas foi posicionado na placa 

com o auxílio de uma pinça. O conjunto foi incubado a 37°C, sob agitação (75 rpm) 

por 1 hora para formação da película salivar. As lamínulas foram enxaguadas em 

Tampão AB e transferidas para placas de 24 poços (Modelo 92024, TPP - Techno 

Plastic Products AG, Trasadingen, Suiça), contendo 2,8 mL de meio de cultura BHI 

suplementado com 1% de sacarose inoculado com 106 UFC de S. mutans/mL (cepa 

padrão ou cepa tolerante ao peróxido de hidrogênio). No grupo GTcPH, o H2O2 foi 

acrescentado no meio de cultura fresco na concentração de 80 mM (conforme 

determinado no item 4.1), em cada troca de meio. As placas foram incubadas a 37°C 

em condições de microaerofilia (5% CO2) por 5 dias (120 horas). A cada 24 horas o 

meio foi substituído por meio fresco, e no final do quinto dia foi quantificado o pH do 

meio usando pHmetro (Modelo Q400RS- QUIMIS, Diadema São Paulo, Brasil). 

 

4.3 Processamento dos Biofilmes  

Decorridas 116,5 horas de crescimento dos biofilmes, as lamínulas foram 

removidas dos poços contendo o meio de cultura, lavadas por 10 segundos em NaCl 

0,9% estéril para remoção de células não aderidas. Em seguida, foram novamente 

imersas em meio de cultura fresco (BHI suplementado com 0,8% de sacarose) e as 

placas foram incubadas por 3,5 horas. Decorrido esse tempo, o meio de cultura foi 

coletado para análise da concentração de ácido lático e as lamínulas foram lavadas 

em NaCl 0,9% estéril (duas vezes), removidas do dispositivo e transferidas 

individualmente para tubos de vidro contendo 1 mL de NaCl 0,9%. Esses tubos foram 

colocados em um béquer contendo água estéril e submetidos a banho ultrasônico por 

10 minutos, por duas vezes, para remoção dos biofilmes das lamínulas. 

Posteriormente, as lamínulas foram raspadas com espátula de aço inoxidável 

esterilizada para remover o biofilme residual. A suspenção bacteriana foi transferida 

para tubos tipo Falcon de 15 mL. Cada tubo de vidro foi lavado com 0,5 mL de NaCl 

0,9%, que foi adicionado ao tubo Falcon correspondente, resultando num volume final 

de 1,5 mL de suspensão do biofilme em NaCl 0,9%. Essa suspensão foi 
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homogeneizada com sonda ultrassônica com uma potência de 7 W (Sonicador Q125, 

Qsonica) por 30 segundos e foi usada para as análises de acordo com o fluxograma 

(Figura 3).  

Figura 3 – Fluxograma para processamento dos biofilmes para a contagem de micro-
organismos e análises bioquímicas 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

4.3.1 Contagem de micro-organismos do biofilme 

Uma alíquota de 100 µL da suspensão de biofilme foi transferida para tubo 

contendo 900 μL de NaCl 0,9%, foi feita a diluição seriada e foram semeadas as 

diluições até 10-6, em BHI ágar, em duplicata. As placas foram incubadas a 37 oC com 

5% de CO2 por 48 horas. Em seguida, as colônias foram contadas com o auxílio de 

um contador de colônias (CP 600 Plus, Phoenix Indústria de Equipamentos 

Científicos, Araraquara, SP, Brasil) e utilizadas para o cálculo de UFC por mililitro.  

 

 



 40 

4.3.2. Análise da concentração de ácido lático 

A concentração de ácido lático foi determinada no meio de cultura utilizando o 

método enzimático48. Para isso, em uma placa de microtitulação de 96 poços, foram 

colocados 85 μL de glicina (75 g/L), 85 μL de sulfato de hidrazina (104g/L), 20 μL de 

β-nicotinamida adenina dinucleotídeo (18 g/L), e, acrescentados 10 μL do meio de 

cultura no qual os biofilmes ficaram imersos. A absorbância foi aferida a 340 nm 

(A1). Em seguida, foi adicionado 10 μL de desidrogenase L-lática (1 g/L) em cada 

poço e, após manter por 1 h a temperatura ambiente, a absorbância foi novamente 

aferida a 340 nm (A2). A quantidade de ácido lático (ΔL) foi obtida através da 

fórmula (ΔL= A2-A1) e os valores foram convertidos para µmol/mL de ácido lático, 

tendo como base as leituras da curva de calibração feita com padrões de ácido L-

lático de 0,2 a 3 µmol/mL.  

 

4.3.3 Análise bioquímica  

Os 1,4 mL restantes da suspensão de biofilme de cada lamínula foram 

centrifugados (5.500 xg, 10 minutos, 4 oC). O pellet foi lavado duas vezes com água 

milli-Q, homogeneizado em vortex e centrifugado (5.500 xg, 10 minutos, 4 oC) e, 

posteriormente foi novamente ressuspendido em 2,0 mL de água milli-Q, 

homogeneizado em vortex e separado em alíquotas para a determinação do peso 

seco insolúvel e das análises de polissacarídeos extracelulares insolúveis em água e 

proteína total. 

 

4.3.3.1 Determinação do peso seco insolúvel e dosagem de polissacarídeos 
extracelulares (EPS) insolúveis em água 

 

Um mL da suspensão de biofilme foi centrifugado (10.000 xg, 5 minutos, 4 oC), 

o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco por 2 horas e meia em um 

concentrador de amostras (Modelo RVC 2-18C D, Maruin Christ 

Gefriertrocknungsanlagen GmbH) e pesado em balança de alta precisão, para se 

obter o peso seco do biofilme. Em seguida, foi adicionado 300 μL de NaOH 1N por mg 

de peso seco em cada tubo. O conteúdo foi cuidadosamente homogeneizado em 

vortex por 1 min e incubado a 37°C por 10 min em incubadora orbital. Em seguida, as 
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amostras foram novamente homogeneizadas no vortex por 1 min e incubadas por 30 

min em incubadora orbital, e agitadas no vortex por 1 min. Em seguida, permaneceram 

na incubadora até completar 2 horas e foram centrifugadas a 14.000 rpm, por 10 min 

a 4oC (Centrífuga 5804R – Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi 

transferido para um tubo Falcon de 15 mL. Esse procedimento se repetiu 2 vezes. Na 

terceira vez, após ressuspender o precipitado (300 μL de NaOH 1 N por mg de peso 

seco do precipitado), o conteúdo foi homogeneizado em vortex por 1 min e 

centrifugado a 14.000 rpm por 10 min a 4 oC (Centrífuga 5804R – Eppendorf, 

Hamburgo, Alemanha), o sobrenadante foi coletado e colocado no mesmo tubo 

Falcon.  

No tubo de 15 mL com o sobrenadante, foi adicionado etanol 95% em volume 

correspondente a 3 vezes o volume do NaOH usado, homogeneizado em vortex e 

colocado em freezer -20oC por no mínimo 18 horas para precipitação dos 

polissacarídeos extracelulares insolúveis em água.  

Em seguida, as amostras foram novamente agitadas no vortex e centrifugadas 

a 9.500 rpm por 20 min a 4°C (Centrífuga 5804R – Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). 

O sobrenadante foi descartado e o precipitado, lavado 3 vezes com etanol 75%. O 

precipitado foi ressuspenso com 7 mL de etanol, agitado em vortex, centrifugado 

(9.500 rpm por 20 min a 4°C) e o sobrenadante foi novamente descartado. As 

amostras foram deixadas nos tubos abertos, em bancada, por aproximadamente 1 

hora para a completa evaporação do etanol.  

Em seguida o precipitado foi ressuspenso com NaOH 1 N (300 μL por peso 

seco) e congelado a -80°C até a realização do ensaio colorimétrico. 

Os polissacarídeos foram quantificados usando o método fenol-ácido 

sulfúrico49. Primeiramente, foi preparado o fenol 5% na capela de exaustão.  

Curvas padrão de glicose foram realizadas em duplicata, utilizando água milli-

Q, glicose a 0,01% (0, 0,75, 1,25, 2,5, 5,0, 10, 15, 20 e 25 μg) e NaOH 1 N em tubos 

de ensaio de vidro. A somatória dos volumes foi sempre 200 μL. Em cada tubo, foi 

adicionado 200 μL de fenol, homogeneizado, e adicionado 1000 μL de ácido sulfúrico 

(95-97%). A leitura da densidade ótica foi feita 20 min após a adição de ácido sulfúrico 

no primeiro tubo (tempo necessário para a finalização da reação bioquímica), com o 

auxílio de um espectrofotômetro (DO 490 nm). Os padrões foram usados em duplicata 
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e quando os dados da curva apresentarem inclinação: 0,048- 0,051 e R2 próximo de 

1, foi iniciado o processamento das amostras.  

As análises dos biofilmes foram realizadas em triplicata, usando tubos de vidro 

contendo 200 μL da amostra, e o fenol e o ácido sulfúrico foram adicionados da 

mesma forma usada para obtenção da curva padrão. Os valores de DO 490 nm foram 

anotados e convertidos em concentração de polissacarídeos insolúveis em água, 

utilizando a equação da reta gerada na curva padrão realizada. 

 

4.3.3.2 Quantificação de proteínas  

A quantificação de proteínas foi realizada utilizando o kit BCA (Bicinchoninic 

Acid, Sigma, EUA). Inicialmente, 50 μL da suspensão do biofilme foram incubados em 

banho seco a 100oC por 1 hora a 1000 rpm. Em seguida, foi preparada uma solução 

usando 1000 μL do reagente “A” e 20 μL do reagente “B” do kit, e 200 μL dessa 

solução foram colocados em poços de uma placa de 96 poços, aos quais foram 

acrescentados 25 μL da suspensão do biofilme formado sobre cada lamínula de vidro. 

A mistura foi homogeneizada por 30 min e a absorbância lida a 562 nm, e comparada 

a da albumina sérica bovina. Essa quantificação foi feita em duplicata.  

 

4.4 Análise Estatística  

 Os dados de contagem de micro-organismos do biofilme formado sobre as 

lamínulas de vidro (em Log10 de UFC/mL) e os valores de pH do meio no quinto dia 

de formação do biofilme mostraram distribuição normal (Shapiro-Wilk; p≥0,090 e 

p≥0,139 respectivamente). Para a concentração de ácido lático (em µmol/mL), houve 

distribuição normal dos dados (Shapiro-Wilk; p=0,742 e p=0,333 respectivamente para 

os grupos GC e GTsPH), exceto para o grupo GTcPH (Shapiro-Wilk; p=0,034). Assim, 

foi considerada uma tendência a normalidade, e optou-se pela aplicação do teste 

paramétrico de Análise de variância a um fator. Como, para os três conjuntos de 

dados, o pressuposto de homocedasticidade não foi obedecido (Levene, p<0,001), foi 

aplicada a correção de Welch, e a comparação dos grupos dois a dois foi feita pelo 

pós-teste de Games-Howell para dados heterocedásticos.  
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 Para o grupo GTcPH não foi feita a determinação da biomassa (peso seco) do 

biofilme, devido a pequena quantidade de biofilme formado e ausência de formação 

de pellet após centifugação. Isso impossibilitou, também, as análises da concentração 

de proteínas e quantificação de polissacarídeos extracelulares insolúveis em água 

para este grupo. Para os grupos GC e GTsPH, houve distribuição normal dos dados 

de peso seco do biofilme (Shapiro-Wilk; p=0,052 e 0,217 respectivamente), 

concentração de proteínas (Shapiro-Wilk; p=0,645 e p=0,807, respectivamente) e 

concentração de polissacarídeos extracelulares insolúveis em água (Shapiro-Wilk; 

p=0,499 e p=0,250, respectivamente). Também houve homogeneidade de variâncias 

para todas as análises (Levene; p=0,104, p=0,716 e p=0,788, respectivamente). 

Assim, para estes três conjuntos de dados foi aplicado o teste t de Student para 

amostras independentes. 

 Todos os testes estatísticos foram efetuados pelo software PASW Statistics 

(v.22, SPSS Inc, Chicago, IL) considerando-se uma probabilidade de erro tipo I (α) de 

0,05.   
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5 RESULTADO 

 
 Os resultados obtidos a partir da análise dos dados estão apresentados em 

forma de texto e nas Tabelas 1 a 4.  

 

 5.1 Obtenção S. mutans Tolerantes ao Peróxido de Hidrogênio (H2O2) 

 

A tabela 1 mostra os dados dos pilotos 1, 2 e 3. No piloto 1 observou-se que 

com a maior concentração de H2O2 usada (10 mM), por 30 minutos de exposição, 

obteve-se uma log redução de apenas 0,56 no número de UFC de S. mutans/mL. Isso 

indicou a necessidade de aumentar a concentração de H2O2 para níveis bem mais 

elevados. Assim, no piloto 2 foram testadas concentrações 4 e 8 vezes maiores (40 

mM e 80 mM). Como a redução do número de UFC/mL foi de apenas 3,52 log, com a 

concentração de 80 mM, decidiu-se manter esta concentração e testar, também a 

concentração de 160 mM de peróxido de hidrogênio, além de aumentar o tempo de 

submissão para 60 minutos, no piloto 3. Como a log redução foi bastante próxima para 

as duas concentrações, decidiu-se utilizar os micro-organismos recuperados que 

foram submetidos à concentração de 80 mM por 60 minutos, para a realização do 

próximo desafio, para a obtenção de S. mutans tolerante ao H2O2. 

 

Tabela 1 – Quantificação de S. mutans (Log10 de UFC/mL) e log UFC redução após 
exposição a diferentes concentrações de H2O2 pelos tempos de 30 e 60 minutos (n=2 para 
cada concentração) 

Piloto	
	

Tempo	de	
exposição	
(min)	

Concentração	
de	H2O2	
(mM)	

	
UFC/mL	

Log10	de	
UFC/mL	

	
Log	redução**	

	

1	
	
	

30	
	
	

0	 2,93E+09	 9,47	 Controle	
0,4	 6,47E+09	 9,81	 -0,34	
1,4	 5,17E+09	 9,71	 -0,25	
4	 4,13E+09	 9,62	 -0,15	
10	 8,00E+08	 8,90	 0,56	

2	
	

30	
	

0	 5,20E+09	 9,72	 Controle	
40	 1,43E+07	 7,15	 2,56	
80	 1,55E+06	 6,19	 3,52	

3	
	

60*	
	

0	 2,80E+09	 9,45	 Controle	
80	 3,43E+03	 3,54	 5,91	
160	 4,70E+03	 3,67	 5,78	

* em negrito, tempo e concentração definidos para o próximo desafio pela log redução obtida; 
ressalta-se que este foi considerado como o primeiro desafio e os micro-organismos 
recuperados foram usados para o próximo desafio. 

**controle comparado as demais concentrações. 
Fonte: Elaboração própria. 
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A tabela 2 mostra os resultados dos desafios de 1 a 8, bem como a log redução 

obtida em cada desafio. No quinto e sexto desafios, optou-se por usar a mesma 

concentração de H2O2 (80 mM), nos tempos de 30 e 60 minutos, a partir do sétimo 

desafio usou-se apenas o tempo de 30 minutos. 

 Para cada desafio foram usados os micro-organismos recuperados após o 

desafio anterior (em negrito na tabela 2).  

 

Tabela 2 – Quantificação de S. mutans (UFC/mL) e log UFC redução após exposição a 80 
mM de H2O2 (n=2 para cada concentração e tempo exposição) 

Desafios	
	

Tempo	de	
exposição	
(min)	

	
Concentração	de	

H2O2	(mM)	
UFC/mL	

	

	
LogUFC/mL	
	

Log	redução*	
	

1	
	

60	 0	 2,80E+09	 9,45	 	

60	 80	 3,43E+03	 3,54	 5,91	
2	
	

60	 0	 8,67E+08	 8,94	 	

60	 80	 3,10E+04	 4,49	 4,45	
3	
	

60	 0	 7,53E+08	 8,88	 	

60	 80	 3,33E+01	 1,52	 7,35	
4	
	

60	 0	 4,97E+08	 8,70	 	

60	 80	 2,77E+03	 3,44	 5,25	

5	
	
	

30	 0	 5,93E+08	 8,77	 	

30	 80	 1,23E+03	 3,09	 5,68	

60	 0	 5,00E+08	 8,70	 	

60	 80	 4,37E+03	 3,64	 5,06	

6	
	
	

30	 0	 4,00E+08	 8,60	 	

30	 80	 8,53E+03	 3,93	 4,67	
60	 0	 4,90E+08	 8,69	 	

60	 80	 1,67E+02	 2,22	 6,47	

7	
	

30	 0	 8,97E+08	 8,95	 	

30	 80	 2,70E+05	 5,43	 3,52	
8	
	

30	 0	 6,90E+08	 8,84	 	

30	 80	 6,67E+03	 2,82	 6,01	
Obs: em negrito estão marcados os micro-organismos usados para o desafio subsequente 
*controle comparado as demais concentrações 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Após o oitavo desafio, os micro-organismos que sobreviveram foram 

considerados tolerantes ao H2O2, e foram usados para a realização dos experimentos. 
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5.2 Análise Microbiológica e Bioquímica do Biofilme 

Na tabela 3 estão apresentadas as médias e o desvios padrão da contagem de 

S. mutans em Log10 de UFC+1/mL, da concentração de ácido lático em biofilmes 

formados sobre lamínulas de vidro, e do pH do meio de cultura, bem como o resumo 

da análise estatística realizada.  

 A ANOVA a um fator com correção de Welch apontou diferença significativa na 

contagem de S. mutans para os diferentes grupos (p<0,001, Eta=0,869). A 

comparação dos grupos entre si pelo teste de Games-Howell mostrou que a contagem 

de S. mutans foi significativamente inferior no grupo GTcPH (p<0,001), e não houve 

diferença entre os grupos GC e GTsPH (p=0,430). 

 Para os valores de pH, houve diferença significativa entre os grupos (ANOVA 

a um fator, com correção de Welch; p<0,001, Eta=0,994). Na comparação dos grupos 

dois a dois não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos GC e 

GTsPH (Games-Howell; p=0,214), e ambos mostraram valores de pH 

significativamente inferiores ao grupo GTcPH (Games-Howell; p<0,001) 

 Para a quantificação da concentração de ácido lático houve diferença 

significativa entre os grupos (ANOVA a um fator, com correção de Welch; p<0,001, 

Eta=0,794), sendo a concentração maior em GC, seguido pelo grupo GTsPH, e, o 

grupo GTcPH foi o que produziu a menor quantidade do ácido lático (Games-Howell; 

p<0,001).  
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Tabela 3 - Quantificação de S. mutans, valores de pH do meio e concentração de ácido lático 
em biofilmes de cinco dias de S. mutans  

Grupo 

 
Log10 de UFC de 
S. mutans +1/mL 

 
pH do meio de 
cultura no dia 5 

 
Concentração de 

ácido lático 
(µmol/mL) 

 
GC  7,96 ±0,18a 

 
4,09±0,04b 

 
4,25±1,29a 

 
GTsPH  7,82 ±0,31a 

 
4,01±0,16b 

 
1,97±0,93b 

 
GTcPH   

 
2,03 ±1,91b 

 
6,88±0,06a 

 
0,02±0,02c 

Valores correspondem a média e desvio-padrão (n=12) 
GC= Grupo controle, cepa padrão UA 159; GTsPH= Grupo de S. mutans tolerante ao peróxido 
de hidrogênio, sem peróxido de hidrogênio no meio de cultura; GTcPH= Grupo de S. mutans 
tolerante ao peróxido de hidrogênio, com peróxido de hidrogênio no meio de cultura. Letras 
diferentes na mesma coluna indicam diferença estatisticamente significativa para um nível de 
confiança de 95% (ANOVA com correção de Welch seguida do pós-teste de Games-Howell; 
p<0,001). 
 
Fonte: Elaboração própria. 
 
 
 A Biomassa (peso seco) do biofilme e a concentração de proteínas não 

mostraram diferença estatisticamente significativa entre os grupos GC e GTsPH (teste 

t de Student; p=0,051 e p=0,065). Entretanto, a concentração de polissacarídeos 

extracelulares insolúveis em água no biofilme foi significativamente maior no grupo 

GC em relação ao grupo GTsPH (teste t de Student; p=0,040), (Tabela 4). 
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Tabela 4 - Biomassa (peso seco), quantidade de proteínas e de polissacarídeos 
extracelulares insolúveis em água em biofilmes de cinco dias de S. mutans  

Grupo 
 

 
 

 
 

Peso seco (mg) 

 
Proteínas (µg/ mg 

peso seco de 
biofilme) 

 
Polissacrídeos 
extracelulares 
insolúveis em 

água(ug/mg peso 
seco de biofilme)* 

 
GC  

 
2,85±0,51a 

 
238,84±79,98a 

 
2,20±0,36a 

 
GTsPH  

 
2,28±0,76a 

 
180,66±66,24a 

 
1,87±0,40b 

 
GTcPH   

 
nq 

 
nq 

 
nq 

Valores correspondem a média e desvio-padrão (n=12) 
GC= Grupo controle, cepa padrão UA 159; GTsPH= Grupo de S. mutans tolerante ao peróxido 
de hidrogênio, sem peróxido de hidrogênio no meio de cultura; GTcPH= Grupo de S. mutans 
tolerante ao peróxido de hidrogênio, com peróxido de hidrogênio no meio de cultura; nq= não 
quantificado. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença estatisticamente 
significativa para um nível de confiança de 95% (t de Student; *p=0,040). 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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6 DISCUSSÃO 
 
 A literatura tem mostrado uma menor prevalência de cárie em crianças com 

síndrome de Down comparado com crianças não sindrômicas 21,28,50. Embora a cárie 

seja considerada uma doença multifatorial, biofilme-carboidratos dependente10,11, a 

sua baixa prevalência tem sido associada a um menor número de S. mutans na saliva 

desses indivíduos21,22 ou à colonização por S. mutans com perfil genotípico com 

comportamento fenotípico menos cariogênico23.  

 Indivíduos com síndrome de Down apresentam um desequilíbrio no sistema pró 

e antioxidante18,19,24. Isso pode ser relacionado ao fato de o gene da principal 

isoenzima da superóxido dismutase (SOD-1), envolvida na conversão do radical 

superóxido em peróxido de hidrogênio, estar localizado no braço longo do 

cromossomo 2125. Com a expressão aumentada dessa isoenzima26, ocorre uma 

superprodução de peróxido de hidrogênio, o qual não é totalmente neutralizado e fica 

acumulado no organismo desses indivíduos17-20. Esse acumulo leva a um estresse 

oxidativo que resulta em produtos como o malondialdeído (MDA), um importante 

indicador de danos oxidativos que tem sido detectado em níveis elevados no 

sangue18,19 e na saliva de indivíduos com síndrome de Down29-31. 

 Neste contexto, surge a questão se a menor prevalência de cárie nos indivíduos 

com síndrome de Down pode estar relacionada com uma maior concentração de H2O2 

na sua cavidade bucal, afetando a formação do biofilme. Assim, no presente estudo 

foi desenvolvida uma cepa de S. mutans tolerante ao H2O2 e demonstrou-se a 

influência do estresse oxidativo com H2O2 na formação e em fatores de virulência de 

biofilmes formados com esta cepa.  

 O biofilme bucal compreende uma grande variedade de micro-organismos1, 

que em condições ambientais favoráveis mantem-se em equilíbrio, determinando a 

saúde35. Entretanto, quando o ambiente bucal se torna abundante em carboidratos, o 

equilíbrio é rompido criando condições para as espécies patogênicas competirem com 

a microbiota comensal, podendo levar ao desenvolvimento da doença9,35. 

 As bactérias que colonizam a cavidade bucal são constantemente expostas a 

fatores de estresse de origem intra e extracelular, sendo o próprio metabolismo 

bacteriano e a dieta do hospedeiro os principais responsáveis por gerar fatores de 

estresse ácido, espécies reativas de oxigênio e outros agentes com potencial de 
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causar injúrias a biomoléculas. A capacidade de tolerar a esses tipos de estresse é 

determinante na definição da virulência de uma cepa bacteriana36. 

 S. mutans tem um papel importante no desenvolvimento da cárie dental11, 

atribuído a sua capacidade de metabolizar uma grande variedade de carboidratos, 

produzindo polissacarídeos extracelulares e ácido lático, e tolerar níveis de pH 

extremamente baixos33. Além disso, S. mutans tem a capacidade de se adaptar 

rapidamente as condições de estresse ambientais, o que permite a competição com 

outros micro-organismos, bem como o seu estabelecimento e manutenção no 

biofilme9,36.  

 Para competir com as demais bactérias no biofilme, S. mutans tem que lidar 

com estresse oxidativo, e apesar de não ter a capacidade de produzir a enzima 

catalase, a principal enzima protetora contra injúrias oxidativas, apresenta diversas 

vias de neutralização de espécies reativas de oxigênio (ROS), que possibilitam a 

desativação enzimática, e também tem a capacidade de se associar com outras 

bactérias tolerantes ao estresse oxidativo, até se tornar numericamente significante e 

tornar o biofilme mais patogênico32,36.  

 No biofilme monoespécie de Streptococcus, como no modelo usado neste 

estudo, o estresse oxidativo é minimizado devido a redução do metabolismo de 

oxigênio pela bactéria, e consequentemente, da produção de espécies reativas de 

oxigênio. Esta estratégia pode ser considerada importante para a sobrevivência do 

micro-organismo, com uma baixa taxa de crescimento num ambiente competitivo 

como o biofilme34. 

 O H2O2 usado no presente estudo com o intuito de induzir a formação de uma 

cepa tolerante, é considerado uma importante fonte endógena de estresse oxidativo 

para bactérias bucais13 e tem um papel importante na ecologia do biofilme12. 

Produzido por vários membros do gênero Streptococcus, entre eles S. oralis, S. 

sanguinis e S. gordonni13, o H2O2 exerce um efeito inibitório sobre S. mutans9. Tem 

sido mostrado que S. sanguinis prevalece em número sobre S. mutans, em biofilmes 

bucais de indivíduos livres de cárie5,37,45. Entretanto, como muitas variáveis afetam a 

dinâmica do biofilme oral, não pode ser afirmado que a alta produção de H2O2 por S. 

sanguinis seja o único fator responsável pela inibição de S. mutans. 

 Para atingir os objetivos do presente estudo, foi necessário padronizar a 

concentração de H2O2 e o tempo que esta iria permanecer em contato com o micro-

organismo. Num primeiro estudo piloto, uma cultura da cepa padrão de S. mutans 
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UA159 em suspensão, foi submetida a tratamento usando concentrações de H2O2 que 

variaram de 0,4 mM a 10 mM13, porém mesmo com a maior concentração usada 

houve uma log redução de UFC muito pequena. Baseado nesses resultados, optou-

se por testar concentrações bem mais altas de H2O2 (40 mM, 80 mM e 160 mM)13, e 

os tempos de 30 e 60 minutos de incubação. Na concentração de 80 mM (0,223% de 

H2O2) e tempo de exposição de 60 minutos houve uma redução de aproximadamente 

6 log na quantificação de micro-organismos que se manteve com o uso de H2O2 na 

concentração de 160 mM. Assim, foi definido o uso do H2O2 na concentração de 80 

mM e o tempo de exposição de 60 minutos para a realização dos desafios. Após um 

total de oito desafios, as colônias sobreviventes foram consideradas tolerantes e 

foram usadas para o desenvolvimento do experimento de biofilme. 

 Apesar de não apresentar toxicidade elevada, o H2O2 é um efetivo 

antimicrobiano por ser substrato para a geração de espécies tóxicas que podem 

determinar alterações celulares irreversíveis por danos na membrana lipídica, em 

proteínas e distúrbios no DNA. Sua natureza tóxica aguda leva a questão de como S. 

mutans responde ao H2O2 que se acumula no microambiente do biofilme44.  

 Estudos genômicos, transcriptômicos e proteômicos tem proporcionado um 

melhor entendimento de como S. mutans responde as alterações 

ambientais5,41,44,47,46. 

 A espécie S. mutans apresenta heterogeneidade genômica e diferentes 

comportamentos fenotípicos que refletem nas suas propriedades de virulência e na 

forma que cada cepa interage e compete com as bactérias comensais46.  Cornejo et 

al.41 fazendo sequenciamento genômico de uma coleção de cepas de S. mutans, 

encontraram 73 genes exclusivos, nos quais 49% das proteínas eram relacionadas 

com metabolismo de carboidratos, resistência ácida, adaptação ao estresse oxidativo 

e adesão aos tecidos do hospedeiro, e ressaltaram que pequenas diferenças no 

conteúdo genético podem resultar em grandes diferenças nas propriedades de 

virulência.  

 Apesar desse micro-organismo apresentar uma série de mecanismos de 

proteção contra o dano oxidativo32,34, o H2O2 parece inibir a expressão de vários genes 

relacionados com a sua virulência45. Kajfasz et al.47 verificaram que proteínas 

reguladoras de estresse oxidativo (SpxA1 e SpxA2) presentes no S. mutans 

coordenam alterações transcricionais que modificam o seu metabolismo global e 

aumentam a produção de antioxidantes.  
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  No presente estudo, o biofilme foi formado por espécie única de micro-

organismo e foi usado o modelo de aderência ativa de Exterkate et al.38, que evita a 

deposição e aderência dos micro-organismos pela força da gravidade. Verificou-se 

que a cepa tolerante ao H2O2 apresentou uma diminuição na expressão de fatores de 

virulência quando cultivada tanto na presença quanto na ausência do peróxido de 

hidrogênio. Estudos com biofilme de espécie única apesar de não refletirem as 

interações que ocorrem no biofilme bucal, são importantes por permitirem avaliar a 

resposta da cepa específica a alterações controladas a ela impostas. 

Embora, no genoma de S. mutans estejam presentes vários genes envolvidos 

na resposta ao estresse oxidativo em outras bactérias34, existe pouca informação na 

literatura sobre o papel desses genes no desenvolvimento de tolerância desse micro-

organismo ao estresse oxidativo. Segundo Liu et al.46, na presença de H2O2, a cepa 

de S. mutans UA159 apresentou um crescimento significativamente mais lento 

comparado com o crescimento em condições livres de estresse, entretanto não houve 

diferença na densidade ótica máxima atingida. Avaliando a expressão de proteínas 

relacionadas com a neutralização do H2O2, verificaram que uma cepa de S. mutans 

sensível ao H2O2 (Smu81), expressou significativamente mais proteínas relacionadas 

com o estresse oxidativo do que a cepa UA159 (controle), tanto na ausência quanto 

na presença de 250 µM de H2O2 no meio de cultura por 15 minutos. Segundo Kajfasz 

et al.47 (2017) essa foi a única cepa entre 57 estudadas que mostrou mutações no 

gene spxA, o que explica parcialmente a sua sensibilidade ao H2O2. 

No presente estudo, o biofilme formado pela cepa tolerante ao peróxido de 

hidrogênio em contato com o meio de cultura contendo 80 mM de H2O2 (grupo 

GTcPH), apresentou um menor número estatisticamente significativo de UFC/mL e 

menor concentração de ácido lático em relação ao grupo controle. Esse resultado 

corrobora com os resultados de Baldeck e Marquis13, que usando o H2O2 em 

concentrações elevadas (acima de 30 mmol/L), verificaram que este apresentava um 

efeito bactericida, sendo a síntese de proteínas o principal alvo do dano causado, o 

que tornava as células incapazes de reparar ou substituir as proteínas danificadas.  

 O biofilme formado com a cepa tolerante em meio de cultura sem H2O2 

(GTsPH), por sua vez, não mostrou diferença em relação ao grupo controle quanto ao 

número de UFC/mL, pH do meio, biomassa e concentração de proteína total. 

Entretanto, neste grupo houve uma menor produção significativa de ácido lático e de 
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polissacarídeos extracelulares insolúveis em água. A produção de ácido lático é um 

dos principais fatores de virulência que determinam o potencial cariogênico do micro-

organismo10,11. Portanto, uma redução na produção de ácido lático como ocorreu no 

biofilme formado com a cepa de S. mutans tolerante ao H2O2 pode ser indicativo de 

alterações na sua estrutura tornando-o menos cariogênico.  

S. mutans é o principal micro-organismo produtor de polissacarídeos 

extracelulares (EPS), que desempenham um papel estrutural essencial para a 

formação da matriz de biofilmes cariogênicos40,42.  Embora o modelo de biofilme 

mono-espécie usado neste estudo não reproduza a comunidade microbiana complexa 

do biofilme dental, esses resultados sugerem que os micro-organismos tolerantes ao 

H2O2 tiveram a formação do biofilme afetada, pois a menor produção de 

polissacarídeos interfere na formação de matriz extracelular podendo indicar uma 

redução na virulência determinada por alterações promovidas pelo H2O2.  

Apesar das limitações deste estudo devido ao fato de o biofilme ter se formado 

in vitro usando espécie bacteriana única, os resultados obtidos parecem suportar a 

hipótese de que existe uma forte relação entre elevados níveis de H2O2 e redução dos 

fatores de virulência de S. mutans. Embora, não se possa afirmar que a menor 

prevalência de cárie em indivíduos com SD seja devido exclusivamente a elevada 

produção e acumulo de H2O2 no seu organismo, por esta ser considerada uma doença 

multifatorial e por existirem vários fatores afetando a dinâmica de formação do biofilme 

dentário, esses resultados representam uma contribuição importante na tentativa de 

elucidar os fatores relacionados com uma menor prevalência de cárie dentária em 

indivíduos com síndrome de Down.   

Além disso, ressalta-se que o fato de o número de micro-organismos e a 

quantificação de proteínas ter sido semelhante nos grupos controle (cepa padrão 

UA159) e GTsPHP (cepa tolerante em meio de cultura sem de H2O2), não significa 

que esses micro-organismos tenham o mesmo potencial para desencadear a doença. 

Portanto, outros trabalhos devem ser realizados no sentido de compreender melhor 

as alterações que a espécie S. mutans sofre para se tornar tolerante ao estresse 

oxidativo, bem como se as alterações nas características que determinam a sua 

virulência podem contribuir para o desenvolvimento de estratégias preventivas e de 

tratamento da doença cárie. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Baseado nos resultados obtidos, pode-se concluir que: 

1- a presença de peróxido de hidrogênio no meio interferiu significativamente na 

formação do biofilme e na produção de ácido lático pela cepa tolerante; 

2-  não houve alteração na viabilidade bacteriana nos biofilmes formados pela cepa 

tolerante quando esta foi cultivada na ausência de peróxido de hidrogênio; 

3- a produção de ácido lático e a concentração de polissacarídeos extracelulares 

insolúveis em água foram significativamente reduzidas quando a cepa tolerante foi 

cultivada na ausência de peróxido de hidrogênio; 

4- a cepa tolerante ao peróxido de hidrogênio apresentou uma diminuição na 

expressão de fatores de virulência quando cultivada tanto na presença quanto na 

ausência do peróxido de hidrogênio. 
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