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RESUMO  
 

A cárie dentária é uma doença dependente de biofilme, da dieta e fatores de 

hospedeiro. O biofilme é uma comunidade microbiana dinâmica, coberta pela matriz 

extracelular (MEC). Em biofilmes cariogênicos, a MEC rica em exopolissacarídeos 

proporciona microambientes ácidos, causando desmineralização do esmalte. Este 

estudo avaliou a função de DNA extracelular (eDNA) e ácido lipoteicóico (ALT) nas 

propriedades estruturais e funcionais da MEC de biofilmes cariogênicos. Biofilmes 

monoespécie de Streptococcus mutans UA159 (cepa parental ou mutantes knockout) 

e mistos (UA159 cepa parental ou mutantes, Actinomyces naeslundii ATCC 12104 e 

Streptococcus gordonii DL-1) foram formados em discos de hidroxiapatita com 

película salivar, em meio com saliva e 0,1% sacarose, alternado com 0,5% 

sacarose+1% amido (37°C/5% CO2). O pH do meio de cultura foi verificado a cada 

troca. Para modular componentes da MEC foram utilizadas cepas mutantes de S. 

mutans para os genes lytTS (SMu.525 e SMu.526 - eDNA), operon dltABCD 

(SMu.1538 e SMu.1541 – ALT) e gtfB (exopolissacarídeos insolúveis). A população 

microbiana foi avaliada longitudinalmente. Nas idades do biofilme 67 e 115 h, os 

biofilmes foram processados para avaliar a biomassa, as proteínas totais, e os 

componentes da matriz: eDNA, ALT, proteínas e exopolissacarídeos solúveis (WSP) 

e insolúveis (ASP) em água. Os dados foram analisados com ANOVA um critério e 

teste de Tukey (α=0,05). Na presença de 0,5% sacarose+1% amido, o pH do meio 

tornou-se mais ácido. Nos estágios iniciais dos biofilmes mistos, S. gordonii foi 

predominante (p<0,05); a proporção das três espécies foi similar em 67 h, e com o 

passar do tempo S. mutans se tornou majoritário (p<0,05), independentemente da 

modulação dos componentes da MEC. A biomassa e as proteínas totais dos biofilmes 

monoespécie e mistos, geralmente aumentaram significativamente com o tempo 

(p<0,05). Porém, detectou-se diferentes quantidades de componentes da matriz, 

dependendo do gene inativado e do tipo de biofilme. As cepas SMu.525 e SMu.526 

apresentaram as maiores quantidades de eDNA na MEC em biofilme monoespécie 

nas duas fases de formação (p<0,05), mas no biofilme misto apenas na idade 115 h 

(p<0,05). Portanto, os genes lytTS modulam eDNA na MEC de biofilmes cariogênicos. 

ALT foi detectado na MEC de todos os biofilmes, ocorrendo aumento significativo com 

a idade em biofilmes monoespécie das cepas ∆SMu.1538 e ∆SMu.1541 (vs. UA159; 

p<0,05). Houve variação na quantidade de WSP e ASP na MEC dos biofilmes 

monoespécie e mistos. Em biofilmes com a cepa gtfB existe menos WSP nas duas 

idades em monoespécie (p<0,05), e em mistos não houve variação (p>0.05). Ocorre 

menos WSP na MEC de biofilmes monoespécie de ΔSMu.525 na idade 115 h (vs. 

UA159). A quantidade de ASP no biofilme misto com 115 h foi menor para a cepa gtfB 

em relação aos genes do operon dltABCD (p<0,05). Finalmente, o conteúdo de 

proteínas na MEC foi menor para a cepa gtfB versus UA159 e SMu.1541 em biofilme 



 
 

misto de 115 h (p<0,05). Portanto, eDNA, ALT e exopolissacarídeos atuando em 

conjunto, contribuiram para a aderência de microrganimos, formação e maturação de 

biofilmes cariogênicos.  
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ABSTRACT 

Dental caries is a disease dependent of biofilm, diet and host factors. Biofilm is a 

dynamic microbial community enmeshed by an extracellular matrix (ECM). In 

cariogenic biofilms, the ECM rich in exopolysacharides provide acidic 

microenvironments that cause demineralization of enamel. The present study 

evaluated the role of extracellular DNA (eDNA) and lipoteichoic acid (LTA) in the 

structural and functional properties of the matrix of cariogenic biofilm. Single-species 

biofilms of Streptococcus mutans UA159 (parental or knockout strains) and mixed-

species (UA159 parental or mutant strains, Actinomyces naeslundii ATCC 12104 and 

Streptococcus gordonii DL-1) were grown onto saliva-coated hydroxyapatite discs, in 

medium with saliva and 0.1% sucrose, alternating with 0.5% sucrose + 1% starch 

(37°C / 5%CO2). The pH of spent media was verified at each medium change. The S. 

mutans knockout mutant strains of genes lytTS (ΔSMu.525 and ΔSMu.526 - eDNA), 

operon dltABCD (ΔSMu.1538 and ΔSMu.1541 - LTA) and gtfB (insoluble 

exopolysaccharide) were used to modulate ECM´ components. The microbial 

population was evaluated longitudinaly. At 67 and 115 h, biofilms were processed to 

assess biomass, total protein and ECM components: eDNA, LTA, soluble proteins, and 

water soluble (WSP) and insoluble (ASP) exopolysaccharides. The data were 

analyzed by ANOVA one-way and Tukey test (α=0.05). In the presence of 0.5% 

sucrose + 1% starch the pH of spent media became more acid.  During the initial stages 

of mixed-species biofilm development, S. gordonii prevail (p<0.05); the proportion of 

the three species was similar at 67 h, and S. mutans becomes the dominant species 

over time (p<0.05), independently of ECM´ components modulation. The biomass and 

the total protein content of single- and mixed-species biofilms usually showed 

significant increases over time (p<0.05). However, distinct amounts of EMC´s 

components were detected, depending on the gene that was inactivated and on the 

biofilm type. The strains ΔSMu.525 and ΔSMu.526 showed the highest amounts of 

eDNA in ECM of single-species biofilms in both ages (p<0.05), but in mixed-species 

biofilms only at 115 h (p<0.05). Therefore, the genes lytTS modulate eDNA in the ECM 

of cariogenic biofilms. LTA was detected in the matrix of all biofilms, significantly 

increasing as the single-species biofilms of ∆SMu.1538 and ∆SMu.1541 aged (vs. 

UA159; p<0.05).  The amount of WSP and ASP varied in both biofilm types. The strain 

gtfB formed single-species biofilms with less WSP in the ECM at 67 and 115 h 

(p<0.05), but in mixed-species biofilms no significant change occured (p>0.05). There 

is less WPS in the matrix of single-species biofilms formed by mutant ΔSMu.525 at 

115 h (vs. UA159). The amount of ASP in mixed-species biofilm with age 115 h was 

lower for gtfB strain compared to dltABCD operon genes (p<0.05). Finally, the amount 

of proteins in the ECM was lower only for strain gtfB versus UA159 and SMu.1541 in 

mixed-species biofilm at 115 h (p<0.05). Therefore, eDNA, ALT and ESP working 



 
 

together contribute to the microbial adhesion, formation and maturation of cariogenic 

biofilms. 

 
 
Keywords: Dental caries. Streptococcus mutans. Dental biofilm. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1 - Fatores que interagem e contribuem com o desenvolvimento da cárie. 

Resumo dos fatores que atuam em conjunto no desenvolvimento da doença cárie. Em 

branco são os fatores que estão diretamente envolvidos, em azul os fatores 

ambientais da cavidade bucal, e em laranja estão fatores pessoais. Modificado de 

Manji e Fejerskov71, 1990; Selwitz et al.104, 2007.  

Figura 2 -  Desenho experimental do modelo de biofilme utilizado. Formação de 

biofilmes mistos com três espécies: Streptococcus mutans (cepa parental ou 

mutantes), Actinomyces naeslundii e Streptococcus gordonii, para o biofilme 

monoespécies foram utilizadas apenas as cepas de S. mutans (cepa parental ou 

mutantes). HA: hidroxiapatita. Fonte: Elaboração própria. 

Figura 3 - Esquema do processamento de biofilmes para análises 

microbiológica e bioquímicas. Elaboração própria. 

Figura 4 - Imagem representativa de morfologia de colônias das três espécies 

recuperadas de biofilmes mistos. Biofimes mistos, em placa de ágar sangue após 

incubação (48h/ 5% CO2), para quantificar as espécies em diferentes idades. As 

espécies são facilmente diferenciáveis: S. mutans apresenta colônia branca rugosa, 

especialmente na sua borda; A. naeslundii apresenta colônia branca com uma borda 

lisa; e finalmente S. gordonii apresenta colônia amarelada com um anel bem definido 

em torno da mesma. Elaboração própria. 

Figura 5 - Fluxograma para processamento dos biofilmes para análises da 

população microbiana e bioquímicas. Elaboração própria. 

Figura 6 - Esquema para quantificação do peso seco insolúvel do biofilme. 500 

µL de biofilme adicionados em “barcos” de alumínos, foram pesados utilizando 

balança analítica (SHIMADZU - série AUW220D). Fonte: Elaboração própria. 

Figura 7 - Desenho da curva padrão para quantificação das proteínas no 

biofilme. A. 20 µL de BSA a 200 mg/mL mais 1,980 µL de água foram misturados 

em um microtubo para elaboração da solução padrão; B. construção dos pontos da 

curva com a solução padrão de BSA e H2O. Vol.: volume. BSA: bovine serum albumin. 

Fonte: Elaboração própria.  



 
 

Figura 8 - Curva padrão e escala colorimétrica para proteínas, usando o método 

de Bradford. A. Curva padrão para proteínas: Análise dos dados com D.O.595nm 

onde observa-se correlação linear positiva. B. Ilustração da escala colorimétrica: 

Teste de Bradford. Slope: 0,020-0,026. A coloração azul na placa denota maior 

concentração de proteína. BSA: bovine serum albumin. D.O.: densidade óptica. Fonte: 

Elaboração própria. 

Figura 9 - Quantificação de eDNA. Utilizando o nanoespectrofotômetro (DS-11+, 

Denovix), quantificou-se o eDNA encontrado na matriz dos biofilmes, adicionando 1,5 

µL da amostra e leitura a 260 nm. Leituras realizadas em duplicata. O Blank utilizado 

foi TE. Fonte: Elaboração própria. 

Figura 10 - Minibeadbeater -  Biospec Products. Os tubos com as amostras estão 

posiconados no suporte de amostras (acrílico fumê – indicado pela seta na cor 

laranja), que é posicionado no eixo metálico (indicado pela seta na cor vermelha), para 

homogeinização da amostra e disrupção mecânica das células. Fonte: Elaboração 

própria.  

Figura 11 - Extração de ALT da matriz de biofilmes cariogênicos. Uma alíquota 

de 3 mL foi mistorado com 150 µL de TCA (Solução final com 5% TCA), os tubos 

foram deixados incubados durante 18 h a 22°C (homogeneizador); em seguida foram 

realizadas dois centrifugações (6500 g / 30 min, 4°C; 5810R, Eppendorf); adicionando 

éter e acetona aos sobrenadantes respetivamente. As amotras foram incubadas por 

24 h a 4°C e finalmente centrifugandas (6500 g / 30 min, 4°C; centrífuga 5810R, 

Eppendorf), o pellet obtido foi secado e H2O foi adicionada, ficando pronto para a 

quantificação via ELISA. Fonte: Elaboração própria. 

Figura 12 - Curva padrão para exopolissacarídeos solúveis (WSP) e insolúveis 

em água (ASP). A. Exemplo de curva padrão para WSP e ASP: Análise dos dados 

com D.O.490nm   onde observa-se correlação linear positiva. B. Escala colorimétrica: 

Ensaio fenol-ácido sulfúrico, slope: 0,048-0,051. Fonte: Elaboração própria. 

Figura 13 - pH dos meios de cultura de biofilmes monoespécie e mistos. Do lado 

esquerdo do gráfico estão os dados dos biofilmes monoespécies e do lado direito do 

gráfico estão os dados dos biofilmes mistos. As idades avaliadas foram 19, 29, 43, 53, 

67, 77, 91, 101 e 115 h. Observar-se o pH mais ácido nas idades 43, 67, 91 e 115 h 



 
 

para todas as cepas de S. mutans avaliadasparental e mutantes (*p<0,05, ANOVA 

um critério, seguido do teste de Tukey). Fonte: Elaboração própria. 

Figura 14 - Proporção das três espécies em biofilmes mistos em diferentes 

idades do biofilme. Os dados apresentados são de pelo menos três experimentos, 

realizados em duplicata. Nas idades 29, 43, 53 h a espécie S. gordonii foi dominante, 

não houve diferenças na idade 67 h, em 77 e 91 h A. naeslundii foi siginificativamente 

menor vs. S. gordonii, já em 101 h S. gordonii e A. naeslundii foram menores do que 

S. mutans. Na idade de 115 h a cepa ΔgtfB foi maior vs. S. gordonii. O asterisco * 

denota p<0,05, usando ANOVA um critério, seguido do teste de Tukey, na comparação 

entre as três espécies em cada biofilme misto em uma determinada idade do biofilme. 

Os dados representados são médias, e as barras de erro correspondem ao desvio 

padrão. Fonte: Elaboração própria. 

Figura 15 - Dinâmica da população das diferentes cepas testadas em várias 

fases de formação de biofilmes mistos. Análise longitudinal da população das 

diferentes espécies. Fonte: Elaboração própria. 

Figura 16 - Valores de UFC nos biofilmes mistos com 67 h  (A) e 115 h (B). Não 

existe diferença nos valores de UFC detectados para todas as cepas estudadas na 

idade de 67 h (A) (p>0.05).  Na idade 115 h (B) são representados, UFC de S. mutans 

e de S. gordonii nos biofilmes mistos formados pela cepa parental UA159 e as 

mutantes knockout; (#)nesses biofilmes existe diferença apenas nos valores de UFC 

detectados para ΔgtfB vs. UA159; além, (*)houve uma diminuição ao passar do tempo 

67 a 115 h dectectado nas cepas ΔgtfB, ΔdltA e ΔdltD. Os dados representados são 

médias e as barras de erro correspondem ao desvio padrão (* e #p<0,05; ANOVA dois 

critérios, seguido do teste de Tukey). Fonte: Elaboração própria. 

Figura 17 - Valores de UFC nos biofilmes monoespécie com 67 h e 115 h. Em 

biofilmes monoespécie com 67 h (representados com a cor preta): (#)Existe diferença 

nos valores de UFC detectados para ΔgtfB vs. toda as cepas S. mutans (*p<0,05). Em 

branco observa-se a idade 115 h: (##)Onde existe diferença de UFC paraa cepa ΔgtfB 

vs. UA159 e ΔSMu.525; ainda, (+)observa-se uma disminução de UFC de 67 a 115 h 

para a cepa ΔSMu.525 (# e +: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste de 



 
 

Tukey). Os dados representados são médias, e as barras de erro correspondem ao 

desvio padrão.  Fonte: Elaboração própria. 

Figura 18 - Biomassa (peso seco) insolúvel em biofilmes monoespécie e mistos 

Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67h e 115h. 

(*)Observa-se um aumento significativo em todas as cepas de 67 a 115 h para os 

biofilmes monoespécie; o mesmo acontece no biofilme misto, exceto para a cepa 

SMu.525. Os dados representados são médias, e as barras de erro correspondem 

ao desvio padrão (*p<0,05, ANOVA um critério, seguido do teste de Tukey). Fonte: 

Elaboração própria. 

Figura 19 - Proteínas na porção insolúvel de biofilmes monoespécie e mistos. 

Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115 h. Nos 

biofilmes monoespécie: (#) biofilme formado pela cepa ΔgtfB apresenta menor 

quantidade de proteína na idade 115 h (vs. as cepas de S. mutans ΔSMu.525, 

ΔSMu.1538 e ΔSMu.1541); além, (*)houve um aumento significativo de 67 a 115 h nas 

cepas ΔSMu.1538 e ΔSMu.1541. Em biofilmes mistos: (#) a menor quantidade de 

proteína foi detectada em biofilmes formados por ΔgtfB na idade 115 h vs. ΔSMu.1538 

apenas.  Os dados representados são médias e as barras de erro correspondem ao 

desvio padrão (* e #: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey). Fonte: 

Elaboração própria. 

Figura 20 - eDNA na MEC dos biofilmes monoespécie e mistos. Biofilmes 

monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115 h. Para biofilmes 

monoespécie, (*)houve uma diferença de eDNA entre a cepa parental, sendo 115 h 

menor que 67 h; (#)as cepas ∆SMu.525 e ∆SMu.526 apresentaram maiores 

quantidades de eDNA que as cepas ∆gtfB, ∆SMu.1538 e ∆SMu.1541 em cada fase 

testada, (+)∆SMu.526 (115 h) apresentou maior quantidade vs. a cepa parental (115 

h). (*)No biofilme misto houve um aumento entre as idades 67 a 115h nas cepas: 

∆SMu.525 e ∆SMu.526. (#)Na idade 115 h, em biofilmes mistos ∆SMu.525 e 

∆SMu.526 também apresentaram maior quantidade de eDNA que as demais cepas 

testadas. Os dados representados são médias, e as barras de erro correspondem ao 

desvio padrão (*, + e #: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey). 

Fonte: Elaboração própria. 



 
 

Figura 21 - ALT na MEC dos biofilmes monoespécie e mistos. Biofilmes 

monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115 h. (*) Houve um 

aumento significativo de 67 para 115 h para a cepa parental em ambos biofilmes 

monoespécie e mistos. (#)Em biofilmes monoespécie as cepas ∆SMu.1538 e 

∆SMu.1541 apresentam quantidades significativamente maiores de ALT do que a 

cepa parental na idade 67 h. Em biofilmes mistos não houve diferenças significativas 

nas duas fases de formação; além, (*)houve um aumento significativo de 67 para 115 

h na cepa ∆SMu.1541. Os dados representados são médias, e as barras de erro 

correspondem ao desvio padrão (* e #: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste 

de Tukey). Fonte: Elaboração própria. 

Figura 22 - Exopolissacarídeos solúveis na MEC dos biofilmes monoespécie e 

mistos. Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67h e 115 h. 

(*)Houve um aumento significativo de WSP em todas as cepas de bioiflmes mistos e 

monoespécie ao passar de 67 h para 115 h. Biofilmes monoespécies: (#)Nas idades 

67 e 115 h, ΔgtfB foi a cepa com menor conteúdo de WSP; (+)em 115 h, o biofilme 

formado por ΔSMu.525 apresentou também, menor quantidade de WSP versus a 

cepa parental. Em biofilme misto: (#)ΔgtfB foi a cepa com menor conteúdo de WSP 

na idade 67 h. Os dados representados são médias, e as barras de erro correspondem 

ao desvio padrão (*, + e #: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey). 

Fonte: Elaboração própria. 

Figura 23 - Exopolissacarídeos insolúveis na MEC dos biofilmes monoespécie e 

mistos. Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115 

h. (*)Houve um aumento significativo de 67 para 115 h nos biofilmes mistos e 

monoespécie. Em biofilme monoespécie: (#)Na idade 115 h, ΔgtfB foi a cepa com 

menor quantidade de ASP versusΔSMu.526. Em biofilme misto: (#)Na idade 115 h, 

ΔgtfB foi a cepa com menor quantidade de ASP versus as cepas parental UA159, 

ΔSMu.1538 e ΔSMu.1541. Os dados representados são médias, e as barras de erro 

correspondem ao desvio padrão (* e #: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste 

de Tukey). Fonte: Elaboração própria. 

Figura 24 - Proteinas solúveis na MEC recuperadas de biofilmes monoespécie e 

mistos. Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115 

h. (*)Houve um aumento significativo de 67 para 115 h para as cepas ΔSMu.525, 



 
 

ΔSMu.1538 e ΔSMu.1541 em biofilmes monoespécie. (#)Na idade de 115 h de 

biofilmes monoespécie, houve uma diminuição de proteínas para ΔgtfB vs. todas as 

cepas exceto ΔSMu.526. (#)Na idade 115 h de biofilmes mistos, ΔgtfB  apresentou a 

menor quantidade de proteínas na MEC vs. todos os outros biofilmes com a mesma 

idade. Os dados representados são médias, e as barras de erro correspondem ao 

desvio padrão (* e #: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey). Fonte: 

Elaboração própria. 

Figura - 25 Arquitectura 3D de biofilmes monoespécie. Esta figura exibe imagens 

representativas de renderizações 3D dos biofilmes monoespécie formados por S. 

mutans cepas parentais (UA159) e mutantes (ΔgtfB, ΔSMu.525, ΔSMu526, 

ΔSMu.1538 e ΔSMu.1541) com idade 115 h. A cor verde representa o conteúdo 

bacteriano em cada biofilme, enquanto que a cor vermelha representa ESP na matriz 

extracelular. Elaboração própria.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

QUADROS 

 

Quadro 1 - Características das cepas utilizada no biofilme misto. Fonte: 

Jakubovics et al.48, (2013). 

 

Quadro 2 - Cepas de S. mutans utilizadas no estudo. * nomenclatura utilizada pelo 

NCBI (National Center for Biotechnology Information). ** nomenclatura utilizada pelo 

Los Alamos Laboratories. Erm: 5 µg/mL de eritromicina em placas de BHI ágar. Kan: 

1 mg/mL de kanamicina em placas de BHI ágar. Fonte: Chatfield et al.14, (2005); 

Quivey et al94, (2015). 

 

Quadro 3 - Grupos experimentais. *Foram desenvolvidos seis grupos experimentais 

para biofilmes monoespécie e mistos. Os biofilmes mistos com idade 67 h foram 

processados em cinco ocasiões e com idade 115 h em três ocasiões; já para biofilmes 

monoespécie foram feitos em três ocasiões nas duas idades de formação. **Todos os 

biofilmes foram realizados em duplicata. Fonte: Elaboração própria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

TABELAS 

 

Tabela 1 -  Curva padrão de glicose para quantifição de WSP. Elaboração própria. 

Tabela 2 -  Curva padrão de glicose para quantifição de ASP. Elaboração própria. 
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A. naeslundii – Actinomyces naeslundii 

ALT – Ácidos lipoteicóicos  

ASP – Exopolissacarídeos insolúveis em água (mas solúveis em álcali) 

BHI – Brain Heart Infusion 

BSA –  Bovine serum albumin  

CaCl2 – Cloreto de cálcio   

CO2 – Dióxido de carbono 
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EPS – Exopolissacarídeos  
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g – Gramas  
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h – Horas 

HA – Hidroxiapatita  

H2O – Água 

H2O2 – Peróxido de Hidrogênio  

IgA – Imunoglobulina A 

IgG – Imunoglobulina G 

i.e. –  isto é 

KCl – Cloreto de potássio  

KPO4 – fosfato de potássio  



 
 

M – Moles    

MEC – Matriz extracelular 

mg – Miligramas  

MgCl2 – Cloreto de magnésio 

mL – Mililitros  

NaCl – Cloreto de sódio  

NaOH – Hidróxido de sódio  

PMSF – Phenylmethylsulfonyl fluoride (fluoreto de fenilmetilsulfonila) 

Rpm – Rotações por minutos 

S. gordonii – Streptococcus gorndonii 

sHA – Hidroxiapatita coberta com película salivar 

S. mutans – Streptococcus mutans 

TCA – ácido tricloroacético 

TE –  Tris-EDTA; pH 8,0 

TY – Triptone + Yeast Extract 

UFC – Unidades formadoras de colônias  

V/V – Volume sobre volume 

W – Watts 

WSP – Exopolissacarídeos solúveis em água 

µL – Microlitros   

m – nanômetro 
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1 INTRODUÇÃO 

É aceito e estabelecido mundialmente que a cárie dentária é uma doença 

multifatorial, infecciosa, e dependente de biofilme (Fitzgerald, et al.30, 1960; Keyes et 

al.51, 1960; Selwitz et al.104, 2007; Bowen10, 2015). A interação de fatores de 

microrganismos e da dieta sobre os dentes, determinam a ocorrência da doença cárie 

(Keyes51, 1960).  

Biofilmes são comunidades de células microbianas, altamente dinâmicas 

estruturadas e organizadas, que se encontram cobertas e imersas dentro de uma 

matriz extracelular (MEC) tridimensional (3D) (Branda et al.12, 2005; Flemming, 

Wingender31, 2010). A matriz é essencial para a existência do biofilme, uma vez que 

a mesma atua como um esqueleto de suporte, e concomitantemente funciona como 

uma barreira que limita a difusão (de íons, metabólitos microbianos, nutrientes e 

antimicrobianos), fornecendo proteção aos microrganismos mediante a criação de 

portos seguros onde os patógenos prosperam (Stewart, Franklin11, 2008; Xiao et al.123, 

2012; Klein et al.56, 2013). Em biofilmes cariogênicos, essa limitação da difusão 

dificulta a ação da saliva para neutralizar os ácidos produzidos durante a fermentação 

de carboidratos da dieta, causando dissolução ácida do esmalte dentário (i.e., lesões 

de cárie). 

Em biofilmes cariogênicos, os exopolissacarídeos (EPS) são os componentes 

principais na construção da MEC (Paes Leme et al.86, 2006; Bowen, Koo8, 2011), mas 

DNA extracelular (eDNA) e ácidos lipoteicóicos (ALT) são detectados em quantidades 

elevadas nesses biofilmes (Jacques et al.46, 1979; Rölla et al.98,99, 1980, 1983; Ciardi 

et al.18, 1981; Hogg et al.43, 1997).  Os EPS sintetizados in situ permitem a aderência 

e acúmulo dos microrganismos nos dentes (Bowen, Koo8, 1991; Vacca-Smith, 

Bowen120, 1998; Banas, Vickerman3, 2003; Hannig et al.40, 2008). Com o passar do 

tempo, os polissacarídeos colaboram na formação da matriz 3D fornecendo um 

ambiente com difusão limitada (Melvaer et al.78, 1972; Xiao et al.123, 2012).  

A espécie Streptococcus mutans coordena a construção do biofilme 

cariogênico na presença de sacarose e de amido da dieta, dando início à patogênese 

da cárie dentária (Firestone et al.29, 1982; Marsh74, 75, 1994, 2003). S. mutans é 

responsável pela síntese de EPS (glicanos e frutanos) pelas suas exoenzimas 

glicosiltransferases (Gtfs) e frutosiltransferases (Ftfs) (Fu, Robyt32, 1991; Vacca-Smith 
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et al.120, 1998; Bowen, Koo8, 2011). Concomitante à formação de EPS, a liberação de 

eDNA (1-7 µg/ml) e ALT (até 1 mg/ml) por S. mutans é induzida por sacarose, amido 

e acidez elevada (Ciardi et al.17, 18, 1977, 1981; Jacque et al.46, 1979; Hardy et al.41, 

1981; Rölla et al.99, 1983; Klein et al.53, 2010). Porém, as funções de eDNA e ALT na 

construção da MEC são pouco conhecidas, o que torna o estudo desse processo 

claramente relevante. Entender como esses componentes interagem pode ser útil na 

compreensão da fisiologia do biofilme e no desenvolvimento de terapias direcionadas 

para prevenir e remover biofilmes cariogênicos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Cárie dentária 

A cárie dentária continua sendo um problema de saúde pública mundial, 

afetando crianças e adultos (Marcenes et al.73, 2013; Kassebaum et al.50, 2015). Os 

indivíduos são suscetíveis ao desenvolvimento dessa doença ao longo de suas vidas, 

como demostrado pela ocorrência de picos de manifestação nas idades 6, 25 e 70 

anos (Kassebaum et al.50, 2015). A doença se desenvolve em qualquer parte 

mineralizada do dente, resultando na perda dos minerais e da superfície dentária 

(Weyne et al.122, 1989). Essa destruição localizada de tecidos duros pode surgir na 

infância sendo denominada cárie precoce da infância, que afeta os dentes decíduos 

de crianças e bebês.  

O conceito de cárie é embasado na interação de fatores como dente suscetível 

(que é o substrato), dieta e microrganismos em biofilmes fortemente aderidos sobre a 

superfície do dente (Marsh75, 2003). Os fatores envolvidos na ocorrência da doença 

cárie foram ilustrados no diagrama de Keyes51 (1960), e mais tarde por Newbrun83 

(1983). Assim, a Tríade de Keyes, foi o modelo explicativo para a cárie dentária mais 

representativo, modificado por Newbrun, que inclui o tempo como fator etiológico, que 

deve agir simultaneamente com os outros fatores para o desenvolvimento da lesão de 

cárie (Costa et al.19, 2012) (Figura 1). Portanto, a cárie é produto de interações de 

fatores, pois nenhum fator isolado pode ser responsável pela doença. Por exemplo, o 

biofilme é primordial na ocorrência da cárie, mas só a presença deste não resulta na 

lesão cariosa (Manji, Fejerskov71, 1990; Selwitz et al.104, 2007), as condições devem 

ser favoráveis para que o biofilme se torne cariogênico, especialmente a dieta rica em 

açúcares. 

Assim, na cárie dentária acontece a desmineralização do esmalte devido aos 

baixos valores de pH, produzido principalmente pelo metabolismo de carboidratos da 

dieta (diariamente consumida), pelos microrganismos associados às superfícies dos 

dentes em um biofilme patogênico. Nesse sentido, é consagrado que a remoção 

mecânica do biofilme com escovação diária (mínimo três vezes ao dia), o uso de fio 

dentária, além da aplicação do flúor e visitas ao cirurgião dentista pelo menos cada 6 

meses para uma profilaxia dentária, auxiliam na prevenção dessa doença. Mesmo 
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com este conhecimento, essa doença persiste como um problema mundial e é o 

principal fator relacionado com a perda da dentição (Marcenes et al.73, 2013; 

Kassebaum et al.50, 2015).   

 

Figura 1 - Fatores que interagem e contribuem com o desenvolvimento da cárie 

 

Resumo dos fatores que atuam em conjunto no desenvolvimento da doença cárie. Em branco são os 

fatores que estão diretamente envolvidos, em azul os fatores ambientais da cavidade bucal, e em 

laranja estão fatores pessoais.  

Fonte: Modificado de Manji e Fejerskov71, 1990; Selwitz et al.104, 2007.  

 

 



28 
 

 
 

2.2  Microrganismos do biofilme dentário 

Os microrganismos presentes no biofilme dentário são fundamentais no 

estabelecimento de uma microbiota virulenta ou não, e para o desenvolvimento de 

lesões de cárie; assim, um biofilme que contém maior número de microrganismos que 

sobrevivem em meio ácido (acidúricos) e que produzem ácido (acidogênicos) será 

mais virulento e provocará a perda de minerais da superfície do esmalte 

(desmineralização) (Marsh74, 1994; Paes Leme et al.86., 2006). A microbiota se torna 

complexa nas crianças com mais de 2 anos de idade, devido à erupção dos dentes. 

Neste período, há um aumento da quantidade de microrganismos encontrados no 

biofilme, tornando-se um ambiente propício para a colonização de bactérias 

cariogênicas (Mattos Graner et al.76, 2014; Sampaio, Monteiro100, 2014). 

Os dentes estão constantemente cobertos por uma película salivar, composta 

por 99% água e 1% de compostos orgânicos e inorgânicos, principalmente por: 

enzimas, minerais, aminoácidos, proteínas do tipo amilase, glicoproteínas salivares, 

glicosiltransferases, lipídios, fosfoproteínas, lisozimas, peroxidases, IgA, IgG, 

proteínas ricas em prolina, mucina e produtos bacterianos, como as Gtfs (Oppenheim, 

et al85, 2007; Siqueira, et al.105, 2007; Levine65, 2011; Zimmerman, et al.127, 2013; Guo, 

Shi37, 2013). Na microbiota oral, foram identificadas mais de 500 espécies diferentes 

de microrganismos vivendo em comunidades na cavidade oral humana (Paster et al.90, 

2001), sendo que 20% das bactérias orais são do gênero Streptococcus (Schachtele 

et al.102, 2007). Embora a microbiota oral seja complexa, a espécie Streptococcus 

mutans desempenha um papel importante na etapa de transição da forma não-

patogênica para biofilmes altamente cariogênicos (Paes Leme et al.86, 2006). 

A formação do biofilme envolve três principais estágios: 1- Adsorção específica 

de proteínas salivares sobre a superficie dentária; 2- A chegada dos colonizadores 

iniciais (e.g., Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis, Streptococcus gordonii, 

Actinomyces spp.); 3- A chegada dos colonizadores secundários e a maturação da 

placa (Fejerskov28, 2004). Os colonizadores primários são capazes de se aderir a uma 

superfície (geralmente em presença de proteína ou outros componentes orgânicos) 

como resposta imediata (Nobbs et al.84, 2009; Kuboniwa, Lamont63, 2010; Christopher 

et al.16, 2013). Os microrganismos aderidos se desenvolvem e criam microcolônias 

que sintetizam a matriz (que pode conter exopolissacarídeos e outros componentes), 
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que passa a atuar como substrato para a aderência de novos microrganismos 

denominados colonizadores secundários (Kuboniwa, Lamont63, 2000; Nobbs et al.84, 

2009). Colonizadores secundários podem se aderir facilmente aos primários, e/ou 

facilitar a coagregação de outros microrganismos para se aderirem aos colonizadores 

primários e gerar um grande acúmulo estruturado de microrganismos (Fejerskov28, 

2004; Nobbs et al.84, 2009). 

Por décadas, a espécie S. mutans foi considerada como o principal 

microrganismo etiológico da cárie dentária em humanos (Loesche70, 1986).  S. mutans 

são cocos Gram positivos, anaeróbios facultativos; e tem sido estudado por meio de 

diversas técnicas bioquímicas, sorológicas e genéticas. Porém, S. mutans não é o 

único microrganismo acidogênico na microbiota oral. Existem outros microrganismos 

que possuem acidogenicidade igual ou maior (por exemplo, Streptococcus 

vestibulares, Streptococcus salivarius, Lactobacillus spp, Bifidobacterium dentium, 

Candida spp e Scardovia spp) (Takahashi, Nyvad113, 2011).  

Assim, para o desenvolvimento de cárie, diferentes microrganismos interagem: 

Streptococcus mutans, estreptococos não mutans (por exemplo, Streptococcus 

vestibularis, Streptococcus salivarius) e outras espécies bacterianas (por exemplo: 

Lactobacillus spp., Actinomyces spp., Bifidobacterium dentium, Scardovia spp., 

Veillonella spp., Atopobium parvulum, Dialister invisus) (Becker et al.5, 2002; 

Torlakovic et al.118, 2012). Ainda, o fungo Candida albicans tem sido associado com a 

forma mais agressiva dessa doença (de Carvalho et al.22, 2005; Falsetta et al.27, 2014). 

Algumas espécies de Streptococcus, incluindo a espécie Streptococcus gordonii, são 

capazes de competir com S. mutans, produzindo peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

bacteriocinas, para conseguir um espaço para aderência à superfície de hidroxiapatita 

coberta com película salivar (sHA) (Kreth et al.61, 62, 2008, 2009).   

Formação do biofilme, capacidade de aderência, acidogenicidade, tolerância 

ao ácido ou aciduricidade e produção de bacteriocinas (mutacinas), são os principais 

fatores de virulência associados a cariogenicidade de S. mutans. (Gronroos et al.35, 

1998; Banas4, 2004; Paes et al.86, 2006; Lemos, Burne66, 2008; Takahashi114, 2015). 

A capacidade de produção de mutacina pode favorecer a instalação e colonização de 

S. mutans no biofilme dentário aumentando o risco de cárie (Gronroos et al.35, 1998). 
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Porém, nem todas as cepas dessa espécie são capazes de produzir mutacinas ou 

biofilme com matriz rica em exopolissacarídeos (EPS) (Palmer et al.87, 2013). 

A aderência de S. mutans à superfície dentária acontece principalmente na 

presença de carboidratos usados para formação da MEC. Embora esta espécie 

possua um mecanismo de aderência independente de sacarose via adesinas (i.e., 

SpaP, Wap, AgI/II) que se ligam a receptores na película, a via dependente de 

sacarose mediada por ligação de glicanos está diretamente relacionada com a 

cariogenicidade do biofilme, como revisado por Mattos-Graner et al.76, (2014) e por 

Hajishengallis et al.39 (2015). O mecanismo de aderência dependente de sacarose é 

guiado pelas exoenzimas Gtfs, que sintetizam EPS (Loesche70, 1986; Yamashita et 

al.124, 1993; Bowen, Koo8, 2011). Ainda, o aumento de carboidratos fermentáveis na 

cavidade oral poderia aumentar a produção de ácido no biofilme (como revisado por 

Takahashi114, 2015). 

No presente estudo, trabalhou-se com três espécies para formar um biofilme 

misto, Streptococcus mutans UA159 é o organismo cariogênico, Streptococcus 

gordonii DL-1 é representante dos colonizadores iniciais estreptococos não mutans, e 

Actinomyces naeslundii ATCC 12104 é o representante dos colonizadores iniciais não 

estreptococos. O resumo das características dos três organismos no modelo de 

biofilme utilizado está representado no Quadro 1. O pH baixo induz a síntese de EPS 

enquanto microrganismos como S. mutans prosperam (Li e Burne67, 2001; Smith e 

Spatofora106, 2012, Klein et al.56, 57, 2013, 2015). 

S. gordonii expressa em sua superfície proteína ligante de α-amilase (Bowen e 

Koo8 2011; Tanzer et al.116, 2012; Zhang, Senpuku126, 2013). A enzima α-amilase atua 

como um receptor para o aumento da aderência bacteriana à película na superfície 

do dente ou hidroxiapatita, ajudando na formação de biofilmes na presença de amido 

(Scannapieco et al101, 1995; Rogers et al97, 2001). A enzima α-amilase está presente 

na saliva, faz parte da película adquirida e digere amido da dieta em hidrolisados que 

são utilizados como aceptores de elétron durante a síntese de glicanos pelas Gtfs de 

S. mutans (como revisado por Bowen, Koo8, 2011).  

A. naeslundii é uma bactéria anaeróbia facultativa que coloniza a língua e 

outras superfícies mucosas, e superfícies dos dentes. Estudos mostram que A. 

naeslundii poderiam estar envolvidos na formação de biofilme, cárie de cemento e 



31 
 

 
 

destruição periodontal (Socransky et al.107, 1970; Kneist et al.58, 2012). A. naeslundii 

é produtor de ácidos na presença de açucares (Kneist et al.58, 2012). Durante a 

formação do biofilme, A. naeslundii produz ácido lático a partir de carboidratos da dieta 

e prolifera (Yaling et al.125, 2006). De tal modo, assegura um espaço no biofilme até 

que as condições favoreçam o crescimento aumentado de S. mutans (Burt et al.11, 

1985; Takahashi, Yamada117, 1999). Porém, o potencial patogênico de A. naeslundii 

em relação ao metabolismo de sacarose é pouco claro. A. naeslundii na presença de 

sacarose apresenta potencial patogênico em doenças orais relacionadas com 

biofilmes e fornece substratos acidogênicos para os demais microrganismos 

presentes em um biofilme misto (Miller80, 1974). 

Quadro 1 - Características das cepas utilizada no biofilme misto 

 S. mutans S. gordonii A. naeslundii 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caracteristicas 

relacionadas à 

formação de biofilme 

 Adesinas ancoradas na 

parede celular ou 

associadas à superfície 

celular – utilizadas para 

aderência à película e 

outros organismos. 

(SpaP/P1/PAc/Sr/AgB), 

 GtfBCD: produção de 

glucanos 

(exopolissacarídeos na 

MEC), 

 GbpABCD: proteínas 

ligantes de glucanos, 

 Ftf: produção de frutano 

(exopolissacarídeos da 

MEC), 

 eDNA na MEC, 

 ALT na MEC. 

 Adesinas ancoradas na 

parede celular ou 

associadas à superfície 

celular – utilizadas para 

aderência à película e 

outros organismos 

(SspA, SspB, GspB, 

Has, CshA), 

 GtfG: produção de 

glucano 

(exopolissacarídeos na 

MEC), 

 Gpps: ainda 

desconhecidos, 

 eDNA na MEC, 

 ALT na MEC. 

 Ftf: produção de frutano 

(exopolissacarídeos na 

MEC), 

 eDNA na MEC 

(desconhecidos), 

 ALT na MEC 

(desconhecidos). 

Acidogenicidade e 

aciduricidade 

Acidogênica e acidúrica. Acidogênica e acidúrica. Acidogênico e acidúrica. 

 

Ação enzimática 

Catalase negativo e é 

suceptivel ao H2O2.  

Produção de mutacina. 

Catalase negativo, 

apresenta tolerância ao 

H2O2. 

Catalase positivo. 

Caraterísticas de 

crescimento 

Anaeróbio facultativo. Anaeróbio facultativo. Anaeróbio facultativo.  

Fonte: Jakubovics et al.48, 2013. 
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2.3 A matriz extracelular de biofilme 

A matriz de biofilmes tem os exopolissacarídeos como compontentes 

indispensáveis para a sua construção e estruturação 3D (Branda et al.12, 2005; 

Flemming, Wingender31, 2010). A MEC protege seus microrganismos contra 

dessecação, oxidação, alguns antibióticos e cátions metálicos, radiação ultravioleta e 

defensas imunológicas (Flemming, Wingender31, 2010). EPS, proteínas, lipídos, 

ácidos nucléicos e lipopolissacarídeos são identificados dentro da matriz de biofilmes 

(Karatan, Watnick49, 2009; Schooling et al.103, 2009; Mann et al.72, 2009).  A atividade 

metabólica de microrganismos dentro da MEC, limitam a difusão na matriz (e.g., 

metabólitos microbianos), e no caso de biofilmes formados sobre os dentes, esse 

processo ocasiona a acidificação do meio e o ácido induz a dissolução do esmalte 

(Xiao et al.123, 2012).  

Os exopolissacarídeos são essenciais na construção da matriz extracelular 

(Bowen, Koo8, 2011), embora eDNA e ALT extracelulares sejam também encontrados 

em altas quantidades nos biofilmes cariogênicos (Jacques et al.46, 1979; Rölla et al.98, 

99, 1980, 1983; Ciardi et al.18, 1981; Hogg et al.43, 1997; Paes Leme et al.86, 2006).   

EPS fornecem estabilidade mecânica para o biofilme, mediando a aderência à 

superfície dentária (Bowen, Koo8, 2011; Hwang et al45, 2014). A matriz rica em EPS 

mantém as células do biofilme o mais próximo possível, permitindo a interação e 

comunicação células – células (Flemming, Wingender31, 2010). Os 

exopolissacarídeos sintetizados in situ permitem a aderência e acúmulo dos 

microrganismos nos dentes (Bowen et al.7, 1991; Vacca-Smith, Bowen120, 1998; 

Banas, Vickerman3, 2003 Hannig et al.40, 2008;).  

Os EPS são sintetizados pelas enzimas glicosiltransferases (Gtfs) e 

frutosiltransferases (Ftfs) na presença da sacarose (Vacca-Smith et al.119, 1996; Van 

Hijum et al.121, 2006; Bowen, Koo8, 2011). Ainda, a presença de amido hidrolisado 

intervém na produção e estrutura de glicanos por servirem com aceptores de elétrons 

durante a síntese desses polímeros (Vacca-Smith et al.119, 1996; Duarte et al.24, 2008; 

Klein et al.52, 2009). Assim, a composição da dieta é essencial no papel dos EPS na 

patogenicidade da cárie (Parisotto et al.88, 89, 2010; 2015).   
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As Gtfs são capazes de produzir glicanos insolúveis e solúveis em água (Klein 

et al.56, 2013). S. mutans produz pelo menos três Gtfs distintas (codificadas pelos 

genes gtfB, gtfC e gtfD), as quais utilizam sacarose e amido para sintetizar EPS 

(Bowen, Koo8, 2011). A GtfC é encontrada principalmente na película em uma forma 

enzimaticamente ativa (Vacca-Smith, Bowen120, 1998), e sintetiza ambos glicanos 

solúveis e insolúveis (Bowen, Koo8, 2011). A GtfB liga-se às superfícies microbianas 

e pode influenciar o acumúmulo de vários microrganismos orais (por exemplo, 

Actinomyces viscosus, Lactobacillus casei e Candida albicans), pois converte esses 

organismos que não possuem Gtfs em produtores glicano insolúveis (Vacca-Smith, 

Bowen120, 1998; Gregoire et al.34, 2011; Bowen, Koo8, 2011). A GtfD pode sintetizar 

glicanos solúveis presentes na MEC (Bowen, Koo8, 2011). Os EPS formados na 

superfície microbiana melhoram as interações entre os microrganismos e aumentam 

a coesão dos mesmos (Cross et al.20, 2007).  

DNA extracelular (eDNA) e ácido lipoteicoico (ALT) são encontrados em 

quantidades elevadas na matriz de biofilmes cariogênicos na presença de sacarose e 

amido (Ciardi et al.17, 18, 1977, 1981; Jacques et al.46, 1979; Rolla et al.98, 1980; Hardy 

et al.41, 1981; Perry et al.91, 2009; Klein et al.53, 2010). eDNA geralmente é um bio-

produto da autólise (Steinberger, Holden109, 2005; Allesen-Holm et al.2, 2006; Perry et 

al.91, 2009), e pode também ser secretado via microvesículas ou vesículas de 

membrana (Liao et al.68, 2014). 

 eDNA está envolvido na construção de diversos biofilmes formados por 

microrganismos orais. O eDNA participa na agregação bacteriana e aderência à 

superfície devido às interações ácido-base, assim, aumenta a aderência de S. mutans 

(Das et al.21, 2010; Klein et al.53, 2010).  eDNA parece ser incorporado na matriz 

porque a adição da enzima DNAse interrompeu a integridade estrutural dos biofilmes, 

e diminuiu o peso seco desses biofilmes em 30% (Klein et al.53, 2010; Liao et al.68, 

2014.), o que suporta a teoria de que eDNA teria um papel importante na estrutura do 

biofilme. 

A presença de sacarose e de amido aumenta a liberação de eDNA na MEC em 

quantidades elevadas devido à indução da expressão dos genes lytTS e ccpA durante 

a formação de biofilme por S. mutans (Klein et al.53, 2010). O sistema de dois 

componentes lytTS é necessário para ativar a expressão dos genes lrgAB que fazem 
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parte do arsenal de S. mutans que controla autólise e formação de biofilme (Ahn et 

al.1, 2010). A expressão de lytTS e lrgAB é regulada através da disponibilidade de 

carboidratos via proteína CcpA (Catabolite control protein A) (Ahn et al.1, 2010). A 

expressão do gene gtfB (que sintetiza EPS insolúvels) também foi induzida nesses 

biofilmes formados na presença de sacarose e amido (Klein et al.52, 53, 2009, 2010). 

Portanto, eDNA interagindo com GtfB pode ter funções importantes na produção de 

EPS, colonização por S. mutans e construção de MEC (Klein et al.53, 2010; Liao et 

al.68, 2014).  Em adição, durante o desenvolvimeto de biofilme cariogênico apenas 

com a espécie S. mutans, eDNA é detectado conectando glicanos (Liao et al.68, 2014). 

Ainda, deficiência na secreção de proteínas e de componentes para inserção de 

proteínas na membrana (i.e., Ffh, YidC1 e YidC2) pode reduzir a quantidade de eDNA 

na matriz (Liao et al.68, 2014). Portanto, alteração nesses processos podem alterar a 

composição da MEC e influenciar o potencial de virulência do biofilme. Porém, não se 

conhece como eDNA afeta o desenvolvimento de biofilmes cariogênicos mistos. 

Assim, o gene gtfB é essencial para a formação de biofilmes dependente de 

sacarose e fator de virulência comprovado associado à patogenia da cárie dentária 

(Yamashita et al.124, 1993). Quando o eDNA interage com a enzima GtfB, o mesmo 

poderia desenvolver um papel importante na produção de EPS, colonização da 

espécie S. mutans e na montagem e construção da matriz do biofilme altamente 

coesiva (Klein et al.53, 2010; Liao et al.68, 2014; Klein et al.57, 2015). 

ALT pode também ser importante na construção da MEC e ajudar na formação 

do biofilme (Ciardi et al.17, 1977; Kuramitsu et al.64, 1980; Rolla et al.98, 1980). Na 

presença de sacarose e amido da dieta, o ALT aumenta a aderência de 

microrganismos à superfície dentária (Kuramitsu et al.64, 1980; Rolla et al.98, 1980).  

ALT são polímeros anfifílicos de poliol-fosfatos, ancorados na membrana celular por 

um glicolipídio e podem ser liberados para o ambiente extracelular (Ellwood, 

Tempest26, 1972; Brock, Reiter13, 1976; Neuhaus, Baddiley82, 2003), especialmente 

durante a remodelagem da parede celular. O mecanismo de síntese de ALT foi 

descrito para algumas espécies, mas não para S. mutans (Reichmann, Gründling95, 

2011; Denapaite et al.23, 2012). Análise de homologia utilizando BLASTn (Basic Local 

Alignment Search Tool; www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) mostrou que o gene SMU.775 

de S. mutans (uma proteína hipotética) é um homólogo do gene ltaS que codifica a 
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enzima sintetase de ALT em Staphylococcus aureus. Já o operon dltABCD é 

necessário para a adição de resíduos de D-alanina (Neuhaus, Baddiley82, 2003) 

durante a formação de ALT; esses resíduos afetam os processos de aderência e de 

formação de biofilme (Spatafora et al.108, 1999; Gross et al.36, 2001). Ainda, as 

proteínas de S. mutans codificadas pelos genes dltA, dltD e SMU.775 são abundantes 

enquanto a matriz está sendo ativamente construída durante as fases iniciais de 

formação de biofilme cariogênico (Klein et al.55, 2012). 

eDNA e ALT poderiam ajudar na construção da MEC através do aumento da 

síntese de glicanos (Kuramitsu et al.64, 1980; Ciardi et al.18, 1981; Chiu, Baker15, 1994) 

e promoção da aderência bacteriana às superfícies (Ciardi et al.17, 18, 1981, 1977; 

Gross et al.36, 2001; Götz33, 2002; Das et al.21, 2010). Essas biomoléculas também 

conferem carga negativa à MEC, o que resulta na alteração das propriedades de 

difusão da MEC (Melvaer et al.78, 79, 1972, 1974; Melsen et al.77, 1979; Pratten et al.92, 

1998; Hope et al.44, 2004).  Portanto, a presente hipótese alternativa é a de que eDNA 

e ALT atuando em conjunto com exopolissacarídeos têm impacto na construção e nas 

propriedades estruturais e funcionais da MEC durante a formação do biofilme 

cariogênico. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

O objetivo desta pesquisa foi: Elucidar a função de eDNA e ALT nas 

propriedades estruturais e funcionais da matriz extracelular de biofilmes 

cariogênicos. Foram utilizadas metodologias para avaliar se eDNA e ALT estão 

envolvidos na construção contínua da MEC, usando biofilmes monoespécie de S. 

mutans e misto (contendo S. mutans, S. gordonii e A. naeslundii) na presença de 

sacarose e amido. S. mutans UA159 (cepa parental) e cepas mutantes knockout para 

os genes lytTS e operon dltABCD foram estudadas para verificar como a modulação 

de componentes da MEC através da ausência de genes específicos influência a 

formação e desenvolvimento de biofilmes cariogênicos. A cepa mutantes knockout 

para o gene gtfB foi utilizada como controle de um biofilme potencialmente menos 

patogênico. 
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4 MATERIAL E MÉTODO 

Para elucidar a função de eDNA e de ALT nas propriedades estruturais e 

funcionais (biológicas) da MEC foram desenvolvidas duas fases principais: A) 

Formação inicial da matriz, a qual é crítica para a aderência e acúmulo microbiano na 

superfície de hidroxiapatita (HA); e B) Construção 3D da matriz e do biofilme.  

4.1 Formação de biofilmes para análise da matriz extracelular e avaliação da 

dinâmica populacional   

Com o objetivo de gerar biofilmes mistos contendo S. mutans UA159 (cepa 

parental e mutantes knockout - Quadro 2), S. gordonii DL-1 e A. naeslundii ATCC 

12104, foram realizados experimentos segundo os grupos experimentais descritos no 

Quadro 3, que foram avaliados nas idades 67 h e 115 h de formação de biofilme. 

Ainda, formou-se biofilmes monoespécie contendo S. mutans UA159 (cepa parental e 

mutantes knockout), conforme grupos experimentais descritos no Quadro 3. 

Quadro 2 - Cepas de S. mutans utilizadas no estudo 

Cepas 

Gene alvo  
Potencial de 

modulação de 
componentes 

da MEC 
 

 
 
Referências 

Nome 
Locus 
Tag* 

Oralgen 
ID** 

Parental UA159 --- --- --- --- --- 

Cepas 
mutantes 

derivadas da 
cepa parental 

UA159 

gtfB::kan gtfB SMu.1004 --- EPS insolúvel 
Dr. Robert A. 

Burne 

ΔSMu.525::erm lytT SMu.576 SMu.525 
eDNA 

Chatfield et 
al14, 2005 ΔSMu.526::erm lytS SMu.577 SMu.526 

ΔSMu.1538::er
m 

dltA SMu.1691 SMu.1538 

ALT 

Quivey  et 
al94, (2015) 

ΔSMu.1541::e
rm 

dltD SMu.1688 SMu.1541 

* nomenclatura utilizada pelo NCBI (National Center for Biotechnology Information).  
** nomenclatura utilizada pelo Los Alamos Laboratories. Erm: 5 µg/mL de eritromicina em placas de 
BHI ágar. Kan: 1 mg/mL de kanamicina em placas de BHI ágar. 

Fonte: Elaboração própria 

Para os biofilmes formados com cepas mutantes knockout utilizou-se: 

- Genes lytTS (ΔSMu.525 e ΔSMu.526) que estão associados ao eDNA e que 

poderiam levar à formação de uma MEC coesiva com elevadas quantidades de 

exopolissacarídeos e de eDNA;  
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- Genes do operon dltABCD (ΔSMu.1538 e ΔSMu.1541) associados à síntese de 

proteínas do metabolismo de ALT, e que poderiam influenciar na composição de 

componentes do biofilme, especialmente ALT na MEC;  

- Gene gtfB, que codifica a enzima GtfB que se liga efetivamente em ambas 

superfícies da película formada sobre hidroxiapatita e de bactérias e utiliza sacarose 

como substrato para síntese de exopolissacarídeos insolúves em água (mas solúveis 

em álcali) e também hidrolisados de amido como aceptores durante a síntese desses 

EPS (Bowen, Koo8, 2011).   

Quadro 3 - Grupos experimentais 

Grupo Biofilmes mistos Biofilmes monoespécie 

1 S. mutans UA159 (cepa parental) + A. naeslundii 
ATCC 12104 + S. gordonii DL-1 

S. mutans UA159 (cepa parental) 

2 S. mutans UA159 (cepa ΔSMu.525) + A. 
naeslundii + S. gordoni 

S. mutans UA159 (cepa ΔSMu.525) 

3 S. mutans UA159 (cepa ΔSMu.526) + A. 
naeslundii + S. gordonii 

S. mutans UA159 (cepa ΔSMu.526)  

4 S. mutans UA159 (cepa ΔSMu.1538) + A. 
naeslundii + S. gordonii 

S. mutans UA159 (cepa ΔSMu.1538) 

5 S. mutans UA159 (cepa ΔSMu.1541) + A. 
naeslundii + S. gordonii 

S. mutans UA159 (cepa ΔSMu.1541) 

6 S. mutans UA159 (cepa ΔgtfB) + A. naeslundii + 
S. gordonii 

S. mutans UA159 (cepa ΔgtfB) 

*Foram desenvolvidos seis grupos experimentais para biofilmes monoespécie e mistos. Os biofilmes 
mistos com idade 67 h foram processados em cinco ocasiões e com idade 115 h em três ocasiões; já 
para biofilmes monoespécie foram feitos em três ocasiões nas duas idades de formação. **Todos os 
biofilmes foram realizados em duplicata. 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Os grupos controles foram S. mutans UA159 (cepa parental) e a cepa mutante 

gtfB que apresenta formação de biofilme in vitro atenuada (Koo et al.59, 2010; Xiao 

et al.123, 2012), e patogenicidade reduzida in vivo (Tanzer et al.115, 1985; Yamashita 

et al.124, 1993) – cepa fornecida pelo Prof. Robert Burne, University of Florida. As 

cepas mutantes knockout dos genes lytTS e operon dltABCD foram doadas pelo Prof. 

Dr. Robert G. Quivey Jr, e a construção das mesmas está descrita detalhadamente 

na referência Quivey et al.94, (2015). As cepas S. gordonii DL-1 e A. naeslundii ATCC 

12104 são acidogênicas e produtoras de glicanos solúveis em água e frutanos, 

respectivamente (Bergeron et al.6, 2000; Haisman, Jenkinson38, 1991). Assim temos 

um modelo de biofilme misto, formado por: espécie de microrganismo cariogênico (S. 
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mutans), um representante de estreptococcos orais não mutans (S. gordonii), e um 

microrganismo não estreptococos (A. naeslundii). Ainda, as características 

conhecidas de cada organismo estão detalhadas na revisão de literatura (Quadro 1). 

Para biofilmes monoespécies de S. mutans, foram utilizadas as seis cepas desta 

espécie individualmente (parental e cinco mutantes). 

 

4.1.1 Procedimentos para preparo dos biofilmes 

Estoques de cada cepa estão armazenados em freezer -80oC. As cepas foram 

reativadas utilizando-se o método de semeadura por esgotamento em placas de 

meios de cultura ágar sangue (5% sangue de cordeiro -Laborclin) para a cepa parental 

UA159, cepas S. gordonii, A. naeslundii e gtfB; e ágar Brain Heart Infusion (BHI, 

Difco) com eritromicina (5 µg/ml, SIGMA) para as cepas knockout para os genes lytTS 

e operon dltABCD, pois as mesmas possuem o gene de resistência à eritromicina 

utilizado na construção dessas mutantes. As placas com os microrganismos foram 

incubadas por 48 h (37°C e 5% de CO2). Após este período, as placas com cada cepa 

foram armazenadas em geladeira (4oC) até seu uso, e cada placa foi utilizada até 

completar 1 mês de reativação, exceto para A. naeslundii que foi de 15 dias. 

Dois dias antes do experimento, realizou-se o pré-inoculo da cepa A. naeslundii 

através da transferência de 5-10 colônias individuais para tubos tipo Falcon contendo 

10 mL de meio liquido TY (Triptone +Yeast Extract, Difco) com 1% de glicose (Synth). 

Dois tubos foram incubados durante 24 h (37°C e 5% de CO2). 

Um dia antes do experimento, realizou-se o pré-inoculo para S. gordonii e as 

cepas mutantes e parental de S. mutans similar ao realizado com o pré-inoculo da A. 

naeslundii. Os tubos foram incubados durante 18 h (cultura overnight; 37°C e 5% de 

CO2).  

Após 24 h pré-inóculo da cepa A. naeslundii, foi realizado três opções de 

inóculo: a) 300 µL de pré-inóculo em tubo tipo Falcon contendo 9,7 mL de meio liquido 

TY com 1% de glicose, b) 100µL de pré-inóculo para 9,9 mL de meio, c) 50 µl de pré-

inóculo para 9,95 mL do mesmo meio. Os tubos foram incubados até a obtenção da 

D.O.540nm ± 1.5 (~ 21 h / 37°C e 5% de CO2). Foi escolhido um dos tubos de inóculo 
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contendo a D.O.540nm desejada. Após a obtenção do inóculo, o mesmo teve uma 

alíquota separada para verificação de possível contaminação através de microscópio 

óptico. 

Após 18 h do pré-inóculo de cepas mutantes e parental de S. mutans e S. 

gordonii, o inóculo foi realizado através da adição de 500 µL de cada pré-inóculo em 

tubos tipo Falcon contendo 9,5 mL de meio liquido TY com 1% de glicose. Os tubos 

foram incubados até a obtenção da D.O.540nm ± 1.0 (~ 4 h / 37°C e 5% de CO2). 

Verificou-se possível contaminação via microscopia.   

Para a formação dos biofilmes, utilizou-se a superfície de discos de 

hidroxiapatita - HA (12,7 mm de diâmetro, 1 mm de espessura, Clarkson 

Chromatography Products Inc., South Williamsport, PA). Esses discos foram 

posicionados verticalmente em placas 24 poços com auxílio de aparato confeccionado 

com fio ortodôntico (para evitar efeito de depósitos microbianos devido à gravidade), 

cobertos por película salivar (Figura 2).  

 

Figura 2 - Desenho experimental do modelo de biofilme utilizado 

 

Para a formação da película salivar realizou-se o seguinte procedimento: A 

saliva foi estimulada pela mastigação de um pedaço de parafilme pelo voluntário (de 

Formação de biofilmes mistos com três espécies: Streptococcus mutans (cepa parental ou mutantes), 
Actinomyces naeslundii e Streptococcus gordonii, para o biofilme monoespécies foram utilizadas 
apenas as cepas de S. mutans (cepa parental ou mutantes). HA: hidroxiapatita. 
 
Fonte: Elaboração própria. 

 

Inoculo – 0,1% sacarose: 
Biofilmes mistos:  
S. mutans UA159 (10

4 
ufc) ou 

cepas knockout 
S. gordonii DL-1 (10

4 
ufc) 

A. naeslundii 12104 (10
4 

ufc) 
Ou biofilmes monoespécie:  

S. mutans UA159 (10
4
ufc) ou 

cepas knockout 

 

Dia 0 19 h 43 h 91 h 

meio 
de 

cultura 
fresco 

 Discos HA+ película 

29h 

0,5% sacarose + 1% amido 

 

67 h 

8 h  18 h 

115 h 

8 h 18 h 8 h 18 h 8 h 18 h 

0,1% 
sacarose 

0,1% 
sacarose 

0,1% 

sacarose 
0,1% 

sacarose 

25% de saliva estimulada no meio de cultura 
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acordo com o projeto aprovado pelo Comitê de Ética em Seres Humanos da Instituição 

Sede, CAAE: 31717914.3.0000.5416; Número do Parecer: 748.142) (Ver ANEXO A). 

Coletado o volume desejado, misturou-se a saliva com tampão de adsorção (Tampão 

AB – 0,05 M KCl; 0,02 M KPO4; 0,02 M CaCl2; 0,02 M MgCl2 – pH 6,5) em uma 

proporção de 1:1 (v/v) e adicionou-se 0,1 M PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonila, 

SIGMA) à uma relação de 1:1000 (para concentração final de 0,1 mM PMSF). Em 

seguida, o conteúdo foi centrifugado (15 min, 5000 g, 4°C – Centrífuga 5810R, 

Eppendorf). O sobrenadante foi recolhido (saliva clarificada) e filtrado usando filtro 

PES (polietersulfona) de poros de 0,22 µm. A saliva foi mantida no gelo até a sua 

utilização. Um volume de 2,8 mL de saliva esterilizada foi transferido para cada poço 

de placa de 24 poços. Em seguida, cada aparato com os discos de hidroxiapatita (pré-

hidratados em água MiliQ esterilizada) foi transferido para a placa (com auxílio de 

pinça clínica), sendo um total de 6 aparatos por experimento com os discos, 

correspondente a 1 aparato por cepa utilizada (cepa parental e mutantes de S. 

mutans). A placa com os discos e saliva foi incubada à 37oC, sob agitação/75 rpm 

(Quimis G816M20) durante 1 h para formação da película (sHA). Os aparatos 

contendo discos sHA foram então enxaguados duas vezes em tampão AB e em uma 

placa nova foram transferidos (com auxílio de pinça esterilizada) para meio de cultura 

contendo cada de S. mutans individualmente, como descrito a seguir.  

Após atingir a D.O. desejada, o inóculo bacteriano de cada cepa para a 

formação de biofilme misto foi preparado utilizando-se 10 mL de meio liquido TY com 

0,1% de sacarose (Synth) contendo 25% de saliva. A saliva foi preparada como 

descrito para a película. O meio de cultura foi preparado concentrado 1,25X e diluído 

1:4 com saliva esterilizada imediatamente antes do uso, e após foi adicionada a 

sacarose. Em seguida, foram adicionados: 10 µL de cada inóculo de S. mutans em 

tubos individuais com o meio de cultura (para ter 104 UFC/mL – unidades formadoras 

de colônia por mL); 200 µL de A. naeslundii (para ter 104 UFC/mL); e 25 µL de S. 

gordonii (para ter 104 UFC/mL) em tubos marcados com as diferentes cepas de S. 

mutans. Os aparelhos/discos sHA foram colocados em seus respetivos poços 

contendo o meio inoculado. Então, foram incubados por 19 h (37°C e 5% de CO2). 

Ainda, para o controle de qualidade de cada experimento, uma alíquota de cada 

inóculo foi plaqueada para verificar se a quantidade de cada cepa estava correta 
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(UFC/ml). Para os biofilmes monoespécies, utilizou-se apenas o inóculo das cepas de 

S. mutans parental e mutantes. 

Todas as soluções utilizadas foram devidamente esterilizadas e o início desta 

incubação foi considerado o dia 0 (idade do biofilme 0 h).  Foram realizadas trocas do 

meio cultura (com auxílio de pinça para movimentar os aparatos do meio “velho” para 

o meio fresco “novo”) duas vezes ao dia (Koo et al.59, 2010), utilizando um modelo de 

“miséria e fartura” de nutrientes como descrito a seguir:  

 19 h de incubação (8:00 h do dia 1): os aparelhos/discos de HA foram 

transferidos para poços contendo meio de cultura TY + 0,1% de sacarose + 

saliva; 

 29 h de incubação (18:00 h do dia 1): os aparelhos/discos de HA foram 

transferidos para poços contendo meio de cultura TY + 0,5% de sacarose + 1% 

de amido (Sigma) + saliva; 

 43 h de incubação (8:00 h do dia 2): os aparelhos/discos de HA foram 

transferidos para poços contendo meio de cultura TY + 0,1% de sacarose + 

saliva; 

 53 h de incubação (18:00 h do dia 2): os aparelhos/discos de HA foram 

transferidos para poços contendo meio de cultura TY + 0,5% de sacarose + 1% 

de amido (Sigma) + saliva; 

 67 h de incubação (8:00 h do dia 3): os aparelhos/discos de HA foram 

transferidos para poços contendo meio de cultura TY + 0,1% de sacarose + 

saliva;  

 77 h de incubação (18:00 h do dia 3): os aparelhos/discos de HA foram 

transferidos para poços contendo meio de cultura TY + 0,5% de sacarose + 1% 

de amido (Sigma) + saliva; 

 91 h de incubação (8:00 h do dia 4): os aparelhos/discos de HA foram 

transferidos para poços contendo meio de cultura TY + 0,1% de sacarose + 

saliva; 

 101 h de incubação (18:00 h do dia 4): os aparelhos/discos de HA foram 

transferidos para poços contendo meio de cultura TY + 0,5% de sacarose + 1% 

de amido (SIGMA) + saliva. 
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Os biofilmes crescidos até as diferentes idades avaliadas foram incubados com 

o mesmo ambiente inicial de 0 h (37°C e 5% de CO2).  Os meios de culturas velhos 

foram utilizados para determinação do pH usando pHmetro (Qualxtron Qx 1500 plus), 

incluindo as idades nas quais os biofilmes foram processados: 67 h e 115 h para 

análises dos componentes da MEC, e 29, 43, 53, 67, 77, 91, 101, 115 h para avaliação 

da dinâmica populacional.  

 

4.2 Processamento dos biofilmes para análise populacional e dos componentes 

da matriz extracelular 

Os biofilmes foram processados como descrito a seguir e ilustrado na Figura 3: 

 

Figura 3 - Esquema do processamento de biofilmes para análises microbiológica e 

bioquímicas 

Fonte: Elaboração própria 

 

Foi adicionado NaCl a 0,89%, estéril, em novos poços em placas de 24 poços 

para enxague dos discos (três vezes); após os discos foram removidos com auxílio de 

pinça clínica e acondicionados em tubos de vidros separadamente (um disco em cada 
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tubo de vidro); adicionou-se 2 mL de NaCl 0,89%. Os tubos com os discos foram 

transferidos para um béquer contendo água MiliQ e sonicados por 10 min (em banho 

ultrassônico), para remoção dos biofilmes dos discos. Os discos foram raspados com 

ajuda de espátulas de aço inoxidável esterilizadas para remover biofilme residual; a 

suspensão do biofilme foi transferida para novos tubos tipo Falcon de 15 mL; os tubos 

de vidro foram lavados com 3 mL de NaCl 0,89% e adicionou-se o líquido aos tubos 

tipo Falcon (correspondentes a cada disco individualmente). Finalmente o conteúdo 

foi homogeneizado com sonda por 30 segundos à 7 watts (Sonicador modelo Q125, 

QSonica). 

 

Portanto, o volume final da suspensão do biofilme é de 5 mL em NaCl 0,89%. 

Uma alíquota de 100 µL de cada suspensão foi transferida para tubo contendo 900 µL 

de NaCl 0,89%, para realizar diluição seriada. As diluições 10-4 e 10-5 foram 

plaqueadas em ágar sangue (duplicata) e as placas foram incubadas por 48 h (37°C 

e 5% de CO2). Após este período, as colônias foram contadas 

visualmente/manualmente e utilizadas para o cálculo de UFC por biofilme (Figura 4). 

Biofilmes foram processados para quantificação de UFC nas idades de 29, 43, 53, 67, 

77, 91,101 e 115h, os dados de contagem foram analisados estatisticamente. 

 

Figura 4 - Imagem representativa de morfologia de colônias de cada espécie recuperadas de 

biofilmes mistos 

 

 
Biofimes mistos, em placa de ágar sangue após incubação (48h/ 5% CO2), para quantificar as espécies 
em diferentes idades. As espécies são facilmente diferenciáveis: S. mutans apresenta colônia branca 
rugosa, especialmente na sua borda; A. naeslundii apresenta colônia branca com uma borda lisa; e 
finalmente S. gordonii apresenta colônia amarelada com um anel bem definido em torno da mesma. 
 
Fonte: Elaboração Própria 

S. mutans 

A. naeslundii 

S. gordonii 
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Outra alíquota de 100 µL foi armazenada em freezer -20oC para futuros 

experimentos. Os 4,8 mL restantes de suspensão de biofilme de cada disco foram 

utilizados para análises bioquímicas. Assim, as suspensões foram centrifugadas 

(4000 rpm/ 4°C /15min, centrífuga 5810R, Eppendorf) e cada sobrenadante foi 

coletado em tubo tipo Falcon (4,8 mL). O pellet de cada biofilme foi lavado com 2,6 

mL de água Milli-Q e homogeneizado (vórtex). Esses passos foram repetidos 2 vezes 

(Figura 5). 

 

Figura 5 - Fluxograma para processamento dos biofilmes para análises da população 

microbiana e bioquímicas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria 

Biofilme em 5 mL de NaCl 0,89% 

- 3 mL para WSP 
-0,5 mL para detectar eDNA 
-0,5 mL para analisar proteínas 
-3 mL para ALT  

1 mL para o ASP 

Sobrenadante (volume total de 10 
mL em tubo falcon) 

50 µl para os testes de proteína total 

500 µl para o peso seco insolúvel 

Lavar o pellet em 2,6 mL de água MilliQ e 
homogeneizar (vortex) 

Centrifugar (4000 rpm/ 4°C /15min) e 
coletar o sobrenadante no tubo tipo 

Falcon (2,6 mL) 

100 µL para plaqueamento 

Lavar o pellet em 2,6 mL de água 
MilliQ e homogeneizar (vortex) 

Centrifugar (4000 rpm/ 4°C /15min) e coletar o 
sobrenadante em tubo tipo Falcon (4,8 mL) 

Centrifugar (4000 rpm/ 4°C /15min) e 
coletar o sobrenadante no tubo tipo 

Falcon (2,6 mL) 

Ressuspender o pellet em 2,55 mL 
de água 
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De sobrenadante, foram coletados 10 mL, que foram distribuídos para 

diferentes análises (Figura 5): 3 mL para polissacarídeos solúveis em água (WSP); 1 

mL para eDNA; 0,5 mL para proteínas solúveis na matriz; e 6 mL para ALT. Do pellet 

ressuspendido em 2,55 mL de água, alíquotas foram usadas para diferentes análises 

(Figura 5): 1 mL para polissacarídeos insolúveis em água (solúveis em álcali - ASP); 

50 µL para teste de proteína total; 500 µL para peso seco insolúvel; e 1 mL foi 

reservado. 

 

4.2.1 Peso seco insolúvel dos biofilmes 

As alíquotas de 0,5 mL de biofilme foram transferidas para recipiente de papel 

alumino pré-pesados em uma balança analítica (SHIMADZU - série AUW220D) e 

etiquetados. As amostras foram secas em um forno à 100oC. Após 4 h, os recipientes 

com as amostras secas foram pesados na balança novamente. A diferença entre o 

peso inicial e o final foi o peso seco da amostra. Esses valores foram utilizados para 

análise estatística (Figura 6). 

 

Figura 6 - Esquema para quantificação do peso seco insolúvel do biofilme 

 

500 µL de biofilme adicionados em “barcos” de alumínos, foram pesados utilizando balança analítica 
(SHIMADZU - série AUW220D). 
 
Fonte: Elaboração própria 



47 
 

 
 

4.2.2 Quantificação de proteínas totais do biofilme e da matriz extracelular 

A quantificação de proteínas no biofilme (porção insolúvel) e na matriz (porção 

solúvel) foi realizada utilizando o método de Bradford, seguindo o protocolo para 

microplacas descrito no Technical Bulletin da SIGMA®  

(http://www.chem.uky.edu/courses/che554/2_Photometry/SigmaBulletin_b6916bul.p

df). 

A) Proteínas totais do biofilme 

A alíquota de 50 µL do pellet de cada biofilme separada para proteína total foi 

diluída 1:5 com 200 µL de água MilliQ. As amostras foram incubadas em banho seco 

à 100°C, 1000 rpm por 1 h (980FIHSCTSUs - Fisher Scientific); uma alíquota de cada 

amostra foi utilizada para verificar se havia células intactas via microscopia óptica. 

Para verificar a quantidade de proteínas foram utilizadas alíquotas de 5 µL de cada 

amostra em triplicata (em placa de 96 poços), que foram misturadas com 250 µL do 

reagente de Bradford. 

Realizou-se curva padrão, utilizando-se padrão BSA (SIGMA) a 200 mg/mL, 

diluído à 2 mg/ml; e esta solução foi utilizada para construção dos pontos da curva 

como mostrado na Figura 7. 

 

Figura 7 - Desenho da curva padrão para quantificação das proteínas no biofilme 
 
 

 

 

 

A. 20 µL de BSA a 200 mg/mL mais 1,980 µL de água foram misturados em um microtubo para 
elaboração da solução padrão; B. construção dos pontos da curva com a solução padrão de BSA e 
H2O. Vol.: volume. BSA: bovine serum albumin. 

Fonte: Elaboração própria.  

BSA 
mg/mL 

Vol. de BSA à 2 mg/mL 
(solução padrão) 

Vol. H2O 
MiliQ 

0 0 1mL 

0, 03125 15,625 µL 984,37 µL 

0,0625 31,25 µL 968,75 µL 

0,125 62,5 µL 937,5 µL 

0,25 125 µL 875 µL 

0,5 250 µL 750 µL 

1,0 500 µL 500 µL 

1.4 700 µL 300 µL 

A B 

H2O MiliQ 
(1,980 µL) 

BSA 200  
mg/mL 
(20 µL) 

http://www.chem.uky.edu/courses/che554/2_Photometry/SigmaBulletin_b6916bul.pdf
http://www.chem.uky.edu/courses/che554/2_Photometry/SigmaBulletin_b6916bul.pdf
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Em seguida, alíquotas de 5 µL de cada amostra da curva foram colocadas na 

placa de 96 poços (a mesma contendo as amostras), seguido de adição de 250 µL de 

Bradford (sem diluição); cada placa foi colocada na incubadora orbital por 20 minutos 

a 37°C. A leitura de proteínas foi realizada em leitor de ELISA (Biochrom Ez read 400) 

com D.O.595nm.  

Após a leitura, os valores da curva padrão foram plotados para obtenção de 

equação de reta e coeficiente de correlação. Se os dados da curva estavam dentro 

das normas (slope: 0,020-0,026; R2 próximo a 1; ver exemplo na Figura 8), os valores 

de D.O. das amostras de biofilme foram convertidos em concentração de proteínas 

totais no biofilme. 

 

Figura 8 - Curva padrão e escala colorimétrica para proteínas, usando o método de Bradford 

 

 

 

 

 

 

 

A. Curva padrão para proteínas: Análise dos dados com D.O.595nm onde observamos correlação linear 

positiva (Absorbância vs. Concentração de proteínas). B. Ilustração da escala colorimétrica: Teste de 

Bradford, slope 0,020-0,026. A coloração azul na placa denota maior concentração de proteína. BSA: 

bovine serum albumin. D.O.: densidade óptica. 

Fonte: Elaboração própria 

 

B) Quantificação das proteínas na MEC 

 

Para avaliar as proteínas na matriz, 500 µL do sobrenadante de cada amostra 

estavam reservados e 5 µL dos mesmos foram misturados com 250 µL de Bradford 

em placa de 96 poços (em triplicata). 
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 A curva padrão de BSA foi construída como descrito acima, e 5 µL de cada 

ponto da curva padrão foram colocados em placa de 96 poços, e após foram 

adicionados 250 µL de Bradford (sem diluição), em triplicata. Em seguida, cada placa 

foi colocada na incubadora orbital por 20 minutos a 37°C. A leitura de proteínas foi 

realizada em leitor de ELISA (Biochrom Ez read 400) com D.O.595nm.  

 Após da leitura, os valores da curva padrão foram plotados para obtenção de 

equação de reta e coeficiente de correlação. Se os dados da curva estavam dentro 

das normas (Slope: 0,020-0,026; e o R2 próximo a 1, ver exemplo na Figura 8), os 

valores de D.O. das amostras de sobrenadante de biofilme foram convertidos em 

concentração de proteínas na MEC. 

 

4.2.3 Quantificação de eDNA na matriz extracelular 

Para a extração do eDNA foi utilizado o Kit MasterPureTM Purification 

(EPICENTRE), com os seguintes passos: 

 

Após descongelar 0,5 mL de amostra de sobrenadante reservados para isolar 

eDNA, adicionou-se o mesmo volume de 2X TCL (reagente do kit), seguido de 

incubação à 65°C durante 15 min, sob leve agitação 300 rpm (Banho seco - Fisher 

Scientific). As amostras foram resfriadas na geladeira por 15-20 min, e foram 

adicionados 150 µL de MPC (reagente para precipitação de proteínas) às amostras, 

seguido de agitação. As amostras foram centrifugadas (12000 rpm /10 min /4oC – 

centrífuga 5430R, Eppendorf); e o sobrenadante transferido para um tubo novo. Aos 

sobrenadantes foram adicionados 1000 µL de isopropanol, seguido de agitação por 

inversão dos tubos (40 vezes) e precipitação em freezer a -20°C (overnight, por no 

mínimo 18 h). 

No dia seguinte, o conteúdo foi centrifugado (12000 rpm, 20 min, 4oC - 

centrífuga 5430R, Eppendorf) e o isopropanol descartado, sem desalojar o pellet de 

cada amostra; as amostras foram enxaguadas com etanol 75% (200 µL), seguidas de 

centrifugação (12000 rpm / 5 min - centrífuga 5430R, Eppendorf). O etanol foi 

descartado sem desalojar o pellet (este passo foi repetido duas vezes).  O etanol foi 

removido e os tubos foram deixados para secar na bancada por 20 min; então, 

adicionou-se 30 µL de TE (Tris-EDTA; pH 8,0) aos tubos.  Após a hidratação do eDNA, 
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o mesmo foi quantificado à 260 nm usando nano-espectrofotômetro (DS-11+, 

Denovix; Figura 9). Os dados de eDNA foram utilizados para análise estatística. 

 

Figura 9 - Quantificação de eDNA 

 

Utilizando o nanoespectrofotômetro (DS-11+, Denovix), quantificou-se o eDNA encontrado na matriz 

dos biofilmes, adicionando 1,5 µL da amostra e leitura a 260 nm. Leituras realizadas em duplicata. O 

Blank utilizado foi TE.  

Fonte: Elaboração própria 

 

4.2.4 Detecção e quantificação de ALT na matriz extracelular  

Este procedimento foi realizado em três etapas: 1) elaboração de curva padrão 

de ALT via isolamento de ALT de cultura de S. mutans (cepa parental); 2) 

processamento do sobrenadante dos biofilmes reservados para isolamento de ALT da 

matriz extracelular (nas idades de 67 e 115 h); e 3) quantificação de ALT via ELISA 

(método indireto). 

 Elaboração de curva padrão de ALT 

A curva padrão de ALT foi obtida segundo a metodologia proposta por Sutcliffe 

e Hogg112 (1993), com algumas modificações. Pré-inóculo da cepa parental S. mutans 

UA159 foi realizado em meio de cultura TY com 1% de glicose, conforme descrito no 

item “Procedimento para preparo dos biofilmes”.  Após 18 h de incubação (37°C e 5% 

de CO2), o inóculo foi preparado misturando 40 mL do pré-inóculo com 760 mL de 

meio de cultura TY com 1% de glicose. A garrafa contendo 800 mL de inóculo foi 

incubada até a obtenção da D.O.540nm ± 1.0 (~ 4 h / 37°C e 5% de CO2).  
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Após, verificou-se a ausência de contaminação via microscopia. Essa cultura 

foi distribuída em alíquotas de 30 mL em tubos tipo Falcon de 50 mL para 

centrifugação (4000 rpm / 15 min, centrífuga 5810R, Eppendorf).  O sobrenadante foi 

descartado. 

Os pellets foram lavados através da ressupensão dos mesmos com 10 mL de 

NaCl 0,89%, seguido de centrifugação (4000 rpm / 15 min, centrífuga 5810R, 

Eppendorf).  Os sobrenadantes foram descartados, e os pellets resuspensos com 10 

mL de NaCl 0,89%. Essas suspensões de células foram incubadas em banho maria 

(20 min / 100°C, Branson 3800). Após incubação, as amostras foram centrifugadas 

(4000 rpm / 15 min / 4°C, centrífuga 5810R, Eppendorf), os sobrenadantes 

descartados, e os pellets lavados duas vezes com o mesmo volume de NaCl 0,89% e 

mesmos parâmetros de centrifugação. Os sobrenadantes foram descartados e os 

pellets lavados uma vez com H2O MilliQ (10 mL) e centrifugados (4000 rpm /15 min/ 

4°C, centrífuga 5810R, Eppendorf). Novamente os sobrenadantes foram descartados.  

Os pellets foram lavados três vezes com 5 mL acetona e centrifugação (4000 

rpm / 15 min / 4°C; centrífuga 5810R, Eppendorf).  Os sobrenadantes foram 

descartados e os pellets foram todos combinados em um único tubo. O pellet 

resultante foi seco à 37°C (overnight), transformando assim em pó branco. Esse pó 

foi pesado, utilizando uma balança de alta precisão (Metteler AE 50). A quantidade 

obtida de pó foi 0,09848g, ao qual foram adicionados 9,848 mL de água MilliQ gelada. 

Essa suspensão foi separada em partes iguais em tubos para disruptor 

mecânico (Minibeadbeater, Biospec Products, Figura 10), contendo bolinhas de vidros 

até a marca 0,5 mL de cada tubo. Os tubos foram colocados no suporte de amostras 

de modo equidistante, e as amostras agitadas por 15 min. 

Após a homogeneização, a suspensão foi filtrada utilizando papel (10-15M 

Pyrex) e um funil para remover as bolinhas de vidros, e o líquido foi coletado em um 

tubo tipo Falcon de 15 mL. Esse líquido foi centrifugado (1500 g /10 min; 4°C, 

centrífuga 5810R, Eppendorf). O pellet resultante contém células intactas (que não 

foram rompidas durante o processamento com MiniBeadBeater); já o sobrenadante 

contém componentes da parede celular das células rompidas e foi submetido à nova 
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centrifugação (6500 g / 30 min / 4°C; centrífuga 5810R, Eppendorf), para assim obter 

pellet contendo os componentes da parede celular. 

 

Figura 10 - Minibeadbeater -  Biospec Products 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os tubos com as amostras estão posiconados no suporte de amostras (acrílico fumê – indicado pela 
seta na cor laranja), que é posicionado no eixo metálico (indicado pela seta na cor vermelha), para 
homogeinização da amostra e disrupção meânica das células. 
 
Fonte: Elaboração própria  
 

Esse pellet obtido foi lavado três vezes com água MilliQ (5 ml) utilizando 

centrifugações (6500 g / 10 min / 4°C; centrífuga 5810R, Eppendorf). O pellet 

resultante foi resuspendido em 9,84 mL de 50 mM PBS (tampão fosfato, pH 7,6, 

esterilizado por filtração). À essa solução foram adicionados 8,4 µL de RNAse A (para 

atingir concentração final de 100 µg/mL; Sigma R4875), 5 µL de DNAse I (para atingir 

concentração final de 50 µg/mL; Sigma D4527) e 19,68 µL de tolueno (Sigma). Essa 

solução foi incubada (18 h / 37°C; incubadora orbital, Quimis G816M20). 

Após a incubação, a solução foi centrifugada (6500 g / 30 min / 4°C Centrífuga 

5810R, Eppendorf). O pellet foi lavado quatros vezes utilizando 1 mL de H2O MilliQ, e 

secado em um concentrador de amostras (modelo RVC 2-18C D, Martin Christ 

Gefriertrocknungsanlagen GmbH). O pó resultante foi armazenado em freezer -80°C, 

até o uso. 

É preconizado a adição de 250 mL de ácido tricloroacético à 5% (TCA; Sigma) 

por cada 1 g desse pellet, com incubação (18 h / 22°C) sob agitação, utilizando um 
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homogeneizador (Fisher Scientific). Portanto, o conteúdo de pó neste estudo foi de 

0,0984 g, ao qual foi adicionado 24,6 mL de TCA à 5%.  

Após a incubação, a solução foi centrifugada (6500 g / 30 min / 4°C; centrífuga 

5810R, Eppendorf), e o sobrenadante (Sobrenadante 1) armazenado até a sua 

utilização. Já o pellet foi submetido à nova extração com 15,744 mL de TCA à 5%. A 

solução foi homogeneizada usando vórtex, e centrifugada (6500 g / 30 min; centrífuga 

5810R, Eppendorf).  

O sobrenadante (Sobrenadante 2) foi armazenado até a sua utilização e o pellet 

foi submetido à nova extração com 9,84 mL de TCA à 5%. Essa nova solução foi 

homogeneizada usando vórtex, e centrifugada usando os mesmos parâmetros da 

centrifugação anterior. O pellet resultante é peptidoglicano isolado e foi armazenado 

(freezer -20oC), e o sobrenadante resultante (sobrenadante 3) foi armazenado até a 

sua utilização. 

Os sobrenadantes 1, 2 e 3 (24,6 mL + 15,744 mL + 9,84 mL = 50,184 mL) foram 

misturados e utilizados para recuperar ALT. O volume foi dividido em quatro tubos tipo 

Falcon de 50 mL, sendo o total de 12,546 mL para cada tubo. Foram adicionados 

150,552 mL de éter etílico (SIGMA), resultando em volume total de 37,63 mL em cada 

tubo. As amostras dos dois tubos foram centrifugadas (6500 g / 30 min / 4°C; 

centrífuga 5810R, Eppendorf). Essa etapa de centrifugação separou as amostras em 

duas fases: uma fase aquosa e outra oleosa. O ALT está na fase aquosa, e a mesma 

foi cuidadosamente removida e transferida para novos tubos. A fase oleosa foi 

descartada. Foram realizadas três extrações do sobrenadante com adição de éter 

etílico e centrifugação (mesmos parâmetros da centrifugação anterior), resultando em 

3 volumes de fase aquosa (separados em 3 tubos), aos quais foram adicionados três 

volumes de acetona (40,74 mL), seguido de incubação (4°C / 24 h). 

Em seguida, as amostras foram centrifugadas (6500 g / 30 min / 4°C; centrífuga 

5810R, Eppendorf). Os sobrenadantes foram descartados e os pellets foram lavados 

três vezes com acetona, utilizando cada vez 5 mL de acetona e centrifugação (6500 

g / 5 min/ 4°C; centrífuga 5810R, Eppendorf). Os pellets foram combinados em um 

único tubo, usando acetona, seguido de centrifugação (com os mesmos parâmetros 

da centrifugação anterior). O pellet resultante foi secado sobre bancada por 10 min, e 
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resuspenso com 1 mL de H2O MilliQ. Essa amostra foi armazenada no freezer -80°C 

até a sua quantificação utilizando ELISA.  

 

 Processamento do sobrenadante dos biofilmes para isolamento de ALT da 

matriz extracelular 

 

Terminada a curva padrão para extração de ALT, realizamos preparação das 

amostras de ALT da matriz extracelular de cada biofilme, como descrito a seguir.  Dos 

sobrenadantes guardados para extração de ALT, foram utilizadas 3 mL de cada 

amostra, aos quais foram adicionandos 150 µL de TCA (Sigma), resultando em 

concentração final de 5% de TCA. Essas amostras foram incubadas (22°C / 18 h) sob 

agitação (homogeneizador; Fisher Scientific; Figura 11). 

 

Figura 11 - Extração de ALT da matriz de biofilmes cariogênicos 

Uma alíquota de 3 mL do sobrenadante de biofilmes foi misturada com 150 µL de TCA (Solução final 
com 5% TCA), os tubos foram deixados incubados durante 18 h a 22°C (homogeneizador); em seguida 
foram realizadas duas centrifugações (6500 g / 30 min, 4°C; centrífuga 5810R, Eppendorf); adicionando 
éter e acetona aos sobrenadantes, respetivamente. As amotras foram incubadas por 24 h a 4°C e 
finalmente centrifugadas (6500 g / 30 min, 4°C; centrífuga 5810R, Eppendorf), o pellet obtido foi seco 
e H2O foi adicionada, ficando pronto para a quantificação via ELISA. 

Fonte: Elaboração própria 

 

Após a incubação, as amostras foram centrifugadas (6500 g / 30 min, 4°C; 

centrífuga 5810R, Eppendorf), o sobrenadante foi coletado em um tubo tipo Falcon de 

50 mL e armazenado. O pellet foi resuspendido com 6 mL de éter etílico (Sigma), 

seguido de nova centrifugação usando os mesmos parâmetros anteriores.  O pellet foi 
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descartado e sobrenadante foi transferido para o mesmo tubo tipo Falcon de 50 mL 

contendo o sobrenadante inicial. A este sobrenadante foram adicionados três volumes 

de acetona, seguido de incubação (4oC / 24 h). Após a incubação, as amostras foram 

centrifugadas (6500 g / 30 min / 4°C; centrífuga 5810R, Eppendorf), e os pellets foram 

lavados três vezes com acetona (5 mL), e centrifugados (6500 g / 5 min / 4°C; 

centrífuga 5810R, Eppendorf).  Os pellets foram secos sobre bancada por 10 min. Em 

seguida, foram adicionados 100 µL de H2O MilliQ. As amostras foram armazenadas 

em freezer -80°C até a sua quantificação utilizando ELISA. 

 

 Quantificação de ALT via ELISA (método indireto) 

Para a quantificação de ALT via ELISA (método indireto) foram realizadas três 

etapas: 1) imobilização de antígeno (ALT) em microplaca; 2) incubação de antígeno 

com anticorpos primário e secundário; e 3) deteção de ALT por absorbância. 

 

 Imobilização de antígeno (ALT) em microplaca 

 

Para a curva padrão, foi realizada diluição seriada de 1:1 até 1:1000 do ALT 

purificado de cultura planctônica de S. mutans UA159 (curva padrão, anteriormente 

explicada). Foram transferidos para microplacas de 96 poços (Corning Incorporated-

Costar, 3599) 50 µL de cada ponto da curva padrão e 50 µL de amostra (ALT isolado 

na matriz) em poços correspondentes seguindo o mapa planejado para cada placa. 

As placas foram tampadas, vedadas com parafilme, e incubadas (4oC / 18 h).  

Terminada a incubação, o líquido remanescente das amostras foi removido por 

inversão das placas sobre recipiente de descarte e o excesso foi removido tocando 

cada placa sobre papel absorvente. As placas foram lavadas três vezes com 200 µL 

de 1xPBS com 0,2% de Tween 20 (por poço), utilizando pipetador multicanal. 

A solução de lavagem foi removida por inversão sobre recipiente de descarte, 

e o excesso de liquído foi removido através do posicionamento de cada placa invertida 

sobre papel absorvente. Os sítios de ligação presentes nas amostras de ALT 

imobilizado foram bloqueados com 200 µL de tampão de bloqueio (BSA 2%). As 

placas foram tampadas, vedadas com parafilme, e incubadas (temperatura ambiente 

/ 2 h). 
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Em seguida, as placas foram lavadas duas vezes com 200 µL de 1xPBS com 

0,2% de Tween 20 (por poço), utilizando pipetador multicanal. A solução de lavagem 

foi removida por inverção sobre recipiente de descarte, e o excesso de liquído foi 

removido através do posicionamento de placa invertida sobre papel absorvente. 

 

 Incubação com anticorpos primário e secundário 

 

Em cada poço das placas foram adicionados 100 µL de anticorpo primário 

diluído 1:200 vezes – Gram Positive Bacteria LTA Antibody (Cat. # MA1-7402, 

Invitrogen, ThermoFisher Scientific). As placas foram tampadas, vedadas com 

parafilme, e incubadas (4oC / 18 h). A solução remanescente foi removida por inversão 

das placas sobre recipiente de descarte e o excesso de líquido foi removido tocando 

cada placa sobre papel absorvente. As placas foram lavadas quatro vezes com 200 

µL de 1xPBS com 0,2% de Tween 20 (por poço), utilizando pipetador multicanal. A 

solução de lavagem foi removida por inverção sobre recipiente de descarte, e o 

excesso de liquído foi removido através do posicionamento de placa invertida sobre 

papel absorvente.  

Em cada poço das placas foram adicionados 100 µL de anticorpo secundário 

Goat anti-Mouse IgG (H+L, conjugado com HRP, cat. # A16072, Invitrogen, 

ThermoFisher Scientific), diluído 1:2.000 vezes, seguindo as orientações do 

fabricante. As placas foram tampadas, vedadas com parafilme, e incubadas 

(temperatura ambiente / 2 h). As placas foram lavadas duas vezes com 200 µL de 

1xPBS com 0,2% de Tween 20 (por poço), utilizando pipetador multicanal. A solução 

de lavagem foi removida por inverção sobre recipiente de descarte, e o excesso de 

liquído foi removido através do posicionamento de placa invertida sobre papel 

absorvente. 

 Detecção de ALT 

Em cada poço das placas foram adicionados 100 µL de peróxido de hidrogênio 

a 30% (Sigma). As placas foram tampadas, vedadas com parafilme, e incubadas 

(temperatura ambiente / 4 h). Em seguida, a absorbância (405 nm) foi verificada com 

um leitor de ELISA (EZ Read 400 biochrom). Os dados de absorbância foram 

verificados e anotados.  
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4.2.5 Exopolissacarídeos solúveis em água (WSP) na matriz extracelular 

 

Para a quantificação de exopolissacarídeos solúveis em água, ao total de 3 mL 

de sobrenadante de cada biofilme, foram adicionados 7,5 mL de etanol a 99.3%. Os 

tubos foram armazenados em freezer a -20°C durante no mínimo 18 h para 

precipitação de WSP. Os tubos foram centrifugados (9.000 rpm / 20 min / 4°C; 

centrífuga 5810R, Eppendorf). O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 5 mL de 

etanol a 70%, e as paredes do tubo foram “raspadas” com a ponta de uma ponteira 

para misturar bem os polissacarídeos. Os tubos foram centrifugados novamente 

(9.000 rpm / 20min / 4°C; centrífuga 5810R, Eppendorf). O etanol foi descartado e este 

passo foi repetido duas vezes. Após as lavagens, os tubos foram virados abertos 

sobre papel absorvente e deixados em bancada para secar por 20 min. Então, 

adicionou-se 1 mL de água Milli-Q e os tubos foram guardados em geladeira até a 

realização do ensaio colorimétrico, proposto por Dubois et al.25, (1956).  

 Para esse ensaio, curvas padrão de glicose foram realizadas, utilizando água 

e glicose a 0,1%, em tubos de ensaio de vidro (16 x 100 mm). As concentrações de 

glicose utilizadas e volumes correspondentes estão descritas na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Curva padrão de glicose para quantifição de WSP 

Volume 

(µL) 

Concentração de glicose (µg) 

0  0,75  1,25  2,50  5  10  15  20  25 

Água  200 199,25 198,75 197,5 195  190  185  180  175  

Glicose 0,1% 0 0,75  1,25  2,50 5 10 15 20 25 

Total  200  200 200 200 200 200 200 200 200 

Fonte: Elaboração própria 

 

Dentro de uma capela de exaustão de gases, com o auxílio de dispensador de 

repetição (Eppendorf), adicionou-se 200 µL de fenol 5% (fresco), seguido de 

homogeneização e adição de 1000 µL de ácido sulfúrico em cada tubo de vidro 

contendo as amostras de cada ponto da curva. O último foi adicionado sob agitação. 

Os tubos foram mantidos dentro da capela de exaustão de gases por 20 min (tempo 

necessário para finalização da reação bioquímica). Em seguida, o líquido dos tubos 

de vidro foi transferido para cubeta descartável de polipropileno, sendo a leitura da 
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D.O.490nm via espectrofotômetro (SP – 220 BIOSPECTRO) realizada imediatamente. 

Os dados da curva padrão foram analizados. Nunca os procedimentos para a análise 

das amostras foram iniciados sem que os dados da curva se encontrassem dentro 

das normas (Slope: 0,048-0,051; e o R2 o mais próximo a 1; ver exemplo na Figura 

12). 

 

Figura 12 - Curva padrão para exopolissacarídeos solúveis (WSP) e insolúveis em água (ASP) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Exemplo de curva padrão para WSP e ASP: Análise dos dados com D.O.490nm   onde observa-se 

correlação linear positiva. B. Escala colorimétrica: Ensaio fenol-ácido sulfúrico, slope 0,048-0,051.  

Fonte: Elaboração própria. 

 

Terminada a calibração, foram feitas as análises dos biofilmes em tubos de 

vidros contendo 200 µL de amostra. Como realizado para obtenção da curva padrão, 

volumes correspondentes de fenol 5% e ácido sulfúrico foram adicionados a cada tubo 

contendo as amostras. Os valores de DO490nm foram verificados e anotados, pois os 

mesmos foram convertidos em concentração de WSP utilizando-se a equação de reta 

gerada em cada curva realizada para cada experimento específico. Em seguida, o 

cálculo do total de WSP em cada biofilme foi realizado, e esses dados foram utilizados 

para análise estatística. 

 

4.2.6 Exopolissacarídeos insolúveis em água (ASP) na matriz extracelular 

Para exopolissacarídeos insolúveis em água o total utilizado foi de 1 mL de 

suspensão de cada biofilme. Este conteúdo foi centrifugado (10.000 rpm / 15 min / 

4oC; centrífuga 5810R, Eppendorf). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco 
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por 2 h e meia em um concentrador de amostras (modelo RVC 2-18C D, Martin Christ 

Gefriertrocknungsanlagen GmbH). O pellet foi pesado em balança de alta precisão 

(Metteler AE 50) e o peso registrado.  

Os pellets foram transferidos para novos microtubos tipo eppendorf. De acordo 

com o peso de cada pellet, adicionou-se 300 µL de NaOH 1 M por mg de peso seco 

em cada tubo. O conteúdo foi cuidadosamente homogeinizado (vortéx) e incubado em 

incubadora orbital (37°C / 10 min). Após este, período foi verificado se cada pellet 

estava dissolvido, seguido de incubação a 37°C por mais 2 h (com 30 min de 

incubação, foi feita agitação ao vórtex novamente), os tubos foram centrifugados 

(12000 rpm / 10 min; centrífuga 5430R, Eppendorf) e o sobrenadante de cada amostra 

foi transferido para um tubo tipo Falcon limpo de 15 ml. 

Novamente, foram adicionados 300 µL de 1M NaOH para cada mg de peso 

seco do pellet em os microtubos tipo eppendorf utilizados anteriormente. Seguido de 

agitação em vórtex e incubação como realizado inicialmente. Após essa segunda 

incubação, os microtubos foram centrifugados (12000 rpm / 10 min centrífuga 5430R, 

Eppendorf) e o sobrenadante de cada amostra foi transferido para os tubos tipo Falcon 

utilizado para a amostra correspondente. Os procedimentos foram repetidos 

novamente, porém sem a incubação por 2 h. Após a centrifugação, o sobrenadante 

foi recolhido no tubo tipo Falcon utilizado por amostra e o pellet de cada amostra foi 

descartado. Foram adicionados 3 volumes de etanol 75% aos tubos, o conteúdo foi 

misturado vigorosamente e deixado incubado em freezer -20°C por no mínimo 18 h 

para a precipitação de ASP. 

Após o período de precipitação, as amostras foram removidas do freezer, 

homogeinizadas e centrifugadas (9500 rpm / 20 min / 4°C; centrífuga modelo 5810R, 

Eppendorf). Os sobrenadantes foram descartados e os pellets foram lavados três 

vezes com etanol 75%, sendo o pellet ressupenso com 7 mL de etanol 75%, e uma 

alça de inoculação descartável foi utilizada para raspar ASP de cada amostra aderido 

à parede do tubo para garantir a ressuspensão. Em seguida, as amostras foram 

agitadas (Vortex), e centrifugadas (9500 rpm / 20 min / 4°C - Centrífuga 5810R, 

Eppendorf). Os sobrenadantes foram descartados e as amostras foram deixadas 

sobre bancada para secar durante 15-20 minutos (tempo necessário para a 

evaporação do etanol).  
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Cada pellet foi ressuspendido com NaOH 1M (o mesmo volume total da 

extração inicial), os tubos foram guardados em geladeira (4oC) até a realização do 

ensaio colorimétrico de Dubois et al.25. (1956), como descrito para WSP, com algumas 

modificações descritas a seguir. 

As curvas padrão de glicose foram realizadas, utilizando água, glicose a 0,1% 

e NaOH 1M em tubos de ensaio de vidro, com as concentrações e volumes mostrados 

na Tabela 2 (em duplicata). A cada tubo foram adicionados 200 µL de fenol a 5%, 

seguido de homogeneização e adição de 1000 µL de ácido sulfúrico em cada tubo de 

vidro, do mesmo modo como descrito para WSP. Depois de 20 min na capela de 

exaustão de gases (tempo para finalização da reação bioquímica), realizou-se a leitura 

da DO490nm. Verificou-se os dados da curva padrão. Os procedimentos somente foram 

iniciados após os dados da curva estarem dentro das normas (Slope: 0,048-0,051; e 

o R2 o mais próximo a 1; ver exemplo na Figura 12). 

 

Tabela 2 - Curva padrão de glicose para quantificação de ASP 

Volume (µL) Concentração de glicose (µg) 

0  0,75  1,25  2,50  5  10  15  20  25  

Água (µL) 160  159,25  158,75 157,5 155 150 145 140 135 

Glicose 0,1% (µL) 0  0,75  1,25  2,50  5 10  15  20  25  

NaOH 1 N (µL) 40  40  40  40  40  40  40  40  40  

Total (µL) 200  200 200 200 200 200 200 200 200 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Terminada a calibração, foram feitas as análises dos biofilmes em tubos de 

vidros contendo 40 µL de cada amostra com 160 µL de água MiliQ, e adicionou-se o 

fenol e o ácido sulfúrico da mesma forma que foi feita para a obtenção da curva 

padrão. Os valores de D.O.490nm foram verificados e anotados, pois os mesmos foram 

convertidos em concentração de ASP utilizando-se a equação de reta gerada em cada 

curva realizada para cada experimento específico. Em seguida, o cálculo do total de 

ASP em cada biofilme foi realizado, e esses dados foram utilizados para análise 

estatística. 
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4.3 Análise da estrutura 3D de biofilmes usando microscopia confocal 

Foram desenvolvidos biofilmes monespécie com idade 115 h para análise da 

morfologia 3D e organização estrutural desses biofilmes. Para marcação de EPS na 

MEC, foi usado um método baseado na incorporação de dextranos marcados com 

Alexa Fluor® 647 (fluorescentes; 10 kDa - absorbância / fluorescência máximos de 

emissão de 647/668 nm; Molecular Probes, Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) pelas 

enzimas Gtfs durante a formação de exopolissacarídeos (glicanos) (Klein et al.52, 54, 

2009, 2011). Assim, para a visualização da matriz adiciou-se 13,4 µL desse dextrano 

fluorescente (1μM) em 2,8 mL de meio de cultura a partir do início (0 h) e durante o 

desenvolvimento dos biofilmes (diferentes idades descritas no desenho experimental 

Figura 2). Na idade 115 h, SYTO® 9 foi utilizado para marcar as bactérias nos 

biofilmes. Para tanto, os discos foram tirados da placa com meio de cultura e 

enxaguados com NaCl 0,89%, e transferidos para poços contendo 1,5 µL de SYTO® 

9 (485/498 nm; Molecular Probes) e 2,8 mL de NaCl 0,89%. Os biofilmes foram 

incubados a temperatura ambiente durante 30 minutos, enxaguados três vezes 

utilizando NaCl 0,89%, e deixados nesta mesma solução a temperatura de 4°C até a 

realização de análises microscópicas.  

As imagens foram adquiridas utilizando microscopia confocal de varredura à 

laser (microscópio Leica TCS SP). Esse microscópio estava equipado com uma lente 

objetiva de 20X. Cada biofilme foi examinado em 2 posições selecionadas 

aleatoriamente. Uma série de imagens confocais foram gerados por corte óptico em 

cada uma destas posições. Essas imagens foram analisadas usando software AMIRA 

6.0.1 (Mercury Computer Systems Inc., Chelmsford, MS) para criar representações 

tridimensionais de cada componente estrutural (EPS e bactérias) dos biofilmes para a 

visualização da morfologia e arquitectura 3D conforme descrito anteriormente (Klein 

et al.52, 54, 2009, 2011). 
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4.4 Análise estatística 

 

 Os dados obtidos foram analisados para examinar se existem diferenças entre 

os biofilmes formados por cada cepa mutante e a cepa parental de S. mutans em 

biofilmes monoespécies e mistos, usando o software Prism 7 (GraphPad Software, 

Inc., 2016). Os dados obtidos nos experimentos in vitro foram organizados em banco 

de dados e analisados com o auxílio de tratamentos estatísticos adequados de acordo 

com a distribuição (homogeneidade e homocedasticidade). Em seguida, os dados 

foram analisados por ANOVA um critério, seguido do teste de Tukey (α = 0,05), ou 

ANOVA dois critérios. Ainda, foram realizadas análises de correlação de Person para: 

ASP vs. biomassa (APÊNDICES A e B) e WSP vs. biomassa (APÊNDICES C e D). 
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5 RESULTADOS  

Foram avaliados os componentes da matriz extracelular em biofilmes 

monoespécie de S. mutans UA159 (cepa parental) e mutantes knockout e mistos (S. 

mutans UA159 ou mutantes knockout, A. naeslundii ATCC 12104 e S. gordonii DL-1). 

Ainda, foram avaliados o pH do meio de cultura, a população microbiana, e a biomassa 

dos biofilmes, além da estrutura 3D dos biofilmes. 

5.1 Análise de biofilmes monoespécie e mistos   

5.1.1 pH de meios de cultura de biofilmes monoespécie e mistos 

Os valores de pH de meio de cultura em biofilmes mistos e monoespécie foram 

avaliados durante o desenvolvimento dos biofilmes (Figura 13), nas idades de 19, 29, 

43, 53, 67, 77, 91, 101 e 115 h. Os valores em 43, 67, 91 e 115 h são significativamente 

menores quando foram comparados com 19 h, para os biofilmes mistos e 

monoespécie. Os valores para essas 4 idades de biofilme foram em média abaixo de 

5,5, que é o pH considerado crítico para a desmineralização do esmalte dentário.  

Figura 13 - pH dos meios de cultura de biofilmes monoespécie e mistos 

Do lado esquerdo do gráfico estão os dados dos biofilmes monoespécies e do lado direito do gráfico 
estão os dados dos biofilmes mistos. As idades avaliadas foram 19, 29, 43, 53, 67, 77, 91, 101 e 115 
h. Observa-se o pH mais ácido nas idades 43, 67, 91 e 115 h para todas as cepas de S. mutans 

avaliadasparental e mutantes (*p<0,05, ANOVA um critério, seguido do teste de Tukey).  

Fonte: Elaboração própria 

Biofilmes monoespécie Biofilmes mistos 
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5.1.2 População microbiana dos biofilmes 

A população microbiana dos biofilmes mistos foi analisada nas idades 29, 43, 

53, 67, 77, 91, 101 e 115 h. Para os biofilmes monoespécie, as análises de população 

foram realizadas nas idades 67 e 115 h, que também foram as fases do 

processamento desses biofilmes para as demais avaliações realizadas. 

 Dinâmica populacional nas diferentes idades do biofilme misto 

As proporções das três espécies nas diferentes idades foram geralmente 

similares (Figura 14). Nas idades 29 h, 43 h, e 53 h ocorre uma proporção 

significativamente maior de S. gordonii (p<0,05; ANOVA dois critérios, seguido de 

teste de Tukey). O aumento na espécie S. gordonii, poderia ser atribuído à produção 

de peróxido de hidrogênio produzido por S. gordonii, o que faz com que diminua a 

proporção de S. mutans no biofilme (Kreth et al.61, 2008). Na idade 67 h, as espécies 

foram proporcionalmente similares em cada biofilme, e na idade de 77 e 91 h, só a 

espécie A. naeslundii foi significativamente menor em relação às demais espécies; na 

idade de 101 h S. mutans foi significativamente maior e finalmente com 115 h S. 

mutans tornou-se a espécie dominante. 

As três espécies foram detectadas em todas as idades de biofilmes formados 

com cepas S. mutans parental e mutantes, exceto às 115 h, quando a espécie A. 

naeslundii não foi detectada, por limitações do método de cultura utilizado. A dinâmica 

populacional das espécies mostra que S. gordonii foi a espécie mais prevalente nas 

idades iniciais (29 – 53 h), que pode ser explicado pela produção de peroxido de 

hidrogênio para conseguir um lugar na aderência de microrganismos. Porém, após da 

idade de 67 h houve um aumento de S. mutans, enquanto houve uma diminuição de 

S. gordonii e um decréscimo drástico da espécie A. naeslundii (Figura 15). 
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Figura 14 - Proporção das três espécies em biofilmes mistos em diferentes idades do biofilme  

 

Os dados apresentados são de pelo menos três experimentos, realizados em duplicata. Nas idades 29, 

43, 53 h a espécie S. gordonii foi dominante, não houve diferenças na idade 67 h. Em 77 e 91 h A. 

naeslundii foi siginificativamente menor vs. S. gordonii, já em 101 h S. gordonii e A. naeslundii foram 

menores do que S. mutans. Na idade de 115 h a cepa ΔgtfB foi maior vs. S. gordonii. O asterisco 

*denota p<0,05, usando ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey, na comparação entre as três 

espécies em cada biofilme misto em uma determinada idade do biofilme. Os dados representados são 

médias, e as barras de erro correspondem ao desvio padrão.  

Fonte: Elaboração própria 
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Figura 15 - Dinâmica da população das diferentes cepas testadas em várias fases de formação 

de biofilmes mistos 

 

Análise longitudinal da população das diferentes espécies. 

Fonte: Elaboração própria 

 

Portanto, nas idades iniciais dos biofilmes mistos, S. mutans não foi a espécie 

predominante, mas após a idade 67 h tornou-se o habitante majoritário, 

independentemente da modulação de componentes da MEC. Assim, 67 h pode ser 

0

20

40

60

80

100

29h 43h 53h 67h 77h 91h 101h115h

P
ro

p
o

rç
ã

o
 (

%
)

S. mutans UA159 (cepa parental)

S. mutans S. gordonii A. naeslundii

0

20

40

60

80

100

29h 43h 53h 67h 77h 91h 101h115h

P
ro

p
o

rç
ã

o
 (

%
)

gtfB

S. mutans S. gordonii A. naeslundii

0

20

40

60

80

100

29h 43h 53h 67h 77h 91h 101h115h

P
ro

p
o

rç
ã

o
 (

%
)

SMu.525

S. mutans S. gordonii A. naeslundii

0

20

40

60

80

100

29h 43h 53h 67h 77h 91h 101h115h

P
ro

p
o

rç
ã

o
 (

%
)

SMu.526

S. mutans S. gordonii A. naeslundii

0

20

40

60

80

100

29h 43h 53h 67h 77h 91h 101h115h

P
ro

p
o

rç
ã

o
 (

%
)

SMu.1538

S. mutans S. gordonii A. naeslundii

0

20

40

60

80

100

29h 43h 53h 67h 77h 91h 101h 115h

P
ro

p
o

rç
ã

o
 (

%
)

SMu.1541

S. mutans S. gordonii A. naeslundii



67 
 

 
 

considerada uma fase de transição que poderia ser chave para o desenvolvimento do 

biofilme e propiciar a sua maturação com o tempo (no modelo in vitro utilizado).  

 Comparação das idades de 67 e 115 h dos biofilmes monoespécie e mistos  

Na idade 67 h, biofilmes mistos formados por cada cepa mutante knockout 

mostraram um comportamento similar comparados com a cepa parental UA159 

(Figura 16A); S. mutans pode não ser a espécie predominante, mas é a espécie mais 

cariogênica (Tanzer et al.116, 2012), e com o passar do tempo e condições ambientais 

adequadas pode se tornar a espécie majoritária na população, como é verificada em 

115 h. 

Figura 16 - Valores de UFC nos biofilmes mistos com 67 h  (A) e 115 h (B) 

Não existe diferença nos valores de UFC detectados para todas as cepas estudadas na idade de 67 h 
(A) (p>0.05).  Na idade 115 h (B) são representados, UFC de S. mutans e de S. gordonii nos biofilmes 
mistos formados pela cepa parental UA159 e as mutantes knockout; (#)nesses biofilmes existe 
diferença apenas nos valores de UFC detectados para ΔgtfB vs. UA159; além, (*)houve uma diminuição 
ao passar do tempo 67 a 115 h dectectado nas cepas ΔgtfB, ΔdltA e ΔdltD. Os dados representados 
são médias e as barras de erro correspondem ao desvio padrão (* e #p<0,05; ANOVA dois critérios, 
seguido do teste de Tukey).  

Fonte: Elaboração própria 
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se detectou a presença de A. naeslundii utilizando o método tradicional de cultura. 

Consequentemente, na idade de 115 h a espécie S. mutans, além de ser a espécie 

cariogênica, é a espécie mais predominante independentemente da modulação 

realizada via knockout de genes específicos. 

Embora não haja diferença estatística significativa na quantidade de S. mutans 

em biofilmes mistos na idade 67 h, em biofilmes monoespécies esta espécie é 

detectada em diferentes quantidades, dependendo do gene que está inativado, sendo 

que a inativação do gene gtfB resulta em maior população nas duas idades (67 e 115 

h) (Figura 17). Isso pode ocorrer porque quando da homogeinização da suspensão de 

biofilmes via sonicação com sonda, uma menor quantidade de MEC no biofilme 

formado por essa mutante poderia facilitar a quebra de cadeias da morfologia de 

estreptococos, originando cadeias menores, e consequentemente, aumentando a 

quantidade de UFC detectadas. Portanto, o gene gtfB poderia influenciar na formação 

de biofilmes cariogênicos e composição dos componentes da matriz, como observado 

em estudo anterior utilizando esta cepa (Xiao et al.123, 2012). 

Figura 17 - Valores de UFC nos biofilmes monoespécie com 67 h e 115 h 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em biofilmes monoespécie com 67 h (representados com a cor preta): (#)Existe diferença nos valores 
de UFC detectados para ΔgtfB vs. toda as cepas S. mutans (*p<0,05). Em branco observa-se a idade 
115 h: (##)Onde existe diferença de UFC para a cepa ΔgtfB vs. UA159 e ΔSMu.525; ainda, (+)observa-
se uma disminução de UFC de 67 a 115 h para a cepa ΔSMu.525 (# e +: p<0,05, ANOVA dois critérios, 
seguido do teste de Tukey). Os dados representados são médias, e as barras de erro correspondem 
ao desvio padrão.  

Fonte: Elaboração própria 
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5.1.3 Peso seco insolúvel - Biomassa nas duas fases de formação 

Os dados de biomassa insolúvel, para ambas as idades de biofilmes avaliadas, 

estão apresentados na Figura 18.  Não foram encontradas diferenças na biomassa 

nos biofilmes monoespécie (Figura 18A) e mistos (Figura 18B) com 67 h, nem com 

115 h entre as diferentes cepas de S. mutans (vs. cepa parental).  

Figura 18 - Biomassa (peso seco) insolúvel em biofilmes monoespécie e mistos 

 

 

 

Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67h e 115h. (*)Observa-se um 
aumento significativo em todas as cepas de 67 a 115 h para os biofilmes monoespécie; o mesmo 

acontece no biofilme misto, exceto para a cepa SMu.525. Os dados representados são médias, e as 
barras de erro correspondem ao desvio padrão (*p<0,05, ANOVA um critério, seguido do teste de 
Tukey).  
 
Fonte: Elaboração própria 
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ΔgtfB apresentou na idade 115 h menor quantidade de proteínas que os biofilmes 

formados pelas cepas ΔSMu.1538. 

Figura 19 - Proteínas na porção insolúvel de biofilmes monoespécie e mistos 

 

 

 

 
Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115 h. Nos biofilmes 
monoespécie: (#) biofilme formado pela cepa ΔgtfB apresenta menor quantidade de proteína na idade 
115 h (vs. as cepas de S. mutans ΔSMu.525, ΔSMu.1538 e ΔSMu.1541); além, (*)houve um aumento 
significativo de 67 a 115 h nas cepas ΔSMu.1538 e ΔSMu.1541. Em biofilmes mistos: (#) a menor 
quantidade de proteína foi detectada em biofilmes formados por ΔgtfB na idade 115 h vs. ΔSMu.1538 
apenas.  Os dados representados são médias e as barras de erro correspondem ao desvio padrão (* e 
#: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey).  
 
Fonte: Elaboração própria 
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significativa de ∆SMu.525 e ∆SMu.526 com as diferentes cepas (Figura 20B). Além 

disso, há um aumento significativo de eDNA de 67 a 115 h para as cepas dos genes 

lytTS nos biofilmes mistos.  

Figura 20 - eDNA na MEC dos biofilmes monespécie e mistos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115 h. Para biofilmes 
monoespécie, (*)houve uma diferença de eDNA entre a cepa parental, sendo 115 h menor que 67 h; 
(#)as cepas ∆SMu.525 e ∆SMu.526 apresentaram maiores quantidades de eDNA que as cepas ∆gtfB, 
∆SMu.1538 e ∆SMu.1541 em cada fase testada, (+)∆SMu.526 (115 h) apresentou maior quantidade 
vs. a cepa parental (115 h). (*)No biofilme misto houve um aumento entre as idades 67 a 115h nas 
cepas: ∆SMu.525 e ∆SMu.526. (#)Na idade 115 h, em biofilmes mistos ∆SMu.525 e ∆SMu.526 também 
apresentaram maior quantidade de eDNA que as demais cepas testadas. Os dados representados são 
médias, e as barras de erro correspondem ao desvio padrão (*, + e #: p<0,05, ANOVA dois critérios, 
seguido do teste de Tukey).  

Fonte: Elaboração própria 
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diferença na idade 115 h dos biofilmes monoespécie. Em biofilmes mistos, houve um 

aumento progressivo da quantidade de ALT com o tempo para as cepas parental e 

∆SMu.1541 (Figura 21B).  

Figura 21 - ALT na MEC dos biofilmes monoespécie e mistos 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115 h. (*) Houve um aumento 
significativo de 67 para 115 h para a cepa parental em ambos biofilmes monoespécie e mistos. (#)Em 
biofilmes monoespécie as cepas ∆SMu.1541 apresenta quantidades significativamente maiores de ALT 
do que a cepa ∆SMu.526 na idade 67 h. Em biofilmes mistos não houve diferenças significativas nas 
duas fases de formação; além, (*)houve um aumento significativo de 67 para 115 h na cepa ∆SMu.1541. 
Os dados representados são médias, e as barras de erro correspondem ao desvio padrão (* e #: p<0,05, 
ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey). 

Fonte: Elaboração própria 
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Figura 22 - Exopolissacarídeos solúveis na MEC dos biofilmes monoespécie e mistos 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67h e 115 h. (*)Houve um aumento 
significativo de WSP em todas as cepas de bioiflmes mistos e monoespécie ao passar de 67 h para 
115 h. Biofilmes monoespécies: (#)Nas idades 67 e 115 h, ΔgtfB foi a cepa com menor conteúdo de 
WSP; (+)em 115 h, o biofilme formado por ΔSMu.525 apresentou também, menor quantidade de WSP 
versus a cepa parental. Em biofilme misto: (#)ΔgtfB foi a cepa com menor conteúdo de WSP na idade 
67 h. Os dados representados são médias, e as barras de erro correspondem ao desvio padrão (*, + e 
#: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey). 

Fonte: Elaboração própria 
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Figura 23 - Exopolissacarídeos insolúveis na MEC dos biofilmes monoespécie e mistos 

 

   

 
 

 

 

 

 

 

Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115 h. (*)Houve um aumento 
significativo de 67 para 115 h nos biofilmes mistos e monoespécie. Em biofilme monoespécie: (#)Na 
idade 115 h, ΔgtfB foi a cepa com menor quantidade de ASP versusΔSMu.526. Em biofilme misto: 
(#)Na idade 115 h, ΔgtfB foi a cepa com menor quantidade de ASP versus as cepas parental UA159, 
ΔSMu.1538 e ΔSMu.1541. Os dados representados são médias, e as barras de erro correspondem ao 
desvio padrão (* e #: p<0,05, ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey).  

Fonte: Elaboração própria 

 

5.2.4 Proteínas solúveis em duas fases de formação 

O total de proteínas foi maior quando os biofilmes monoespécie atingiram a 

idade de 115 h, observando-se valores maiores para os biofilmes formados pelas 

cepas parental, ΔSMu.525, ΔSMu.1538. A quantidade de proteínas solúveis na MEC 

de biofilmes mistos e monoespécie na idade de 67 h não apresentou diferenças 

significativas entre as cepas testadas. Na idade 115 h, biofilme monoespécie de ΔgtfB 

apresentou a menor quantidade de proteína na MEC em relação as demais cepas de 

S. mutans. Já em biofilme misto, na idade de 115 h, houve diferença significativa 

apenas para ΔgtfB (vs. cepas parental UA159 e ΔSMu.1541), que apresentou menor 

quantidade de proteína solúvel na MEC (Figura 24B).  
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Figura 24 - Proteinas solúveis na MEC recuperadas de biofilmes monoespécie e mistos 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biofilmes monoespécie (A) e biofilmes mistos (B) com idades de 67 h e 115 h. (*)Houve um aumento 
significativo de 67 para 115 h para as cepas ΔSMu.525, ΔSMu.1538 e ΔSMu.1541 em biofilmes 
monoespécie. (#)Na idade de 115 h de biofilmes monoespécie, houve uma diminuição de proteínas 
para ΔgtfB vs. todas as cepas exceto ΔSMu.526. (#)Na idade 115 h de biofilmes mistos, ΔgtfB  
apresentou a menor quantidade de proteínas na MEC vs. todos os outros biofilmes com a mesma idade. 
Os dados representados são médias, e as barras de erro correspondem ao desvio padrão (* e #: p<0,05, 
ANOVA dois critérios, seguido do teste de Tukey). 

Fonte: Elaboração própria 

 

5.3  Estrutura 3D dos biofilmes 

A organização estrutural 3D foi avaliada em biofilmes monoespécie na idade 

115 h e as imagens representativas estão apresentadas na Figura 25. Tal como 

esperado, o biofilme formado pela cepa parental UA159 apresenta microcolônias bem 

definidas envolvidas com matriz de ESP, enquanto biofilme formado pela cepa ΔgtfB 

carece de microcolônias definidas (Koo et al.59, 2010; Xiao et al.123, 2012). Isto ocorre 

porque a cepa mutante ΔgtfB não possui a enzima GtfB funcionando para a produção 

de ASP em superfícies bacterianas; embora enzima GtfC esteja ativa, a mesma tem 

afinidade para a superfície de sHA, e forma um tapete de matriz de EPS nela (Koo et 

al.59, 2010; Xiao et al.123, 2012), como observado na Figura 25. A estrutura 3D dos 

biofilmes formados por ΔSMu.525, ΔSMu.526 e ΔSMu.1541 são semelhantes e 

apresentam microcolônias maiores e mais definidas em comparação com cepa 

parental UA159. No entanto, os biofilmes formados pela cepa ΔSMu.1538 apresentam 

microcolônias maiores e demarcadas, bem como áreas sem microcolônias.  
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Figura 25 - Arquitectura 3D de biofilmes monoespécie 

 

Esta figura exibe imagens representativas de renderizações 3D dos biofilmes monoespécie formados 
por S. mutans cepa parental (UA159) e mutantes (ΔgtfB, ΔSMu.525, ΔSMu526, ΔSMu.1538 e 
ΔSMu.1541) com idade de 115 h. A cor verde representa o conteúdo bacteriano em cada biofilme, 
enquanto que a cor vermelha representa ESP na matriz extracelular. 

Fonte: Elaboração própria 
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6 DISCUSSÃO 

O entendimento de todos os eventos biológicos que ocorrem na construção do 

biofilme é pertinente, especialmente os que acontecem no desenvolvimento da MEC. 

Deste modo, pode se desenvolver abordagens eficazes para prevenir e tratar biofilmes 

patogênicos. Assim, o presente estudo avaliou a composição bioquímica da MEC, 

detectando a presença e conteúdo de eDNA, ALT, exopolissacarídeos solúveis e 

insolúveis, e proteínas solúveis. Em geral, os componentes foram mais abundantes 

na idade de 115 horas, e existe uma quantidade relativamente maior deles em 

biofilmes monoespécie, quando comparado com biofilmes mistos. Este fenômeno 

pode ocorrer devido à presença de outras espécies no biofilme de espécies mistas, 

que podem interferir ou estimular os componentes específicos na MEC. Além disso, a 

eliminação de genes específicos afeta a MEC não só na composição, mas também 

na dinâmica de populações e arquitetura 3D de biofilmes cariogênicos. 

6.1 Análise de biofilmes monoespécie e mistos   

6.1.1 pH de meios de cultura de biofilmes monoespécie e mistos 

Os meios de culturas de todos os biofilmes testados têm o pH mais baixo na 

presença dos dois carboidratos (pH crítico para desmineralização do esmalte 

dentário), o que pode tornar o biofilme em estudo ainda mais cariogênico, e pode 

resultar em biofilmes mais robustos, coesivos e aderentes à superfície dentária. 

Embora os comportamentos dos biofilmes tenham sido relativamente parecidos para 

todas as cepas testadas, os valores de pH em biofilmes monoespécie foram em média 

menores do que em biofilmes mistos nas idades 19, 29, 43, 53, 67, 77 e 101 h. Um 

menor pH em biofilmes monoespécie pode ser justificado pela ausência de 

competição por nutrientes e por metabólitos entre as cepas como ocorre nos biofilmes 

mistos. 

O conceito de pH crítico foi introduzido por Stephan110 (1940), e revisado 

recentemente por Bowen9 (2013). Isto aconteceu porque o meio de cultura continha 

mais carboidratos (0,5% de sacarose + 1% de amido) para serem metabolizados em 

ácido (e também exopolissacarídeos) no período anterior à verificação do pH, o que 

era desejado pelo desenho experimental utilizado (i.e., desafio cariogênico), 

ratificando assim que o biofilme na presença de alta concentração de sacarose e 
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amido claramente aumenta a sua acidez. Na dieta moderna, a sacarose e o amido são 

ingeridos simultaneamente ou intercalados, e tem sido sugerido que o amido pode 

aumentar o poder cariogênico da sacarose (Duarte et al.24, 2008; Klein et al.52, 53, 2009, 

2010; Ribeiro et al.96, 2005).  

6.1.2 População microbiana dos biofilmes 

A relação entre a abundância de carboidratos sacarose e amido e o tempo 

poderia ajudar a aumentar a aderência de microrganismos à superfície de 

hidroxiapatita e a matriz, formando assim biofilmes mais maduros, que podem ser 

evidenciados em 115 h (Kuramitsu et al.64, 1980; Rolla et al.98, 1980).  S. mutans e S. 

gordonii estão presentes durante todo o processo de crescimento até atingirem a 

idade de 115 h, enquanto A. naeslundii acompanhou este processo, mas na fase final 

não foi observado via método de cultivo. S. mutans é a espécie cariogênica que 

aumenta sua população conforme o tempo passa, sob condições adequadas, mas 

nem sempre é o organismo mais abundante na comunidade colonizadora inicial na 

superfície do dente (Takahashi, Nyvad113 2011, Tanzer et al.116, 2012, Mattos Graner 

et al.76, 2014). Assim, condições favoráveis, como abundância de carboidratos 

fermentáveis (para produção de ácido) e que funcionam como substrato (sacarose) e 

aceptores (hidrolizados de amido) para enzimas que sintetizam WSP e ASP, podem 

promover o crescimento da espécie S. mutans (Bowen, Koo8, 2011). A competição 

entre os produtores de álcali (S. gordonii e A. naeslundii utilizados aqui) e S. mutans 

parece ser mascarada no desenho experimental utilizado, pois S. mutans se torna a 

espécie majoritária em biofilmes maduros. 

No modelo in vitro utilizado no presente estudo, observa-se que mesmo tendo 

a presença de saliva no meio de cultura, o desafio cariogênico utilizando a combinação 

de sacarose e amido favoreceu o desenvolvimento da população de S. mutans na 

presença de S. gordonii e A. naeslundii. As espécies S. gordonii e A. naeslundii são 

capazes de produzir amônia utilizando substratos salivares como a arginina (S. 

gordonii) via sistema de desaminação de arginina (ADS) e uréia (A. naeslundii) via 

enzima urease (Liu et al.69, 2012; Nascimento et al.81, 2013). Presumivelmente, as 

bactérias produtoras de álcali protegeriam contra a acidificação do biofilme e 

impediriam o crescimento ou a dominância de microrganismos cariogênicos que 

prosperam em condições ácidas, e ao mesmo tempo ajudariam a prevenir os efeitos 
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deletérios da desmineralização. Nota-se que a expressão e atividade de ADS e urease 

é aumentada em resposta à níveis elevados de arginina e uréia, valores de pH baixos 

(i.e., ácidos, como os encontrados nos meios de cultura – Figura 13) e em interações 

entre espécies (como observado entre S. gordonii e A. naelundii) (Jakubovics et al.47, 

2008; Liu et al.69, 2012). Esses mecanismos podem fornecer às bactérias produtoras 

de álcali uma vantagem competitiva quando o ambiente do biofilme se torna 

acidificado, potencialmente resultando em diminuição do risco de cárie. Nesse 

sentido, o aumento do metabolismo de arginina associado ao uso de dentifrício 

contendo arginina pode exercer um efeito inibitório de cárie clinicamente (Nascimento 

et al.81, 2014). Porém, as espécies que possuem ADS e urease também são 

acidogênicas e acidúricas. Se o uso de arginina e de uréia é apenas para neutralizar 

o ambiente acídico em biofilmes ou se esses sistemas são ativados para competir 

contra outras espécies acidúricas e afetar a construção da MEC, isso ainda precisa 

ser bem elucidado. Um estudo recente utilizou aplicação tópica de arginina e verificou 

que a presença elevada da mesma influenciou negativamente na quantidade de EPS 

na matriz de biofilmes mistos (He et al.42, 2016), contendo os microrganismos 

utilizados no presente estudo. Portanto, o entendimento desta dinâmica populacional 

é importante para a aplicação de estratégias de controle de biofilme patogênico (i.e., 

inativação de espécies específicas ou de vias metabólicas dessas espécies).  

6.1.3 Peso seco insolúvel - Biomassa nas duas fases de formação 

Ocorre um aumento progressivo na biomassa de todos os biofilmes de 67 para 

115 h, e este aumento pode estar relacionado com o aumento de componentes 

específicos na MEC. Assim, a avaliação dos componentes da MEC pode revelar quais 

componentes contribuem para essa elevação na biomassa.  

6.1.4 Proteínas do biofilme em duas fases de formação 

As proteínas na porção insolúvel dos biofilmes não vaiaram muito nos biofilmes 

monoespécie e mistos com o tempo, exceto em biofilmes formados pelas cepas 

∆SMu.1538 e ∆SMu.1541. Esses dados foram inesperados, pois esperava-se que um 

aumento desse componente ocorreria com o desenvolvimento dos biofilmes, e isso 

fosse correlacionado positivamente com o aumento na população bacteriana, o que 

não ocorreu. 
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6.2 Análise dos componentes da matriz extracelular de biofilmes monoespécie 

e mistos 

6.2.1 eDNA em duas fases de formação 

Houve maior similaridade na quantidade de eDNA nos biofilmes mistos 

comparados aos monoespécie. Isso pode ser porque as outras espécies (S. gordonii 

e A. naelundii) também contribuem para a presença de eDNA na MEC, embora S. 

mutans possa ser o principal contribuinte por ser a espécie majoritária nessa 

população.  

As cepas mutantes ∆SMu.525 e ∆SMu.526 geralmente apresentaram as 

maiores quantidades de eDNA comparadas à todas as cepas testadas em biofilmes 

monoespécie e mistos. Porém, esses dados não eram esperados, pois a expectativa 

era de que a ausência dos genes lytTS ocasionasse um decréscimo de eDNA na MEC, 

quando comparado à cepa parental. Assim, o mecanismo exato de como os genes 

lytTS tem participação na modulação de eDNA na matriz extracelular ainda precisa 

ser desvendado. Portanto, pode ser postulado que a discrepância observada quando 

o sistema lytTS não está intacto pode ser devido (1) ao aumento na remodelagem da 

parede celular, o que aumentaria a secreção de microvisículas contendo eDNA ou, (2) 

ativação de vias metabólicas alternativas que culminam com uma liberação 

aumentada de eDNA na matriz. Assim, os genes lytTS (ΔSMu.525 e ΔSMu.526) 

poderiam ajudar a formação de uma matriz altamente coesiva que elevaria a produção 

de eDNA e exopolissacarídeos. Ainda, eDNA confere carga negativa à MEC, e as 

quantidades detectadas poderiam influenciar a ação de agentes preventivos ou 

terapêuticos catiônicos (e.g., ação limitada de clorexidina, Xiao et al123, 2012). 

6.2.2 Ácidos lipoteicóicos em duas fases de formação 

A presença de ALT na MEC de bioflmes cariogênicos poderia contribuir para o 

desenvolvimento da matriz, mas o mecanismo exato não é conhecido. A maior 

quantidade de ALT para as cepas ∆SMu.1538 (mesmo não sendo estatisticamente 

significante) e ∆SMu.1541 foi um dado inesperado, assim a ausência dos genes 

operon dltABCD pode ser compensada de alguma maneira desconhecida, 

ocasionando aumento com o tempo de ALT na MEC dos biofilmes formados por estas 

cepas. Portanto, pode se postular que existe um aumento na remodelagem da parede 

celular, que poderia estar relacionado ao aumento de UFC nos biofilmes formados por 
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pelas cepas ∆SMu.1538 e ∆SMu.1541, o que torna esses genes relevantes como 

alvos para futuras terapias, como sugerido previamente (Qiu et al.93, 2015). Ainda, o 

processo de adição de resíduos de D-alanina mediado pelo operon dltABCD 

(Neuhaus, Baddiley82, 2003) durante a formação de ALT pode conferir resitência a 

antimicrobianos catiônicos em Streptococcus pneumoniae (Kovács et al.60, 2006), 

mas como esse processo afetaria estratégias contra biofilmes cariogêncios ainda 

necessita ser estudado. 

 

6.2.3 Exopolissacarídeos solúveis e insolúveis na MEC em duas fases de 

formação 

Com o amadurecimento dos biofilmes, ocorre um aumento significativo de ASP 

e WSP na MEC dos biofilmes monoespécie e mistos formados por todas as cepas. 

Esse aumento na quantidade de EPS insolúvel e solúvel pode estar diretamente 

relacionado com o aumento na biomassa total para todas as cepas de S. mutans em 

biofilmes monoespécie e mistos; exceto para o conteúdo de ASP da cepa ΔgtfB em 

biofilme monoespécie (correlação de Person correlation – APÊNDICE A) e ΔSMu.525 

em biofilme misto (correlação de Person correlation - APÊNDICE B). Ainda, uma 

tendência similar de aumento de EPS solúvel com aumento de biomassa foi 

observada para todas as cepas e tipos de biofilmes (correlação de Person correlation 

- APÊNDICE C e D), exceto para o conteúdo de WSP da cepa ΔSMu.526 em biofilme 

misto (correlação de Person correlation - APÊNDICE D).  

6.2.4 Proteínas solúveis em duas fases de formação 

O conteúdo de proteínas solúveis na MEC de biofilmes monoespécie aumentou 

com o envelhecimento para a cepa parental e as cepas ΔSMu.525, ΔSMu.1538 e 

ΔSMu.1541. Porém, os biofilmes mistos não apresentaram diferenças acentuadas na 

quantidade de proteínas solúveis na MEC com o passar do tempo. Na literatura não 

há relatos sobre esse componente da MEC em biofilmes cariogênicos e não houve 

associação com os outros componentes da MEC.  

6.3 Estrutura 3D dos biofilmes 

A inativação do gene SMu.1538 teve maior influência sobre a organização 3D 

de S. mutans em biofilmes cariogênicos, comparados as cepas parental e outras 
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mutantes (exceto ΔgtfB). A forma de microcolônias bacterianas e a distribuição de 

EPS podem influenciar na difusão dos metabólitos e na ação de agentes 

antimicrobianos sobre os microrganismos. Em estudos anteriores, foi demonstrado 

que dentro das microcolônias maiores, nichos ácidos são criados (Xiao et al123, 2012), 

promovendo a desmineralização dentária. Assim, estudos futuros devem demonstrar 

como os genes específicos testados aqui podem influenciar terapias antibiofilme e 

direcionar melhor opção de tratamento.  

Em biofilmes mistos, é evidente a presença de todos os componentes da MEC, 

porém as três espécies utilizadas poderiam estar produzindo eDNA, ALT e ESP 

(Neuhaus, Baddiley82 2003, Klein et al.52, 2009), mas o impacto exato de cada espécie 

durante a construção da MEC é desconhecido, embora S. mutans aparente ser o 

principal patógeno sob condições cariogênicas (Rölla et al.99, 1983). Na fase transição 

(67 h) e maturação (115 h) na presença dos carboidratos, eDNA e ALT são liberados 

na MEC, mas as quantidades foram mais elevadas na idade de 115 h.  

A libertação de eDNA pode ser devido à indução da expressão de genes lytTS 

(Klein et al.53, 2010). Assim, a inativação desses genes nas ΔSMu.525 e ΔSMu.526 

deveria afetar negativamente a detecção de eDNA na MEC. Portanto, a dectecção de 

quantidades elevadas de eDNA em ambos biofilmes de 67 e 115 h, monoespécie e 

mistos, foi inesperada e, logo, outros fatores podem estar influenciando a presença e 

a quantidade de eDNA na matriz. A falta de gene lytTS, representada pela cepa 

ΔSMu.525, influenciou o aumento do conteudo de WSP, de 67 para 115 h em biofilmes 

monoespécie, tornando a cepa ΔSMu.525 mais relevantes para futuras pesquisas.  

Os genes do sistema operon dltABCD estão associados ao metabolismo de 

ALT (Neuhaus, Baddiley82, 2003). Em adição, os genes dltA e dltD, representados 

pelas cepas ΔSMu.1538 e ΔSMu.1541, influenciaram a produção de todos os 

componentes da MEC e do biofilme, observando-se aumento de ALT em biofilmes 

monoespécie (67 h). 

Portanto, estratégias preventivas e/ou intervenções terapêuticas que afetem o 

desenvolvimento dos biofilmes, especificamente os componentes da MEC, poderiam 

minimizar a patogenicidade dos mesmos. 
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7 CONCLUSÃO 

As altas concentrações de carboidrados (sacarose e amido) e o tempo 

influenciam o desenvolvimento populacional e outros componentes, bem como a 

acidez do biofilme, favorecendo a cariogenecidade e maturação do mesmo. Isso é 

evidenciado pela presença e aumento de todos os componentes dos biofilmes 

avaliados, assim proporcionalmente se demonstra aumento na biomassa desses 

biofilmes. Portanto, as conclusões especificas desta pesquisa são:   

 A ausência dos genes gtfB, lytT, lytS, dltA e dltD não influenciou na dinâmica de 

crescimento populacional das cepas de S. mutans em biofilme monoespécie ou 

misto, embora a arquitetura do biofilme das cepas knockout seja nitidamente 

diferente da cepa parental (UA159).  

 A ausência do gene gtfB reduziu a produção total de proteínas e de EPS solúveis 

e insolúveis em biofilme monoespécie e biofilme misto. 

 A ausência dos genes lytT e lytS induziram maior liberação de eDNA. O mesmo 

ocorreu para os genes dltA e dltD quanto a presença de ALT. 

 S. mutans possivelmente apresenta outros sistemas que são ativados para 

compensar a ausência de atividades dos sistemas lytTS e dltABCD que também 

mantém as propriedades estruturais e funcionais da MEC do biofilme. 
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APÊNDICE A 
  
Dados de correlação entre Biomassa e ASP de biofilmes monoespécie.  
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BIOMASSA vs. ASP BIOFILMES MONOESPÉCIE 

UA159 P<0,001 Significante 

R= 0,7854 
 

ΔgtfB P= 0,481 Não significante 

R= 0,2315 
 

ΔSMu.525 P= 0,045 Significante 

R= 0,5044 
 

ΔSMu.526 P= 0,013 Significante 

R= 0,521 
 

ΔSMu.1538 P<0,001 Significante  

R= 0,7056 
 

ΔSMu.1541 P= 0,009 Significante 

R= 0,5062 
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APÊNDICE B 
 
Dados de correlação entre Biomassa e ASP de biofilmes mistos. 
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BIOMASSA vs. ASP BIOFILMES MISTOS 

UA159 P<0,001 Significante 

R= 0,7125 
 

ΔgtfB P= 0,022 Significante 

R= 0,4206 
 

ΔSMu.525 P= 0,153 Não significante 

R= 0,1925 
 

ΔSMu.526 P= 0,004 Significante  

R= 0,5643 
 

ΔSMu.1538 P<0,001 Significante 

R= 0,7690 
 

ΔSMu.1541 P<0,001 Significante 

R= 0,7292 
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APÊNDICE C 
 
Dados de correlação entre Biomassa e WSP de biofilmes monoespécie. 
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BIOMASSA vs. WSP BIOFILMES MONOESPÉCIE 

UA159 P<0,001 Significante 

R= 0,7838 
 

ΔgtfB P= 0,0129 Significante 

R= 0,4771 
 

ΔSMu.525 P<0,001 Significante 

R= 0,8067 
 

ΔSMu.526 P<0,001 Significante 

R= 0,8010 
 

ΔSMu.1538 P<0,001 Significante  

R= 0,8710 
 

ΔSMu.1541 P= 0,018 Significante 

R= 0,4393 
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APÊNDICE D 
 
Dados de correlação entre Biomassa e WSP de biofilmes mistos. 
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BIOMASSA vs. WSP BIOFILMES MISTOS 

UA159 P=0,001 Significante 

R= 0,8067 
 

ΔgtfB P= 0,013 Significante 

R= 0,4736 
 

ΔSMu.525 P= 0,004 Significante 

R= 0,5770 
 

ΔSMu.526 P= 0,0815 Não significante 

R= 0,2728 
 

ΔSMu.1538 P= 0,010 Significante  

R= 0,4947 
 

ΔSMu.1541 P= 0,045 Significante 

R= 0,3418 
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APÊNDICE E 
 
Médias e desvio padrão dos componentes de biofilmes monoespécie de cada cepa 
avaliada em duas idades. 
 

Cepas 
Idade 

UFC/ biofilme 
Biomassa 

(mg) 
eDNA (g) ALT (mg) ASP (mg) 

WSP 

(mg) 

UA159 

67h 3,3E+06±3,2E+05 2,10±0,41 469,9±42,4 0,04±0,02 0,03±0,01 0,06±0,02 

115h 2,3E+06±1,9E+06 3,91±0,41 318,3±50,3 0,07±0,04 0,26±0,06 0,25±0,02 

gtfB 

67h 9,9E+06±6,2E+05 1,57±0,66 166,9±24,0 0,05±0,02 0,01±0,00 0,02±0,00 

115h 7,7E+06±1,9E+06 3,26±1,35 257,0±12,7 0,08±0,01 0,16±0,07 0,18±0,01 

ΔSMu525 

67h 6,1E+06±1,9E+06 1,45±0,17 471,2±44,0 0,04±0,02 0,04±0,02 0,05±0,01 

115h 4,2E+06±3,8E+06 4,07±0,82 412,0±9,7 0,05±0,02 0,29±0,09 0,21±0,01 

ΔSMu526 

67h 5,7E+06±6,4E+05 1,70±0,36 464,1±70,3 0,03±0,01 0,05±0,02 0,06±0,01 

115h 3,3E+06±1,7E+06 3,90±0,51 482,8±120,3 0,05±0,06 0,31±0,10 0,22±0,02 

ΔSMu1538 

67h 2,6E+06±6,2E+05 1,39±0,46 258,1±58,9 0,05±0,01 0,04±0,03 0,09±0,01 

115h 3,5E+06±3,1E+06 3,40±0,41 302,3±71,1 0,07±0,02 0,26±0,12 0,23±0,03 

ΔSMu1541 

67h 7,9E+05±4,1E+05 1,65±0,49 251,5±87,7 0,06±0,01 0,04±0,03 0,08±0,01 

115h 3,4E+06±3,4E+06 3,36±0,97 275,2±18,5 0,07±0,01 0,25±0,11 0,22±0,04 

 

(Media ± desvio padrão) 
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APÊNDICE F 
 

Médias e desvio padrão dos componentes de biofilmes mistos de cada cepa avaliada 
em duas idades. 
 

Cepas 
Idade 

UFC/ biofilme 
Biomassa 

(mg) 
eDNA (g) ALT (mg) ASP (mg) 

WSP 

(mg) 

UA159 

67h 5,6E+05±2,4E+05 1,55±0,48 326,7±178 0,03±0,01 0,015±0,006 0,06±0,02 

115h 1,6E+06±3,7E+05 3,92±0,45 342,7±33,8 0,06±0,01 0,320±0,139 0,20±0,02 

gtfB 

67h 5,6E+05±1,2E+05 1,78±0,50 306,3±93,3 0,04±0,01 0,011±0,004 0,02±0,00 

115h 1,6E+06±1,5E+05 3,32±1,09 309,7±123 0,06±0,02 0,139±0,042 0,14±0,02 

ΔSMu525 

67h 5,7E+05±8,4E+04 1,57±0,59 317,0±125 0,03±0,01 0,010±0,003 0,03±0,01 

115h 1,7E+06±1,8E+05 2,86±0,61 500,9±42,6 0,05±0,01 0,202±0,080 0,15±0,02 

ΔSMu526 

67h 5,8E+05±6,9E+04 1,77±0,59 305,6±107 0,03±0,00 0,018±0,006 0,04±0,01 

115h 1,6E+06±2,0E+05 3,13±0,71 489,0±38,4 0,03±0,02 0,209±0,080 0,15±0,05 

ΔSMu1538 

67h 5,4E+05±5,1E+04 1,73±0,52 324,7±127 0,05±0,00 0,015±0,003 0,04±0,01 

115h 1,2E+06±4,0E+05 3,37±0,74 324,4±58,3 0,06±0,01 0,302±0,117 0,15±0,03 

ΔSMu1541 

67h 5,0E+05±1,6E+05 1,82±0,28 357,9±54,1 0,04±0,00 0,019±0,005 0,05±0,01 

115h 1,2E+06±4,7E+05 3,07±0,85 318,9±74,9 0,07±0,01 0,296±0,146 0,15±0,05 

 

(Media ± desvio padrão) 
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ANEXO A 
 
Aprovação do projeto pelo comitê de ética em pesquisa da faculdade de odontologia 
de Araraquara – FOAr/UNESP. 
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