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Resumo 



Souza, TPC. Efeito do glicerofosfato de cálcio, associado ou não ao fluoreto, na fisiologia, 

estrutura, composição da matriz, células cultiváveis, pH e nas concentrações de fluoreto, 

cálcio e fosfato de biofilmes misto de S. mutans e C. albicans. 2020. 82 f. Tese (Doutorado) 

- Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2020.  

 RESUMO  

O presente estudo teve como objetivo verificar o efeito do glicerofosfato de cálcio (CaGP), 

associado ou não ao fluoreto (F), na fisiologia, pH e componentes da biomassa e fluido de 

biofilmes mistos contendo Streptococcus mutans e Candida albicans, formados in vitro. Para 

formação dos biofilmes colocou-se uma suspenção (1×107 células/mL de C. albicans + 1×108 

células/mL de S. mutans) em saliva artificial, suplementada com sacarose, em poços de placas 

de microtitulação. A cada 24 horas, metade do conteúdo da saliva artificial era renovado. Após 

os períodos de 72, 78 e 96 horas de formação, os biofilmes recebiam tratamentos, por um 

minuto, com soluções contendo CaGP (0.125, 0.25 ou 0.5%) com ou sem 500 ppm F, e soluções 

contendo somente F (500 e 1100 ppm F), adotadas como controles positivos, e saliva artificial, 

considerada como controle negativo. Para  estudo da fisiologia microbiológica, após o terceiro 

tratamento foram realizados os testes de quantificação de células cultiváveis, biomassa total 

(teste colorimétrico de cristal violeta), atividade metabólica (redução de XTT), análise 

estrutural do biofilme (microscopia eletrônica de varredura) e quantificação dos componentes 

da matriz extracelular (proteína, carboidrato e DNA). Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata, em três ocasiões diferentes. Os resultados foram submetidos à análise de variância a 

um critério, seguida pelo teste Fisher LSD (p<0.05). Para estudo de pH e componentes do 

biofilme, após o período de tratamento, foram analisados F, cálcio (Ca) e fósforo (P) no biofilme 

total e no fluido do biofilme após a mensuração do pH do biofilme. Em outro conjunto de 

experimentos, após o terceiro tratamento, o biofilme foi exposto, por 3 minutos, à solução de 

sacarose a 20%. Esta foi removida e, após 1 minuto, analisou-se o pH do meio e as 

concentrações de F, Ca, e P tanto na biomassa como no fluido do biofilme. Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata, em três ocasiões diferentes. Os dados foram submetidos à análise 

de variância a dois critérios, seguida pelo teste de Fisher LSD (p<0.05). O CaGP, independente 

da sua concentração, reduziu significativamente o número de células bacterianas em 

comparação com o controle negativo. CaGP + F aumentaram a biomassa e a atividade 

metabólica do biofilme e reduziram os componentes da matriz extracelular avaliada. Os 

tratamentos com CaGP e 500 ppm F levaram aos maiores valores de pH e concentrações de F 

e Ca da biomassa do biofilme, antes e após a exposição à sacarose. CaGP, sem F, levou a 



maiores concentrações de Ca e P no fluido do biofilme. Assim, é possível concluir que o CaGP 

interfere na biomassa, metabolismo, composição orgânica e inorgânica, bem como no pH do 

biofilme testado. Essas informações contribuem para o conhecimento de como CaGP atua na 

dinâmica de um biofilme relacionado com a doença cárie. 

Palavras-chaves: fosfato, flúor, biofilmes, Streptococcus mutans e Candida albicans  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 



Souza, TPC. Effect of calcium glycerophosphate, associated or not with fluoride, on the 

physiology, structure, matrix composition, cultivable cells, pH and on the concentrations 

of fluoride, calcium and phosphate of mixed biofilms of S. mutans and C. albicans. 2020. 

82 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 

2020.  

ABSTRACT 

The aim of the present study was to evaluate the effect of calcium glycerophosphate (CaGP), 

associated or not to fluoride (F), on the physiology, pH and components of biofilm biomass and 

fluid of dual-species biofilms of Streptococcus mutans and Candida albicans, formed in vitro. 

For the formation of biofilms, a suspension was placed (1×107 cells/mL C. albicans + 1×108 

cells/mL S. mutans) in artificial saliva, supplemented with sucrose, in wells of microtiter plates. 

Every 24 hours, half of the artificial saliva content was renewed. At 72, 78 and 96 hours after 

the beginning of formation, biofilms were treated for one minute with solutions containing 

CaGP (0.125, 0.25 ou 0.5%) with or without 500 ppm F, and solutions containing only F (500 

and 1100 ppm F), adopted as positive controls, and Artificial Saliva, considered as the negative 

control. For the study of microbiological physiology, after the third treatment, tests were 

performed: quantification of cultivable cells, total biomass (colorimetric crystal violet test), 

metabolic activity (XTT reduction), structural analysis of the biofilm (scanning electron 

microscopy) and quantification of matrix components (protein, carbohydrate and DNA). All 

assays were performed in triplicate on three different occasions. The results were submitted to 

one-way analysis of variance, followed by the Fisher LSD’s test (p<0.05). For the study of pH 

and biofilm components, after the last treatment, F, calcium (Ca) and phosphorus (P) were 

analyzed in the total biofilm and in the biofilm fluid after measuring the biofilm pH. In another 

set of experiments, after the third treatment, the biofilms were exposed for 3 minutes to 20% 

sucrose solution. This was removed and after 1 minute the biofilms were collected, and the pH 

of the medium and F, Ca, and P concentrations were determined both in the biomass and in the 

biofilm fluid. All assays were performed in triplicate on three different occasions. Data were 

submitted to two-way analysis of variance, followed by Fisher LSD's test (p<0.05). CaGP, 

regardless of their concentration, significantly reduced the number of bacterial cells compared 

to the negative control. CaGP + F increased the biomass and metabolic activity of the biofilm 

and reduced the components of the extracellular matrix evaluated. Treatments with CaGP and 

500 ppm F led to the highest pH values and F and Ca concentrations of the biofilm biomass, 

both before and after sucrose exposure. CaGP, without F, led to higher Ca and P concentrations 



in the biofilm fluid. Thus, it is possible to conclude that CaGP interferes in the biomass, 

metabolism, organic and inorganic composition and the pH of the biofilm tested. This 

information contributes to the knowledge of how CaGP acts in the dynamics of a biofilm related 

to caries disease. 

  

Keywords: phosphate, fluoride, biofilm, Streptococcus mutans and Candida albicans.  
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INTRODUÇÃO GERAL 
    A cárie dentária é uma das doenças mais antigas e comuns dos seres humanos. O termo 

cárie tem origem do latim que significa decadência e foi utilizada para descrever os 

orifícios nos dentes (RATHEE; SAPRA, 2019). Em resumo, ela é ocasionada pela 

produção bacteriana de ácidos a partir de carboidratos fermentáveis da dieta, a qual 

progressivamente desmineraliza a estrutura dentária (CUMMINS; BOWEN, 2006). 

Atualmente esta doença é considerada um problema de saúde pública, conceituada um 

processo dinâmico, multifatorial (VELO et al., 2019) que dependente de sacarose e 

biofilme (SHEIHAM; JAMES, 2015).  

    O biofilme dental é um conjunto de microrganismos nos quais as células aderem a uma 

superfície e/ou umas às outras (RATHEE; SAPRA, 2019). A estrutura do biofilme 

aumenta a cariogenicidade das bactérias produtoras de ácido, protegendo-as da defesa do 

hospedeiro uma vez que, esse agregado celular é envolto por uma matriz orgânica 

autoproduzida de polissacarídeos, proteínas e DNA (RATHEE; SAPRA, 2019). Sendo 

assim, o acúmulo de biofilme faz com que os microrganismos metabolizem 

eficientemente a sacarose (açúcar ou polímeros, tais como amido) para produzir grande 

quantidade de ácido láctico capaz de solubilizar o componente mineral do dente e iniciar 

o processo de cárie (MARSH; MARTIN, 2009; LAMONT et al., 2006).  

      A bactéria gram positiva Streptococcus mutans é um dos principais agentes 

etiológicos da cárie dentária, devido à sua capacidade de colonizar a superfície dental, 

metabolizar carboidratos, produzir ácido láctico, além de ter a capacidade de crescer e se 

multiplicar em ambiente ácido (MARSH; MARTIN, 2009; LAMONT et al., 2006).  O 

processo de formação de biofilme inicia-se com o revestimento da superfície do dente 

pela película salivar (BOWEN; KOO, 2011; ZIJNGE et al., 2010).  Várias adesinas de 

bactérias odontopatogênicas interagem com as glicoproteínas salivares da película 

adquirida na superfície dos dentes, por meio de ligação a cátions bivalentes. Na presença 

de sacarose, as bactérias aderem-se firmemente à superfície como resultado da produção 

de exopolissacáridos (glucanos) por meio da atividade da enzima glicosiltransferase 

(MARSH; MARTIN, 2009).  

     Apesar de S. mutans ser citado frequentemente como o principal agente patógeno nos 

casos de cárie dentária, especialmente em cárie na primeira infância, este microrganismo 

não age sozinho. A levedura Candida albicans é comumente detectado nas superfícies da 
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mucosa humana e que muitas vezes participa na formação de biofilmes polimicrobianos 

em superfícies de tecidos moles e acrílicos. Estudo demonstrou que nos casos de cárie 

precoce da infância, C. albicans está frequentemente associada na placa bacteriana 

patógena (FALSETTA et al., 2014; HAJISHENGALLIS et al., 2017; JEAN et al., 2018; 

XIAO et al., 2018). Observa-se um aumento de S. mutans quando C. albicans está 

presente em biofilmes associados a cárie da primeira infância (KIM et al., 2017). 

     O meio ácido entre biofilme/dente modifica o equilíbrio mineral entre o esmalte e o 

ambiente circundante, induzindo a desmineralização, ou seja, a destruição dos cristais de 

hidroxiapatita (HA) que formam o dente (DAWES, 2003). Ocorrem períodos de 

desmineralização e remineralização da estrutura dentária e, quando a desmineralização 

predomina, ocorre a lesão de cárie (ARIFA; EPHRAIM; RAJAMANI, 2019). Como 

principais componentes dos HA, as concentrações de cálcio e fosfato na saliva e biofilme 

desempenham um papel fundamental na influência dos processos de desmineralização e 

remineralização dentária (LI et al., 2014). 

     A utilização de produtos fluoretados levaram um declínio de cárie no mundo todo 

(PERES et al., 2019) pois o fluoreto (F) aumenta a resistência do dente ao ataque ácido, 

sendo um componente essencial na prevenção desta doença (SHAHROOM; MANI; 

RAMAKRISHNAN, 2019). A utilização dos dentifrícios contendo F atrelado a escovação 

dos dentes é considerado o melhor método preventivo da cárie dentária, visto que associa 

a remoção ou desorganização periódica do biofilme dental com as propriedades 

cariostáticas do F (PESSAN et al., 2006; TENUTA et al., 2009). O F tem seu efeito pela 

formação de produtos da sua reação com a estrutura dental e formando o fluoreto de cálcio 

(CaF₂) que, quando depositado no biofilme dental em lesões de cáries iniciais, é capaz de 

reduzir a sua progressão (CRUZ; ROLLA, 1991). A desvantagem do uso de dentifrícios 

fluoretados por crianças pequenas é que elas engolem quantidade deste e assim 

apresentam um risco subsequente de fluorose (WALSH et al., 2019). Este produto pode 

ser responsável por até 80% da ingestão diária total ideal de flúor, sendo os três primeiros 

anos de vida mais críticos (MEJÀRE, 2018). 

   Esta condição impulsiona a busca por estratégias que visam reduzir a quantidade de F 

e, concomitantemente, potencializa os efeitos preventivos de produtos fluoretados. Destas 

estratégias, destaca-se a importância do uso de derivados de fosfato de cálcio. Estudos in 

vitro e in situ demonstraram que dentifrícios com concentração reduzida de F 

suplementados com glicerofosfato de cálcio (CaGP) apresentam efeito semelhante à de 
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um dentifrício convencional (1.100 ppm F)  sobre a desmineralização e remineralização 

do esmalte dental (DO AMARAL et al., 2013; ZAZE et al., 2014a; ZAZE et al., 2014b). 

Tais achados foram confirmados em um estudo clínico randomizado controlado, no qual 

a progressão de cárie em dentes decíduos foi semelhante em crianças que utilizaram um 

dentifrício contendo 500 ppm F e CaGP em comparação a crianças utilizando uma 

formulação convencional contendo 1100 ppm F (FREIRE et al., 2016).  Em relação aos 

efeitos do CaGP sobre o biofilme dental, estudo in situ observou que este fosfato orgânico 

com 500 ppm F não aumenta a concentração de Ca no fluído do biofilme (NAGATA et 

al., 2017) e outro observou que não houve diferença entre a composição inorgânica da 

placa que recebeu CaGP-F e 1100 ppm F (DO AMARAL et al., 2013). Em uma revisão 

de literatura sobre os efeitos anti-cárie deste polifosfato concluiu que a elevação dos 

níveis de Ca na placa é a explicação mais provável para o potencial anti-cárie do CaGP 

(LYNCH, 2004).  

      Fosfatos inorgânicos como o trimetafosfato de sódio e o hexametafosfato de sódio,  

mostraram modificações não só em componente orgânicos de biofilmes (CAVAZANA 

et al., 2019a; HOSIDA et al., 2017) como também em inorgânicos e nos valores de pH 

antes e após esse biofilme ser exposto à sacarose (CAVAZANA et al., 2019b; SAMPAIO 

et al., 2018).  Com base no exposto, torna-se evidente que o efeito do CaGP-F sobre o 

esmalte dentário apresenta relatos científicos, enquanto os dados sobre os efeitos da 

associação CaGP-F sobre o biofilme dental ainda são escassos e conflitantes. Este aspecto 

reforça a necessidade de estudos adicionais avaliando os efeitos do F e do CaGP sobre o 

biofilme, especialmente envolvendo métodos analíticos complementares aos utilizados 

nos estudos supracitados, para uma melhor compreensão dos mecanismos de ação destes 

íons sobre a cárie dentária.   

    Desta forma, seria interessante conduzir um estudo in vitro avaliando os efeitos da 

associação entre F e CaGP: sobre a composição orgânica e metabolismo de um biofilme 

misto de S. mutans e C. albicans, sobre a retenção de F, P e Ca no biofilme total e no 

fluido do biofilme (antes e após a exposição deste à sacarose), e sobre o pH deste biofilme. 

Para abordar o tema proposto, o estudo será apresentado em dois capítulos distintos: 
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- Capítulo 1: “Effect of calcium glycerophosphate and fluoride on dual-species 

biofilms of Streptococcus mutans and Candida albicans”  

(artigo preparado para a submissão ao periódico Biofouling) 

 

 - Capítulo 2: “Calcium glycerophosphate and fluoride affect the pH and inorganic 

composition of dual-species biofilms of Streptococcus mutans and Candida albicans” 

(artigo preparado para a submissão ao periódico The International Journal of 

Biochemistry & Cell Biology) 
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