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RESUMO 

MORAIS, V. T. E. S. Efeitos de um novo ciclofosfato à base de cálcio, 
associado ou não ao flúor, sobre a viabilidade, metabolismo e estrutura de 
biofilmes de interesse cariogênico in vitro. 2025. Trabalho de Conclusão de 

Curso (Graduação) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista 

(UNESP), Araçatuba, 2025. 

 

Esse estudo teve o objetivo de avaliar o efeito de um novo ciclofosfato à base de 

cálcio (TMPCa), combinado ou não ao fluoreto (F), sobre a composição microbiana, 

metabolismo e estrutura de biofilmes mistos de Streptococcus mutans e Candida 

albicans formados in vitro. A síntese do TMPCa ocorreu a partir de um trimetafosfato 

de sódio (TMP), sendo realizada por meio de cromatografia. O composto foi 

caracterizado por microscopia eletrônica de varredura (MEV) e espectroscopia de 

raios X por dispersão em energia. A avaliação do efeito antibiofilme do composto 

ocorreu de acordo com os seguintes grupos experimentais: 1% de TMP, com ou 

sem 1100 ppm F; 1% de TMPCa, com ou sem 1100 ppm de flúor (F). Também, foi 

testada solução contendo 1100 ppm F (controle positivo), além de saliva artificial 

(controle negativo, CLT). Cepas de S. mutans e C. albicans foram cultivadas em 

saliva artificial. Os biofilmes formados no fundo de poços de placas de 

microtitulação foram tratados três vezes (72, 78 e 96 horas após o início da 

formação), por um minuto. Após esse período, foram realizadas análises de 

quantificação de células cultiváveis pela contagem de unidades formadoras de 

colônias (UFCs), avaliação da produção de biomassa total (teste do cristal violeta) e 

atividade metabólica dos biofilmes (teste do XTT). O biofilme teve sua estrutura 

analisada por MEV. Os dados foram submetidos à ANOVA, seguido pelo teste de 

Student-Newman-Keuls (p<0,05). Observou-se por MEV granulações pequenas e 

regulares para todos os grupos analisados (i.e., TMP e TMPCa), enquanto nos 

espectrogramas obtidos pelo EDS, foram observados picos de sódio (Na) para o 

TMP, além de picos de O e fósforo P comuns aos dois compostos. Houve também a 

presença de picos característicos de cálcio (Ca) para o composto TMPCa. Com 

relação aos ensaios de efeito antibiofilme do composto, nenhum tratamento foi 

capaz de reduzir as UFCs de C. albicans em comparação ao CTL. Além disso, 

 



 

observou-se que 1% de TMPCa levou a UFCs deste microrganismo 

significativamente maiores que o grupo 1100 ppm F. Nenhum tratamento levou a 

reduções significativas nas UFCs de S. mutans, sendo todos os grupos semelhantes 

entre si. O grupo 1% de TMPCa, com F, apresentou a maior produção de biomassa, 

sem diferença significativa do grupo 1%TMPCa. Biofilmes tratados com 1% de 

TMPCa apresentou o maior metabolismo, seguido dos tratados com 1% de TMPCa, 

com F. A análise de MEV, os biofilmes mantiveram a estrutura característica, com 

aglomerados de cocos e hifas, independentemente da presença de F ou do 

composto analisado. Pode-se concluir que o processo de síntese levou à produção 

de um novo composto à base de cálcio, o qual, principalmente combinado com o F, 

afetou a composição microbiana e metabolismo dos biofilmes analisados. 

 

Palavras-chave: cálcio; biofilmes; fosfatos. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 

ABSTRACT 
MORAIS, V. T. E. S. Effects of a new calcium-based cyclophosphate, associated 
or not with fluoride, on the viability, metabolism and structure of biofilms of 
cariogenic interest in vitro. 2025. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação) - 
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Araçatuba, 
2025. 
 
This study aimed to synthesize and evaluate the effect of a new calcium-based 

cyclo-triphosphate (TMPCa), combined or not with fluoride (F), on the microbial 

composition, metabolism, expression of extracellular matrix components, and 

structure of dual-species biofilms of Streptococcus mutans and Candida albicans 

formed in vitro. TMPCa synthesis was carried out from sodium trimetaphosphate 

(TMP) through chromatography. The compound was characterized by scanning 

electron microscopy (SEM) and energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS). The 

antibiofilm effect of the compound was evaluated according to the following 

experimental groups: 1% TMP, with or without 1100 ppm F; 1% TMPCa, with or 

without 1100 ppm F. A solution containing 1100 ppm F (positive control) and artificial 

saliva (negative control) were also tested. S. mutans ATCC 25175 and C. albicans 

ATCC 10231 strains were cultured to obtain concentrations of 108 and 107 cells/mL, 

respectively, in artificial saliva. Biofilms formed at the bottom of microplate wells were 

treated three times (72, 78, and 96 hours after the start of formation) for one minute. 

After this period, analyses of quantification of cultivable cells by colony-forming unit 

(CFU) counting, evaluation of total biomass production (crystal violet test), biofilm 

metabolic activity (XTT test). Furthermore, the biofilm structure was analyzed by 

SEM. The data were submitted to ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls 

test, adopting p<0.05. SEM revealed small and regular granules for all analyzed 

groups (i.e., TMP and TMPCa), while in the EDS spectrograms, Na peaks were 

observed for TMP, in addition to O and P peaks common to both compounds. There 

was also the presence of characteristic Ca peaks for the TMPCa compound. 

Regarding the antibiofilm effect assays of the compound, no treatment was able to 

reduce the CFUs of C. albicans compared to the CTL. Furthermore, it was observed 

that 1% TMPCa led to significantly higher CFUs of this microorganism than the 1100 

ppm F group. None of the treatments resulted in significant reductions in S. mutans 

CFUs, with all groups being similar to each other. The group 1% TMPCa with F 

presented the highest biomass production, without significant difference from the 1% 

 



 

TMPCa group. Biofilms treated with 1% TMPCa presented the highest metabolism, 

followed by those treated with 1% TMPCa with F. SEM analysis the biofilms 

maintained the characteristic structure, with clusters of cocci and hyphae, regardless 

of the presence of F or the compound analyzed. In conclusion, It can be concluded 

that the synthesis process led to the production of a new calcium-based compound, 

which, mainly combined with F, affected the microbial composition and metabolism of 

the biofilms analyzed. 

 
Keywords: calcium; biofilm; phosphates.   
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1 INTRODUÇÃO  

O avanço tecnológico tem impulsionado a pesquisa e o desenvolvimento 

de novos biomateriais para o tratamento e recuperação de lesões ocasionadas por 

traumas e doenças degenerativas [O'Brien, 2011; Haggerty & Oudega, 2013; Nitta & 

Numata, 2013]. No campo da odontologia, o foco tem sido o combate à cárie, uma 

doença mediada pelo biofilme, modulada pela dieta, multifatorial, relacionada à 

desmineralização da estrutura dura do dente (esmalte e dentina) [Gu et al., 2010; 

Machiulskiene et al., 2020] por ataque ácido de bactérias cariogênicas, tais como o 

Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus spp. [Melo et al., 

2013]. O sinergismo dessas bactérias cariogênicas com o fungo Candida albicans 

tem grande impacto na progressão e desenvolvimento da cárie dentária [Bachtiar 

and Bachtiar, 2018].  

Apesar do declínio mundial, a doença ainda possui elevada prevalência 

especialmente em países subdesenvolvidos e em desenvolvimento, acometendo 

consideravelmente a população adulta e infantil [Pitts et al., 2017]. Neste contexto, 

estratégias devem ser formuladas, as quais incluem o desenvolvimento de novos 

compostos com base em fosfato e cálcio, que podem ser incluídos em produtos de 

higiene bucal e demais materiais odontológicos. O grupo de pesquisas vem 

estudando desde 2009 a adição de TMPNa a produtos fluoretados com objetivo de 

reduzir a perda mineral do esmalte dentário e aumentar a sua capacidade 

remineralizadora. Observamos que a adição do TMPNa em dentifrícios fluoretados 

[Takeshita et al., 2016], enxaguatórios bucais [Manarelli et al., 2011; Favretto et al., 

2013] e produtos de aplicação tópica profissional [Manarelli et al., 2017] reduziu a 

perda mineral e aumentou a remineralização do esmalte. Esta ação combinada de 

TMPNa com fluoreto também aumentou a quantidade de flúor e cálcio no esmalte e 

suas concentrações no biofilme dentário [Takeshita et al., 2015].  

A ação do TMPNa na proteção da HA não está completamente 

compreendida, porém, os resultados indicam que o mecanismo está relacionado à 

adsorção do TMPNa na superfície do esmalte que leva a uma redução da troca 

iônica entre o esmalte e o meio bucal. O TMPNa se liga aos sítios de grupo hidroxila 

da HA [Delbem et al., 2014; Amaral et al., 2018] diminuindo a perda de cálcio e 

promovendo a cristalinidade da HA. A adsorção de TMPNa é influenciada pela 
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presença de fluoreto, já que o aumento da sua concentração no meio reduz a 

adsorção do TMPNa na HA, sugerindo que o fluoreto e o TMPNa competem pelo 

mesmo sítio de ligação na HA [Amaral et al., 2018]. Assim, a proporção molar 

TMP:F influenciam tanto na 13 perda mineral do esmalte [Takeshita et al., 2009; 

Takeshita et al., 2011; Manarelli et al., 2011; Favretto et al., 2013; Souza et al., 2013; 

Amaral et al., 2018] quanto na formação de fluoreto de cálcio no esmalte. Este efeito 

é importante para o controle do processo de cárie dentária, pois a ação anticárie dos 

produtos fluoretados está relacionada à deposição de fluoreto de cálcio no esmalte 

e sua dissolução durante os desafios cariogênicos [Delbem et al., 2010].  

Apesar da associação TMP/F reduzir a produção de polissacarídeos 

extracelulares no biofilme dentário [Takeshita et al., 2015; Souza et al., 2017; 

Cavazana et al., 2018], o TMPNa não tem demonstrado substancial atividade 

antimicrobiana [Cavazana et al., 2018; Mendes-Gouvêa et al., 2018]. Apesar dos 

estudos mostrarem que o TMPNa reduz a perda mineral das estruturas dentárias, 

confirmada por estudo clínico em crianças [Freire et al., 2016], este deve 

obrigatoriamente estar associado ao fluoreto (200 a 1100 ppm F).  

Estudos prévios, têm mostrado que supersaturar o meio com cálcio pode 

reduzir o efeito erosivo dos ácidos [Lussi et al., 2011]. Assim, como o TMPNa 

apresenta a capacidade de adsorver ao esmalte [Amaral et al., 2016; Amaral et al., 

2018; Nalin et al., 2021], de reduzir a penetração dos ácidos e melhorar a difusão de 

cálcio para o interior do esmalte [Takeshita et al., 2016; Gonçalves et al., 2021], 

funcionalizar o NaTMP com o cálcio pode ajudar a fixar este íon, aumentar sua 

disponibilidade na superfície dentária e influenciar na atividade antimicrobiano do 

composto.  

Entretanto, nenhum estudo analisou se a substituição do sódio pelo cálcio 

na molécula do TMPNa, produziria um composto com atividade antimicrobiana 

significativa ao TMP, sem a necessidade de associação de outros agentes 

antimicrobianos. Com base no exposto, o objetivo deste estudo foi sintetizar e 

avaliar a atividade do novo ciclotrifosfato (TMPCa) sobre indicadores de 

metabolismo dos biofilmes estudados, viabilidade microbiana das espécies 

incluídas, e estrutura destes biofilmes.  
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2 MATERIAIS E MÉTODOS  
 
2.1 Síntese e caracterização do composto e formulação das 
soluções de tratamento  

A síntese do composto foi realizada em uma coluna cromatográfica (3 

cm × 30 cm), e o composto foi caracterizado por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) e espectroscopia por energia dispersiva (EDS). Os compostos 

de TMPCa foram utilizados em soluções. As concentrações dos compostos 

adicionadas foram baseadas em estudos prévios realizados com trimetafosfato 

de sódio [Takeshita et al., 2009; Manarelli et al., 2011].  
  

2.2 Formação e tratamento dos biofilmes  
Saliva artificial foi utilizada como meio de cultura, conforme descrito por 

Lamfon et al. [2003] e modificado por Cavazana et al. [2018], de acordo com a 

seguinte composição para 1 L de água deionizada: 2 g de extrato de levedura 

(Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), 5 g de peptona bacteriológica (Sigma-Aldrich), 4 g 

de sacarose (Sigma-Aldrich), 1 g de mucina (Sigma-Aldrich), 0,35 g de NaCl 

(Sigma-Aldrich), 0,2 g de CaCl2 (Sigma- Aldrich) e 0,2 g de KCl (Sigma-Aldrich). O 

pH da solução foi ajustado com NaOH para 6,8.   

Para esse estudo, foram utilizadas as seguintes cepas de referência da 

American Type Culture Collection (ATCC): S. mutans ATCC 25175 e C. albicans 

ATCC 10231. Culturas dos microrganismos mantidas a -70 °C em glicerol foram 

semeadas em Agar Sabouraud Dextrose (ASD; Difco, Le Pont de Claix, França), 

para C. albicans, e cultivadas por 24 horas a 37 ºC. Culturas de S. mutans foram 

semeadas em Agar Infusão de Cérebro e Coração (BHI Agar; Difco) e incubadas em 

5% de CO2 a 37 ºC por 24 horas. Para C. albicans, uma alçada obtida das placas de 

ASD foi suspensa em 10 mL de caldo Sabouraud Dextrose (Difco) e incubada a 37 

ºC durante a noite, sob agitação de 120 rpm. Colônias de S. mutans foram 

suspensas em 10 mL de BHI caldo (Difco) e incubadas estaticamente durante a 

noite em 5% de CO2 a 37 ºC. Após o período de incubação, as células fúngicas e 

bacterianas foram recuperadas por centrifugação a 8000 rpm, por 5 minutos, a 15 

ºC, e os pellets de células foram lavados duas vezes com 10 mL de solução salina 

(0,85% NaCl). A quantidade de células fúngicas foi ajustada para uma concentração 
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de 107 células/mL em saliva artificial com auxílio de uma Câmara de Neubauer e um 

microscópio óptico, enquanto a quantidade de células bacterianas foi ajustada 

espectrofotometricamente para uma concentração de 108 células/mL em saliva 

artificial [Cavazana et al., 2018]. A cada 24 h a saliva artificial era renovada.  

Os biofilmes foram formados no fundo dos poços de placas de 

microtitulação. Para isso, a suspensão microbiana (1 x 107 células/mL C. albicans + 

1 x 108 células/mL S. mutans) foi adicionada aos poços e as placas, incubadas a 37 

ºC por 72 horas. Posteriormente, os biofilmes pré-formados (72 horas) foram 

tratados duas vezes no 1º dia (10:00 e 16:00 horas) por 1 minuto e mais uma vez no 

dia seguinte (10:00) (totalizando biofilmes de 96 horas). Assim, cada biofilme foi 

exposto aos respectivos tratamentos por um total de três vezes [Cavazana et al., 

2018]. Os biofilmes foram tratados com soluções contendo 0,5 ou 1% de CaTMP ou 

TMP, associados ou não com 1100 ppm F. Saliva artificial foi considerada como 

controle negativo (CTL), e uma solução de 1100 ppm F (1100F) foi considerada 

como controle positivo. Desta forma, o trabalho incluiu seis grupos experimentais: 

controle negativo (CTL); 1100 ppm F (1100F); 1% TMP (1%TMP); 1% TMP 

combinado com F (1%TMP/F); 1% TMPCa (1%TMPCa); 1%TMPCa combinado com 

F (1%TMPCa/F).  
  

2.3 Viabilidade microbiana  

A viabilidade microbiana foi avaliada pela quantificação de células 

cultiváveis, realizada pela contagem das unidades formadoras de colônias (UFCs) 

[Sampaio et al., 2022]. Para isso, no final do período experimental descrito acima, 

os biofilmes formados nas placas de 96 poços foram lavados com solução salina e 

raspados dos poços. Na sequência, as suspensões de biofilmes foram 

vigorosamente agitadas em vórtex por 1 minuto e, então, passaram por diluições 

decimais seriadas (em solução salina), sendo posteriormente plaqueadas em 

CHROMagar Candida (CHROMagar, Paris, França) e BHI Agar suplementado com 

anfotericina B (7 μg/mL; Sigma-Aldrich), para a contagem de C. albicans e S. 

mutans, respectivamente. Após 24-48 horas de incubação a 37 ºC, foi realizada a 

contagem do número de UFCs.  
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2.4 Avaliação de indicadores de metabolismo de biofilme  

2.4.1. Quantificação da biomassa total  
A biomassa total dos biofilmes foi quantificada através do ensaio de 

coloração com cristal violeta (CV) [Cavazana et al., 2019; Sampaio et al., 2022]. 

Desta forma, após o período de formação de biofilme e tratamentos, o meio de 

cultura foi aspirado e as células não aderidas foram removidas por meio da lavagem 

com solução salina. Em seguida, os biofilmes foram fixados com 200 μL de metanol 

(99% v/v) (Sigma-Aldrich), o qual foi removido depois de 15 minutos de contato. As 

placas de 96 poços contendo os biofilmes secaram na temperatura ambiente e 200 

μL de CV (1% v/v) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) foram adicionadas a cada 

poço e as placas incubadas por 5 minutos. Os poços foram então lavados 

suavemente com água deionizada, e 200 μL de ácido acético (33% v/v) 

(Sigma-Aldrich) foram adicionados para liberar e remover a coloração dos biofilmes. 

A solução obtida foi transferida para nova placa de microtitulação de 96 poços. A 

absorbância das soluções obtidas foi lida em um leitor de placa de microtitulação 

com comprimento de onda de 570 nm. A absorbância final foi padronizada de 

acordo com a área dos poços (absorbância/cm2).  

 

2.4.2. Avaliação da atividade metabólica das células dos biofilmes 

A atividade metabólica dos biofilmes foi avaliada através do ensaio de 

redução do XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino) 

carbonyl]-2Htetrazolium hydroxide; Sigma-Aldrich) [Sampaio et al., 2022], após o 

terceiro tratamento do biofilme. Este ensaio se caracteriza pela conversão do XTT 

para formazan e inclui citocromo P450 em bactérias. Para isso, os biofilmes foram 

lavados com solução salina e, posteriormente, 200 μL de uma solução de 150 mg 

XTT/L e 10 mg de metassulfato de fenazina/L foram adicionados em cada poço. As 

placas ficaram incubadas a 37 ºC no escuro, com agitação de 120 rpm. Após 3 

horas, 200 μL do sobrenadante foram transferidos para poços de novas placas de 

microtitulação de 96 poços e a absorbância lida a 490 nm. Os valores de 

absorbância foram padronizados por unidade de área dos poços (absorbância/cm2).  
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2.5 Avaliação da estrutura do biofilme por microscopia eletrônica 
de varredura (MEV)  

Para análise estrutural dos biofilmes por MEV, os biofilmes foram 

formados em placas de microtitulação de 24 poços. Após formação e tratamentos, 

os biofilmes foram fixados com exposição ao Etanol em diferentes concentrações 

(70% por 10 min, 95% por 10 min, e 100% por 20 min, seguido por 20 min de 

secagem). Em seguida, o fundo dos poços das placas foi destacado com lâmina de 

bisturi estéril, e os biofilmes foram recobertos com ouro. Após recobrimento, os 

biofilmes foram analisados em microscópio (S-360 microscope, Leo, Cambridge, 

MA, EUA) [Sampaio et al., 2022].  
  

2.6 Análise estatística  
Os dados foram analisados quanto à normalidade (teste de Shapiro-Wilk) 

e homogeneidade (teste de Barlett), e então foram submetidos à ANOVA, seguido 

pelo teste post-hoc de Student-Newman-Keuls. A análise estatística foi conduzida 

utilizando o software SigmaPlot 12,0 (Systat Software Inc., San Jose, CA, EUA), 

adotando p<0,05. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, em três ocasiões 

diferentes (n=9). 
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3 RESULTADOS 

Através das imagens obtidas pelo MEV, foi possível observar granulações 

pequenas e regulares para todos os grupos analisados (i.e., TMP e TMPCa) (Figura 

1). Pelos espectrogramas obtidos pela técnica de EDS, foram observados picos de 

Na a 1,04 keV para o TMP, além de picos de O e P comuns aos dois compostos. 

Houve também a presença de picos a 3,69 e 4,00 KeV característicos de Ca para o 

composto TMPCa (Figura 1).  

 
Figura 1 - Fotomicrografia de microscopia eletrônica de varredura das amostras de 

TMP (A) e TMPCa (C) e respectivos histogramas de EDS (B e D)  
  

 
Fonte: Elaborado pelo Autor (2024) 

 

Nenhum tratamento foi capaz de reduzir as UFCs de C. albicans em 

comparação ao CTL. Além disso, observou-se que 1%TMPCa levou a UFCs deste 

microrganismo significativamente maiores que o grupo 1100F (Figura 2A). Nenhum 
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tratamento levou a reduções significativas nas UFCs de S. mutans em comparação 

ao grupo CTL, sendo todos os grupos semelhantes entre si (Figura 2B). 

 
Figura 2 - Valores médios das contagens de unidades formadoras de colônias para 

Candida albicans (A) e Streptococcus mutans (B) em biofilmes mistos de 
Streptococcus mutans e Candida albicans. Barras denotam os desvios 
padrões das médias. Letras distintas denotam diferenças significativas 
entre os grupos. CTL = controle negativo; 1100F = 1100 ppm F; 1%TMP = 
1% TMP; 1%TMP/F = 1% TMP combinado com F; 1%TMPCa = 1% TMPCa; 
1%TMPCa/F = 1%TMPCa combinado com F (ANOVA, teste de 
Student-Newman-Keuls, n=9)  

 
Fonte: Elaborado pelo Autor (2024) 

 

O grupo 1%TMPCa/F apresentou a maior produção de biomassa, sem 

diferença significativa, entretanto, do grupo 1%TMPCa (Figura 3A). Biofilmes 

tratados com TMP, com ou sem F, apresentaram produção de biomassa semelhante 

às observadas para os grupos CTL e 1100F. Com relação à atividade metabólica 

dos biofilmes, observou-se que o grupo 1%TMPCa apresentou os maiores valores, 

seguido do grupo 1%TMPCa/F (Figura 3B). 
 

Figura 3 - Valores médios de produção de biomassa total (teste do cristal violeta) (A) 
e atividade metabólica (teste do XTT) (B) de biofilmes mistos de 
Streptococcus mutans e Candida albicans. Barras denotam os desvios 
padrões das médias. Letras distintas denotam diferenças significativas 
entre os grupos. CTL = controle negativo; 1100F = 1100 ppm F; 1%TMP = 
1% TMP; 1%TMP/F = 1% TMP combinado com F; 1%TMPCa = 1% TMPCa; 
1%TMPCa/F = 1%TMPCa combinado com F (ANOVA, teste de 
Student-Newman-Keuls, n=9)   
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024) 

 

A análise estrutural por MEV revelou que os biofilmes tratados com soluções 

contendo F apresentaram uma tendência de menor quantidade de matriz 

extracelular em relação às suas contrapartes sem F. No entanto, apesar dessas 

diferenças na matriz extracelular, os biofilmes mantiveram a estrutura característica, 

com aglomerados de cocos e hifas, independentemente da presença de F ou do 

composto analisado (Figura 4).   
 
Figura 4 - Imagens de microscopia eletrônica de varredura de biofilmes mistos de 

Streptococcus mutans e Candida albicans. Aumento de 1.00 k; Barras: 10 
μm. CTL = controle negativo; 1100F = 1100 ppm F; 1%TMP = 1% TMP; 
1%TMP/F = 1% TMP combinado com F; 1%TMPCa = 1% TMPCa; 
1%TMPCa/F = 1%TMPCa combinado com F 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2024) 
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4 DISCUSSÃO 
A suplementação de produtos fluoretados com sais de fosfato contendo 

cálcio demonstrou ser uma alternativa na redução da perda do esmalte em modelos 

de cárie in vitro [Emerenciano et al., 2024; Zaze et al., 2014]. Recentemente, foi 

demonstrado que a síntese de um novo composto proveniente do TMP aumentou o 

efeito anticárie de dentifrícios sem fluoreto suplementados com TMPCa [Peres, 

2023]. A presença de fosfato de cálcio levaria a sua maior precipitação sobre a 

superfície dental, potencializando o efeito contra a formação de lesão de cárie; 

entretanto, aspectos microbiológicos como a composição microbiana, metabolismo 

e matriz extracelular de biofilmes, não foram explorados naquela ocasião. No 

presente estudo, o CaTMP, associado ou não ao F, exerceu influência significativa 

no metabolismo, estrutura e composição microbiana do biofilme analisado.  

A exposição do TMPCa nos biofilmes leva a níveis mais altos de cálcio 

(Ca) e fosfóro (P), o que poderia influenciar substancialmente em parâmetros de 

metabolismo dos biofilmes [Lynch, 2004]. A capacidade dos microrganismos dentro 

dos biofilmes de detectar alterações nos componentes do meio é uma tarefa 

importante que permite que os patógenos se ajustem de forma eficiente ao 

ambiente, desencadeando assim a expressão de genes responsáveis pela 

virulência e resistência [Islam, 2020]. Os tratamentos com altas concentrações de 

Ca, conforme demonstrado anteriormente [Cavazana et al., 2021], podem ter 

induzido alterações celulares, resultando na lise celular e na liberação de material 

genético que pode ser competente para a sobrevivência em um ambiente com alto 

teor de Ca. Além disso, o excesso de Ca afeta a formação de hifas, resultando na 

formação de pseudo-hifas e diminuição da virulência deste fungo e 

consequentemente interferir nos componentes da matriz extracelular.  

A tolerância ao Ca pode desempenhar um papel crucial em bactérias 

cariogênicas [Astasov-Frauenhoffer et al., 2017], uma vez que este íon altera o 

metabolismo celular dos microrganismos e sua capacidade de detectar e responder 

à concentração ambiental, um aspecto crucial da patogênese bacteriana [Rosch et 

al., 2008]. A rigidez estrutural para a proteção do ambiente externo e o controle da 

regulação gênica e adsorção de nutrientes são funções importantes da matriz 

extracelular [Hobley et al., 2015]. A sacarose consiste em um componente essencial 
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para a produção de matriz extracelular, afetando assim o crescimento do biofilme 

[Tomé et al., 2017], e por isso foi adicionada à saliva no presente estudo.  

Especificamente aos indicados de metabolismo e composição microbiana 

dos biofilmes estudados, padrões semelhantes aos do presente estudo também 

foram apresentados por Cavazana et al., [2023], avaliando o efeito de soluções de 

CaGP em biofilmes de duplas espécies. Na ocasião, os autores observaram que as 

soluções contendo cálcio (i.e., CaGP) levaram à uma maior produção de biomassa 

e atividade metabólica que o controle negativo (saliva artificial). O tratamento com 

cálcio aumenta a quantidade de cálcio ligado à superfície microbiana no biofilme 

dentário [Leitão et al., 2018]. O cálcio interage com proteínas de superfície e forma 

pontes iônicas entre macromoléculas carregadas negativamente, melhorando a 

agregação celular. A proximidade de células vizinhas é relatada como dependente 

da ponte de cálcio [Rose, 2000], e a presença de Ca leva à conexão entre 

moléculas [Körstgens, 2001]. Essa mudança na composição do biofilme pode 

justificar o aumento na produção de biomassa e metabolismo encontrado para os 

biofilmes tratados com TMPCa, independentemente da presença de F, em 

comparação com o grupo CTL. Sugere-se que a ligação de Ca e microrganismos 

pode reter novos compostos, aumentando assim a biomassa do biofilme. Essa 

hipótese está em consonância com os resultados quantitativos do presente estudo e 

com os resultados obtidos por Cavazana et al. [2023], considerando que o aumento 

na biomassa e metabolismo para o grupo contendo cálcio não foi acompanhado por 

um aumento no número de células. De fato, assim como para os resultados de 

viabilidade microbiana, dados recentes não publicados demonstraram que 

tratamentos com TMPCa, especialmente combinado com F, foi capaz de diminuir a 

expressão de componentes da matriz extracelular de biofilmes de interesse 

cariogênico. 

Apesar dos resultados supracitados, algumas limitações inerentes ao 

presente modelo de estudo devem ser mencionadas. É importante enfatizar que um 

modelo de biofilme de dupla espécie não representa totalmente a natureza 

polimicrobiana encontrada no meio bucal. Além disso, deve-se ressaltar que o 

presente protocolo não envolve variáveis hidrodinâmicas semelhantes ao que ocorre 

na boca. Apesar das limitações deste modelo de biofilme, entretanto, os resultados 

obtidos forneceram dados adicionais sobre os mecanismos pelos quais o TMPCa 
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pode interferir na dinâmica da cárie dentária, estimulando novos estudos com este 

ciclofosfato.  
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5 CONCLUSÃO 
Com base no exposto, pode-se concluir que o TMPCa sintetizado, 

especialmente quando combinado ao F, afetou a composição e metabolismo dos 

biofilmes analisados. 
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